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RESUMEN

Opuntia streptacantha (0OS) es una especie nativa de México poco estudiada, cuyo mucilago
presenta un contenido de 90 % de carbohidratos y valores de fibra dietaria soluble de 57.62%,
ademas posee propiedades funcionales importantes. El objetivo de este estudio fue obtener
oligosacaridos a partir del mucilago de OS, realizar su caracterizacion quimica, fisica y funcional.
Para la obtencién de oligosacaridos con grado de polimerizacién (GP) menor a 10, el mucilago
se sometid a procesos de hidrolisis enzimatica empleando o-amilasa pancredtica y dextranasa
de Penicillium sp. Se obtuvieron 18 tratamientos de los cuales, con base al porcentaje de
azUcares reductores, solo los que presentaron diferencias significativas, fueron analizados por
cromatografia de permeacion en gel (GPC). De los tratamientos analizados, tres realizados con
o-amilasa presentaron fracciones oligosacaridas con GP de 3, 4 y 5. Estas fracciones
oligosacaridas se purificaron mediante precipitacién secuencial selectiva con etanol. Una vez
purificadas se evalud el efecto prebidtico /in vitro utilizando 3 cepas probidticas comerciales. Los
resultados obtenidos en los ensayos /n vitro indicaron un potencial efecto prebidtico de las
fracciones oligosacaridas, debido a que se encontré que los probidticos en presencia de estas
fracciones mostraron un aumento en el crecimiento celular, una disminucién de pH, asi como la
generacién de acidos grasos de cadena corta (AGCC). Se selecciond una fraccidn oligosacarida
(GP=3) para la evaluacién del efecto prebidtico /in vivo empleando ratas Wistar. Los resultados
obtenidos: aumento de bacterias benéficas (Lactobacillus y Bifidobaterium), asi como
disminucion de bacterias potencialmente patdgenas (Clostridiumy Bacteroides), en el contenido
coldnico y la generacién de AGCC, confirmaron el potencial efecto prebidtico de la fraccidn
oligosacarida evaluada. Estos resultados indican que los oligosacaridos obtenidos a partir del
mucilago de OS mediante via enzimatica, presentan un potencial efecto prebidtico y pueden
emplearse como fuente natural de compuestos funcionales, con efectos directos en la

microbiota intestinal.



ABSTRACT

Opuntia streptacantha (OS) is a species native barely studied to Mexico whose mucilage
possesses functional properties and has a high content of soluble fiber of 57.62%. The aim of
this study was to obtain oligosaccharides from the mucilage of OS and their chemical, physical
and functional characterization. For the development of this work the mucilage of OS was
extracted, and its chemical composition was determined, resulting more than 90%
carbohydrate. To obtain oligosaccharides with a degree of polymerization, DP<10, the mucilage
was subjected to enzymatic hydrolysis using: a-amylase from porcine pancreas and dextranase
from Penicillium sp. 18 treatments were obtained, those that showed minimal differences in the
percentage of reducing sugars, were analyzed by GPC. From the treatments analyzed, three of
the treatments with a-amylase generated oligosaccharide fractions with GP of 3, 4 and 5. These
oligosaccharide fractions were purified by selective sequential ethanol precipitation. After these
oligosaccharide fractions were purified, the prebiotic effect was evaluated /n vitro using 3
commercial probiotic strains. The results obtained in the /n vitro assays indicated a potential
prebiotic effect of the oligosaccharide fractions, because probiotics in the presence of these
fractions showed an increase in cell growth, a decrease in pH, as well as the generation of acids
short chain fatty acid (SCFA). An oligosaccharide fraction (GP = 3) was selected for the
evaluation of prebiotic effect in vivo using Wistar rats. The results obtained were an increase of
beneficial bacteria of the genus Lactobacillus and Bifidobaterium and decrease of potentially
pathogenic bacteria of the genus Clostridium and Bacteroides in the colonic content, as well as
the generation of SCFA, which confirm the potential prebiotic effect of the oligosaccharide
fraction evaluated. These results indicate that oligosaccharides from mucilage of OS obtained by
enzymatic hydrolysis may have prebiotic effects and could be used as a natural source of

functional compounds  with  direct effects on the intestinal  microbiota.
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Los hidrocoloides pueden ser considerados como un grupo de polimeros de cadena larga,
principalmente carbohidratos, solubles en agua e insolubles en alcohol y otros disolventes
organicos. La elevada solubilidad de estos compuestos se debe a la presencia de un gran
numero de grupos hidroxilo (-OH) a lo largo de la cadena compuesta por monosacaridos
unidos por enlaces glicosidicos. El uso de estos hidrocoloides en la industria de alimentos es
muy variada y se basa en las caracteristicas quimicas, fisicas y funcionales, de los mismos. Se
emplean esencialmente para incrementar la viscosidad de un sistema y/o formar geles, asi
como para modificar o controlar la textura de alimentos y bebidas (BeMiller, 1996; Philips y

Williams, 2000; Saha y Bhattacharya, 2010).

La mayoria de los hidrocoloides utilizados en la industria alimentaria y farmacéutica son
carbohidratos de origen vegetal y actualmente se ha incrementado el estudio de estos
compuestos obtenidos a partir de fuentes vegetales no convencionales, los cuales pueden
presentar propiedades funcionales de interés tanto a nivel alimentario como de salud. Dentro
de las fuentes no convencionales se encuentra el mucilago de nopal carddn (Opuntia
streptacantha), que en estudios previos (Reyes-Reyes, 2009) mostré ser una buena fuente
de mucilago con una pureza mayor al 90%. Presentd un comportamiento reoldgico a
concentraciones menores a 0.5% de un fluido Newtoniano y a concentraciones mayores a
1.0% de un fluido no Newtoniano, de tipo reofluidificante. A su vez, también present
propiedades funcionales como capacidad de absorcion de agua (CAA), capacidad de
absorcion de moléculas organicas (CAMO) y solubilidad (SOL) significativamente mayores a
las que presentan los aditivos comerciales mas utilizados en la industria de alimentos. Por ello
en este estudio se propuso obtener oligosacaridos a partir del mucilago de Opuntia

streptacantha los cuales pudieran llegar a actuar como prebidticos.



Gibson et al, (2010) definid el término prebidtico como “wn ingrediente selectivamente
fermentado que propicia cambios especificos en la composicion y/o actividad de la microbiota
gastrointestinal, lo que confiere beneficio(s) sobre las salud del huésped’. Entre este tipo de
compuestos se encuentran principalmente carbohidratos y oligosacaridos no digeribles (OND)
los cuales presentan importantes propiedades fisicas, quimicas vy fisioldgicas benéficas, por
ello su consumo es importante para la salud. Los OND pueden ser obtenidos al someter a

carbohidratos complejos a procesos de hidrdlisis ya sea mediante via enzimatica y/o acida.

El objetivo de esta investigacion fue obtener fracciones oligosacaridas de bajo peso molecular
de OS vy evaluar sus propiedades quimicas, fisicas y funcionales. Para ello, el estudio fue
dividido en tres etapas, en la primera etapa se caracterizd quimicamente el mucilago de
Opuntia streptacantha y se establecieron condiciones de hidrolisis enzimatica parcial para la
generacién de fracciones oligosacaridas menores a 10 unidades; las fracciones obtenidas
fueron analizadas por cromatografia de permeacion en gel (GPC). En la segunda etapa, se
llevd a cabo la caracterizacion fisica y quimica de las fracciones oligosacaridas y en la etapa
tres se evalud la actividad prebidtica de dichas fracciones mediante ensayos /in vitro e in vivo.
La evaluacién /in vitro se efectud utilizando 3 fracciones oligosacaridas y 3 probidticos
comerciales, se determind el crecimiento microbiano, la variacion del pH y la produccion de
acidos grasos de cadena corta (AGCC) por HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion). El
ensayo /n vivo se realizd utilizando como modelos experimentales ratas Wistar que fueron
alimentadas con diferentes dietas, las cuales contenian mucilago de Opuntia streptacantha
como fuente de fibra dietaria (MUC), una fraccién oligosacarida (OLI), un prebidtico
comercial (INU) y una dieta control (CON). Durante este ensayo se evalud la modificacion de

la microbiota y la generacidon de AGCC en el contenido cecal.
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2.1 Nopal (Opuntia spp)

El nopal (Opuntia spp) es una planta perteneciente a la familia de las cactaceas, es endémico
de América y existen 377 especies reconocidas, 104 de las cuales se encuentran en México
(Anaya-Pérez, 2001). Todas las variedades del género Opuntia son comestibles debido a que
no presentan compuestos toxicos para el ser humano. Sin embargo, algunas especies son
mas faciles de utilizar que otras, debido basicamente al nimero espinas que presentan. Cabe
resaltar que los nopales silvestres desarrollan mayor cantidad de espinas, puesto que éste es
su medio de defensa y supervivencia, mientras que las especies domesticadas, como Opuntia
ficus indlica, son variedades seleccionadas en funcidn a una menor cantidad de espinas
(Martinez, 2007). Como parte de sus adaptaciones a la vida en climas secos, el cuerpo de las
Opuntias esta constituido por un tallo columnar, ovalado o aplanado (cladodio), que esta
engrosado debido a que los tejidos de almacenamiento (parénquima) estan muy
desarrollados. Carecen de hojas para reducir la superficie de contacto con el ambiente y
evitar la evotranspiracion; en cambio, sobre sus tallos se presentan estructuras de aspecto
algodonoso constituidas por tejido meristematico, de las que se desarrollan las flores y
espinas, ademas de diversas fibras o vellos denominados tricomas. Debido a su origen las
espinas son hojas modificadas que protegen contra depredadores, producen sombra y dan
proteccion al tallo reflejando los rayos del sol, incluso pueden formar una coraza, la cual

condensa la humedad y la dirige hacia las raices (Figura 1)(Arreola, 1997; Arias et al., 2012).



Gloquidios

Areola

Figura 1. Esquema de Opuntia spp. Modificado de Anderson, 2001.

Los tallos o cladodios suculentos y articulados, cominmente llamados pencas, presentan
forma de raqueta ovoide o elongada alcanzando entre 60 a 70 cm de longitud, dependiendo
de la especie, de la edad, del agua y de los nutrientes disponibles (Sudzuki et al., 1993).
Cuando miden entre 10-12 cm son tiernos y se pueden consumir como verdura. La especie
estudiada en este trabajo es Opuntia streptacantha (Figura 2) llamado cominmente nopal
carddn, cenizo o chavefio. Esta especie es arbustiva de 2 a 4 metros de alto con tallos de 80
cm de largo y 30 a 40 cm de diametro. Los cladodios son de forma ovoide, verdes de 18-30
cm de largo y 14-18 cm de ancho. Las areolas presentan gloquidios de color rojo-amarillento.
Presentan, en el cladodio, un nimero espinas de entre 3-7, erectas de color gris blanquecino
tornandose oscuras con la edad, de 0.5-2 cm de largo. La flor es de color amarillo a
anaranjado. Los frutos son ovoides de 6-7 cm de longitud y de 3.5-5 cm de didametro, de
color amarillo a rojo, con pequenos gloquidios. Se distribuyen generalmente en México en los
Estados de Hidalgo, Guanajuato, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala y
Zacatecas (Lemaire, 1839 citado en Anderson, 2001; Arias et al., 2012). En los cladodios se
realiza el proceso de fotosintesis, debido a que los tallos modificados reemplazan a las hojas

en esta funcidén. Estos tallos se encuentran protegidos por una cuticula gruesa, que en



ocasiones esta cubierta de cera o pelos que disminuyen la pérdida de agua, ademas de que
poseen una gran capacidad para almacenar agua en los tejidos de reserva (parénquima
medular); lo que permite a este tipo de plantas soportar largos periodos de sequia (Nobel et
al.,, 1992). Cabe destacar que el hidrocoloide, denominado mucilago, presente en el
parénquima medular es el que tiene la capacidad de retener agua (Nobel et al., 1992; Saenz

et al., 1992; Cardenas et al., 1997)

Figura 2. Opuntia streptacantha. http://www.desert-tropicals.com/Plants/Cactaceae/ (2018).

La sintesis del mucilago, especificamente del género Opuntia, se lleva a cabo en el aparato
de Golgi (Trachtenberg y Mayer 1982), el cual estda compuesto por pequefios saculos
aplanados y apilados denominados dictiosomas (Dupree y Sherrier, 1998), en donde los
azUcares que constituyen el mucilago se polimerizan (Trachtenberg y Fahn, 1981) y
posteriormente se almacenan en las células mucilaginosas del parénquima medular del
cladodio (Pimienta, 1990). Esto se ha demostrado citoquimicamente mediante el analisis de
autorradiografias realizadas en células mucilaginosas de Opuntia ficus indica (Trachtenberg y

Fahn, 1981).



Diversos autores han estudiado la composicion quimica del mucilago de Opuntia spp, como
Amin et al. (1970) quienes encontraron que el mucilago extraido de Opuntia ficus indica esta
conformado por arabinosa, ramnosa, xilosa y acido galacturdnico. Srivastava y Pande (1974)
aislaron un polisacarido de los tallos de Opuntia dillenij, constituido por una cadena principal
de galactosa con ramificaciones de arabinosa. Trachtenberg y Mayer (1981) reportaron que
el mucilago extraido de Opuntia ficus indica estd compuesto por arabinosa, galactosa,

ramnosa, xilosa y acido galacturdnico.

2.2 Oligosacaridos

Los carbohidratos pueden ser clasificados de acuerdo a su peso molecular o a su grado de
polimerizacion (GP, numero de unidades de monosacaridos unidos) en tres principales
grupos: azUcares, este término se emplea convencionalmente para describir mono y
disacaridos (GP, 1-2); oligosacaridos (GP, 3-9) y polisacaridos (GP, >10) (Cummings y
Stephen, 2007; Mussatto y Mancilla, 2007). Un gran nimero de oligosacaridos se encuentran
de forma natural o son producidos por biosintesis en diversos alimentos, principalmente en
frutas, vegetales y granos (Tabla 1), como el caso de los galactooligosacaridos presentes en
leche (Delzenne, 2003). Oligosacaridos con GP mayores a 5 como fructooligosacaridos de
cadena corta, son obtenidos por la sintesis de sacarosa o la hidrolisis parcial de inulina
(Roberfroid y Slavin, 2000). La inulina es una mezcla de cadenas oligdmeras y poliméricas
con un numero variable de moléculas de fructosa, unidas por enlaces B(2-1), que usualmente
incluyen una molécula de glucosa al final de la cadena (Bayarri et al., 2011). Las longitudes

de la cadena de inulina varian de 2 a 60 unidades con un GP promedio de 10 (Niness, 1999).



