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RESUMEN

De la produccidn del cultivo de amaranto se obtiene cantidades considerables de residuos
agricolas Ilamados rastrojos, a pesar de que son potencialmente aptos para ser utilizados
como materia prima en la produccién de alimento para ganado, biomasa microbiana, etc., a
través del proceso de hidrolisis de los hidratos de carbono que ellos contienen, este
material esta siendo subutilizado en nuestro pais causando serios problemas de
contaminacion ambiental, cuando es quemado a cielo abierto. Debido a su naturaleza, el
rastrojo de amaranto es fuente importante de material lignocelulésico, que esta constituido
por lignina, celulosa y hemicelulosa. Estudios realizados por Arce (2011), mostraron que el
contenido en base seca de fibra insoluble en el tallo de la planta de amaranto es de 40.5 g
por 100 g de este rastrojo, e incluye un contenido de hemicelulosa y pentosanos de 14.6 y
16.1 g. De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este trabajo fue solubilizar la fibra de la
planta de amaranto, para obtener un compuesto prebiotico. Para alcanzar este objetivo se
utiliz6 una muestra de la planta de amaranto que fue el tallo y se someti6é a hidrolisis acida
para liberar a partir de la hemicelulosa el xilano, polimero que al ser hidrolizado forma
xilooligosacéridos constituidos de unidades de xilosa unidas por enlaces  1-4, y de los
cuales se ha reportado que tienen actividad prebidtica. Se realizaron dos experimentos de
hidrélisis &cida con &cido sulfurico, en el primer experimento se evaluaron las
concentraciones de cido de 2.5, 3.5 y 5.0 % m/v a una temperatura constante de 121 °C
para obtener cinéticas de hidrolisis a los tiempos de 30, 60 y 90 min, la produccion de
azUcares reductores totales fue de 41 + 1.8 a 72 £ 1.4 mg xilosa por g de tallo. Del primer
experimento se eligié la concentracion de &cido que permitid observar la cinética de
hidrélisis mas corta y que correspondié a la concentracion de 5.0 % m/v, por lo que para
realizar el segundo experimento se obtuvieron hidrolizados a esta concentracién de acido y
se evaluaron las temperaturas de 90 y 100 °C durante los tiempos de 30, 60, 90, 120 y 150
min, para las muestras obtenidas a 90 °C se obtuvieron porcentajes de azucares reductores
totales entre 64 + 1.0 y 81 + 2.3, para los hidrolizados de 100 °C de 52 + 1.3 a2 92 £ 3.2,
mostrando una alta posibilidad que en ninguna de las muestras se degradaran sus azUcares
monomeéricos a furfural o hidroximetilfurfural. Los hidrolizados obtenidos del segundo
experimento fueron liofilizados y utilizados como fuente de carbono para bacterias
colonicas en la fermentacion in vitro. Los resultados mostraron cinéticas de crecimiento

con fases de adaptacion muy cortas, practicamente imperceptibles, la fase exponencial fue




menor a 8 h en general para todos los hidrolizados obtenidos a las diferentes
combinaciones de temperatura y tiempo. La velocidad especifica de crecimiento para las
bacterias colénicas en los hidrolizados oscilé entre 0.12 + 0.01 y 0.37 + 0.03 h™, las
menores velocidades se observaron en ambas temperaturas a los tiempos mas cortos (30
min), de acuerdo con estas velocidades, los tiempos de duplicacion se encontraron en un
rango de 5.8 a 2 h, los controles inulina y pectina presentaron pardmetros cinéticos de 0.43
+0.04 y 0.24 + 0.02 h™, asi como tiempos de duplicacién de 1.6 y 1.9 h respectivamente,
similares a los hidrolizados y que dependiendo de la muestra presentaron o no diferencia
significativa. EI consumo de hidratos de carbono presentes en el medio de cultivo a partir
de los hidrolizados se encontrd en el rango de 66.6 % + 1.4 (obtenido a 100 °C - 30 min) a
85 % £ 4.0 (90 °C - 90 min), solo el menor porcentaje fue significativamente inferior a los
controles inulina de 96.4 = 1.0 y pectina 92.8 + 0.2. El rendimiento biomasa sustrato para
las fermentaciones de los hidrolizados se encontr6 entre 0.32 kg biomasa/kg hidratos de
carbono £ 0.08 (90 °C - 90 min) y 0.68 kg biomasa/kg hidratos de carbono £ 0.09 (100 °C -
60 min), siendo este segundo rendimiento significativamente mayor al de los controles
(0.28 £ 0.01, 0.24 + 0.07, inulina y pectina, respectivamente). Los cambios de pH durante
la fermentacion de los hidrolizados obtenidos a 90 °C fueron inferiores a los observados
100 °C, en cada caso el descenso de las O a las 24 horas fue de 6.8 a 6.2 y de 6.8 a 5.8
respectivamente. Los cambios de pH de los hidrolizados de 100 °C fueron similares a la
inulina (6.6 - 5.9) y a la pectina (6.6 - 5.7). La concentracion de los acidos grasos de
cadena corta (AGCC) oscilé entre 8.3 £ 0.5 y 28 + 1.4 mmol/L y es significativamente
inferior a la obtenida por la inulina (10.1 + 0.2 - 29.3 + 0.3 mmol/L) y pectina (12.3 + 0.3 -
35.2 £ 0.4 mmol/L). Debido a que el hidrolizado obtenido a 100 °C por 60 min dio la
produccién de AGCC maés alta, se determind elegir estas condiciones de temperatura y

tiempo para obtener a partir de este hidrolizado los oligosacaridos.

A partir de los datos de la fermentacidon in vitro de los oligosacaridos se obtuvieron
cinéticas de crecimiento de las bacterias colonicas similares a los controles, con fase
exponencial inferior a seis horas. La velocidad especifica de crecimiento de las bacterias
colénicas al metabolizar los oligosacaridos fue de 0.36 h™ + 0.04, que no es
significativamente diferente a las velocidades del hidrolizado (0.35 h™ + 0.02) sin purificar
y de los controles (inulina 0.43 h™ + 0.04 y pectina 0.24 h™ + 0.02). El porcentaje de

consumo de los oligosacaridos (92.2 % + 0.3) fue superior al hidrolizado (76.3 % + 1.0) y




respecto a la pectina (92.8 % + 0.2) no fue significativamente diferente, mientras que la
inulina (96.4 % + 1.0) si mostro un consumo significativamente mayor. El rendimiento
biomasa-sustrato (Yx/s) observado en la fermentacion de los oligosacéaridos (0.34 £ 0.1),
no fue significativamente diferente al obtenido con los controles (0.28 + 0.01, 0.24 £ 0.07,
inulina y pectina respectivamente). El Yx/s del hidrolizado fue significativamente superior
a las muestras mencionadas. EI cambio de pH de los oligosacaridos fue bajo, sin embargo
las cantidades de acidos grasos de cadena corta, a los tiempos de 6 y 10 h (11.4 y 31.2
mmol/L respectivamente) fueron significativamente superiores a la inulina (10.1 y 29.3
mmol/L) e inferiores a la pectina (12.3 y 35.2 mmol/L). Con la produccion de &cidos
grasos de cadena corta se pudo observar que los hidrolizados obtenidos a partir del tallo de

amaranto tienen actividad prebidtica.

Al desarrollar este proyecto se obtuvo una fibra soluble a partir de residuos de la planta de
amaranto que es capaz de promover el crecimiento de bacterias colonicas, beneficio que de
llevarse a la practica después de evaluar su capacidad prebidtica mediante estudios en
animales, permitira ofrecer al mercado de alimentos un producto atractivo por su impacto

positivo a la salud, ademas de reducir problemas de contaminacion.



ABSTRACT

Crop production amaranth obtained considerable quantities of residues known
agricultural waste, although they are potentially suitable for use as raw material in the
production of livestock feed, microbial biomass, etc.. Through hydrolysis process of
carbohydrates they contain, this material is being underutilized in our country causing
serious environmental pollution problems, when it is burned in the open. Due to their
nature, Amaranth stover source of lignocellulosic material, which consists of lignin,
cellulose and hemicellulose. Studies by Arce (2011), showed that on a dry basis content
of insoluble fiber in the stem of the amaranth plant is 40.5 g per 100 g of the stubble,
and includes a pentosan and hemicellulose content of 14.6 and 16.1 g . Accordingly, the
objective of this work was to solubilize plant fiber amaranth, to obtain a prebiotic
compound. To achieve this objective we used a sample of the amaranth plant stem and
which was subjected to acid hydrolysis to liberate from the hemicellulose xylan, to be
hydrolysed polymer form consisting of xylooligosaccharides xylose units linked by 3 1
-4, and which are reported to have prebiotic activity. Two experiments were performed
by acid hydrolysis with sulfuric acid, in the first experiment acid concentrations of 2.5,
3.5and 5.0 % m / v at a constant temperature of 121 °C for hydrolysis Kkinetics to the
times 30, 60 and 90 min, the production of total reducing sugars was 41 + 1.8 to 72 +
1.4 mg per g xylose stem. The first experiment was chosen acid concentration observed
kinetics allowing shorter hydrolysis and which corresponded to the concentration of 5.0
% m/v, so to make the second experiment were hydrolyzed to this acid concentration
and assessed temperatures of 90 and 100 °C for times 30, 60, 90, 120 and 150 min for
the samples obtained at 90 °C were obtained percentages total reducing sugars from 64
+ 1.0 and 81 £ 2.3, hydrolysates 100 °C 52 £+ 1.3 -92 * 3.2, showing a high possibility
that none of the samples to degrade their monomeric sugars or hydroxymethyl furfural.
The hydrolysates obtained by hydrolysis of the second experiment were lyophilized and
used as a carbon source for colonic bacteria in vitro fermentation. The results showed
growth Kinetics very short adaptation phase, virtually imperceptible, the exponential
phase was less than 8 h generally hydrolysates obtained for all the different
combinations of temperature and time. The specific growth rate for colonic bacteria in
the hydrolysates ranged from 0.12 + 0.01 and 0.37 + 0.03 h™}, the lower speeds were
observed at both temperatures shorter times (30 min), according to these speeds,

Doubling times were in a range of 5.8 to 2 h, inulin and pectin controls showed kinetic




parameters of 0.43 + 0.04 and 0.24 + 0.02 h™, and doubling times of 1.6 and 1.9 h
respectively similar to those hydrolysed and depending on whether or not the sample
had significant difference. Consumption of carbohydrates present in the culture medium
from hydrolysates found in the range of 66.6 % * 1.4 (obtained at 100 °C - 30 min) 85%
+ 4.0 (90 °C - 90 min), single the lowest percentage was significantly lower than inulin
controls 96.4 £ 1.0 and 92.8 £+ 0.2 pectin. Yield biomass substrate for fermentations
hydrolysates was between 0.32 kg biomass/kg carbohydrates = 0.08 (90 °C - 90 min)
and 0.68 kg biomass/kg carbohydrates £ 0.09 (100 °C - 60 min), being this second
performance significantly higher than in controls (0.28 + 0.01, 0.24 £+ 0.07, inulin and
pectin, respectively). pH changes during the fermentation of the hydrolysates obtained
at 90 °C were lower than 100 °C observed in each case the decline of 0 to 24 hours was
from 6.8 to 6.2 and 6.8 to 5.8 respectively. PH changes of the hydrolysates of 100 °C
were similar to inulin (6.6 - 5.9) and pectin (6.6 - 5.7). SCFA concentration ranged from
8.3 £ 0.5 and 28 = 1.4 mmol/L and is significantly lower than that obtained by inulin
(10.1 £ 0.2 - 29.3 + 0.3 mmol/L) and pectin (12.3 £ 0.3 - 35.2 £ 0.4 mmol/L). Because
the hydrolysate obtained at 100 °C for 60 min gave the highest SCFA production was
determined to choose those conditions of temperature and time for this hydrolysate from
oligosaccharides.

From the data in the in vitro fermentation of the oligosaccharides were obtained from
growth kinetics colonic bacteria similar to controls, with exponential phase of less than
six hours. The specific growth rate of colonic bacteria to metabolize oligosaccharides
were 0.36 + 0.04 h™, which is not significantly different speeds hydrolysate (0.35 + 0.02
h™) without purification and controls (inulin 0.43 h™ + 0.04 and pectin 0.24 + 0.02 h™).
The consumption percentage of oligosaccharides (92.2 % * 0.3) was higher than
hydrolysate (76.3 % £ 1.0) and compared to the pectin (92.8 % = 0.2) was not
significantly different, whereas inulin (96.4 % + 1.0) if showed significantly higher
consumption. Biomass vyield-substrate (Yx/s) shown in the fermentation of the
oligosaccharides (0.34 + 0.1) was not significantly different from that obtained with
controls (0.28 + 0.01, 0.24 = 0.07, inulin and pectin respectively). The Yx/s of the
hydrolysate was significantly higher than the samples mentioned. The change in pH of
the oligosaccharides was very low, however the amounts of short chain fatty acids at
times of 6 and 10 h (11.4 and 31.2 mmol/L, respectively) were significantly higher than
the inulin (10.1 and 29.3 mmol/L) and lower than the pectin (12.3 and 35.2 mmol/L).




With the production of short chain fatty acids could be seen that the hydrolysates
obtained from the stem of amaranth have prebiotic activity.

In developing this project obtained a soluble fiber from waste amaranth plant that is
capable of promoting the growth of colonic bacteria, benefit to be implemented after
evaluating prebiotic capacity by animal studies, will provide the market an attractive

food for its positive impact on health and reduce pollution problems.
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1. GENERALIDADES

1.1 Amaranto

El cultivo de amaranto pertenece a la familia Amaranthaceae y posee caracteristicas
agronomicas y alimentarias muy prometedoras para mejorar la calidad de vida de las
zonas aridas y semidridas, debido a que es una planta muy versatil que se puede utilizar
como grano, verdura o forraje; por ejemplo, la semilla o huautli era de consumo
habitual por los aztecas, junto con el maiz, el frijol y la calabaza; los mayas la cultivaron
en Guatemala y los incas en Sudamérica. La planta tierna que se conoce como
huauhquilitl o quintonilli, se empleaba como verdura; en tanto, los tallo y las hojas
verdes, ya maduras, se comian cocidas con sal o tequesquite (Arellano y Galicia, 2007;
Morales et al., 2009).

Las especies del género Amaranthus L. (Amaranthaceae o Amarantaceas) estan
ampliamente distribuidas en el mundo, en particular en las regiones tropicales,
subtropicales y de clima templado. Esta familia comprende mas de 60 géneros y cerca
de 800 especies de plantas herbaceas anuales o perenes. EXisten tres especies del género
Amaranthus que producen grandes inflorescencias repletas de semillas y son
A. hypochondriacus, A. cruentus y A. caudatus, que se cultivan en México, Guatemala y
Per0, respectivamente (Arellano y Galicia, 2007; Morales et al., 2009).

La planta de amaranto tiene hojas anchas, brillantemente coloreadas con una panicola
(panoja) parecida a la del sorgo con una longitud promedio de 50 a 90 cm, que esta
formada por muchas espigas que contienen numerosas flores pequefias en las que se
encuentran contenidos los granos. Este grano o semilla de amaranto posee
caracteristicas nutricionales muy interesantes; una de las mas importantes es su
contenido y calidad de proteinas. Cuyo contenido de proteina total de diversas
variedades de amaranto va de 13 a 18 % de materia seca, y estas proteinas tienen un
balance de aminoacidos muy aceptable ya que poseen concentraciones elevadas de
lisina (0.73 - 0.84 %), amino&cido esencial que es deficiente en la mayoria de los
cereales. También contiene almidon (58 — 66 %), posee de 9 a 16 % de fibra dietética;
su contenido de lipidos varia de 3.1 a 11.5 % donde el &cido linoleico es el principal
constituyente. Aporta también cantidades nada despreciables de calcio fosforo, potasio,
zinc, vitamina E y vitaminas del complejo B. Por otro lado las hojas del amaranto son

buenas proveedoras de vitaminas A y C y se pueden comparar desde el punto de vista
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de su aporte nutricio con las espinacas (Spinacia oleracea). Por estas razones el
amaranto puede contribuir de forma importante al incluirlo en la dieta de la poblacion

de los paises latinoamericanos (Arellano y Galicia, 2007; Morales et al., 2009).

En la republica Mexicana la zona de produccion y cultivo de amaranto es la central, en

la Tabla 1 aparece la produccion de cada uno de los estados.

Tabla 1. Principales estados productores de amaranto en el pais.

