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RESUMEN GENERAL

VIABILIDAD DE Lactobacillus plantarum ENTRAMPADO EMPLEANDO
FRUCTANOS DE AGAVE, BAJO CONDICIONES GASTROINTESTINALES
SIMULADAS

En la presente investigacion se llevé a cabo la extraccion y caracterizacion
fisicoquimica de fructanos de agave (Agave salmiana). El rendimiento obtenido
fue de 13.94 % (p/p) y presentaron contenidos de carbohidratos totales de 93.4
% (p/p), de los cuales el 23 % lo conforman fructooligosacéridos, 1.1 % azUcares
reductores y el resto de otros azucares no identificados. Los espectros obtenidos
por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier de las muestras de
fructanos mostraron banda de absorcién en 1410 cm™ %, que corresponden a la
deformacion de CH2-OH en el anillo de fructosa, mientras que la absorcién a 1015
cm™ ! se asigné a las vibraciones de estiramiento de C-O y C-C del anillo de
fructanos. Con objeto de proteger a Lactobacillus plantarum Lp-115 de las
condiciones gastrointestinales simuladas (GIS) y proveer de fuente de carbono
para el microorganismo, se elaboraron geles de almidén (A) (2.5 % plp) y
variando la concentracion de fructanos de Agave salmiana (F) (0, 0.5, 1y 1.5%
p/p). Los geles del tratamiento con 1.0% de fructanos presentaron estructuras
complejas donde se integré el microorganismo: con eficiencias de
entrampamiento de 96.71 %, con los menores tamafos de poro (13 pm) y
confirieron una mejor proteccién a L plantarum Lp-115 bajo condiciones GIS,
presentando la mayor viabilidad (9.26 + 0.18 log UFC g?) después de la
exposicion a pH 2 y (6.81 + 0.85 log UFC g?) después de la exposicion
consecutiva a sales biliares, en comparacion a células libres (8.06 + 0.28 log UFC
gty 5.77 + 0.32 log UFC g%, respectivamente). Micrografias electrénicas de
barrido mostraron que las células de L. plantarum Lp-115 fueron entrampadas en
las matrices de los biopolimeros A-F.

Palabras clave: Agave salmiana, Lactobacillus plantarum Lp-115, fructanos de

agave, prebiotico, condiciones gastrointestinales simuladas.

Tesis de Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: Diana Edith Lopez Vazquez
Director: Eleazar Aguirre Mandujano



GENERAL ABSTRACT

VIABILITY OF Lactobacillus plantarum ENTRAPPED USING AGAVE
FRUCTANS, UNDER SIMULATED GASTROINTESTINAL CONDITIONS

In the present investigation the extraction and physicochemical characterization
of agave fructans (Agave salmiana) was carried out. The yield obtained was
13.94% (w/w) and presented total carbohydrate contents of 93.4%, of which 23%
is made up of fructooligosaccharides ,1.1% reducing sugars and the rest of other
unidentified sugars. The spectra obtained by Fourier Transformed Infrared
spectroscopy of fructan samples showed an absorption band at 1410 cm?,
corresponding to deformation of CH2-OH in the fructose ring, meanwhile the
absorption at 1015 cm ! was assigned to the C-O and C-C stretching vibrations
of the fructans ring. In order to protect Lactobacillus plantarum Lp-115 from
simulated gastrointestinal conditions (SIG) and provide a carbon source for the
microorganism, gels of starch (A) (2.5% w/w) and varying the concentration of
Agave salmiana fructans (F) (0, 0.5, 1 and 1.5% w / w). were made. Gels of the
treatment with 1.0% of F presented complex structures where the microorganism
was integrated: with entrapment efficiency of 96.71%, with the smallest pore sizes
(13 um) and they conferred a better protection to L. plantarum Lp-115 under SIG
conditions, presenting the higher viability (9.26 + 0.18 log CFU g) after exposure
to pH 2, and of (6.81 + 0.85 log CFU g!) after consecutive exposure to bile salts,
in comparison with free cells (8.06 + 0.28 log CFU g* and 5.77 £ 0.32 log CFU g
1 respectively). Scanning electron micrographs showed that L. plantarum Lp-115
cells were entrapped in the A-F biopolymers matrices.

Key words: Agave salmiana, Lactobacillus plantarum Lp-115, agave fructans,
prebiotic, simulated gastrointestinal conditions.

Thesis, Universidad Autbnoma Chapingo
Author: Diana Edith Lépez Vazquez
Advisor: Eleazar Aguirre Mandujano



1. INTRODUCCION GENERAL

El creciente interés de los consumidores en los productos alimenticios saludables
ha generado motivacion hacia la investigacion dirigida al desarrollo de alimentos
funcionales. Entre ellos, los probidticos se destacan y se describen como
"organismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas
confieren un beneficio para la salud del huésped” (FAO / OMS, 2002). Sin
embargo, existen diversos factores que afectan la viabilidad de los probioticos
cuando son agregados a los productos alimenticios, incluido el pH bajo, la
presencia de oxigeno, las condiciones de procesamiento y el almacenamiento a
bajas temperaturas (Espitia, Batista, Azeredo y Otonide, 2016), provocan una
disminucién considerable de células probiéticas. Ademas, la supervivencia de
estos durante su paso a través del tracto gastrointestinal humano sigue siendo
un reto importante para la entrega efectiva de estas bacterias benéficas (Anal y
Singh, 2007). Segun Kailasapathy y Masondole (2005) el nivel recomendado del
consumo de probidticos es de 108-10° UFC dia?, equivalente a 100 g* de un
producto alimenticio conteniendo 10%-107 UFC g*.

Una alternativa para mantener la viabilidad del probiético es mediante el
entrampamiento en matrices formadas por polisacaridos. Uno de estos
polisacaridos es el almidon que es ampliamente utilizado en la industria
alimentaria por su bajo costo, alta biodegradabilidad y su gran capacidad de
retencion de agua, sin embargo, los geles producidos por almidones nativos
presentan alta sinéresis y retrogradacion. Por lo que una estrategia simple e
interesante, para evitar estos defectos, es mediante la incorporacion de un
carbohidrato que le permita formar una mayor reestructuracion. Ye et al., (2018)
mencionan que la adicion de inulina, puede prevenir la sinéresis y la
retrogradacion de los geles ademas de mejorar las propiedades sensoriales y

fisicoquimicas del gel de almidon.



Ademas, una forma de mejorar la estabilidad de los probidticos es agregar
prebioticos a la formulacion de microparticulas (Poletto et al., 2019). Un prebidtico
se define como "un sustrato que es utlizado selectivamente por los
microorganismos del huésped y puede conferir un beneficio para la salud”
(Gibson et al., 2017). Los prebidticos, que generalmente se utilizan consiste en
inulina, oligosacaridos y almidon resistente (Valcheva y Dieleman, 2016). Sin
embargo, estudios recientes han encontrado que los fructanos de Agave
salmiana tiene potencial prebidtico, mejorando el crecimiento de bacterias
probidticas especialmente del género Lactobacillus (Martinez-Gutierrez et al.,
2017). Dentro de estas bacterias destaca Lactobacillus plantarum, bacteria
Gram-positiva que se encuentra en una variedad de ambientes, incluyendo
lacteos, carne, pescado y algunas verduras y lo mas importante es que se
considera un microorganismo GRAS (generalmente reconocido como seguro)
(Rodriguez-Huezo et al., 2014).

Es por ello que en la presente investigacién tuvo como objetivo general evaluar
la viabilidad de Lactobacillus plantarum Lp-115 entrampado en geles de almidon
de maiz y fructanos de Agave salmiana como fuente prebiotica, bajo condiciones

gastrointestinales simuladas.

El documento consta de cuatro capitulos: el presente capitulo que corresponde
a la introduccion acerca de la importancia de la proteccion de probioticos
mediante el uso de biopolimeros naturales para el entrampamiento; el capitulo
dos presenta el estado del arte acerca de los probidticos, prebidticos y sistemas
de proteccibn a probiéticos; el capitulo tres se presenta la obtencion y
caracterizacion de fructanos de Agave salmiana, empleados como fuente
prebidtica para L. plantarum Lp-115 y por ultimo el capitulo cuatro, aborda el
efecto protector de los fructanos extraidos de Agave salmiana sobre los
microrganismos entrampados de las matrices biopolimericas almidén-fructanos

durante las condiciones gastrointestinales simuladas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Probidticos

La palabra "probiéticos" se deriva de las palabras griegas pro y biotos que se
traduce como "para la vida" (Hamilton-Miller, Gibson y Bruck, 2003). La definicion
de probidticos ha cambiado a lo largo de los afios, siendo la actualmente
aceptada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion y la Organizacion Mundial de la Salud (FAO/ OMS, 2002) como
“microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades apropiadas,
confieren un beneficio para la salud al huésped”. De acuerdo con Shah (2007)
los niveles de dosis de probiéticos dependen de la cepa, pero es importante que
estas bacterias se encuentren presentes en el alimento en un nivel minimo de
10°-10 8 UFC g

Los principales beneficios que ofrecen los probidticos a la salud mediante la
ingestion de alimentos y han sido probados cientificamente son: propiedades
anticancerigenas; propiedades antihipertensivas; efectos benéficos sobre el
metabolismo mineral (especialmente con respecto a hueso); atenuacion de los
sintomas de la enfermedad intestinal y el sindrome de Crohn; reduccion de la
diarrea aguda, ayudando a disminuir su dolor, severidad y duracion; reducciéon de
los sintomas de las alergias alimentarias y reduccion de niveles de colesterol LDL

(lipoproteinas de baja densidad) (Granato et al., 2010).



En la industria alimentaria generalmente se utilizan probiéticos como bacterias
de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (FAO/OMS, 2001), sin embargo,
también pueden utilizarse otros microorganismos que se muestran en el Cuadro
1.

Cuadro 1. Principales microorganismos empleados como probioticos en la

industria alimentaria.

Lactobacillus sp. Bifidobacterium  Enterococcus Streptococcus Levaduras y
sp. sp. sp. mohos

L. acidophilus B. bifidum E. feacalis S. cremoris Saccharomyces
boulardii

L. sporogenes B. adolescentis E. faecium S. salivarius Saccharomyces
cereviseae

L. delbrueck B. animalis E. francium S. diacetylactis Aspergillus niger

L.casei B. infantis S. intermeius Aspergillus
oryzue

L.gasseri B. thermophilum Candida
pintolopesii

L. crispatus B. longum

L. helevticus B.breve

L. rhamnosus B. lactis

L.cellobiosus B. essensis

L. johnsonii B. laterosporus
L. fermentum

L.lactis

L.plantarum

L. reuteri

L.paracasei

Fuente: Amara y Shbil (2015).

El efecto benéfico de los probiéticos dependera de la especie, la cepa, la cantidad
de microorganismos que alcancen su sitio activo, el ambiente en el que se
encuentra, la salud y etapa fisiologica del huésped para que el probioético pueda

proliferar y colonizar el colon (Manzano, Estupifian y Elpidia, 2012).



2.1.1 Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum es un microorganismo gram positivo, perteneciente al
grupo de las bacterias acido lacticas que se encuentra comiunmente en la mucosa
gastrointestinal. Las células no tienen capsula y no forman esporas, no son
moviles ni presentan filamentos. No utilizan el indol, no hidrolizan gelatina,
catalasa y oxidasa. El crecimiento 6ptimo se situa entre 35-39 °C (Collado, 2004).
Los tamafios de las células tienden a ser de 0.9- 1.2 x 3.0-8.0 uym; estan
dispuestas de forma aislada, en parejas o en cadenas cortas. L. plantarum es
una bacteria que puede ser encontrada en diversos ambientes, como productos

lacteos, carne y en diversas fermentaciones vegetales.

Latobacillus plantarum, es un probidtico que confiere una amplia variedad de
beneficios para la salud que incluyen: tratamiento y prevencion de infecciones
entéricas, sindromes post-antibiéticos, enfermedad inflamatoria del intestino (EIl)
y cancer colorrectal; pueden inhibir el desarrollo de la obesidad al reducir el tejido
adiposo mesentérico (Park et al., 2017); favorecer el metabolismo de los lipidos

(Kim, Hong, Choi y Kim, 2014) y reduccion de lipidos en sangre (Li et al., 2019).