Tabla 1. Composicién y localizacién de oligosacaridos de origen vegetal

Nombre

Composicion

Fuente

Trisacaridos

Maltotriosa

o-Glup (1—-4)- a-Glup (1—4)- a-Glup

Producto de la degradacion de
almidoén

Panosa

o-Glup (1—6)-0-Glup (1—4)-0-Glup

Compuesto presente en miel;
producto de la degradacion de
amilopectina

Melecitosa

o-Glup (1—-3)-B-Frup (2—1)-a-Glup

Compuesto presente en néctares de
muchas plantas; en los exudados de
arboles como lima, pino y alamo

Rafinosa

a-Galp (1-6)-a-Glup (1—2)-B-Frup

Compuesto presente en plantas
particularmente en leguminosas
como soya, garbanzos y chicharos

Erlosa

o-Glup (1-4)-a-Glup (1—-2)-pB-Frup

Compuesto presente en miel

Gencianosa

B-Glup (1—6)-a-Glup (1—»2)-pB-Frup

Compuesto presente en los rizomas
de variedades de Gentiana

Tetrasacaridos

Maltotretaosa

o-Glup (1-4)-a-Glup (1-4)-o-Glup
(1->4)-o-Glup

Compuesto presente en hidrolizados
de almidon

Estaquiosa

o-Galp (1-6)-a-Galp (1—6)-a-Glup
(1-2)-B-Frup

Compuesto presente en semillas de
legumbre, soya y alcachofa

Pentasacaridos

Verbascosa

o-Galp (1-6)-a-Galp (1—6)-a-Galp
(1-6)-a-Glup (1-2)-B-Frup

Compuestos presentes en semillas
de legumbres, incluyendo guisantes

Glup= glucopiranosa, Frup= fructopiranosa, Galp= galactopiranosa

Modificado de Izydorczyk (2005)



Las propiedades funcionales de los oligosacaridos dependen de su estructura quimica y grado
de polimerizacién. Por ejemplo, pueden alterar el punto de congelacion, aumentar y
proporcionar cuerpo a productos al modificar su viscosidad y funcionar como sustitutos de
grasa (Voragen, 1998). La oligofructosa es empleada en la elaboraciéon de helados, debido a
que el punto de congelacién es menor en comparacion al obtenido al emplear sacarosa
(Murphy, 2001). Como sustitutos de grasa, se emplea cominmente inulina debido a que
posee la capacidad de formar microcristales, que interactuan entre si, formando pequefios
agregados que ocluyen una gran cantidad de agua y que finalmente pueden aglomerarse en

una red de gel (Franck,2002; Kaur y Gupta, 2002; Bot et al., 2004).

A su vez los oligosacaridos, basados en sus propiedades fisioldgicas se pueden clasificar en

digeribles y no digeribles (Sako et al., 1999).

2.2.1 Oligosacaridos no digeribles (OND)

El concepto de oligosacaridos no digerible (OND) se origina a partir del analisis de que el
atomo del carbono anomérico (C1 o C2) (Figura 3) de los monosacaridos, que conforman los
oligosacaridos, presentan una configuracion que hace que sus enlaces glicosidicos no sean

digeribles por la actividad hidrolitica de las enzimas digestivas (Roberfroid y Slavin, 2000)

(Figura 4).
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Figura 3. Carbono anomérico. Modificado de Mitch y Ikizler, 2012.
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Figura 4. A) Enlace a-glicosidico, B) Enlace p-glicosidico, C) Estructuras propuestas de algunos
oligofructosacaridos. Modificado de Mitch y Ikizler, 2012 y Benkeblia, 2013.

Los OND han tenido un gran interés debido a que presentan un reducido valor caldrico, el
cual ha sido estimado entre 1.0-2.0 kcal g (Roberfroid, Gibson y Delzenne, 1993; Cummings
et al., 1997) esto es aproximadamente el 30-50% de los carbohidratos digeribles tales como
la sacarosa. El valor caldrico determinado para galactooligosacaridos es de 1.73 kcal g*
(Watanuki et al, 1996 citado en Sako et al, 1999). Asi mismo los OND presentan
propiedades bifidogénicas al estimular el incremento de bacterias benéficas en el intestino,

principalmente del genero Lactobacillus y Bifidobacterium, y al reducir el nivel de bacterias
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patdgenas principalmente del género Clostridiumy Bacteroides, asi como sus efectos de fibra
dietaria al ser fermentadas en el colon y producir metabolitos como acidos grasos de cadena
corta (AGCC). (Roberfroid, 1993; Playne y Cittenden, 1996). Existen fuentes naturales de
oligosacaridos como los galactooligosacaridos presentes en la leche humana, los fructanos
encontrados en cebolla (Allium cepa), puerro o poro (Allium porrum) y ajo (Allium sativum), y
la estaquiosa en la soya, entre otros. Debido a los beneficios que aportan, desde el punto de
vista nutricional y funcional, se han aplicado diversos métodos para obtener y caracterizar
nuevos oligosacaridos (Delzenne, 2003) que pudieran presentar propiedades de interés
bioldgico, nutricional y/o nutracéutico, como la sintesis enzimatica a partir de azlcares
simples (monosacaridos) y/o hidrdlisis acida o enzimatica de carbohidratos complejos
(Murphy, 2001). Las cadenas cortas de fructo-oligosacaridos, pueden ser obtenidas a partir
de la sintesis de moléculas de sacarosa, o a través de hidrolisis parcial de raices de achicoria
(Cichorium intybus) (Roberfroid y Slavin, 2000). Hu et al. (2006), a partir de agarosa y
empleando a-amilasa y amiloglucosidasa, obtuvieron fracciones oligosacaridas con un grado
de polimerizacién de entre 4 y 12; de Menezez et al. (2009), utilizaron xilanasas obtenidas a
partir de Pleurotus sp y Pleurotus tailandia para hidrolizar xilana y generar xilooligosacaridos
y xilosa. Otros hidrocoloides que han sido sometidos al fraccionamiento por vias enzimaticas
son: alginato de sodio utilizando o-amilasa salival, pancreatica y amiloglucosidasa; pectina
citrica de alto y bajo metoxilo empleando la enzima endo-poligalacturanasa, la cual rompe los
enlaces glicosidicos internos en las cadenas de pectina de modo aleatorio (Oleano-Martin et
al., 2002; Wang et al., 2006;). Alguno de los métodos de hidrdlisis acida que se emplean
para la obtencidn de oligosacaridos, a partir de polisacaridos que estén constituidos
esencialmente por azlcares neutros, como por ejemplo carragenanos y galactanos, es el uso
de acidos diluidos o concentrados como HCl, H,SO4, C;HF;02 o HNOs, bajo condiciones de

calentamiento entre 50 y 90°C (Delattre et al., 2005).



Como se menciond anteriormente una caracteristica importante de los OND es que cuando se
ingieren son resistentes a la digestién por enzimas secretadas en el tracto gastrointestinal
con actividad hidrolitica (a-glucosidasa, maltasa e isomaltasa). Los isomaltooligosacaridos
presentan una buena resistencia cuando presentan un grado de polimerizacién mayor a 3
(Delzenne, 2003). Los oligosacaridos que en su mayoria logran escapar a la digestion en el
tracto gastrointestinal superior, actian como una fuente importante de energia para las
bacterias residentes en el colon (microbiota coldnica), debido a que presentan una
configuracion de enlaces B en la cadena glicosidica y ésta microbiota en especifico, sintetiza
enzimas como la B-fructosidasa, p-galactosidasa, xilanasas que pueden hidrolizar estos tipos

de enlaces (Bernalier et al., 1999).

2.3 Microbiota gastrointestinal

El tracto gastrointestinal (TG) humano alberga una microbiota compleja la cual es critica para
un estado de salud normal (Tan et al., 2014). La superficie de la mucosa del TG humano es
de aproximadamente 200-300 m? y esta colonizada por 10'3** microorganismos de diferentes
especies y subespecies (Hao y Lee, 2000). La prevalencia del género de bacterias en
diferentes partes de TG depende de varios factores, como el pH, el peristaltismo, secrecién
de mucina, disponibilidad de nutrientes y dieta, entre otros (Tan & al., 2014). Debido los
valores de pH del estdmago y el rapido peristaltismo presente en el estdmago, duodeno y
yeyuno, en estas secciones solo se encuentra un reducido nimero de microorganismos (entre
102-10* bacterias/mL de contenido gastrico o intestinal), principalmente lactobacilos
acidotolerantes y estreptococos. En el ileon, la microbiota se asemeja a la del colon con una
mayor diversidad de especies y una poblacion alrededor de 107-108 bacterias/mL de
contenido intestinal (Tannock, 1983). El contenido aumenta a 10'!- 10*? bacterias/mL en el

ciego y colon (Sartor, 2008) (Figura 5).
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Figura 5. Composicion y concentraciones luminales de las especies microbianas dominantes en

disrintas regiones del tracto gatrointestinal (TG). Modificado de Sartor, 2008.

2.3.1 Microbiota colonica

Las funciones biolégicas del intestino grueso incluyen almacenamiento de desechos asi
como su excrecion y la absorcién de agua ademas de minerales. Debido a la cantidad de
microorganismos residentes en este érgano, el colon tiene un papel muy importante en la
nutricién y bienestar del huésped. La modulacién dietética de la microbiota coldnica puede
ejercer efectos beneficios a nivel luminal y sistémico. La microbiota col6nica fermenta una
serie de sustancias, principalmente proporcionadas por la dieta, las cuales no pueden ser
digeridas ni absorbidas directamente por el huésped en el TG superior. Dentro de ellas se
encuentran: almidén resistente, fibra dietaria y oligosacéaridos no digeribles (OND) entre otros
(Manning y Gibson, 2004). Especies de bacterias como Lactobacillus y Bifidobacterium se

han asociado con una mejora en la salud del huésped, enfatizando su funcién y la
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administracion de la dieta que promueven el crecimiento de estas bacterias con funciones

metabdlicas definidas (Hijova y Chmelarova, 2007).

2.3.1.1 Género Lactobacillus

El género Lactobacillus contiene cerca de 110 especies las cuales estan clasificadas en tres
grupos: homofermentativo estricto, en donde al fermentar hexosa se produce Unicamente
acido lactico, las pentosas no son fermentadas; heterofermentativo facultativo, donde como
productos ademas del acido lactico se genera acido acético, etanol y acido férmico bajo
limitacion de glucosa; y el grupo heterofermentativo obligado produciendo, al fermentar
hexosas: acido lactico y acético, etanol y CO,, pero al fermentar pentosas producen solo
acido lactico y acético (Amin et al., 2009). Este género de bacterias estan presentes en la
microbiota humana del TG y son Lactobacillus acidophilus y casei las especies dominantes
(Ahrné et al., 1998). Lactobacillus acidophilus es un bacilo Gram-positivo de 2-10 ym con
temperaturas optimas de crecimiento de 37 a 42 °C (Altermann et al., 2005). Esta especie
alcanza su mayor tasa de crecimiento en medios con valores de pH de 5.5-6.0 y el
crecimiento decrece por debajo de un pH de 4.0 (Shah, 2007), es una bacteria
heterofermentativa obligada y se encuentra dentro de los lactobacilos menos tolerantes al

oxigeno (Claesson et al., 2007)

2.3.1.2 Género Bifidobacterium

El género Bifidobacterium pertenece a la clase Actinomyces, son bacterias Gram-positiva
consideradas como bacterias acido lacticas (Schleifer y Ludwig, 1996). Morfolégicamente, no
forman esporas y son de tamafo variables, aunque son consideradas como bacterias
anaerodbicas, el grado de tolerancia de oxigeno depende de la especie y del medio de cultivo
(Doleyres y Lacroix, 2005). Las bifidobacterias pueden metabolizar un amplio rango de mono

y disacaridos, asi como también oligosacaridos (Schell et al., 2002), produciendo



tedricamente acido lactico y acético en una relacién 2:3 mediante la via F6PPK (Doleyres y
Lacroix, 2005). Estos microorganismos son considerados como probidticos, que al estar
presentes en el TG ayudan a modular la microbiota, principalmente del colon, en donde
pueden llegar a ejercer efectos benéficos para la salud, actuando como un factor de
proteccidon contra patégenos y estimulando el sistema inmunoldgico. Entre las especies que
se han descrito: Bifidobacterium animalis, breve, longum, bifidum e infantis han sido las mas
estudiadas por sus efectos sobre la salud humana e incorporadas en productos lacteos y en

preparaciones terapéuticas (Biavati y Mattarelli, 2001, Doleyres y Lacroix, 2005)

2.3.2 Efecto de OND en la microbiota colonica

Los OND son sustratos para la microbiota colonica, principalmente para bifidobacterias y
lactobacilos, debido a que estas bacterias son capaces de metabolizarlos, provocando una
inhibicion del crecimiento de bacterias patdgenas (Clostridium, Staphylococcus, Proteus y
algunos Bacteroides, Enterococcusy Streptococcus), al provocar la disminucién del pH en el
colon, resultado de la produccion de AGCC (Mussatto y Mancilha, 2007). Las bacterias
patdgenas son a las que se le atribuyen la produccién de sustancias potencialmente nocivas
para el huésped, productos de la putrefaccion, toxinas y carcindgenos, que pueden generar
efectos perjudiciales como diarrea, infecciones, carcinogénesis y putrefaccion intestinal entre
otros (Gibson y Robertfroid, 1995; Gibson, 1998; Mussatto y Mancilha, 2007). Se ha evaluado
el efecto del consumo de OND en la inhibicion de patdgenos y la disminucidn de compuestos
y enzimas que juegan un rol importante en la carcinogénesis de colon, ademas de la
generacion de AGCC durante la fermentacion de OND (Sako et al., 1999; van Dokkum et al.,
1999; Johnson, 2004). Dentro de las enzimas que contribuyen a la produccidon de sustancias
carcinogénicas en el colon se tienen la B-glucoronidasa, la nitroreductasa y la azoreductasa
(Weisburger et al., 1970; Simon y Gorbach, 1986). Dos de los principales efectos benéficos

que han sido estudiados en la microbiota son la produccion de acidos grasos de cadena corta



(AGCC), como algunos de los productos finales del proceso de fermentacién de OND vy la

generacion de un efecto prebidtico (Tabla 2).

Tabla 2. Efectos y beneficios de los AGCC en el organismo

AGCC Efecto especifico Beneficio

Reduce la biodisponibilidad de
compuestos alcalinos
AGCC totales Disminuye el pH citotoxicos

Inhibicion del desarrollo de
organismos sensibles al pH

Incremento potencial de la absorcion Disminucién de la pérdida de

Ac. acético de Ca®* y Mg?* Ca?* y Mg?* en heces
Mejora la contraccion muscular del Efecto tipo laxante, ayuda al
colon alivio de la constipacion

. Estimula el trasporte de electrolitos en  Aumenta la absorcion de iones
Ac. propionico

el colon y liquido; previene la diarrea
Aumenta la proliferacion de las células Probablemente aumente la
coldnicas epiteliales capacidad de absorcion

Mantenimiento de la mucosa,
ayuda a problemas de
diverticulosis y las Ulceras,
proliferacion de colonocitos

Metabolizado por los colonocitos

Mantiene el fenotipo normal de Disminuye riesgos de
Ac. butirico colonocitos enfermedad
Estimula el trasporte de electrolitos en Incrementa la absorcion de
el colon iones y liquido, previene la
diarrea

(Modificado de Topping, 1996)

2.3.3 Produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)

Los AGCC son un subconjunto de acidos grasos saturados que contienen seis 0 menos
atomos de carbono y son los aniones primordiales producidos durante la fermentacion de

ciertos carbohidratos (fibra dietaria, OND, entre otros) por las bacterias presentes en el colon



(Hijova y Chmelarova, 2007; Tan et al., 2014). Los principales AGCC son acido acético (C2),
propionico (C3) y butirico (C4) (Figura 6), pero otros metabolitos importantes producidos en
la fermentacion incluyen acido lactico, succinico, etanol y acido férmico (Binder et al., 1994,

Cummings, 1995; Cummings et al., 1995).

||'| /O lTI lTl Jo H H H
H—C—C H-C-C~C| H-C-C-C-C

H O—H HH O-H HHH OH
Acido acético (acetato) Acido propiénico (propionato) Acido butirico (butirato)

HHHH o HHHHH o

HCCCCC HCCCCCC

|-||-||-||-| 0-H HHHHH 0-H

- . Acido caproico
Acido valérico P

Figura 6. Estructuras de acidos grasos de cadena corta (AGCC).
Modificado de Adom y Nie, 2013.

