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RESUMEN

Diversos autores confieren propiedades nutricionales a bebidas tradicionales
fermentadas dentro de las que destacan el pulque y el pozol. Estas bebidas son elaboradas
a partir de productos vegetales caracteristicos de la civilizacion mesoamericana como son
los agaves y el maiz. Los productos que contienen azucares de agave son ricos en inulinas
de bajo peso molecular, a las que se atribuye un efecto prebidtico. Por otro lado, en
ambos procesos fermentativos participa una poblacidon de bacterias lacticas dentro de las
que destacan diversos microorganismos a los que podria atribuirse el caracter probidtico.
Hasta la fecha, la produccién de estas bebidas es artesanal, empleando materias primas y

procesos de produccién no estandarizados, por lo que estan limitadas al consumo local.

El objetivo de este desarrollo es la elaboracién de una bebida con caracteristicas
funcionales a partir de un cultivo de la bacteria acido lactica Leuconostoc citreum,
azUcares de agave y sacarosa, entre otros componentes. La bacteria L. citreum, se
encuentra presente de manera natural en alimentos fermentados de diversa indole. En
particular, la cepa de L. citreum empleada fue aislada del pozol y tiene, entre otras, la
caracteristica de producir inulina de alto peso molecular al llevar a cabo una fermentacién
lactica en un medio de cultivo con sacarosa. La inulina producida por la bacteria le
confiere a la bebida propiedades de fibra dietética, mientras que los azUcares de agave, en
las que predominan fructosacaridos de menor peso molecular que actian como
prebioticos. Se logrd cultivar a escala laboratorio la bacteria L. citreum en condiciones de
cultivo en las que la produccién de inulina bacteriana se ve favorecida, conteniendo
ademas otros productos del metabolismo de L.citreum como el acido lactico. La bebida
desarrollada incluye caracteristicas nutricionales de bebidas tradicionales fermentadas,

como el pulque y pozol, con la ventaja de ser un proceso reproducible.



1. INTRODUCCION

El empleo de alimentos fermentados como parte de la dieta es bien conocido
desde hace siglos por varias culturas. De acuerdo a Steinkraus (1995), el proceso de
fermentacion cumple roles fundamentales en los alimentos como el enriquecimiento de
la dieta (diversidad de sabores, aromas y texturas) y la preservacién de grandes
cantidades de alimento. Los alimentos fermentados son también fuente de nutrimentos,
ya sea inherentes a las materias primas o que son sintetizados durante el proceso, tales

como proteinas, amino acidos esenciales, acidos grasos y vitaminas, entre otros.

El consumo de alimentos fermentados tradicionales en México como pozol
(bebida fermentada de maiz y cacao) y el pulque (bebida obtenida de la fermentacidn de
aguamiel obtenido de plantas de agave) en épocas prehispanicas no se limitaba solo a
cuestiones nutrimentales. En el caso del pulque, también se empleaba en ceremonias y se
le reconocian propiedades medicinales para combatir enfermedades y padecimientos del
sistema digestivo principalmente (Fuentes 2006; Monterrubio, 2007). Actualmente, los
usos comerciales mas comunes de plantas de agave consisten en emplear la pifia o
mezontle como materia prima para la obtencién de bebidas alcohdlicas, aprovechando el
contenido de azlcares de reserva de la planta (fructanas). Los azlcares que dan lugar a la
fermentacion alcohdlica, provienen de la transformacidn de fructanas a azucares simples
por métodos industriales como hidrdlisis acida, coccién, extraccion (Avila y col., 2009;

Waleckx y col., 2008), o artesanales (hidrdlisis enzimatica enddgena).

Las fructanas forman parte de la dieta humana debido a su presencia en un
abundante numero de plantas comestibles como la cebolla, el puerro, los cereales, el ajo,
algunas frutas y el agave. De acuerdo a su estructura, las fructanas pueden clasificarse
como de tipo inulina, levana o como series mezcladas altamente ramificadas conocidas

como neoseries. A pesar de su solubilidad en agua, dado el tipo de enlaces presentes, las
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fructanas no pueden ser hidrolizadas en el tracto digestivo de mamiferos por lo que se
consideran como fibra dietética de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana de salud en
materia alimentaria (NOM-043-SSA2-2005). Al no ser hidrolizadas en el tracto digestivo,
las fructanas, llegan intactas al tracto intestinal donde son parcialmente hidrolizadas y
fermentadas selectivamente por la microbiota nativa benéfica, por lo que son

consideradas como prebidticos.

El aprovechamiento de las fructanas presentes en las plantas de agave es la base
del proceso tradicional de obtenciéon de aguamiel para la elaboracidn de pulque. Existen
pocos estudios relativos al proceso mediante el cual la inulina de las pifias se transforma
en azUcares libres y fructooligosacaridos (FOS) durante el proceso de produccidon de
aguamiel. Esta informacién puede ser Util en el desarrollo de bebidas con valor nutricional
a partir de componentes de plantas de agave. Por otro lado, en el proceso fermentativo
del aguamiel para la obtenciéon de pulque, intervienen diversas bacterias acido lacticas
qgue acidifican el aguamiel por la produccion de acidos organicos y dan lugar a
exopolisacadridos (Sanchez y Hope, 1953), estos exopolisacdridos (EPS), pueden ser de
diferentes tipos (dextrana, levana y/o inulina), dependiendo del tipo de
glicosiltransferasas presentes en las bacterias que participan en el proceso. Esta actividad
de los microorganismos, junto con la produccién de etanol y acidos orgdanicos confiere al
pulque sus caracteristicas organolépticas particulares y sus propiedades nutrimentales.
Un hecho a destacar es que las bacterias lacticas en buena medida permanecen en el
pulgue y probablemente tengan un papel probidtico (Campos, 2010; Cervantes y Pedroza,

2007).

En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado ampliamente a la bacteria
Leuconostoc citreum cepa CW28 que sintetiza inulina a partir de sacarosa (Olivares y col.,

2002), vy que aunque fue aislada del pozol. Esta bacteria se encuentra comunmente
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presente en el aguamiel y el pulque (Escalante y col., 2008). En el presente proyecto se
propone analizar las caracteristicas fisicoquimicas y perfil de fructanas presentes en el
aguamiel y extraidas de las pifias del agave. Esta informacion sera la referencia para el
desarrollo de un proceso de fermentacion que permita aprovechar las fructanas y FOS
presentes en la planta de agave en un proceso controlado, al mismo tiempo que se
confiera al producto algunos de los beneficios de los productos derivados de la
fermentacion que tiene lugar en el pulque, evitando la fermentacién alcohdlica. El
objetivo es desarrollar un proceso a escala laboratorio que resulte en un producto
fermentado con potencial efecto simbidtico empleando la bacteria acido lactica L. citreum
evitando la presencia de levaduras que llevan a cabo principalmente una fermentacion de

tipo alcohdlica.

2. GENERALIDADES

2.1. Plantas de agave.

El Agave pertenece a la familia Agavaceae y se encuentran particularmente
distribuidas en zonas aridas y semiaridas. Tienen un metabolismo acido de las crasulaceas
(CAM) por el que realizan la captacion de CO; durante la noche, para mantener al minimo
la pérdida de agua por exposicidn a altas temperaturas durante el dia (Kluge y Ting, 1978).
Producen fructanas como principal producto fotosintético. La maduracion de las plantas se
infiere por la presencia de inflorescencias que aparecen en las plantas al llegar a la edad
entre los 6 a 12 anos segun la especie, por lo que de manera general se considera 8 afios el
tiempo promedio para la maduracion de la planta (Escalante y col., 2011; Hinke, 1997; Ortiz

y col., 2008).



Desde épocas prehispanicas los agaves han tenido gran significado cultural y
religioso asi como muy diversas aplicaciones comerciales. Su uso como fuente de alimento
(aguamiel), para la produccion de bebidas alcohdlicas (pulque), como fuente de fibras
(henequén) y como abono era comun en las culturas precolombinas de Mesoamérica

(Monterrubio, 2007).

En México existen alrededor de 200 especies de agave, entre las cuales destacan A.
salmiana, A. atrovirensare, A. mapisaga, A. americana para la produccion de pulque, A.
potatorum y A. angustifolia en la produccién de mezcal y A. tequilana Weber variedad azul
para la produccién de tequila (Ortiz y col., 2008; Pefia y col., 2004). A. tequilana Weber var.
azul, es la Unica empleada en la produccién de tequila debido a la denominacién de origen
de esta bebida, lo que limita su produccién a municipios de los estados de Guanajuato,
Michoacdn, Tamaulipas y Nayarit y en todo el estado de Jalisco, por lo que agave plantado
fuera de estos municipios y estados no puede ser empleado para la produccion de tequila.
Esto deja un nicho de oportunidad para el aprovechamiento de plantas de esta variedad,
asi como el de otras especies de agave actualmente no aprovechadas. Lo mismo sucede

con las denominaciones de origen existentes para mezcal y sotol.

2.1.1. Aprovechamiento de la planta.

La producciéon de pulque a partir del aguamiel producido en pifias de agave se ha
dado en México desde tiempos prehispanicos. Sin embargo, a partir de la segunda mitad
del siglo pasado la produccién y el consumo se vieron notablemente disminuidos por varios
factores entre los que destacan la pérdida de cultivos, la falta de una tecnologia eficiente
para su produccion una baja demanda (Escalante y col., 2011) y la introduccién de otras
bebidas alcohdlicas como la cerveza. El pulque, es considerado por algunos mas que una
bebida, como alimento dado su alto valor nutricional (ver Anexo 10.1) e incluso como

sustituto de agua en zonas donde ésta es escasa o de mala calidad (Sanchez, 1993), aunque
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este planteamiento debe tomarse con la reserva que amerita el caso de una bebida

alcohdlica.

Actualmente la produccién de pulque se da en pequefia escala de manera artesanal
en estados de la regién central de México como Estado de México, Querétaro, Puebla y
Michoacdn (Escalante y col., 2011) y de manera industrializada se produce a partir de
aguamiel pasteurizado y un indculo de Z. mobilis ssp. mobilis, y S. cerevisiae el cual se
enlata y exporta (Lappe y col., 2008). En el mercado local, el producto enlatado no ha
tenido aceptacion entre los consumidores habituales de la bebida, debido a que al
contener solo dos especies del consorcio microbiano que se encuentran en el pulque, no se
logran reproducir las propiedades organolépticas del producto original. El aguamiel y el
pulque, a diferencia de las bebidas alcohdlicas destiladas como el tequila y el mezcal,
mantienen caracteristicas que les confieren la propiedad de actuar como prebidticos. La
mayor dificultad en el aprovechamiento industrial de los azlcares presentes en el
aguamiel, estriba en la susceptibilidad a la fermentacién de esta savia. Sin embargo, una
opcidn para resolver este problema podria ser la extraccién directa de los azucares de la

planta, sin pasar por el proceso de elaboracién de aguamiel.

Este es el caso de extractos de pifia de agave con un alto contenido de aztcares que
pueden ser aprovechados, via procesos fermentativos, para el desarrollo de productos con

valor nutricional alternativos a la produccién de bebidas alcohdlicas.

En el caso de la produccién de bebidas alcohdlicas destiladas, como el tequila, los
azucares presentes en la pifia de agave son hidrolizados completamente a azlcares
simples, perdiendo su valor nutricional. Estos azUcares simples son empleados como fuente
de carbono para la fermentacion alcohdlica (Waleckx y col., 2008). Uno de los objetivos
centrales del disefio de una bebida de valor funcional, es conservar los azticares complejos

presentes en plantas de agave, los cuales tienen valor nutricional, reduciendo al maximo
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los mono vy disacdridos, ya que estos aumentan el valor caldrico. También es deseable

evitar la presencia de microorganismos responsables de la fermentacion alcohdlica.

2.1.2. Carbohidratos de reserva en la planta.

Los azucares de reserva en las plantas de agave se componen de diferentes grupos
de fructanas. Mismas que se construyen a partir de la sacarosa mediante diversas
actividades enzimaticas del tipo fructosiltransferasa (FFT). En el 2007, Avila y col.,
reportaron la caracterizacion molecular de una FFT con actividad sacarosa:sacarosa 1
fructosiltransferasa (SST) en Agave tequilana Weber var. azul con alta afinidad por sacarosa
como sustrato. La reaccidon con SST inicia la sintesis de fructanas catalizando la
transferencia de un residuo fructosilo de una molécula de sacarosa (donadora) a otra
molécula de sacarosa (aceptora). El resultado de la transferencia es la formacion del
trisacdrido 1-kestosa. Otras actividades FFT son necesarias para la sintesis de carbohidratos
de reserva en la planta (Avila y col., 2007). Ejemplo de estas actividades enzimaticas son, la
1-FFT (fructana:fructana 1 fructosiltransferasa) que lleva a cabo la elongacion de la cadena
de fructana en la posicion 3 2-1 y la 6-SFT (sacarosa:fructana 6-fructosiltransferasa), que

ramifica la fructana en la posicion [ 2-6.

De manera general, las fructanas se distinguen por el tipo de enlace entre las
unidades de fructosa y la posicién de la unidad de glucosa proveniente del aceptor inicial
para construir la cadena de fructosacaridos. De acuerdo a Arrizon y col. (2010), Mancilla y
Lépez (2006) y Waleckx y col. (2008), en plantas de agave se encuentran series de inulinas
(tipo de enlace B2-1, Figura 1), levanas (tipo de enlace $2-6) y neoseries de fructanas

(mezclas complejas altamente ramificadas) denominadas agavinas (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de agavinas

Figura 1. Estructura quimica . ,
propuestas por Mancilla y Lopez (2006).

de compuestos de inulina.

Estas estructuras estan presentes en diferentes grados de polimerizacién (GP), el GP

se refiere al nUmero de unidades incorporadas a un oligdmero o polimero.

Cuando estas fructanas tienen un GP igual o menor a 10, se denominan
fructooligosacaridos (FOS). Los FOS son parte del contenido de sacdridos reportados en el
aguamiel y en la pifia de agave (Mancilla y Lépez, 2006; Martinez, 1999; Mellado y Lépez,
2012; Méndez, 1999; Ortiz y col., 2008), los cuales son reconocidos por su capacidad

prebidtica, que se describe en la seccion 2.4,

2.1.3. Composicidn fisicoquimica de azlcares presentes en pifa de agave.

En la Tabla 1 se muestra la composicidn de carbohidratos de agave reportados por
varios autores. Se observa que cuando la planta es mas joven, el contenido de azlcares
totales es menor. Conforme la planta madura, el contenido de azlcares totales y fructanas
aumenta. La edad de la planta se reporta a partir del trasplante de los hijuelos. Al

momento del trasplante la planta puede tener ya de 1 a 3 afios (Arrizon y col., 2010).
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Tabla 1. Composicion de carbohidratos en base seca de pifias de agave de diferentes edades
cultivadas en varias regiones del pais.

Especie Azlcares Sacarosa| Fructanas GP
Edad totales | Fructosa| Glucosa| (%p/p) (%p/p) mayoritario
Regi6n (%p/p) | (%p/p) | (%p/P)
Mellado y A. tequilana 40.7 1.97 1.41 3.93 32.8 6
Lopez (2012)| weber var. azul
% p/p en 2 afios
base seca Jalisco
A. tequilana 71.5 1.22 0.47 1.73 67.9 16
weber var. azul
6afios
Jalisco
A. tequilana 74.2 1.17 0.43 1.41 71 23
weber var. azul
7afos
Jalisco
Mancillay A. tequilana 90 11 2 4 73 18
Lépez (2006) 6 afios
% p/p en Jalisco
base seca A. tequilana 60 6 1 6 47 7
6 afos
Gto
A. angustifolia 51 2 2 11 36 13
6 afios
Sonora
A. angustifolia 61 8 0 1 51 32
6 afos
Oaxaca
Arrizonycol.| A. tequilana 4.3 1.5 2.8 4-11
(2010) 2 afios
%p/p en Jalisco
base A. tequilana 12.7 0.3 124 ND
himeda 6.5 anos
Jalisco

GP = grado de polimerizacidn; ND = no determinado.
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Dependiendo de su aplicacion, la edad de la planta debe ser un factor a considerar,
ya que la composicidn de azlcares fermentables y GP de fructanas varian durante el cultivo
de la planta (Arrizon y col., 2010; Mellado y Lépez, 2012). La edad de las plantas empleadas
para producir bebidas alcohdlicas se encuentra entre los 7-12 anos. Se observa también
variacion en la composicidon de agavinas entre plantas de la misma especie pero cultivadas

en diferentes regiones (Mancilla y Lépez, 2006).

2.2. Aguamiel: Modelo de referencia.

En este trabajo se tomd el aguamiel como modelo de referencia para el disefio de
una bebida fermentada, formulada a partir de azucares de agave. Los elementos que
componen el aguamiel (agua, azucares fermentables, FOS, proteina, vitaminas) provienen
totalmente de la planta. En el aguamiel se llevan a cabo de manera natural procesos
fermentativos realizados, principalmente, por bacterias acido lacticas (BAL) y levaduras. La
fermentacion del aguamiel ocurre por una diversidad de microorganismos que fueron
incorporados durante la acumulacién, extraccion manejo o almacenamiento del mismo

(Escalante y col., 2008), dando origen al pulque.

De acuerdo con la norma mexicana NMX-V-022-1972, el aguamiel es un jugo que se
obtiene mediante el raspado previo del cajete o cavidad central del maguey pulquero,
teniendo como atributos el ser un liquido traslicido ambarino de olor y sabor

caracteristicos que se aprecian mediante prueba de catado.

El proceso de produccion de aguamiel actualmente sigue siendo artesanal y consiste
de varias etapas, empezando con el capado de la planta realizando cortes en el pedinculo
floral. Después de un periodo de 4 a 6 meses se realiza el raspado de la pifia para formar
una cavidad donde comenzard a fluir el aguamiel. Se realiza la recoleccién por succidon

bucal cada 12 h del aguamiel que se acumula en la cavidad y se realiza nuevamente el
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raspado para evitar que la planta cicatrice manteniendo el flujo de aguamiel. La produccidn
de aguamiel en la planta se puede extender de 3 a 6 meses y posteriormente la planta

muere (Hinke, 1997; Martinez, 1999; Ortiz y col., 2008).

El proceso de capado de la planta, la recoleccion de aguamiel y las condiciones
ambientales en las que se desarrollé la planta, resultan en la variabilidad en la cantidad de
azucares presentes en el mismo (Martinez, 1999). Lo cual dificulta el realizar un proceso
industrializado que emplee aguamiel como materia prima que cumpla estandares de
calidad e higiene. La fermentacién del aguamiel comienza de manera espontanea desde la
acumulacién en la planta debido a la presencia de organismos nativos que incluyen
principalmente, levaduras y BAL, productoras de 4dcidos orgdnicos, etanol vy

exopolisacaridos (Escalante y col., 2004).