Por otro lado, Mohanty, Panda, Kumar y Ray, (2019) evaluaron la actividad
antimicrobiana de Lactobacillus plantarum DM69 contra el patogeno Salmonella
enterica, se observo que el compuesto microbiano inhibe en un 75 % la adhesion
e invasion de S. enterica en células de colon, puesto que L. plantarum tiene una

buena capacidad potencial de colonizacion en el revestimiento epitelial intestinal.

Otra funcion que debe subrayarse de L. plantarum es la capacidad para producir
bacteriocinas potentes y diversas, que son péptidos antimicrobianos con posibles
aplicaciones como conservantes de alimentos o agentes complementarios de
antibioticos (Seddik et al., 2017).

En este sentido, teniendo en cuenta todas estas caracteristicas de L. plantarum
es un probidtico con aplicaciones prometedoras, por lo que resulta necesario
asegurar que este microorganismo sobreviva en el tracto gastrointestinal para

gue ejerza los efectos benéficos en el huésped.



2.2 Prebio6ticos

El concepto prebidtico es mas reciente que los probioticos y fue propuesto por

primera vez por Gibson y Roberfroid en 1995. La Asociacion Cientifica

Internacional de Probidticos y Prebibticos (ISAPP, por sus siglas en inglés) define

un prebiético como "un sustrato que es utilizado selectivamente por los

microorganismos del huésped y puede conferir un beneficio para la salud". Esta

definicion de consenso también se aplica a los prebidticos para su uso en

animales, en los cuales las estrategias centradas en la microbiota para mantener

la salud y prevenir enfermedades son igualmente relevantes que en los humanos
(Gibson et al., 2017).

Existen diferentes fuentes de las que se pueden obtener prebidticos a partir de

diferentes alimentos que se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Fuente y clasificacion de prebidticos.

Clase de
prebidtico Tipos de prebidticos Fuentes de obtencién
Lactulosa Lactosa (leche)
1. Polioles
(alcoholes de Xilitol, sorbitol, manitol,
azucar) lactilol
Esparragos, remolacha azucarera, ajo,
achicoria, cebolla, alcachofa de Jerusalén, trigo,
2. Oligosacaridos FOS miel, platano, cebada, tomate y centeno
GOS Leche humana y leche de vaca
Brotes de bambu, frutas, verduras, leche, miel y
X0Ss salvado de trigo.

Fibras

Otros

Isomalto-oligosacaridos

Oligosacaridos de rafinosa
Oligosacéridos de soya
Isomaltulosa
Arabinoxilooligosacaridos

Inulinas

Oligosacéaridos, galactosil
lactosa y pirodextrinas
Celulosa, dextrinas, pectinas,
beta-glucanos, ceras y
lignina, Fructanos tipo inulina
Alimentos derivados de las
Legumbres

Miso, soja, salsa, sake, todos los alimentos ricos
en almidén

Semillas de legumbres, lentejas, guisantes,
frijoles, garbanzos, malva compuesta y mostaza
Soya

Miel, jugo de cafa de azlcar

Salvado de trigo

Ajo, cebolla, esparragos, achicoria, alcachofa y
trigo.

Granos, legumbres, harinas, papas, verduras y
frutas.

Fibra de legumbres




Té verde que contiene selenio y té verde de
Extracto acuoso de arandano China
Mora india, setas, fruta del
dragon y raiz de yacén

Fuente: Mohanty, Misra, Mohapatra y Sahu (2018).

Los criterios que caracterizan a un prebi6tico son los siguientes: a) debe resistir
a la acidez géstrica y las enzimas de los mamiferos; b) ser susceptible a la
fermentacion por bacterias intestinales; y c) la capacidad de mejorar la viabilidad

y la actividad de microorganismos beneficiosos (Rastall y Gibson, 2006).

Los prebioticos pasan del intestino delgado al colon y se vuelven accesibles para
las bacterias probidticas sin ser utilizados por otras bacterias intestinales. Los
componentes finales esenciales del metabolismo de los carbohidratos son los
acidos grasos de cadena corta, en particular: acido acético, &cido propionico y
acido butirico, que son utilizadas por el organismo huésped como fuente de

energia (Al-sheraji, Ismail, Yazid y Mustafa, 2013).

2.2.1 Fructanos de agave

Los fructanos estan presentes naturalmente en muchas plantas como hidratos de
carbono de reserva, los cuales aumentan la tolerancia al frio y la sequia de
plantas (Ritsemay Smeekens, 2003). Entre las plantas que almacenan fructanos,
las que tiene mayor importancia econémica son: cereales (cebada, trigo y avena),
verduras (dalias y tulipanes), gramineas forrajeras (Lolium y Festuca), y plantas
de agave (Sanchez y Hope, 1953; Vijn y Smeekens, 1999). Debido a la
configuracién beta de los enlaces entre los monémeros de fructosa, los fructanos
tipo inulina resisten la hidrolisis enzimatica por las enzimas digestivas humanas
salivales y del intestino delgado, especificas para enlaces alfa-glicosidicos. Como
resultado, los fructanos tipo inulina son indigeribles y se fermentan en el colon
(Ritsema y Smeekens, 2003; Roberfroid et al., 2010).

En México, los fructanos se obtienen de plantas de agave y principalmente se
utiliza el Agave tequilana Weber var. Azul para su produccién. Sin embargo,
existe un interés creciente por aprovechar otras especies del género Agave,

siendo una alternativa el Agave salmiana, que es una planta que tiene gran



importancia cultural y econémica, de la cual se obtiene una bebida fermentada
llamada “pulque” .No obstante, en los ultimos afios los productores de este cultivo
lo han abandonado debido al bajo consumo del pulque, por lo que se buscan
nuevas alternativas de uso que se le puedan dar a este cultivo y una de ellas es

mediante la obtencion de ingredientes funcionales como lo son los fructanos.

Los fructanos de agave son moléculas derivadas del agave, que poseen una
configuracion ramificada (Figura 1) a diferencia de la configuracién lineal
presente en la inulina comercial (Figura 2), lo que les podria otorgar diferentes
propiedades y aplicaciones tecnoldgicas.
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Figura 1. Estructura quimica de fructanos de agave
Fuente: Mancilla-Margalli y Lopez (2006).
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Figura 2. Estructura quimica de fructanos tipo inulina.
Fuente: Mancilla-Margalli y Lopez (2006).

Por otro lado, los fructanos son empleados por sus propiedades prebioticas y de
mejora de la salud en la formulacién de alimentos funcionales (Peshev y Van den
Ende, 2014). La evidencia de la actividad prebidtica de fructanos de agave
extraidos de Agave tequilana se demostro por GOmez et al., (2010) en la cual se
observé un gran aumento en el numero de bifidobacterias y lactobacilos como
consecuencia de los efectos de estos azlcares sobre la ecologia microbiana del
tracto digestivo humano. Por otro lado, Martinez-Gutierrez et al., (2017)
encontraron que los fructanos de Agave salmiana propician un mejor crecimiento
en cepas probiodticas, especialmente en Lactobacillus acidophilus. Cabe
mencionar que lo fructanos de Agave salmiana presentaron efecto
fisiometabdlico positivo, puesto que tienen la capacidad de regular el apetito y
disminuir de ingesta alimenticia generando una disminucion en su masa corporal
(Castillo et al., 2018).

2.3 Condiciones gastrointestinales

Para el suministro de probidticos, es necesario conocer la fisiologia
gastrointestinal con la finalidad de desarrollar sistemas de proteccién que
favorezcan la estabilidad de estos microrganismos en las condiciones hostiles del
tracto digestivo (Chai et al., 2018).



Figura 3. Representacion esquematica de las condiciones fisicoquimicas y fisiologicas en
diferentes regiones del tracto gastrointestinal.
Fuente: Chai et al., 2018.

La cavidad oral es la primera barrera para los probiéticos después de la ingestion.
Las condiciones orales tipicas son: pH neutro (7.4), la fuerza ibnica, la
temperatura, la velocidad de flujo, las fuerzas de friccion y las enzimas salivales
(principalmente amilasa). Dichas condiciones afectan a las bacterias ingeridas ya
gue pueden sufrir cambios apreciables en su composicion y estructura
(McClements, 2013).

Después de la ingestion, el probibtico pasara rapidamente a través del esdfago
(10-14 s) y llegara al estbmago; en este punto hay secrecidn acida de las células
parietales que esta conformado principalmente por acido clorhidrico y otras
enzimas (como la pepsina que tiene capacidad proteolitica), provocando la mayor
pérdida de viabilidad de las bacterias (Cook, Tzortzis, Charalampopoulos y
Khutoryanskiy, 2012). El jugo gastrico puro puede tener un pH de 1.0 que al
mezclarse con mucinas y bicarbonato se obtiene un valor cercano a 2.5. Los
alimentos se digieren fisicamente en una masa espesa y semifluida llamada

quimo, que se activa con fluidos géstricos muy &cidos (pH 1-2) o con enzimas
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digestivas mudltiples (por ejemplo, proteasas, amilasas y lipasas). Ademas,
también puede producirse una digestion quimica simple en el estbmago, lo que
permite que el quimo se digiera mas a fondo en macromoléculas, como proteinas,

grasas y polisacéaridos, antes de transferir al intestino delgado (Chai et al., 2018).

Después de pasar a través del estbmago, los microorganismos ingresaran al
intestino delgado, cuyo transito se puede variar de 3.2 a 9.5 h. El pH del intestino
delgado se encuentra en el rango de pH 6.15-7.35 en la regidén proximal,
aumentando a pH 6.80—7.88 en el intestino delgado distal. Después de pasar por
el intestino delgado, los probiéticos alcanzaran el intestino grueso, en cuyo punto
el pH baja ligeramente a pH 5.26-6.72 en el colon ascendente y pH 5.20-7.02 en

el colon descendente (Cook et al., 2012).

En el intestino humano, otro componente a considerar es la sal biliar, ya que
puede alterar la membrana bacteriana de las bacterias gram-positivas (como las
bacterias del acido lactico), lo que reduce la supervivencia bacteriana durante la
transicion a través del intestino (Hugq et al., 2017).

Si bien los alimentos ingeridos son degradados y absorbidos principalmente por
el estbmago y el intestino delgado algunos componentes, como la fibra dietética,
no son digeribles debido a su composicion y estructura especiales (Chai et al.,
2018).

Todos los factores mencionados, como son los cambios de pH, las enzimas
digestivas ademas de la cantidad de oxigeno, entre otros, pueden afectar la
supervivencia de los microorganismos probidticos. Por lo que es necesario
protegerlos y una forma eficiente de realizarlo es mediante el entrampamiento
con materiales poliméricos de fuente natural (Liu, Chen, Cheng y Selornulya,
2016).

2.4 Sistemas de proteccidn a probidticos

Se ha evidenciado diversas tecnologias como sistemas de proteccion a
probidticos siendo principalmente la microencapsulacién y el entrampamiento.

ComUnmente suelen utilizarse ambos términos indistintamente. La
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encapsulacién hace referencia al proceso de formacion de capsulas, que estan
conformadas por una membrana (semipermeable o0 no permeable), la cual rodea
al probidtico (Shori, 2017). Mientras que el entrampamiento se refiere a la captura
de un probiético mediante la inmovilizacién dentro o a lo largo de una matriz

preservando su viabilidad (Vidhyalakshmi et al, 2009; Kailasapathy, 2002).

Existen diversos métodos para proteger las bacterias probiéticas y pueden ser

clasificados en tres grupos principales:

1. Procesos fisicos: secado por aspersion, extrusion y recubrimiento por

aspersion.

2. Procesos fisicoquimicos: coacervacion simple o compleja y atrapamiento en

liposomas.
3. Procesos quimicos: polimerizacion interfacial e inclusion molecular.