Superficie  Superficie  Produccion Rendimiento Valor
Estado sembrada  cosechada (kg) (kg/m?) produccion
(m? (m? (miles de
pesos)
Distrito 6 6 5
1.37x10 1.37x10 1.76x10 0.129 3,942.5
Federal
Estadode ) 15010°  212x10°  3.72x10° 0.175 3,335.1
Mexico
Morelos  2.08x10° 2.08x10° 2.84x10° 0.136 4,279.4
Puebla  2.265x10"  2.118x10"  2.493x10° 0.118 8,920.4
Querétaro  5x10° 5x10* 4x10° 0.080 59.1
Tlaxcala  5.21x10° 1.84x10° 2.76x10° 0.15 1,220.0

Fuente: Anuario Estadistico de Produccion Agricola 2011. SAGARPA

La produccion nacional en base seca del grano de amaranto oscila entre 0.11 a 0.17
kg/m?, y la de otros constituyentes de la planta como es la hoja, de 0.38 a 0.41 kg/m?,
generando con ello una gran cantidad de biomasa (hasta 0.9 kg/m? base seca), lo que
representa cantidades considerables de residuos agricolas conocidos como “rastrojos” y
son cerca de 5x10° kg. Desafortunadamente el rastrojo de amaranto esta siendo
subutilizados en nuestro pais, pues sus usos estan limitados a abono vegetal,
alimentacion animal y/o a ser quemado a cielo abierto, uso que genera serios problemas

de contaminacion ambiental.



1.2 Material lignocelulosico del rastrojo de amaranto

Debido a su naturaleza los residuos agricolas como el rastrojo de amaranto, son una
fuente importante de material lignocelul6sico, compuesto por lignina, celulosa y

hemicelulosa.

La celulosa es el principal componente estructural en plantas, quimicamente es un
homopolisacarido lineal de unidades de D-glucopiranosas, unidos por enlaces
glucosidicos B (1,4), donde se forman uniones de hidrégeno entre sus cadenas. Estas
uniones dan una estructura estable de microfibrillas cristalinas y también le
proporcionan fuerza mecanica, resistencia a la degradacion bioldgica, baja solubilidad
en agua Yy resistencia a la hidrolisis acida (Garcia, 2002). Sin embargo, puede ser
hidrolizada a residuos de D-glucosa por la accion de &cidos como el sulfarico y el
clorhidrico a una temperatura mayor a 125°C; o por métodos enzimaticos empleando

celulasas extracelulares que sintetizan ciertos microrganismos (Badui, 2006).

La lignina no es un hidrato de carbono, sino una cadena de compuestos fenélicos como
la vainillina, el aldehido siringico y los alcoholes coniferilico, sinapilico y cumarilico
(Badui, 2006). Fisicamente es una sustancia lefiosa que proporciona a las plantas

estructura y soporte, encontrandose presente en cantidades variables (Garcia, 2002).

Las hemicelulosas crean la matriz en la cual se enredan las fibras de celulosa, son un
complejo heteropolimero que incluye ademéas de xilano (homopolimero de xilosa),
xiloglucano (heteropolimero de D-xilosa y D-glucosa), glucomanano (D-glucosa y
D-manosa), galactoglucomanano (D-galactosa, D-glucosa y D-manosa) Yy
arabinogalactano (D-galactosa y D-arabinosa) (Collins et al., 2005). El xilano es el
principal carbohidrato encontrado en la fraccion hemiceluldsica de los tejidos vegetales
y constituye la tercera parte de todo el carbon orgéanico renovable sobre la tierra (Paz-

Lago y Hernandez, 2000).

La composicién quimica del material lignocelulésico del amaranto determinada por
Arce (2011), aplicando metodologias TAPPI (Technical Association of the Pulp and
Paper Industry) mostré los componentes y cantidades que se presentan en la Figura 1,
de donde se puede observar que la celulosa en general es el componente que se
encuentra en mayor cantidad a excepcion de la hoja que reporté un mayor contenido de
extraibles como compuestos lipofilicos (&cidos grasos, glicéridos, ceras, terpenos) y




fenolicos. Respecto al contenido de hemicelulosa este es mayor en el tallo y es de 26 ¢
de materia seca. De acuerdo con lo anterior esta parte de la planta representa una fuente
considerable de xilano que puede ser digerido quimica o enziméaticamente a unidades de
mas pequefias para ser evaluado como fuente de carbono y energia en procesos de

fermentacion.
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Figura 1. Composicion quimica del material lignoceluldsico de distintas partes de
la planta de amaranto. RC: rastrojo compuesto (tallo, hoja, inflorescencia y grano).
RT: rastrojo T (tallo, hoja e inflorescencia). Fuente: Arce, 2011.

La complejidad de la estructura del xilano varia de acuerdo con las especies vegetales.
El xilano existe como O-acetil-4-O-metilglucuronoxilano en maderas duras y como
arabino-4-O-metilglucuronoxilano en maderas suaves, mientras que el xilano en hierbas
y plantas anuales son tipicamente arabinoxilanos. Debido a esta heterogeneidad y
complejidad, la hidrélisis completa del xilano requiere de una larga variedad de enzimas
que actlan cooperativamente (Figura 2). En este sentido, las: endo 1,4-B-D-xilanasas
(EC.3.2.1.8) aleatoriamente rompe la cadena principal de xilano, B-D-xilosidasa
(EC.3.2.1.37) que corta monémeros de xilosa del extremo no reductor de
xilooligosacaridos y xilobiosa, mientras que la eliminacion de los grupos laterales se
cataliza por a-L-arabinofuranosidasa (EC.3.2.1.55), a-D-glucoronidasa (EC.3.2.1.139),
acetilxilanoesterasas (EC.3.1.1.72), acido ferulicoesterasas (EC.3.1.1.73) y acido p-
cumaricoesterasas (EC 3.1.1.-) (Collins et al., 2005).
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Figura 2. (a) Estructura del xilano y los sitios de su ataque por enzimas
xilanoliticas. El esqueleto base del substrato esta formado de uniones B- 1,4 de residuos
de xilosa. Ac., grupo acetilo; a-arab., a-arabinofuranosidasa; a-4-O-AcMe-Gluc.,

a-4-0-acido metilglucuroénico; pcum., acido p-cumarico; fer., acido feralico.
(b) Hidrolisis de xilooligosacaridos por xilosidasa. Fuente: Collins et al., 2005.

Se conoce que el complejo enzimético xilanolitico es producido por hongos,
actinomicetos y bacteria, siendo los méas importantes Aspergillus, Trichoderma,
Streptomyces, Phanerochaete, Ruminococcus, Fibrobacterias,Clostridia y Bacillus. Los
nichos ecoldgicos de estos microorganismos son diversos, los hongos incluyen entornos
en donde los que materiales vegetales se acumulan y deterioran, y las bacterias el rumen

de los rumiantes (Collins et al., 2005).



1.3 Hidrdlisis acida

La hidrolisis quimica de materiales lignocelulésicos ha sido intensamente investigada y
desarrollada en el siglo XX y llevada a escala comercial desde 1909 en EUA vy otros
paises de Europa y Asia, para fermentar la glucosa y obtener etanol, empleando madera
como sustrato. La factibilidad economica de estos procedimientos depende
principalmente de bajos costos en la materia prima, en energia, operacion y bajos costos
de inversion (Aguilar y Canizales, 2004).

La hidrdlisis quimica puede ser acida o basica, en el presente trabajo se empleo la acida.
La hidrolisis acida esta en funcion de la concentracion de acido, temperatura y tiempo
de reaccion (Aguilar y Canizales, 2004). Acidos diluidos pueden ser utilizados como
catalizadores de una hidrodlisis limitada llamada prehidrolisis, esta consiste en la
hidrélisis de la fraccion hemiceluldsica, las fracciones remanentes celulosa y lignina
permanecen casi intactas. Los &cidos sulfdrico (H2SO,), clorhidrico (HCI), fluorhidrico
(HF) o acético (CH3COOH) son los comunmente empleados como catalizadores. Estos
acidos antes mencionados proporcionan protones que rompen las uniones éter
heterociclicas entre los monémeros de azlcares de las cadenas poliméricas formadas
por las hemicelulosas y la celulosa. La ruptura de estas uniones proporciona distintos
componentes, principalmente azlcares como Xxilosa, glucosa y arabinosa. Otros
componentes relacionados son oligomeros, furfural y &cido acético. Una hidrdlisis
cuantitativa de hemicelulosas puede ser desarrollada casi sin el dafio a la celulosa
porque las uniones en hemicelulosas son menos fuertes (Aguilar et al., 2002).

Por mencionar un ejemplo, los acidos H,SO, y HCI son utilizados en concentraciones
entre 2-5% a temperaturas alrededor de 160°C y presiones de 10 atmosferas. En estos
procesos la concentracion de &cido y temperatura son cruciales en la formacién de
compuestos toxicos. Temperaturas moderadas (<160°C) son adecuadas para la hidrolisis
de hemicelulosas, promoviendo la descomposicion de pequefios aztcares. Por otro lado
temperaturas superiores a 160°C favorecen la hidrélisis de celulosa, generando alta
cantidad de productos de descomposicion de azUcares y lignina. Otro factor importante
en los procesos de hidrdlisis es el tiempo de reaccion. Si el tiempo de reaccion en tan
largo como 1h, las concentraciones de xilosa disminuyen debido a su degradacion. A
altas temperaturas y presiones, la glucosa y la xilosa pueden ser degradados a furfural e
hidroximetilfurfural (HMF), respectivamente, y cuando estos ultimos son degradados se

obtiene acido formico. Junto a estos compuestos otras sustancias son formadas como los
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acidos siringico, vainillico, caproico, caprilico, pelargonico y palmitico, los cuales son
toxicos para los microorganismos durante la fermentacién. Una combinacion de
métodos pueden ser utilizados para reducir la concentracion de estos inhibidores como
son concentracion del hidrolizado por evaporacion con vacio, para reducir los
contenidos de compuestos volatiles como acido acético, furfural y acido vainillico, sin
embargo con este metodo también se incrementa la concentracion de compuestos
toxicos no-volatiles. Para eliminar estos Gltimos se puede utilizar carbdn activado, tierra
de diatomeas, resinas de intercambio idnico o el ajustar el pH con una combinacién de
bases y acidos, por ejemplo el ajuste del pH de hidrolizados de bagazo de cafia primero
a pH 9 con NaOH o Ca(OH), y después a 6.5 con H,S0, se remueven compuestos
fendlicos y se reduce la concentracion de furfural e HMF (Mussatto y Roberto, 2004).

De acuerdo con los anterior, las reacciones de hidrolisis de polimeros de azucares en
medios &cidos son muy complejas, ya que estas reacciones no son especificas, pues una
variedad de procesos toma lugar simultaneamente a la hidrélisis del xilano, incluyendo
remocion de extraibles, solubilizacién de lignina, neutralizacion de cenizas y reacciones

que involucran proteinas (Vegas et al., 2004).

A partir de la ruptura del xilano contenido en materiales lignocelulésicos, se obtiene
xilooligomeros o xilosa con aplicaciones en alimentos, farmacia o medicina. Como
ingredientes alimenticios, la xilosa puede ser bioconvertida a xilitol, un polialcohol con
importantes aplicaciones como edulcorante, y los xilooligosacaridos (XOS) tienen
acciones prebidticas, ya que favorecen el crecimiento de bifidobacterias, suprimiendo el
crecimiento de Clostridium, y causando un efecto bacteriostatico contra Vibrio

anguilarum (Vegas et al., 2004).



1.4 Fibra dietética

El interés por la fibra en nutricion humana aparece con fuerza a partir de los trabajos de
Burkitt (1974) que se interesaron por la relacion entre el consumo inadecuado de fibra y
el aumento de enfermedades degenerativas en las sociedades desarrolladas. Actualmente
y después de treinta afios de investigacion, la fibra dietética forma parte de los que se

considera una dieta saludable (Escudero y Gonzalez, 2006).

A medida que aumentan los conocimientos sobre la fibra tanto a nivel estructural como
en sus efectos fisiologicos la American Association of Cereal Chemist en 2001 definio6 a
la fibra dietética como la parte comestible de las plantas o hidratos de carbono analogos,
que son resistentes a la digestion y absorcion en el intestino delgado humano, con

fermentacion completa o parcial en el intestino grueso (Escudero y Gonzélez, 2006).

La fibra dietética puede ser clasificada dependiendo de su reaccion con el agua en dos
tipos: fibra soluble e insoluble. La fibra soluble es la fraccion de la fibra dietética total
que se caracteriza por formar una dispersion y/o geles viscosos cuando se combina con
agua en el tracto intestinal, incluye gomas, mucilagos, pectinas, ciertas hemicelulosas y
celulosa modificada. Cierto tipo de fibra soluble tienen actividad prebiética, por lo tanto
es sustrato para las bacterias colonicas benéficas y los productos de su metabolismo dan
lugar a los efectos fisioldgicos como son disminucién de glucosa y colesterol en sangre
y estimulacion de apoptosis (Gibson y Robenfroid, 2008). La fibra insoluble es la forma
mas comun de la fibra; aproximadamente el 75% de la fibra dietética es de este tipo. No
se disuelve en agua y sus componentes principales son celulosa, hemicelulosa y lignina.
Su accion principal en el organismo es el aumento de la masa fecal y la disminucion del
tiempo de transito intestinal (Garcia, 2002). Esta situacion provoca que se incremente la
viscosidad, se reduzca el tiempo de residencia de los constituyentes del alimento en el
intestino y que solo las moléculas facilmente absorbibles atraviesen la pared intestinal,
tambien aceleran la secrecion de &cidos biliares y de colesterol; este se une a la fibra 'y
como tal es eliminado en las heces, reduciendo la posibilidad de su reabsorcion (Badui,
2006).

Los alimentos que contienen fibra dietética son las frutas, verduras, semillas no
refinadas de los cereales, leguminosas y oleaginosas, especificamente en la tabla 2, se
muestran distintas fuentes alimenticias (Garcia, 2002); hoy en dia se agrega fibra

dietética como aditivo a alimentos procesados (Badui, 2006).




Tabla 2. Algunas fuentes de fibra dietética.

FIBRA INSOLUBLE FIBRA SOLUBLE
CELULOSA HEMICELULOSA LIGNINA GOMAS PECTINAS
Harina entera de Cereales para
) Salvado Avena Calabaza
trigo desayuno
Salvado de trigo Cereales Salvado Frijol Manzana
Frutas
Col Granos enteros Verduras o
citricas
Chicharos Col Fresas Coliflor
Frijol verde Mostaza Berenjena Frijol verde
Habas Remolacha Peras Col
Brocoli Frijol verde Zanahorias
Manzanas Fresas
Zanahorias Papas

Fuente: Garcia, 2002

El rastrojo de amaranto es fuente de fibra dietética, estudios realizados por Arce (2011),
mostraron que la hoja y el tallo contienen un 97 y 99 % de fibra insoluble. Debido a ello
es necesario realizar la hidrolisis de esta fibra para solubilizarla y obtener un prebiotico

que permita favorecer el crecimiento de bacterias colonicas benéficas.




1.5 Probidticos

El concepto de probiotico fue definido originalmente en 1965, sin embargo discusiones
recientes coinciden en que los probidticos son organismos vivos que cuando son
ingeridos en las cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud del huésped
(Gibson y Robenfroid, 2008). Los mas conocidos son las bifidobacterias que son bacilos
pleomorficos anaerobios que predominan en el colon de bebes en lactancia y
representan hasta el 95% de todas las bacterias cultivables; y las bacterias &cido lacticas
que son un amplio grupo de microrganismos gram-positivos, no formadores de esporas,
catalasa negativos, desprovistos de citocromos y estrictamente fermentativos con acido
lactico como producto final predominante. Las bacterias acido lacticas estan asociadas a
diversos habitats, sobre todo aquellos ricos en nutrientes como los alimentos (leche,
carne y bebidas) y materiales vegetales, los cuales son capaces de fermentar o
descomponer. Algunas cepas de bacterias lacticas habitan la cavidad oral, el tracto
intestinal y la vagina, y pueden influir benéficamente en dichos ecosistemas humanos
(Holzapfel y Schillinger, 2002).

Un probidtico es capaz de resistir la acidez del estbmago y sustancias caracteristicas del
tracto gastrointestinal como sales biliares para poder llegar a su sitio de accion donde se
une a las células epiteliales y al moco gastrointestinal (Barrio, 2006). Su implantacion
en la microflora causa modificaciones selectivas en su composicién, ya que se presentan
competencias por nichos ecolégicos y nutrimentos, provocando distintos efectos en las
funciones del intestino del hospedero. El probidtico pasa a ser un miembro méas de la
microflora, crea y establece interacciones en ella, con sus distintos filos/grupos/especies
de células procariotas asi como con las células eucariotas de la pared colonica
(incluyendo el epitelio y el tejido linfatico asociado al intestino). Finalmente y como
consecuencia de estas nuevas interacciones celulares probiotico-procariotico y
probiotico-eucariotico, se crean modulaciones nuevas y otras se hacen mas fuertes, de
las funciones coldnicas, traduciéndose en una mejor salud y bienestar y/o reduccion del

riesgo de enfermedades (Gibson y Robenfroid, 2008).

