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RESUMEN

Las agavinas son polimeros de fructosa provenientes del agave. Poseen enlaces 3 (2-
1) y B (2-6), caracteristica que no permite su hidrolisis por enzimas digestivas y las
clasifica como oligosacaridos no digeribles. Estas moléculas han tomado relevancia
debido a sus diferentes aplicaciones como encapsulantes de componentes bioactivos
para liberarlos en sitios especificos y su capacidad prebidtica. Las bacterias del
intestino grueso y cepas probidticas como Saccharomyces boulardii pueden
fermentar las agavinas, generando cambios positivos en la microbiota. En esta
investigacion se evalué la fermentabilidad de agavinas nativas, comerciales y
acetiladas por la levadura probidtica S. boulardii, con el fin de compararlos como
fuentes de carbono. Como resultado se obtuvo que el desarrollo celular en el medio
con agavinas acetiladas fue mayor (9,0x10¢ UFC/mL) respecto a las comerciales
(5,7x106 UFC/mL) y nativas (7,5x105 UFC/mL), sin embargo, su crecimiento no fue
mayor al medio con glucosa (3,5x107 UFC/mL).

ABSTRACT

Agavins are polymers of fructose from agave that have 8 (2-1) and 3 (2-6) bonds, a
characteristic that makes them resistant to hydrolysis by digestive enzymes and are
classified non-digestible oligosaccharides. Currently, agavins have become relevant
due to their different applications as an encapsulant of bioactive compounds to
release them at specific sites and for their prebiotic characteristics. Bacteria from the
large intestine and probiotic strains such as Saccharomyces boulardii can ferment
agavins, generating positive changes in the microbiota. In this research, the
fermentability of native, commercial and acetylated agavins by the probiotic yeast S.
boulardii was evaluated, in order to compare them as carbon sources. As a result, it
was obtained that the cell growth in the medium with acetylated agavins was higher
(9,0x106 CFU/mL) compared to commercial ones (5,7x10% CFU/mL) and native
agavins (7,5x10% CFU/mL), however, its growth was not greater than the medium
with glucosa (3,5x107 CFU/mL).
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Introduccion

Las agavinas son polimeros de fructosa presentes en
plantas de agave, su conformacién quimica y grado de
polimerizacién (GP) dependen del tiempo de vida de la
planta; aumentando su complejidad mientras aumenta la
edad de esta. (Huazano et al.,, 2017) Para ejemplares con
edades entre los dos y cuatro afios el contenido de
agavinas es alto y el GP es bajo, ademads, presentan
estructuras quimicas mas simples, en comparaciéon con
plantas con edades comprendidas entre cinco y siete
afios, que poseen gran cantidad de agavinas con alto GP y
estructuras quimicas altamente ramificadas. (Huazano y
Loépez, 2015).

Estos polimeros poseen enlaces B (2-1) y B (2-6),
caracteristica que los hace resistentes a hidrolisis por
parte de enzimas digestivas durante su paso por el
estomago y el intestino delgado, por lo cual se clasifican
como oligosacaridos no digeribles (Alvarado, 2020). Lo
anterior, permite su llegada hasta al ciego y el colon,
donde la microbiota presente en estos sitios puede
fermentarlas.

En los ultimos afios, las agavinas han tomado relevancia
debido a sus diversas aplicaciones como encapsulantes
de componentes bioactivos, para liberarlos en sitios
especificos (Miramontes et al., 2019; Buitrago, 2017) y su
capacidad prebidtica, representando beneficios para la
salud del huésped al inducir cambios en la composicion y
actividad de la microbiota presente en el intestino
(Alvarado et al., 2020), ademas de ser empleadas como
fuente de carbono para cepas probidticas. Segun la
FAO/OMS, los probiéticos son microorganismos que al
ser administrados en cantidades adecuadas, confieren un
beneficio a la salud del huésped mediante su crecimiento
y/o actividad en el cuerpo humano, algunos ejemplos de
estos microorganismos son los géneros de bacterias
Lactobacillus y Bifidobacterium (FAO, 2011), al igual que
Saccharomyces boulardii, Unica levadura probiética
aprobada por la FDA (Avila et al., 2016) y reconocida por
poseer una resistencia intrinseca a los antibidticos, no
presentar patogenicidad, ser resistente a la acidez
gastrica, a altas temperaturas y a la proteindlisis
(Zamora, 2011; Rojas, 2018). Estas caracteristicas le
permitente permanecer en cantidades constantes de
manera viable dentro del tracto gastrointestinal, ademas
de presentar actividad inhibitoria al crecimiento de
microorganismos patogenos y fermentar las agavinas,
promoviendo la produccién de acidos grasos de cadena
corta y representando beneficios para la salud
gastrointestinal. (Buts, 2005; Bravo et al., 2008; Zamora,
2011; Avila et al,, 2016; Rojas, 2018).