El principal sitio de la fermentacion en el TG humano de carbohidratos no digeribles como los
OND, es el ciego y el colon proximal (Hijova y Chmelarova, 2007). La cantidad y tipo de
AGCC (Tabla 1) producidos en el colon dependen del tipo de OND que se consuman asi como
de la composicion de la microbiota intestinal (Sako et al., 1999). Estos metabolitos ocasionan
una disminucién en el pH luminal influenciando directamente la composicién de la microbiota
colénica. Un pH bajo estimula el crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias, las cuales estan
adaptadas a pH bajos; mientras que a un pH menor el crecimiento de bacterias patdgenas es
reducido. Ademas este cambio de pH estd relacionado con la proteccion contra la

carcinogénesis, es por ello que los AGCC juegan un papel muy importante en el



funcionamiento optimo del epitelio coldnico (Topping, 1996; Blaut, 2002). Los AGCC se
absorben rapidamente en el ciego y el colon; solo un 5 a 10% se excretada en las heces. Una
vez absorbidos son metabolizados principalmente en 3 tipos de células (Hijova y Chmelarova,
2007), estas son:

1. Células epiteliales coldnicas. Utilizan butirato (acido butirico) como principal sustrato
para la obtencién de energia.

2. Células hepaticas. Metabolizan el butirato (acido butirico) residual y propionato (acido
propidnico) en la gluconeogénesis, también un 50 a 70% de acetato es metabolizado
en el higado.

3. Células musculares. Usan el acetato (acido acético) residual para la obtencion de

energia.

2.4 Efecto prebiodtico

Gibson et al. (2010) establecieron el término prebidtico como “un ingrediente selectivamente
fermentado que propicia cambios especificos en la composicidn y/o actividad de la microbiota

gastrointestinal, lo que confiere beneficios sobre la salud del huésped”.

Para que un alimento o un ingrediente alimentario pueda ser considerado y/o clasificado

como prebidtico es necesario:

1. No ser hidrolizado, ni absorbido en la parte superior del tracto gastrointestinal;

2. Actuar como sustrato para una o varias bacterias comensales benéficas (Lactobacillus
y Bifidobacterium) para el colon, las cuales son estimuladas a crecer y/o activar su
metabolismo;

3. Ser capaz de alterar la flora coldnica en favor de una composicién mas saludable; e

inducir efectos sistémicos o luminales que sean benéficos para el organismo.



Estos criterios se han utilizado para determinar si un compuesto, ingrediente o alimento
puede ser catalogado como prebidtico. Diversos estudios se han centrado en el potencial
efecto prebiotico de los oligosacaridos y han sido evaluados /in vivo e in vitro. Bouhnik et al.
(1996) estudiaron el efecto de fructooligosacaridos de cadena corta en el cambio de la
microbiota de personas adultas, encontrando que después de suministrar una dosis de 12.5
g/dia durante 12 dias que la poblacién de bifidobacterias se incrementé cerca de 10 veces.
Rao (2001), al proporcionar una dosis de inulina de 5 g/dia por 3 semanas a personas
jovenes, observd un aumento de la poblacion de bifidobacterias en heces. Oleano-Martin et
al. (2002), estudiaron el efecto /in vitro de la pectina y oligosacaridos pécticos en mezclas de
Bifidobacterium, Clostridium y Bacteroides, observando que el nimero de bifidobacterias se
incrementd mientras que el de Bacteroides 'y Clostridium se mantuvo constante; ademas las
bifidobacterias mostraron un crecimiento en presencia de oligosacaridos pécticos, indicando
asi que los oligosacaridos podrian tener un efecto prebidtico por no estimular el crecimiento

de bacterias potencialmente patdgenas y promover el crecimiento de bacterias benéficas.

2.5 Nutracelticos y alimentos funcionales

El termino alimento funcional fue acufiado por primera vez en Japén en 1984 (Martirosyan y
Singh, 2015). Actualmente la definicion mas aceptada por organizaciones internacionales es
la propuesta por el Instituto de Tecndlogos de Alimentos, que define un alimento funcional
como: “sustancia que proporciona nutrientes esenciales a menudo mas alla de las cantidades
necesarias para €l mantenimiento normal, crecimiento y desarrollo, y/u otro compuestos
biologicamente activos que impartan beneficios a la salud o efectos fisiologicos deseables”
(Clydasdale, 2015). A medida que fue incrementado el interés en el estudio, desarrollo y
aplicacion de los alimentos funcionales se introdujo el concepto de nutraceutico (Martirosyan
y Singh, 2015). El término nutraceltico esta definido como, “un alimento o parte del alimento

que proporciona beneficios médicos o de salud, incluyendo la prevencion o el tratamiento de



una enfermedad’ (Das et al., 2012). Los nutraceuticos cubren la mayor parte de las areas
terapéuticas tales como trastornos del suefio, prevencién de ciertos canceres, control de
colesterol, diabetes y problemas digestivos como transito lento, indigestion, estrefiimiento,
entre otros (Sami Labs, 2000; Pandey et al., 2010). Dentro de los compuestos usados como
nutraceuticos y alimentos funcionales se encuentran: la fibra dietaria, probidticos,
prebidticos, acidos grasos poliinsaturados, vitaminas, polifenoles y antioxidantes, entre otros

(Kokate et al., 2002).

En las Ultimas décadas se ha incrementado la investigacién y desarrollo en el campo de
productos nutraceuticos y alimentos funcionales. La mayor necesidad cientifica se refiere a la
estandarizacion de compuestos y estudios clinicos para proporcionar la base de sus
propiedades y efectos en la salud humana y producir un impacto en los consumidores, asi

como en las empresas de alimentos (Das et al., 2012).

2.6 Separacion y purificacion de oligosacaridos

Se han desarrollado diversos métodos para separar y purificar oligosacaridos presentes en
mezclas de carbohidratos, como es el uso de resinas de intercambio idnico, carbdn activado,
cromatografia de exclusion por tamafio o de permeacion en gel, precipitacion con disolventes
y nanofiltracion, entre otras (Goulas et al., 2003; Ku et al., 2003; Sanz y Martinez-Castro,

2007; Botelho-Cunha et al., 2010)

2.6.1 Precipitacion con disolventes

El conocimiento y aplicacién de las diferencias en la solubilidad de los compuestos presentes
en una mezcla, permite la purificacién de los mismos por el método de precipitacion con
solventes. Este método tiene ventajas como la factibilidad y los bajos costos al escalar los
procesos (Sen et al., 2011). El uso de disolventes organicos, principalmente alcoholes, ha

sido estudiado para el fraccionamiento y purificacion de oligosacaridos. Cleemplut et al.



(1995) realizaron la purificacion de la fraccion soluble en agua de arabinoxilanos extraidos de
trigo, mediante la adicion de etanol en diferentes concentraciones (20, 30, 40, 50 y 65 %),
por su parte Swennen et al. (2005) empleando etanol en diversas concentraciones, 0-60, 60-
90 y >90%, obtuvieron fracciones de arabinoxilooligosacaridos con diferentes estructuras y
pesos moleculares. También se han precipitado con alcohol (50 y 75%) maltodextrinas
obtenidas a partir del almidon de papa (Defloor et al., 1998), oligoglucosas e inulinas (Ku et
al., 2003) y galactosil-oligosacaridos (Sen et al., 2011). La precipitacion de los polisacaridos
con alcohol depende de la concentracién de éste, ya que los polisacaridos no precipitan en
presencia de disoluciones de etanol muy diluidas y también depende del peso molecular del
carbohidrato a precipitar; debido a que compuestos de bajo peso molecular pueden precipitar

en presencia de concentraciones altas de alcohol (Ku et al., 2003; Izydorczyk, 2005).
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3. JUSTIFICACION

Actualmente la industria de alimentos se ha enfocado en el desarrollo de productos que
impartan beneficios a la salud del consumidor, ademas de ser aceptados organoléptica y
visualmente. Es por ello que el estudio de compuestos o ingredientes nutraceuticos, asi como
la incorporacion de éstos a matrices alimenticias son de gran importancia, debido a los
beneficios que aportan a los consumidores. Dentro de este tipo de compuestos destacan los
oligosacaridos no digeribles (OND) por las propiedades prebidticas que poseen como es
modificar la microbiota coldnica e inducir efectos benéficos a nivel sistémico y/o luminal. Las
principales fuentes para la obtencidn de OND son carbohidratos complejos que pueden ser
fraccionados mediante procesos hidroliticos; por ello es de gran interés intensificar la
biusqueda de nuevas fuentes naturales que puedan aportar propiedades importantes,
respecto a los ya conocidos y que apoyen o fomenten el desarrollo sustentable de la industria
de alimentos en México. Opuntia streptacantha es una especie silvestre abundante, nativa del
altiplano mexicano y poco aprovechada. El mucilago presente en esta especie es una fuente
alternativa de carbohidratos, el cual presenta un contenido de fibra dietaria mayor al 50%, lo
que lo posiciona como candidato para la generacion de nuevos OND con posibles efectos

prebidticos.
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4. HIPOTESIS

Con base a lo anterior expuesto y dada la importancia de la busqueda de nuevas fuentes de

OND con efecto prebidtico, se formularon las siguientes hipdtesis:

H1: Es posible controlar el fraccionamiento del mucilago de Opuntia streptacantha empleando

un proceso enzimatico para producir compuestos con pesos moleculares especificos.

H2: Los oligosacaridos de Opuntia streptacantha se comportaran como fracciones no

digeribles con efecto prebidtico.

5. OBJETIVO GENERAL

Fraccionar el mucilago de Opuntia streptacantha para obtener oligosacaridos menores a 10

unidades y caracterizar sus propiedades quimicas, fisicas y prebidticas

5.1 Objetivos especificos

e Extraer y caracterizar el mucilago de Opuntia streptacantha

e Establecer condiciones para la hidrolisis parcial enzimatica del mucilago

e Seleccionar e identificar fracciones de oligosacaridos de 3 a 9 unidades

e Realizar la caracterizacion quimica vy fisica de las fracciones oligosacaridas

e Evaluar la actividad prebidtica in vitro e in vivo de las fracciones oligosacaridas

seleccionadas



6. METODOLOGIA



6. METODOLOGIA

La materia prima utilizada fueron cladodios de Opuntia streptacantha a los cuales se les
extrajo el mucilago. El polisacarido que compone al mucilago se someti6é a analisis quimico
proximal y a procesos de hidrdlisis enzimatica parcial, para obtener oligosacaridos con un
peso molecular menor a 1000 Da (9 monosacaridos) para su posterior caracterizacion
quimica, fisica y funcional mediante estudios /n vitro e in vivo. El desarrollo del proyecto fue

dividido en tres etapas.

Etapa I. Extraccion de mucilago de Opuntia streptacanthay obtencion de oligosacaridos

En esta etapa se acondicionaron los cladodios de OS eliminando la pared celular para obtener
el parénquima medular. A partir del parénquima medular se realizo6 la extraccion del mucilago
y su caracterizacién quimica mediante un analisis quimico proximal. Posterior a esto, se
realizd la hidrdlisis parcial enzimatica empleando a-glicosidasas para obtener oligosacaridos
menores a 1000 Da de peso molecular, estableciendo 18 tratamientos enzimaticos. Los
tratamientos enzimaticos se analizaron por cromatografia de permeacién en gel para
determinar el perfil de pesos moleculares y seleccionar aquellas fracciones oligosacaridas que

fueran menores a 1000 Da.
Etapa II. Caracterizacidon quimica y fisica de oligosacaridos

A continuacién se purificaron las fracciones oligosacaridas presentes en los tratamientos
enzimaticos seleccionados mediante la precipitacion secuencial selectiva con diferentes
concentraciones de etanol. Se determind el grado de polimerizacién de las fracciones

oligosacaridas purificadas y su morfologia mediante microscopia electrénica de barrido.

Etapa III. Caracterizacion funcional prebidtica de oligosacaridos



Se evalud el efecto prebidtico /in vitro e in vivo de las fracciones oligosacaridas purificadas.
Los estudios /n vitro se llevaron a cabo utilizando 3 cepas probidticas comerciales, un control
prebidtico comercial (inulina) y una fuente simple de carbono (glucosa). Se analizd el
crecimiento celular, pH y la produccion de AGCC y acido lactico. Para los estudios /in vivo se
utilizd como modelo bioldgico ratas Wistar las cuales fueron alimentadas durante 6 semanas,

evaluando la modificacion de la microbiota coldnica durante la duracion del estudio.

A continuacion se describen detalladamente las etapas.

6.1 Etapa I: Extraccion de mucilago de Opuntia streptacantha y obtencion de

oligosacaridos

6.1.1 Acondicionamiento de materia prima

Se recolectaron cladodios de Opuntia streptacantha de 2 afios de edad en el valle de Apan,
Hidalgo, en el mes de julio (verano del 2009). La edad de los cladodios se determind
mediante la observacion de los anillos de crecimiento en la base de los mismos. Los cladodios
frescos se limpiaron de espinas, posteriormente se les retird mecanicamente el parénquima
medular que se almacend en congelacidon (TorRey, USA )(-20°C) para la posterior extraccion

de mucilago.

6.1.2 Extraccion del mucilago

Para la extraccion del mucilago se utilizd el parénquima medular. Las muestras se
homogeneizaron con agua destilada (homogeneizador Osterizer, México) en relacion 1:1.5.
Posteriormente, se calentd la mezcla (90°C) y se centrifugd (centrifuga Hettich Zentrifugen,
Alemania) a 10 000 rpm. Al sobrenadante se le adicion6 etanol absoluto para obtener un
precipitado, el cual se deshidratd para su posterior analisis quimico proximal y la obtencion

de oligosacaridos.



6.1.3 Analisis quimico proximal

Para llevar a cabo el analisis quimico proximal se realizd una deshidratacion en una estufa a
50°C (Boekel Scientific, USA) y una reduccidn del tamafio de particula del mucilago (250 pm)

en un molino de aspas (Janke & Kunkel, A10, Alemania).