Cada tecnologia presenta sus propias caracteristicas, para ello es indispensable
conocer todos los factores que afectan la viabilidad de los probioticos durante su
procesamiento, por lo que la seleccién de una técnica se basara en la proteccién
y en los mecanismos de liberacion controlada en un sitio especifico de los

probioticos (Martin, Lara-Villoslada, Ruiz y Morales, 2015).

2.5 Entrampamiento de probidticos mediante geles

Los geles biopoliméricos hechos de proteinas y / o polisacaridos proporcionan
una fuente renovable para la nutricion, estabilizacion de la interfaz, aplicaciones
de liberacion controlada, etc. Consisten en moléculas de biopolimeros reticulados
fisica, quimica o enzimaticamente que atrapan y retienen el agua dentro de la red
de particulas. Se pueden formar a partir de biopolimeros simples o mixtos
utilizando una variedad de métodos basados en mecanismos de asociacion
molecular y procesos mecanicos. El tipo de biopolimero y el método de gelacion
determinan las propiedades principales de los geles resultantes (Farjami y
Madadlou, 2017).
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Los microorganismos probidticos pueden ser entrampados a través de la
inmovilizacion efectiva del gel dentro de una red. El sistema de entrampamiento
de probidticos altamente reconocido es mediante la gelacion del alginato. Sin
embargo, la utilizacion de alginato genera geles muy porosos, lo cual repercute
en las propiedades de barrera (Gouin, 2004), por lo que generalmente se utilizan
en combinacion otros biopolimeros para disminuir el tamafio de poro. Otro
biopolimero atractivo para el entrampamiento mediante geles es el almiddn,

debido a su bajo costo, biodegradabilidad y abundancia (Mahmood et al., 2017).

2.5.1 Almiddén como agente gelificante

El almidon es el polisacarido de almacenamiento mas abundante en plantas, y
existe como granulos en el cloroplasto de hojas verdes y el amiloplasto de
semillas, legumbres y tubérculos. Los almidones son polisacaridos quimicamente
consisten en una serie de monosacaridos o moléculas de glucosa unidas con a -
D- (1-4) o a-D- (1-6) enlaces. El almidén incluye dos componentes estructurales
principales, amilosa y amilopectina. La estructura del almidén se muestra en la
Figura 4. La relativa proporcion de estos componentes difiere en funcion de la
fuente de almidén (maiz, papa, tapioca, trigo) y efectos sobre el orden molecular
y la cristalinidad del polisacarido. La amilosa es lineal o ligeramente ramificada,
mientras que la amilopectina es altamente ramificada. Alrededor del 70 % de la
masa del granulo de almidon se considera amorfo y alrededor del 30 % como
cristalino Las regiones amorfas consisten en la parte principal de amilosa y una
cantidad considerable de amilopectina. La region cristalina contiene

principalmente la amilopectina (Ismail, Irani y Ahmad, 2013).
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Figura 4. Estructura quimica del almidon.
Fuente: Ismail, Irani y Ahmad (2013).

El almidon se usa ampliamente en las industrias farmacéuticas y de alimentos
como rellenos, estabilizantes, espesantes, aglutinantes, asi como agentes de

gelificacion, carga y retencion de agua (Ismail, Irani y Ahmad, 2013).

La formacion de geles basados en almidon implica primero la gelatinizacion del
almidén y luego la retrogradacion para formar una red tridimensional. El primer
paso es necesario para romper la estructura cristalina del almidén para facilitar
la interaccion cadena-cadena del polimero. El enfoque tipico implica la
solubilizacion y el calentamiento en agua. El contenido de amilosa puede influir
en las propiedades de gelatinizacion y retrogradacién de los almidones,
definiendo asi su aplicacion de uso final. El alto contenido de amilosa tiende a
promover la retrogradacion, formando una estructura cristalina mas organizada y
rigida, mientras que una matriz baja en amilosa puede dar como resultado una
estructura mas abierta que tiende a desintegrarse en agua. Las caracteristicas
como la viscosidad inicial y final, las temperaturas de la pasta, la descomposicion
y la retrogradaciéon estan influenciadas por la relacién de amilosa y amilopectina

(Ratnayake y Jackson, 2008).
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3. EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE FRUCTANOS DE

Agave salmiana

RESUMEN

Los fructanos son polimeros de fructosa que presentan actividad prebiética y
amplias propiedades funcionales. Aunque en México ya se extraen
industrialmente a partir de Agave tequilana, escaso son los estudios en donde se
empleen las pifias de Agave salmiana para la extraccion de fructanos mediante
sonicacion. El objetivo principal de esta investigacion consisti6 en obtener
fructanos de Agave salmiana aplicando sonicacion a 50 % de amplitud, asi como
Su posterior caracterizacion. Se caracterizé la materia prima (pifia de Agave),
demostrandose que es el 6rgano principal de reserva de carbohidratos cuyo valor
fue de 21.84 + 0.01 %. Posteriormente se evalud el rendimiento, andlisis proximal,
contenido de carbohidratos, fructooligosacaridos, azucares reductores y glucosa.
Ademas, para la confirmacion del carbohidrato se caracterizd por espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR). El analisis FT-IR sefialdé la
absorcién a 1410 cm 1, correspondiente a la deformacién de CH2-OH en el anillo
de fructosa, mientras que la absorciéon a 1015 cm™ se asigné a las vibraciones
de estiramiento de C-O y C-C del anillo de fructanos. Estas técnicas revelaron
que los fructanos de A. salmiana obtenidos presentan caracteristicas similares a
las extraidas de otras fuentes comerciales como Agave tequilana o Agave
atrovirens, lo que extiende la importancia econémica de esta especie
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EXTRACTION AND CHARACTERIZATION OF Agave salmiana
FRUCTANS

ABSTRACT

Fructans are fructose polymers that have prebiotic activity and extensive
functional properties. Although in Mexico they are already extracted industrially
from Agave tequilana, there are no studies where pineapples of Agave salmiana
are used for the extraction of fructans by sonication. The main objective of this
research is to obtain fructans from Agave salmiana by applying sonication at 50%
amplitude, as well as its subsequent characterization. The raw material (agave
pineapple) was characterized, demonstrating that it is the main carbohydrate
reserve organ whose value was 21.84 + 0.01%. Subsequently, performance,
proximal analysis, carbohydrate content, fructooligosaccharides, reducing sugars
and glucose are evaluated. Moreover, its polysaccharide structure was confirmed
by Fourier Transformed Infrared (FT-IR) spectroscopy. FT-IR analysis pointed out
absorption at 1420 cm, corresponding to deformation of CH>—OH lying on
fructose ring, while absorption at 1075 cm* was assigned to C-O and C-C
stretching vibrations of fructanos ring. These techniques revealed that Agave
salmiana contain fructans with features similar to those extracted from other
commercial sources such as Agave tequilana or Agave atrovirens, which extends
the economic importance of this species beyond its simple use as a fiber source.

Key words: Agave salmiana, agave fructans, characterization, prebiotic.
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3.1 Introduccidén

El maguey o agave pulquero (Agave salmiana) es una planta suculenta,
monocotileddnea y perene. En México, se usa principalmente para la produccién
de una bebida fermentada denominada pulque. Sin embargo, durante las ultimas
décadas ha disminuido considerablemente el consumo del pulque por otras
bebidas alcohdlicas y su bajo precio de cotizacion ha generado la desmotivacién
y el abandono del cultivo de agave, por parte de los productores. El cultivo de
maguey tiene gran importancia econdmica y social, especificamente para la
region de Otumba, Estado de México, por lo que es necesario darle diferentes
formas de uso, con la finalidad de aprovechar su potencial en la obtencién de
otros productos que actualmente son altamente demandados principalmente por

la industria alimenticia, como es el caso de los alimentos funcionales.

La demanda de productos que beneficien la salud ha surgido como consecuencia
del aumento de algunas enfermedades crénicas, como son la obesidad, la
diabetes, la hipertension, entre otras. Muchas de estas enfermedades estan
relacionadas con la falta de actividad fisica, la mala alimentacion, el consumo de
productos con alto contenido calérico y el escaso aporte de fibra en la dieta

(Marquina y Santos, 2003).

Por lo que el consumidor solicita alimentos que contengan ingredientes
saludables y sean de calidad. Por su parte, los tecnélogos en alimentos estan en
la constante busqueda de fuentes naturales de las que se pueda extraer
ingredientes que causen un efecto benéfico al consumidor, siendo una opcion el
agave, pues diversas investigaciones han demostrado que posee una cantidad
importante de fructanos principalmente en la base de las hojas y tallo conocida

como “piAa” (Montafiez-Soto et al., 2011; Mellado-Mojica y Lopez, 2012).

Los fructanos de agave se conforman por una mezcla compleja de neofructanos
altamente ramificados con enlaces tanto 3- (2-1) como B- (2-6) entre los grupos
de fructosa (Lépez et al., 2003; Mancilla-Margalli y Lépez, 2006). Debido a su
configuracion, los fructanos son resistentes a la hidroélisis enzimética por accion

de las enzimas digestivas humanas y, por lo tanto, pasan sin digerirse al colon



donde son fermentados por la microflora colonica. Este efecto prebidtico ofrece
nuevos usos alternativos para los fructanos de agave como ingredientes

funcionales en la industria alimentaria (L6pez y Urias-Silvas, 2007).

De manera convencional los fructanos se extraen utilizando agua caliente (70 -
80 °C) debido a su alta solubilidad en estas condiciones. Sin embargo, este
método requiere altos consumos de energia y largos tiempos de extraccion (Zhu
et al., 2016). Una de las tecnologias emergentes para obtener compuestos
bioactivos es la sonicacién, que tiene como propésito disminuir el uso de
solventes, tiempos de proceso, por lo tanto, contribuye a la disminucion del
consumo de energia (Narvaez-Flores et al., 2015). La sonicacion consiste en
generar ultrasonidos que pueden atravesar un medio liquido o un liquido que
contiene materiales sélidos, produciendo un fendbmeno llamado cavitacion, es
decir, la produccién de burbujas, su crecimiento y luego su colapso. El fenémeno
de la cavitacion aumenta la difusion de la biomasa, la ruptura celular y finalmente

la penetracion del solvente (Zhu et al., 2016).

Narvaez-Flores et al., (2015) han demostrado el uso eficiente de la sonicacion
aplicada en la extraccién de fructanos de Agave tequilana. Sin embargo, son
escasos los estudios en donde se aprovechen las pifias de Agave salmiana para
la obtencion de ingredientes funcionales. Por lo que el objetivo de este estudio
consisti6 en extraer fructanos de Agave salmiana y su caracterizacion

fisicoquimica, con la finalidad de utilizarlos como fuente prebidtica.
3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Materiales

Se colectaron pifias de agave pulquero (Agave salmiana) de la variedad Manso,
provenientes de la comunidad de Belém, Otumba, Estado de México, México,
con coordenadas GPS de 19°37'15"Ny 98 °49'19" W y una elevacién sobre
el nivel del mar de 2360 m. Las plantas fueron cosechadas en el mes de agosto
de 2018, cuando alcanzaron la edad de 10 afios. Se utilizaron los siguientes
reactivos: Acido 3, 5 dinitro-salicilico (DNS; Sigma-Aldrich, U.S.A), é&cido
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clorhidrico (HCI), hidroxido de sodio (NaOH), D- fructosa (Quimica Meyer,
México), fenol (Golden Bell Reactivos, México). El agua utilizada en todos los

experimentos fue agua destilada y desionizada.

3.2.2 Composicion quimico proximal de la pifia de Agave salmiana

Se realiz6 la determinacion del contenido de humedad (método
termogravimétrico), cenizas, proteina (método Kjeldahl), grasas (método de
Gerber) y carbohidratos totales procedentes de la pifia de Agave salmiana
(AOAC, 1995).

3.2.3 Obtencién de fructanos a partir de Agave salmiana

Los fructanos se obtuvieron a partir de la pifia de Agave salmiana, mediante la
metodologia descrita por Sanchez et al., (2017) con ligeras modificaciones. Para
ello, la pifia se lavo, troced y molié en una licuadora (Oster 465-15, México)
durante 3 min, la muestra triturada se colocé en refractarios de vidrio para secarla
a 50 °C en una estufa de aire forzado (RIOSSA, modelo HCF-S2-D, Wisconsin
Oven Distributors, LLC., WI, EUA).