Si bien, las agavinas han sido empleadas en diferentes
aplicaciones, como se mencion6 anteriormente, su

naturaleza hidroéfila limita sus usos, por tal motivo se han
reportado ensayos para realizar modificaciones quimicas
con grupos hidréfobos y de esta manera generan
polisacaridos repelentes al agua, con afinidad hacia
componentes menos polares. (Miramontes et al., 2020;
Buitrago, 2017). Sin embargo, es necesario explorar
como afectan estas modificaciones quimicas su
fermentabilidad por parte de microorganismos
probidticos. En este trabajo se evalué la capacidad de
Saccharomyces boulardii para fermentar agavinas
modificadas por acetilacion.

Metodologia

Este proyecto se realiz6 en el Centro de Desarrollo de
Productos Bidticos (CeProBi), del Instituto Politécnico
Nacional (IPN), ubicado en la ciudad de Yautepec,
Morelos, México. Apoyado por el laboratorio de
Microscopia e Imagenologia, la planta piloto de
extraccion de polisacaridos de agave (patente en tramite
MX/a/2015/016512) y demas instalaciones del centro
de investigacion.

Materia prima

Las agavinas de la especie Agave angustifolia Haw fueron
extraidas mediante un sistema modular piloto disefiado
por investigadores del CeProBi, (patente en tramite
MX/a/2015/016512). Una vez obtenidos los extractos
liquidos se realizé la deshidratacién mediante secado por
aspersidn, con secador de disco rotatorio a temperaturas
de ingreso a 200°C y temperatura de salida a 70°C. Las
agavinas fueron acetildas empleando la metodologia de
varios autores (Wu & Lee, 2000; Robert, et al,, 2012;
Walz, et al, 2018; Miramontes, et al,, 2020).

Activacion de cepa probiodtica (Saccharomyces
boulardii)

Para la recuperacién de la cepa probidtica y la obtencién
del inoculo inicial se vertid el contenido de una capsula
comercial de Saccharomyces boulardii en 50 mL de caldo
YPD estéril (NaCl 0,5 g/L, glucosa 10 g/L, peptona de
caseina 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L), en caso de
requerir medio sélido se emple6 agar-agar (15 g/L), pH
* 6,7. La temperatura de incubacién a 372C y la agitacién
a 75 rpm se mantuvieron constantes durante todo el
proceso, por un periodo de 12 horas.

Posteriormente se tomaron dos muestras; la primera, de
5 ml, para inocular en 100 mL de caldo YPD estéril e
incubar en las condiciones anteriormente descritas, por
12 horas. La segunda muestra, de 100 pL, fue diluida en
900 uL de PBS estéril (NaCl 8 g/L, KC1 0,2 g/L, NazHPO4
1,44 g/L, KH2PO4 0,24 g/L), hastallegar a la dilucién 10-
6 para sembrar cada una en agar YPD empleado la técnica
de microgota (Miles et al,, 1938); esta técnica consiste en
sembrar en una misma caja de Petri, dividida en 6
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secciones iguales, 10 pL de cada dilucién haciendo
pequefias gotas con ayuda de una micro-pipeta sobre el
medio de cultivo. Esto permite verificar la reactivacion
delalevaduray adicionalmente descartar la presencia de
microrganismos contaminantes. Adicionalmente se
realiz6 la observacién de una muestra en fresco en un
microscopio éptico (Figura 1.B.).

Pasadas las 12 horas, se tomaron de nuevo 5 mL de
muestra de levadura para inocular en 100 mL de caldo
YPD estéril y fermentar por otro periodo de 12 horas.
Pasado este tiempo se realizé la siembra en agar YPD, de
la misma manera que se describié anteriormente. Esta
fermentacién fue empleada finalmente como cultivo
inicial para el proceso experimental.

Como paso final se tomaron 12 muestras de 1000 pL de
la levadura reactivada en tubos eppendorf estériles, se
sometieron a centrifuga y el sobrenadante fue
descartado. Se adicion6 500 pL de medio YPD estéril y
500 pL de glicerina estéril para conservar el
microrganismo en congelacion.

Preparacion de medios de cultivo

Los caldos YPD fueron preparados bajo las mismas
condiciones y variando las fuentes de carbono; glucosa
(CG), agavinas nativas (AN), comerciales (AC) y
modificadas quimicamente por acetilaciéon (AM1 y AM2)
para indagar el comportamiento de Saccharomyces
boulardii. Cabe destacar que los medios de cultivo con
agavinas modificadas presentan un menor volumen de
preparacion debido a la disponibilidad de materia prima
en este proceso exploratorio de fermentabilidad.