Algunos efectos sobre los beneficios a la salud son alivio de intolerancia a la lactosa,
reduccion de alergias alimentarias y padecimiento atopicos, alteracion de poblaciones
y/o actividades de la microbiota oral, prevencion de cancer, estimulacion del sistema

inmune, disminucidén del colesterol en sangre, reduccion de padecimientos de intestino
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inflamado (padecimiento de Crohn), reduccidn de diarrea, resistencia a la adherencia y

colonizacion por bacterias patdgenas (Swennen et al., 2006).

Las cepas probidticas se han encontrado tradicionalmente en alimentos fermentados
como yogurt, carne y vegetales fermentados, sin embargo en la actualidad también los
podemos encontrar en preparaciones farmacéuticas (Gibson y Robenfroid, 2008). Las
preparaciones probioticas comerciales generalmente son mezclas de lactobacilos y
bifidobacterias, aunque también se utilizan algunas levaduras tales como Sacharomyces
(Tabla 3).

Tabla 3. Especies microbianas cuyas cepas tienen aplicacion como probidticos.

OTRAS
ESPECIES DE ESPECIES DE i
BACTERIAS NO LACTICAS
LACTOBACILLUS BIFIDOBACTERIUM i
LACTICAS
Streptococcus ]
L. rhamnosus B. longum ] Bacillus cereus
thermophilus
] ] Lactococcus Saccharomyces
L. acidophilus B. breve ) o
cremoris cerevisiae
) ) ) ) Saccharomyces
L. casei B. infantis Lactococcus lactis §
boulardii
L. bulgaricus B. bifidum
L. gasseri B. adolescentes
L. amylovorus B. animales
L. crispatus B. lactis
L. johnsonii
L. paracasei
L. plantarum
L.reuteri

Fuente: Macfarlane y Cummings, 1999; Holzapfel y Schillinger, 2002.

Para asegurar que los probi6ticos proporcionen los beneficios esperados al consumidor,

el producto debe tener mas de un millon de células viables por mL (Lourens-Hatting y

Viljoen, 2001).
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1.5.1 Metabolismo en el colon

Dentro de nuestro organismo existen cerca de un trillon de microorganismos que
conforman la microbiota intestinal (Figura 3) y que en términos generales influyen
directamente sobre el estado de salud del hospedero. Una de las funciones de la
microbiota es la de fermentar componentes no digeribles de la dieta como
oligosacaridos no digeribles (OND) y mucus enddgeno producido por el epitelio
intestinal, este es un ejemplo de la relacion simbidtica que muestra beneficios a la salud
del hospedero a partir de la accién de un amplio conjunto de enzimas microbianas
(Gibson y Robenfroid, 2008).

Estomago
No. Bacterias: 10%/ml

Intestino delgado Ej. Helicobacter pylori

No. Bacterias: 10*-10%/ml
Ej. Lactobacillus, cocos

gram -positivos. Coldn

No. Bacterias: 10'/g

Ej. Bacteroides, bifidobacteria,
clostridia, Peptostreptococcus,
fusobacteria, Lactobacillus,
enterobacteria, Enterococcus,
eubacteria, etc.

Figura 3. Anatomia del intestino. Diferentes regiones del intestino son colonizados por
diferentes tipos de comunidades microbianas, tanto en términos de diversidad de especies y
numeros reales. El intestino grueso distal es la zona mas alta de colonizaciéon con mas de 500
especies diferentes y hasta 100 mil millones de microorganismos por gramo. Las condiciones
del estémago reducen la carga microbiana a menos de 10° UFC (por gramo) llega a 10*-10’ en
el intestino delgado y 10'°-10* por gramo en el colon. Fuente: Gibson y Robenfroid, 2008.

La indigestibilidad de los OND resulta de la configuracion de las uniones glicosidicas
entre las unidades monoméricas de azucares o la selectividad del sustrato de enzimas
digestivas gastrointestinales. La mayoria de los OND tienen una configuracion 8 y no
pueden ser degradados por enzimas digestivas gastrointestinales, las cuales son
especificas a uniones a-glicosidicas. Sin embargo hay OND con configuracion a y los
cuales en principio pueden ser degradados por enzimas a-glucoliticas. Ademas la

enzima [-galactosidasa, localizada en el borde la membrana del intestino delgado tiene
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el potencial de degradar B-galactooligosacaridos. Sin embargo la degradacion de OND
con uniones a-glicosidicas o B-galactooligosacéridos por las enzimas digestivas
gastrointestinales antes mencionadas es bajo porque las enzimas usualmente tienen
unicamente actividades debiles y/o muestran selectividades a otros sustratos (Swennen
et al., 2006).

Los OND que son solubles en agua es muy probable que sean fermentados en el colon.
Su utilizacion es mediada por enzimas hidroliticas de bacterias del colén. Muchas
especies producen una amplia variedad de enzimas glicoliticas que hidrolizan diferentes
OND que se muestran en la Tabla 4. Sin embargo su fermentacion esta fuertemente
influenciada en general por la estructura quimica de los OND, la identidad de sus
unidades de aztcares monomeéricas (Figura 4), su grado de polimerizacion (GP), el tipo
de enlace entre las unidades, la complejidad de la molécula (lineal o ramificada) y su

posible unién a moléculas que no son hidratos de carbono (Swennen et al., 2006).

Tabla 4. Enzimas glicoliticas de bacterias del colon.

OLIGOSACARIDOS NO ENZIMAS ESPECIES
DIGERIBLES BACTERIANAS
B-Glucooligosacaridos B-Glucosidasa Bifidobacteria, Bacteroides
a-Glucooligosacaridos a-Glucosidasa Bifidobacteria, Bacteroides

Fructooligosacaridos B-Fructofuranosidasa/  Bifidobacteria, Lactobacillus,
fructanasa Clostridia, Bacteroides.
B-Galactooligosacaridos B-Galactosidasa Bifidobacteria
a-Galactooligosacaridos a-Galactosidasa Bifidobacteria, Lactobacillus,

Bacteroides.

Fuente: Swennen et al., 2006

La accion de estas enzimas especificas genera monosacaridos, y su transporte (por
ejemplo glucosa) hacia el interior de la célula es mediado via el sistema
fosfoenolpiruvato:fosfotransferasa (PEP:PTS) una vez dentro de la célula inicia su
degradacion con una fosforilacion que activa a la molécula para reacciones posteriores
(Raccach, 2004).

hexoquinasa
D-glucosa + ATP ——»glucosa-6P + ADP
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Este producto fosforilado continda su transformacion a través de diversas vias
catabdlicas, mediante las cuales los microorganismos obtienen su energia. La entrada de
las pentosas en las vias catabdlicas de los hidratos de carbono, se realiza por medio de
reacciones parecidas. La D-ribosa es utilizada por algunos microorganismos después de
su conversion a ribosa-5P. Por su parte, la xilosa antes de ser fosforilada puede ser
convertida en xilulosa. En la Figura 5 se muestra de manera muy general, la
degradacion de una hexosa, de glucosa a piruvato y la oxidacion de éste por via
respiratoria y fermentativa. En este esquema, se observa que el piruvato ocupa una
posicién crucial, por una parte, se tiene que la glucolisis y formacion de piruvato se
pueden efectuar a través de cuatro vias metabdlicas diferentes; por otra, que de esta
encrucijada irradian vias terminales distintas que conducen a productos diversos, lo que
depende del tipo de microorganismo y de los aceptores finales de electrones presentes

en el medio (Ramirez-Gama et al. 2011).

H OH

OH H
FRUCTOSA XILOSA

Figura 4. Componentes monosacaridos de oligosacaridos no digeribles.

La mayor fuente de energia de la fermentacion coldnica se obtiene a partir de hidratos
de carbono, la actividad fermentativa difiere de acuerdo al &rea del intestino, siendo el
ciego y el colon més activos metabdlicamente, debido a que en estas areas se presenta
un rapido crecimiento bacteriano, un bajo pH (5-6) y alta generacion de acidos grasos
de cadena corta (AGCC) (Gibson y Robenfroid, 2008).

La produccidn de acido lactico influye sobre el medio de crecimiento al disminuir el pH
con un rapido consumo de fuente de carbono lo que da como resultado un medio de

dificil propagacion para microorganismos indeseables inhibiendo su crecimiento
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(Marklinder y Loner, 1992). Los principales AGCC generados por la fermentacion de

hidratos de carbono son acetato, propionato y butirato en un rango del 83-95% del total

de éstos (Nordgaard y Mortensen, 1995) el incremento en la concentracion de estos

compuestos a nivel colon por la fermentacion de hidratos de carbono (simples o

compuestos) por parte de la microflora nativa impacta benéficamente sobre la salud

(Tungland y Meyer, 2002).

GLUCOSA
ATP Hexoquinasa
ADP
GLUCOSA-6P
Glucolisis via
Embden Meyerhof — Parnas o
Hexosa monofosfato o
Entner-Doudoroff o
Fosfocetolasa
v
PIRUVATO
RESPIRACION FERMENTACION
H,0 €0, AEROBIA —]
NO,<—NO:- ANAEROBIA __|
NO FACULTATIVA
N,O —— LACTICA —
N
H,S €—S0, ANAEROBIA
ESTRICTA —
—— FORMICA ——

L— BuTirRIcCA ™

L ALCOHOLICA —> Etanol + CO,

Levaduras y algunas bacterias

Homofermentativa
(algunos Lactobacillus
y Streptococcus).

Heterofermentativa

Acido lactico, acético, etanol
y CO; (algunos Lactobacilos y
Leuconostoc).

Acida mixta

Acidos:férmico, acético, lactico y
succinico; etanol, CO, e H; en las
mismas proporciones.

Butilenglicélica

Productos anteriores en menor
cantidad, mayor proporcion de
CO,, H, + 2,3 butilenglicol.

— PROPIONICA —p Ac. Propionico, acético + CO..
(Propionibacterium). Madigan et al., 2003.

Ac. Butirico, acético, CO; + H,.
(Clostridium butyricum, Eubacterium hallii,
Roseburia homonis). Flint et al., 2007.

Figura 5. Transformacion de la glucosa y derivacion del acido piravico a
principales productos de la respiracion y fermentaciones bacterianas.
Fuente: Ramirez-Gama et al. 2011
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Los &cidos grasos de cadena corta producto del metabolismo de OND se absorben por
difusion, o por procesos de intercambio de iones y tienen diferentes funciones in vivo.
Los acidos grasos acético y propionico se absorben en intestino, pasan a sangre y son
distribuidos en diferentes tejidos, el propidnico es metabolizado en el higado actuando
como precursor en la gluconeogénesis y la lipogénesis, mientras que productos del
metabolismo del acético son fuente de energia en intestino y en tejidos periféricos como
el musculo (Escudero y Gonzélez, 2006). Por su parte el &cido butirico es fuente de
energia para los colonocitos e inhibe la sintesis de DNA, estimula la apoptosis y como

tal puede jugar una funcién en la prevencion de cancer (Gibson y Robenfroid, 2008).

La medida de la fermentacion y el perfil de AGCC dependen del sustrato. La velocidad
de fermentacién de un polisacarido puede ser critica a su accién en el colon. Una
fermentacion lenta produce AGCC en el colon distal, y esto puede tener un efecto
protector contra carcinogénesis de colon. Por lo tanto, el conocimiento de la medida de
la fermentacion de la fibra dietética y de los acidos grasos de cadena corta producidos es
de gran importancia. Con el fin de entender la accion de la fibra en el colon, es
necesario saber acerca de su poder de fermentacidn y sobre el estado de la fibra después
de la degradacion bacteriana. Monitorear la fermentacion en el intestino humano es muy
dificil. La digestibilidad de la fibra dietética puede medirse a partir de las heces, pero
los AGCC se absorbe facilmente en el colon, y la cantidad encontrada en las heces no
describe la situacion real. En un estudio in vitro la degradacion de los polisacéridos y la
produccion AGCC y gases se pueden monitorear como una funcién del tiempo
(Karppinen et al., 2000).

Dentro de los componentes no digeribles de la dieta se encuentra la fibra dietética. La
fermentabilidad de la fibra dietética de alimentos de origen vegetal puede diferir de las
fibras aisladas. Se considera que la fibra dietética soluble, tales como B-glucanos y
arabinoxilanos solubles, son facilmente fermentada por los microorganismos del colon,
mientras que la fibra dietética insoluble es s6lo degrada en una pequefia cantidad, lo que
resulta en un aumento en el volumen de las heces. La microbiota del colon y/o su
actividad se pueden alterar dependiendo de la naturaleza del sustrato que pasa a través
del mismo. En adicion a la fibra, almidon resistente, oligosacaridos, alcoholes de
azlcar y algunas proteinas no digeribles también son sustratos fermentables para la

microflora del colon (Karppinen et al, 2000).
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1.6 Prebidticos

La mayoria de los oligosacaridos no digeribles contienen entre 3 y 10 monosacéridos,
aunque el GP puede ser superior a 60 para algunos OND como la inulina de achicoria.
Los oligosacaridos no digeribles comerciales son en general mezclas de oligosacaridos

con grados de polimerizacion variable (Swennen et al., 2006).

La capacidad que tienen los componentes no digeribles de los alimentos para estimular
selectivamente el crecimiento y/o actividad de una o varias bacterias del colon que
confieren beneficios a la salud, corresponde a la actividad prebiotica. Esto implica que
los prebidticos resisten la hidrolisis por enzimas digestivas y/o no se absorben en la
parte superior del tracto gastrointestinal (Swennen et al, 2006). Estos compuestos los
podemos encontrar adicionados a alimentos procesados como yogurt, cereales, pan,

galletas, postres de leche y helados (Gibson y Robenfroid, 2008).

Una clasificacion de los prebidticos puede ser de acuerdo a su fuente de obtencion
(Tabla 5). Los sintéticos son obtenidos a partir de la degradacion enzimatica de
polisacaridos como xilanos, inulina y almidones, asi como por la sintesis enzimatica a
partir de azlcares simples como lactosa y sacarosa mediante el uso de enzimas

glicosiltransferasas y glicosidasas (Brito, 2009).

Tabla 5. Clasificacion de los compuestos prebidticos con base a su origen.
NATURALES SINTETICOS

Fructooligosacaridos Lactulosa
Galactooligosacaridos Xilooligosacaridos

Oligosacaridos de soya Lactosacarosa
Fibra dietética: Isomaltooligosacaridos
Pectina Galactooligosacaridos

Almiddn resistente
B-glucanos

Arabinoxilanos

Fuente: Mussato y Roberto, 2004; Brito, 2009.
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Los prebidticos naturales se encuentran de forma cotidiana en las partes comestibles y
estructurales de plantas y en pequefias proporciones en leche humana y calostro. Los
prebidticos mas comunes incluyen oligosacaridos como inulina 'y su
fructooligosacaridos, galactooligosacaridos y lactulosa (Brito, 2009), asi como
polimeros de hidratos de carbono no digeribles; pectina, hemicelulosa, gomas y almidon
resistente que son fermentados parcial o totalmente por la microflora intestinal
formando principalmente AGCC, que incluyen el acético, propionico y butirico
(Escudero y Gonzalez, 2006).

Los prebioticos utilizados como controles en el presente proyecto son la inulina y la
pectina, a continuacion una descripcién de estos compuestos. La inulina es ampliamente
utilizada en diferentes alimentos por sus aplicaciones tecnoldgicas y por sus
propiedades prebioticas. Se encuentra naturalmente en muchos alimentos vegetales
como cebolla, achicoria de Jerusalem y asparragos. Es un hidrato de carbono formado
de unidades de fructosa unidas por enlaces p (2-1) con o sin unidades de glucosa
terminal (Figura 6). Su grado de polimerizacion (GP) es variable (Pompei et al., 2008).
La inulina en raiz de achicoria y tubérculos como la alcachofa tiene un GP bajo de 10 a
30. EI GP maés alto de inulina ha sido encontrado en alcachofa globo llegando arriba de
200 residuos de fructosa (Ulloa et al., 2010).

HOCH; _o

H
HO/ Ch,on

O OH H

Figura 6. Estructura de los fructanos tipo inulina (n=35 aproximadamente).

Fuente: Ulloa et al., 2010.
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La inulina es fermentada por la microbiota intestinal ya que su adicion a la dieta

incrementa significativamente el crecimiento de bifidobacterias (Pompei et al., 2008).