6.1.3.1 Humedad

La humedad es la pérdida de masa que sufre un material cuando se calienta a la temperatura
cercana al punto de ebullicién del agua, durante un determinado tiempo. Para llevar a cabo la
cuantificacion de humedad del mucilago, se colocaron 500 mg en crisoles, a peso constante,
en una estufa una temperatura de 90-95°C durante 5 h, posteriormente, los crisoles se
enfriaron en un desecador y se pesaron (AOAC, 14.003, 1984). El porcentaje de humedad se

calculé empleando la siguiente relacion:

F
x 100 Ec.(1)

OHH = ——
% Pl — PC

en donde:

% H = Porcentaje de humedad
PI = Peso del crisol con muestra himeda (g)
PF = Peso de crisol con muestra seca (g)

PC = Peso del crisol sin muestra (g)

6.1.3.2 Cenizas
El material mineral se cuantificO mediante la incineracion de la muestra hasta la obtencion de
un residuo inorganico correspondiente a la fraccion de cenizas. La determinacion de cenizas

se efectud en las muestras a las que previamente se les determind el contenido de humedad,



pre-calcinandolas a fuego directo; posteriormente, se colocaron en una mufla a una
temperatura de 550-600 °C por un lapso de 3-4 h (14.006, AOAC, 1984). El calculo del

contenido de cenizas se llevd a cabo empleando la ecuacién 2:

B—A
%C = x 100 Ec.(2)

en donde:

% C = Porcentaje de cenizas

A = Peso del crisol vacio (g)

B = Peso del crisol con cenizas (g)

M = Peso de la muestra (q)

6.1.3.3 Fibra cruda

El tratamiento de las muestras desengrasadas con acidos solubilizd completamente almidén,
proteina, lignina y la mayor parte de la hemicelulosa, pero no afectd la celulosa, la cual se
puede cuantificar después del tratamiento acido, separandola por filtracién. Para esta
determinacion se emplearon 500 mg de mucilago, previamente desengrasado y seco, los
cuales se colocados en un matraz Erlenmeyer y se adicionaron 0.5 g de acido tricloroacético,
1.25 mL de acido nitrico concentrado y 17.5 mL de acido acético al 70%. Este sistema se
mantuvo a reflujo con agitacidon constante por 30 min. Enseguida, se filtré6 empleando crisoles
Gooch (a peso constante), residuo obtenido se lavd con agua destilada caliente hasta
eliminar por completo el acido acético. El crisol Gooch se seco en una estufa a 90°C por 12 h
y se pesO. La fibra cruda real se calculd restandole a la fraccion retenida en el filtro, el

contenido de cenizas insolubles, obtenidas por calcinacion (Van de Kamer, 1952).

Pr — Pv) — (Pf — Pc
% FC = ( )M( f )xlOO Ec.3




en donde:

% FC = Porcentaje de fibra cruda

Pr = Peso del crisol Gooch con residuo (g)

Pv = Peso del crisol Gooch vacio (g)

Pf = Peso de crisol Gooch con fibra a peso constante (g)
Pc = Peso del crisol Gooch a peso constante (g)

M = Peso de la muestra

6.1.3.4 Nitrogeno total

La muestra se digirié con H.SO4 concentrado y un agente catalitico que favorecid la reaccion
convirtiendo todo el nitrégeno organico e inorganico en nitrégeno amoniacal. EI amonio se
libero al agregar un alcali y destilando la muestra por arrastre de vapor en acido bérico; con
lo cual se forman los iones amonio y borato. La titulacidon se efectué con acido clorhidrico que
en forma indirecta proporciona el contenido de nitrogeno. La cuantificacion del contenido de
nitrdgeno total de las muestras se efectlo de la siguiente manera: se pesaron 50 mg de
mucilago en un matraz Kjeldahl, adicionando 2 g de mezcla catalizadora y 2.5 mL de H,SOs,
esta mezcla fue digerida hasta que se clarifico manteniendo el calentamiento de 1.5 -2 hy se
dejé enfriar. El residuo obtenido se disolvid en agua destilada y se transfirié a un tubo para
su destilacion, lavando el matraz de 2-3 veces. Subsecuentemente, en un matraz Erlenmeyer
se colocaron 5 mL de la solucién de acido boérico al 5% con 2 gotas de indicador en la
terminal del condensador. El tubo con la muestra, se coloco en el destilador y se adicionaron
10 mL de una solucién de hidréxido de sodio-tiosulfato de sodio. Se procedié a la destilacion
por arrastre de vapor, colectando aproximadamente entre 75 y 100 mL de destilado. Esta

solucidén se tituld6 con HCl 0.01N hasta que se observd un vire de color de verde a violeta.



Para cada determinacion se utilizé un blanco de reactivos siguiendo el mismo procedimiento

(42.014, AOAC, 1970). Los calculos se llevaron a cabo de la siguiente forma:

V, —V:)(egN)(N
%1v=(2 1)]5[")( )x100 Ec. 4

en donde:

% N =Porcentaje de nitrégeno total

Vi1 = Volumen de HCl empleado en titular el blanco (mL)
V. = Volumen de HCl empleado en titular la muestra (mL)
egN = 14.007

N = Normalidad de HCI (0.01 N)

M

Peso de la muestra (mg)

6.1.3.4.1 Proteina cruda

Para conocer el valor de proteina cruda a partir del contenido de nitrégeno total se empled
un factor, que varia segun el origen de la proteina, en este caso se optd por utilizar el
empleado para vegetales que esta establecido en 5.7 (42.014, AOAC, 1970), efectuando los

siguientes calculos:

%P =(%N)(f) Ec.5
en donde:
% P = Porcentaje de proteina
% N = Porcentaje de nitrégeno total

f = factor de conversion



6.1.3.5 Azucares totales

Para determinar el contenido de azUcares totales en el mucilago, la muestra fue previamente
hidrolizada con acido triflouroacético (TFA) 2 M (Sigma-Aldrich, USA) (Clifford et a/., 2002).
Se efectud una cinética de hidrolisis acida, en donde se cuantificaron los azlcares en estado
reductor empleando el método de Miller (1959). Este método se fundamenta en que todos
los azlcares reductores (AR) presentan un grupo aldehido o cetona libre, que actian como
agentes reductores frente a reactivos oxidantes como es el caso del acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). Como producto de la reaccion entre los AR y el DNS, los AR se oxidan y forman un
compuesto de color rojo marrdn (acido 3-amino-5-nitrosalicilico), el cual presenta su maxima
absorbancia a 575 nm. La intensidad del color desarrollado es proporcional a la cantidad de
AR presentes en la mezcla de reaccion.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado

6.1.4 Hidrolisis del mucilago de Opuntia streptacantha

6.1.4.1 Hidrdlisis enzimatica parcial

Para realizar la hidrdlisis enzimatica parcial se utilizaron 2 enzimas: a-amilasa pancreatica (EC
3.2.1.1) (Sigma-Aldrich A3176) y dextranasa de Penicillium sp (EC 3.2.1.11) (Sigma-Aldrich D
4668). Como sustrato se usaron dispersiones de mucilago al 1%, de acuerdo a los siguientes
arreglos experimentales (Tabla 3 y Tabla 4). La liberacion de los azlcares reductores se

determiné por el método de Miller (1959).



Tabla 3. Arreglo experimental de la hidrdlisis enzimatica parcial utilizando o-amilasa

pancreatica
Tiempo (min)
Concentracion de enzima
10 15 30
(Ul/mL)*

15 1 2 3
20 4 5 6
25 7 8 9

*Buffer de fosfato de sodio 20 mM, 6.7 mM de NaCl, pH 6.9, 20 °C

Tabla 4. Arreglo experimental de la hidrdlisis enzimatica parcial utilizando dextranasa

Tiempo (min)

Concentraciéon de enzima

(UI/mL)* 10 20 30
5 A B C
10 D E F
15 G H

*Buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 6, 37 °C



6.1.5 Obtencidn de oligosacaridos

6.1.5.1 Cromatografia de permeacion en gel

Para llevar a cabo la cromatografia de permeacion en gel (GPC) se utilizd una columna C-10
(C 10/40, 10 x 400 mm, GE Healthcare, USA) empleando buffer de fosfato de sodio 20 mM
recién preparado (pH 6.9) como fase movil y como fase estacionaria Sephadex G-15 (Sigma-
Aldrich, USA). Se determin6 el volumen vacio (Vo) con 150 uL de una disolucién de Dextran
azul (Sigma-Aldrich, USA) al 3%. La columna se calibré utilizando D-ribosa, D-glucosa, o-
lactosa, Dextran 1000 (Sigma-Aldrich, USA) y acarbosa (Bayer, México) como estandares de
peso molecular. Se monitored el volumen de elucién de los estandares por el método de

Luzon (1948) para la construccién de la curva de calibracion.

6.1.5.2 Obtencion de oligosacaridos con pesos moleculares menores a 1000 Da

Se inyectaron 100 pL de los hidrolizados enzimaticos (HE) de mucilago de OS, obtenidos en
los tratamientos enzimaticos, en la columna C-10 empleando buffer de fosfatos (20mM, pH
6.9) como fase mdvil, operando a una velocidad de flujo de 0.21 mL/min. Se colectaron
fracciones de un mililitro, en las que se cuantifico el contenido de azlcares totales (AT) por el
método de Luzon (1948). El método se basa en la reaccion quimica que se efectla al estar
en contacto el derivado hidroximetilfurfural, obtenido mediante la deshidratacién de un
azucar (en medio acido caliente), con antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno), para formar un
compuesto de color verde con una absorcidon maxima a 630 nm (Hodge and Hofreiter, 1962).

Los resultados obtenidos se utilizaron para la posterior obtencién de los cromatogramas.



6.2 Etapa II: Caracterizacion quimica y fisica de oligosacaridos

6.2.1 Analisis de oligosacaridos

6.2.1.1 Purificacion de oligosacaridos

Las fracciones oligosacaridas menores a 10 unidades fueron separadas de los HE mediante
precipitacion secuencial selectiva con la adicion de etanol. En la primera etapa, el etanol se
adiciond al HE hasta alcanzar una concentracion inicial (C), de 65% (Tabla 5) (Cleemput et
al., 1995; Ku et al., 2003; Swennen, et al., 2005). Una vez que se ajustd la G de etanol, la
mezcla se mantuvo en agitacion por 5 min, posteriormente se dej6 en reposo toda la noche a
-20 °C para obtener un primer precipitado, en el cual se encuentran fracciones de
polisacaridos y de oligosacaridos con pesos moleculares mayores a 1000 Da. En la segunda
etapa de purificacion al sobrenadante obtenido se le adicioné etanol absoluto para ajustar la
concentracion final (C) a 95% de etanol. Las muestras se sometieron a las mismas
condiciones de agitacién y reposo. Los precipitados obtenidos en las etapas mencionadas

fueron analizados por cromatografia de permeacion en gel (GPC).

Tabla 5. Concentraciones iniciales (G) y finales (Cr) de etanol utilizadas para la precipitacion

selectiva de fracciones oligosacaridas

Ci etanol (%) Cretanol (%)  Fraccidn oligosacarida

65 95 OLIes-05
70 95 OLI70-05
75 95 OLI7s5.95
80 95 OLIgo-05

85 95 OLIgs-o5




6.2.1.2 Cromatografia de permeacion en gel (GPC) de fracciones oligosacaridas

Para la seleccion del rango de concentracién de etanol adecuado para purificar fracciones
oligosacaridas con un PM menor a 1000 Da, se llevd a cabo el andlisis por GPC de las
fracciones oligosacaridas obtenidas mediante precipitacién secuencial selectiva con etanol. Se
trabajo con dispersiones al 0.4% (p/v) de cada fraccion purificada, las cuales se inyectaron
en una columna C-10 con Sephadex G-15 (Sigma-Aldrich, USA) como fase estacionaria,
empleando agua destilada como fase movil. Se inyectaron 200 pL de cada dispersion en la
columna, operando a una velocidad de flujo de 0.18 mL/min. Se colectaron fracciones de un
mililitro a las cuales se les determiné el contenido de AT por el método de Luzon (1948) para

la posterior obtencién de los cromatogramas.

6.2.1.3 Grado de polimerizacion (GP) de las fracciones oligosacaridas

Se determind el GP de las fracciones oligosacaridas purificadas por precipitacion secuencial
selectiva con etanol, usando la metodologia propuesta por Greenwood (1976), el cual emplea
la relacion entre AR y AT. Para ello se solubilizaron las fracciones a una concentracion
conocida (1000 pg/mL) y se determind la presencia de AR y AT (Dubois et al, 1956;

Somogy, 1952), usando la ecuacion 6:

AT

GP =" Ec6
AR ¢

6.2.1.4 Analisis de la morfologia de oligosacaridos

Se realizd el analisis morfolégico en muestras secas (liofilizadas) de las fracciones
oligosacaridas purificadas. Se utilizd un microscopio electrénico de barrido (SEM, por sus
siglas en inglés Scanning Electron Microscopy) HRSEM-AURIGA (Alemania). Las condiciones
de operacion fueron 1kV, como voltaje de aceleracion, en modo de electrones secundarios.

6.3 Etapa III: Caracterizacion funcional de oligosacaridos



6.3.1 Actividad prebiotica in vitro

Para la evaluacion de la actividad prebidtica in vitro de las fracciones purificadas se utilizaron
tres probidticos comerciales: Lactobacillus casei (LaC), (BGP 93, C042584A, Sacco);
Lactobacillus acidophilus (LaA), (LA-5®, 3017523, Probio-Tech) y Bifidobacteria animalis

subesp /actis (BiL), (BLC 1, C042753A, Sacco).

6.3.1.1 Activacion de las cepas probioticas LaA y LaC

La activacion de las cepas probidticas liofilizadas se realizd en matraces de 100 mL
conteniendo 40 mL de medio TPY (pH 7): (g/L) peptona de caseina (10); peptona de soya
(5); extracto de levadura (2.5); glucosa (5); tween 80 (polisorbato) (1); cisteina (0.5);
K:HPO4 (2); MgCl; (0.5); ZnSO4 (0.25); CaCl; (0.15); FeCls (0.03). ElI medio fue esterilizado
previo a la adicién de la cepa probidtica liofilizada. Una vez adicionada la cepa, se incubd a
37°C bajo agitacion (150 rpm) durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion se tomo
una alicuota de 5 mL y se adiciond en 50 mL de medio y se incubd por 48 h. Posteriormente
se hizo una siembra masiva en cajas Petri (Agar TPY) e incubd por 48 h a 37 °C (Azaola et

al., 1999; Mayorga-Reyes et al., 2009).

6.3.1.2 Propagacion y conservacion de las cepas prebiodticas

Las cepas probidticas activadas se recuperaron adicionando 1 mL de caldo TPY a las cajas
Petri, este mililitro fungié como indculo. Este indculo se colocd en un matraz de 10 mL con
caldo TPY y se incubd bajo las condiciones descritas anteriormente, para cada cepa. El
siguiente paso fue tomar 5 mL del caldo de fermentacion y adicionarlo a un matraz con 50
mL de caldo TPY, el cual se incubd por 24 h. Posteriormente, se le adiciond glicerol (30%) y
se almacenaron a -70 C (Bustamante et al, 2006; Mayorga-Reyes et al., 2009). Estas

muestras sirvieron como indculo para los ensayos in vitro.