Las agavinas modificadas fueron lavadas con 10 mL de
agua desionizada y centrifugadas a 11700 rpm, por 10
minutos a 10 °C. El lavado se realizé hasta que el olor a
acido acético, que provenia de la modificacién quimica,
desapareci6. Posteriormente fueron congelados 24 horas
para ser liofilizados y diluidas en el medio de cultivo para
proceder a la esterilizacién en autoclave.

Inoculacién y fermentacion

Para los medios sin (SG) y con glucosa (CG), agavinas
nativas (AN) y comerciales (AC) el in6culo de la levadura
fue al 2%, para el caso de las agavinas modificadas (AM1
y AM2), el indculo se realiz6 al 5%. Las condiciones de
incubacion se dieron a 37 2C, por 24 horas a una agitaciéon
de 75 rpm. Fueron extraidas muestras alas 0, 6, 12 y 24
horas para determinar el crecimiento del
microorganismo a través del conteo en placa y asi
registrar la cantidad de Unidades Formadoras de Colonia
por mililitro (UFC/mL) presentes a la hora del muestreo.

Crecimiento celular

Para determinar el crecimiento celular se emplearon
placas de agar YPD, sembrando por microgota (Miles et
al, 1938) diluciones seriadas de 101 hasta 10,
realizadas en tubos eppendorfs con PBS estéril paralos 3
tiempos evaluados.

Se realizaron siembras directas desde el caldo de cultivo
a placas de medio YPD para los fructanos de agave
modificados, con la intencién de verificar la presencia de
lalevadura en la muestra encubada a lo largo del tiempo.
Las placas se mantuvieron a 372C, el conteo de las placas
se realizd 24 horas posteriores a la siembra.

Analisis estadistico

El analisis se realizd6 empleando el paquete estadistico
IBM SPSS Statistics 26.0, comparando las medias del
crecimiento entre los 4 tiempos muestreados y buscando
diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados con relacién al crecimiento celular.

Resultados y discusion

Activacion de la cepa probidtica (Saccharomyces
boulardii)

El crecimiento de la cepa de levadura comercial
(Floratil® Merk, S.A. de C.V., México) se desarrolld por un
periodo de 36 horas en total.

La concentracién de microorganismos sembrado en las
placas, empleando diluciones seriadas y la técnica de
microgota fue calculado empleado la ecuacién 1 Para
determinar la concentracion de colonias en las muestras
sembradas por microgota.

UFC _ # Colonias contadas * Factor de dilucién (positivo)

mL

mL de muestra inoculados

Ecuacion 1

El conteo de las muestras sembradas en placa se dio 24
horas después de la inoculacién con el cultivo madre y la
concentracion inicial del cultivo se encontré en 1,7x107
UFC/mL, se encontraron células de aproximadamente 7
um de tamafio, con su caracteristica forma ovoide, como
se muestra en la figura 1.
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Figura 1. A. Crecimieno en placa del indculo inicial, sembrado
a través del método de microgota con 10 pL de muestra por
cada dilucién, desde 10! hasta 10 B. Células de
Saccharomyces boulardii de aproximadamente 7 pm, tefiidas
con cristal violeta y observadas bajo un aumento de 40x, con
ayuda de un filtro azul bajo un microscopio Nikon Eclipse 80i.

Crecimiento celular

El crecimiento celular fue medido a las 6, 12 y 24 horas
haciendo conteo de las colonias presentes en los medios
de cultivo suplementado con las diferentes fuentes de
carbono. Las medias del aumento de biomasa de S.
boulardii a través del tiempo se reportan en la tabla 1,
estas presentaron diferencias significativas (p<0,05) a
partir de las 24 horas. Por lo anterior, el crecimiento a las
24 horas fue tomado en cuenta para comparar el
desarrollo celular de la levadura al estar en presencia de
las diferentes fuentes de carbono disponibles en el medio
de cultivo.

Tabla 1. Media del crecimiento celular alas 0, 6, 12 y 24 horas
de la fermentacién con las fuentes de carbono evaluadas.

Horas
0 Horas 6 Horas 12 Horas | 24 Horas
Media Media Media Media
Crecimiento (UFC/mL) | 3,7x108, | 1,6 x10%, | 4,3 x105, | 1,1x107}

Nota: los valores de la misma fila y subtabla que no comparten el mismo subindice son
significativamente diferentes en p< ,05 en la prueba bilateral de igualdad para medias de columna.
Las casillas sin subindice no se incluyen en la prueba. Las pruebas asumen varianzas iguales,

Larelacion entre el crecimiento celular a las 24 horas y la
fermentaciéon de las diferentes fuentes de carbono se
reportan en la tabla 2, donde se compara
estadisticamente el aumento de biomasa entre los
sustratos disponibles. En ausencia de glucosa (SG) y
cuando la fuente de carbono presente en el medio de
cultivo eran agavinas nativas (AN) S. boulardii no
presenta diferencias significativas (p>0,05) en el
crecimiento, lo que indica que el microorganismo
presenta dificultades para degradar de este polisacarido.
Por otro lado, al relacionar las agavinas nativas (AN) y las
comerciales (AC) se hayan diferencias significativas
(p<0,05) relacionadas con el crecimiento celular de S.
boulardii, siendo mayor el crecimiento a las 24 horas en
el medio de cultivo con AC paralelado con las AN.