Las pectinas son un grupo muy heterogéneo de polimeros respecto a peso molecular
(PM) y estructura quimica. Su componente principal es el acido a-D-1,4-galacturénico
(AGal), cuyos grupos carboxilo pueden estar metoxilados en diferentes grados. Las
pectinas se componen de regiones suaves Yy peludas. Las regiones lisas se construyen
por cadenas lineales unidas por enlaces o-D de unidades 1,4-AGal metoxiladas (Figura
7), mientras que los azUcares neutros se presentan en bajas cantidades o estan ausentes.
Las regiones peludas consisten en ramnogalacturonano (RMG) | y I1I. La estructura de
RMG | consta de una secuencia alterna de uniones 1,4- a-D-AGal y 1,2- a-L-ramnosa.
Los sitios de ramificacion se encuentran en las unidades de ramnosa. Las cadenas
laterales que consisten en arabinanos, galactanos o dos diferentes tipos de
arabinogalactanos pueden ser unidos en la posicion O-4. RMG Il es un polisacarido
complejo con un bajo PM, cuyo esqueleto solo contiene AGal. Las cadenas laterales
constan de ramnosa y algunos azucares, tales como apiosa, 2-O-metil-xilosa, 2-O-
metilfucosa, fucosa 3,4 unida, acido glucuroénico 2- ligado, &cido acérico y otros (Gulfi
et al., 2007).

ac. galacturénico
r metoxilado

COOH COOCH, COOCH, COOH
——0
H H H H
g o H o o
- oH H oH oH H OH H
H aH H aH H oH H oH

acido galacturénico

Figura 7. Estructura del homogalacturonano. Polimero lineal de uniones a-(1,4) de
unidades de &cido galacturonico.

Las pectinas se utilizan en los alimentos como aditivos debido a su capacidad
para formar geles a bajas concentraciones, su extraccion se lleva a cabo con acido
diluido seguido por la precipitacion con un alcohol. Los polisacaridos resultantes son
altos en AGal y bajo contenido en azUcares neutros. Por lo tanto, pectinas industriales

resultar ser bastante similar en su composicion y estructura, independientemente de su

19



origen y/o modificacion tales como saponificacion e hidrolisis parcial (Gulfi et al.,
2007). La pectina con un grado de esterificacion (GE) de 95 % y fracciones de &cido
oligogalacturonico se degradan mas lentamente que pectina con GE de 35 %. Las
pectinas son metabolizadas por muchas especies de la microflora, en las que se incluyen
Bacteroides  distasonis, Bacteroides ovatus y  Bifidobacterium infantis.
Del colon humano, enzimas pectinoliticas han sido aislados de Bacteroides sp. y
Clostridium butyricum. Las enzimas involucrados en su descomposicién son
principalmente de tipo endo pectato liasas (EC. 4.2.2.2), y dependiendo del GE de la
pectina, se obtienen acidos oligogalacturénicos de diferentes grados de polimerizacion,
por ejemplo mezclas de di-, tri-y tetra acido galacturénico (Dongowski y Lorenz, 1998),
compuestos que son capaces de promover el crecimiento de bacterias probi6ticas como
bifidobacterias (Olano-Martin et al., 2002).

Como se mencion0 anteriormente de la hidrdlisis de las hemicelulosas dependiendo de
las condiciones en las que se lleva a cabo este proceso se pueden obtener prebidticos

como xilooligosacéridos (XOS).

Desde un punto de vista nutricional los XOS usualmente son considerados
oligosacaridos no digeribles (OND), los cuales llegando al intestino grueso de manera
intacta y ahi pueden ser fermentados por la microbiota colénica a AGCC, lactato,
diéxido y carbono e hidrogeno principalmente. Se ha reportado que los XOS tienen un
efecto sobre la composicién de la microbiota col6nica, que resulta en un incremento de
bifidobacterias. Estos resultados han sido mostrados por experimentos in vitro como in
vivo. Un estudio realizado por Okazaki et al. (1990) para evaluar la fermentaciéon de
XOS por microflora intestinal, fue llevada a cabo mediante el apoyo de cinco individuos
de prueba sanos, que fueron alimentados con 1-2 g de XOS por dia. Se analizaron en las
heces el contenido de AGCC y bacterias. Los resultados dieron incrementos de 10-31%
en la proporcion de Bifidobacterias respecto del total de la microflora, dicha proporcién
disminuyd cuando la administracién con XOS fue interrumpida, asimismo hubo un
incremento significativo en la concentracion de acidos grasos en las heces (Gibson y
Robenfroid, 2008).

Los estudios de fermentacion de XOS son principalmente desarrollados usando XOS
lineales y de bajo peso molecular (GP<4). Una buena fuente para obtener XOS

sustituidos diferentemente son subproductos agroindustriales ricos en xilano, tales como
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maderas duras, mazorca de maiz, salvado de trigo. A través de tratamientos
hidrotérmicos el xilano presente en estos productos es (parcialmente) hidrolizado en una
variedad de XOS solubles. Las estructuras que se obtienen dependen de las fuentes
estructurales del xilano original presente en los subproductos usados (Kabel et al.,
2002).

En la definicion de fibra dietética estan incluidos los OND y corresponden a
prebioticos. Hoy en dia, més de veinte tipos diferentes de OND estan en el mercado
mundial, y son extraidos de fuentes naturales, obtenidos por hidr6lisis enzimatica o por
medios quimicos. Rafinosa y estaquiosa son comercialmente producidas por extraccion
directa de suero de leche de soya. Las vias principales para obtener oligosacaridos a
partir de polisacaridos son la hidrélisis &cida, degradacion termomecénica y oxidativa
(Swennen et al., 2006).

Los OND una vez que se producen a través de los métodos antes mencionados, es
necesario someter a un refinado adicional. Una serie de técnicas se pueden utilizar para

purificarlos como son:

(i)  Separacion son membranas o soluciones alcoholicas de diferente concentracion.
(i)  Extraccidn con solventes organicos.

(iif)  Adsorcién con silica o arcilla en combinacion elucion con etanol.

(iv) Evaporaciony

(v) Separacion cromatografica de intercambio i6nico (Swennen et al., 2006).

Un simbidtico es la combinacién de un probidtico exdgeno y un prebiotico, el objetivo
es que el probidtico pueda proliferar in situ metabolizando el prebiético, este Gltimo
puede ser un sustrato especifico para el probidtico. Un atributo deseado de un
simbidtico es que permita la sobrevivencia del probiotico a través de tracto

gastrointestinal (Gibson y Robenfroid, 2008).
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2. JUSTIFICACION

En nuestro pais los residuos agricolas y desechos agroindustriales estdn siendo
subutilizados, sin ser la excepcion el cultivo de amaranto cada afio produce cerca de 50
millones de kg de rastrojos, que al ser quemados a cielo abierto causan serios problemas
de contaminacion. Estos materiales pueden ser potencialmente aptos para ser usados
como materia prima en la produccion de: bioetanol, alimento para animales, biomasa
microbiana, etc., ya que son fuente importante de material lignocelulésico, del que se
pueden obtener mediante tratamientos quimicos, oligosacaridos derivados de la
hemicelulosa. Debido a que en la actualidad existen graves problemas de salud en la
poblacién mexicana como obesidad, diabetes mellitus, cancer, hipertension, hoy en dia
existe una fuerte tendencia de regresar a consumir lo natural. Considerando lo anterior;
se propone solubilizar la fibra dietética del rastrojo de amaranto para obtener una fuente
de carbono con actividad prebiotica como los xilooligosacaridos, para favorecer el
crecimiento de bacterias colonicas a traves de su asimilacion, que se reflejara mediante

el desarrollo y produccion de metabolitos con actividad funcional.
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3. HIPOTESIS

El material lignocelul6sico de la planta de amaranto contiene oligosacéridos, los cuales
pueden desarrollar actividad prebidtica en condiciones de anaerobiosis, produciendo
acidos grasos de cadena corta por la actividad de las bacterias colonicas; de manera

similar a lo que se observa con oligosacaridos presentes en otras plantas como la
inulina y la pectina.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar la actividad prebidtica de hidrolizados del material lignocelulésico de la planta
de amaranto (A. hypochondriacus L.)

4.2 Objetivos particulares
e Determinar las condiciones de hidrélisis &cida de una muestra de material
lignocelulésico de la planta de amaranto que incremente la concentracion de

oligosacaridos en el hidrolizado.

e Evaluar la actividad prebidtica de los hidrolizados a través de la produccion de
acidos grasos de cadena corta producidos en un sistema modelo de fermentacion

in vitro, que simule las condiciones colonicas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

En el presente trabajo se utilizo como muestra del material lignocelulésico harina del
tallo de la planta de amaranto, debido a que contiene la mayor cantidad de hemicelulosa.
La planta de Amaranthus hypochondriacus L. se recolecté en la zona de Santiago
Tulyehualco delegacion Xochimilco D.F., en la Ciudad de México.
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5.2 Metodologia general de trabajo

La metodologia que se presenta en la Figura 8 se dividio en; obtencion de hidrolizados,

evaluacion de su actividad prebiotica, separacion de oligosacaridos y evaluacion de la
actividad prebiotica de estos ultimos.

Obtencion de
hidrolizados

Evaluacién de la
actividad prebiotica

Obtencion de
oligosacéaridos

J— Obtencion de harina

I

Hidroélisis acida
[H,SO,] 2.5,3.5y5.0 % m/v
T=121°C, t= 60, 90 y 120 min

‘ reductores

I

Hidroélisis acida
[HZSO4] 5.0 %, T: 90 y 100 °C,
t= 30, 60, 90, 120 y 150 min.

1

Hidrolizados

— 1

Fermentacion in vitro

t: 0-24 h).

4

Cuantificacion de AGCC por
cromatografia de gases
(6, 12y 24 h)

—— Hidrolizado con la mayor

produccién de AGCC.

Cromatografia de
Exclusion Molecular

Oligosacaridos

1

Evaluacion de actividad prebiotica

AzUcares

totales
Método DNS.

Hidratos de carbono

‘. totales.

Método Fenol-H>SO,.
AzUcares reductores

e Crecimiento celular por
densidad 6ptica a 620 nm.

(Inoculo: fecal. Temp: 37 °C, ‘ e Consumo de hidratos de

carbono.
° pH

Figura 8. Metodologia general de trabajo para obtener los hidrolizados y evaluar

su actividad prebidtica.
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5.3 Obtencidén de harina

El tallo de la planta de amaranto se sometié a un proceso de secado en estufa a 50 °C
durante 24 h, el producto obtenido fue molido en un procesador de alimentos Hamilton
Beach 70580, y tamizado en MONTINOX 0165 con una abertura de malla de 420

micrones (malla No. 40). La muestra fue colocada en un frasco y almacenada en un area
seca, en ausencia de luz, hasta su uso.
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5.4 Obtencién de hidrolizados

5.4.1 Hidrodlisis &cida primer experimento

Los hidrolizados del tallo de la planta de amaranto fueron obtenidos quimicamente por
hidrélisis acida mediante el Método de Conde (2009). Cada experimento se realiz6 por
triplicado. La harina de tallo de amaranto se colocé en tubos de ensaye con tapon de
rosca, se le adiciond acido sulfarico a las concentraciones de 2.5, 3.5 y 5.0 % m/v en
una relacion 1:16 p/v, se colocaron en autoclave manteniendo condiciones isotérmicas
de 121 °C con presion de 15 Ib/pg, durante 60, 90 y 120 min para cada concentracion de
acido. Posteriormente se filtraron y neutralizaron (pH 7) con solucion de NaOH 4M
utilizando un potenciometro CONDUCTRONIC pH120 con electrodo combinado
S200C, a continuacion los hidrolizados se centrifugaron a 5000 rpm en un equipo
SIGMA 2K-15 por 10min, finalmente se almacenaron a 4 °C. Se cuantificd en el
sobrenadante el contenido de azUcares reductores totales expresados como mg xilosa
por g de tallo. Se construy6 el grafico [azUcares reductores totales] vs tiempo de
hidrélisis, para cada concentracion de acido, para elegir la concentracién de &cido con la
cinética de hidrdlisis mas corta.

5.4.1.1 Cuantificacion de azlcares reductores

Para medir el grado de hidrolisis se cuantifico el contenido de azlcares reductores
totales por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959) en los
hidrolizados del tallo de amaranto. El reactivo de DNS se preparé mezclando 1 g de 3,5-
dinitrosalicilico, 1 g de NaOH, 0.05 g de Na,SO3 anhidro, 0.2 g de cristales de fenol en
100 mL de agua destilada y se almacend en frasco ambar bajo refrigeracion. Para la
determinacion de azucares reductores se mezcld 1 mL del reactivo de DNS con 1 mL de
disolucién de muestra, se agitd en vortex por 30 s y se llevd a ebulliciéon por 5 min en
bafio maria. A continuacion se enfrio a temperatura ambiente, se adicionaron 10 mL de
agua destilada y se dejo reposar 15 min. Posteriormente se medio la absorbancia a 540
nm en un espectrofotdmetro GENESYS 10uv. El contenido de azlcares reductores
totales en los hidrolizados se calculé mediante una curva patron cuyo rango de

concentracion fue de 0.4-2.0 mg de xilosa/mL.
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5.4.2 Hidrdlisis acida segundo experimento

A una concentracion constante de H,SO, se realiz6 un segundo experimento de
hidrélisis acida, en donde se obtuvieron hidrolizados a las temperaturas de 90 y 100 °C
y a los tiempos de 30, 60, 90, 120 y 150 min. Transcurridas las condiciones de
hidrolisis, los hidrolizados fueron colocados inmediatamente en un bafio de hielo,
posteriormente se filtraron, neutralizaron, centrifugaron y finalmente se evapord su
contenido de agua en la liofilizadora SCIENTZ-18N. A las muestras una vez secas se
les determiné el contenido de hidratos de carbono totales por el Método de Fenol-
H,SO,.

5.4.2.1 Cuantificacion de hidratos de carbono totales

Esta determinacion se realizo a través de la técnica de Fenol-sulfarico (Dubois et al.,
1956), en la que a partir de cada hidrolizado se prepararon disoluciones en agua, para
tomar un volumen de 200 pL y colocar en un tubo al que se le adicionaron 120 pL de
fenol al 5 % y 720 uL de acido sulfurico concentrado lentamente por la pared. Se agit6
con cuidado y dejé enfriar aproximadamente 30 min a temperatura ambiente, y
posteriormente se determiné la absorbancia de las muestras a 480 nm. El contenido de
hidratos de carbono totales de los hidrolizados se determindé mediante el uso de una

curva patron cuyo rango de concentracion fue de 10-100 g glucosa/mL.
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5.5 Evaluacion de la actividad prebidtica

5.5.1 Fermentacion in vitro

Para evaluar la actividad prebidtica de los hidrolizados obtenidos a las temperaturas de
90 y 100 °C durante los tiempos de hidrdlisis de 30, 60, 90, 120 y 150 minutos se
realizaron las fermentaciones in vitro utilizando un inoculo fecal. Viales de 14 mL de
capacidad fueron llenados con 4.5 mL de medio de cultivo estéril basal que incluyd de
acuerdo con Campos-Vega et al. (2009) (g/L): agua peptonada 2, extracto de levadura 2,
NaCl 0.1, K;HPO, 0.04, KH,PO, 0.04, MgS0O,.7H,0 0.01, CaCl,.2H,0 0.01, NaHCO;
2, cisteina-HCI 0.5, sales biliares 0.5, tween 80 2 mL y 15 mg de hidratos de carbono
totales presentes en los hidrolizados. Inulina y pectina se utilizaron como controles, y se
manipularon bajo las mismas condiciones que las muestras. Dos replicas se utilizaron
para cada tiempo de fermentacion de cada sustrato. Se colocaron los tapones de hule a
los viales y enseguida fueron cerrados con sellos de aluminio, posteriormente los
medios de cultivo se esterilizaron a 118 °C por 10 min. El inoculo se prepar6 a partir de
una muestra donada por un adulto sano, que ingiri6 una dieta normal, no consumio
antibidticos tres meses previos al experimento y no tuvo historial de padecimientos
intestinales, 2 g de heces frescas se mezclaron con 18 mL de buffer de fosfato de sodio
0.1M, pH 7 a 37 °C (Campos-Vega et al., 2009), se filtraron a través de seis gasas y un
volumen de 0.5 mL se adicion0 con una jeringa a cada vial, posteriormente el oxigeno
fue desplazado por CO, (Barry et al., 1995). Antes de colocar las muestras ya
inoculadas en incubacién se realizd el muestreo correspondiente al tiempo 0 h. Las
muestras se colocaron en un bafio de agua a 37 °C con agitacién en un equipo LAB-
LINE 3582.