6.3.1.3 Activacion, propagacion y conservacion de la cepa probiotica BiL

Para la activacion de la cepa BiL, se utilizd el medio de cultivo TPY descrito anteriormente
usando botellas seroldgicas, bajo condiciones anaerobias, debido a que este género de
bacteria es anaerobia estricta. Por ello, el medio de cultivo se burbujed con CO, por un
minuto (Mayorga-Reyes et al, 2009) antes de adicionar la cepa liofilizada. Se incubd a 37 °C
bajo agitacion (150 rpm) durante 24 h. Posteriormente se tomé una alicuota de 1 mL y se
adiciond a una botella serolégica con 50 mL de medio y se incubd por 48 h. Trascurrido este
tiempo, se realizd el tercer y Ultimo pase (5 mL) del caldo de fermentacién a una botella
seroldgica, se incubd por 24 h y se le adicion6 glicerol (30%), para su conservacién. Se tomd
1 mL de la suspensidn en viales estériles que fueron almacenados a -70 °C (Azaola et a/.,
1999; Mayorga-Reyes et al., 2009). Estos viales mantuvieron el indculo para los estudios /in

vitro.

6.3.2 Crecimiento bacteriano

6.3.2.1 Medio de cultivo

El medio de cultivo que se utilizd para llevar a cabo los ensayos /in vitro fue el propuesto por
Oleano-Martin et al. (2000 y 2002) (g/mL): agua peptonada, 2; extracto de levadura, 2;
NaCl, 0.1; K:HPO4, 0.04; KH2PO4, 0.04; MgS04.7H,0, 0.01; CaCl..2H,0, 0.01; NaHCOs, 2.0;
HCl cisteina, 0.5; sales biliares, 0.5. A este medio (pH 7) (Rycroft et al., 2001) se le agregoé:
Tween 80 (polisorbato) (2 mL); vitamina K1 (10 pL), y soluciéon de hemina, 0.05; los
carbohidratos que se emplearon como control fueron: glucosa, GLU (J.T. Baker, USA) e
inulina de achicoria, INU (Orafti®GR) al 1%.

6.3.2.2 Fermentacion de las fracciones oligosacaridas

Se estandarizé el método de Palframan et al. (2003). Se prepararon botellas seroldgicas con

medio de cultivo adicionado con 1% (p/v) de las fracciones oligosacaridas purificadas, las



cuales fueron adicionadas con 1 mL de la suspension bacterial correspondiente (LaC, LaC y
BiL), (Tabla 6) y se incubaron a 37°C bajo agitacion constante (150 rpm) en condiciones
anaerobias. Los controles (GLU e INU) fueron adicionados de igual manera. Se tomaron
muestras a diferentes tiempos (de 0 a 72 h) posterior a la inoculacién, para realizar la
cuantificacion directa de biomasa (cuenta en placa), monitoreo de pH y analisis de acidos

grasos de cadena corta (AGCC).

Tabla 6. UFC/mL presentes en los indculos de las cepas probidticas

Bacteria UFC/mL

LaA 1.7 x 108
LaC 7.4 x 107
BiL 5.3 x 107

LaA (Lactobacillus acidophilus, ), LaC (Lactobacillus casei), BiL( Bifidobacteria animalis subesp /actis)

6.3.2.3 Analisis de acidos grasos de cadena corta (AGCC)

Para la determinacion de AGCC y acido lactico producidos durante la fermentacion, la
muestra se centrifugd a 8000 rpm por 5 min, para remover las bacterias presentes. El analisis
de AGCC se realizd mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) utilizando una
columna Aminex HPX-87H (BioRad, USA) y como estandares: acido lactico, acético,
propionico y férmico (Sigma-Aldrich, USA), utilizando como eluyente H,SO4 0.005 M a 0.6
mL/min y 40°C. La longitud de onda empleada fue de 210 nm con un detector UV (Waters,
2996, USA), (Oleano-Martin et al., 2000; Palframan et al., 2003).

6.3.2.4 Cuantificacion de biomasa y determinacion de pH

La cuantificacion de biomasa se llevd a cabo por el método directo de cuenta en placa

(vaciado en placa), empleando agar MRS (Difco, USA), para el género Lactobacillus y agar



BSM (Difco, USA) para el género Bifidobacterium. Se tomdé muestra cada 6 h de los
fermentados control y problema (fracciones oligosacaridas purificadas). Se realizaron las
diluciones correspondientes de las muestras tomadas a cada tiempo y se inocularon en cajas
Petri. Las placas Petri inoculadas se incubaron a 37°C por 72 h. El pH se determind a cada

muestra utilizando un potencidmetro (Radiometer analytical, Pioneer 10, Francia).

6.3.3 Actividad prebiotica /in vivo

6.3.3.1 Seleccion de los animales

El estudio se realizd con ochenta y cuatro ratas macho Wistar (120 £ 20 g, 6 semanas de
edad) proporcionadas por el Bioterio del CINVESTA-IPN unidad Zacatenco, las cuales fueron
alojadas individualmente en jaulas suspendidas bajo condiciones controladas (temperatura 25
°C, ciclos de luz-oscuridad de 12 h c/u y acceso libre a agua) (Bielecka et al., 2002; Wang et
al., 2006). Las ratas se mantuvieron en un periodo de adaptacion de 7 dias (Semana 0) antes
de iniciar el estudio. Durante este periodo fueron alimentadas con dieta especial para

roedores proporcionada por el Bioterio (Labdiet 5008, Purina) y con pellet control (CON).

6.3.3.2 Formulacion de los pellets
Se utilizaron 4 formulaciones diferentes de pellets, cada uno con un peso de 1 gramo,
nombrados de la siguiente manera:

1.- CON: Control. Elaborado Unicamente con grenetina (Pagsa 11) al 7% p/v.

2.- OLI-P: Conteniendo grenetina (7% p/v) como vehiculo y con la fraccion oligosacarida
purificada seleccionada previamente en los estudios /n vitro. La concentracion utilizada de la
fraccion fue variable durante todo el estudio, ya que se dosifico de acuerdo a la variaciéon del
peso corporal del individuo de estudio, tomando como referencia los valores de IRD de la

FAO de 20 g/dia por kg de peso corporal.



3.- INU-P. Con grenetina (7% p/v) como vehiculo e INU (Orafti®GR), la cual también vario la
concentracion considerando la variacién del peso corporal a un consumo igual al del pellet
OLI, teniendo como referencia los valores de IRD de la FAO de 20 g/dia por kg de peso

corporal.

4.- MUC-P: Grenetina (7% p/v) como vehiculo y mucilago de OS al 5%, en funcién del peso
corporal inicial (120 + 20 g). De igual forma se consideré como referencia los valores de IRD
de la FAO de 30 g/dia por kg de peso corporal. Esta concentracién de mucilago se usé
durante todo el estudio, debido a que a mayores concentraciones se encontraron problemas

en la solubilidad de este hidrocoloide.

6.3.3.3 Estrategia experimental del ensayo in vivo

Las ratas fueron divididas en 4 grupos con 21 ratas cada uno y fueron alimentadas (10% en
funcién del peso corporal) con dietas especiales para roedores y con pellets especificos para
cada grupo: CON, OLI-P, INU-P, MUC-P.

La duracién del protocolo experimental fue de 6 semanas, en las cuales se sacrificaron 3

individuos del estudio por grupo cada semana.

6.3.3.4. Recoleccion de muestras de ciego

Transcurrido el tiempo establecido en el protocolo para cada grupo, se sacrificaron 3
individuos de estudio mediante una inyeccion de pentobarbital de sodio (PiSA, México) (Le
Blay et al., 1999). Se removié inmediatamente el ciego (parte que comunica al intestino
delgado con el grueso, tiene forma de saco) con sumo cuidado de no acarrear grasa y/o
parte del mesenterio. Posteriormente el contenido del ciego se utilizd para los andlisis

correspondientes.



6.3.3.5 Analisis de muestras de ciego

El contenido del ciego, para su analisis, se dividio en 2 partes:

a) para la determinacion de bacterias: la muestra fue inmediatamente homogeneizada con
agua peptonada al 1%. Posteriormente se realizd una serie de diluciones para analisis
microbioldgico. Se utiliz6 un medio selectivo para el recuento de Lactobacillus sp (MRS agar,
Difco, USA), Bile Esculin Agar (Difco, USA) para bacteroides, BSM (Fluka, USA) agar para
bifidobacterias y Reinforced Clostridial Agar (Fluka, USA) para el recuento de Clostridium. Las
siembras se efectuaron por triplicado, en cajas Petri, usando como indculo 100 pL de las
respectivas diluciones. Las cajas se incubaron bajo condiciones anaerobias a 37 °C por 72 h
(Le Blay et al., 1999; Bielecka et al., 2002; Wang et al., 2006). Después de trascurrido el
tiempo de incubacidn, las colonias fueron contadas y expresadas como UFC/g heces

(unidades formadoras de colonias/gramo de contenido fecal);

b) para la determinacién de acido lactico y AGCC: la muestra se centrifugd a 8000 rpm por
60 min a 4 °C utilizando filtros Amicon® Ultra (Milipore, USA) de un volumen de 500 pL, de
un rango de peso molecular de 3000 Da para remover las bacterias presentes. A continuacion
se recolectd el sobrenadante para su andlisis en HPLC de acuerdo a las condiciones
establecidas previamente, usando como estandares, acido lactico, acético, propionico y

férmico (Sigma-Aldrich, USA), (Oleano-Martin et al., 2000; Palframan et al., 2003).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el desarrollo de esta investigacion se presentan de acuerdo al

orden descrito en el capitulo de metodologia.

7.1 Extraccion del mucilago

El rendimiento del mucilago de OS obtenido a partir del parénquima medular fue de 1.14 +
0.5 % en base humeda y 19.01 % en base seca. Los rendimientos reportados en estudios
anteriores (Reyes-Reyes, 2009) con la misma especie de Opuntia fueron de 1.05 + 0.08 %
en base hiumeda y 18.81% en base seca, lo que confirma que los rendimientos en esta
especie se encuentran dentro de un mismo intervalo independientemente del afio de
cosecha, esto puede deberse a que la materia prima fue recolectada bajo las mismas
condiciones en cuanto edad y temporada (verano), asi como el método de extraccidn. Los
rendimientos reportados en diversos estudios, para distintas variedades de Opuntia,
partiendo del cladodio completo o de la cascara del mismo y empleando diferentes métodos
de extraccion oscilan, entre 0.07 y 1.6 % en base humeda (Cardenas, 1997; Saenz et al.,
1997; Sepulveda et al.,, 2007; Abrajan-Villasefor, 2008). De acuerdo a los resultados
obtenidos en este estudio, el rendimiento de extraccion del mucilago de OS es comparable
con el de otras variedades de este tipo de cactaceas, posicionandose en los limites

superiores, considerandose asi una buena fuente de obtencién de mucilago.

7.2 Analisis quimico proximal

La harina resultante presentd una humedad de 9.275 + 0.233 %. En la Tabla 7 se muestran
los resultados obtenidos, en donde el extracto etéreo mostrd un valor de 0.24 + 0.05 %. En
cuanto a los demas componentes, el que predomind con mas de un 90% fueron los

carbohidratos y en menor cantidad, en orden decreciente: cenizas, proteinas y fibra cruda.



Abrajan-Villasefior (2008), realiz6 AQP en mucilagos obtenidos por distintos métodos de
extraccion, empleando cladodios completos de Opuntia ficus-indica, obteniendo 75 % de
carbohidratos y un alto contenido de cenizas (alrededor del 25 %). Por su parte, Sepulveda
et al. (2007) reportaron mayores valores de cenizas (39.3 %) disminuyendo el contenido de
azUcares. Estas diferencias tan marcadas en el contenido de carbohidratos y cenizas
dependen primordialmente del uso del cladodio completo para la obtenciéon del mucilago.
Estos autores no describen claramente el método de extraccion del mucilago, ni otros
factores como la edad del cladodio, la variedad y el tipo de suelo del cultivo. En esta tesis se
trabajo con el parénquima medular, que es en donde se lleva a cabo la sintesis del mucilago
y se elimind la epidermis del cladodio para evitar o eliminar impurezas por lo que se obtuvo

un mucilago con alta pureza con un contenido mayor al 90% de carbohidratos.

Tabla 7. Composicidon quimica proximal del mucilago extraido de Opuntia streptacantha (OS)

(Porcentaje de materia seca)

COMPONENTE %
Extracto etéreo 0.24 + 0.05
Cenizas 3.458 £ 0.233
Proteina 1.779 + 0.107
Fibra cruda 0.099 = 0.017

Carbohidratos 94.592 + 0.810




7.3 Contenido de carbohidratos (aziicares totales, AT) en el mucilago

En la Figura 7 se observa la cinética de hidrdlisis acida del mucilago de OS a partir de la
cuantificacion de AT, utilizando el método propuesto por Clifford et a/ (2002). Se puede
apreciar que el porcentaje de AR se incrementd al aumentar el tiempo de hidrdlisis,
obteniéndose como maximo un 94.592 + 0.810 % (BS) . A partir del minuto 180 el contenido
de AR se mantuvo constante.
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Figura 7. Cinética de hidrolisis total del mucilago de Opuntia streptacantha.

7.4 Hidrdlisis enzimatica parcial

Los resultados obtenidos en la hidrdlisis enzimatica parcial se analizaron estadisticamente
aplicando la prueba de Tukey con un nivel de significancia del 95% (a=0.05%), observando
que el porcentaje de AR aumentd al incrementar las condiciones de hidrdlisis (tiempo y
concentracion de enzima, Tabla 3 y 4). En la Figura 8 se presentan los AR obtenidos en los
tratamientos con a-amilasa, en donde HE 8 y HE 9 (20 y 25 % de AR) presentaron una
mayor cantidad de AR. Los tratamientos enzimaticos que produjeron menos AR fueron los HE
1, HE 2 y HE 4, los cuales no presentaron diferencias significativas entre ellos. En cuanto a

los tratamientos enzimaticos efectuados con dextranasa (Figura 9) se puede observar que los



tratamientos en los cuales el tiempo de reaccion fue de 10 min (HE A, HE D y HE G) se
obtuvo aproximadamente un 3% de AR, sin presentar diferencias significativas entre ellos, a
pesar de que las concentraciones de la enzima son diferentes (5, 10 y 15 UI,
respectivamente). Las concentraciones mayores de AR la presentaron los tratamientos HE E,

HE F, HE H y HE J.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la hidrdlisis parcial enzimatica con a-amilasa, se
analizaron por CPG los tratamientos: HE 1 (15 UI-10 min), HE 3 (15 UI-15 min), HE 5 (20 UI-
15 min), HE 7 (25 UI-10 min), HE 8 (25 UI-15 min) y HE 9 (25 UI-30 min) debido a que
presentaron diferencias significativas en la cantidad de AR liberados. Con respecto a los AR
obtenidos en la hidrdlisis enzimatica parcial utilizando dextranasa (Figura 9), se determino el
perfil de pesos moleculares obtenidos de los tratamientos: HE A (5 UI-10 min), HE B (5 UI-20

min), HE C (5 UI-30 min), HE E (10 UI-20 min) e HE I (15 UI-30 min).
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Figura 8. Azlcares reductores obtenidos por los tratamientos de hidrdlisis enzimatica parcial bajo

diferentes condiciones utilizando a-amilasa pancreatica.
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Figura 9. Azlcares reductores obtenidos por los tratamientos de hidrdlisis enzimatica parcial bajo

diferentes condiciones utilizando dextranasa.