En la Tabla 2 se muestra el consorcio microbiano identificado de forma recurrente
en el aguamiel de diversos origenes geograficos esta constituido principalmente por
Lactobacillus spp., L. mesenteroides, Zymomonas mobilis, Saccharomyces cerevisiase y

Saccharomyces spp (Cervantes y Pedroza, 2007; Escalante y col., 2008).

Tabla 2. Consorcio microbiano identificado por varios autores en muestras de aguamiel

Reportado por: | Cervantes y Pedroza (2007) | Sanchez y Hope (1953) | Escalante y col. (2008)

Consorcio Zymomonas sp, Lactobacillus sp, Leuconostoc citreum,

microbiano Lactobacillus sp Leuconostoc L. mesenteroides,

identificado Saccharomyces sp. mesenteroides, L. kimchi,
leuconostoc Erwinia rhapontici,
Dextranicum, Enterobacter sp,

Saccharomyces Carbajali,| Acinetobacter
Pseudomonas Lindneri radioresistens
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Las actividades enzimdticas enddgenas en las plantas de agave de tipo
fructosiltransferasa, hidrolasa e invertasa, son necesarias para dar lugar a los FOS (Wang y
Nobel, 1998). Los FOS, junto con glucosa, fructosa y sacarosa constituyen los carbohidratos
presentes en el aguamiel. En la Tabla 3 se muestra un resumen de la composicién

fisicoquimica de aguamiel recolectado de diferentes regiones reportado por varios autores.

Tabla 3. Composicion fisicoquimica de aguamiel reportada por varios autores

Reportado por: Cervantes y Ortizy col. Sanchezy Escalante y col.
P por: Pedroza(2007) (2008) Hope (1953) (2008)
HCELL G L Tlaxcala Puebla ND Morelos
muestra
Especie de la planta ND A. mapisaga ND ND
pH ND 4.7 7.0 6.0
434 mM C
_ o,
Etanol 0.26 -0.39%v/v ND 0g/L (0.052g/L)?
At - 46.95mM C
D D .01 L
Ac lactico N N 0.018 g/ (0.56 g/L)2
L 30.48mM C
A ati ND ND ND
c acético (0.37g/L)’
Azucares totales 25 g/L 78% p/pt 20 g/L ND
533.35 mM hexosa
F ND 249 ! ND
ructosa 32.4% p/p (96.1 g/L)’
83.53 mM hexosa
D 26.59 d 2. L
Glucosa N 6.5 % p/p 4g/ (15 g/L)°
410.16 mM hexosa
ND .89 ! 7. L
Sacarosa 8.8% p/p 6g/ (73.9 g/L)?
Fructanas ND 10.2 % p/p* ND ND
GP de fructanas ND 3-6 ND ND
Proteina 3.7g/L 3.0%p/p? 0.17 g/L ND
Aminoacidos ND 0.26% p/p* ND ND
Cenizas ND 3.0 % p/pt 0.31g/L ND
Nitrégeno ND ND 0.06 g/L ND

ND= no determinado

1 Determinado en base seca

2 mM de carbono calculado con un peso molecular de 12 g/mol

3 mM de equivalentes de hexosa calculado con un peso molecular de 180.16 g/mol
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Como se observa en la Tabla 3, existe variabilidad entre el contenido de azucares
totales, proteina, etanol y pH de muestras de aguamiel, lo que confirma la heterogeneidad
del aguamiel obtenido entre lugares de cultivo. Esto dificulta el empleo de aguamiel como
materia prima para procesos industriales que vayan mas alla del caracter local que guarda
la produccidon de pulque. Reproducir las caracteristicas del aguamiel y pulque a nivel
laboratorio o industrial es complicado debido a la necesidad del conjunto de actividades
enzimaticas propias de la planta, ademas de que, para emular la fermentacion fielmente se
requiere contar con el consorcio microbiano involucrado en la fermentacién espontanea
(Tabla 2). Los microorganismos presentes contribuyen al valor nutricional mediante la

sintesis de metabolitos secundarios y polisacdridos (Lappe, y col., 2008; Sdnchez, 1993).

Con el fin de buscar alternativas que permitan aprovechar los FOS presentes en las
variedades de agave que se cultivan en el pais, se propone formular un medio de
fermentacion a partir de azucares de agave, que reproduzca algunas de las caracteristicas
del pulque y aguamiel, pero con un control microbioldgico mas estricto y limitado a un solo
microorganismo. Se selecciond la bacteria Leuconostoc citreum, ya que es una bacteria
lactica, productora de inulina, naturalmente presente en productos tradicionales
fermentados, incluidos el pulque, el aguamiel y el pozol (Escalante y col., 2008; Olivares y

col., 2002).

2.3. Prebidticos, Probioticos y Simbioticos.

El interés sobre la manipulacién de la microbiota intestinal se origina por el efecto
gue la composicidn de ésta puede ejercer en la salud del hospedero (positivo o negativo).
Dicha manipulacién se enfoca en mantener preferencialmente una comunidad bacteriana
gue incluya bifidobacterias y lactobacilos, lo que se puede lograr mediante la ingesta de

compuestos especificos, conocidos como prebidticos, que favorecen el crecimiento de
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estas bacterias (Andersson, 2001; Buddington, 2009; Gibson y col., 1995; Gibson y col.,
2004; Hori, 2010; Quigley, 2010, Roberfroid, 2010).

Prebidtico: Las primeras definiciones consideraban a los prebidticos como
ingredientes alimenticios no digeribles que afectan beneficialmente al hospedero
estimulando selectivamente el crecimiento y/o la actividad de una o un limitado nimero
de especies que residen en el colén (Gibson y Roberfroid, 1995). Ejemplo de éstos son
oligosacdridos y polisacéridos, incluyendo aquellos considerados como fibra dietética. Sin
embargo, no todos los oligosacdridos pueden considerarse como prebidticos, por lo que
una definicién mas adecuada es: ingredientes alimenticios no digeribles por el hospedero
gue tienen un efecto benéfico a través de su metabolismo selectivo en el tracto intestinal
(Gibson y col., 2004). Existen criterios que deben cumplirse para considerar a un
ingrediente alimenticio como prebidtico, como la resistencia a la acidez gastrica y a la
hidrélisis enzimatica y absorcién gastrointestinal. También deben ser fermentables por la
microbiota intestinal, estimulando selectivamente el crecimiento y/o actividad de

microorganismos asociados con el bienestar del hospedero (Gibson y col., 2004).

Algunos de los ingredientes alimenticios que estan reconocidos como elementos
que cumplen estos criterios son FOS, galactooligosacaridos y lactulosa (Gibson y col., 2004).
Los FOS tienen efecto sobre las dindmicas de poblacién en el intestino favoreciendo el
crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias (Bosscher, 2009). La inulina y FOS presentes
en plantas de agave también tienen probado efecto prebiético (Avila y col., 2011; Allsop y

col., 2013; Bosscher, 2009; De Vrese y Schrezenmeir, 2008).

El intestino grueso es por mucho la regién mas colonizada del tracto digestivo, ya
que contiene hasta 102 bacterias por gramo de intestino (Gibson y Roberfroid, 1995). Los

microorganismos patdgenos presentes pueden ser responsables de varias enfermedades
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mientras que los organismos benéficos participan en procesos de fermentacidon que tienen
como producto acidos grasos de cadena corta, vitaminas, entre otros elementos que
pueden tener un efecto en la salud del huésped (De Vrese y Schrezenmeir, 2008; Gibson y
Roberfroid, 1995; Steed y Macfarlane, 2009. En la Figura se muestra una representacién de

los efectos en la salud por microorganismos presentes en el intestino.

2

Diarrea/estrenimiento
Infecciones

Dario hepatico
Cancer
Encefalopatia

Patogenos
(incluyendo
produccion
de toxinas)

Inhibicion de crecimiento
—————————— de bacterias exdgenas
Produccién de carcindgeno y/o dafiinas

= Estimulacion de
Gl Lactobacilli unciones inmunes
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alimenticios/minerales
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vitaminas
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Figura 3. Esquema general de la composicion y efectos en la salud de las bacterias
predominantes en heces fecales humanas. La figura muestra el nimero aproximado de los
diferentes géneros. Las bacterias son generalmente divididas en dos grupos que pueden tener
efectos dafiinos o patogénicos, aquellos que tienen efectos benéficos y los que pueden tener
ambos. Modificado de Gibson y Roberfroid (1995).

De manera general se consideran como probidticos las bacterias que tienen

funciones benéficas. Algunas definiciones de probidticos son:
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Probidtico: Productos que incluyen microorganismos viables que al ser
administrados en dosis que lleguen al intestino en estado activo, son capaces de ejercer un

efecto positivo en la salud del huésped (De Vrese y Schrezenmeir, 2008).

En 1908, Metchnikoff en la publicacidn “La prolongacidn de la vida”, ya mencionaba
que el consumo de lactobacilos presentes en el yogurt disminuia la presencia de bacterias
productoras de “toxinas” en el intestino (De Vrese y Schrezenmeir, 2008). El concepto de
probidtico fue introducido formalmente en 1953 por W. Kollath, y aunque por afios se han
realizado investigaciones al respecto, muchos de los efectos especificos atribuidos a la
ingesta de probidticos permanecen débilmente sustentados cientificamente y el poder
realizar afirmaciones de su efecto en la salud (Health Claims) no es sencillo debido a la
complejidad del microambiente gastrointestinal y el limitado conocimiento sobre las cerca
de mil especies que pueden tener un impacto potencial en la microecologia del tracto
gastrointestinal (Klaenhammer y Kullen, 1999). Otra agravante es que muchos de estos
estudios se enfocan a unas cuantas especies y los efectos benéficos se atribuyen por
interés comercial casi siempre a una cepa en particular, mientras que este efecto in vivo
probablemente se debe a la accidon concertada de un amplio grupo de microorganismos
(Buddington, 2009; Tuohy y col., 2003). Sin embargo el estudio y desarrollo de alimentos
funcionales, la produccién de probiéticos y prebidticos tiene un gran potencial a nivel
comercial (Klaenhammer y Kullen, 1999), asi como la posibilidad de generar productos que

mejoren el estado de salud general de quien los consume.
Para que un microorganismo sea considerado como probidtico debe cumplir uno o

varios de los siguientes criterios (Allsopp y col., 2013; Avila y col., 2011; De Vrese y

Schrezenmeir, 2008; Klaenhammer y Kullen 1999).
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e Libres de efectos patogénicos /toxicos.

e Presentes en el tracto intestinal de personas sanas.
e Tolerancia al pH acido.

e Tolerancia a las sales biliares y enzimas digestivas.
e Adherencia a las superficies epiteliales.

e Produccién de substancias antimicrobianas.

e Inmunoestimulacion.

e Antagonismo contra microorganismos patégenos.
e Actividad anticancerigena.

e Disminucién de duracién e incidencia de diarrea.

e Mantenimiento de la integridad de la mucosa.

Simbiodtico: La combinacion de elementos probidticos y prebidticos puede resultar
en alimentos que por sus propiedades y caracteristicas nutricionales puedan clasificarse
como alimentos funcionales con efectos benéficos a la salud (Gibson y Roberfroid, 1995). A
la combinacién sinérgica de estos elementos se le conoce como simbidticos (De Vrese y
Schrezenmeir, 2008). Una definicion mds completa de un simbidtico es: “mezcla de
probidticos y prebidticos que tienen un efecto benéfico en el huésped mejorando la
supervivencia e implantacién en el tracto gastrointestinal de microorganismos vivos

presentes en suplementos alimenticios” (Andersson y col., 2001).

La ingesta de prebidticos como FOS, inulina, galactooligosacdridos, entre otros, en
presencia de bacterias probidticas, se vincula a diferentes respuestas en el tracto gastro

intestinal. Estos efectos reportados por varios autores se resumen en la Figura 4.
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Figura 4. Mecanismos generales de accidén de pre y probidticos, de acuerdo a De Vrese y
Schrezenmeir (2008) y Steed y Macfarlane (2009)

Bacterias del género Leuconostoc, reportan actividades relacionadas a los
mecanismos mostrados en la Figura 4. L. mesenteroides, ha sido reportada como un
microorganismo inductor de mediadores de respuesta inmune (citocinas), lo que mejora
las respuestas tipo Thl relacionadas a alergias y prevencién de infecciones respiratorias
(Kekkonen y col., 2008). L. mesenteroides y L. gelidum también tienen reportada actividad
antimicrobiana por la produccidon de péptidos toxicos contra otras bacterias conocidos
como bacteriocinas, que tiene efecto contra cepas patdégenas como Listeria

monocytogenes (Martinez y Martinis, 2006).
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Leuconostoc citreum KM20 aislado de Kimchi (alimento fermentado tradicional
coreano) se encuentra reportado como un microorganismo con efecto anti cancerigeno y
actividad antimicrobiana (Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology,

2005).

2.4. Leuconostoc spp.

Se sabe que las bacterias del género Leuconostoc se encuentran presentes durante
las primeras etapas de la fermentacién de aguamiel (Escalante y col., 2008). Una de estas
especies, Leuconostoc citreum, ha sido seleccionada para éste trabajo, primeramente por

las siguientes caracteristicas:

e Las bacterias acido lacticas (BAL) Gram positivas, que no forman esporas y son
mesofilos, es decir crecen entre los 10 y 30°C a pH 6.5 (Lonvaud, 1999; Hemme vy
Foucaud, 2004).

e Son organismos GRAS (Generally Recognized As Safe, por sus siglas en inglés), es
decir, generalmente reconocidos como seguros por la Federal Drug Administration
de Estados Unidos (Hemme y Foucaud, 2004).

e Las BAL pueden estar presentes de manera natural o ser adicionados como
iniciadores de cultivo en quesos madurados, conservas, productos lacteos y bebidas
tradicionales como pulque y pozol (Escalante y col., 2008; Hemme y Foucaud, 2004;
Lonvaud, 1999; Olivares y col., 2002).

e Muchas de las especies de Leuconostoc son conocidas como productoras de
exopolisacaridos (EPS) de glucosa y fructosa (Hemme y Foucaud, 2004; Olivares y
col., 2003). Estos polimeros por lo general alcanzan altos peso moleculares que se

encuentran entre los 100-3000 KDa (Ortiz, 2004; Patel y col., 2012; Vijayendra y
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Sharath, 2008). La presencia de EPS es responsable de la viscosidad en el pulque y
otros productos fermentados (Olivares y col., 2003; Patel y col., 2012).
e Son productores de bacteriocinas (Hemme y Foucaud, 2004; Martinez y Martinis,

2006).

Especies del género Leuconostoc como L. citreum, L. mesenteroides y L. kimchi
representan aproximadamente el 36% de los organismos detectados como iniciadores de la
fermentacion en muestras de aguamiel (Escalante y col., 2008). Para el presente proyecto,
se decidié emplear el microorganismo L. citreum CW28 para realizar una fermentacion en

un medio formulado teniendo como referencia la composicion de aguamiel.

En la Figura 5 se muestran las principales rutas metabdlicas de Leuconostoc
mesenteroides, la cual se considera representativa del metabolismo de Leuconostoc spp.
Los principales productos metabdlicos producidos son: acido lactico, acido acético, etanol y
EPS. Los exopolisacaridos (EPS) son unidades repetidas de azlucares producidas
extracelularmente por BAL, que aportan textura y viscosidad a una variedad de alimentos

fermentados (Patel y col., 2012), como el pulque, pozol, quesos, entre otros.

Las bacterias pertenecientes al género Leuconostoc son frecuentemente
confundidas entre si por sus caracteristicas morfoldgicas y pruebas bioquimicas. Los
primeros reportes sobre la descripcién bioquimica de L. citreum corresponden al trabajo de
Farrow y Colllins. (1989), originalmente la cepa se identific6 como Leuconostoc
mesenteroides y posteriormente por pruebas de homologia de ADN fue clasificado como
Leuconostoc citreum (Farrow y Collins, 1989). El nombre se debe a la pigmentacién verdosa
gue produce el microorganismo. La cepa CW28 de L. citreum utilizada en la realizacién del
presente trabajo fue aislada del pozol por la Dra. C. Wacher de la Facultad de Quimica de la

UNAM. Se identificé inicialmente como L. mesenteroides (APl 50-CH), posteriormente, en
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nuestro grupo de trabajo, se re-clasificd como L. citreum por andlisis de rARN 16S (Olivares

y col., 2002).

|GLUCOSA|

GLUCOSA SACAROSA
ATP
~@ i\___y FRUCTOSA
v
G6P —2—G1P
<
~—P 2NADPH MANITOL
CO:2
\ 4
X|IulosaSP

o empr ACETATO

ATP
NADH Acetll CoA
NADH
2ATP 2 NADH

Piruvato
NADH ETANOL

i G1P glucosa-1-fosfato, G6P glucosa -6-fosfato,
i F6P fructosa-6-fosfato, GAP gliceraldehido-3- fosfato
i 1 sacarosa fosforilasa, 2 dextransacarasa,
LACTATO i 3 fosfoglucomutasa, 4g|ucocmasa 5 fructocinasa, .
i 6 manitol deshidrogenasa, 7piruvato deshidrogenasa

Figura 5. Representacion esquematica del flujo de carbono y energia a través de las rutas
metabdlicas centrales de Leuconostoc mesenteroides, modificado de Dols y col. (1997).

La gran mayoria de bacterias pertenecientes a Leuconostoc spp., son productores
de EPS de tipo dextrana (polimero de glucosa) o levana. Sin embargo Leuconostoc citreum

CW28, tiene una enzima fructosiltransferasa (FTF) de 170 KDa, que se encuentra anclada a
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la pared celular con actividad inulosacarasa. Esta enzima es altamente especifica para la
sintesis de inulina de alto peso molecular (Olivares y col., 2003). Las enzimas FTF son
capaces de catalizar la transferencia de un residuo de fructosa proveniente de una
molécula de sacarosa a una cadena de fructana en crecimiento, resultando en la sintesis de
polimero de alto peso molecular. Los Unicos reportes de bacterias con actividad
inulosacarasa son para Leuconostoc citreum CW28 y Streptococcus mutans (Olivares y col.,

2002).