Para determinar el crecimiento celular mediante densidad Optica a los tiempos de 0, 2, 4,
6, 8, 10 y 24 h se colectaron dos viales de cada tiempo y muestra para leer su
absorbancia a 620 nm. Para estos tiempos también se determind su pH para construir el
perfil de acidificacion de la fermentacién de cada muestra. Las muestras obtenidas a los
tiempos de 0, 6, 10 y 24 h se centrifugaron a 10000 rpm por 5 min y se analizo en el
sobrenadante el contenido de hidratos de carbono totales por Fenol-H,SO, para
determinar el rendimiento biomasa-sustrato (Yx/s) y el contenido de &cidos grasos de
cadena corta por cromatografia de gases para evaluar la capacidad prebiotica de las

muestras.

El rendimiento biomasa-sustrato (Yx/s) se calculé mediante la siguiente expresion:
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AX X —Xo
AS So-—S

Y(x/s) =

Donde, Y (x/s) es el rendimiento celular, AX es la biomasa producida y AS el sustrato
consumido. X y Xo son la biomasa al final y al inicio del cultivo en kg. Sy So son el

contenido de hidratos de carbono totales al final e inicio del cultivo en kg.

5.5.1.1 Cuantificacidn de acidos grasos de cadena corta

Para realizar la esterificacion de los &cidos grasos de cadena corta, una alicuota de 2 mL
de sobrenadante de los tiempos de fermentacion de 6, 10 y 24 h de cada hidrolizado, se
colocaron en tubos con tapon de rosca, y se le adicion6 1 mL de HCI 10 % en etanol y
100 pL de catalizador BF3. Inmediatamente fueron colocados en bafio maria a 80 °C por
60 min, transcurrido ese tiempo se enfriaron y se realizd la extraccion de los ésteres por
duplicado con 0.75 mL de cloroformo. Los extractos organicos se secaron con sulfato
de sodio anhidro, se hicieron pasar a través de un filtro de 0.45 p y se almacenaron a
-20 °C. Los ésteres etilicos de los acidos acético, propidnico y butirico fueron
cuantificados por cromatografia de gases (CG) utilizando un equipo HP 6890 acoplado
a un detector de ionizacion de flama, con una columna capilar SUPELCOWAX-10 de
30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro interno y espesor de pelicula de 0.25 um. Se
utilizé el método cromatogréafico de acuerdo con Lebet et al. (1998), con modificaciones
en el flujo de la fase mdvil y la temperatura de la columna: nitrégeno como gas
acarreador (1.5 mL/min), Split 30, temperatura del inyector, del horno y del detector de
250, 90 y 250 °C respectivamente. El volumen de inyeccion fue de 0.5 pL. Se
determinaron los tiempos de retencion. El analisis cuantitativo se realizo a partir de las
curvas de calibracion construidas, esterificando los estandares acido acético, propionico
y butirico en los rangos de concentracion de 0.57 - 11.36, 0.049 - 4.90 y 0.043 - 4.30

mmol/L. respectivamente.
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5.6 Obtencion de oligosacaridos

5.6.1 Cromatografia de filtracion en gel

Para separar los oligosacaridos se realiz6 una cromatografia de filtracion en Sephadex
G-25, cuyo tamafio de particula es de 50-150 u e intervalo de separacion de 1-5kDa
(John et al., 1969), utilizando agua desionizada a 65 °C como eluyente (Schmidt y
Enevoldsen, 1976; John et al., 1982). Cada fraccion se capturd por un tiempo de 4min
en tubos de ensaye mediante el colector de fracciones BIO-RAD 2110, en la primera
corrida se utilizaron 40 tubos y dado que a partir del tubo 16 no se observé presencia de
hidratos de carbono, se acorto el nimero de fracciones a 20. Los cromatogramas de los
estandares dextrano y glucosa, asi como del hidrolizado, se construyeron mediante la
determinacion de hidratos de carbono totales por el método Fenol-H,SO,4 a cada una de
las fracciones (eje de las ordenadas) vs tiempo (eje de las abscisas). A partir de la
elucion del hidrolizado se separaron las fracciones con similar tiempo de elucion al
estandar de hexosa, posteriormente se evapord su contenido de agua mediante

liofilizacion para someterlos a continuacion a fermentacion in vitro.
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5.7 Disefio experimental y analisis estadistico

El desarroll6 experimental se llevo a cabo mediante un disefio con arreglo factorial al
crearse 10 tratamientos distintos con todas las combinaciones de los dos niveles de
Temperatura: 90 y 100 °C con los cinco niveles de tiempo de hidrdlisis: 30, 60, 90, 120

y 150 min. EI modelo que se utiliz fue:

Yi = p+ Ti + 4 + (Tt + &ix

Donde Yijx es la variable respuesta en la k-esima repeticion a la que se aplico el i-ésimo
nivel de temperatura y el j-ésimo nivel de tiempo de hidrdlisis. p es la media general, T;
es el efecto del i-ésimo nivel de temperatura, tj es el efecto del j-ésimo nivel de tiempo
de hidrolisis, (Tt)ij es el efecto de tratamiento sobre la variable respuesta y, e es el
error asociado a la observacion Yij.

Los resultados fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA), utilizando
el programa SPSS para Windows Version 17. La diferencia significativa (p<0.05) entre
tratamientos se llevd a cabo mediante un analisis de medias de Tukey del mismo
paquete estadistico. Los resultados obtenidos fueron expresados como media +

desviacion estandar.

Para comparar los resultados obtenidos respecto a otras publicaciones se realizaron
pruebas de t de Student con un nivel de significancia de 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Obtencion de hidrolizados

6.1.1 Hidrolisis acida primer experimento

Los azucares reductores totales promedio y su desviacion estandar en las cinéticas de
hidrolisis a las concentraciones de H,SO,4 de 2.5, 3.5 y 5.0% m/v se muestran en la

Figura 9.
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Figura 9. Cinética de hidrdlisis obtenidas bajo las condiciones de concentracion de
acido y tiempo de hidrolisis, analizadas a temperatura constante de 121°C.

De acuerdo con la gréafica anterior a concentraciones de acido sulfurico de 2.5y 3.5 %
se requieren tiempos mayores a 120 min para observar una hidrolisis completa, como a
la concentracion de 5.0 % de &cido en donde se observd una cinética que se llevo a cabo
en menos tiempo, a 90 min se obtuvo un maximo de azucares reductores totales y a 120
min se aprecia que parte de los azlcares presentes en la muestra se han degradado. Las
concentraciones de azucares son distintas y en general mayores a concentraciones
superiores de acido (3.5 y 5.0 %) debido a que bajo estas condiciones se tiene una
mayor concentracion de protones para romper las uniones éter heterociclicas entre los
monomeros de azUcares de la cadenas poliméricas de la hemicelulosa y celulosa del
material lignocelulésico del tallo de amaranto. Por lo tanto, a partir de este primer
experimento se decide elegir la concentracion de acido de 5.0 % m/v para realizar el
segundo experimento, en donde los factores a someter a prueba son la temperatura y el
tiempo de hidrolisis para determinar las condiciones de hidrolisis que permitan obtener

la mayor concentracién de oligosacaridos.
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6.1.2 Hidrodlisis acida segundo experimento

El contenido de hidratos de carbono totales, de azlcares reductores totales y el
porcentaje de estos Ultimos se presenta en la Tabla 6 y corresponden a los hidrolizados
obtenidos a las temperaturas de 90 y 100 °C en combinacion con los tiempos de 30, 60,
90, 120 y 150 min a la concentracion de H,SO,4 de 5.0 % m/v.

Tabla 6. Contenido de hidratos de carbono totales, azGcares reductores totales de
las muestras, obtenidos en el segundo experimento de hidrolisis acida.

) Hidratos de carbono totales | Azlcares reductores totales % AR
T|er-npo (mg glucosa) (mg glucosa)

(min) 90°C 100°C 90°C 100°C 90°C  100°C
30 352" +10 31.2™+13 [ 226 "+05 16.2""+14 64 52
60 46.0°+17 342™+32 | 34.0"'+39 316" +29 74 92
20 60.2¥°+23 73.0%%+19 | 486" 10 56.0%+26 81 77
120 70.0V°+27 106.2"+56 | 557N +17 581N +45 79 55
150 91.7%°+1.8 156.0%% #3.0 | 73.3°“+41 83.6°%x2.3 80 53

% AR: porcentaje de azUcares reductores totales respecto de los hidratos de carbono total.

Los resultados con el promedio de dos experimentos independientes + desviacién estandar.
T,U,V,W,X,Y,Z Medias de hidratos de carbono en la misma columna para distintos tiempos de
hidrélisis con letras distintas son diferentes (p<0.05). a,b,c,d,e,f,g Medias de hidratos de carbono en
la misma linea para las dos temperaturas con diferente letra mindscula son diferentes (p<0.05).
L,M,N,O Medias de azlcares reductores totales en la misma columna para distintos tiempos de
hidrolisis con letras distintas son diferentes (p<0.05). h,i,j,k Medias de azUcares reductores totales en
la misma linea para las dos temperaturas con diferente letra mindscula son diferentes (p<0.05).

El contenido de hidratos de carbono totales de los hidrolizados obtenidos a la misma
temperatura fue mayor conforme aumento el tiempo de hidrdlisis. Al comparar las dos
temperaturas podemos observar que solo las medias de azlcares totales de 30 min no
muestran diferencia significativa. En general, se obtuvieron mayores cantidades de
azucares totales a 100 °C. La liberacion de azucares reductores totales fue mayor
conforme aumento el tiempo y temperatura de hidrélisis. De las dos temperaturas
analizadas las medias de estos azlcares fueron mayores a 150 min. Considerando el
contenido de azucares reductores totales respecto al total de hidratos de carbono, las
distintas condiciones de hidrolisis dieron porcentajes de azucares reductores totales que
oscilaron entre 52-93 % y que nos indican que en ninguno de los tratamientos se llevo a
cabo una hidrolisis completa de material lignocelulésico, por lo que es probable que no
se hayan formado productos de degradacién de pentosas y hexosas como furfural e
HMF.
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6.2 Evaluacion de la actividad prebiotica. Fermentacion in vitro

6.2.1 Cinética de crecimiento

A continuacién se muestran las curvas de crecimiento para las bacterias colonicas en

anaerobiosis utilizando como fuente de carbono los hidrolizados obtenidos a 90 °C.
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Figura 10. Cinéticas de crecimiento de la fermentacion in vitro de los hidrolizados
obtenidos a 90 °C por bacterias colonicas.
HHT: Hidrolizado de harina de tallo. El nimero corresponde al tiempo de hidrélisis en min.

Se presenta el crecimiento celular de las bacterias colonicas en la figura 10, donde es
posible observar fases de adaptacion (muy corta) y exponenciales comprendidas en
tiempos menores a ocho horas en la mayoria de los casos. La fase estacionaria de las
bacterias se presentd a partir de las diez horas con excepcion de los hidrolizados
obtenidos a los tiempos de 30 y 60 min que mostraron fases exponenciales de mayor
duracion, revelando el efecto del tiempo de hidrélisis sobre la capacidad de asimilacion
de la fuente de carbono por las bacterias pero que de seguir una cinética completa se
necesitarian tiempos mayores a 24 horas. Las cinéticas de crecimiento fueron muy
similares entre los hidrolizados obtenidos a 120 y 150 minutos, también los controles

inulina y pectina que mostraron cinéticas de crecimiento muy semejantes entre si.
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A continuacion se presentan las curvas de crecimiento para las bacterias coldnicas en

anaerobiosis utilizando como fuente de carbono los hidrolizados obtenidos a 100 °C.
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Figura 11. Cinéticas de crecimiento de la fermentacion in vitro de los hidrolizados

obtenidos a 100 °C por bacterias coldnicas.
HHT: Hidrolizado de harina de tallo. EI nimero corresponde al tiempo de hidrdlisis en min.

Se pueden observar en las cinéticas de crecimiento de la Figura 11 diferencias en la
cantidad de inoculo inicial, a pesar de que se puso especial atencién en homogeneizar y
colocar el mismo volumen de inoculo a las muestras. Las fases de adaptacion y
exponencial en las mayoria de los casos se encontraron entre las primeras ocho horas,
con excepcion de las fuentes de carbono obtenidas a 30 y 90 minutos. Las fases
estacionarias de las bacterias coldnicas se alcanzaron a cantidades similares de biomasa,
a pesar de que la cantidad inicial de inoculo fue diferente, inicamente el hidrolizado
obtenido a 90 minutos no presentd este comportamiento, ya que mostro una mayor
densidad Optica que es deseable porgue indica un mayor crecimiento y por ende una

mayor capacidad de asimilacion del sustrato.
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6.2.2 Parametros cinéticos
A partir de las cinéticas de crecimiento ajustadas fue posible calcularlos pardmetros de
fermentacion: velocidades especificas de crecimiento y tiempos de duplicacion, estos

resultados aparecen en la Tabla 7.

Tabla 7. Velocidad especifica de crecimiento (u) y tiempo de duplicacion (td) de las
bacterias colonicas en la fermentacion de los hidrolizados.

VELOCIDAD ESPECIFICA DE TIEMPO DE
CRECIMIENTO (u, h%) DUPLICACION (td, h)
MUESTRA
90°C 100°C 90°C 100°C

HHT, 0.12"2 + 0.02 0.13"2+0.03 5.8+0.1 5.5 +0.9
HHT 0.19"2 + 0.04 0.35"°+0.02 3.8+0.4 2.0+0.01
HHT o 0.23%2 +0.07 0.17%2 +0.03 3.1+0.6 4.1 +0.07
HHT 150 0.30*° + 0.04 0.36"°+0.01 23+0.3 1.9+0.04
HHT 5 0.37¥%+0.03 0.35"¢ +0.03 1.9+0.1 20+0.2

INULINA 0.43" +0.04 1.6+0.1

PECTINA 0.24" +0.02 29+0.2

Los resultados con el promedio de dos experimentos independientes + desviacion estandar.
HHT: Hidrolizado de harina de tallo. EI nimero en subindice corresponde al tiempo de
hidrolisis en min.

W,X,Y, Medias de velocidad especifica en la misma columna para distintos tiempos de
hidrdlisis con letras distintas son diferentes (p<0.05). a, b, ¢, d Medias de velocidad especifica
en la misma linea para las dos temperaturas con diferente letra mindscula son diferentes
(p<0.05).

Las velocidades especificas de crecimiento que presentaron las bacterias coldnicas
utilizando los hidrolizados como sustrato, oscilaron entre 0.12 y 0.37 h™*, los valores
menores se observaron en los hidrolizados obtenidos a 90 °C por los tiempos de 30, 60 y
90 min, mientras que a 100 °C fueron los tiempos de 30 y 90 min, y sus velocidades
especificas de crecimiento no mostraron diferencia significativa respecto al control
pectina. Las velocidades especificas mayores se obtuvieron en los hidrolizados
obtenidos a 90 °C por 120 y 150 min, y los obtenidos a 100 °C en los tiempos de 60, 120

y 150 minutos y no presentaron diferencia significativa respecto al control inulina.

Respecto a los tiempos de duplicacion estos se encuentran en un rango entre 5.8 y 1.6 h,
los mayores tiempos los presentaron los hidrolizados obtenidos a 30 min en ambas
temperaturas y los tiempos mas cortos se observaron en los hidrolizados con las
mayores velocidades especificas de crecimiento y fueron iguales o inferiores a dos

horas.
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6.2.3 Consumo de hidratos de carbono
La Tabla 8 contiene los resultados correspondientes al consumo de los hidratos de
carbono presentes en el medio de cultivo que fueron de 15 mg provenientes de la

hidrolisis del material lignocelul6sico del rastrojo de amaranto.

Tabla 8. Consumo de hidratos de carbono (%) por las bacterias colonicas durante
la fermentacidn in vitro en anaerobiosis.

CONSUMO DE HIDRATOS DE CARBONO (%)
MUESTRA
90°C 100°C

HHT 3, 756"+ 3.1 66.6"V*+1.4
HHT, 77.0%%+3.3 76.3V%+1.0
HHTo 84.0%° + 4.7 68.8V*+3.8
HHT 10 77.6V%+39 6822+ 38
HHT ;50 77.4%%+0.2 81.4%% +1.0
Inulina 96.4% + 1.0

Pectina 92.8%+0.2

Los resultados con el promedio de dos experimentos independientes + desviacion estandar.
HHT: Hidrolizado de harina de tallo. EI nimero en subindice corresponde al tiempo de
hidrolisis en min.

W, X. Medias de consumo de hidratos de carbono en la misma columna para distintos tiempos
de hidrolisis con letras distintas son diferentes (p<0.05). a, b. Medias de consumo de hidratos de
carbono en la misma linea para las dos temperaturas con diferente letra mindscula son diferentes
(p<0.05).