Para la extraccion de fructanos, se realiz6 una dispersion empleando una relacion
1:6 (p/p) de agave seco: agua destilada, se dejo en agitacion a 25 £+ 1 °C durante
1 h. Posteriormente la mezcla obtenida se filtré en papel de 12 y, el filtrado se
sometid a la extraccion utilizando un sonicador (Ultrasonic processor, Model VCX
130PB 500 Newtown, CT, EUA) equipado con una punta de 8 mm de diametro,
operado a una amplitud de 50 % durante 5 min a 40 + 1 °C. Durante el proceso
de extraccion se utiliz6 un bafio de agua para mantener la temperatura. El
extracto obtenido se filtr6 con papel Whatman No. 1 y se colocé en moldes de
vidrio revestidos con papel horno para secarlos en una estufa con aire forzado
(RIOSSA, modelo HCF-S2-D, Wisconsin Oven Distributors, LLC., WI, EUA) a 40
+ 1 °C durante 72 h. Los fructanos de Agave salmiana se retiraron de los moldes,
se trituraron en una licuadora y almacenaron en recipientes de vidrio, sellados
herméticamente a temperatura ambiente (20 + 1° C), para su posterior

caracterizacion.
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3.2.4 Caracterizacién de fructanos de agave

Rendimiento
El rendimiento de los fructanos obtenidos se determiné mediante la Ecuacién (1):

Peso de fructanos (g)
Peso de la pina de Agave salmiana (g)

% Rendimiento = X100 (1)

Analisis quimico proximal

Se determiné a los fructanos de agave el contenido de proteina (método
Kjeldahl), grasa (método de Gerber), cenizas, fibra y humedad por método

gravimétrico (AOAC, 1995). Cada determinacion se realiz6 por triplicado.

Carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos totales presentes en los fructanos de Agave
salmiana se realiz6 mediante el método propuesto por Dobuis (1956), utilizando
soluciones de fructosa (100-500 mg L) para generar la curva estandar. La
muestra se tratd de la misma forma que los estandares. Se utiliz6 1 mL de la
muestra se mezcldé con 1 mL de solucion al 5 % (p/v) de fenol en un tubo de
ensayo. Posteriormente a la mezcla, se le afadi6 5 mL de &cido sulfarico
concentrado, se dejé enfriar durante 20 min en un bafio de agua a temperatura
ambiente para el desarrollo de color y se leyé a 490 nm en espectrofotometro UV
(Spectrophotometer CS-200PC® GlobeTM, 340-1000 nm, Spectronics
Instruments Inc., Rochester, NY, EUA). Las determinaciones se efectuaron por

triplicado.

Fructooligosacaridos (FOS)

Para cuantificar los FOS presentes en las muestras de fructanos se utilizé la
metodologia descrita por Montafiez-Soto et al., (2011). Se prepard una diluciéon
de fructanos al 1 % (p/v) y se le adicioné invertasa de Saccharomyces cerevisiae
incubandose a 55 °C con agitacién constante durante 90 min con la finalidad de
llevar a cabo la hidroélisis. Posteriormente, la muestra producto de la hidrolisis fue
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colocada en bafio maria a ebullicion durante 3 min y enfriada utilizando un bafio
de hielo. La deteccion espectrofotométrica se realiz6 a 575 nm utilizando un
espectrofotometro UV (Spectrophotometer CS-200PC® GlobeTM, 340-1000 nm,
Spectronics Instruments Inc., Rochester, NY, EUA). Cada ensayo se realiz6 por

triplicado.

AzUcares reductores

La cuantificacion de los azUcares reductores directos en la muestra se determiné
por el método de Miller (1959), mediante la construccion de una curva estandar,
para ello se prepararon soluciones de 200-1000 mg L™, utilizando fructosa como
estandar. Se tomé 1 mL de cada solucién y se colocaron en tubos de ensaye, se
les adicion6 1 mL de acido 3, 5 dinitro-salicilico y se agitaron vigorosamente para
homogenizar la mezcla de reaccion. En seguida se colocaron en un bafio maria
a 100 °C durante 5 min e inmediatamente después se enfriaron a chorro de agua
y se le adicionaron 10 mL de agua destilada. Se homogeniz6 la mezcla de
reaccion y se leyo la absorbancia en el espectrofotometro (Espectrofotometro UV,
Spectrophotometer CS-200PC® GlobeTM, 340-1000 nm, Spectronics
Instruments Inc., Rochester, NY, EUA) a una longitud de onda de 540 nm. Cada

ensayo se realiz6 por triplicado.

Glucosa

El contenido de glucosa en las muestras se determind de acuerdo con el método
enzimético propuesto por Trinder (1969), utilizando una curva de calibracion de
glucosa con concentraciones entre 100 a 500 mg L. Dispersiones de fructanos
al 1 % (p/v) fueron preparadas y mezcladas con glucosa oxidasa. Posteriormente,
esta mezcla fue colocada en bafio maria a 37 + 1 °C durante 10 min. La deteccion
espectrofotométrica se realiz6 a 575 nm utilizando un espectrofotometro UV
(Spectrophotometer CS-200PC® GlobeTM, 340-1000 nm, Spectronics

Instruments Inc., Rochester, NY, EUA).
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Fructosa

Montafiez-Soto et al., (2011) determinaron que el contenido de azuUcares
reductores directos esta dado por la suma de glucosa y fructosa en las muestras
de fructanos, por lo tanto, la determinacién de fructosa se llevé a cabo por

diferencia (Ecuacién 2 y 3).

ARD = G A4 F oo e (2)

Analisis infrarrojo por transformada de Fourier (FT- IR)

El analisis FT-IR de los fructanos de Agave salmiana se llevé a cabo mediante
un espectrofotometro de infrarrojos, equipado con un ATR (reflectancia total
atenuada). La muestra se presiond uniformemente para obtener una tableta y el
espectro se analiz6 en el rango de 4 000-400 cm™ con una resolucién de 4 cm™?
(Apolinério et al., 2017).

3.3 Analisis de datos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado usando un disefio
experimental completamente al azar. Los datos obtenidos se sometieron a
andlisis de varianza de clasificacion simple (ANOVA), y en los casos pertinentes,
a pruebas de comparacion de medias de Tukey con una significancia de p < 0.05.
Para el analisis de datos se utilizdé el paquete estadistico Statgraphics Plus

(Statistical Graphics Corp., Manugistics, Inc., Cambridge, MA, EUA).
3.4 Resultados y discusion

3.4.1 Analisis proximal de la pifia de Agave salmiana

El analisis quimico proximal de la pifia de Agave salmiana se muestra en el
Cuadro 3, se demuestra que después del contenido de humedad, los
carbohidratos conforman la mayor parte de la materia de la pifia del Agave

salmiana, seguida de la fibra cruda, cenizas, proteina y grasa. Se encontré una
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composicién similar a lo reportado por Vargas (2009) y Martinez-Gutierrez et al.,
(2017).

Cuadro 3. Composicion quimica proximal de la pifia de Agave salmiana.

Parametro Media + DE (%gH")
Humedad 72.50 + 0.017
Cenizas 1.72 £ 0.03
Grasas 0.13+0.03
Proteina 0.55+0.10
Fibra cruda 3.26 £ 0.01
Carbohidratos 21.84 +0.01

Z Desviacion estandar
Y % expresado en base hiimeda (%BH)
Los valores obtenidos son el resultado de tres repeticiones.

El alto contenido de carbohidratos (21.84 + 0.01 %) se debe a que la pifia es el
organo principal de reserva (Montafiez-Soto et al.,, 2011) y alli acumula los
carbohidratos, siendo este valor similar a lo encontrado en Agave tequilana
Weber var. Azul (23.02 %). Jiménez-Muiéz et al. 2016, sefialan que en general
los carbohidratos en agaves estan constituidos por fructanos, como principales
carbohidratos de reserva, también se pueden encontrar sacarosa, fructosa y
glucosa. Dichos carbohidratos tienen diversas funciones en las plantas como:
participacion en procesos de proteccion, almacenamiento de energia,
estabilizacion de la presion intracelular y formacion de compuestos de difusiéon
para un almacenamiento mas eficiente de los productos originados por el proceso

fotosintético.

El segundo componente de mayor abundancia fue la fibra cruda (3.26 + 0.01 %),
el cual estd conformado fundamentalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina.
La fibra cruda y pequefias cantidades de sustancias nitrogenadas constituyen las

estructuras celulares de los vegetales (Jiménez-Mufidz et al., 2016).

El contenido de cenizas encontradas fue de 1.72 %, este valor se encuentra
asociado posiblemente a la capacidad de acumular sales minerales debido a sus
dimensiones en comparacion de otros agaves, por ejemplo, Sanchez-Madrigal et
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al., (2017) encontraron 0.96 % de cenizas en Agave tequilana Weber. También
se le puede atribuir a que la toma de muestra en época de lluvia con mayor
probabilidad de incrementar las sales disponibles en los suelos (Jiménez-Mufi6z
et al., 2016). En cuanto al contenido en proteinas resulta ser del 0.55%, siendo
similar al que reporta Montafez-Soto et al., (2011) de 0.62% en Agave tequilana

Weber var. Azul.

El contenido de grasa resulta ser un valor relativamente bajo (0.13 %), de acuerdo
con Vargas (2009), indica que la presencia de grasas en los agaves se atribuye
a la presencia de terpenos y acidos grasos, constituidos principalmente por

linoleico, palmitico y oleico.

3.4.2 Caracterizacién de fructanos de Agave salmiana

Los resultados obtenidos del andlisis quimico proximal y el contenido de azucares

presentes en los fructanos de agave se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Composicion quimica de los fructanos de Agave salmiana.

Parametro Media = DE (% sr)”
Rendimiento 13.94 + 0.67
Humedad 4.18 £ 0.45
Cenizas 0.64 + 0.01
Grasas 0.33+0.09
Proteina 1.34£0.01
Fibra cruda 0.11+0.01
Carbohidratos 93.4+0.12
De los cuales:
Fructooligosacaridos 23.33+0.15
AzUcares reductores: 1.10+£0.03
Fructosa 0.62 + 0.00
Glucosa 0.11 £ 0.03

Z Desviacion estandar
Y % expresado en base hiimeda (%BH)
Los valores obtenidos son el resultado de tres repeticiones.
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Rendimiento

Al polvo obtenido se le denomind fructanos de Agave salmiana (F), cuyo
rendimiento en polvo fue de 13.94 + 0.19 % en base humeda, estos resultados
fueron similares a los reportados por Avila-Fernandez et al., (2011) quienes

obtuvieron rendimientos de 15 - 20 % a partir de pifias de Agave tequilana Weber.

El alto rendimiento obtenido, se puede atribuir al hecho que una intensificacion
del fendémeno de cavitacion provocé modificaciones y rupturas en la pared celular
de la planta, favoreciendo la transferencia o liberacién de carbohidratos (Martin
et al., 2015). Ademas, que durante el proceso de sonicacién se liberaron otros
compuestos presentes de la pared celular de las fibras de agave, ya que como
se puede observar en el Cuadro 4 se encontraron ligeras cantidades de
proteinas, cenizas, grasas Yy fibra cruda, indicando con ello que se obtuvo un

producto con impurezas.

Por otro lado, los resultados obtenidos indican rendimientos altos en comparacion
con otras especies vegetales como platano (Musa x paradisiaca) (0.2 %), cebolla
(Allium cepa) (1-5 %) y ajo (Allium sativum) (4 %) (Meyer et al., 2011) y
semejantes a especies utilizadas como fuente de extraccion a nivel industrial,
como lo es la dalia (Dhalia spp.) de la cual se obtiene un 15-20 %de fructanos
(Madrigal y Sangronis, 2007).