El producto de la reaccidon de transferencia es polimero de inulina lineal de alto
peso molecular con enlaces glicosidicos del tipo B2-1. Tiene una actividad enzimatica
Optima a pH 6.5y 30°C. Existen reportes de que no se encuentra actividad enzimatica FTF al

crecer el microorganismo en glucosa y/o fructosa (Olivares y col., 2002).
De manera general, una enzima con actividad inulosacarasa, cataliza la siguiente
reaccioén (Figura 6):

Glucosa+Fructosa
H20

Sacarosa ——» Intermediario
fructosil-enzima

Fructooligosacarido

Sacarosa

Glucosa
Polimero de inulina

Figura 6. Representacion esquematica general de las reacciones catalizadas por una enzima

con actividad inulosacarasa (de acuerdo a Vergauwen y col., 2003).
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L. citreum forma parte del consorcio microbiano presente en las primeras etapas de
fermentacion de aguamiel. Por lo que es factible emplear este microorganismo para llevar
a cabo una fermentacién controlada en un medio que incluya azucares de agave y
sacarosa. De la fermentacién por la BAL L. citreum CW28 en un medio de cultivo formulado
con azUcares de agave enriquecido con sacarosa como fuente de carbono, se espera
obtener productos tipicos del metabolismo como: EPS de tipo inulina, acido lactico, acido

acético, manitol y etanol (Figura 5).

3. JUSTIFICACION

Con la creciente conciencia del consumidor sobre la relacion entre la microbiota
intestinal y su bienestar general, el mercado para los prebidticos y probidticos es cada vez
mas atractivo, por lo que el desarrollo tecnolégico de productos nutricionales que puedan

ofrecer beneficios a quien los consume constituye un nicho de oportunidad.

En México existe una variedad de bebidas fermentadas tradicionales que se
elaboran artesanalmente y cumplen con varios de los criterios necesarios para
considerarlos como de valor nutricional (aguamiel, pulque, pozol, entre otros). Sin
embargo, por la naturaleza de su manufactura, particularmente la del pulque, son
productos dificilmente estandarizables para su produccién y control de calidad a escala
industrial. Es por esto que el presente proyecto propone reproducir algunas de las
caracteristicas presentes en el aguamiel y el pulque (FOS, fibra dietética, acidos organicos,
entre otros), con el fin de desarrollar un proceso de fermentacién en condiciones
controladas, tanto en la formulacién del medio de cultivo, como del microorganismo, que

eventualmente pueda ser escalada a nivel industrial.
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HIPOTESIS

e Es posible obtener una bebida con potencial efecto simbidtico a partir de una
formulacidn inspirada en el aguamiel que contenga fructanas de agave y sacarosa
empleando como indculo Leuconostoc citreum CW28 para llevar a cabo una

fermentacion acido lactica.

OBJETIVOS

e Obtener una bebida lactica fermentada con propiedades prebidticas y probidticas
empleando la bacteria acido lactica Leuconostoc citreum cepa CW28 y un medio

formulado a partir de sacarosa y azUcares de agave.

5.1. Objetivos particulares.

e Caracterizar y comparar el contenido y perfil de azlcares presentes en el
aguamiel,y los azUcares presentes en extracto de plantas de agave.

e Formular un medio para la fermentacion de L. citreum CW28 que incluya azlcares
presentes en plantas de agave y sacarosa teniendo como referencia al aguamiel.

e Determinar las condiciones éptimas de crecimiento y cinética de produccién de
EPS de L. citreum CW28 en la formulacidon propuesta.

e Caracterizar el crecimiento y produccidn de metabolitos resultantes del cultivo de
L. citreum CW 28 en el medio formulado.

e Evaluar las propiedades organolépticas de la bebida formulada.

e Realizar estudios preliminares de estabilidad de la bebida.
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6. MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se dividié en 3 partes:

a) Caracterizacién de muestras de aguamiel.
b) Caracterizacion de agavina comercial.
c) Disefio y caracterizacion del proceso de elaboracién de la bebida obtenida del

cultivo de L. citreum en un medio basado en aguamiel.

6.1. Caracterizacidon de muestras de aguamiel.

El muestreo se llevd a cabo en el municipio de Huitzilac, Morelos (altitud 2550 m,
temperatura anual promedio de 11.8°C). Se eligieron tres especies de agave pulquero
abundantes en la region, con una edad aproximada entre 10 y 12 afios, pertenecientes a
especies de agave pulquero (tradicionalmente empleadas para la produccién de
aguamiel). La recoleccién se llevé a cabo en plantas que se encontraban entre 1-2 meses
de produccién de aguamiel. De acuerdo a Ortiz y col. (2008), el volumen de produccién
varia de acuerdo al tiempo y es entre 1-2 meses cuando se produce el mayor volumen
(aproximadamente 4 L por dia). La recoleccién de las muestras se llevo a cabo en el mes
de octubre, después de al menos 3 dias sin lluvia. Las tres especies seleccionadas (Figura
7) fueron clasificadas por el el Dr. Abisai J. Garcia Mendoza (comunicacién personal)
como:

a) Agave aff. americana L. (Maguey “meldn”).
b) Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck (Maguey “verde”).

c) Agave americana L.( Maguey “blanco legitimo”).
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Figura 7. Especies seleccionadas para muestreo de aguamiel a) A. aff. americana L. b) A. salmiana
Otto ex Salm-Dyck, c) A. americana L.

Se llevd a cabo un andlisis preliminar de muestras recolectadas de la manera usual
a las 12 horas de acumulacidon de aguamiel realizada por los agricultores. Posteriormente,
se realizé un segundo muestreo para la caracterizacién de muestras de aguamiel
recolectado en frascos estériles a las 2, 5y 12 horas de acumulaciéon de aguamiel en el
cajete de la planta, se tomd como tiempo cero el raspado del cajete. Se analizaron las

muestras de cada planta y tiempo por separado.

Para cada tiempo de acumulacién (2, 5y 12 h) de las tres especies de plantas se
determinaron valores de pH y cuantificacion de FQOS, azucares, acidos orgdnicos vy
proteina. Todos los analisis se realizaron por duplicado para cada tiempo de acumulacién
de aguamiel, tomando ambas muestras de una sola planta para cada especie. La medicién
de pH se realizé en el sitio con tiras reactivas (Merck) y posteriormente en laboratorio

empleando un potenciémetro a 20°C (MetroHM 827).

Se adiciond en el sitio 0.02% p/v de azida de sodio® como agente antimicrobiano
en todas las muestras, excepto la empleadas para la medicidon de pH. Todas las muestras

se congelaron en el sitio y se transportaron al Laboratorio 03 del Instituto de

! Compuesto que inhibe la actividad citocromo oxidasa.
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Biotecnologia, UNAM. Las muestras se descongelaron a 4°C y se centrifugaron a 3709 rcf
a 4°C por 30 min (centrifuga Beckman Coulter rotor cénico C0650). Se tomd el
sobrenadante, se aumento la concentracion de azida de sodio a 0.04% p/v y se congeld a -

20°C hasta su analisis.

Se evalud la presencia de crecimiento microbiano en las muestras con azida de
sodio, realizando siembras en cajas Petri con 50uL de cada muestra en medios sélidos LB,

MRSy R5 (Anexo 10.3), incubandolas a 30°C por al menos 24 horas.

Se determind la concentracién y perfil de FOS, azucares fermentables y productos
comunes de fermentacion, por medio de analisis cromatograficos (TLC; HPLC y HPAEC-

PAD) que se describen en la seccion 6.4.

Se determind el contenido de proteina total en muestras de aguamiel a partir de
una curva de albumina sérica bovina. Se tomaron 400uL de aguamiel a una dilucién 1/20
en agua destilada, se adicionaron 100 pl de reactivo de Bradford, dejando reaccionar por

12 min. La reaccion se lee a 595 nm en espectrofotémetro (Beckman DU650).

6.2. Caracterizacion de inulina de agave (agavinas).

Se analizé el producto Fructagave (polvo) producido por la empresa Agavidtica S.A.
de C.V. con sede en Monterrey, Nuevo Ledn. Este producto se comercializa como
ingrediente para la industria alimentaria. El andlisis se realizé por triplicado en dos lotes
comerciales (PR111123TL y PR130729AM). Los andlisis consistieron en pruebas de
solubilidad, porcentaje de humedad, contenido de azucares libres, FOS, perfil de

carbohidratos, y contenido de proteina.
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La solubilidad de agavina comercial se evalué por la presencia de sedimento al

mezclar la sustancia en agua a 30°C a concentraciones de 100, 125, 200 y 400 g/L.

El el porcentaje de humedad se determind por diferencia entre el peso inicial y
final de 2 g de muestra empleando una estufa a 60°C (Precision Scientific Inc.) hasta

alcanzar el peso constante de la muestra.

Se determiné el contenido de proteina total a partir de una curva de albumina
bovina. Se tomaron 400uL de una solucién de agavina a una concentracién de 125 g/L, se
adicionaron 100 pl de reactivo de Bradford, dejando reaccionar por 12 min. Las lecturas

se realizaron a 595 nm en espectrofotometro (Beckman DU650).

6.3. Caracterizacion del crecimiento y productos de la fermentacion de

Leuconostoc citreum CW28 en diferentes medios de cultivo.

La cepa de Leuconostoc citreum CW28 fue tomada del cepario del laboratorio 03
del IBT (L. citreum CW28/10). Se realizé la activacion del liofilizado en medio Leuconostoc
(medio Lm, Tabla 4), empleado para la caracterizaciéon de la inulosacarasa de L citreum

(Ortiz, 2004).

Tabla 4. Composicion del medio Lm

Componente Concentracion
(s/L)
Fuente de carbono Sacarosa 20
Fuente de nitrégeno Extracto de levadura® 20
Amortiguador Fosfato di potasico (K;HPO4) 20
pH del medio (ajustado con HCI) 6.9
ol Sulfato de magnesio (MgS0,4 7H,0) 0.2
Cloruro de calcio (CaCl, 2H,0) 0.05
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Componente Concentracion
(s/L)
Sulfato ferroso (FeSO4 7H,0) 0.1
Sulfato de manganeso (MnSQ4 7H,0) 0.1
Cloruro de sodio (NaCl) 0.1

1 Extracto de levadura de BD Nutrients

Para realizar las pruebas de fermentacién en diferentes medios de cultivo a
formularse, se produjeron reservas del microorganismo en medio Lm, empleando 500 uL
de cultivo en fase exponencial (DO entre 5.5y 6.5) + 500 uL de glicerol estéril al 80%. Estos

se almacenaron a -20°C hasta su uso en un tiempo no mayor a 20 dias.

Todas las fermentaciones se llevaron a cabo en matraces estériles Erlenmeyer de
250 mL de capacidad con 50 mL de cultivo y tapdn de algoddn, con una agitacion de 200
rom y a 30°C en incubadora New Bronswick Scientific. En todos los cultivos se empled

como control de esterilidad un matraz con el medio empleado (sin inéculo).

Para todas las fermentaciones se llevaron a cabo dos pasos, uno de “activacion” en
el cual se crecié el microorganismo en medio Lm, empleando como indculo 1% (v/v) de
glicerol al 40% de L. citreum. Una vez alcanzada una a DOgoonm €ntre 5.5-6.5, que equivale
a 0.8 a 3x108 UFC/mL (fase exponencial) o 7.5-8.5, que equivale 0.8 a 8x10° UFC/mL (fase
estacionaria). Este cultivo se empleé como inéculo al 2% (v/v) de la fermentacién en
medio formulado con agavinas. Las mediciones de DO se llevaron a cabo en un
espectrofotémetro Beckman DU650 en diluciones adecuadas para realizar la medicién en

un rango entre 0.1y 0.9.

La caracterizacion del cultivo de L. citreum se realizd en diferentes medios

formulados, evaluando los siguientes parametros:

e Acidificacion del medio (pH).

33



e Concentracion de células (cuentas viables y biomasa en peso seco).

e Consumo de sustrato

e Actividad enzimatica total (reaccidn de hidrdlisis + reaccion de transferencia)
e Produccién de polimero de inulina.

e Produccién de acidos orgdnicos y etanol.

Las mediciones de pH y cuentas viables se realizaron de manera inmediata a la
toma de muestra en todos los casos, para el resto de los analisis se tomé 1mL de cultivo el
cual se centrifugd a 21,130 rcf por 5 minutos (centrifuga Eppendorf 5424), se tomé el
sobrenadante y se microfiltré en filtros para jeringa de 0.2um con membrana de nylon

(Cronus 4mm o Titan3 17mm). Las muestras se almacenaron a -20°C hasta su anlisis.

Acidificacion del medio (pH): las mediciones de pH se realizaron a 25°C con un

potenciometro MetroHM 827, previamente calibrado con solucion estandarpH 4y 7.

Concentracion de células: cuentas viables y peso seco: la determinaciéon de
cuentas viables se realizd6 empleando diluciones adecuadas de tal manera que la cuenta se
realizard en cajas estadisticamente representativas (entre 25 y 250 colonias por caja) de
medio Lm con agar al 2%. Todas las cuentas se realizaron al menos por duplicado. Las

cajas se incubaron a 30°C en incubadora Boekel Industries Inc. por un periodo de 24- 48 h.

Para la determinacidon de Biomasa por peso seco, se tomaron 50 mL de cultivo en
medio Lm y medios formulados con agavinas y se centrifugaron las células a 3709 rcf, 5°C
por 15min (centrifuga Beckman Coulter rotor conico C0650). Las células se lavaron 3 veces
resuspendiendo el pellet en agua destilada y concentrando el volumen de la muestra 5

veces. Se empled un equipo de secado Brainweigh MB 301 con resistencia y balanza
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OHAUS integrada. El equipo se operd a una intensidad de 12, hasta alcanzar el peso

constante de la muestra (aproximadamente 50 min).

Se empled la Ecuacién 1 para normalizar los valores de concentracion de células
obtenidos por cuentas viables respecto al peso seco y realizar los balances
correspondientes. Se dividié el valor de biomasa en peso seco (mg/mL) entre la

concentracién de células obtenida por cuentas viables (UFC/mL).

mg biomas
Peso seco (% _mg biomasa
Cuentas viables (%} log UFC

Ecuacion 1

Actividad enzimatica: la actividad enzimatica total (reaccién de transferencia +
reaccion de hidrolisis) expresada en unidades (U) de una glicosiltransferasa, se define
como la cantidad de enzima que produce 1 umol de fructosa o glucosa por minuto. Una
medida indirecta de la actividad enzimdtica total es la concentracién de azucares
reductores (AR) (fructosa y glucosa) liberados al medio en un determinado tiempo de

reaccion.

La determinacion de actividad enzimatica se llevo a cabo con las células de dos
cultivos independientes de L. citreum en fase estacionaria, previamente lavadas en buffer
de fosfatos 50 mM pH 6.5, en presencia de 100 g/L de sacarosa a un volumen de reaccion
de 600 pL. La reaccidn de liberacion de AR totales se realizd a tiempos iniciales (0, 2,5, 7 y
10 min). La medicién de AR se realizé de manera indirecta por la absorbancia a 540 nm

(espectrofotometro Beckman DU650) en presencia de acido 3,5 dinitrosalisilico (DNS) de
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acuerdo al método reportado por Sumner y Howell (1934), obteniendo por regresion

lineal la pendiente de la liberacién de AR respecto al tiempo de reaccién.

Se empled como curva patrdn una solucion estdndar de fructosa, donde se midié
las absorbancias a 540 nm correspondientes a diferentes concentraciones de fructosa
(0.25, 0.5, 0.75y 1 mg/mL). Se obtuvo por regresion lineal, la pendiente de la curva patrén
de fructosa (mL/mgAR).Se determind la velocidad inicial (vi) a partir de la liberaciéon de AR

con la Ecuacion 2.

: . 1
mg AR 3 Pendiente del experimento (ﬁ}

vi |

m

min* mL’ L
(mg_,m}

Pendiente curva patrén

Ecuacion 2

Para reportar la actividad total en U/mL, la vi se expresé como actividad (Ecuacién 3)

umal 1molAR 1X10%umol mlL de reaccién ,
) ] ¥ diluciéon

U/mL ( i % ® :
180000mgAR 1maol mL de cultivo

mirn = ml
Ecuaciéon 3

Ya que la actividad inulosacarasa estd asociada a la célula (Ortiz, 2004), es
importante tener aproximadamente la misma concentracion de células en los cultivos
evaluados para comparar la actividad enzimatica en los diferentes medios. Ya que no se
alcanzé la misma concentracion de células en todos los medios de cultivo evaluados, la

actividad enzimatica se normalizé tomando la actividad enzimatica (U/mL) por el Log del
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namero de cuentas viables por mL de cultivo (Log UFC/mL), expresandose como U/Log

UFC.

Se calculd la velocidad de reaccion expresada como la velocidad de consumo de
sustrato (sacarosa consumida por litro en un minuto), a la que se le llamd Vpmax. De esta
forma, es posible calcular el tiempo de reaccién requerido para consumir una

determinada concentracién de sacarosa, empleando la siguiente ecuacién:

, _ SoX — Ky Ln(1-X)
vmﬂx

Ecuacion 4
Donde So= sustrato inicial (mol/L)
Km asociada a células = 66 mM 2
X= fraccion de sustrato consumido
Vmax= mol sacarosa consumida /L min

Caracterizacion del peso molecular y cuantificacion del polimero producido por L.
citreum: para la caracterizacién del peso molecular del polimero se genera una curva
estdndar de peso molecular empleando estandar comercial. Para la cuantificacién de la
concentracion de polimero se realiza una curva de calibracion empleando como estandar
una solucion al 1% de inulina de L. citreum secada por aspersidon producida en el 2009 a
escala piloto en el Instituto de Biotecnologia, UNAM. El analisis se realiza por HPLC

(seccidn 6.4).

2 Reportada por Ortiz (2004).
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6.3.1. Condiciones de estudios preliminares de estabilidad del producto de

la fermentacion de L. citreum CW28.

Una vez alcanzada la fase estacionaria del cultivo, se tomaron 25 mL del producto de
la fermentacién de L. citreum en medio formulado con agavinas, se trasvasaron en
condiciones estériles a frascos de vidrio de 50 mL con tapdn de silicdn y cinturén metalico
y se almacenaron a una temperatura de 5 + 1°C. El analisis se llevé a cabo por triplicado.
Se tomd como tiempo cero el Ultimo punto muestreado del cultivo en fase estacionaria y
se tomaron muestras a los 17 dias de almacenamiento, a las muestras de estabilidad se les
realizé6 determinacién de pH a 25°C (potenciémetro MetroHM 827), concentracion de
inulina, fructosa, glucosa, sacarosa, acido lactico, acido acético y etanol por analisis

cromatograficos (seccidn 6.4) y concentracion de células por cuentas viables.