El consumo de hidratos de carbono en porcentaje fue mayor para los controles inulina y
pectina, estos se adicionaron al medio de cultivo a la misma cantidad (15 mg) que las
muestras. La utilizacién de hidratos de carbono presentes es los hidrolizados por las
bacterias colonicas no fue completa ya que se observaron distintos consumos que
oscilaron entre 66.6 y 84.0 %, este Gltimo porcentaje se presentd en el hidrolizado
obtenido a 90 °C por 90 min y cuya media no presenta diferencia significativa (p<0.05)

respecto a la media de los controles.

Como se menciond anteriormente la inulina es un extracto puro soluble, no ramificado y
dada esta estructura se fermenta mas facilmente por las bacterias, con ello se explica su
rapido consumo y el bajo pH que se puede apreciar enseguida en los perfiles de

acidificacion.
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6.2.4 Rendimiento biomasa-sustrato

En la Tabla 9 aparecen los rendimientos biomasa-sustrato (Yx/s) observados durante
las cinéticas de crecimiento de las bacterias colénicas en la fermentacion de los
hidrolizados obtenidos a 90 y 100 °C.

Tabla 9. Rendimientos biomasa-sustrato (Yx/s) para las cinéticas de crecimiento de
los hidrolizados obtenidos a 90 y 100 °C.

RENDIMIENTO BIOMASA-SUSTRATO (Yx/s)
MUESTRA
90°C 100°C

HHT 0.54* + 0.09 0.50%*+0.14
HHTe 0.63"%+0.03 0.68Y* + 0.09
HHTo 0.32"*+0.08 0.37"*+0.08
HHT 15 0.40"* +0.01 0.36""+0.01
HHT 50 0.38"*+0.01 0.36""+0.01
Inulina 0.28" +0.01

Pectina 0.24" +0.07

Los resultados son el promedio de dos experimentos independientes + desviacién estandar.
HHT: Hidrolizado de harina de tallo. EI nimero indica el tiempo de hidrélisis en min.

W, X,Y Medias de rendimiento biomasa-sustrato en la misma columna para distintos tiempos de
hidrdlisis con letras distintas son diferentes (p<0.05).

a, b, Medias de rendimiento biomasa-sustrato en la misma linea para las dos temperaturas con
diferente letra mindscula son diferentes (p<0.05).

Los rendimientos biomasa-sustrato, respecto al consumo de hidratos de carbono totales
presentes en el medio de cultivo provenientes de los hidrolizados oscilaron entre 0.32 y
0.63 para los hidrolizados obtenidos a 90 °C, para esta misma temperatura los tiempos
de 30 y 60 min mostraron medias significativamente mayores a los tiempos de 90,120 y
150 min, comportamiento que fue observado en las muestras de 100 °C. Los controles
inulina y pectina dieron medias que no mostraron diferencia significativa con los
menores rendimientos. Comparando las dos temperaturas, los hidrolizados obtenidos a
60 min mostraron los rendimientos biomasa-sustrato significativamente mayores, lo que
puede deberse a que los hidratos de carbono presentes posiblemente tienen estructuras
quimicas, tipos de enlaces entre sus unidades, y uniones a otras moléculas que no son
hidratos de carbono (Swennen et al., 2006) que permite que sean metabolizados en
mayor grado por las enzimas hidroliticas de las bacterias coldnicas y favorezcan su

crecimiento.
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6.2.5 Perfiles de acidificacion
Los cambios de pH observados a los largo de la fermentacion debidos al consumo de
hidratos de carbono de los hidrolizados obtenidos a 90°C por las bacterias coldnicas se

muestran en la Figura 12.
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Figura 12. Cambio de pH durante la fermentacion in vitro de los hidrolizados
obtenidos a 90° C.
HHT: Hidrolizado de harina de tallo. EI nimero indica el tiempo de hidrélisis en min.

Los valores son medias de dos repeticiones: errores estandar de las medias son mostrados por
las barras verticales.

Durante la fermentacién que durd 24 h el cambio de pH en cada una de las muestras fue
distinto. El descenso de pH para los controles pectina e inulina fue de 6.8-6.0 y de 6.8-
5.9, respectivamente, esta diminucion fue mayor para la inulina a las 10 h, pH fue de
5.5, el mas bajo de todas las muestras, en cuanto a la pectina su valor se mantuvo

constante a partir de las 10 h.

El cambio de pH fue similar entre los hidrolizados obtenidos a 90, 120 y 150 min que
fue de 6.8 a 6.4. El hidrolizado que mostro la disminucién de pH mayor fue el de
60 min a las 10 h de iniciada la fermentacién y al final de la misma tuvo un pH

semejante a los demas hidrolizados.
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Los cambios de pH observados durante la fermentacion de los hidratos de carbono
presentes en los hidrolizados obtenidos a 100 °C por las bacterias colonicas se aparecen

en la Figura 13.
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Figura 13. Cambio de pH durante la fermentacion in vitro de los hidrolizados
obtenidos a 100 °C.
HHT: Hidrolizado de harina de tallo. EI nimero indica el tiempo de hidrélisis en min.

Los valores son medias de dos repeticiones: errores estandar de las medias son mostrados por
las barras verticales.

En este perfil de acidificacion es posible observar que los hidrolizados mostraron un
descenso de pH mayor que los hidrolizados obtenidos a 90 °C. Los mayores cambios de
pH se observaron en el control inulina, sin embargo muestras como los hidrolizados a
obtenidos a 120 y 150 min mostraron comportamientos similares. El pH a las 24 h para
la mayoria de las muestras se encontrd entre 5.7 y 6.0 unidades de pH, con excepcion

del hidrolizado obtenido a los 30 min cuyo pH a aumenté a 6.1.

Considerando otras publicaciones en donde realizaron trabajos similares tenemos que
Karppinen et al., (2000), llevaron a cabo la fermentacion in vitro de polisacaridos de
arroz, trigo y avena, empleando inulina como control, la fermentacion fue realizada por

24 h, durante ese tiempo el pH disminuyo de 7.2 hasta 6.0-6.3 en la fermentacién de las
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muestras, este cambio de pH no muestra diferencia significativa (p<0.05) respecto al
observado en los hidrolizados obtenidos a 90 °C (6.8-6.2) y 100 °C (6.8-5.8), es
importante considerar las diferencias estructuras, debido a que las muestras usadas por
Karppinen son fibras formadas por arabinoxilanos y p-glucanos solubles,
probablemente los hidratos de carbono presentes en nuestras muestras también tienen
estructuras complejas. En el caso de la inulina el pH més bajo que obtuvieron fue de 5.4
a las 10 horas, valor que no presenta diferencia significativa (p<0.05) en relacién al pH
obtenido en nuestro sistema de fermentacion para la misma muestra y el mismo tiempo
(pH 5.5 +£0.2).

Resultados obtenidos durante la fermentacién in vitro de fracciones pécticas por Gulfi et
al., (2007) mostraron cambios de pH de 6.7-6.1 para la pectina de bajo contenido de
acido urdnico, que era la muestra en estudio, una cambio de 6.7-6.4 para una pectina
comercial de bajo metoxilo, de 6.7-6.2 observado durante la fermentacion de
arabinogalactano y de lactulosa de 6.7-6.1, estos Gltimos utilizados como controles. Sus
resultados nos muestran cambios de pH bajos, y su cambio de pH no muestra diferencia
significativa (p<0.05) respecto al cambio de las fermentaciones de los hidrolizados
obtenidos a 90 °C (6.8-6.2), por el contrario el cambio de pH de los hidrolizados
obtenidos a 100 °C ( 6.8-5.8) si presentan un descenso de pH significativamente mayor
(p<0.05).

Campos-Vega et al., (2009) realizaron la determinacion de la composicién quimica y
evaluaron la fermentacion in vitro de polisacaridos de diferentes variedades de frijol, a
través del cambio de pH y la produccién de AGCC. Las variedades analizadas y su
descenso de pH fueron: Negro 8025 6.82-6.16, Bayo Madero 6.84-6.23, Pinto Durango
6.60-5.96, Azufrado Higuera 6.85-6.21 y el control Rafinosa 6.89-3.92 y respecto a los
descensos de pH observados en los hidrolizados obtenidos en las dos temperaturas y
tiempos de hidrdlisis no presentaron diferencias significativa (90 °C: 6.8-6.2 y 100 °C:
6.8-5.8). Al comparar el control rafinosa los hidrolizados presentaron descenso de pH

significativamente menores.

Barry et al., (1995) realizaron una estimacion de la fermentabilidad in vitro de cuatro
fuentes de fibra dietética, el cambio de pH observado fue de celulosa 7.2-7.15, fibra de
remolacha azucarera 7.2-6.6, fibra de soya 7.2-7.1 y salvado de maiz 7.2-6.8.

Comparando el descenso de pH de los hidrolizados obtenidos a 90 °C (6.8-6.2), este fue

43



significativamente mayor al observado por la celulosa, fibra de soya y salvado de maiz,
y comparando los hidrolizados con la melaza de cafia no presento diferencia
significativa. Respecto a los hidrolizados de 100°C, el cambio de pH (6.8-5.8) fue
significativamente mayor al observado en celulosa y fibra de soya, y no mostro
diferencia significativa respecto al cambio de salvado de maiz y melaza de cafa. El
descenso de pH de la pectina (7.2-6.3) analizada por el sistema de Barry fue similar al
observado en el sistema de fermentacion evaluado en el presente trabajo (6.7-5.7).

La disminucion de pH durante la fermentacion in vitro de las muestras por bacterias del
colon se debe a la formacion de acidos organicos (Figura 14) principalmente por acido
lactico durante la fermentacion de los hidratos de carbono presentes en las muestras, sin
embargo este metabolito no fue cuantificado en el presente trabajo. De la
transformacion del piruvato a partir de la glucolisis de las hexosas o pentosas presentes
en el medio por los sistemas enzimaticos de las bacterias colonicas, se generan acidos
como son: lactico, férmico, acético, propidnico y butirico cuya presencia depende del

tipo de microorganismo y de los aceptores finales de electrones.

CH, CH, HCOOH - CO, + H,
| |. dcido férmico
CHOH = C=0
I |
COOH COOH CH,
id l
dcido dcido
lictico pirdvico /C~ SCoA scctil -CoA
h
0
CH,

|
“_/L., S CoA acetil .CoA \
0 CH, COOH

aC. acclico

—

Figura 14. Ejemplo de &cidos organicos responsables del descenso de pH en el
medio de cultivo.

A continuacion se presentan los resultados de las concentraciones de acidos grasos de

cadena corta, acético, propionico y butirico.
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6.2.6 Acidos grasos de cadena corta
Los resultados de la produccion de AGCC durante la fermentacion de los azlcares en

los hidrolizados obtenidos a 90°C por bacterias colonicas, se muestran en la Figura 15.
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Figura 15. Concentracion de &cidos grasos acético, propionico y butirico en
mmol/L formados durante la fermentacion de los hidrolizados obtenidos a 90 °C.
HHT: Hidrolizado de harina de tallo. El nimero indica el tiempo de hidroélisis en min.

Los valores son medias de dos repeticiones: errores estandar de las medias son mostrados por
las barras verticales.

A los tres tiempos en que se determind la presencia de estos metabolitos el cido acético
se encontrd en mayor proporcion, seguido del propionico y al final el butirico, a las 6 h
todos los hidrolizados presentaron concentraciones (10-15 mmol/L) significativamente
(p<0.05) mayores respecto a los controles (5.6-7.8 mmol/L inulina y pectina), por el
contrario a las 24 h los controles mostraron concentraciones totales de acidos (29-35

mmol/L) significativamente (p<0.05) mayores a las obtenidas por los hidrolizados (8.3-
16 mmol/L).

Las mayores cantidades de acido propidnico obtenidas por los hidrolizados de 90, 120 y
150 min (13, 10 y 11 mmol/L) se observaron a las 10 h y fueron significativamente
superiores a las concentraciones producidas a partir de los controles (4.9-5.6 mmol/L).

45



Los acidos grasos de cadena corta: acético, propionico y butirico formados durante la
fermentacion in vitro de los azlcares de los hidrolizados obtenidos a 100 °C, se
presentan en la Figura 16.
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Figura 16. Concentracion de acidos grasos acético, propionico y butirico en
mmol/L formados durante la fermentacion de los hidrolizados obtenidos a 100 °C.
HHT: Hidrolizado de harina de tallo. El nimero indica el tiempo de hidrélisis en min.

Los valores son medias de dos repeticiones: errores estandar de las medias son mostrados por
las barras verticales.

De la fermentacion de los hidrolizados obtenidos a 100 °C, se obtuvieron
concentraciones de acidos grasos mayores respecto a los observados a 90 °C. Resultado
esperado porque como se observd anteriormente el descenso de pH durante la
fermentacion de los hidrolizados obtenidos a 100 °C fue mayor. El &cido graso
mayoritario fue el acido acético seguido del propidnico y butirico. El acido acético
producido por la fermentacién de los hidrolizados a las 6 h (10.5-12.6 mmol/L) fue
significativamente (p<0.05) mayor que los controles (5.6, 7.8 mmol/L para inulina y
pectina respectivamente), a las 10 h los hidrolizados obtenidos por 120 y 150 min (10.3
y 11.2 mmol/L) no mostraron diferencia significativa en su produccién de acido acético
respecto a los controles (inulina 12.9, pectina 14.2 mmol/L). Las concentraciones de

este acido fueron superiores a las 24 h para los hidrolizados obtenidos en los tiempos de
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30, 60 y 90 min, fueron 23, 25.8 y 22.1 mmol/L y son significativamente mayores a los
controles. La media de concentracion de acido propidnico producida por el hidrolizado
obtenido a 150 min no mostro diferencia significativa respecto a la media de los
controles a las 24 h. Las cantidades de &cido butirico a las 10 y 24 h para los
hidrolizados fueron significativamente (p<0.05) inferiores a las medias de los

concentracion de los controles.

Considerando los resultados de AGCC obtenidos por Karppinen (2000), en las
fermentaciones de fibra de arroz, trigo y avena, usando inulina como control, el pH de
las muestras a las 24 h fue de 6.0-6.3 y el contenidos de acidos grasos para ese tiempo
fue de 90, 91 y 100 mmol/L para el arroz, trigo y avena respectivamente. Obtuvieron
estos resultados utilizando concentraciones de muestra de 100 mg. Analizando estas
concentraciones de AGCC con los hidrolizados obtenidos a 90 y 100 °C podemos
observar medias de produccion que oscilaron entre 8.3-16.3 y 11.3-28 mmol/L
respectivamente, utilizando 15 mg de carbohidratos totales, es probable que al utilizar
una mayor cantidad de sustrato como Karppinen se obtuvieran también mayores
cantidades de estos metabolitos. El control inulina usado por Karppinen a las 24 h tuvo
una produccion de 75 mmol/L de &cidos grasos, con una proporcion de acidos aceético,
propiénico y butirico de 51:14:35, en nuestro sistema la inulina dio una media de
AGCC de 29.3 mmol/L, cantidad importante considerando que se utilizd una
concentracion de sustrato seis veces menor, con una proporcion de acidos acético,

propionico y butirico de 45:34:21.

Los AGCC formados durante la fermentacion de fracciones pécticas por Gulfi (2007),
fueron para la pectina con bajo contenido de acido uronico a las 24 h de 1.2 mmol/100
mg, para la pectina de bajo metoxilo de 1.0 mmol/100 mg y para el control lactulosa de
0.9 mmol/100 mg. Estos contenidos fueron significativamente (p<0.05) inferiores
respecto a los obtenidos durante la fermentacion de los hidrolizados a ambas
temperaturas, ya que las concentraciones oscilaron entre 8.3-29.3mmol/L de AGCC,
utilizando 15 mg de carbohidratos totales. De acuerdo con las condiciones de
experimentacion utilizadas en este proyecto la fermentacion de los hidratos de carbono
presentes en los hidrolizados del tallo de amaranto producen mas AGCC que las

fracciones pécticas analizadas por el sistema de Gulfi.
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Ferguson y Jones (2000) evaluaron la produccion de acidos grasos de cadena corta
mediante la fermentacion in vitro de sacaridos, ésteres de sacéridos,
fructooligosacéridos, almidones, almidones modificados y polisacaridos no
almidonosos. Rafinosa fue utilizada como control, a las 24h de la fermentacion formo
64.5 mmol/L de AGCC acético, propiononico y butirico a partir de 15 mg de este
carbohidrato. Al comparar los AGCC producidos por los hidrolizados tenemos que
respecto a los tratamientos con las medias méas bajas como el obtenido a 90 °C - 90 min
muestra ser significativamente inferior a todas las muestras analizadas por Ferguson y
Jones, respecto al hidrolizado que dio la media de produccion de AGCC (100 °C — 60
min) mas alta (28 £ 1.4 mmol/L), es significativamente superior a la media de
produccion de muestras como metil celulosa, celulosa acetato y celulosa butirato. Esta
misma media de AGCC no es significativamente diferente a las medias obtenidas por
undeca acetato de rafinosa, celulosa, celulosa propionato y goma karaya. Por Gltimo
respecto a las muestras restantes la media de AGCC de este mismo hidrolizado mostro
ser significativamente menor, dentro de la muestras restantes se encuentran los di, tri,
tetra y pentasacaridos como sucrosa, el control rafinosa, estaquiosa y verbascosa, los
polisacaridos almidén de maiz, almidén tratado con acido, goma guar y ardbiga. Al
comparar las medias de produccion de los controles inulina y pectina, en nuestro
sistema formaron 29.3 £ 0.3 y 35.2 + 0.4 mmol/L respectivamente y son menores
significativamente a la obtenida por los fructooligosacaridos (66.6 mmol/L) y pectina
(40.9 mmol/L) analizados por Ferguson y Jones. Las diferencias de produccién de
AGCC observadas pudieron deberse a que ellos utilizaron un inoculo mas concentrado
ya que lo prepararon con una proporcién de heces y buffer de 1:5 m/v y en nuestro caso
fue de 1:10 m/v, y adicionaron 1 mL de inoculo a 7 mL de medio, y nosotros
adicionamos 0.5 mL a un volumen de medio de 4.5 mL, mostrando con lo anterior la
importancia de la cantidad de inoculo y la naturaleza del sustrato utilizado en la

fermentacion.