Humedad

Los fructanos de Agave salmiana tuvieron una humedad del 4.18 %. Resultados
ligeramente mayores (5 %) fueron reportados por Godinez- Hernandez et al.,

(2016), en fructanos obtenidos de pifias de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck.

La Norma Mexicana NMX-F-591-SCFI-2010, establece que el contenido maximo
de humedad en fructanos comerciales debe ser del 5 %, los resultados generados
en el presente trabajo se encuentran dentro de este parametro. Cabe destacar
gue debido al bajo contenido de humedad que presentaron los fructanos de
agave analizados, se favorece su conservacion durante tiempos prolongados de

almacenamiento (Vargas, 2009).
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Carbohidratos totales

En la en la Figura 5 se muestra la curva de calibracion y ecuaciéon empleadas
para la cuantificacion de carbohidratos totales en muestras de fructanos de
Agave salmiana.

1.6
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Figura 5. Curva de calibracion para la cuantificacion de carbohidratos totales.

El valor obtenido para el contenido de carbohidratos para la muestra de fructanos
de agave fue de 93.4 %, indicando con ello que la mayor fraccidn esta constituida
fructooligosacéridos y seguida por azucares reductores (glucosa y fructosa),

AzUcares reductores

En la Figura 6 se puede apreciar la curva patron empleada para la cuantificacion

de azUcares reductores.
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Figura 6. Curva de calibracion para la cuantificacion de azlcares reductores.

Este parametro hace referencia al contenido de azucares reductores que se
encuentran en estado libre en la muestra, el cual esta conformado por glucosa y
fructosa (Vargas, 2009). El valor obtenido para azlcares reductores fue de 1.1
%, dicho valor se puede atribuir a que, durante el proceso de sonicacién, existe
un proceso de depolimerizacion en la molécula del fructano. Esto puede atribuirse
al efecto de degradacion debido a la ecografia, que causa la escision de los
enlaces glicosidicos de los polisacéaridos tanto estructurales como ramificados
como la pectina, la celulosa o las hemicelulosas contenidas en la pared celular

del agave (Contreras-Hernandez et al., 2018).

Se encontraron resultados similares a los reportados por Apolinério et al., (2017)
presentes en Agave sisalana quienes obtuvieron 2.77 % en su muestra; pero
diferentes a lo reportado por Morales y Martinez (2007), quienes encontraron
38.17 % de azucares reductores en fructanos extraidos de pencas de Agave
atrovirens Karw. Por su parte, Montafiez-Soto et al., (2011) encontraron un valor
de 12% en fructanos de Agave tequilana Weber (12 %). La cantidad de azUcares
reductores pudo variar debido a los procesos de obtencion, ya que estos autores
utilizaron el método de difusion en agua caliente (80° C), lo cual puede producir

hidrolisis en la muestra y por ende aumentar el contenido de azucares reductores.
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Fructooligosacéridos (FOS)

Los fructooligosacaridos (FOS) son fructanos con un grado de polimerizacion
<10, y son producidos ya sea por la transfructosilacion de la sacarosa o por
hidrélisis enziméatica parcial de fructanos tipo inulina (Ramirez, 2010).La cantidad
encontrada de FOS fue de 23.33 %, Mellado-Mojica y Lépez (2012) realizaron un
estudio en el cual demostraron que durante el desarrollo vegetal de A. tequilana
el contenido de fructanos y estructuras varian durante los primeros 5 afios, siendo
los carbohidratos de almacenamiento mas abundantes los FOS, mientras que de
6 a 7 anos las planta contienen cadenas largas denominadas agavinas. Por este
motivo se encontré menor cantidad de FOS en la muestra ya que la edad de las

pifias de agave empleadas en la presente investigacion fue de 10 afos.

Analisis infrarrojo por transformada de Fourier (FT- IR)

La espectroscopia FTIR se realizo con la finalidad de identificar los principales
grupos funcionales presentes en la estructura quimica de los fructanos obtenidos

de Agave salmiana, el espectro se muestra en la Figura 7.

100-

:

a

234
211

0=

-

6=

& Taism taice
azmi

5=

4=

3=

I e e e T T N N TN e N TN s ..
3800 3600 3400 E00 3000 2500 GO0 2400  ZRO0 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Figura 7. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) de fructanos de Agave salmiana.
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En particular, el mayor pico de estiramiento mostré una banda alrededor de 3271
cm tindicando la presencia de grupos hidroxilo (-OH) de carbohidratos, mientras
que la banda pequefia de alrededor de 2930 cm fue atribuida a la extensién C-
H. El pico de absorcion relativamente fuerte a alrededor de 1562 cm -1, se debe
probablemente a la absorcidén de algunas impurezas comunmente encontradas
en por ejemplo algunos polisacaridos como la lignina (Cui et al., 2014; Tang et
al., 2017). Estos resultados confirman que el polvo obtenido consistio en
fructanos no totalmente puros. Por otro lado, la banda de absorciéon en 1410 cm®
! se puede asignar a la deformaciéon de CH2-OH que se encuentra en el anillo de
fructosa (Panchev et al., 2011), aquellos entre 1267 y 815 cm ! son tipicos de
una estructura de polisacarido con enlaces C-O-C entre mondémeros (Dalonso et
al., 2009), y que a 1015 cm ! puede asignarse a C - O y C-C a las vibraciones de
estiramiento del anillo de inulina piranosa (Gomez-Ordéfiez y Rupérez, 2011).
Los datos de FT-IR fueron similares a los que presentan a fructanos tipo inulina

de Agave sisalana (Apolinario et al., 2017).

3.5 Conclusiones

La composicion de la pifia de Agave salmiana demostré ser una fuente promisoria
para la obtencion de ingredientes con aplicaciones funcionales, puesto que
representa el érgano principal de reserva de carbohidratos, del cual se pueden

obtener prebiodticos como lo son los fructanos.

El rendimiento en polvo de los fructanos obtenidos a partir de la pifia de Agave
salmiana fue de 13.94 + 0.19 % en base humeda, resultando ser comparables

con otras especies de agave.

El analisis de carbohidratos demuestra la presencia de glucosa (0.11 + 0.03%),
fructosa (0.62 + 0.00 %), fructooligosacaridos (23.33 = 0.15) en la muestra en
polvo de fructanos de agave. Por su parte el andlisis quimico proximal demostré

gue se obtuvieron una pequefa cantidad de impurezas como: cenizas (0.64 +
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0.01 %), grasas (0.33 £ 0.09), proteina (1.34 £ 0.01 %) y fibra cruda (0.11 + 0.01
%).

El andlisis FT-IR sefial6 la absorcion a 1410 cm™, correspondiente a la
deformacion de CH2-OH en el anillo de fructosa, mientras que la absorcién a 1015
cm? se asigné a las vibraciones de estiramiento de C-O y C-C del anillo de

fructanos.
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4. VIABILIDAD DE Lactobacillus plantarum Lp-115
ENTRAMPADO EN GELES ADICIONADOS CON
PREBIOTICOS DE Agave salmiana

RESUMEN

Células de Lactobacillus plantarum Lp-115 fueron entrampadas en geles de
almidon (A; 2.5 % p/p) y se incorporaron diferentes concentraciones de fructanos
de Agave salmiana (F; 0, 0.5, 1 y 1.5 % p/p) con objeto de proteger de las
condiciones gastrointestinales simuladas (GIS) y proveer una fuente de carbono
al probidtico. Los geles con 1.0% p/p de F presentaron: estructuras complejas
donde se integré el microorganismo, la mejor eficiencia de entrampamiento
(96.71 %), los menores tamafios de poro (13 pum) y confirieron una mejor
proteccion a L plantarum Lp-115 bajo condiciones GIS, presentando la mayor
viabilidad (9.26 + 0.18 log UFC g') después de la exposicion a pH 2 y (6.81 +
0.85 log UFC g!) después de la exposicién consecutiva a sales biliares, en
comparacioén a células libres (8.06 + 0.28 log UFC g*y 5.77 + 0.32 log UFC g,
respectivamente). Micrografias electronicas de barrido mostraron que las células
de L. plantarum Lp-115 fueron entrampadas en las matrices de los biopolimeros
A-F.

Palabras clave: Agave salmiana, fructanos de agave, prebiotico, condiciones

gastrointestinales simuladas.
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VIABILITY OF Lactobacillus plantarum Lp-115 ENTRAMPPED IN
GELS ADDITIONED WITH PREBIOTICS OF Agave salmiana

ABSTRACT

Lactobacillus plantarum Lp-115 cells were entrapped in starch gels (A; 2.5% w/w)
and different concentrations of Agave salmiana fructans (F; 0, 0.5, 1 and 1.5% w
/w) were incorporated in order to protect from simulated gastrointestinal
conditions (SIG) and provide a source of carbon to the probiotic. The gels with
1.0% w/w of F presented: complex structures where the microorganism was
integrated, the best entrapment efficiency (96.71%), the smallest pore sizes (13
pum) and conferred a better protection to L plantarum Lp-115 under SIG
conditions, presenting the higher viability (9.26 + 0.18 log CFU g) after exposure
to pH 2 and (6.81 + 0.85 log CFU g') after consecutive exposure to bile salts, in
comparison with free cells (8.06 + 0.28 log CFU g* and 5.77 + 0.32 log CFU g},
respectively). Scanning electron micrographs showed that L. plantarum Lp-115
cells were entrapped in the A-F biopolymers matrices.

Keywords: Agave salmiana, agave fructans, prebiotic, simulated gastrointestinal
conditions.

Thesis, Universidad Auténoma Chapingo
Author: Diana Edith Lépez Vazquez
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4.1 Introduccidn

La fabricacion de productos funcionales basados en probidticos con la finalidad
de mejorar la salud del humano es objeto de una extensa investigacion entre la
comunidad cientifica e industrial (Cho y Blaser, 2012). Los probidticos son
suplementos dietéticos microbianos vivos que se han postulado para
desempeiar un papel importante en el mantenimiento de la salud debido a los
multiples efectos beneficiosos que ejercen sobre el sistema del huésped cuando
se ingieren en cantidades adecuadas (FAO/OMS, 2002).

Sin embargo, los probiéticos ingeridos deben sobrevivir las severas condiciones
del estdbmago y llegar al intestino en grandes cantidades para poder ejercer una
influencia beneficiosa en la salud y fisiologia del huésped (L6épez-Rubio, Sanz y
Lagaron, 2009). Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO/OMS, 2002) el nivel minimo de probi6ticos

deberia ser de 108 -108 UFC g* para lograr los resultados terapéuticos deseados.

Lactobacillus plantarum es una bacteria acido lactica ampliamente utilizada por
su caracter probiotico. Cabe destacar que existen pocos estudios en donde se
utilicen especificamente la cepa de L. plantarum Lp-115. Esta bacteria Gram
positiva, ha demostrado ofrecer grandes beneficios sobre los factores de riesgo
de enfermedades cardiovasculares y lo mas importante es que se considera un
microorganismo generalmente reconocido como seguro (GRAS, por sus siglas

en inglés) (Rodriguez- Huezo et al., 2014).

Es por ello que los tecndlogos en alimentos estan en la constante busqueda de
tecnologias eficientes e innovadoras que aseguren la viabilidad de los probiéticos
contra factores como: oxigeno, temperatura, humedad, almacenamiento y
ademas logren sobrevivir a las condiciones del tracto digestivo del ser humano
(Heidebach, Forst y Kulozik, 2010). El entrampamiento de es una técnica que se
ha utilizado ampliamente para atrapar células probioticas en matrices
transportadoras, la cual puede mejorar la proteccion de las células contra
condiciones gastrointestinales adversas, facilitar la liberacion gradual de células

en el intestino y aumentar la estabilidad y la viabilidad de las células probioticas



en diferentes condiciones durante el tiempo de procesamiento y almacenamiento.
Los carbohidratos como quitosano, alginato, k -carragenano, pectina y almidon,
se han utlizado generalmente como matrices prometedoras para

entrampamiento de probidticos.