Figura 8. Almacenamiento del producto de fermentacion de L. citreum en medio Agavinas

para ensayos de estabilidad

6.3.2. Evaluacidn sensorial del producto de fermentacion de L. citreum

cwas.

Se llevd a cabo una evaluacion sensorial de la formulacidn final del cultivo (Medio
Agavinas BN), el andlisis se realizd6 en menos de 24 h después del término de la

fermentacion. El producto se mantuvo a 4°C hasta su analisis. El analisis fue realizado por
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un panel de expertos en las instalaciones de la Facultad de Quimica de la UNAM en el

Departamento de Alimentos y Biotecnologia bajo la direccion de la Dra. Patricia Severiano

Pérez con la siguiente metodologia.

En la evaluacién de las muestras participaron 15 jueces entrenados en metodologia

sensorial descriptiva y con experiencia en evaluacion de bebidas fermentadas (liiigo,

2013), con un rango de edad de 21-24 aios (16% hombres y 84 % mujeres).

Se llevd a cabo un Anadlisis de Componentes Principales (ACP), que pretende

representar un conjunto amplio de variables en un nimero reducido de dimensiones

llamadas componentes principales. Estos componentes son combinaciones de las

variables originales, por lo que una representacién grafica permite observar la relacion

entre las variables (Ibafez y Barcina, 2000).

Se generaron 14 atributos, 6 de apariencia, 2 de olor y 6 de flavour (Tabla 5).

Tabla 5. Descriptores de bebidas fermentadas y orden de evaluacién

Apariencia Olor! Flavour*
1.Burbujeante 7.Agrio 9.Dulce
2.Homogeneidad 8.Acido 10.Acido
3.Formacion de pelicula 11.Agrio
4.Color 12.Citrico
5.Viscosidad 13.Astringente

6.Precipitaciéon

14.Resabio acido

1 Se evaluaron ademas otros olores y resabios (gustos), sin embrago para el analisis de ACP

se tomaron solo los descriptores que aparecian en todas las muestras.
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Analisis Estadistico: Se utilizé el programa estadistico FIZZ calculations, 2.3
(Biosystemes 2007, Couternon, Francia). Todas las pruebas que se aplicaron a los jueces
fueron por medio de cuestionarios electrdnicos. Los datos se analizaron mediante ANOVA
a dos vias (jueces y muestras). Para conocer en que atributos existia diferencia
estadisticamente significativa entre las muestras, se realizé una prueba de comparacién
multiple de medias (DMS) tomando un valor de p < 0.05. El andlisis de los datos fue
realizado por ACP utilizando una matriz de covarianza. Todas las muestras fueron

evaluadas en una escala de 1-9.

6.4. Analisis cromatograficos.

El andlisis cualitativo de carbohidratos en se realizé por cromatografia en capa fina
(TLC), se empled como fase moévil una mezcla de acido acético 42%; cloroformo 12%;
etanol 42%; agua 4%. En placas con soporte de aluminio (Machery-Nagel 10cm) aplicando
0.5 pL de cada muestra. Se realizé el revelado con a-naftol aplicado por aspersién y
activado con calor (80°C). La cuantificacién de carbohidratos, inulina, acidos organicos y
etanol, se realiz6 cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Las fases moviles se
preparon con reactivos grado HPLC se y degasificaron con helio. Todos los analisis se
realizaron previa estabilizacidn del equipo, las muestras inyectadas fueron centrifugadas a
21,130 rcf por 5 minutos y semicrofiltraron con filtros para jeringa de 0.2 um membrana

de nylon (Cronus 4mm o Titan3 17mm).

e Cuantificacidon de carbohidratos (fructosa, glucosa y sacarosa): se empled un equipo

de cromatografia marca Waters 717 con deteccién por indice de refraccién con una

columna Prevail Carbohydrate ES 5um (Grace) a un flujo isocratico de 1 mL/min de
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acetonitrilo:agua (70:30) a 30°C. se empleé como estandar soluciones de los tres
azUcares a una concentracion de 10y 2 g/L cada uno.

e Caracterizacién y Cuantificacién de inulina de alto peso molecular: se empleé un

equipo de cromatografia Ultimate 3000 marca DIONEX, con deteccidén por indice de
refraccion. Se emplearon dos columnas de Ultrahydrogel en tandem, (Waters
WAT011545 y WAT011530) con un flujo isocratico de 0.8 mL/min de nitrato de sodio
a una concentracién de 8.5 g/L y 30°C. Como estandar de la caracterizaciéon de peso
molecular, se empled una curva de tiempos de retencion, construida con muestras de
polimero de dextrana comercial (Polymer Standard Service, USA) de varios pesos
moleculares (11,600; 23,800; 48,600; 148,000; 273,000; 410,000; 668,000 Da). Para la
cuantificacion de inulina producida, se empleé como estandar una solucién de inulina
de L. citreum secada por aspersion al 1%.

e Cuantificacidon de productos de acidos organicos y etanol: se empled un equipo de

cromatografia Ultimate 3000 marca DIONEX, con deteccidn por indice de refraccion y
UV a 210 nm. Se us6 columna para acidos organicos Aminex HPX-87H (Biorad) con un

flujo isocratico de 0.5mL/min de acido sulfirico 0.5 mM a 50°C. Caracterizacién del

perfil de carbohidratos: se usdé cromatografia de intercambio anidnico de alta

eficiencia acoplada a pulsos amperométricos (HPAEC-PAD) con detector
electroquimico ED50 (Dionex) y una columna para analisis de carbohidratos PA200

(Dionex).

En la Tabla 6 se detallan las condiciones de los programas de elucién empleados.
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Tabla 6. Programas de elucién empleados para la determinacion de perfil de carbohidratos por

HPAEC-PAD

PROGRAMA 1

PROGRAMA 2

Gradiente

99%A,+1%B (0-0.5min),
80%A+20%B (1-25 min),
20%A+80%B (25.5-85min)

99%A,+1%B (0-0.5min),
55%A+45%B (1-50 min)

Re-equilibrio de columna

99%A+1%B (85.5-95.5 min)

99%A+1%B (51-61min)

Flujo de elucién 0.5 mL/min 0.5 mL/min
Fase A Hidréxido de sodio 150mM a partir de solucidn al 50% p/p *
Fase B Acetato de sodio 500mM/hidréoxido de sodio 150mM a partir de

solucion al 50% p/p. *

1 El calculo se realiza con una densidad de 1.53 g/mL para la solucién de NaOH al 50%

6.5. Cuantificacion indirecta de fructanas.

La cuantificacion de fructanas, se realizd de manera indirecta por diferencia entre
la concentracidn de glucosa y fructosa libres, y la concentracién de glucosa y fructosa
totales después de hidrolizar completamente las fructanas presentes en aguamiel y
agavinas. La reaccion de hidrdlisis se realizé por triplicado a 60°C, pH 5.2, por 15 h,
empleando la enzima comercial Fructozyme (Novozymes Corp.), a concentraciones de 1%
v/v para muestras de aguamiel y 0.15% v/v para agavinas. Se cuantificé por HPLC la
concentracién de fructosa, glucosa y sacarosa, expresada en mmol/L, de las muestras
antes y después de la reaccion de hidrdlisis. La concentracion de fructanas se determina

con la Ecuacién 5:

mmol
Fos (“52) = (£ - = E) + (6.~ G, — G.)
Ecuaciéon 5

Donde: Ft = fructosa total después de hidrdlisis (mmol/L)

FI = fructosa libre antes de hidrdlisis (mmol/L)
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Fs = equivalentes de fructosa provenientes de la sacarosa inicial (mmol/L)
Gt = glucosa total después de hidrdlisis (mmol/L)
Gl = glucosa libre antes de hidrdlisis (mmol/L)

Gs = equivalentes de glucosa provenientes de la sacarosa inicial (mmol/L)

Se determind el GP promedio aparente de las fructanas presentes en aguamiel y
agavinas con la siguiente ecuacién reportada por Waleckx y col. (2008), el cdlculo se

realizé en g/L.

Ftotal — F inicial — 0.52 S inicial +
G total — G inicial — 0.52 5 inicial

GP promedio aparente =

Ecuacion 6
Donde F= fructosa
G=glucosa
S=sacarosa
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7. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

7.1. Caracterizacidon de muestras de aguamiel.

Se llevaron a cabo dos recolecciones de muestras de aguamiel producido por las 3
especies seleccionadas: Agave salmiana Otto-ex Salm Dyck, Agave aff. Americana L y
Agave amercana L. La primera recoleccion fue realizada por los agricultores, de la manera
acostumbrada, es decir, a las 12 horas de acumulacién de aguamiel en la panta. En estas
muestras se comprobé que la fermentacién del aguamiel se encontraba avanzada al
realizar la recolecciéon. Esto se pudo inferir, ya que en los tres casos el pH se encontraba
alrededor de 4. Se confirmd por HPLC, la presencia de dcidos organicos derivados de la
fermentacion, la baja concentracidon de sacarosa y la ausencia de FOS. Se concluyé que
estas muestras no eran adecuadas para el estudio. Se llevd a cabo una segunda
recoleccién de aguamiel a tiempos mds cortos de acumulacion en la planta (2, 5y 12 h)
para observar la evolucién de las azlcares presentes. El tiempo se contd a partir del
momento del raspado de la planta. Se observé un volumen de aguamiel entre 200 a 500
mL a las 2 horas de iniciada la medicién, hasta 2 L a las 12 h. La producciéon estimada de

aguamiel fue de 4 L/dia, lo que coincide con lo reportado por Ortiz-Basurto (2008).

7.1.1. Estabilizacion de muestras de aguamiel para analisis

Para evitar que el crecimiento microbiano continuara en las muestras de aguamiel
empleadas en la caracterizacién fisicoquimica (segunda recoleccion), se empled azida de
sodio como agente antimicrobiano, éste se adiciond en el sitio de recoleccién a una
concentracion de 0.02% p/v, de acuerdo a lo reportado por Ortiz y col. (2008). Esta
concentracion no fue suficiente para mantener controlada la actividad microbiana en el
aguamiel, ya que se observd crecimiento en caja Petri en al menos 2 de los 3 medios
sélidos empleados (LB, MRS y R5) en las muestras tomadas de las 3 plantas. Por esta

razén, se aumentd la concentracién de azida de sodio a 0.04% p/v en todas las muestras,
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se confirmé por plagueo en los medios sélidos LB, MRS y R5, que ésta concentracion fue
suficiente para evitar el crecimiento microbiano en muestras de aguamiel. De acuerdo a
Hartman y col. (2008), una concentracién de azida de sodio entre 0.02 y 0.04% suele ser

suficiente para actuar como agente bactericida.

7.1.2. Evolucidon de pH del aguamiel durante su acumulacion en la planta

La acidificacién del aguamiel puede deberse a la presencia de acidos lactico y
acético, lo que se relaciona con actividad microbiana presente en el cajete de la planta,
por lo que la evolucién de pH puede ser indicativo de actividad microbiana. Por esta razén,
se monitored la evolucidon del pH del aguamiel de las tres especies muestreadas, a

diferentes tiempos de acumulacién (Tabla 7).

Tabla 7. Valores de pH en muestras de aguamiel a diferentes tiempos de acumulacién

en la planta
Especie Acumulacioén (h) pH en sitio
Agave salmiana Otto ex Salm- ; :
Dyck
12 6
2 8
Agave aff. americana L 5 8
12 5
2 8
Agave americana L. 5 7
12 5

El valor de pH de 8 observado en las tres plantas a las 2 horas de acumulacion fue
mayor al reportado en la literatura para muestras de aguamiel (Tabla 3), lo que puede ser
debido a que usualmente el aguamiel se colecta a las 12 horas de acumulacion en plantay
para ese momento ya se han sufrido modificaciones debido a actividad microbiana. No

existen reportes del valor del pH al inicio del proceso de acumulacién. Se observé que el
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valor de pH permanece practicamente sin cambios durante las primeras 5 h, lo que puede
indicar que la actividad microbiana es menor al principio de la acumulacién. El pH, entre 6
y 5, registrado a las 12h, se encuentra en el rango reportado por Sanchez y Hope (1953),

Escalante y col. (2008) y Ortiz y col. (2008).

7.1.3. Evolucion de carbohidratos presentes en aguamiel durante su

acumulacion en la planta

Se determind la presencia de azlcares simples y FOS en aguamiel a diferentes
tiempos de acumulacién, para evaluar su trasformacién entre el tiempo que comienza a
fluir el aguamiel en la planta y su recoleccion. En la Figura 9 se muestra un analisis

cualitativo por cromatografia en capa fina (TLC).

Figura 9. Cromatografia en capa fina de azlcares en muestras recolectadas de aguamiel a
diferentes tiempos de acumulacidn. 1) Estandar de Glucosa, fructosa, sacarosa. 2) Estandar de
Oligofructosa P95 Orafti (GP 3-8). 3) Estandar de Inulina HP Orafti (GP 23-60). 4,5,6) Aguamiel de
A. salmiana Otto ex Salm Dyck 12, 2, 5 h. 7,8,9) Aguamiel de A. aff americana L. 12, 2,5 h. 10, 11)
Aguamiel de A. americana L. 2y 5 h
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Estos resultados confirmaron la presencia de sacarosa en las muestras de las tres

especies, la presencia de monosacaridos se observa en todas las muestras, excepto para

aguamiel de A. salmiana Otto ex Salm Dyck a 2 y 5 h. Por ésta metodologia sélo se observa

la presencia de FOS en las muestras de las plantas A. aff. Americana y A. americana L. En

ningun caso se observo la presencia de polimero. En Tabla 8 se muestra la cuantificaciéon

de glucosa, fructosa y sacarosa mediante HPLC, donde se puede constatar que el

contenido inicial de sacarosa (2 h) en el aguamiel de las tres plantas se encuentra entre 42

y 58 g/L. Las concentraciones de glucosa y fructosa se encuentran entre 1.5 y 10 g/L.

Existe una diferencia significativa en el contenido de los tres azucares analizados entre las

muestras de aguamiel recolectadas de A. americana L. respecto a las otras dos especies.

Tabla 8. Concentracidn de fructosa, glucosa y sacarosa en muestras de aguamiel a diferentes
tiempos de acumulacién en la planta, determinada por HPLC

Tle(r:)po Fructosa (g/L) Glucosa (g/L) Sacarosa (g/L)
A. salmiana Otto ex Salm-Dyck
2h 1.57 £0.77 1.69 £0.37 41.84+£4.53
5h 1.28 £ 0.54 1.43+£0.22 43,58 £ 2.25
12 h 4.81 +0.18 2.81+0.09 23.09 £0.54
A. aff americana L
2h 1.73 +£0.58 2.07 £0.27 47.16 £ 2.83
5h 7.13 £0.79 6.60 £ 0.35 31.55 £1.77
12 h 11.49 +0.85 8.60+£0.25 4.44 +0.80
A. americana L.

2h 10.24 + 2.66 5.90+2.75 57.65+6.41
5h 17.24 +5.49 14.54 + 4.45 43.22 £ 9.98
12 h 21.93+1.78 13.43 +1.07 9.13 +0.54

Conforme avanza el tiempo de acumulacion (12 h) se observé un consumo de

sacarosa, que va del 45% en el caso del A. salmiana Otto ex salm Dyck al 90% para A. aff

americana L. Dado que existe un aumento de los azucares reductores en todas las

muestras, el consumo de sacarosa y liberacion de azlcares reductores puede explicarse
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tanto por actividad enzimatica de la planta como por actividad por parte del consorcio
microbiano presente. Ortiz y col. reportaron en el 2008 la presencia de inulinasas e
invertasas en muestras de aguamiel sin poder adjudicar su origen a la actividad de la

planta o a actividad microbiana.

Los valores de fructosa, glucosa y sacarosa reportados en aguamiel son
heterogéneos y varian dependiendo de la especie y regidn de cultivo (Tabla 3). A pesar de
que las 3 plantas se encontraban en las mismas condiciones geograficas y ambientales, el
aguamiel de A. americana L. fue el de mayor contenido de azucares fermentables de las
plantas evaluadas, sin embargo ésta concentracion de sacarosa es menor a la
concentraciéon de 73.9 g/L (410.16 mM de hexosa) reportada por Escalante y col. (2008)

para aguamiel recolectado en la misma zona (Huitzilac, Morelos).

En el andlisis cromatografico de las muestras de aguamiel recolectadas, se observd un

compuesto, adicional a la fructosa, glucosa y sacarosa, mostrado en la

Figura 10. Es probable que se trate de un producto de fermentacion o hidrélisis, ya que la
concentracion de este compuesto aumenta con el tiempo de acumulacidon. Si bien este
compuesto no fue cuantificado, tiene un tiempo de retencion por cromatografia que
coincide con un estandar de manitol (6.5 minutos). EI manitol se encuentra reportado
como producto de fermentacion en cultivos con L. citreum por actividad de una manitol

deshidrogenasa (Ortiz y col., 2004).
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Figura 10. Cromatograma por HPLC de azucares reductores de aguamiel de A. americana
L. 12 h de acumulacion, en el que se observa un compuesto no cuantificado, ademas de fructosa
(F) y glucosa (G).

Una vez determinada la concentracion de fructosa, glucosa y sacarosa por HPLC,
se realizé la hidrélisis completa por tratamiento enzimatico de las muestras de aguamiel,

con el fin de cuantificar el contenido de FOS.

La concentracion de FOS determinada incluye la glucosa incorporada, cantidad
gue usualmente se desprecia en polimeros de alto peso molecular, cuya composicion
mayoritaria son residuos fructosilo y la concentracidon de glucosas terminales es minima.
En el caso de los FOS con GP bajos (3-6), la glucosa incorporada puede ser relevante, ya
gue, entre menor sea el GP de los FOS presentes, mayor sera la cantidad total de residuos

glucosilos terminales incorporados.
Cabe mencionar que el analito que coincide con el tiempo de retenciéon del

manitol, mostrado en la

Figura 10, no sufre alteraciones con el proceso de hidrdlisis enzimatica. La
concentracion de FOS, se muestra conjuntamente con las concentraciones de glucosa,

fructosa y sacarosa en la Figura. 11 para diferentes tiempos de acumulacién en la planta.
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En la Figura. 11, se observd que el aguamiel producido por el agave pulquero
conocido comunmente como “blanco legitimo” (A. americana L.) es el que presenta
mayor concentracion de FOS, y en general de azucares totales, comparado con las otras

dos especies muestreadas.