Campos-Vega et al.,, (2009) al evaluar la fermentacion in vitro de 100 mg de
polisacaridos de diferentes variedades de frijol a través de la produccion de AGCC
encontraron que a las a las 24 h se obtuvo la mayor cantidad de cada acido grasos, en
general fue méas abundante el acético, seguido del propidnico y el butirico. Las
producciones de AGCC fueron 78, 75, 70 y 67 mmol/L para las variedades Negro 8025,

Bayo Madero, Pinto Durango y Azufrado Higuera respectivamente. El control Rafinosa
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dio una produccion de 40 mmol/L. Al analizar los AGCC obtenidos de la fermentacién
de los hidrolizados de 90 °C que fueron de 8.3-16.3 mmol/L y a 100 °C de 11.3-28
mmol/L utilizando 15 mg de sustrato, cantidad seis veces menor a la utilizada por
Campos-Vega, probablemente de haber utilizado una mayor cantidad de fuente de
carbono se hubiera obtenido una mayor concentracion de AGCC, que permitiera

compararlos.

Barry et al., (1995) realizaron una estimacion de la fermentabilidad in vitro de 100 mg
de cuatro fuentes de fibra dietética, por medio de la produccién de AGCC, los valores
que obtuvieron a las 24 h fueron 4.0, 8.3, 42.3 y 62.4 mmol/L para la celulosa, salvado
de maiz, remolacha azucarera y fibra de soya respectivamente. Los hidrolizados del
tallo de amaranto presentaron medias a este mismo tiempo de fermentacion de 16.3 y 28
mmol/L que son las concentraciones mas altas de las temperaturas de 90 y 100 °C, y son
significativamente superiores a las medias de las fibras de celulosa y el salvado de maiz,

a pesar de que estas se utilizaron en mayor cantidad.

De acuerdo con Mortensen et al., (1988) la ferrmentabilidad de la fibra compleja por
flora fecal depende de las asociaciones entre los azUcares de la fibra. La xilosa tendria a
tener un mayor impacto que la glucosa en la produccion de &cido butirico, mientras que
la produccién de &cido propionico puede ser promovida por la fermentacion de la

glucosa y, en menor medida, por el de xilosa y arabinosa.

Debido a que el hidrolizado obtenido a 100 °C por 60 minutos dio lugar a la mayor
produccién de acidos grasos, fueron elegidas estas condiciones para obtener un

hidrolizado y separar sus oligosacaridos por cromatografia de filtracion en gel.
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6.3 Obtencion de oligosacaridos
Mediante cromatografia de filtracion en gel Sephadex G-25 se separaron los
oligosacaridos presentes en el hidrolizado obtenido a 100 °C por 60 min, a continuacién

se presenta el perfil de elucion de los marcadores y de la muestra.
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Figura 17. Perfil de elucion de los estdndares: dextrano y glucosa, y del hidrolizado
en Sephadex G-25.

En el cromatograma se observa que los tiempos de elucién de los marcadores dextrano y
glucosa son 24 y 52 min respectivamente, las fracciones que se colectaron fueron a
partir del minuto 44 hasta el 64 y son las que eluyeron al mismo tiempo que la glucosa.
El area de los picos fue mayor para el hidrolizado, y su intensidad fue mayor en el
tiempo de elucion de la glucosa, lo que nos indica que la fibra soluble que contiene este
hidrolizado es de un grado de polimerizacion bajo, incluso conformada por monémeros

pues es muy semejante al pico de la glucosa.
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6.4 Evaluacion de actividad prebiotica de los oligosacaridos. Fermentacion in vitro.

6.4.1 Cinética de crecimiento

En la Figura 18 se observan la cinética de crecimiento de las bacterias colonicas en
anaerobiosis a partir de la utilizacion como sustrato de los oligosacaridos, del

hidrolizado sin purificar, y de los controles inulina y pectina.
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Figura 18. Cinéticas de crecimiento de la fermentacion in vitro por bacterias
coldnicas de los oligosacaridos, del hidrolizado obtenido a 100 °C por 60 min y de
los controles inulina y pectina.

La cinética de crecimiento de los oligosacaridos obtenidos a partir de la cromatografia
en columna es muy similar a la de los controles inulina y pectina, las fases de
adaptacion (muy corta) y exponenciales son inferiores a seis horas. El hidrolizado
present6 una fase exponencial mas larga que fue de ocho horas y la cantidad de biomasa

formada al final de la fermentacion fue similar a la de los controles.
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6.4.2 Parametros cineticos
Las cinéticas de crecimiento permitieron obtener los parametros velocidad especifica de
crecimiento y tiempo de duplicacion de los oligosacéridos (Tabla 10).

Tabla 10. Velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion de los
oligosacaridos, del hidrolizado y de los controles.

VELOCIDAD ESPECIFICA TIEMPO DE
DE CRECIMIENTO DUPLICACION
MUESTRA () (td. h)
Oligosacaridos 0.36" +0.04 1.9+0.1
HH T 0.35" +0.02 2.0+0.01
Inulina 0.43" +0.04 1.6+0.1
Pectina 0.24" +0.02 29+0.2

Los resultados son el promedio de dos experimentos independientes + desviacion estandar.
HHTgo: Hidrolizado de harina de tallo obtenido a 100 °C por 60 min.

W Las medias de velocidad especifica de crecimiento de distintas muestras no mostraron
diferencia significativa (p<0.05).

Las velocidades especificas de las bacterias colonicas en la fermentacion de los
oligosacaridos y del hidrolizado sin purificar no mostraron diferencia significativa entre
si y con los controles. Lo que indica que las bacterias crecen a la misma velocidad en
estas dos muestras independientemente de que una solamente contenga fuente de
carbono y que otra sea un tejido hidrolizado, y con alta fuerza osmdtica debido a las
sales presentes de la neutralizacion.

Moura et al., (2007) realizaron la fermentacion in vitro de xilooligosacaridos obtenidos
a partir de autohidrolisis de mazorcas de maiz. De los hidrolizados separaron por
cromatografia de filtracion en gel dos fracciones con GP de 3-4 y de 5-6. Los
hidrolizados con GP 3-4 fueron fermentados por B. adolescentes asi como los
hidrolizados comerciales de xilobiosa, mientas que L. brevis prefirié los XOS con GP
de 2. Las velocidades especificas utilizando las fracciones oscilaron entre 0.05, 0.06
para L. fermentum hasta 0.26, 0.27 para B. adolescentis, estas velocidades especificas
fueron similares al control xilobiosa ya que para estas mismas cepas fueron de 0.05 y
0.30 h™. Comparando las velocidades de las bacterias colénicas que por cuestiones de
tiempo no fueron caracterizadas, mostraron velocidades en los oligosacéridos (0.36 h™)
y del hidrolizado (0.35 h™) estas fueron significativamente mayores a las observadas por
L. fermentun, mientras que para B. adolescentis no mostraron diferencias significativa
(p<0.05).
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6.4.3 Consumo de hidratos de carbono y rendimiento biomasa-sustrato
La fermentacion de los oligosacaridos dio lugar al consumo de hidratos de carbono que
se muestra en la Tabla 11, en ella también se presenta el rendimiento biomasa-sustrato,

comparando con el hidrolizado sin purificar y los controles.

Tabla 11. Consumo de hidratos de carbono y rendimiento biomasa-sustrato de la
fermentacion de los oligosacaridos obtenidos del hidrolizado 100°C-60min

RENDIMIENTO
BIOMASA-SUSTRATO

CONSUMO DE HIDRATOS

MUESTRA DE CARBONO (%) (Yxl9)
Oligosacéridos 92.2%+0.3 0.34*+0.1
HHT60 76.3" £ 1.0 0.68° + 0.09
Inulina 96.4Y + 1.0 0.28%+0.01
Pectina 92.8%Y+0.2 0.24" +0.07

Los resultados con el promedio de dos experimentos independientes + desviacion estandar.
HHT¢o: Hidrolizado de harina de tallo obtenido a 100 °C por 60 min.

W. %Y Medias de hidratos de carbono en la misma columna con letras distintas son diferentes
(p<0.05).

A B Medias de rendimiento biomasa-sustrato en la misma columna con letras distintas son
diferentes (p<0.05).

El consumo de oligosacaridos no presentd diferencia significativa respecto al control
pectina, pero si a la inulina ya que su consumo por las bacterias colonicas fue mayor.
Comparando los oligosacéaridos con el hidrolizado se observd diferencia significativa ya
que el porcentaje de consumo de este Gltimo fue inferior al 80 %.

El rendimiento biomasa sustrato fue mayor para el hidrolizado, y fue superior
significativamente respecto al rendimiento de los oligosacaridos y de los controles, esto
puede deberse a que el hidrolizado al ser un tejido hidrolizado tiene ademas de fuente de
carbono, fracciones proteicas, minerales o compuestos extraibles por la hidrélisis y esto
lo constituye como un medio de cultivo mas complejo, que al tener mas nutrimentos
respecto a los oligosacaridos favorece el crecimiento de las bacterias colonicas lo que es
deseable porque produce una mayor cantidad de biomasa, dentro de la que es muy
probable que se tengan especies probioticas, porque presentaron descensos de pH vy
produccion de acidos organicos que se muestran a continuacion en los siguientes

resultados.
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6.4.4 Perfil de acidificacion
El cambio de pH durante la fermentacion in vitro de los oligosacaridos por las bacterias
colonicas se muestra en la siguiente Figura 19, junto con el hidrolizado sin purificar y

los controles inulina y pectina.
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Figura 19.Cambio de pH durante la fermentacion de los oligosacéridos, del
hidrolizado de 100 °C — 60 min y de los controles inulina y pectina.

Los valores son medias de dos repeticiones: errores estandar de las medias son mostrados por
las barras verticales.

El descenso de pH durante la fermentacion del hidrolizado sin purificar fue muy
semejante al control pectina. EI pH mas bajo se observo en la inulina a las 10 h. Los
cambios de pH presentados por la fermentacion de los oligosacaridos fueron pocos, su
descenso fue de 0.3 unidades de pH. A continuacion se presenta la produccién de acidos

grasos de cadena corta.
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6.4.5 Acidos grasos de cadena corta
La formacion de acidos orgéanicos durante la fermentacion de los oligosacaridos se
presenta en la Figura 20, también aparecen los producidos por el hidrolizado 100 °C —

60 min sin purificar, asi como los controles inulina y pectina.

ACidos grasoso de cadena corta (mmol/L)

Acético |Propionico| Butirico | Acético |Propionico| Butirico | Acético |Propionico| Butirico

6h | 10h | 24h |
Tiempo (h)
H Oligosacéridos ® Hidrolizado 100°C-60min i Inulina @ Pectina

Figura 20. Concentracion de acidos grasos acético, propidnico y butirico en
mmol/L formados durante la fermentacion de los oligosacaridos obtenidos a partir
del hidrolizado100 °C — 60 min.

Los valores son medias de dos repeticiones: errores estandar de las medias son mostrados por
las barras verticales.

En la figura 20 observamos que el contenido de &cido acético entre los oligosacaridos
(7mmol/L) y el control pectina (7.8 mmol/L) no muestra diferencia significativa
(p<0.05) a las 6 h, a las 10h todas las medias de produccion de este acido son
significativamente diferentes (p<0.05), siendo la de los oligosacaridos la mas baja. El
hidrolizado a las 24h mostré una media significativamente (p<0.05) mayor de este acido
(25.8 mmol/L).

El &cido propidénico formado en la fermentacion de los oligosacaridos (3.9 mmol/L) a

las 6 h no mostré diferencia significativa (p<0.05) respecto a la concentracion de los
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controles (3.8 mmol/L para ambos inulina y pectina). A las 10 h la media de acido
propidnico producida por los oligosacaridos (7 mmol/L) fue significativamente
(p<0.05) mayor en relacién a la hidrolizado sin purificar y a los controles (0.8, 4.9y 5.6
mmol/L respectivamente), y a las 24 h la media de este mismo acido formado por los
oligosacaridos (10 mmol/L) solamente fue significativamente diferente a la del
hidrolizado (1.4 mmol/L).

La concentracion de &acido butirico para las cuatro muestras a las 6 h no mostrd
diferencia significativa (p<0.05), a las 10 h el control pectina (8.8 mmol/L) dio una
media significativamente mayor a las demas muestras (4.5, 0.8 y 6.2 mmol/L
oligosacaridos, HHTg, e inulina), y a las 24 h la media de produccion de los
oligosacéridos (4.5 mmol/L) fue significativamente (p<0.05) inferior a la media de los
controles (6.2 mmol/L inulina y 8.8 mmol/L pectina).

Kabel et al., (2002), llevaron a cabo la fermentacion in vitro de xilooligosacéridos
(XOS) con distintos grupos, estos fueron xilooligosacéaridos no sustituidos (XOSn),
arabinoxilano-XOS (AXOS), XOS acetilados (XOSAc) y XOS que contenian grupos de
acido 4-O-metilglucurdnico (XOSAcme). En la fermentacién con el inoculol, se
observd que a las siete horas el acido graso formado fue Unicamente acetato, su
produccion fue de 2, 4 y 6 mmol/L para los XOSn, XOSAc y los AXOS
respectivamente, y para los XOSAcme no se observo aun la aparicion de este acido,
medias de produccion que son significativamente menores a la observada por los
oligosacéridos a las 6 h (11.4 £ 0.2). Conforme avanzo el tiempo aumento la produccion
de &cidos, a las 27 horas obtuvieron concentraciones de &cidos de 20 (Unicamente
acetato), 24 (acetato 16, propionato 8), 9 (acetato 6, propionato 3), 18 (acetato 14,
propionato 4) mmol/L para los XOSn, XOSAc, XOSAcme y AXOS respectivamente.
El butirato en general fue el acido en menor proporcion, conforme aumento el tiempo, la
concentracion de los AGCC aument0. Estas concentraciones son significativamente
menores a las medias de produccién de AGCC de los oligosacaridos a las 24h (31.2 £
1.0).
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7. CONCLUSIONES

La hidrolisis del tallo de amaranto, que se realizd con H,SO, al 5.0 % (m/v),
temperaturas de 90 y 100 °C, y tiempos de hidrolisis de 30, 60, 90, 120 y 150 min,
permitio obtener fibras solubles que son capaces de ser metabolizadas por bacterias
colonicas. La fermentacion de la fibra soluble incrementd el numero de bacterias
colonicas, descenso de pH y los parametros cinéticos de manera similar a los controles
de inulina y pectina. La produccion de &cidos grasos de cadena corta fue comparable a

los controles de inulina y pectina que se utilizaron en este experimento.

La fermentacion de los oligosacaridos (obtenidos a 100 °C durante 60 min) por
bacterias coldnicas, resultdé en un mayor consumo de hidratos de carbono (92.2 %) y un
incremento en la produccién de acidos grasos de cadena corta (11.4 y 31.2 mmol/L)
respecto a los resultados obtenidos del hidrolizado sin purificar (11.3 y 28.0 mmol/L).
La produccion de acidos grasos de cadena corta, mostré ser significativamente superior
al control de inulina (10.1 y 29.3 mmol/L). Los oligosacarjdos derivados de la hidrolisis
acida del tallo de amaranto revelaron tener capacidad prebiotica en una fermentacién

sumergida en condiciones de anaerobiosis.