El almidén es un polisacarido barato, abundante y comestible con propiedades
fantasticas como biodegradabilidad, biocompatibilidad y rentabilidad y tiene una
larga historia como excipiente en las formulaciones de medicamentos (Kanmani
et al., 2004). El almidén se aplica en la industria alimentaria como formador de
gel, emulsionante coloidal y agente espesante. Sin embargo, los almidones
nativos se degradan casi completamente por las enzimas pancreaticas después
de la ingestién oral, lo que promueve la absorcion del intestino delgado hacia la
circulacion sistémica. Para abordar este desafio, el almidon se ha combinado con

otros biomateriales como los prebioticos (Ye et al., 2018).

Ademas, una forma de mejorar la estabilidad de los probidticos es agregar
prebioticos a la formulacién de matrices biopoliméricas (Poletto et al., 2019). Un
prebidtico se define como un "ingrediente alimentario no digerible que afecta de
manera beneficiosa al huésped al estimular selectivamente el crecimiento y/o la
actividad de una o un numero limitado de bacterias en el colon, y por lo tanto
mejora la salud del huésped" (Roberfroid et al., 2010). Los prebidticos tipicos son
la fibra dietética, que generalmente consiste en inulina, oligosacaridos y almidén
resistente (Poletto et al., 2019). Sin embargo, Martinez-Gutierrez et al., (2017)
encontraron que los fructanos de Agave salmiana tienen potencial prebiético ya
que pueden ser facilmente digeridos por las bacterias del género Bifidum y
Lactobacillus. Debido a la estructura quimica de los fructanos de agave, son
capaces de resistir a las enzimas gastricas e intestinales, como la proteasa y la
amilasa, que son activas en el tracto gastrointestinal superior. Esta ventaja
significativa hace que los fructanos especialmente de Agave salmiana, sean un
ingrediente funcional prometedor para la administracion de componentes
bioactivos especificos del colon, de los cuales son escasos el numero de estudios

con respecto a este tema.
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Por lo tanto, en la presente investigacion se formulé una matriz a partir de geles
de almiddn incorporados con fructanos de Agave salmiana, con el objetivo de
entrampar ademas de proveer una fuente de carbono y favorecer la viabilidad de

L. plantarum Lp-115 en condiciones gastrointestinales simuladas.

4.2 Materiales y métodos

Caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS) y medio de cultivo agar MRS se adquirieron
de BD DIFCO Becton Dickinson and Company, Detroit, Ml, EUA); fructanos de
Agave salmiana (se extrajeron de pifias de maguey pulquero que tenian 10 afios
de edad); almidon nativo de maiz (S-4126, contenido de humedad < 15 %,
contenido de amilosa 26.7 %), sales biliares (B-8756, mezcla 1: 1 de colato de
sodio y desoxicolato de sodio) se adquirieron de Sigma- Aldrich Chemical Co.,
St. Louis, Missouri, EUA). En todos los experimentos se utilizé agua destilada y

desionizada.
4.2.1 Cultivo de L. plantarum Lp-115y preparacion del concentrado celular

Curva de crecimiento de L. plantarum Lp-115

La determinacion de la curva de crecimiento de L. plantarum Lp-115 se realiz6
por triplicado, utilizando como medio de cultivo caldo MRS estéril (121 °C, 15
min). El cultivo liofilizado de L. plantarum Lp-115 (1 g) se inoculé en 99 mL de
medio de cultivo y se coloco en incubacion a 37 °C. Las mediciones se realizaron
cada 2 h, desde el inicio de la inoculacion hasta las 30 h de incubacién. El nimero
de células de L. plantarum Lp-115 presente en los cultivos se determiné por
triplicado por recuento en placa usando agar MRS. Lo anterior con el fin de
construir la curva de crecimiento de L. plantarum Lp-115 y con ello se
determinaron las fases de crecimiento, y tiempo de cosecha con la finalidad de
entrampar células en etapa de crecimiento logaritmico tardio (Sandoval-Castilla,
2010).
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Preparacion del concentrado celular

A partir de un cultivo liofilizado de L. plantarum Lp-115 ATCC:SD5209 se reactivo
utilizando un gramo inoculandose en 99 mL de caldo de MRS estéril. El cultivo
obtenido se subcultivé (37 °C, 18 h) dos veces en caldo MRS estéril usando 1 %
(p/v) de inéculo para realizar la activacion y adaptaciéon del microorganismo.
Posteriormente, las células activadas se centrifugaron a 15 800 xg por 10 min a
4 °C. El sobrenadante se descarté y el sedimento se resuspendié en medio de
conservacion estéril (50 % p/v caldo MRS y 50 % p/v glicerol), guardandose en

viales a -5 °C (Herndndez-Rodriguez et al., 2014).

Para la obtencion del concentrado celular (CC), se tomo un vial (1 mL) con el
cultivo activado y se inoculé en 99 mL de caldo MRS estéril durante 10 h de
incubacion a 37 °C; este tiempo de incubacion permitié que el microorganismo
se encontrara en fase logaritmica tardia de crecimiento. El cultivo fue cosechado
por centrifugacion (4 000 xg, 10 min, 4 °C) (centrifuga Eppendorf, Modelo 5810
R, EUA) y se lavo por duplicado con solucion fisiologica (0.85 % p/p de NaCl),

obteniéndose asi el CC.

4.2.2 Elaboracion de geles para el entrampamiento de L. plantarum Lp-115

Se prepararon dispersiones de almidon de maiz (A) al 2.5 % (p/p), adicionando
fructanos de Agave salmiana (F) en diferentes concentraciones (0, 0.5, 1y 1.5 %
p/p), agitando durante 15 min a 20 + 1 °C. Cada una de las dispersiones se
colocaron en bafio Maria a 90 + 1 °C durante 20 min con agitacion suave, para
lograr la formacion del gel. Al término del calentamiento (cuando el gel alcanz6
una temperatura de 37 °C), se agrego el concentrado celular a los tratamientos
respectivos y posteriormente se mantuvieron en refrigeracion durante 24 horas.
Los tratamientos se codificaron como AFo, AFos, AF1 y AFis, donde A: indica
almidon al 2.5 % p/p, F: indica fructanos de Agave salmiana y los subindices
indican las concentraciones (0, 0.5,1 y 1.5 % p/p) de fructanos de agave.
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4.2.3 Eficiencia de entrampamiento de L. plantarum Lp-115

Para determinar la eficiencia de entrampamiento (EE), un gramo de cada gel se
resuspendié en tampoén fosfato estéril (9 mL, 0.1 M, pH 7.2) y homogeneiz6
durante 2 h a 25 °C, con la finalidad de desestabilizar el gel y liberar las células
entrampadas. El niumero de células viables en la dispersion se determind por

conteo en placa usando agar MRS e incubando a 37 ° C durante 48 h.

La EE se determindé utilizando la Ecuacién (4) descrita por Poletto et al., (2019).

Donde: N es el nimero de células viables (log UFC g ) liberadas de los geles y
No es el numero de células viables (log UFC g*) en el concentrado celular

utilizado para el entrampamiento.

4.2.4 Propiedades reoldgicas de los geles

Las propiedades reoldgicas de los geles se determinaron en un reémetro Physica
MCR 301 (Dynamic Shear Rheometer, Physica Messtechnik, Stuttgart,
Alemania), utilizando una geometria cono-plato (1°, 50 mm de didmetro). 1.5 g
de gel se colocaron cuidadosamente en el plato a temperatura ambiente y dejaron
reposar por 30 min para permitir la recuperacion de la estructura. Las muestras
fueron sometidas a barridos de amplitud (0.01-100 % de deformacion, 1 Hz) para
caracterizar la region viscoelastica lineal de los geles. Posteriormente, se
sometieron a un barrido de tasa de corte (102 a 102 s?) registrandose la
viscosidad aparente de los geles (Rodriguez-Hernandez et al.,, 2014). La
temperatura se mantuvo a 4 °C en todos los experimentos, mediante un sistema

de medicién y control de temperatura Physica TEK 150P.

4.2.5 Morfologiay tamafio de poro de los geles

Para estudiar la morfologia de los geles con probidticos, las muestras fueron
previamente liofilizadas. Los geles se colocaron en nitrégeno liquido por 10
minutos y se liofilizaron en un equipo FreeCZone 2.5 (Labconco Corporation,

Kansas, E.U.A.) en condiciones de presion y temperatura de 0.015 bar y -50 °C,
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respectivamente. Las muestras liofilizadas se colocaron en un portamuestras de
aluminio con cinta de carbon de doble adhesivo y luego se recubrieron con oro
en un Sputter lon de capa fina, JFC 1100 (Jeol Ltd., Akishima, Japdn). La
observacién microestructural de los geles se realiz6 en un microscopio
electrénico de barrido (MEB) (JEOL JSM6360LV), operado a 15 kV con un
aumento de 1 800x (Zhang, Gu, Zhu y Hong, 2018).

Para determinar el tamafio de poro, se procesaron cinco micrografias con un
aumento de 1 800x, de cada variacion del gel con el software ImageJ (1.50I,
imagej.nih.gov) (Leal-Egafa, Dietrich-Braumann, Diaz- Cuenca, Nowicki, y
Bader, 2011).

4.2.6 Viabilidad de L. plantarum Lp-115 entrampado después de la

exposicidon a condiciones gastrointestinales simuladas

Para determinar la viabilidad de L. plantarum Lp-115 se sigui6 la metodologia
propuesta por Dafe et al., (2017). Por lo cual se colocaron por separado 1 g de
cada variacion de gel en tubos conteniendo 9 mL de solucién de jugo gastrico
simulado (pH 2.0, HCI 0.1 N). Las muestras se incubaron a 37 °C por 2 h en una
incubadora (Riossa, México). Posteriormente, los geles fueron lavados con
solucidn salina estéril y se depositaron respectivamente en 9 mL de una solucion
estéril de sales biliares (0.5 % p/p) a pH 6.5. Los geles se incubaron a 37 °C por
2 h. Al final del periodo de incubacion, los geles se colocaron en buffer de fosfatos
(0.1 M, pH 7.2) y se cultivaron en agar MRS a 37 °C por 48 h.

4.3 Andlisis de datos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado usando un disefio
experimental completamente al azar. Los datos obtenidos se sometieron a
analisis de varianza de clasificacion simple (ANOVA), y en los casos pertinentes,
a pruebas de comparacién de medias de Tukey con una significancia de p < 0.05.
Para el analisis de datos se utilizé el paquete estadistico Statgraphics Plus

(Statistical Graphics Corp., Manugistics, Inc., Cambridge, MA, EUA).
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4.4 Resultados y discusién

4.4.1 Cinética de crecimiento de L. plantarum Lp-115

En la Figura 8 se ilustra la cinética de crecimiento del probidtico L. plantarum Lp-

115, en la cual se aprecian las diferentes fases de crecimiento.

Las fases identificadas fueron: a) fase de adaptacion o de latencia, con una
duracién de 0-4 h, en donde las bacterias comienzan a reiniciar su ciclo celular
después de un periodo de ayuno nutrimental, aqui las bacterias sintetizan ARN,
enzimas y otras moléculas; (b) fase de crecimiento logaritmica o exponencial,
que comprendi6 después de 4-12 h, es un tiempo que se caracteriza
principalmente por la duplicacion celular, en donde la formacion del numero de
bacterias que aparecen por unidad de tiempo es proporcional a la poblacion
actual; (c) fase estacionaria, la cual se presento de 12-22 h, en ésta el crecimiento
de las bacterias se mantiene constante como consecuencia de la disminucion de
nutrientes y la acumulacion algunas sustancias que resultan ser toxicas para las
bacterias como los acidos grasos de cadena corta: acido lactico, acetato,
propionato y butirato o bacteriocinas (Pankasemsuk, Apichartsrangkoon,
Worametrachanon y Techarang, 2016). Posteriormente se identifico d) la fase de
muerte (22-30 h), la cual se caracteriza por una disminucion de bacterias ya que
las bacterias quedan sin nutrientes y por lo tanto mueren (Castro et al., 2008).