Al comparar la fermentacién de las agavinas modificadas
1 (AM1) con las agavinas comerciales (AC) y el medio de

sin glucosa (SG) tampoco se hayan diferencias
significativas entre estos tratamientos (p>0,05). En el
caso del medio suplementado con glucosa (CG) y el medio
suplementado con agavinas modificadas 2 (AM2)
presentan diferencias significativas entre ellos (p<0,05),
respecto a los otros tratamientos. Lo anterior brinda
acercamientos a la capacidad de la S. boulardii para

fermentar las agavinas modificadas.

Tabla 2. Concentracion celular en UFC/mL a las 24 horas de los
sustratos evaluados como fuentes de carbono para el
crecimiento de S. boulardii.

Sustrato
5G cG AN AC AM1 AM2
Media Media Media Media Media Media

Crecimiento 24
(UFC/mL) Horas
Neta: los valores de la misma fila y subtabla que no comparten el misme subingice son significativamente diferentes en p< 05 en la prueba
bilateral de igualdiad para medias de calumna, Las casillas sin subindice no se incluyen en la prueba. Las prugbas asumen varianzas iguales.

Horas 24x10%.d | 3.5 3107 | 7.5 x10%, | 57 %108 | 4,7 x10%.q | 9.0x10%

Como lo reporta Rojas, R (2018) las principales fuentes
de carbono empledas por las levaduras son hidratos de
carbono simples, como los monosacaridos o disacaridos.
S. boulardii presentd una alta capacidad para fermentar
glucosa, como se muestra en la figura 2, el crecimiento
celular se dio hasta casi 3,4x107 UFC/mL, debido a que su
metabolismo celular se encuentra adaptado a este
sustrato al ser reactivado metabdlicamente en un medio
de cultivo que contuviera este carbohidrato dentro de
sus componente.

Dispersién agrupada de Crecimi por Horas por Sustrato

Sustrato

4x107 56
a & 6
7 AN

3x107 AM2

Linea de interpolacion

2x107

Crecimiento
(UFC/mL)

1107

—— i —

0 Horas 6 Horas 12 Horas 24 Horas

Horas

Figura 2. Crecimiento celular de S. boulardii en medios de
cultivo suplementados con diferentes fuentes de carbono.
Muestras tomadas a las 0, 6, 12 y 24 horas. El tiempo 0 es la
media de todos los tratamientos.

Por otro lado, la tasa de crecimiento presentadas al
someter el microorganismo a medio de cultivo con
agavinas nativas (AN) fueron las mas bajas, esto debido
probablemente a la complejidad estructural presente en
las agavinas nativas extraidas de la planta. Como lo
menciona Velazquez et al., (2014) caracteristicas como el
grado de polimerizaciéon y la estrura del compuesto
fermentado genera cambios en el comportamiento de los
microorganismos probiéticos evaluados. En este caso la
estructura de las agavinas que se encuentran en el
mercado y que son aptos para el consumo humano
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pudieron jugar un papel importante en Ila
fermentabilidad por parte de la levadura, siendo este
medio de cultivo el tercero en ganancia de biomasa a las
24  horas, presentando un crecimiento de
aproximadamente 5x10¢ UFC/mL, comparado con los
medios presentados en la figura 2, igualmente la
capacidad de fermentacion de polisacaridos esta
relacionado con la maquinaria enzimatica que tenga el
microorganismo (Rojas R., 2018).

Conclusiones

Las caracteristicas estructurales de estos compuestos
posiblemente complejizan su fermentacién por parte de
este microorganismo. Las agavinas modificadas (AM2)
presentaron un mayor nivel de crecimiento, igualmente
las agavinas comerciales. Por otro lado, las agavinas
nativas (AN) presentaron menor fermentaciéon. Sin
embargo, en todos los medios de cultivo con presencia de
agavinas S. boulardii presenté crecimiento a las 24 horas,
lo que indica la capacidad de la levadura para emplear
este sustrato.

El comportamiento de esta levadura en la fermentacién y
la disposicion del crecimiento celular en la grafica
mostrarian que el microorganismo requiere un mayor
tiempo en el medio de cultivo para posiblemente acoplar
su maquinaria enzimatica para emplear estos
polisacaridos como fuente de carbono.
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