A. salmiana Otto ex Salm- A. aff. americana L. A. americana L.
Dyck
2h 5h 12h 2h 5h 12h 2h 5h 12h
110 I
OFOS totales (g/L)
100 A
o[ _ B Glucosa (g/L)
80 é
- ] NFructosa (g/L) o s
:g 60 _ B Sacarosa (g/L) F
£ NN
g 50 7
g
© 404
30 : R
20 §
10 N
0 3

Figura. 11. Contenido de fructosa, glucosa, sacarosa y FOS a diferentes tiempos de acumulacién de
aguamiel en 3 especies de agave pulquero.

La concentracidon de FOS no sufrié cambios drasticos durante la acumulacién, es
decir que la concentracién de FOS del aguamiel permanece aparentemente constante
durante su acumulacién en la planta. En las plantas de agave, las fructanas se encuentran

en forma de productos de una amplia distribucion pesos moleculares (Arrizon y col.,
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2010; Lépez y col., 2003; Mancilla y Lépez, 2006; Mellado y Lépez, 2012). Estas fructanas
sufren transformaciones enzimaticas durante el proceso de produccién de aguamiel y/o
acumulacién en la planta, dando como origen fructanas con un GP entre 3-5 (Bhatia y
Nandra, 1979). En la TLC realizada en muestras de aguamiel (Figura 9), se observé la
presencia de monosacaridos, disacdridos y FOS. Se determind el perfil de carbohidratos
presentes en el aguamiel de una manera mas fina, por la técnica de HPAEC-PAD (Figura
12). Se compararon las muestras de aguamiel con un estandar de monosacdridos y FOS
con un GP de 3 a 5. En el aguamiel de las tres especies de agave pulquero muestreadas, el
GP observado se encuentra entre 3 y 5, la mayoria de sefiales se observaron alrededor de
un GP 3. En ninguln caso se observaron componentes que eluyan después de los 10 min,
lo que confirma la ausencia de polimero. El GP encontrado en las muestras y la ausencia

de polimero coincide con lo reportado por Ortiz y col. (2008)
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Figura 12. Perfil de carbohidratos analizados por HPAEC-PAD en muestras de aguamiel a
12 h de raspado de tres especies de plantas de agave pulquero.
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7.1.4. Andlisis cualitativo y cuantitativo de productos de fermentacion en

aguamiel durante su acumulacion.

La acidificacién y consumo de sacarosa en el aguamiel durante su acumulacién en
la planta, es indicativo de un proceso de fermentacién. Por esto, se decidié analizar la
presencia de acidos organicos y etanol por HPLC (Figura 13), que son productos comunes
de fermentacion en bacterias acido lacticas y levaduras, las cuales se reportan como parte
mayoritaria del consorcio microbiano presente en aguamiel (Escalante y col., 2004;
Escalante y col., 2008). Se observd la presencia de acido lactico, acido acético y etanol en
todas las muestras de aguamiel muestreadas. A las 12 h de acumulacién, ademas de estos
productos de fermentacidn, se observo la presencia de acido propidnico, sin embargo, la
concentracion de éste acido se encontré por debajo del limite de cuantificacién por HPLC.
En la Figura 13 se muestra la evolucion de las concentraciones de dacido lactico, acido

acético y etanol con respecto al tiempo de acumulacién de las 3 especies de plantas.

El aguamiel presentd desde las 2 h de acumulacién, concentraciones de etanol,
acido lactico y acético (Figura 13). Confirmando que, a pesar de los esfuerzos por tomar
muestras “frescas”, se llevan a cabo de manera espontdnea modificaciones en el

aguamiel desde que este empieza a fluir en el cajete de la planta.

Se observdé que aunque las plantas de las tres especies se encontraban en la
misma darea geogrdfica, condiciones ambientales, y tiempo de capado, las
concentraciones de productos de fermentacién alcanzadas a las 12 h de acumulacion de
aguamiel son variadas, posiblemente debido a la composicion especifica de los consorcios
microbianos presentes en cada planta. De las muestras recolectadas, el aguamiel de
Agave aff. Americana L. es el que presentd mayor contenido de etanol, con un valor de
7.68 g/L para las 12 h de acumulacién. Las concentraciones encontradas de etanol en las

tres plantas a todos los tiempos de acumulacion fue mayor al reportado por Cervantes y
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Pedroza (2007), Escalante y col. (2008) y Sanchez y hope (1953). La concentracion de
etanol en aguamiel y pulque se relaciona con la presencia de levaduras. Lappe y col.
(2008) reportaron como la relacién de BAL y levaduras se va modificando conforme pasa
el tiempo de fermentacién de aguamiel a pulque, relaciondndose directamente con un

aumento en la concentracién de etanol y una disminucién de azlcares fermentables.

Agave salmiana Otto ex Salm- Agave Aff. Americana Agave Americana
Dyck L. L.

E2hrs E5hrs B 12hrs

8.0
75 -
7.0 -
6.5 -
6.0 -
55 -
50 -
45 -
4.0 -
35 -
3.0 -
25 -~
2.0
15
1.0
0.5
0.0

Concentracion (g/L)

Ac Ac. Etanol
Lactico Acético Lactico Acético Lactico Acético

Figura 13. Productos de fermentacion cuantificados en muestras de aguamiel recolectadas
a 2,5y 12 h de acumulacion de 3 especies de agave pulquero.

Las concentraciones de acido lactico cuantificadas a las 2 h de acumulacién para A.
salmiana otto ex salm Dyck y A. aff. Americana L (0.35-0.65 g/L), fueron similares al valor
de 0.56 g/L reportado por Escalante y col. (2008). El acido acético cuantificado alas 2 h en
las tres especies de agave muestreadas, fue de 0.24 a 0.48 g/L, lo que es cercano al valor

de 0.37 g/L reportado por Escalante y col. (2008).
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7.1.5. Cuantificacién de proteina total en aguamiel

Ya que el aguamiel es el medio natural que da lugar a la produccion de pulque, es
de esperarse que ademas de fuentes de carbono contenga fuentes de nitrégeno, como
proteina, que soporten el crecimiento microbiano, por lo que se determiné la cantidad de
proteina total y los cambios en la concentracidn respecto al tiempo de acumulacién de

aguamiel en el cajete Los resultados se muestran en la Figura 14.
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Agave Salmiana Otto ex Agave aff. Americana Agave americana
Salm-Dyck i L.

Figura 14. Cuantificacién de proteina total en muestras de aguamiel de 3 especies de agave
pulquero evaluadas a 2, 5y 12 h de acumulacion en la planta.

En las tres plantas se observd la diminucion de proteina total, conforme avanza el
tiempo de acumulacién (Figura 14). Lo anterior puede ser resultado del crecimiento
microbiano presente que incluye varias especies de bacterias y levaduras (Cervantes y
Pedroza, 2007; Escalante y col., 2008, Lappe y col., 2008; Sanchez y Hope, 1953), o
también puede ser indicativo de que la proteina no fluye de manera constante durante el

tiempo de acumulacién.
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Durante las 12h de acumulacion de aguamiel en el cajete, se registrd la disminucidn
de sacarosa y proteina total, y el aumento de productos de fermentacion, atribuibles a
actividad microbiana, confirmando que bajo las condiciones actuales de produccion, el uso
de aguamiel como sustrato de un proceso de fermentacién estandarizable, no es viable
dada su fermentacion espontanea, la baja productividad (4 L/dia por planta), derivada del
tiempo necesario para su acumulacién y recoleccidn, y la variedad de factores ambientales
involucrados en su calidad, cantidad y composicion. Existe un producto comercial
denominado “Aguamiel organico” de la empresa Villa de Patos, en la que se logra obtener
el aguamiel microbiolégicamente estable, sin embargo a escala laboratorio no fue posible
lograrlo. Es por esto que se exploraron otras posibilidades para realizar la formulacién de la

bebida con fructanas obtenidas de la pifia de agave, también disponible comercialmente.

7.2. Caracterizacion de carbohidratos presentes en agavina comercial

Aunque el aguamiel es un atractivo medio para la formulacién de un proceso
fermentativo, la inestabilidad inherente al proceso de obtenciéon limita su aplicacién. En
este sentido, el uso directo de los azucares del agave, extraidos industrialmente, resulta
atractivo considerando que su extraccion es inmediata y en principio podrian emplearse sin
la modificacién que sucede en el proceso de acumulacion del aguamiel. Una vez extraidos
son sometidos a procesos de secado, por lo que son estables y poco susceptibles de
contaminacién, ademas de que se encuentran disponibles comercialmente. Debido a sus
caracteristicas, los azucares de agave tienen uso potencial como elemento prebiético (Urias
y col., 2008; Marquez y col., 2013) y pueden ser incluidos en una formulacion alimenticia.
Se realizd el analisis de los principales componentes presentes en inulina de agave
(agavina), comercializada por la empresa Agavidtica, S.A de CV como ingrediente para la

industria alimentaria. El analisis se realizé por triplicado de dos lotes comerciales.
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Considerando que la agavina, es el componente prebidtico a emplearse en la
formulacidn para obtener la bebida propuesta, se realizaron determinaciones de humedad,

solubilidad, concentracién y perfil de carbohidratos y proteina total presentes.

Se midié la humedad por secado a peso constante, presente en muestras de
agavina comercial, obteniéndose 0.0667 g de agua/g muestra, lo que equivale a un 6.67%
de humedad en la muestra, este resultado se encuentra en el rango de humedad

reportado por la empresa Agaviética S.A de C.Vde 5+ 2 % (Anexo 10.2).

Se determind la solubilidad a 30 C. Se encontré que la agavina es suficientemente

soluble para emplearla en concentraciones de hasta 200 g/L.

7.2.1. Determinacidn de azucares fermentables en agavina comercial.

De acuerdo a lo reportado por Lépez y col. (2003), Mancilla y Lépez (2006) y
Mellado y Lopez (2012), las agavinas de diferentes especies de agave, se conforman de
fructanas con GP entre 3-30. La distribucidon de GP en agavinas es mayor que la presente
en muestras de aguamiel, donde solo se detectaron monosacaridos, disacaridos y FOS
con un rango de GP entre 3-5 (Figura 12). Se analizaron cualitativamente los azlcares

presentes en agavina comercial mediante TLC (

Figura 15), donde se constata la presencia de fructosa, glucosa, sacarosa vy
fructanas de diversos GP incluyendo polimero de inulina. Se observd que el componente
mayoritario son fructanas con un GP mayor a 8 y un bajo contenido de monosacaridos. Se
determind con el uso de HPLC, la concentracién de fructosa, glucosa, sacarosa (Tabla 9) y
el contenido de fructanas por hidrélisis completa presente en dos lotes de agavina

comercial analizados por triplicado.
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Figura 15. Placa obtenida por TLC de agavina comercial. 1) Estandar comercial de Oligofructosa
P95 Orafti (GP 3-8). 2) Mezcla oligosacaridos (GP 3-5). 3) Agavina comercial.

Tabla 9. Contenido de azucares promedio de dos lotes de agavina comercial (HPLC)

Fructosa g/g Glucosa g/g Sacarosa g/g
Agavina
+
(Agaviotica SA de 0.0228 + 0.008 0.0045 + 0.003 0.0090 £0.005
CV)

El contenido de mono y disacdridos fue muy bajo, lo que coincide con lo

observado por TLC. Aunque las concentraciones de mono y disacaridos reportados en

extractos de agave son muy variables, en general, para plantas con una edad entre 7 y 10

afios se reportan contenidos de éstos azUcares de alrededor de 2% (Mellado y Lépez,

2012). De estos tres azucares, el mas relevante para la formulacién de la bebida es la

sacarosa, ya que es indispensable para que L. citreum, produzca inulina.
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7.2.2. Determinacion indirecta de fructanas en agavina comercial.

En la TLC realizada con agavina comercial (Figura 15), se observé la presencia
tanto de FOS como de polimero, por lo que en la cuantificacion se incluyeron a los

azucares de ambos grupos en el término fructanas.

Una vez determinada la concentracién inicial de fructosa, glucosa y sacarosa, se
llevd a cabo la hidrélisis completa a fructosa y glucosa mediante hidrélisis enzimatica. La

cantidad promedio de fructanas cuantificada fue de 0.88 + 0.1 g/g de muestra.

La cantidad de fructosa total después de hidrélisis completa de la muestra (0.88
g/g), es 20 veces mayor a la cantidad de glucosa total (0.044g/g), lo que resulta
consistente con el hecho de que se trata de estructuras compuestas principalmente por
moléculas de fructosa. Se determind el perfil de carbohidratos por HPAEC-PAD (Figura
16), comparando la agavina comercial con un estandar de FOS con GP de 3-5 y estandar
comercial con GP menor a 10. En la Figura 17, se compara la muestra con un estandar
comercial de inulina de alto peso molecular obtenida de raices de achicoria. Se identificd
la presencia de lkestosa, neokestosa, nistosa y fructofuranosilnistosa en la muestra de
agavina comercial. Estos FOS son comunmente reportados en azlcares extraidos de
plantas de agave de diferentes especies y edades (Lépez y col., 2003; Mancilla y Lépez,
2006; Arrizon y col., 2010; Mellado y Lépez, 2012). Se evaluo la distribucion y el maximo
GP en muestras de agavina compardndola con un estandar de Inulina HP de la marca
Orafti® (GP aproximado de 23-60), encontrandose un GP aproximado de 2 a 30. El GP
promedio aparente calculado con la Ecuacion 6, fue de 25. Este valor es indicativo de que
la mayor concentracidn de residuos fructosilo se encuentra en las estructuras de mayor
GP que corresponden a polimero. El GP determinado en agavina comercial es consistente

con lo reportado por Mancilla y Lopez (2006) y Mellado y Lopez (2012).
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Figura 16. Perfiles por HPAEC-PAD en muestras de agavina vs estandar de monosacaridos y FOS
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con estandar de inulina de achicoria de alto peso molecular
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También se compard el perfil de agavina comercial con el perfil de agavina de
Agave tequilana weber extraida con agua caliente a 70°C por 2 h y secada por aspersiéon
obtenida en el laboratorio de tecnologia enzimatica del IBT-UNAM por A. Fernandez y N.
Galicia en el 2010 (Figura 18). Se observé que los perfiles de carbohidratos de ambas

muestras coinciden.

Agavina comercial

Respuesta(nC)

= Agavina A. tequilana weber

Fa = T = = = T = =

Tiempo de retencién (n:in} -

Figura 18. Comparacion de perfil de azlcares observados en agavina comercial y A. tequilana
weber.

Ademas de los azlcares presentes, se determind el contenido de proteina total en
las muestras agavina comercial, para evaluar el aporte de esta materia prima como
fuente de nitrégeno en el medio de cultivo para la fermentacién. Se determind que el

producto contiene 0.03% p/p de proteina total.

En la Figura 19 se presenta un resumen de los principales elementos que
componen las muestras de agavina comercial. La concentracion total de azlcares
(fructosa, glucosa, sacarosa, FOS y polimero) representa el 92% de la composicion total de
la muestra, de las cuales la mayoria son fructanas (FOS + polimero). La composicidn

mostrada coincide con lo reportado por la empresa Agaviética S.A de C.V. (Anexo 10.2).
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Figura 19. Composicidon promedio de dos lotes de agavina comercial analizados por

triplicado.

7.3. Fermentacion de Leuconostoc citreum CW28.

El objetivo de este proyecto es obtener una bebida fermentada pre y probidtica,
empleando agavinas y sacarosa como parte de un medio de fermentacién con la BAL L.
citreum. El elemento prebidtico lo aportan las agavinas incluidas en el medio de cultivo y
el polimero de inulina producida por la actividad inulosacarasa de L. citreum CW28 en
presencia de sacarosa. El elemento potencialmente probidtico es el propio

microorganismo.

Las densidades poblacionales de BAL en productos fermentados reportadas en la
literatura, asi como las sefialadas en productos comerciales con probidticos, se
encuentran entre 10 ® y 10 2 UFC/mL (Anteneh y col., 2011; Kekkonen y col., 2008;
Sungsoo y Terry, 2010). Para este desarrollo se considerd deseable alcanzar una densidad

poblacional del microorganismo por arriba de 102 UFC/mL.
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Ya que el objetivo es obtener una bebida para consumo humano a partir de la
fermentacion de L. citreum, las concentraciones de los componentes de medios de cultivo,
como sales, deben encontrarse en concentraciones minimas, ya que pueden impactar
negativamente las propiedades organolépticas del producto. Previo a el desarrollo de un
medio minimo para la fermentacién de L. citreum, se tomd como referencia el

comportamiento del microorganismo sin restricciones en medio Leuconostoc (medio Lm).

7.3.1. Crecimiento de L. citreum CW28 en medio Lm.

Como referencia, se caracterizé la cinética de crecimiento, consumo de sustrato y
produccién de polimero en medio Lm (Tabla 4), empleado para la producciéon y

caracterizacion de la enzima inulosacarasa de L. citreum (Ortiz, 2004).

Primeramente se llevd a cabo un cultivo de activacién, que se empleé como inéculo
para la fermentacion. En la Figura 20 se muestra la evolucion de la concentracidon de

células de L.citreum en medio Lm expresada en DO y cuentas viables (Log UFC/mL).

En la Figura 21 se muestra la cinética de crecimiento, consumo de sustrato y
produccién de inulina de alto peso molecular en la fermentacién de L. citreum CW28 a
30°C, 200 rpm y pH 6.9 en medio Lm. Se observd que la fuente de carbono (sacarosa), se
agota completamente desde las 5 horas de fermentacidn, iniciando la fase estacionaria. La
glucosa liberada al medio como resultado de la actividad inulosacarasa, también fue

consumida.
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Figura 20. Curva de crecimiento de L. citreum CW28 en el cultivo de activacién en medio
Lm a 30°Cy 200 rpm (= Log UFC/mL, *DO).
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Figura 21. Cinética de crecimiento y produccién de inulina en la fermentacion de L. citreum

CW28 en medio Lm a 30°Cy 200 rpm (= Log UFC/mL, M glucosa,
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La concentracidn inicial de células en el cultivo fue de 5.4x107 UFC/mL, al término de
la fermentacion se alcanzaron 3 x10'2 UFC/mL. La cantidad de células generada se calculd
con la

Ecuacion 7 (ver Apéndice 11.1) y fue de 4 g células/L, mientras que la concentracion
de polimero determinada por HPLC, fue de 1.64 g/L, siendo la biomasa, el producto
mayoritario de la fermentacion. El pH del medio disminuyé de 6.9 a 5.03, lo que indica la

produccién de acidos orgdnicos (no cuantificados).