7.5 Cromatografia de permeacion en gel

En la Figura 10 se presenta la curva de calibracion para la columna C-10 empacada con
Sephadex G-15. Con base a esta curva se determind el volumen vacio (Vo) correspondiente a
11 mL, asi como el volumen total (Vi) de 26 mL.
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Figura 10. Curva de calibracién de GPC.
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La relacion de volumen de elucion (Ve) y peso molecular (PM) fue utilizada para el
establecimiento y obtencion de 3 fracciones las cuales fueron denominadas: POL (5-11 mL),
la cual comprendid fracciones de peso molecular mayores a 1000 Da; OLI (11-14 mL), en la
que presentaron fracciones de pesos moleculares de oligosacaridos que varian entre 1000 a
342 Da y MON (14-23 mL), en donde compuestos de peso molecular presentes son mono y

disacaridos (180 y 342 Da).

7.6 Obtencion de oligosacaridos

7.6.1 Separacion de oligosacaridos de 3 a 9 unidades

7.6.1.1 Tratamientos enzimaticos efectuados con a-amilasa

Se determind la concentracion de AT de los HE seleccionados previamente durante todo el Ve
de la GPC. Con base a las fracciones establecidas POL, OLI y MON, se obtuvieron los
cromatogramas correspondientes para cada HE. En el HE 1 (15 UI-10 min) (Figura 11), la
fraccion predominante es la de OLI (35 pg/mL AT) en menor proporcion las fracciones POL y
MON. Estas condiciones de hidrdlisis con la menor concentracion de enzima y menor tiempo

de reaccién establecidos generé el menor porcentaje de hidrdlisis.

Al analizar por GPC el HE 3 (15UI-30 min), se obtuvo el cromatograma presentado en la
Figura 11, en donde se puede apreciar que la fraccion POL presenta una concentracion de AT
cercana a 15 pg/mL, OLI a 20 pg/mL y MON a 100 pg/mL. La de mayor cantidad de AT bajo
estas condiciones, la hidrdlisis produjo una mayor cantidad de mono y disacaridos, en menor

proporcion la fraccidon de nuestro interés (OLI).
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El andlisis de HE 5 (10UI-15 min), representado en la Figura 11, muestra un incremento de la
fraccion POL (25 pg/mL) y las fracciones de OLI y MON se encontraron en proporciones
menores (10 y 14 pg/mL respectivamente). En el cromatograma obtenido después del
analisis de HE 7 (25UI-10 min) (Figura 11), se observa que las fracciones OLI y MON
presentan valores similares en la concentracion de AT (12 pg/mL) y la fraccion de POL
cercana a 16 pug/mL. En el tratamiento enzimatico HE 8 (25UI-15 min) (Figura 11) se obtuvd
una mayor fraccion de mono y disacaridos (MON) cercana a 20 ug/mL, similar a la fraccién
POL y en menor concentracion, en relacion a las otras dos fracciones, se presentd OLI. En el
cromatograma presentado en la Figura 11 corresponde al analisis del HE 9 (25UI-30 min), se
aprecia que las fracciones POL y MON (10 y 15 pg/mL respectivamente) fueron menores en

comparacion OLI, la cual presentd una concentracion de 25 pg/mL de AT.

7.6.1.2 Tratamientos enzimaticos efectuados con dextranasa

En la hidrolisis parcial realizada por la accidon de la enzima dextranasa, se puede apreciar que
en los tratamientos enzimaticos HE A, HE B y HE C (Figura 12), en donde la concentracién de
la enzima se mantuvo constante y solo fue variable el tiempo de hidrdlisis, la fraccion
predominante es la de pesos moleculares mayores a 1000 Da (POL). A medida que se
incrementa el tiempo de hidrdlisis en los tratamiento enzimaticos, se observd la
fragmentacién de la fraccién POL. Con respecto a la concentracién de AT en la fraccién OLI,
los HE A y HE B presentaron menores concentraciones (entre 10 y 15 pg/mL
respectivamente) puede ser debido a que se emplearon condiciones de hidrdlisis con

menores concentraciones de enzima y tiempos de reaccion.
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El tratamiento HE C (Figura 12) produjo mayores cantidades de la fraccion POL cercanos a
los 22 ug/mL, aunque también se obtuvieron concentraciones cercanas a 25 ug/mL de la
fraccion OLI. Esta cantidad de AT en la fraccion OLI fue similar a la obtenida por los HE 1 y
HE 9 efectuados con o-amilasa pancredtica. La fraccion MON en los tres tratamientos
enzimaticos con dextranasa, HE A, HE B y HE C se encontré dentro de los valores de 4 a 10
ug/mL de AT respectivamente. En la Figura 12 se presenta el cromatograma obtenido del
analisis del tratamiento enzimatico HE E (10UI-20 min) donde las fracciones mayoritarias
fueron OLI y MON (cercanos a los 30 ug/mL), mientras que POL fue la fraccion con menor
concentracion de AT (20 pg/mL). A su vez en el HE I (15UI-30 min) (Figura 12) la fraccién
MON presento una baja concentracién de AT (10 ug/ml), seguida por POL cercana a los 30

ug/ml, siendo OLI la que presentd una mayor cantidad de AT (35 pg/ml).

Con base a los resultados obtenidos mediante el analisis de los perfiles de PM de los HE por
GPC, los tratamientos enzimaticos seleccionados para la purificacion de las fracciones
oligosacaridas menores a peso molecular menor a 1000 Da fueron los que produjeron una
mayor concentracion de AT en la fraccion de interés OLI efectuados con o-amilasa
pancredtica fueron los tratamientos enzimaticos HE 1, HE 5 y HE 9. Aunado a ello, estos
tratamientos enzimaticos presentaron una menor de concentracion de AT en la fraccion MON
(180-360 Da). En cuanto a los tratamientos enzimaticos realizados con dextranasa los
seleccionados para su posterior purificacion con etanol fueron los HE C e HE 1. La seleccién
de estos hidrolizados enzimaticos se realizd basandonos en que la fraccion OLI se encontrd
en mayor concentracion que las fracciones POL y MON, mismos criterios que con los estudios
efectuados con a-amilasa pancredtica. Estos cinco tratamientos enzimaticos fueron
purificados mediante precipitacion secuencial selectiva con etanol, para la obtencion
purificada de OLI1, OLI5, OLI9, OLIC y OLII presentes en los tratamientos enzimaticos HE 1,

HE 5, HE 9, HE Cy HE I respectivamente. El uso de a-glicosidasas para la generacion de OLI



fue seleccionado con base a buscar la ruptura de enlaces a-glicosidicos y mantener en la
estructura de los OLI enlaces tipo B, para lograr que presenten propiedades de OND, como
lo es el mantener configuraciones 3 en los enlaces entre los monosacaridos constituyentes,
debido a que en el tracto gastrointestinal humano no se cuentan con enzimas que rompan
enlaces glicosidicos tipo B (Roberfroid y Slavin, 2000, Kaur y Gupta, 2002). Es deseable que
estas muestras continlen siendo estudiadas para determinar los azlcares que la

constituyen, asi como el tipo de enlaces presentes.

7.7 Caracterizacion quimica y fisica de oligosacaridos

7.7.1 Purificacion de oligosacaridos

Se utilizd el tratamiento enzimatico HE 9 (25UI-30 min, a-amilasa pancreatica) como modelo
para el establecer el rango de concentraciones de etanol en la precipitacion secuencial
selectiva para purificar la fraccion OLI, en este caso OLI9. En la Figura 13 se presenta el
cromatograma obtenido con 65-95% de etanol, la fraccién POL es la de mayor concentracion.
OLI y MON presentaron valores de AT similares (9 pug/mL). Al aumentar un 5% la Ci, es decir
usando un rango concentracion de 70-95% de etanol (Figura 13) la fraccion POL tiende a
disminuir. Este comportamiento continia a los rangos de 75-95% y 80-95% de etanol
(Figura 13). La fraccién OLI se pudo aislar empleando el rango de concentracion de etanol
del 70-95% (Figura 13), presentando 2 picos, aunque bajo estas condiciones aun se presento

la fraccion MON de 15 pg/mL de AT.
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En la Figura 13 se muestra el cromatograma correspondiente al rango de concentracion de
etanol 75-95%, en donde se observa que la fraccion OLI aun presenta dos picos, similar a lo
encontrado en el rango de 70-95%. La fraccion MON, disminuye con respecto a los rangos de
etanol 70-95%, presentando valores de 5 pg/mL de AT. Al incrementar el rango de
concentracion de etanol a 80-95%, se observo un solo pico en la fraccion OLI (Figura 13).
Este comportamiento continua al incrementar la C; a 85% (Figura 24), en donde la fraccion
OLI solo presentd 1 pico. Esto demuestra que al utilizar rangos de concentracion de etanol
mayores a 80-95% parte de los compuestos presentes en OLI son eliminados en el primer

paso de la precipitacién secuencial selectiva con etanol.

El comportamiento que mostraron las fracciones POL y OLI en los diferentes rangos de
concentracion de etanol puede deberse a la insolubilidad que presentaron en el disolvente,
debido a que la constante dieléctrica del etanol (24) es menor a la del agua (80). La
constante dieléctrica, por definicion, es la tendencia del disolvente a oponerse a las fuerzas
electrostaticas de atraccion entre iones con carga opuesta. El agua por presentar una
constante dieléctrica alta, en comparacion con la de otros disolventes, favorece la disolucién
de los compuestos, evitando que sus componentes se unan de nuevo, otros solventes como
el etanol, facilitan su asociacién, tornandolos insolubles. Este mecanismo aplica
principalmente en dispersiones de polisacaridos y proteinas (Badui, 1999). Particularmente,
se encuentra reportado que los azUcares de bajo peso molecular son, en general,
completamente solubles en agua y alcohol, probablemente debido a sus grupos hidroxilos y
su caracter polar, por tanto la solubilidad de estos compuestos disminuye a medida que la
polaridad del disolvente disminuye (Balto et al., 2016). Es por ello que polisacaridos y
oligosacaridos de alto peso molecular son insolubles en etanol al 80% y facilmente separados
de otros azlcares por sedimentacion, filtracién o centrifugacion. Cuando el peso molecular de

los oligosacaridos se incrementa, su solubilidad en alcohol decrece (Wrolstad, 2012). La



obtencion y purificacion por adicion de etanol, de nuevas fuentes de oligosacaridos se
encuentra reportada en la literatura. Li et al. (2011), realizaron la hidrdlisis de alginato de
sodio mediante via enzimatica usando alginato liasa, obtuvieron compuestos de 342 y 504
Da, que corresponden a di y trisacaridos, los cuales se purificaron mediante la precipitacion
con etanol. Nath et al. (2013), mediante la precipitacion selectiva con etanol lograron la
purificacion de galactooligosacaridos obtenidos por sintesis enzimatica usando -
galactosidasa y lactosa como sustrato. Espinosa-Martos y Rupérez (2006) usando etanol,

purificaron oligosacaridos de 2 a 4 unidades a partir de semillas de soya.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el rango de concentraciones de etanol para realizar la
purificacion de la fraccion OLI se establecio en el rango de 75-95% de etanol, descartandose
rangos mayores (80-95 y 85-95%) debido a que bajo estas concentraciones se observd un

solo pico en la fraccion OLI.

Se evaluaron los mismos intervalos de concentraciones de etanol para los HE obtenidos con
dextranasa utilizando como tratamiento modelo el HE I (15UI-30 min). Al analizar los rangos
de concentraciones de 65-95 y 70-95 % de etanol se observd un comportamiento similar al
de HE 9 (obtenido con a-amilasa), por lo que, solo se presentan los cromatogramas de las
ultimos tres rangos de concentraciones (75-95, 80-95 y 85-95%). En la Figura 14, se puede
observar que el rango de concentracion de 75-85% de etanol, logro aislar la fraccion OLI. Al
analizar las fracciones purificadas empleando rangos de 80-95 y 95-95% de etanol, se
presentd un comportamiento similar en cuanto a la distribucién de pesos moleculares, lo cual
se puede observar en los cromatogramas de la Figura 14, donde se aprecia la ausencia del

fraccion POL.



5 -
-y ry
g £ | B)
2 2 44
§ s
g 37
g
] ]
8 2 27
§ §
E g
£
g g
H 3
0 -
] 5 10 15 20 25
Volumen de elucién (mL) Volumen de elucion (mL)

O

Concentracion de azicares totales (pg/mL)

10 15 20 25

Volumen de elucién (mL)

Figura 14. Cromatogramas de la fraccion OLII de Opuntia streptacantha en el tratamiento enzimatico
HE I (15UI-30 min, dextranasa), posterior la precipitacion secuencial selectiva con etanol. A) 75-95%
de etanol, B) 80-95% de etanol, C) 85-95% de etanal.

De acuerdo con los resultados obtenidos, después de analizar los cromatogramas de los
tratamientos con dextranasa, se establecid que los intervalos de concentraciones de etanol
con los que se logro la purificacion de la fraccion OLI en los HE C y HE I son a partir de 75-

95%.

Una vez establecidos los intervalos de etanol adecuados para la purificacion por precipitacion

secuencial selectiva se llevo a cabo la determinacion del GP de los OLI purificados de cada

tratamiento enzimatico.
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7.7.2 Grado de polimerizacion (GP) de los oligosacaridos

Se realizd la determinacion del GP de los OLI purificados mediante la cuantificacion de AR y
AT de las fracciones oligosacaridas purificadas OLI1, OLI5, OLI9, OLIC, OLII provenientes de
los HE 1,HE 5,HE 9, ,HE C y HE I respectivamente, utilizando la metodologia propuesta por
Greenwood (1976). Se utilizaron azUcares control con GP conocidos (acarbosa, GP=4, Bayer,

México; dextran 1000, GP=6 y maltoheptosa, GP=7, Sigma-Aldrich, USA).

Como se observa en la Tabla 8 los valores de GP corresponden a los reportados para los

azuUcares control, por lo que se procedid a analizar las fracciones oligosacaridas purificadas.