Los datos de los recuentos de UFC de L. plantarum Lp-115 en placa con respecto
al tiempo de incubacién dio como resultado un ajuste adecuado de (R?=0.9110)
al modelo logistico de crecimiento. Dicho modelo representa el crecimiento de
una poblacién microbiana cuando la densidad de la misma ejerce cierta presion
sobre la tasa intrinseca de crecimiento, resultando asi una curva en forma
sigmoidal (Cervantes y Carrara, 2017). EI modelo logistico esta representado por

la Ecuacion (5):
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Donde: y: poblacién microbiana en un tiempo dado; Ai: asintota minima; Ag:

asintota maxima; xi: punto de inflexion y p: pendiente.
0

Los valores obtenidos para los parametros del modelo de logistico crecimiento

para L. plantarum Lp-115 fueron: Ai: 7.439 es el inicio del crecimiento de las

bacterias; Az: 9.447 es la maxima poblacion microbiana; xi:5.489 es el inicio de
0

la fase de crecimiento logaritmico y p: 5.929 es la inclinacion de la pendiente.
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Figura 8. Cinética de crecimiento de L. plantarum Lp-115, en caldo MRS a 37 °C.

Con los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento, se decidié cosechar
a L. plantarum Lp-115 a las 10 h de incubacion, tiempo que corresponde a la fase
de crecimiento logaritmica tardia, en donde se obtuvo una elevada concentracion
de células (9.39 + 0.01 log UFC mL™) y asi evitar la muerte de las células durante

el proceso de entrampamiento (Sheu y Marshall, 1993).
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4.4.2 Eficiencia de entrampamiento de L. plantarum Lp-115

Los datos del porcentaje de eficiencia de entrampamiento (EE) son mostrados en
el Cuadro 5. Se puede observar que la técnica de gelificacion del almidén con o
sin la adicion de fructanos de Agave salmiana promovio una alta EE (%) de L.
plantarum Lp-115 (83.07-96.71 %) con diferencias significativas (p < 0.05). Las
mejores EE se observaron en los tratamientos en los que se incorpord F en una
concentraciéon de 1y 1.5 % (p/p) siendo de 96.50 y 96.71 % respectivamente,
esto en comparacion con el tratamiento control en el que Unicamente se utilizé
almidon que obtuvo la menor eficiencia (83.07 %).

Cuadro 5. Valores medios (x DE) de la eficiencia de entrampamiento de L.
plantarum Lp-115 en geles de almidon y fructanos de Agave salmiana.

Tratamiento EE (%)
AFo 83.07 £0.33c*
AFos 88.99+0.32b
AF1 96.50 £ 0.31 a
Ais 96.71x0.42a

Z Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre medias (Tukey, p
<0.05).

¥ Geles de almidén (A) con L. plantarum Lp-115 a diferentes concentraciones de fructanos de
Agave salmiana (F): 0, 0.5, 1y 1.5 % (p/p).

La alta EE observada en los geles AF1 y Ais puede deberse a diversos factores,
entre ellos, debido a que las bacterias fueron cosechadas en la etapa logaritmica
tardia, por lo que su crecimiento contintda. Otro factor a considerar, se le atribuye
al efecto prebidtico reconocido para los fructanos de agave, a mayor
concentraciéon, provoco un incremento en la eficiencia de entrampamiento de L.
plantarum Lp-115, lo cual demuestra ser beneficioso al promover su crecimiento.
Por otro lado, se le puede atribuir a la resistencia natural del microorganismo y
las condiciones en las que se realiz6 el entrampamiento (37 °C), sin utilizar
disolventes organicos (Souza et al.,, 2012). La suma de todos estos factores
provocOé que la carga celular en los geles con fructanos fueran mayores en

comparacion con el gel AFo, que solo contiene almidon.
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Resultados similares fueron obtenidos por Poletto et al.,, (2019) quienes
entramparon L. acidophilus 16/LA110/05 B mediante la técnica de gelificacion
i6nica externa en donde se utilizaron diferentes fuentes prebidticas: almidon de
maiz resistente, salvado de arroz e inulina; el promedio de la EE vari6 de 76.17,

94.87 y 96.75 %, respectivamente.

Nunes et al., (2018) produjeron microparticulas de goma arabiga que contenian
los prebioticos inulina, almiddén resistente y trehalosa mediante la técnica de
secado por pulverizacion e informaron que, entre las matrices de encapsulacion
estudiadas, el almidon resistente y la inulina produjeron la mejor viabilidad de L.
acidophilus, dando las tasas de supervivencia mas altas del 94.26 % y 93.12 %,

respectivamente.
4.4.3 Propiedades reoldgicas de los geles

Curvas de flujo

En la Figura 9 se ilustran los geles obtenidos a partir de almidén- fructanos de
Agave salmiana entrampando a L. plantarum Lp-115, varidndose la
concentracion de fructanos (0.5, 1 y 1.5 % p/p) y un control (0% p/p, sin
fructanos). A dichos geles se les evaluaron sus propiedades reoldgicas con la
finalidad de obtener informacion relevante sobre las caracteristicas estructurales,
la relacion entre su composicion quimica y propiedades viscoelasticas (Pang et
al., 2019).

Figura 9. Geles de almidén-fructanos de Agave salmiana entrampando a L. plantarum Lp-115,
utilizando diferentes concentraciones de fructanos: a) 0%, b) 0.5 %, ¢)1 %y d) 1.5 % (p/p).
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La Figura 10 muestra las variaciones de la viscosidad aparente como funcién de
la tasa de corte para los distintos geles elaborados. Se observa un patréon similar
para los cuatro geles, en el que se pueden distinguir: a) una regién newtoniana,
a bajas tasas de corte (0.001 - 0.01 s1), en donde la viscosidad aparente apenas
cambia con el esfuerzo aplicado b) una regién de adelgazamiento al corte a tasas
de corte relativamente altas (0.01 - 1000 s1). En este régimen, como la velocidad
de corte produce un patrén de flujo mas fuerte, las particulas hinchadas se
alinean a lo largo de la direccién del flujo; reduciendo de esta forma el arrastre

experimentado por la microestructura (Carrillo-Navas et al., 2014).
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Figura 10. Curva de flujo de geles de almidén (A) con L. plantarum Lp-115 a diferentes
concentraciones de fructanos de Agave salmiana (F) :0, 0.5, 1y 1.5 % (p/p).

En cuanto a la magnitud de la viscosidad, se puede observar que conforme
aumento la concentracion de F de 0.5 a 1 % (p/p) la viscosidad aumento, sin
embargo, al adicionar hasta 1.5 % p/p la viscosidad disminuyé ligeramente.
Carrillo-Navas et al., (2014) menciona que la viscosidad aparente surge como

una combinacién de diversos factores, incluida la concentracién y el peso
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molecular medio de la amilosa lixiviada en la fase continua, el tamafio y la forma

de los granulos hinchados.

Las curvas de flujo de los geles analizados se ajustaron al modelo de Ellis, el cual
representa un fluido que a baja velocidad de deformacién sigue la ley de newton
de la viscosidad y alta velocidad de deformacion obedece la ley de la potencia,

dicho modelo se describe a partir de la Ecuacion (6):

_ Mo
D T ag)a)p o e oo e e (6)

Donde:

n: viscosidad aparente

1. Viscosidad inicial o cero

A: tiempo de relajacion

y: tasa de corte

p: indice de adelgazamiento al corte

Los valores de los parametros reologicos del modelo de Ellis se resumen en el
Cuadro 6. Los valores altos del coeficiente de determinacion R? (0.99)
demuestran que el modelo seleccionado se ajusta bien a las curvas

experimentales.

Cuadro 6. Valores medios (+ DE) de los pardmetros reoldgicos del modelo de
Ellis.

Tratamiento no (Pa-s) A(S) p
AFo 643.44 £+ 29.87 b> 76.08 £2.80 a 0.48 £ 0.00a
AFos 777.37£7.52a 68.79+3.01ab 0.49 £ 0.01a
AF1.0 82292 +9.05a 63.52+3.38ab 0.49 £ 0.01a
AFis 367.24+13.19¢c 56.06+4.460b 0.46 £ 0.01a
ZLetras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre medias (Tukey, p
<0.05).

Y Geles de almidén (A) con L. plantarum Lp-115 a diferentes concentraciones de fructanos de
Agave salmiana (F): 0, 0.5, 1y 1.5 % (p/p).
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Se puede observar que o fue mayor al incorporar fructanos al 0.5y 1.0 %, en
comparacion con el control, indicando con ello que la viscosidad se ve afectada
por la adicion de fructanos. Por otra parte, los tiempos de relajacion (A) se
relaciona con la ruptura y el tiempo de recuperacion de los enlaces del sistema.
Todos los geles con fructanos presentaron el valor de A significativamente (p <
0.05) mas bajo, y el gel con almidon tuvo el valor de A mas alto. Al disminuir A, el
gel requiere menor tiempo y menor energia para que la estructura del gel se

recupere (Cuevas- Bernardino et al., 2018).

El pardmetro p es un exponente adimensional que esta relacionado con el indice
de comportamiento de flujo y refleja qué tanto se acercan los geles a un
comportamiento newtoniano. Si p = 1 el sistema se comporta como fluido
newtoniano, p < 1 el fluido presenta un comportamiento de adelgazamiento al
corte y p > 1 el fluido presenta un comportamiento de espesamiento al corte (Rao,
2007). En este caso, todos los geles presentaron valores de p menores de 1; es
decir, presentaron un comportamiento pseudoplastico de adelgazamiento al
corte, el cual puede ser considerado como el resultado de modificaciones
estructurales en la red macromolecular. Esto significa que al incrementar la tasa
de corte se rompe un mayor nimero de enlaces e interacciones intermoleculares,
con respecto a la formacion de nuevos enlaces. El esfuerzo aplicado obliga a que
las moléculas se alineen en direccion al flujo y la viscosidad aparente disminuye

(Cuevas- Bernardino et al., 2018).

Barridos de amplitud

Las evaluaciones de pruebas oscilatorias se usan generalmente para explorar el
comportamiento viscoelastico de geles de almidén, los cuales se reconocen
como materiales viscoelasticos, por lo tanto, las mediciones dinamicas son
meétodos adecuados para evaluar las propiedades reoldgicas de los geles (Irani
et al., 2019).
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En la Figura 11 y 12, se muestra el comportamiento de los modulos de
almacenamiento y de pérdida de los diferentes geles. El moddulo de
almacenamiento (G’), es una medida de la energia almacenada en el gel y
recuperada de ella por ciclo de deformacion por corte sinusoidal (Karim et al.,
2000). Los barridos de deformacion mostraron que la adicién de F en diferentes
concentraciones afecto la respuesta viscoelastica de los geles de almidon y L.

plantarum Lp-115.
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Figura 11. Variacion del médulo de almacenamiento (G”) como funcién del % de deformacion de
geles de almidon(A) con L. plantarum Lp-115 a diferentes concentraciones de fructanos de Agave
salmiana (F): 0, 0.5, 1y 1.5 % (p/p).
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Figura 12. Variacion del moédulo de pérdida (G™) como funcién del % de deformacién de geles de
almidén (A) con L. plantarum Lp-115 a diferentes concentraciones de fructanos de Agave
salmiana (F): 0, 0.5, 1y 1.5 % (p/p).

En el Cuadro 7, se observa que el modulo de almacenamiento (valores de G’) de
los diferentes geles, en la zona viscoelastica lineal, se afectdé en el siguiente
orden: AF15< AF1 < AFos< AFo.

Cuadro 7. Parametros reoldgicos del barrido de amplitud, determinados en la
zona viscoelastica lineal de los geles.

Tratamiento G’ G”
AFo 101.59 + 0.96 a* 7.25+0.55 a
AFos 82.41+£0.72b 6.14+£0.33 b
AF1 71.30+0.50 c 5.57 £ 0.88 bc
AFis 61.52+£0.55d 5.26+0.34c

Z |_etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre medias (Tukey, p
<0.05).