La velocidad especifica de crecimiento (u) obtenida en medio Lm, fue de 0.09h, con
una Umax de 0.47. La actividad enzimatica total (hidrdlisis + transferencia) determinada en
medio Lm fue de 0.94 U/mL. Este valor es similar a la actividad de 0.89 U/mL, reportada

por Ortiz en el2004.

El microrganismo en medio Lm es capaz de crecer en concentraciones suficientes
(10%2 UFC/mL), tomando como referencia el rango establecido de células viables para este
tipo de productos. Los metabolitos resultado de la fermentacién incluyen acidos
organicos, que resultan en la acidificacién del medio, e inulina de alto peso molecular. Es
deseable una mayor produccién de inulina, ya que funciona como fibra dietética en una

formulacion alimenticia.

7.3.2. Formulacion de medios de cultivo con agavinas.

Para la composiciéon de medios minimos se tomd como referencia aspectos basicos
definidos por el medio Lm y el aguamiel, como la concentracién de sacarosa y la presencia

de azucares de agave. La formulacidn se realizo incluyendo los siguientes elementos:
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Inulina_de agave (agavina): la agavina empleada en la formulacion, es

comercializada por la empresa Agavidtica S.A. de C.V. como ingrediente para la industria
alimentaria. Se determind la solubilidad a 30 C, la cual es la temperatura dptima de
crecimiento de L. citreum. Se encontré que la agavina es suficientemente soluble para
emplearla en concentraciones de hasta 200 g/L. Sin embargo, la concentracion de
agavinas se fijé en 100 g/L de cultivo. De acuerdo a la composicidén de agavina comercial
(Figura 19), 100 g/L de agavina equivale a 8.8 g de fructanas/100 mL. Esta concentracion
es cercana a la cantidad de carbohidratos no digeribles, considerada como bien aceptada

por la mayoria de consumidores de 10 g/porcion (Coussement, 1999).

Fuente de carbono: La sacarosa es la fuente de carbono propuesta para soportar el

crecimiento deseado del microorganismo y la reaccién de transferencia para producir
inulina microbiana. El medio de fermentacion se complementd con 20 g/L de sacarosa,
para obtener una concentracién final de aproximadamente 21 + 1 g/L de sacarosa,

considerando la sacarosa presente en 100 g/L de agavinas, la cual es de aproximadamente

1g/L.

Fuente de nitrégeno: Se limitd la fuente de nitrégeno, en los medios de cultivo

formulados como estrategia para limitar el crecimiento del microorganismo y asi
disminuir la cantidad de sacarosa destinada para la producciéon de biomasa. Esto
incrementaria la sacarosa disponible para la sintesis de inulina de alto peso molecular
mediante la reaccidn enzimatica de la inulosacarasa de L. citreum. En un cultivo
preliminar se empled Unicamente sacarosa (20 g/L) y agavinas (100 g/L), pero no se
observé crecimiento alguno, ya que la Unica fuente de proteina era la que provenia de la

agavina comercial adicionada, la cual contiene 0.03 g de proteina total por cada 100g.

Como fuente de nitrégeno para el cultivo, se empled extracto de levadura (Bacto

Yeast Extract de BD nutrients). Se definieron dos condiciones limitantes de nitrégeno para
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el medio de cultivo, denominadas Agavinas Muy Bajo Nitrogeno (MBN) y Agavinas Bajo

Nitrégeno (BN).

La condicion MBN se formuld con 0.4 g extracto de levadura/L. La concentracién
minima de extracto de levadura se estableci6 tomando como referencia las
concentraciones de proteina total observadas en aguamiel de 0.15 a 0.3 g/L (Figura 14). La
concentracion de extracto de levadura de la condicién BN se formuld con 0.9 g de extracto
de levadura/L y se establecié con base en los resultados obtenidos con la condicion MBN.
La concentracién de extracto de levadura en los medios Agavinas MBN y BN, representan

respectivamente 1/50y 1/22 veces la concentracion de extracto presente en el medio Lm.

Sales: Las sales empleadas en las formulaciones MBN y BN son las mismas
empleadas en el medio Lm, sélo que en menores concentraciones. Se usaron las
relaciones 1/50 y 1/22 veces la concentracion de sales presentes en medio Lm. la
relaciones 1/50 y 1/22 son las mismas empleadas para limitar la proteina en los medios

con agavinas.

Amortiguador: Para evitar que el pH del medio disminuya considerablemente
durante la fermentacién y la inulosacarasa de L. citreum, con pH éptimo de 6.5, deje de
ser activa, se adicion6 buffer de fosfatos pH 6.0 para una concentracién final de 150 mM a

las formulaciones MBN y BN. El pH del medio obtenido fue de 6.4 £ 0.1.

Concentracioén inicial de células: Se evaluaron dos condiciones de concentracion

inicial de células para la fermentacion, denominadas “baja concentracion de células” (0.8

a 3x108 UFC/mL) y “alta concentracion de células” (0.8 a 8x10° UFC/mL).

La composicion de las formulaciones resultantes se muestra en la Tabla 10. Los

parametros empleados para evaluar el proceso y la composicion del medio mas
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conveniente para la bebida fermentada fueron: la concentracién de células viables
(UFC/mL), el consumo de sustrato, la concentracion de inulina de alto peso molecular y la
acidificacion del medio. En la Tabla 12 se muestra un resumen de los resultados obtenidos

en las formulaciones MBN y BN.

Tabla 10. Composicion de medios de cultivo Agavinas muy bajo nitrégeno (MBN) y Agavinas bajo
nitrégeno (BN)

Medio Agavinas Medio Agavinas
MBN BN
Componente Concentracion
(s/L)
Sacarosa 20 20
Agavinas 100 100
Extracto de levadura 04 0.9
Fosfato di potasico (K;HPO,) 0.4 0.9
Buffer fosfatos 6.0 150mM 150mM
pH del medio 6.4+0.1 6.4+0.1
Sulfato de magnesio (MgS0, 7H,0) 0.004 0.009
Cloruro de calcio (CaCl; 2H,0) 0.001 0.002
Sulfato ferroso (FeSO, 7H,0) 0.002 0.005
Sulfato de manganeso (MnSO, 7H,0) 0.002 0.005
Cloruro de sodio (NaCl) 0.002 0.005

7.3.1. Actividad enzimatica.

Con el fin de verificar si los cambios realizados en la formulacion de los medios
impactaba la actividad inulosacarasa de L. citreum, se determind la actividad enzimatica
(U/mL) en los medios de cultivo evaluados (Lm, Agavinas MBN y BN). Dado que en los
medios evaluados se alcanzan diferentes concentraciones celulares al final del cultivo
(UFC/mL), y la inulosacarasa se encuentra anclada a la pared celular, se normalizé el valor
de actividad enzimatica total, dividiendo la actividad obtenida en 1 mL de cultivo (U/mL)
entre la concentracion de células presentes en 1 log UFC/mL, obteniendo la actividad

enzimatica expresada como U/Log UFC. Los resultados se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Comparaciéon de la actividad enzimdtica en medio Lm, Agavinas MBN y BN
determinada en dos cultivos independientes para cada medio

Medio Lm Medio Lm
Reportado por Agavinas MBN Agavinas BN
Ortiz (2004)
Act. enzimatica

(U/mL) 0.89 0.94 0.15 0.27

DO 7.00 6.96 2.40 3.31
UFC/mL 6.03E+11 2.018E+12 9.23E+09 9.31E+12

U/log UFC 0.08 0.08 0.02 0.02

En la Tabla 11 se observa que la actividad enzimatica total (hidrélisis + transferencia)
en medio Lm determinada (0.08 U/Log UFC) reproduce lo reportado por Ortiz (2004),
mientras que la actividad enzimatica en los medios formulados con agavinas, fue cuatro
veces menor que en el medio Lm. No se observé diferencia entre las variantes limitadas

en nitrégeno MBN y BN.

Es interesante notar que durante la fermentacion en los medios Agavinas MBN y BN
se producen concentraciones de 2 y 3 veces mayor a la inulina producida en medio Lm,
esto a pesar de que la actividad enzimatica en medio Lm es mayor a la determinada en los
medios MBN y BN. Esto es indicativo de que la estrategia de limitar el crecimiento, y por
tanto el consumo de sacarosa para la generacién de biomasa, efectivamente aumenté la

disponibilidad de sustrato para la reaccién enzimatica.

La disminucidn en la actividad enzimatica total en los medios MBN y BN comparada
con el valor obtenido en medio Lm, puede deberse a que al disminuir la concentracién de
extracto de levadura empleado en el medio, también se limitaron factores de crecimiento
como vitaminas y sales que pueden ser esenciales para la actividad enzimdtica. Una
estrategia para aumentar la actividad enzimdtica en los medios con agavinas seria

identificar la concentracion necesaria de iones para mantener la actividad de 0.08 U/Log
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UFC, y de esta manera poder lograr el consumo total de la sacarosa, aumentando la

produccién de inulina y disminuyendo los tiempos de fermentacion.

De acuerdo al calculo de tiempo de reaccidn (Ecuaciéon 4), con la actividad
enzimatica volumétrica obtenida en medio Agavinas BN de 0.27 U/mL, se requeririan 46 h
de cultivo para consumir el 99% de la sacarosa presente en el medio. Esto sin contar los
probables efectos de inhibicién por los productos tanto de la reaccién, como del
metabolismo microbiano. Es por esto que aumentar el tiempo de fermentacién no se
tomdé como estrategia para incrementar el consumo de sacarosa. La fermentacién se

detuvo al iniciar la fase estacionaria de crecimiento en todos los medios.

7.3.2. Fermentacion de L. citreum en medios de cultivo formulados con

agavinas

Fermentacion de L. citreum CW28 en medio Agavinas MBN:

El inéculo empleado para la fermentacion se crecié de acuerdo a las condiciones
definidas en la seccién 6.3. Se empled una concentracién inicial de células alrededor de
10% UFC/mL. La medicion de DO se empleé como método indirecto de la concentracidn
celular en el cultivo de activacién. Para las fermentaciones evaluadas en medios
formulados con agavinas, se cuantificé la concentracidn celular en UFC/mL, ya que la

viabilidad celular es un aspecto clave en un producto probidtico.
Se compard la cinética de crecimiento en medio Agavinas MBN, con la obtenida en

medio Lm (Figura 22). Después de las 7 h de cultivo dejé de observarse cambios en la

concentracion celular y DO (datos no mostrados).
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Figura 22. Cinética de crecimiento a 30°C, y 200 rpm de L. citreum CW28 en medio Agavinas MBN
(X) y medio Lm (=)

Como se observa en la Figura 22, la fermentacién en el medio Lm alcanzé valores
de 10%2 UFC/mL, mientras que en el medio Agavinas MBN se llegé a concentraciones de
10° UFC/mL, lo que equivale a 1.5 mg células/mL (ver Apéndice 11.1). Hasta la segunda
hora de cultivo, el comportamiento del crecimiento fue similar en los dos medios de
cultivo, pero a partir de la tercera hora, el crecimiento en medio Agavinas MBN se vio
limitado en crecimiento, presumiblemente debido a la limitacién en la fuente de
nitrégeno. El valor alcanzado en medio MBN de 9x10° UFC/mL se encontré en el rango de
cuentas viables establecido para este tipo de productos. También se evaluaron el
consumo de sacarosa y la produccion de inulina para definir cudl es la mejor opcidn. La
cinética de consumo de sacarosa y produccién de inulina de alto peso molecular se

muestra en la Figura 23.
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Figura 23. Cinética de consumo de sustrato y produccion de inulina de L. citreum CW28 en medio

Agavinas MBN a 30°C, 200 rpm (4 fructosa M glucosa, /. sacarosa, ® inulina).

A diferencia del crecimiento del microorganismo en medio Lm (Figura 21), donde
se agota la fuente de carbono, en el medio Agavinas MBN (Figura 23) sélo se logra el
consumo del 63% de la sacarosa y se acumularon azucares fermentables (glucosa y
fructosa). Esto posiblemente debido a que en el medio MBN, la densidad de poblacién
alcanzada fue de 3 érdenes de magnitud por debajo de la concentracién celular obtenida
en medio Lm. Cabe destacar que la concentracién de inulina promedio producida en
medio Agavinas MBN fue de 3.8 g/L, lo cual representa mas del doble que la inulina
producida en medio Lm (1.64 g/L). El pH inicial de la fermentacion fue de 6.4 y disminuyd
hasta 5.5, la produccion de acido lactico alcanzé 1.9 + 0.27 g/L. Se detectd la presencia,
por HPLC, de acido acético y etanol, sin embargo las concentraciones presentes se

encontraron por debajo del limite de cuantificacion.
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En resumen, en medio Agavinas MBN se produjo mas de doble de inulina que la
producida en medio Lm. la biomasa generada equivale a 0.4 veces el valor obtenido en
medio Lm, sin embargo, la concentracidn celular alcanzada en medio MBN de 10° UFC/mL,
se considera suficiente para un producto probidtico. La desventaja que presenta el medio
MBN respecto al medio Lm, es que sdlo se consumié el 63% de la sacarosa inicial. La
presencia de sacarosa residual no es deseable, ya que resulta en una menor produccién de
inulina bacteriana y puede favorecer modificaciones del producto durante el
almacenamiento. Se realizaron cambios a la formulacién del medio Agavinas para

aumentar el consumo de sacarosa en la fermentacion.

Fermentacion de L. citreum CW28 en medio Agavinas BN:

Se incremento la concentracidn de extracto de levadura a 0.9 g/L y sales (medio
Agavinas BN) para soportar una mayor concentracién de células en el cultivo y asi
aumentar el consumo de sacarosa. Se evaluaron dos rangos de concentraciones iniciales
de células en el cultivo. La primera entre 0.8 a 3x108 UFC/mL (misma empleada en las
fermentaciones en medio Lm y medio Agavinas MBN), que se denomind concentracién de
células “baja”, y otra con un orden de magnitud mayor, entre 0.8 a 8x10° UFC/mL, que se
denomind concentracidn de células “alta”. Se probaron ambas concentraciones con el fin
de evaluar la condicidn en la que se consume mayor porcentaje de sacarosa. Las cinéticas
de crecimiento celular, consumo de sacarosa, produccion de inulina, acidos organicos y
etanol se muestran en las Figura 24 a Figura 27. En la Tabla 12 se incluye un resumen de
los resultados obtenidos en los diferentes medios evaluados. Se muestra una comparacion
de la sacarosa consumida para la produccidn de biomasa e inulina en los diferentes

medios evaluados (Apéndice 11.2).
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Figura 25. Evolucidn de pH y acidos organicos en la fermentacidon de L. citreum CW28 en medio
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Tabla 12. Resumen de los principales parametros evaluados en la fermentacion de L. citreum CW28 en diferentes medios de cultivo a 30°C

y 200 rpm®.
Sacarosa Sacarosa
Medio de Sacarosa Sacarosa Biomasa consumida inulina consumida Acido Acido Etanol H
cultivo inicial | consumida | producida (I:fl) t:"i; para (u/L) para lactico | acético (/L) fipnal
“ (g/L) (%) (g/L) produccién de & produccién de (g/L) (g/L) &
biomasa (g/L) inulina (g/L)
+ +
Lm 100 3.9 0.09 0.47 7.8 1661_ 3.2 ND ND NC Sgi B
. 3.8+ 14+ 5.53+%
Agavinas MBN 63 1.5 0.04 0.21 3.0 01 7.6 03 NC NC 02
Agavinas BN
Concentracion 4.1+ 2.1+ 1.1+ 0.3+ 439+
2212 . . . . .
de células 26 2.2 0.03 0.25 4.4 0.3 8.2 0.0 0.1 0.1 0.0
llbajall
Agavinas BN
Concentracion 53+ 1.7 % 1.5+ 0.3+ 446t
de células 73 2.9 0.05 0.35 >-8 0.4 106 0.5 0.1 0.2 0.2
llalta"

1. Los calculos correspondientes se muestran en la seccién 11 APENDICES
ND =no determinado

NC = no cuantificable
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Como se observa en la Tabla 12, la Unica condicion en la que se consumié por
completo la sacarosa fue en medio Lm, lo que esta relacionado con la biomasa generada y
los productos de fermentacion. En los medios agavinas limitados en fuente de nitrégeno
se generaron concentraciones menores de biomasa. Se logré favorecer la produccién de
inulina de alto peso molecular, en los medios formulados con agavinas (MBN y BN). En las
fermentaciones realizadas en medio Agavinas BN con una concentracion inicial de células
alta, se obtuvo la mayor concentracién de inulina bacteriana (5.3 + 0.4 g/L). Esta
concentraciéon equivale a mas de 3 veces la concentracion de inulina generada en
fermentaciones con el medio Lm. Dols y col. (1997), reportan una produccion de polimero
de dextrana de 10.9 g/L y una concentracién de biomasa generada de 1.8 g/L, al crecer en
condiciones aerobias la cepa de L. mesenteroides NRRL B-1299 en 37.6 g/L (110 mM) de

sacarosa inicial.

Las velocidades especificas de crecimiento (p), determinadas en los medios
evaluados, se encontraron entre los 0.03 y 0.09 h}, las u y pmax Mas altas se observaron
en el crecimiento en medio Lm. Las p reportadas en la literatura para especies de
Leuconostoc varian dependiendo de la cepa y carbohidratos empleados para soportar el
crecimiento. Salou y col. (1994) reportan una pmax de 0.05 y 0.11 h'! para el crecimiento de
L. oenos en glucosa y fructosa, respectivamente. Dols y col. (1997) reportan una pmax de
0.6 h'! para el crecimiento de L. mesenteroides en glucosa y fructosa, y de 0.98 h™! para el

crecimiento en sacarosa.

Se determind la concentracion de fructosa y glucosa durante la fermentacion de L.
citreum CW28 en los medios MBN y BN, éstas concentraciones dependen del consumo de
sacarosa y de la actividad de la inulosacarasa asociada al microorganismo. Las
concentraciones de fructosa y glucosa permanecen aparentemente constantes durante el

cultivo en ambos medios. Estas concentraciones son aparentes, ya que el microorganismo
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puede emplear fructosa y glucosa como fuente de carbono (Cogan y Jordan, 1994; Dols y
col., 1997; Hemme y Foucaud, 2004; Salou y col., 1994). Dols y col. (1997) y Salou y col.
(1994), reportan un consumo preferencial de glucosa en especies de Leuconostoc, esto
explicaria el que no se observe acumulacién de glucosa libre en el medio, resultante de la

reaccion de transferencia de la inulosacarasa (Figura 24 y Figura 26).