Tabla 8. Grado de polimerizacién de azucares control

AT AR GP
Control
g glucosa/mL Hg. glucosa/mL (AT/AR)
Acarbosa 426.024 108.739 3.91
Maltoheptosa 503.405 70.806 7.11
Dextran 1000 469.426 78.288 5.99

AT=Azlcares totales, AR= Azlcares reductores, GP= Grado de polimerizacion

Para la determinacion del GP de los OLI purificados se prepararon dispersiones de las

fracciones OLI1, OLI5, OLI9, OLIC y OLII, obteniendo los siguientes resultados (Tabla 9):



Tabla 9. Grado de polimerizacidon de fracciones oligosacaridas purificadas

Fraccion AT AR GP
Mg glucosa/mL Mg glucosa/mL (AT/AR)
OLI1 434.524 84.606 5.13
OLI5 391.270 128.663 3.04
OLI9 449.206 116.262 3.86
OLIC 85.317 11.565 7.38
OLII 109.921 11.420 9.62

AT=AzUcares totales, AR= Azlcares reductores, GP= Grado de polimerizacién

Las fracciones oligosacaridas purificadas OLI1, OLI5 y OLI9 presentaron un grado de
polimerizacidon correspondiente a compuestos que presentan de 3 a 5 moléculas de azlcar
(504 a 828 Da) y OLIC y OLIl un GP de 7 y 9, respectivamente (1152 y 1476 Da). Aunado a
lo anterior, las fracciones OLIC y OLII presentaron una baja cantidad de AT, lo que indica
que mas del 90% de su composicidon probablemente sean sales de fosfato de potasio, debido
al buffer en donde se lleva a cabo la hidrolisis enzimatica. Las fracciones OLI1, OLI5 y OLI9
presentaron una mayor cantidad de AT alrededor del 50% indicando que el porcentaje
restante esta compuesto en su mayoria por sales, debido posiblemente al uso de buffer
fosfato de sodio. Por lo tanto las fracciones seleccionadas para los estudios /n vitro fueron las

gue contienen un mayor porcentaje de AT (OLI1, OLI5 y OLI9).

Al someter el mucilago de OS a condiciones de hidrolisis con menor concentracion de
enzima (a-amilasa) y menor tiempo de reaccion (Tratamiento 1, 15 UI-10min) se logré

obtener compuestos de mayor peso molecular (OLI1, GP= 5.13, considerado como 5). Al



incrementar la concentracion de enzima y el tiempo de hidroélisis se obtuvieron OLI con pesos
moleculares menores condiciones de hidrélisis de 20 Ul-15min (HE 5), se logré obtener
fracciones de OLI (OLI5) con un grado de polimerizacion de 3.04 (GP=3). En cuanto a la
hidrdlisis utilizando dextranasa variando concentraciones de (5 y 15 Ul) con un tiempo de 30
min se obtuvieron oligosacaridos con GP de7.38 (GP=7) y 9.62 (GP=9). Aun no ha sido
descrita la estructura del mucilago de Opuntia’s; sin embargo, no se utilizé6 una hidrolisis
acida (Trachtenberg y Mayer, 1981) ya que es un método drastico que puede llegar a
obtener solo monosacaridos. Otros autores han empleado hidrélisis con enzimas debido a la
especificidad y selectividad del tipo de enlace, para obtener oligosacaridos con potencial

prebidtico (Oleano-Martin et al., 2002; Babbar et al., 2015).

7.3 Analisis de la morfologia de las fracciones oligosacaridas seleccionadas

Las micrografias electronicas de barrido obtenidas a 100X y 1000X se muestran en la Figura
15, donde se observa la naturaleza laminada de OLI9. Estas ldminas o escamas presentan
tamanos y formas irregulares con superficie porosa. Los hidrolizados enzimaticos OLI1 y OLI5
presentan el mismo tipo de morfologia. Contrario a esto, diversos autores reportan que la
morfologia de polisacaridos de ciertas especies de cactaceas (Opuntia ficus indica, Hylocereus
undatus) presentan formas esféricas cuando son secados por aspersion (Ledn-Martinez et al.,
2010; Garcia-Cruz et al., 2013). Probablemente las caracteristicas morfoldgicas de las
muestras de OLI de OS sean debidas al empleo del proceso de liofilizacion para deshidratar la
muestra. En el secado por liofilizacion, la muestra requiere una previa congelacion a
temperaturas de entre -20 y -40°C para alcanzar la maxima cristalizacion de agua (Fang y
Bhandari, 2012). Posteriormente, el hielo formado se transforma en vapor de agua en
condiciones de baja presion y por ultimo este vapor de agua se remueve de la superficie de

la muestra mediante sublimacion (Oetjen y Haseley, 2004). La etapa de congelacion puede



afectar la textura de la matriz congelada y por tanto afecta las caracteristicas morfoldgicas

del polvo obtenido (Abdelwahed et al., 2006; Fang y Bhandari, 2012).
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Figura 15. Micrografias en SEM por electrones secundarios de la fraccién oligosacarida OLI9. a)
100X y b) 1000X

7.8 Estudios /in vitro

7.8.1 Evaluacion del crecimiento celular

En la figura 16 se observa el crecimiento de LaC en presencia de cinco diferentes fuentes de
carbono. La fase lag tiene una duracion de 12 h; la fase exponencial se establece a partir de
las 12 h y hasta las 24 h, seguida de la fase estacionaria. Es en la fase estacionaria donde la
velocidad de crecimiento celular disminuye debido al agotamiento de la fuente de carbono o
a la acumulacion de productos toxicos (Erkmen y Bozoglu, 2016). El crecimiento celular
(UFC/mL) a las 12 h asociado a OLI9 fue significativamente mayor (Tukey a=0.05), en
comparacion con lo presentado por OLI1, OLI5 e INU (Figura 16). Esto puede deberse a que
OLI9 presentd un bajo grado de polimerizacién (GP=4), como lo mencionan de Vuyst et al.,
(2013) en cuanto a la asimilacion de oligofructosa en algunas cepas, donde se presentan una

absorcion consecutiva de fracciones cortas en el orden de 2-3 GP> 4-5 GP> 6-7 GP, lo que
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indica una asimilacion preferencial de cadenas cortas de este tipo de oligosacaridos. La
fuente de carbono OLI5 a las 48 h, fue quien produjo una mayor concentracion celular, en

ellas.
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Figura 16. Cinética de crecimiento celular de LaC, (Lactobacillus casei) en presencia GLU (glucosa),
INU (inulina), oligosacaridos de Opuntia streptacantha (OLI1, OLI5 y OLI9).

La disminucién del pH (Figura 17) en las cinéticas realizadas con OLI5 Y OLI9 e INU,
presentan valores que van del 7 al 5.80, con respecto a la fraccion OLI1 que alcanza un valor
de pH de 5.01. Estos valores se encuentran dentro de los reportados para diferentes
oligosacaridos (xilooligosacaridos, inulina, rafinosa, manooligosacaridos, fructooligosacarios,
entre otros), (Smiricky-Tjardes et al., 2003). En el caso de la GLU como fuente de carbono al
1%, se alcanzaron valores de pH entre 5.0 y 3.8. Goderska et al. (2008) usando medio MRS,
trabajo con diferentes cepas de Lactobacillus acidophilus, utilizando como fuente de carbono
glucosa reportd que después de 48 h los valores de pH variaron entre 3.72 a 3.67. Asi
mismo, Mandadzhieva et al. (2011) con otras especies de Lactobacillus determinaron valores

de pH entre 4.05 a 3.72 después de 48 h. En contraste, en esta investigacion se obtienen
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valores de pH ligeramente mayores (Figura 17) a las 48 h, debido posiblemente a las

diferencias con el medio de fermentacion utilizado.
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Figura 17. Variacién del pH en el medio durante la cinética de crecimiento LaC, (Lactobacillus casei)
en presencia de GLU (glucosa), INU (inulina), Oligosacaridos de Opuntia streptacantha (OLI1, OLI5 y
OLI9).

LaC es una bacteria heterofermentativa facultativa que sigue la ruta Embden-Meyerhof-
Parnas (Figura 18) en donde ademas de producir acido lactico también produce acido acético
y etanol al fermentar hexosas y al estar en presencia de pentosas solo acido lactico y acético.
Aungue la via de produccion del acido propidnico no esta de todo elucidada, en algunas
especies de lactobacilos como Lactobacillus casei puede llegar a presentarser (Stewart et al.,

2008).
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Figura 18. Ruta heterofermentativa Embden-Meyerhof-Parnas.

La produccion de acido acético por LaC (Figura 19) en presencia de GLU y de OLI1 no fue
detectada durante el tiempo de fermentacidn. En el tratamiento con GLU puede deberse a
que esta fuente de carbono, al ser tan asimilable, toda la produccion de AGCC se fue hacia la
produccion de acido lactico (Figura 19) (Kandler, 1983). De igual manera, el acido acético no
fue detectado en la fermentacion de la fraccion OLI9. Esto pudo deberse al GP (4),

composicion y/o tipo de enlaces de la fraccién oligosacarida.

La produccion de acido propionico (Figura 19) se presentd en todas las fermentaciones. Se
observaron cantidades significativamente mayores de acido propionico al metabolizar OLI1
(12 y 24h). La fraccion OLI5 a las 24 horas de fermentacion presentd menores cantidades,
OLI9 mostr6 una produccién similar a GLU a partir de las 24 h. Las concentraciones de acido
propionico a las 48 h, en las fermentaciones con OLI1, OLI5, OLI9 e INU no presentan

diferencias significativas.
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Figura 19. Produccidon de acido lactico y AGCC por LaC (Lactobacillus casei) en presencia de GLU

(glucosa), INU (inulina), Oligosacaridos de Opuntia streptacantha (OLI1, OLIS y OLI9). A) Acido
lactico, B) Acido acético, C) Acido propidnico.

El crecimiento celular de LaA en presencia de las fuentes de carbono evaluadas (Figura 20)
presentd un comportamiento similar al de LaC, presentando una fase lag de 0 a 6 h, la fase
exponencial a partir de las 6 hasta las 18 h. Una fase estacionaria se estableci6 entre las 18 a
las 48 horas. Finalmente, la fase de muerte celular a partir de las 48 h. Las fuentes de
carbono GLU, INU y OLI9 fermentadas por LaA a las 48 h mostraron una mayor poblacion
celular en comparacion con OLI1 y OLI5. Estos resultados muestran que la fraccion purificada
OLI9 estimula el crecimiento de LaA al igual que INU. Lo que indican que OLI9 puede llegar a

presentar un potencial efecto prebidtico.
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Figura 20. Cinética de crecimiento celular de LaA (Lactobacillus acidophullus) en presencia de GLU

(glucosa), INU (inulina), Oligosacaridos de Opuntia streptacantha (OLI1, OLI5 y OLI9).

Los cambios del pH (Figura 21) comienzan a presentarse a partir de 12 h (fase exponencial).

LaA al fermentar OLI1, OLI5 y OLI9 present6 valores de pH hasta de 5.63 + 0.07; INU de

5.91 + 0.04. Estos valores asi como los presentados por LaC, se encuentran dentro de los

xilooligosacaridos,

rafinosa,

inulina,

reportados para diferentes oligosacaridos como

fructooligosacarios, manooligosacaridos, entre otros (Smiricky-Tjardes et al., 2003).
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Figura 21. Variacién del pH durante el crecimiento de LaA (Lactobacillus acidophilllus) en presencia de
GLU (glucosa), INU (inulina), Oligosacaridos de Opuntia streptacantha (OLI1, OLI5 y OLI9).

LaA es una bacteria heterofermentativa obligada, que degrada hexosas por la via del
fosfogluconato (Figura 22) y produce acido lactico, acético y didxido de carbono, a su vez

fermentan las pentosas por esta misma via metabodlica (Felis y Dellaglio, 2007).

Los acidos que intervienen en la disminucion del pH son principalmente el lactico y el acético
(Ljungh y Wadstrom, 2009). En la Figura 23 se puede apreciar que al alcanzar las 12 h de
fermentacion, la concentracion de acido lactico en los tratamientos INU, OLI1, OLI5 y OLI9;
no mostraron diferencias significativas, a diferencia del control GLU, ya que produjo la mayor

cantidad de acido lactico durante la fermentacion.
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Figura 22. Ruta fosfogluconato

En cuanto a la produccion de acido propidnico (Figura 23) por LaA, solo lo produce al
metabolizar las fracciones OLI1, OLI5, OLI9 e INU. A las 48 h de fermentaciéon se tienen
valores entre 3.05 + 0.39 a 3.20 + 0.24 mmol/L. En presencia de GLU, el acido propiénico no
fue detectado, esto puede deberse a que LaA al metabolizar GLU solo derivé en la
produccion de acido lactico. De acuerdo con Macfarlane y Gibson (1996), el &cido lactico no
siempre es el Unico producto final de la fermentacion en las bacterias acido lacticas, como
los lactobacilos. Por su parte, Smiricky-Tjardes et al. (2003) mencionan que productos finales

de la fermentacién dependiendo del tipo de oligosacarido empleado.
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Figura 23. Produccién de acido lactico por y AGCC por LaA (Lactobacillus acidophullus) en presencia de
GLU (glucosa), INU (inulina), Oligosacéridos de Opuntia streptacantha (OLI1, OLI5 y OLI9). A) Acido
lactico, B) Acido propidnico

En la figura 24 se presentan las cinéticas obtenidas con BilL, en donde en la fase exponencial
se puede apreciar que GLU, INU y OLI1, presentan una mayor poblaciéon celular (aunque

estadisticamente no presentan diferencias significativas). Esto indica que de las 3 fracciones
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oligosacdridas evaluadas, OLI1 fue asimilada mas rapidamente, al igual que INU. Este
comportamiento puede deberse a que en cultivos axénicos, la mayoria de los
microorganismos se adaptan para emplear sus fuentes de carbono disponibles presentes en

el medio (Roberfroid, 2001)

. § c T

- 8 c d g

—_— gl

E c =

- b Pl R

Faze] e

(8] i fiesd
el gl -

L Faie] R

=) 7 i) e

o e &2 s

e sl e
A i el bl ||

[ e ]

et Bl b

ez foez] e

et s sl

e ] bz

fed K |

F sl i

e e ety

i Bl 52

e tiied ey

. e Fesd] 4525

et 20 sl

s ) it

feed K F |

i fase] 52

it i ety

i sl 525

[t 252 gl

5 sl 4525

et 25 Bl

f sl e

feed R S |

e il 52

3% ki | B

e [ el ety

] 5 sl 45

e et 25 Bl

fezsed i fiese] et

i feed e [ H |

fessed i fese] 52

Fte! fEaid i s

m [ i iy 2

5 i tied el

5 5 Bl £

e et 4525 Bl

[t s el 20

Pty b R £ |

[Eased i faase] i

oty feed K [ Htd |

[ i ey £

bt [l 525 el

[ 525 el 2

e 2] 4525 Bl

st o5 el 25

i fEased frtsd el

fesed i faese] 52

Pty feed R [ Hetd |

[t i sl 52

5 ik 2525 et

et i e 58

4 i 4] ) & B

Figura 24. Cinética de crecimiento celular de BiL (Bifidobacterium lactis) en presencia de diferentes
fuentes de C. GLU (Glucosa), INU (Inulina), Oligosacaridos de Opuntia streptacantha (0OS) (OLI1, OLI5
y OLI9).