¥ Geles de (A) almiddén con L. plantarum Lp-115 a diferentes concentraciones de (F) fructanos de
Agave salmiana: 0, 0.5, 1y 1.5 % (p/p).
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Las variaciones de geles mostraron tendencias similares, pudiendo identificarse
tres regiones de comportamiento: Region I, a deformaciones de 0.018 hasta
alrededor de 3.01 %, en la que los valores de ambos mddulos permanecieron
practicamente constantes, por lo que fue identificada como region viscoelastica
lineal (RVL); b) Region IlI, a deformaciones mayores de 3.01 % hasta
aproximadamente 20.4 %, en la que los valores de ambos modulos disminuyeron
de forma no lineal y c) Region lll, a valores de deformacion mayores de 10.8 %
en la que los valores de G’ y G” sufrieron disminucion pronunciada. Es en esta
dltima region donde ocurre una ruptura y restructuracion de enlaces a diferentes

velocidades, dependiendo de la estructura de los geles.

Los valores del modulo de pérdida (G™) (Figura 12) exhibidos por los diferentes
geles en la RVL fueron inferiores a los mostrados por el modulo de
almacenamiento (G"), y vario en el siguiente orden: AF15< AF1 < AFos< AFo. A
un porcentaje de deformacién determinado en la RVL, el médulo de
almacenamiento (G ") fue significativamente mayor que el médulo de pérdida (G")
en el rango de amplitud medido y no se produjo un cruce, por lo que todas las
muestras se comportan como un gel débil y la deformacion sera elastica y

recuperable (Irani et al., 2019).

4.4.4 Microestructuray tamafo de poro de los geles

Las caracteristicas microestructurales de los geles de almidén con L. plantarum
Lp-115 y su respectiva variacion en la concentracion de F, se muestran en las

micrografias de las Figuras 13y 14.
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Figura 13. Micrografias MEB de geles de (A) almidén con L. plantarum Lp-115 a diferentes
concentraciones de (F) fructanos de Agave salmiana; a) 0 %, b) 0.5 %, ¢) 1 % y d) 1.5 % (p/p).
Magnificacion 150 x, barra de escala 100 pum.

En general, los diferentes geles presentaron una red tridimensional de
polisacaridos con morfologia porosa. En la Figura 13 a), el gel control AFo, mostro
una red tridimensional parecida a un panal, esta caracteristica microestructural
es responsable de la elasticidad y la capacidad de retencion de agua de los geles
de almiddn la cual se forma debido a la hinchazén de los granulos y la lixiviacion
de las cadenas de almiddn durante el tratamiento térmico (Hedayati y Niakousari,
2018). En la Figura 13c), se observa que el AF1.0 promovié una disminucion en el
tamafno de poro, una red mas estructurada, uniforme y regular en comparacion
con los geles AFos (Figura 13b) y AFu1s (Figura 13d), siendo este ultimo el que
presentd una red mas abierta y menos estructurada, con espacios intersticiales

mas amplios.

Estos resultados se pueden corroborar con el Cuadro 8 encontrandose

diferencias significativas (p < 0.05) en el tamafio de poro en los diferentes geles.

Cuadro 8. Valores medios (+ DE) del tamafio de poro de cada variacion del gel.

Tratamiento Tamafio de poro (um)
AFoY 21+0.12b*
AFos 23+0.11b
AF10 13+0.05c
AF15 38+0.12 a
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Z Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre medias (Tukey, p
<0.05).

¥ Geles de almidén (A) con L. plantarum Lp-115 a diferentes concentraciones de fructanos de
Agave salmiana (F): 0, 0.5, 1y 1.5 % (p/p).

El gel AF1s fue el que presentd mayor tamafio de poro (38 + 0.12 pum), indicando
que, posiblemente, el exceso de F pudo haber promovido la competencia entre
los biopolimeros, aumentando la separaciéon de microfase, que se acentud con el
tiempo de gelacién, dando como resultado una estructura con propiedades
menos cohesivas. Silva y Sato (2017), encontraron un efecto similar al aumentar

la concentracion de FOS durante la elaboracion de geles de alginato-gelatina.

Mientras que el gel AF1 promovio el menor tamafio de poro, siendo este valor de
13 £ 0.05 um. Estared interconectada pudo haberse formado a través de puentes
de hidrégeno entre la asociacion de A-F, lo que indica que posiblemente F actia
sobre la red del gel de almiddn, llenando los espacios intersticiales, reduciendo
los efectos de la separacion de fases y formando una red mas interconectada,
con una reduccion significativa de poros, en comparacion de los geles AFoy AFos.
La porosidad de la matriz de entrampamiento es un factor importante, ya que a
una matriz menos porosa puede conferir una mayor proteccién a las bacterias
cuando son sometidas a ambientes adversos, como lo son las condiciones

gastrointestinales (Martin et al., 2013).

Debido a que los geles fueron liofilizados para la observacién en MEB, se elimind
el agua, originando espacios intersticiales obteniéndose matrices muy fragiles
para manipular, por lo que en la (Figura 14a) es posible observar algunos
vestigios de L. plantarum Lp-115 sobre la superficie de la red de almidon. Las
micrografias representadas en la Figura 14b, ¢ y d) demuestran el
entrampamiento de L. plantarum Lp-115, lo que indica que la formacién de los

geles se llevo a cabo bajo condiciones adecuadas.

56



AL LN

Figura 14. Micrografias MEB de geles de almidon (A) con L. plantarum Lp-115 a diferentes
concentraciones de fructanos de Agave salmiana (F); a) 0 %, b) 0.5 %, ¢) 1 % y d) 1.5 % (p/p).
Magnificacion 8000 x, barra de escala 2 um.

Ademés, se puede ver que en los geles AFos, AF10 Yy AFis las bacterias se
encuentran adheridas a la superficie del almidén y estan cubiertas por una capa
delgada de material polimérico compuesto por una red de F (Figura 14b, c y d).
Estas imagenes muestran que la presencia de la bacteria durante la gelacion
parece causar cambios locales en el gel con la aparicion del fenébmeno de
"espacio vacio" también observado en los productos lacteos fermentados. Este
fendmeno consiste en la formacién de cavidades en la matriz debido a la

presencia de bacterias en estos espacios (Martin et al., 2013).

Los datos del tamafio de poro estan en estrecha concordancia con los parametros
reolégicos, especificamente con la viscosidad, ya que el tratamiento AF1.0 mostro

el menor tamafio de poro y mayor viscosidad.
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4.4.5 Viabilidad en condiciones gastricas simuladas de los probidticos

entrampados en geles

El Cuadro 9 muestra que los recuentos iniciales para las células de L. plantarum
Lp-115 libres y entrampadas no fueron significativamente diferentes (p < 0.05).
Cuadro 9. Viabilidad de células de Lactobacillus plantarum Lp-115 libres y

entrampadas en los diferentes geles de almidén y fructanos de Agave salmiana,
después de su exposicion a condiciones gastrointestinales.

Tratamiento Células iniciales  Células después  Células después
de exposicién a de exposicién a
-1

(log UFC g™) jugo gastrico jugo gastrico

simulado simulado y sales
i
(log UFC g) biliares

(log UFC g?)

Células libres 9.63+0.11 a* 8.06 £0.28 ¢ 5.77+0.32 ¢
AFoY 9.64 +0.08 a 8.50 £ 0.16 bc 6.14 £ 0.16 bc

AFos 9.63+0.10 a 9.07+0.16 a 6.22+0.12 b

AF10 9.62+0.13 a 9.26 £0.18 a 6.81+£0.85a

AF1s 9.63+0.09 a 8.66 £0.14 b 6.39+0.12 b

Z Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre medias (Tukey, p
< 0.05).

¥ Geles de almiddn (A) con L. plantarum Lp-115 a diferentes concentraciones de fructanos de
Agave salmiana (F): 0, 0.5, 1y 1.5 % (p/p).

La viabilidad de las células entrampadas después de la exposicion secuencial a
condiciones acidas y sales biliares, decrecié significativamente en todos los
casos. Sin embargo, la composicion de la matriz de entrampamiento proporcioné
diferentes grados de proteccion a las células de L. plantarum Lp-115 resultando
en valores de viabilidad significativamente diferentes (Cuadro 9). La viabilidad de
las células de L. plantarum Lp-115 entrampadas fue significativamente mayor (p
<0.05) que para las células libres cuando se expusieron a condiciones simuladas
de jugo gastrico. EI nimero de células libres viables respecto a la cuenta inicial,

después de ser expuestas a bajo pH, disminuyendo 1.57 ciclos logaritmicos (de
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9.63 log UFC g* a 8.06 log UFC g), y decreci6 3.86 ciclos logaritmicos después
de la exposicién subsecuente de las células a sales biliares (5.77 log UFC g).
La viabilidad de las células entrampadas después de su exposicion a bajo pH fue
significativamente mayor que aquella de las células libres, sufriendo
disminuciones en los recuentos celulares que oscilaron entre 0.36 y 1.14 ciclos

logaritmicos, dependiendo de la matriz del gel en el que fueron entrampadas.

Los resultados indicaron que las matrices constituidas por almidén y fructanos,
permitieron obtener mejor proteccién contra las sales biliares a L. plantarum Lp-
115, que en la matriz que solo se utiliz6 almidon. Diversos estudios han
demostrado la eficacia y proteccién de probidticos durante la exposicion a
condiciones gastrointestinales al utilizar prebiéticos. Etchepare et al., (2016)
produjeron microcapsulas para entrampar Lactobacillus acidophilus en matrices
de alginato y aginato-almidén de maiz resistente, este Ultima proporcioné los
mejores recuentos celulares de 6.87 log UFC g*! cuando se expusieron a
condiciones gastrointestinales en comparacion con solo alginato (6.11 log UFC
gl). Por su parte, Silva et al., (2017) encapsularon L. acidophilus en alginato-
gelatina y alginato-gelatina-fructooligosacaridos, encontraron que la adicion de
fructooligosacaridos promovi6 la formacion de una red mas interconectada, lo
gue contribuyd a una mejor proteccion de las células en condiciones
gastrointestinales. Del mismo modo, Nunes et al., (2018) produjeron
microparticulas de L. acidophilus La-5 que contenian inulina, almidén resistente
de maiz y trehalosa por secado por aspersion y observaron que las
microparticulas con almidén de maiz resistente y trehalosa permitieron mayor

proteccion del probidtico en comparacion con las células libres.

Los geles con un contenido de 1.0 % de F pueden proporcionar una mejor
proteccion a las células de L. plantarum, debido a que un mayor nimero de sitios
de union estuvieron disponibles. Las explicaciones anteriores concuerdan con los
datos reoldgicos, ya que se pudo observar que la viscosidad afecta el tamafio de

poro provocando su disminucién, lo cual se corrobora con las micrografias.
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También se pudo observar que el tratamiento AFi.o, fue el que confiri6 mayor

proteccion en condiciones gastrointestinales simuladas.

45 Conclusiones

Se entramp6 Lactobacillus plantarum Lp-115 utilizando almidén y fructanos de
Agave salmiana, se observo que la mayor eficiencia de entrampamiento se
obtuvo al incorporar 1 y 1.5 % p/p de fructanos, siendo de 96.50 y 96.71 %
respectivamente, en comparacion del gel que se empled Unicamente almidén

cuya eficiencia fue de 83.07 %.

Las propiedades reoldgicas se vieron afectadas por el tipo y la concentracion de
biopolimero en los geles empleados para el entrampamiento, encontrandose que
la adicion de fructanos en una concentracién del 1.0 % (p/p) presenté la mayor
viscosidad aparente. En todos los casos, las muestras se comportaron como un

gel débil.

La microestructura interna de todos los geles mostré una red tridimensional
parecida a un panal, pudiendo observarse la presencia de células de L. plantarum
Lp-115.

Se demostro que la incorporacion de fructanos de Agave salmiana en los geles
de almidén pueden reducir la porosidad en el gel y mejorar la proteccion de los
probidticos contra condiciones gastrointestinales simuladas. Siendo el mejor
tratamiento el gel con un contenido de 1% de fructanos, debido a que presentd
mayor EE, mayor viscosidad, ademas provocé mayor disminucion del tamafio de
poro en los geles, indicando con ello mayor integridad microestructural y en

consecuencia la mejor proteccién celular en condiciones gastrointestinales.
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