Se evalud la produccién de metabolitos secundarios producidos por Ia
fermentacion de L. citreum en medios formulados con agavinas (MBN y BN), de los cuales
el acido lactico es el que se produce en mayor cantidad, con una concentracién entre 1.5 a
2 g/L, seguido por la produccion de acido acético que alcanza una concentracién entre 1y
1.5 g/L en medio BN. Se observd una clara relacion entre la produccion de acidos

organicos y la disminucién del pH de la fermentacion en los medios evaluados.

Los acidos lactico y acético se produjeron exponencialmente durante el cultivo de
L. citreum en medio MBN y BN (Figura 25 y Figura 27). Sin embargo durante la
fermentacion en medio BN, se observé que el etanol parece producirse en una etapa
temprana de la fermentacidon (durante las primeras 3 horas de cultivo) y permanece
constante hasta el final del cultivo alcanzando una concentracion maxima de 0.3 g/L. Es
importante recordar que mantener la produccién de etanol al minimo es uno de los
objetivos del proyecto. Dols y col. (1997), reportaron la produccién de 4.5 g/L (50 mM) de
acido lactico, 4.2 g/L (70 mM)de acido acético y 0.4 g/L (2 mM) de manitol durante la
fermentacion de L mesenteroides al tener como sustrato 37.6 g/L (110 mM) de sacarosa

en condiciones aerobias.
Con base en los resultados obtenidos se determind que el medio Agavinas BN con

una concentracion inicial de células “alta” (0.8 a 8x10° UFC/mL) es la mejor opcién para

realizar la fermentacion de L. citreum, ya que se obtiene la concentracién de inulina mas
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alta (5.3 + 0.4 mg/mL) y se consume 73% de la sacarosa inicial, ademds de que se obtiene
una concentracion de células viables en un rango de 0.6-15 x10%? UFC/mL, la cual es
suficiente considerando el rango requerido de bacterias en productos probidticos (1x10° a
1x10%? UFC/mL). De esta manera, se logra encontrar un balance entre la cuenta celular

deseada y la produccién de inulina.

En un esfuerzo por obtener un mayor consumo de sacarosa, se evaluaron otras
concentraciones de sacarosa y pH del medio para la fermentacién de L. citreum (datos no
mostrados), sin embargo no se obtuvieron concentraciones de células o inulina mayores a
las obtenidas en el medio Agavinas BN. El comportamiento de la sacarosa residual en el
medio de fermentacién, se evalué durante el almacenamiento en refrigeracion del

producto de fermentacién.

7.3.3. Caracterizacion del polimero producido por Leuconostoc citreum

CW28 en el medio formulado.

Se determind el peso molecular de la inulina producida por L. citreum en medio
Agavinas MBN, se empled como estandar una curva de polimero de dextrana comercial
(Polymer Standard Service USA). El peso molecular determinado fue de 2,684 KDa, el
PM determinado de una muestra de Inulina de L. citreum producido en medio Lm en
planta piloto en el 2009 fue de 2,750 KDa. De esta manera se confirmd que el polimero
producido en el medio formulado con agavinas mantiene las mismas caracteristicas
que el producido en medio Lm. El valor reportado por Ortiz (2004) durante la

caracterizacion de la inulosacarasa de L. citreum CW28 fue de 2,300 KDa.

En la Figura 28 se muestra la sintesis de polimero de inulina producida por L.
citreum CW28 durante 10 h de cultivo en medio Agavina BN. La inulina, tiene un

tiempo de retencién de 14 min; los analitos con tiempo de retencion mayor a 14 min,
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corresponden a los productos de bajo peso molecular como FOS, monosacaridos y

sacarosa presentes en la formulacion del medio.

indice de refraccién (LLRIU)

Tiempo de retencion (min)

Figura 28. Sintesis de inulina durante el cultivo de L. citreum en medio Agavinas BN

durante 10 h de cultivo, determinado por cromatografia de permeacién en gel.

7.3.4. Composicion final del producto de fermentacidén de L. citreum CW28

en medio Agavinas muy bajo nitrogeno (MBN) y bajo nitrégeno (BN).

Elemento prebidtico presente en el producto de fermentacidn, lo constituyen
principalmente las fructanas de agave presentes en la inulina de agave comercial de la
empresa Agavidtica, S.A. de C.V. La concentracién promedio de fructanas de agave en la
formulacion de medios MBN y BN fue de 88 % de acuerdo a las determinaciones

realizadas en el producto comercial (Figura 19).
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Las estructuras de tipo inulina, como las fructanas de agave, son quimicamente
estables a condiciones de pH neutro o ligeramente acido y temperatura ambiente. Su
estabilidad se ve comprometida a pH acidos (menores a 4), cuando se exponen a
temperaturas arriba de 60°C (Glibowski y Bukowska, 2011). Aunque la temperatura de
cultivo es de 30°C, se alcanzan pH cercanos a 4, al final de la fermentacién. Por esta razén,
y con el fin de asegurar la integridad de la estructura de las agavinas, se analizé el perfil de
carbohidratos después de 9 h de cultivo de L. citreum. En la Figura 29 se muestra el perfil
de las fructanas de agave durante el cultivo en medio Agavinas BN. Se observd que no
existe cambio en el perfil o intensidad de las sefiales, por lo que la concentracion y
estructura de las fructanas de agave presentes en la formulaciéon del medio permanecen

estables. Se observé el mismo resultado para la fermentacién en el medio MBN.
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Figura 29. Perfil de fructanas de agave incluidas en la formulacion del medio Agavinas BN durante
el cultivo de L.citreum. Analisis por HPAEC-PAD

Cabe mencionar que aunque las fructanas de agave no son fermentables por
Leuconostoc citreum, en estudios realizados en el laboratorio de Tecnologia enzimatica del

IBT-UNAM, se comprobd que la agavina puede ser empleada como fuente de carbono
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para soportar el crecimiento de microorganismos probidticos propios de la microbiota

intestinal como B. longum, B. infantis, B. bifidum y Lactobacillus sp. (Diaz y Olvera, 2011).

El otro elemento presente en la formulacion que aporta un efecto benéfico al
consumidor, es la inulina de alto peso molecular sintetizada por L. citreum CW28 durante
la fermentacidn; la inulina (ya sea vegetal o bacteriana) se considera como fibra dietética
(NOM-043-SSA2-2005), de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, se recomienda
ingerir 25 g/dia. En este sentido, 100 mL del producto de fermentacién equivalen a 9.3 g
de fibra soluble total (fructanas de agave + Inulina bacteriana), lo que representa una
ingesta del 37% del valor diario recomendado. El aporte caldrico de FOS y polimero de
inulina es de 1.5 Kcal/g, el que es menor al valor reportado para carbohidratos
fermentables por mamiferos, como glucosa y fructosa, que aportan aproximadamente 4

Kcal/g (Roberfroid, 1999).

La presencia de acidos organicos de cadena corta como dacido lactico y acido
acético, esta relacionada con propiedades organolépticas de alimentos fermentados,
ademas de que previene la contaminacién por otros microorganismos potencialmente
patégenos (Alakomi y col., 2000). En el producto de fermentacién de L. citreum CW28 en
medio BN, se obtuvieron concentraciones entre 1.5 y 2 g/L de acido lactico y acético
ademas de 0.3 g/L de etanol. Ademas de acido lactico, acético y etanol, también se
identific6 manitol en el producto de fermentacion, éste se produce como resultado de la
actividad de una manitol deshidrogenasa presente en el metabolismo de L. citreum (Dols y
col., 1997; Ortiz, 2004). La concentracion de manitol producida al final de la fermentacién
no fue determinada debido a problemas metodolégicos, ya que la sefial de manitol se
superpone con la sefial de glucosa, por lo que es posible identificarlo pero no cuantificarlo.
El empleo de manitol como edulcorante esta permitido en alimentos y bebidas no

alcohdlicas (NOM-086-SSA1-1994), ademas de que por tener un bajo aporte caldrico
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puede ser incluido en productos para diabéticos (Hemme y Foucaud, 2004), por lo que su

presencia no representa un problema para la composicién del producto final.

El pH promedio obtenido al final del cultivo fue de 4.46, mientras que el pH
deseable para productos de este tipo, de acuerdo con la norma “Productos lacteos
fermentados y acidificados” (NOM-185-SSA1-2002) debe ser menor a 4.4. Sin embargo, es
necesario evaluar si el valor obtenido al final de la fermentacion sufre cambios durante el
almacenamiento del producto. En la Tabla 13 se muestra la composicion final del medio

obtenido después del cultivo de L. citreum en medio Agavinas BN

Tabla 13. Composicion promedio de 6 cultivos del producto de fermentacién de L.
Citreum CW28 en medio Agavinas BN.

Componente Concentracidn
Sacarosa 6.6 £0.8 g/L
Fructosa 31+14g/L
Glucosa 1.1+0.2g/L

Fructanas de agave 88 +10 g/L
Inulina de alto peso molecular 5.3+0.4 g/L
Leuconostoc citreum 0.6-15 x10%
UFC/mL?
Acido lactico 1.7 +0.5 g/L
Acido acético 1.5+0.1g/L
Etanol 0.3+0.1g/L
pH 4.46 +0.2

1 La concentracidn final de células, expresada en cuentas viables se encontrd en un rango entre 0.6-
15 x10*2 UFC/mL, con una concentracidn promedio de 6.8 x10*2 UFC/mL

En la Tabla 14 se muestra una comparacién de las concentraciones de metabolitos
obtenidas en el producto de fermentacién de L. citreum en medio Agavinas BN, el
aguamiel recolectado durante la primera etapa de este proyecto y los valores reportados
en la literatura para aguamiel y pulque. Como se observa en la Tabla 14, se cumplié el

objetivo de que el producto de la fermentacién de L. citreum en medio formulado con
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agavinas comparta varias caracteristicas con el aguamiel y el pulque. La concentracién de
células al final de la fermentacion de L. citreum CW28 en medio BN, fue de 102 UFC/mL,
ésta concentracion fue mayor a la concentracion de BAL reportadas en aguamiel y pulque
(Escalante y col., 2008; Lappe y col., 2008), pero menor a la concentracidon total de
microorganismos presentes en aguamiel (10 UFC/mL) y pulque (10% UFC/mL), que
incluye ademds de BAL, a las levaduras (Lappe y col., 2008). Sin embargo, la concentracién
celular obtenida en medio BN, se encuentra en el rango adecuado para una bebida de

este tipo.

La concentracion de fructanas en el producto de fermentacidon en medio BN fue de
mas del doble de las encontradas en aguamiel. Ademds de la concentracién, hay
diferencias en términos del GP de los carbohidratos presentes. En el caso del aguamiel, las
estructuras presentes tienen un GP entre 3-6, correspondiente a FOS (Ortiz y col., 2008).
El producto de fermentacién de L. citreum en medio formulado con agavinas, contiene
una combinacion de FOS, polimero de bajo peso molecular (GP de3-30) e inulina de alto
peso molecular de origen bacteriano (2,684 kDa). La concentracion de 4acido lactico
obtenida en la fermentacién con L. citreum en medio BN (1.7 g/L), fue similar a la
concentracién reportada por Escalante y col. (2008) en muestras de pulque (1.27 g/L) y a
la determinada en el presente trabajo en muestras de aguamiel a 2 horas de acumulacién
de Agave Americana (1.70 g/L), mientras que la concentracidén de acido acético en la
fermentacion en medio BN de 1.5 g/L, fue mas cercana a la reportada en pulque por
Escalante y col. (2008), que a la del aguamiel. El pH de 4.5 obtenido al final del cultivo de
L. citreum en medio BN, es similar al reportado en la literatura para pulque y aguamiel

(Ortiz y col., 2008; Lappe y col., 2008).
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Tabla 14. Caracteristicas comunes presentes en aguamiel, pulque y el producto de fermentacion de L. citreum.

Inuli I P < -
UFC/mL UFC/mL Fructanas pr:sjc:r::c::cault:r Ac. lactico Ac. acético Etanol oH
(BAL) (Levaduras) (/L) (g/L) (8/L) (/L)
. 3.2-15.0 0.3-6.0 10.2% p/p
1 -
Aguamiel <108 106 (GP 3-6) Ausente 0.56 0.37 0.05 4.7-7.4
Aguamiel (2 h)? ND ND 11'(2'5’ 2‘_‘;)g/ L Ausente 0.35-1.70 0.24-0.48 | 1.40-2.63 8.0
1.0-2.0 0.1-3.0
. .
Pulque <108 <108 ND ND 1.27 1.30 11.27 4.3
Fermentacion
- +
en medio 0-5 }25 Ausente 88.3+108/L 53+0.4 1.7+0.5 1.5+0.1 0.30.1 | 45%0.2
. x10 (GP 3-30)
Agavinas BN

GP = grado de polimerizacién

ND= no determinado

1 Valores reportados por Escalante y col., 2008; Ortiz y col., 2008 y Lappe y col., 2008.

2 Valores determinados en el presente trabajo seccién 7.1 ver Figura. 11 a Figura 13 y Tabla 7
3 Valores reportados por Escalante y col., 2008 y Lappe y col., 2008.
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La sintesis de etanol es inevitable, dado el metabolismo de L. citreum. Sin embargo,
la concentracion de etanol en el producto de fermentacién de L. citreum CW28 en medio
BN, fue de 5 a 10 veces menor a la determinada en muestras de aguamiel recolectadas a 2
horas de acumulacidn en las tres variedades de agave estudiadas, y casi 50 veces menor a
la reportada en pulque (Escalante y col., 2008), donde se lleva a cabo principalmente, una
fermentacion alcohdlica. Con estos resultados se logré el objetivo de desarrollar una
fermentacion preferencialmente dacido lactica, donde la fermentacion alcohdlica fue
minima. De los resultados obtenidos se concluyd que el producto de fermentacién de L
citreum CW28 en medio formulado con agavinas, cumple con algunas de las
caracteristicas tipicas de una bebida acido lactica fermentada elaborada de manera

tradicional, asi como con los objetivos especificos planteados en este proyecto.

7.3.5. Evaluacion sensorial del producto de fermentacion de L. citreum
Cwa2s.

En la Figura 30 se muestran los resultados de la evaluacion sensorial de la
fermentacion de L. citreum CW28 en medio Agavinas BN realizado por jueces expertos en
el andlisis sensorial de este tipo de bebidas. En estos resultados se observa primeramente
gue no hubo diferencia significativa entre los duplicados de la muestra evaluada, para
ninguno de los atributos lo que indica la reproducibilidad de los datos, lo que da confianza
en la reproducibilidad de los resultados.

El grafico del andlisis de componentes principales (ACP) mostrado en la

Figura 31, explico un 63.4% de la variabilidad de la muestra, que esta
correlacionada positivamente con los atributos citrico, resabio 4acido, astringente,
burbujeante, y color en el componente 1y con agrio, precipitado, formacidn de pelicula y

viscosidad en el componente 2.
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» “Profile 1 ST
File: bebidas agustin2.frs
Plot of: Mean Analysis of variance MUESTRAZ]

Burbujeante 0.2137 NS
Heterogeneidad 0.8134 NS 10 otro3 0.5145 NS

Formacion pel 0.2032 NS resabio acido 0.7670 NS

color 0.8822 NS astringente 0.3073 NS

viscosidad 0.8722 NS citrico 0.0592 NS

precipitacion 0.0981 NS agrio 0.3395 NS

agrio 0.7235 NS acido 0.7422 NS

acido 0.2950 NS dulce 0.3451 NS
otro1 0.5672 NS otro2 0.3443 NS
NS : Not significant at 5% *:5% **: 1% **:0,1%

Figura 30. Perfil sensorial del producto de L. citreum CW28 en medio Agavinas BN.

P.C.A. of means Pdt/Att.
Plane 1 - 2 BiPlot constant: 14.96081

-

O =~ N W b OO N O O O

[
=y

-2

Heterogeneidad

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8
Axis 1 (38.1%)

Figura 31. Resultados del ACP para los atributos sensoriales del producto de fermentacion de L.
citreum CW28 en medio Agavinas BN
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Para poder conocer las caracteristicas que presenta la muestra en estudio con
respecto a otras bebidas fermentadas con probidticos se comparé con el ACP de 4
muestras comerciales, analizadas previamente por el mismo jurado. Los resultados se
muestran en la Tabla 15, en donde se reportan los porcentajes de cada componente de la
evaluacidn. Se obtuvieron un total de 8 componentes principales de los 14 atributos
evaluados por ACP. El primer componente (CP1) explica un 49.9% de la varianza original y
el segundo componente (CP2) explica un 21.1%. Si observamos en la columna de
acumulado el primer plano factorial (componente 1* componente 2), se explica un 71.1%
de las caracteristicas de la muestra, es decir que el olor acido y flavour agrio son los
atributos que definen al producto. Si se toma en cuenta como criterio de retencién de
componentes aquellos cuyo valor propio (Eigenvalue) es superior a la unidad, el ACP
considera a los primeros siete componentes, conteniendo un acumulado de 96.7% de la
varianza original. Esto quiere decir que con 7 atributos es posible describir sensorialmente

al medio de cultivo en un 96.7%.

Tabla 15. Correlacion entre los atributos de apariencia y textura en el producto de fermentacion

evaluado
No. ACP Valor Propio Valor de contribucién Frecuencia
(Eigenvalues) (%) acumulada (%)
1 17.45128 36.19 36.19
2 13.15405 27.28 63.46
3 6.10376 12.66 76.12
4 3.82274 7.93 84.05
5 2.88174 5.98 90.02
6 2.02605 4.2 94.23
7 1.19432 2.48 96.7
8 0.62182 1.29 97.99
9 0.40334 0.84 98.83
10 0.30762 0.64 99.47
11 0.14175 0.29 99.76
12 0.06675 0.14 99.9
13 0.04272 0.09 99.99

87



La Tabla 16 presenta la matriz de correlacién entre variables originales y
componentes retenidos. Se observa que la primera columna (CP1) los coeficientes
importantes son para formacion de pelicula, olor agrio y acido, flavour acido, agrio,
astringente y resabio acido. En la segunda columna (CP2) en apariencia: heterogéneo,

formacién de pelicula, olor acido y resabio acido.