Los valores de pH mas bajos que presentd la fermentacion de BiL (Figura 25) fue en
presencia de las fuentes de carbono GLU e INU (4.45 y 4.74, respectivamente). Las cinéticas
efectuadas con OLI1, OLI5 Y OLI9, alcanzan valores de pH entre los rangos de 5.11 y 5.29.
Estos valores se encuentran dentro de lo reportado para bacterias del género Bifidobacterium

al fermentar oligofructosa y fructooligosacaridos (Bielecka et al., 2002).
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Figura 25. Variacion del pH durante el crecimiento de BiL (Bifidobacterium lactis) en presencia GLU

(glucosa), INU (inulina), Oligosacaridos de Opuntia streptacantha (OLI1, OLI5 y OLI9).

Bifidobacterium animalis subsp. /actis metaboliza los carbohidratos por la via de demonimada

fructosa-6-fosfato o ruta bifida (Figura 26). En esta ruta se metabolizan tanto hexosas como

pentosas y los metabolitos finales producidos son principalmente acido acético, lactico, etanol

y en menor concetracién acido férmico (Gonzalez-Rodriguez et al., 2013).
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Figura 26. Esquema de la ruta bifida en Bifidobacterium animalis subsp. /actis. Modificado de Gonzalez-
Rodriguez et al., 2013.

La produccion de acido lactico por BiL se observa en la Figura 27, en donde a las 48 horas de
fermentacion no se observan diferencias significativas entre las 5 fuentes de carbono
evaluadas. En cuanto a la produccion de acido acético (Figura 24) GLU e INU presentaron
valores maximos de 7.84 y 7.69 mmol/L respectivamente. Con respecto a las fracciones
oligosacaridas, las que generaron mas cantidad de acido acético fueron OLI5 y OLI9, esto

pudo deberse a la composicion del, tipo de enlace y GP de estos dos OLI.
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Figura 27. Produccion de acido lactico, formico y AGCC por de BiL (Bifidobacterium lactis) en presencia
de GLU (glucosa), INU (inulina), Oligosacaridos de Opuntia streptacantha (OLI1, OLI5 y OLI9). A)
Acido lactico, B) Acido acético, C) Acido Propidnico, D) Acido férmico.

Con respecto a la produccién de acido propidnico por BiL (Figura 27) a las 48 h, las fuentes
de carbono que presentaron mayor concentracion fueron GLU y OLI9. Diversos autores han
reportado la produccién de acido propidnico en presencia de fibras solubles e insolubles y

OND (Farooq et al., 2013).

La generacidon de acido formico se puede apreciar en la Figura 27, en donde a partir de la
hora 12 se empieza a producir mostrando mayores cantidades en las fermentaciones

realizadas con OLI9, INU y GLU. A las 48 h OLI9 presentd la mayor cantidad de este
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metabolito. Esta reportado en literatura que las bifidobacterias al metabolizar diferentes
carbohidratos pueden llegar a producir diversos metabolitos dentro de los cuales se
encuentra reportados el acido lactico, acético, propidnico y férmico (Paupard et al., 1973;

Falony et al., 2009; Fernando et al., 2010; Gullén et al., 2011; Farooq et al., 2013).

De acuerdo a los resultados obtenidos, en esta seccion, el crecimiento, los valores finales de
pH en las fermentaciones y la produccion de AGCC por los diferentes probidticos comerciales
evaluados, dependen de la naturaleza de la fuente de carbono; es decir, del tamano de la
cadena, el tipo de constituyentes, tipo de enlaces y peso molecular (Smiricky-Tjardes et
al.,2003) . Estos resultados son dificiles de comparar con otros estudios debido a que otros
autores analizan otro tipo de oligosacaridos, algunos comerciales y otros obtenidos a partir
de hidrdlisis de compuestos complejos de alto peso molecular (pectinas, alginatos y fibra de
trigo, entre otros) y utilizan mezclas de probidticos y/o microorganismos procedentes de

heces humanas.

7.9 Seleccion de la fraccion oligosacarida para estudios /in vivo
Para los estudios /in vivo se selecciond la fraccién oligosacarida OLI9 proveniente del
tratamiento enzimatico HE 9 (a-amilasa pancreatica, 25UI-30min) debido a /n vitro mostro un

mayor crecimiento celuar de LaCalas 12 hyde LaAalas 48y 72 h.

El andlisis de la microbiota presente en el contenido del ciego de los animales de
experimentacion durante el tiempo del estudio /7 vivo mostrd los siguientes comportamientos

y cambios en la composicion de la microbiota.

La poblacion de Lactobacillus (Figura 28) en los grupos experimentales CON e INU-P durante

las 6 semanas no mostro diferencias significativas entre ellos («=0.05). Los grupos MUC y



OLI-P a su vez tampoco mostraron diferencias significativos entre ellos durante el tiempo del
estudio. Para identificar un cambio significativo en la poblacion, es necesario incrementar el
tiempo del estudio /7 vivo o la dosis de la fraccion oligosacarida. Montesi, et al. 2005,
realizaron estudios en ratas Wistar (195 + 5 g de peso) para evaluar el efecto de
suplementar dietas con prebidticos (5.7% de fructooligosacaridos) y probidticos (B. /actisy S.
thermophilus) por un lapso de 28 dias (4 semanas), en donde observaron que no hubo

cambios significativos en la poblacion de la microbiota del género Lactobacillus.

En la Figura 28 se observa que a partir de la semana 3 de experimentacién las bacterias del
género Bifidobacterium presentaron una mayor poblacién en presencia de OLI-P en relacion a
las otras dietas evaluadas (CON, INU-P y MUC). Esto indica que las dietas que contienen esta
fraccion oligosacarida proporcionan un efecto bifidogénico al estimular el crecimiento de
bifidobacterias. Asi mismo, las dietas adicionadas con MUC a partir de la semana 3,
muestraron tener un efecto positivo en el crecimiento de Bifidobacterium mayor al del grupo
CON, esto también indica que puede estar generando un efecto asociado a la fibra dietaria,
como lo es la estimulacion de bacterias benéficas. Diversos autores evaluaron el efecto de
oligosacaridos no digeribles (OND) obtenidos por vias quimicas y/o enzimaticas, asi como de
prebidticos comerciales, en donde observaron un aumento en la poblacion de bacterias del
género Bifidobacterium en diferentes intervalos de tiempo (desde 14 a 28 dias) (Bielecka,

2002; Oleano- Martin et al., 2002; Montesi et al., 2005; Wang et al., 2006).
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Figura 28. Poblacién de bacterias presentes en heces de ratas Wistar sometidas a diferentes dietas
(CON, MUC, INU-P y OLI-P) durante seis semanas. A) Lactobacillus spp, B) Bifidobacterium spp, C)

Clostriduim spp, D) Bacteroides spp.
experimentacidén suministrados con las dieta MUC. En cuanto a las dietas INU-P, se observd

mostrd cambios significativos durante todo estudio. En la semana 3 la dieta OLI-P provoco

una decremento celular a partir de la semana 4.
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Durante el estudio /n vivo la poblacién de bacterias del género Bacteroides (Figura 28)
mostrd un descenso al estar en presencia de OLI-P a partir de la semana 2. Este

comportamiento también se observa en los tratamientos MUC e INU.

Esta disminucidn de bacterias del genero Clostridium vy Bacteroides en los grupos
alimentados con dietas suplementadas con OLI-P indica un potencial efecto prebidtico, al
estimular el crecimiento selectivo de bacterias benéficas (bifidobacterias) y ocasionando un
descenso en la poblacidon de bacterias potencialmente patégenas (Gibson y Roberfroid,
1995). Esto puede ser originado por el aumento de la poblacidn de bacterias del género
Bifidobacterium las cuales ocasionan una disminucién del pH por la generacion de AGCC y
por ello se esté inhibiendo el crecimiento y/o reproduccion de Clostridium vy Bacteroides
(Rowland y Tanaka, 1993). Este comportamiento de inhibicion de bacterias patdgenas se ha
mostrado en diferentes estudios de actividad y/o efecto prebidtico de diversos oligosacaridos.
En estas investigaciones se analizé una mezcla de C. perfringens, E. coli y Bifidobacterium la
cual fue inoculada en un medio que contenia oligosacaridos, en donde se observé que el
género Bifidobacterium exhibe un crecimiento y a su vez mostrd un efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de C. perfringens, E. coli (Van Loo et al., 1999; Rycroff et al., 2001; Vulevic
et al., 2004). Estudios /in vivo realizados por Wang et al, (2006) en ratas Wistar con una
duracién de 14 dias alimentadas con hidrolizados pécticos (HP) y una dieta control (sin HP),
observaron una proliferacion de bifidobacterias y lactobacilos ademas de una disminucion de
microorganismos putrefactos y patdgenos (bacteroides, enterobacterias, enterococos) en

heces.

En cuanto al analisis de AGCC presentes en heces solo se encontraron dos metabolitos: acido
propidnico y acido acético. El acido lactico y formico no fueron detectados. En la Tabla 9 se

puede observar que en las semanas 4,5 y 6 se aprecia una diferencia significativa («=0.05)



en el incremento de acido propidnico en el grupo OLI-P en relacidn a los demas grupos. A lo
largo del estudio en los demas grupos no se observan diferencias significativas en la
cuantificacion de este metabolito. Con respecto al acido acético los resultados muestran que
no existieron diferencias minimas significativas entre los grupos durante el ensayo. En
literatura se reporta con respecto a la produccién y absorcion de AGCC, que las
concentraciones de AGCC en el intestino grueso dependen del sitio de fermentacién, la dieta
y la composicion de la microbiota intestinal (Bouhnik et al., 1996a). La evaluacion de la
produccion /n situ de los AGCC en colon es dificil de determinar debido a que mas del 95%
de estos acidos son rapidamente absorbidos por el metabolismo del hospedador (Barlett et

al., 1990).



Tabla 10.- Acidos grasos de cadena corta (AGCC) (umol/100 g heces) en contenido intestinal (ciego) de ratas Wistar alimentadas con
diferentes dietas: CON, MUC, INU-P, OLI9-P; durante el estudio /in vivo

SEMANA

GRUPO

Ac. PROPIONICO

Ac. ACETICO

CONTROL

MUC

INU-P

OLI-P

627.81 + 102.16°

625.82 + 189.912

665.53 £ 125.292

718.20 + 239.29°

881.25 + 171.03?
1085.51 + 66.892

607.87 £+ 363.67°

94.,41 + 151.46°

478.53% 28,27°
416.10 + 82,812

408.96 + 104,472

628.90 + 172,35

456.88 £ 64.04°

470.14 £ 17.74°

471.75 £+ 129.182

905.09 + 30.31b

399.57 £+ 87,08°
589.51 £ 142,29a<

323.08 + 36,70°

553.44 £ 27,69¢

411.18 + 105.55°
400.48+ 10.38°

576.52 + 80.76%¢

722.13 £ 94.62¢

CONTROL

MUC

INU-P

OLI-P

300.48 + 78.82°
632.76 + 246.33°
589.16 + 200.55°

441.83 + 44.18°

586.56 + 170,94%P
368.-68 + 123,772
595.86 + 65,83°

445.07 + 10,76%¢

615.01 + 85,51°
804.17 % 72,47°
666.94 + 61,66°

635.28 + 222,342

341.10 £ 85.48
490.51 + 74.53%P
545.18 + 145.73ab

500.16 + 50.73°

347.31 % 28,48%
473.18 + 113,747
401.69 + 35,19

352.95 + 34,96%°

482.80 = 61.26°

460.18 + 126.322

569.35 + 59.06°

504.94 + 38.222

CON: Dieta Control, MUC: Dieta adiciona con mucilago de OS, INU-P: Dieta adicionada con Inulina (Orafti), OLI-P: Dieta adicionada con la fraccion

oligosacarida OLI9
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La especie Opuntia streptacantha es una fuente vegetal no convencional para obtener
mucilago con pureza mayor al 90%, empelando el parénquima medular, con rendimientos

de extraccion superiores a los reportados en otras especies.

Se logro el establecimiento de condiciones de hidrolisis por via enzimatica del mucilago de
Opuntia streptacantha para la obtencidon de fracciones oligosacaridas menores a 1000 Da

utilizando distintas enzimas: a-amilasa pancreatica y dextranasa.

Los estudios /n vitro demostraron que las tres fracciones evaluadas (OLI1, OLI5 y OLI9)
estimularon el crecimiento de los prebidticos comerciales utilizados Lactobacillus

acidophilus (LaA), Lactobacillus casei (LaC) y Bifidobacterium animalis subsp. /actis (BiL).

El comportamiento del crecimiento celular de las cepas probioticas al metabolizar las
fracciones oligosacaridas purificadas fue similar el de INU (Inulina), el cual es un

prebidtico comercial.

La disminucion del pH en el medio tiene relacion directa con la produccion de acido lactico

y acidos grasos de cadena corta (AGCC) durante la fermentacion.

El tipo de los productos finales de la fermentacion (AGCC vy acido lactico) esta

determinada por la fraccidn oligosacarida y el tipo de microorganismo probidtico usado.



De los probidticos utilizados pertenecientes al género Lactobacillus, LaC presentd un
mayor numero de productos finales de la fermentacion, en el siguiente orden de

concentracion acido lactico > acido propidnico > acido acético.

El orden de produccién de los AGCC fue: acido acético > acido lactico > acido propidnico

> acido formico en las fermentaciones con BiL.

Los resultados de la fermentacion /in vitro de las fracciones oligosacaridas purificadas

indican que pueden tener potenciales efectos prebidticos.

Se selecciond OLI9 (GP=4) para los estudios /in vivo debido a que esta fraccion

oligosacarida presento una mayor estimulacion LaA y BiL

OLI9 en la fermentacidn /n vivo presento un potencial efecto bifidogénico al ocasionar la

disminucion de la poblacién de bacterias del género Clostridium vy Bacteroides.

Se originaron cambios en la microbiota gastrointestinal de las ratas Wistar utilizadas como

modelo de estudio al administrar en las dietas la fraccidn oligosacarida OLI9 y mucilago.

Estos resultados indican que el mucilago de una cactdcea, como el nopal Opuntia
streptacantha, asi como las fracciones oligosacaridas obtenidos mediante via enzimatica
pueden presentar efectos prebidticos y pueden utilizarse como fuente natural de

compuestos funcionales.
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El trabajo experimental efectuado en esta investigacién correspondid a los objetivos
establecidos. Debido a la importancia del tema en la obtenciéon y caracterizacion de

moléculas funcionales, se considera profundizar en los siguientes puntos:

Identificar los azUcares constituyentes de las fracciones oligosacaridas, asi como el tipo de

enlace glicosidico.

Escalar el proceso de obtencidn de las fracciones oligosacaridas.

Evaluar diferentes concentraciones de las fracciones oligosacaridas en estudios /in vivo

para determinar cambios en las poblaciones bacterianas de la microbiota gastrointestinal.

Proponer un disefio de un alimento prototipo adicionado de las fracciones oligosacaridas.
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