Tabla 16. Matriz de correlacion entre variables originales y componentes de retencion

Variable Axis 1 Axis 2
EigenV. EigenV.
Burbujeante -0.17444 -0.43950
Heterogéneo 0.13876 0.40599
Formacidn de pelicula 0.26246 0.37923
Color 0.12574 -0.22668
Viscosidad 0.11816 0.26348
Precipitacion 0.07888 -0.18055
Agrio -0.30516 -0.00177
Acido -0.30019 0.46211
Flavour dulce 0.17785 -0.09562
Flavour acido -0.42500 -0.19625
Flavour agrio -0.41754 0.00255
Flavour citrico -0.14701 0.03875
Flavour astringente -0.24994 0.09888
Resabio acido -0.43762 0.26888

Se realizd la evaluacion de componentes del producto de fermentacion de L.
citreum en medio Agavinas BN (muestra 1) junto con 4 muestras de producto comercial
(muestras 2-5). En la Figura 32 se observa la grifica de ACP que explica el 71.1% de
variabilidad de las muestras, presentando similitudes las muestras 3, 4 y 5, siendo
diferentes de las muestras 1 y 2. La muestra 3 presenta heterogeneidad, formacién de

pelicula y viscosidad como los atributos de mayor peso, las 4 y 5 el color, flavour dulce y
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precipitacion como atributos distintivos. Por otro lado, la muestra 2 fue burbujeante con
resabio acido, flavour acido y agrio y olor agrio y la muestra de estudio (muestra 1) se
caracteriza por tener olor acido, flavour agrio y astringente, citrico, resabio acido y bajo

dulzor.

P.C.A. of means Pdt./Att.
Plane 1 - 2 BiPlot constant: 14.94404

acido

terogeneo

N W A~ 00 OO N

-

burbujeante
-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6
Axis 1 (49.9%)

Figura 32. Resultados del ACP para los atributos sensoriales de bebidas fermentadas
1=Muestra en estudio, 2 a 5= Producto comercial

Se realizé la evaluacion del nivel de agrado del producto de fermentacion de L.
citreum en medio Agavinas BN, comparandolo con muestras de bebidas comerciales. La
evaluacion la realizé el grupo de analisis sensorial de la Dra. P. Severiano (Facultad de
Quimica UNAM). El estudio se realizd con 100 consumidores habituales de bebidas
fermentadas (90% de los participantes), 35% de ellos con un nivel socioecondmico alto

A/B, siendo el 50% de un nivel socioeconémico medio determinado de acuerdo al
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cuestionario AMAI para el nivel socioeconémico (AMAI, 2009)3. Se utilizé una escala
heddnica de 9 puntos que van desde “me disgusta extremadamente” (1) hasta “me gusta
extremadamente” (9). La muestra 1 fue el producto de la fermentacién de L. citreum en
medio BN y las muestras 2-5 fueron muestras comerciales. Los resultados mostraron que
la muestra 3 obtuvo la calificacién de “ni me gusta ni me disgusta”, la muestra 4 de “me
disgusta poco” mientras que la muestra 2 no gustd. La muestra 1 (producto de
fermentacion de L. citreum CW28) se ubicd en el estudio de preferencia como “me

disgusta”.

Los atributos que mas importancia tuvieron en el nivel de agrado fueron el sabor,
el dulzor y la consistencia (lfigo, 2013). Los cuales no se encuentran presentes en la
bebida fermentada obtenida con L. citreum. El objetivo de la evaluacién sensorial del
producto de fermentacidon es considerar los resultados obtenidos para posteriormente
realizar una reformulacién del producto con la intencidon de incluir las caracteristicas

organolépticas mas aceptadas en los consumidores de bebidas fermentadas.

Como se menciona en la evaluacion, los atributos predominantes en el producto
de fermentacién son olor acido, flavour agrio y astringente, citrico, resabio acido y bajo
dulzor, siendo predominante el elemento acido, el cual puede ser contrarrestado
adicionando un elemento citrico a la formulacién, otra de las caracteristicas que agradan
en este tipo de productos es el dulzor, el cual es bajo en el medio de cultivo de L. citreum.
Se propone incluir algin endulcorante de bajo contenido calérico y que no sea
incorporado a las rutas metabdlicas del microorganismo L. citreum para no afectar la

estabilidad del producto.

3 Consulta 04/02/13
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7.3.6. Estudios preliminares de estabilidad del producto de fermentacion

de L. citreum CW28.

Se evalué el comportamiento de carbohidratos, acidos organicos, etanol,
acidificacion del medio y la viabilidad del microorganismo, entre el término del cultivo y
hasta los 17 dias de almacenamiento del producto de fermentacidon de L. citreum a una
temperatura de almacenamiento entre 4-6 °C (Figura 33 y Figura 34). La evaluacion se
realizé en cultivos en medio Agavinas BN con una concentracion inicial de células “alta”

(entre 0.8 a 8 x10 ° UFC/mL).

En la Figura 33, se muestra que durante las primeras dos semanas de
almacenamiento en refrigeracién del producto de fermentacidn, la sacarosa residual se
consumid practicamente por completo. Su consumo va acompafiado de un aumento en la
concentracion de inulina, es decir, que la actividad residual de la inulosacarasa continua
transformando la sacarosa que no se consumio al final del cultivo en inulina. También se
observd un ligero aumento en la concentracién de acido, acompanada de una ligera
disminucion de pH (Figura 34). En analisis de estabilidad preliminares (datos no
mostrados) se observd que una vez agotada la sacarosa residual (después de las primeras
dos semanas), no se observan cambios en la composicion de azucares, dcidos orgdnicos o

pH en un tiempo de almacenamiento de 30 dias.

El otro parametro en el que se observaron cambios importantes durante el
almacenamiento del producto, ademas del consumo de sacarosa, es en la viabilidad de las
células, ya que durante los 17 dias de almacenamiento se perdioé alrededor de la mitad de
las células viables (Figura 34). Sin embargo, el producto aun se encuentra en el limite
inferior de concentracion de células necesaria de acuerdo con los estandares que definen

comercialmente a un producto probidtico (10 — 1012 UFC/mL).
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Figura 33. Estudio de estabilidad.

INULINA FRUCTOSA GLUCOSA Ac. LACTICO AC. ACETICO ETANOL

Anilisis de la evolucidn de carbohidratos y otros metabolitos durante el almacenamiento del cultivo de

L. citreum porl7 dias a 5t1 °C.
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Figura 34. Estudio de estabilidad. Analisis de la evolucidon de la viabilidad de las células de L.

citreum durante el almacenamiento por 17 dias a 5£1° C.

En resumen, la sacarosa que no es consumida durante el tiempo de cultivo es

consumida durante el almacenamiento del producto de fermentacién con subsecuentes

cambios en la concentracion de los productos de fermentacion y pH.

Una opcion para obtener un producto estable (que no sufra modificaciones) es

realizar una etapa de “maduracién” del producto, en la que durante un determinado

tiempo se almacene a una temperatura controlada para permitir que se agote la fuente

de carbono vy lograr la estabilidad del producto, ya que como se menciond, una vez

agotada la sacarosa residual no se registran cambios en la composicién. Otra opcidn es

agregar algun tipo de conservador o agente protector.
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Es importante tomar en cuenta medidas para disminuir la pérdida de viabilidad de
las células durante el almacenamiento del producto. El uso de agentes protectores como
trehalosa, betaina, manitol, leche descremada, lactosa, gomas, polisacaridos, entre otros,
estd reportado en circunstancias en las que la viabilidad de microorganismos se ve
comprometida por procesos mecdnicos o fisicoquimicos, como liofilizacién, secado y
descongelamiento (Carvalho y col., 2004; Berner y Viernstein, 2006; Bigetti, 2012). Es por
esto que el empleo de agentes de este tipo podria constituir una estrategia para disminuir

la pérdida de la viabilidad de L. citreum durante el tiempo de almacenamiento.
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8. CONCLUSIONES

El aguamiel como materia prima es atractivo por su valor nutrimental. Sin
embargo, es poco estable desde el punto de vista microbioldgico. Se realizé un estudio a
diferentes tiempos de acumulacién de aguamiel en la planta de agave, que permitié
definir algunos de los cambios que se suceden durante el proceso de almacenamiento de
aguamiel, previo a la recoleccidn para la produccién de pulque. Estos datos permiten un
disefio mas real de bebidas que tiendan a imitar el proceso que se da durante la

produccién de pulque.

Se caracterizd y demostrd que la inulina de agave (agavina) es una opcién factible
para emplearse como elemento prebiético en formulaciones basadas en la composicidn
del aguamiel y su proceso fermentativo, con el objetivo de desarrollar bebidas para

consumo humano.

Se dised un medio minimo de cultivo que incluye agavina en la composicidén y en
el que se logrod el crecimiento de L. citreum en concentraciones adecuadas para evaluar su

efecto probidtico, ademas de la sintesis de inulina bacteriana de alto peso molecular.

El producto de fermentacion de L. citreum en el medio formulado cumple con
algunas de las caracteristicas tipicas de bebidas fermentadas elaboradas de manera
artesanal conteniendo acido lactico y acético, con la ventaja de una minima

concentracion de etanol.

Los objetivos delimitados en el proyecto se cumplieron: la produccion de un medio
de cultivo base para elaborar una bebida formulada con azlcares de agave, es
tecnolégicamente viable. Sin embargo, es necesaria una reformulacién del producto para

incluir los elementos que hagan a la bebida mds agradable para su consumo, tomando en
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cuenta los atributos sensoriales deseables en este tipo de productos y tomando las
medidas necesarias para mantener la viabilidad del microorganismo durante el

almacenamiento.

Es necesario realizar los estudios correspondientes para analizar los efectos
potencialmente probidticos del microorganismo L. citreum CW28 empleado en la
formulacidn. Estos andlisis incluyen ensayos de resistencia a pH acidos y sales biliares,
efecto en la produccion de citosinas y produccion de bacteriocinas contra
microorganismos patégenos. También es necesaria la reformulacién del producto para
incluir algun agente protector que ayude a mantener la viabilidad de L. citreum CW28
durante el almacenamiento. Por ultimo, incluir elementos que hagan mas aceptable las
caracteristicas organolépticas del producto tomando en cuenta los resultados del analisis

sensorial realizado.
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10.ANEXOS

10.1. Composicion de pulque. A. Especies de agave, estados donde se produce
y consorcio microbiano reportado en muestras de pulque. Tomado de Lappe y

col. (2008).

Type of Agave States of Fermentation
Beverage beverage species Substrate production Functional microbiota products References
Pulgue Nendistilled A atrovirens Sap México In spontanecus fermentation Ethanol, Lappe & Ulloa
A mapisaga Tlaxcala homo and heterofermentative organic acids, {1983), Steinkraus
A salmiana Hidalgo LABE {Lactobacillus spp.. L. dextrans, {1997), Ramirez
Cuerétaro brewvis, L plantarum, wvitarmins, er al (2004)
México DF Leuconostoc mesenteroides ssp. amino adds,
Fuebla dextranicum, L. mesenferoides fusel oil, esters,
Morelos ssp. mesenteroides), aldehydes
San Luis Zymomonas mobilis ssp.
Potosi maobilis, non-Saccharomyces

{Candida spp., C. parapsilosis,
Clavispora lusitaniae,
Hanseniaspora wvarum,
Kluyweromyces marndanus,
Kluyveromyces lactis, Pichia
membranifaciens, Fichia spp.,
Torulaspora detbrueckil) and
Saccharomyces (5. bayanus, 5.
cerevisiae, 5. paradoxus) yeasts.
In industrialized process a mixed
culture starter {Lactoba allus
spp., Z. mobilis ssp. mobilis and
5. cerevisiae) with or without
Leuconostoc species

B. Composicion de aminoacidos y vitaminas presentes en aguamiel y diferentes
tipos de pulque. Tomado de Lappe y col. (2008).

Pulgue types
Agave Traditional Traditional Pilot plant Industrialized
Essential compounds sap™ pulgue’ pulgue’ pulgue’ pulgue®
Amino acids (mg 100 mL ")
Lysine 16.2 3.0 7.5 12.0
Tryptophane 2.7 25 9.0 6.0
Hystidine 47 4.0 1.0 -
Phenylalanine 11.2 6.5 7.5 -
Leucine 10.5 4.0 6.0 -
Threonine 6.4 15 5.0 -
Methionine 0.7 30 5.0 -
Valine 6.6 25 7.5 -
Arginine 10.9 2.5 3.2 -
Tyrosine 30 7.5
Vitamins (mg 100 mL ™)
Thiamine 0.06 0.02 0.02 0.02 0.02
Riboflavin 0.02 0.025 0.02 0.03 0.03
Niacin 0.45 0.32 0.28 0.37 0.35
Pyridoxine - - 0.02 0.03 -
Biotine - - 0.02 0.02 -
Ascorbic add 9.0 56 - - 51

Source: *Cravioto et al_ (1951).

"Massieu et al. (1949, 1959) and Loyola-Mortemayor (1956).

‘Sanchez-Marroguin (1977).
SDel Razo (2004).
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10.2. Composicion de agavina comercial reportada por Agaviética S.A. de C.V.

(http://www.agaviotica.com/productos3.html)

Caracteristicas Generales

Humedad 5.0% (+/- 2%)
Sustancia Seca 95.0% (+/- 2%)
Cenizas 0.10% {+/- 0.05%)
Carbohidratos totales  94.90% (+/- 1%)
« Inulina / FOS 90.02% (+/- 2%)
« Fructupsa 2.20% (+/- 1%)
« Glucosa 0.63% (+/- 1%)
« Sacarosa 2.05% (+/- 1%)
Grasa Ausente
Colesterol Ausente
Calorias 1.5 Kcalf/g

10.3. Composicion de medios de cultivo para evaluar la presencia de

microorganismos.

Medio LB: triptona 10 g/L; extracto de levadura 5 g/L; cloruro de sodio 10 g/L; 2% agar. pH
7.0

Medio MRS (Difco Lactobacilli MRS Broth): peptona de proteosa No. 3 10g/L; extracto de
res 10 g/L; extracto de levadura 5 g/L; dextrosa 20 g/L; polisorbato 80 1g/L; citrato de
amonio 2 g/L; acetato de sodio 5 g/L; sulfato de magnesio 0.1 g/L; sulfato de manganeso
0.05 g/L; fosfato de dipotasico 2g/L; 2% agar. pH 6.5

Medio R5: sulfato de potasio 0.25 g/L; cloruro de magnesio 10.12 g/L; glucosa 10 g/L; cas-
aminoacidos 0.1g/L; extracto de levadura 5g/L; tris base 5.73 mL; cloruro de zinc 0.0008
g/L; cloruro de hierro 0.004 g/L; cloruro o sulfato de cobre 0.0002 g/L; cloruro de
manganeso 0.0002 g/L; borato de sodio 0.0002g/L; fosfato de potasio monobasico 0.0125
g/L; cloruro de calcio 0.68 g/L; L-prolina 0.75 g/L.; hidréoxido de sodio 1N 0.05 %. 2% agar.
pH 7.2
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11.APENDICES

11.1. Calculo de biomasa

Por peso seco de células de L. citreum lavadas. Se determiné que 1 log UFC = 0.85 *
0.07 mg de biomasa. Esta relaciéon se empled para realizar la conversidon entre células
viables (log UFC/mL) y biomasa en mg/mL. La biomasa generada durante la fermentacion

se calcula con la Ecuacién 7.

m m m
Biomasa generada (_g} = Biomasa final (_g) — Biomasa inicial [_g]
mL mL mL

Ecuacion 7
Donde:
log UFC mg biomasa
g w 085 g bromasa

m
Biomasa final (_,g} = células finales ——— ’
mlL mlL logUFC

log UFC myg biomasa
08 YUrh g gg M4 Bromasa

m
Biomasa inicial (_g) = celulas iniciales .
mlL logUFC

mlL

11.2. Balance de consumo de sustrato durante la fermentacion de L citreum.

La fuente de carbono de la fermentacion es sacarosa, hay que tomar en cuenta que
la fermentacién de L. citreum es heterofermentativa, es decir se produce una variedad de
productos, principalmente: inulina, acido lactico, acido acético, etanol y biomasa. De tal
manera que el balance de sacarosa expresado matematicamente es el siguiente:
ds E 1 E 1 E 1 E 1 d_rz 1

dt dt Yere df ¥iz  dt Yers  dt Y df Yoy

+m Ecuacién 8

dx .
Donde: o, = sacarosa cansumada(?)
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dx
e biomasa producida (%:] ; Yx = Rendimiento de biomasa = 0.5
-3

di
T inulina producida ('%}; Y; = Rendimiento de inulina

=

2 _ etanol producido {E) :¥e = Rendimiento de etanol
dt L :

d: r . L . . . . r . r .
== acido lactico producido G) ; Y1 = Rendimiento deacido lactico
! =
d £ £ ) _ £ o
d—': = arido acético producido (f) 1Yo = Rendimiento de acido acético
! -3
m = Coeficiente de mantenimiento

La concentracidn de sacarosa consumida para la produccidon de biomasa e inulina

se determind con las siguientes ecuaciones:

ds | . di .,
- Emu.ﬂam =— Ecuacion 9

1

ds . dx .,
— Ebmmasa = — Ecuacion 10

Fafs

11.3. Rendimientos tedricos de productos de fermentacion

Ya que el polimero de inulina se compone principalmente de residuos fructosilo (es
decir, el equivalente a una molécula de fructosa menos una molécula de agua que se
pierde al realizar la polimerizacién). Por cada mol de sacarosa consumida se incorpora 1

mol de fructosa. El peso molecular (PM) del residuo fructosilo es 162 g/mol y el PM de la
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sacarosa es 342 g/mol, por lo que el rendimiento tedrico seria el siguiente de acuerdo a la

estequiometria de la reaccidn:

v - 162 g fructosaincorporadaa polimero 0.5
e~ 342 g sacarosa consumida -

Ecuacion 11

Rendimiento tedrico de etanol de acuerdo a la estequiometria de la reaccién de
consumo de sacarosa:
C12H22011 + H20 = 4C;H60 + 4CO2

Si una molécula de sacarosa mas agua producen 4 moléculas de etanol, entonces

i . Eg
.- & (PMetanol) 4% mnE:I —

8/ 7 pu sacarosatH.0 T 380 gfmol -

0.5 Ecuacion 12

Rendimiento tedrico de acido lactico de acuerdo a la estequiometria de la reacciéon
de consumo de sacarosa:

C12H22011 + H,0 =2 4C3H603

Si una molécula de sacarosa mas agua producen 4 moléculas de acido lactico, entonces

. s s ’ g
V. 4 (PM dcido lactics) 4'33"}_,“':;}
—— = L =
/8 PM zacarosa+HqaO 360 g/mol

1 Ecuacion 13

Rendimiento tedrico de acido acético de acuerdo a la estequiometria de la reaccién
de consumo de sacarosa:

C12H22011 + H,0 2 6C2H40;

Si una molécula de sacarosa mas agua producen 6 moléculas de acido acético, entonces

‘ g
&6(PM arido acetico) E(E0——] .,
¥ . = = mel =1 Ecuacién 14
! PM sacarcosa+Hgo 380 g/mol
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