57



8. BIBLIOGRAFIA

A.A.C.C. American Association of Cereal Chemist. 2001. Report of the definition of
dietary fiber. Cereal FoodsWorld. 46. 112-114.

Adrian J.2000. Analisis nutricional de los Alimentos. Acribia. Espafia. 56-62.

Aguilar R., Ramirez J.A., Garrote G., Vazquez M. 2002. Kinetic study of the acid
hydrolysis of sugar cane bagasse. Journal of Food Engineering. 55: 309-318.

Aguilar N. y Canizales, M. 2004. Cinética de la hidrolisis &cida de la cascarilla de

cebada. Revista Mexicana de Ingenieria Quimica. 3. 257-263.

Arce R. B. 2011. Obtencién de Compuestos Biofuncionales a partir de Material
Lignocelulésico de Amaranthushypochondriacus L. Universidad Autonoma

Metropolitana.

Arellano J. y Galicia, J. 2007. Rendimiento y caracteristicas de planta y panoja de
amaranto en respuesta a nitrogeno y cantidad de semilla. Agricultura Técnica en
México. 33. 251-258.

Badui S. 2006. Quimica de los Alimentos. 4% Edicion. Alambra. 91-94, 117-119, 538-
540.

Barrio M. A. 2006. Probioticos, prebidticos y simbidticos. Definicion, funciones y

aplicacion clinica en pediatria. Revista Pediatria de Atencidn Primaria. 8: 99-118.

Barry J. L., Hoebler C., Macfarlane G. T., Macfarlane S., Mathers J. C., Reed K. A,
Mortensen P. B., Nordgaard 1., Rowland I. R., y Rumney C. J. 1995. Estimation of the
fermentability of dietary fibre in vitro: a European interlaboratory study. British Journal
of Nutrtion. 74: 303-322.

Bennett W. y Cerda, J. 1996.Benefits of dietary fiber. Myth or medicine? Postgrad Med.
99.153-172.

Brito C. 2009. Revaloracion de la Funcionalidad Fisioldgica de la Leche y los Lacteos.
Estudios de optimizacion. Agro Sur, 37(2), 71-80.

58



Campos-Vega R., Reynoso-Camacho R., Pedraza-Aboytes G., Acosta-Gallegos J.A.,
Guzmén-Maldonado S.H., Paredes-Lépez O., Oomah B.D., y Loarca-Pifia G. 2009.
Journal of Food Science. 74. 59-65.

Collins T., Gerday C., Feller G., 2005. Xylanases, xylanase families and extremophilic

xylanases, FEMS Microbiology Reviews 29, 3-23.

Conde E., Gullon P., Moure A., Dominguez H. y Parajé J. C., 2009. Fraction of
industrial solids containing barley husks in agueous media. Food and Byproducts
Processing. 87: 208-214.

Dongowski G. y Lorenz A. 1998. Unsaturated oligogalacturonic acids are generated by
in vitro treatment of pectin with human faecal flora. Carbohydrate Research 314: 237—
244,

Dubois M., Gilles K.A., Hamilton J. K., Rebers P.A y Smith F. 1956.Colorimetric
Method for determination of sugars and related substances. Analytical Chemistry.28:
350-356.

Escudero A. y Gonzéalez S. 2006. La fibra dietética. Nutricion Hospitalaria. 21. 61-72.

Ferguson M. J. y Jones G. Production of short-chain fatty acids following in vitro
fermentation of saccharides, saccharide esters, fructo-oligosaccharides, starches,
modified starches and non-starch polysaccharides. Journal of the Science of Food and
Agriculture. 80: 166-170.

Flint H. J. Duncan S.H. Scott K. P. y Louis P. 2007. Interactions and competition within
the microbial community of the human colon: links between diet and health.
Environmental Microbiology. 9: 1101-1111.

Garcia O. 2002. Enciclopedia de la fibra. Kellog de México.
Gibson G., y Roberfroid M. 2008. Handbook of Prebiotics.CRC Press.1-92.

Gulfi M., Arrigoni E., Amado R., 2007. In vitro fermentability of a pectin fraction rich
in hairy regions. Carbohydrate Polymers. 67: 410-416.

Holzapfel W. H. y Schillinger U. 2002. Introduction to pre- and probiotics.Food
Research International. 35: 109-116.

59



John M., Schmidt J.,, Wandrey C. y Sahm H. 1982. Gel chromatography of
oligosaccharides up to DP 60. Journal of Chromatography. 247: 281-288.

John M., Trénel G. and Dellweg H. 1969. Quantitative chromatography of homologous
glucose oligomers and other saccharides using polyacrylamide gel. Journal of
chromatography. 42: 476-484.

Kabel M. A., Kortenoeven L., Schols H. A., y Voragen A. G. J. 2002. In vitro
Fermentability of Differently Substituted Xylo-oligosaccharides. Journal of Agricultural
and Food Chemistry. 50: 6205-6210.

Karppinen S., Liukkonen K., Aura A. M., Forsell P., y Poutanen K. 2000. In vitro
fermentation of polysaccharides of rye, wheat and oats brans and inulin by human faecal
bacteria. Journal of Science of Food and Agriculture. 80: 1496-1476.

Lebet V., Arrigoni E. y Amado R. 1998. Measurement of Fermentation Products and
Substrate Disappearance During Incubation of Dietary Fibre Sources with Human
Faecal Flora. Academic Press. 473-479.

Lourens-Hatting A. y B. C. Viljoen. 2001. Yogurt as probiotic carrier food.

Review.International Dairy Journal. 11: 1-17.

MacFarlane G. T. y. Cummings J. H. 1999. Probiotics and prebiotics: can regulating the
activities of intestinal bacterial benefit health? Education and debate. 318: 999-1002.

Madigan M. T. Martinko J. M. Parker J. 2003. Brock Biologia de los microorganismos.

Décima edicion. Pearson. 584-586.

Miller G.L. 1959. Use of Dinitrosalicykic Acid Reagent for Determination of Reducing
Sugar. Analytical Chemistry. 31: 426-428.

Morales G., Vazquez, N. Bressani, R. 2009. El amaranto. Caracteristicas fisicas,
quimicas, toxicoldgicas y funcionales y aporte nutricio. 12 Edicion. Instituto Nacional

de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. 15-233.

Moura P., Barata R., Carvalheiro F., Girio F., Loureiro-Dias M. C., Esteves M. P. 2007.
In vitro fermentation of xylo-oligosaccharides from corn cobs autohydrolysis by
Bifidobacterium and Lactobacillus strains. LWT- Food Science and Technology. 40:
963-972.

60



Mussatto S.I., y Roberto 1.C. 2004. Alternatives for detoxification of diluited-acid
lingocellulosic hydrolyzates for use in fermentative processes: a review. Bioresource
Technology. 93: 1-10.

Okazaki M., Fujikawa S. y Matsumoto N. 1990. Effects of xylooligosaccharide on
growth of bifidobacteria, J. Jpn. Soc. Nutr.FoodSci. 43, 395.

Olano-Martin E. Gibson G.R. y Rastall R.A. 2002. Comparison of the in vitro
bifidogenic properties of pectins and pectic-oligosaccharides. Journal of Applied
Microbiology. 93: 505-511.

Paredes L. O., Guevara L. F. y Bello P. L. 2006. Los alimentos magicos de las culturas
indigenas mesoamericanas. Secretaria de Educacién Publica. Fondo de Cultura

Econdmica y Consejo de Nacional de Ciencia y Tecnologia. 212. 88-104.

Paz-Lago D., y Herndndez M. 2000. Purificacion y caracterizacion parcial de la enzima

xilanasa a partir del preparado comercial Novoban 240. Cultivos tropicales 21: 27-31.

Pompei A., Cordisco L., Raimondi A., Amaretti A., Pagnoni U. M., Matteuzzi D., Rossi
M. 2008. In vitro comparison of the prebiotic effects of two inulin-type fructans.
Anaerobe. 14: 280-286.

Raccach M. 2004. Pediococcus. Encyclopedia of Food Microbiology. 1641-1647.

Ramirez-Gama R. M., Luna B., Velasquez O., Vierna L., Mejia A. G., Tsuzuki M. G.,
Hernandez L., Camacho A. y UrzGa M. C. 2011. Manual de Practicas de Microbiologia
General. México: UNAM, Facultad de Quimica.

Robles S. 2001. ¢(Qué es la fibra dietética? Centro Nacional de Alimentacion y
Nutricién. Boletin Instituto Nacional de Salud. 7. 13-14.

Schmidt F. y Enevoldsen B. 1976. Gel filtration chromatography of oligosaccharides,
comparative studies of a-1,4, o-1,6 and a-1,4: a-1,6 linked oligosaccharides composed
of glucose. Carlsber Res. Commun. 41. 91-110.

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, 2010.
Anuario Estadistico de la Produccion Agricola. Gobierno Federal. Consultado en

www.siap.gob.mx el 20 de marzo de 2012.

61


http://www.siap.gob.mx/

Swennen K., Courtin C. M. y Delcour J.A. 2006. Non-digestible oligosaccharides with

prebiotic properties, Critical Reviews in Food Science and Nutrition 46: 459-471.

Ulloa J.A., Andrews H. E., Cruz G. K., Ulloa P. R., Ulloa B. E., Ramirez J.C. 2010.
Los fructanos y su papel en la promocion de la salud. Revista Fuente Afio 2, No. 5,
Diciembre. ISSN 2007 — 0713.

Vegas R., Alonso J.L., Dominguez H., Parajé J.C. 2004. Processing of Rice Husk
Autohydrolysis Liquors for Obtaining Food Ingredients. Journal of Food Agricultural
and Food Chemistry. 52: 7311-7317.

Yamada H. 1993. Structure and properties of oligosaccharides from wheat bran.Cereal
FoodsWorld. 38. 490-492.

62



9. ANEXOS

ANEXO A

Curva estandar para la cuantificacion de azucares reductores totales expresada en
mg de xilosa por mL.

En la Tabla Al se muestran las concentraciones utilizadas para la construccion de la

curva estandar, que sirvio para la cuantificacion de azucares reductores totales en las

muestras analizadas en el presente estudio.

En la grafica Al se presenta la curva de azUcares reductores totales (mg xilosa/mL)

versus absorbancia a 540nm y su respectiva ecuacion obtenida de su linealizacion.

Tabla Al. Curva estandar de xilosa para cuantificacion de azUcares reductores

totales.
) Absorbancia
Xilosa [mg/mL]
(540nm)
0 0+0
04 0.191+0.01
0.8 0.380 + 0.01
12 0.528 + 0.002
1.6 0.675+0.02
2.0 0.846 £ 0.02
1
€ 09 -
=
o 0.8
® 0.7 //
206 -
8 0.5
2 04 ~ y = 0.4165x + 0.0202
_CéS 0.3 / R2=0.9972
(@] /
o 0.2
201~
0
0 0.5 1 1.5 2 2.5
[Xilosa] mg/mL

Gréfica Al. Curva estandar de xilosa para cuantificacion de azlcares reductores.
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ANEXO B

Curva estandar para la cuantificacion de azUcares totales expresada en pg de

glucosa por mL.

En la Tabla A2 se muestran las concentraciones utilizadas para la elaboracion de la
curva estandar, que permitid cuantificar el contenido de azlcares totales en las muestras

analizadas en el presente estudio.

En la grafica A2 se presenta la curva de glucosa (ug/mL) versus absorbancia a 480nm y

su respectiva ecuacion de la linea recta para la determinacion de azUcares totales.

Tabla A2. Curva estandar de glucosa para cuantificacion de azlcares totales.

Glucosa Absorbancia
(ng/mL) (480nm)

0 0+0
20 0.177 £0.02
40 0.345 + 0.05
60 0.559 + 0.04
80 0.698 + 0.04
100 0.845+0.01
1
0.9
0.8 _*

0.7 //
0.6
0.5
0.4 y = 0.0086x + 0.0085
0.3 e R?=0.9964
0.2
0.1 el
0 20 40 60 80 100 120
[Glucosa] pg/mL

Absorbancia 480n

Grafica Al. Curva estandar de glucosa para cuantificacion de azlcares totales.
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ANEXO C

Curva estandar para la cuantificacion de acido acético.

En la Tabla A3 aparecen las concentraciones utilizadas para la construccion de la curva

estdndar, que permitio cuantificar el acetato presente en el medio durante la

fermentacion.

En la grafica A3 aparece la curva de acido acético (mmol*L™) versus area (pA*s™) y su

ecuacion de la linea recta para la determinacion de este &cido graso.

Tabla A3. Curva estandar de acido acético.

[Acido acético] Area
mmol*L™* (pA*s™)
0.57 92.05+2.3
2.27 1819+51
4.54 273.2+4.0
6.82 3729+7.4
9.09 488.1 £ 3.3
11.36 5058+09.1
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Grafica A3. Curva estandar de acido acético.
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ANEXO D

Curva estandar para la cuantificacion acido propionico

En la Tabla A4 se muestran las concentraciones utilizadas para la construccion de la
curva estandar, que permitié cuantificar el acido propionico presente en el medio
durante la fermentacion.

En la gréafica A4 aparece la curva de 4cido propiénico (mmol*L™) versus area (pA*s™)

y su ecuacion de la linea recta para la determinacion de este acido graso.

Tabla A4. Curva estandar de acido propionico.
[Acido propidnico]

L Area (pA*s™)
0.049 0.46 + 0.005
0.245 1.24 £0.09
0.490 2.81+£0.3
2.451 15,32 £1.7
4.902 28.65+1.9

w
(4]
|

T

/r

I y = 5.8956x + 0.1016

/I R =0.9986
5
0 / T T T T

0 1 2 3 4 5 6
[Acido propidnico] mmol*L-1

w
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N
6]
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N
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o

Graéfica A4. Curva estandar de acido propioénico.
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ANEXO E

Curva estandar para la cuantificacion acido butirico.

En la Tabla A5 se muestran las concentraciones utilizadas para la construccion de la

curva estandar, que permitié cuantificar el acido butirico presente en el medio durante la

fermentacion.

En la grafica A5 aparece la curva de &cido butiricco (mmol*L™) versus area (pA*s™) y

su ecuacion de la linea recta para la determinacion de este acido graso.

Tabla A5. Curva estandar de acido butirico.

[Acido butirico]

Area (pA*s™
mmol*L™* P )
0.043 0.60 £0.01
0.215 1.91 £0.06
0.431 3.62 £0.02
2.155 1796 +2.2
4.310 3320+ 1.7
40
35
30 /i
25
<
820 -
S s : y = 7.7033x + 0.4362
= R2=0.9986
10
5
0 /
0 1 2 4
[Acido butirico] mmol*L!

Grafica A5. Curva estandar de acido butirico.
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ANEXO F

En la Tabla A6 aparecen el pH, contenido de AGCC y proporcion molar en la

fermentacion in vitro de los hidrolizados obtenidos a 90°C.

Esteres de
acidos
grasos Proporcién molar (%)
Tiempo totales

Muestra (h) pH (mmol*L™) |  Acético Propionico Butirico
HHT3 0 6.75 + 0.03 -- -- -- --

6 6.66+0.03 | 15.6°+0.9 | 96.1+1.0 1.9+0.0 1.9+0.02

24 6.18 +0.01 | 12.1°°+1.3| 90.9+15 4.1+0.03 4.9 £0.05
HHT 0 6.66 + 0.06 - - - -

6 6.53+0.01 | 13.9°+1.1 | 93.5+0.9 3.6+0.1 2.9+0.05

24 6.21+0.02 | 9.8*°+05 9+1.2 0.5+0.0 0.3+0.07
HHTy 0 6.78 £ 0.02 -- -- -- --

6 6.3+0.02 | 146°+0.2 | 89.0 £0.2 6.8+£0.0 4.1 £0.06

24 6.3+ 0.01 8.3°+0.1 84.3+0.1 12+ 0.0 3.6+0.0
HHT 120 0 6.73+0.05 - - - -

12.3*"¢ +

6 6.28 £ 0.03 1.0 81.3+0.9 16.3+£0.1 2.4 +0.02

24 6.37+00 | 16.3°+0.9 | 49.1+15 49.1+0.5 1.8+ 0.05
HHT 150 0 6.76 + 0.03 -- - - -

6 6.28+0.0 |13.3°°+0.3| 75.2+0.4 225%0.3 2.2+0.09

24 6.40+0.07 | 16.3°+0.2 9+0.8 7+0.3 0.3+£0.0
Inulina 0 6.60 £ 0.09 -- -- -- --

6 5.80+0.08 | 10.1°+0.2 | 55.4+0.2 37.6x0.2 6.9+0.1

24 6.0+0.03 | 29.3°+0.3 | 45.0+0.2 33.8+0.6 21.2 £0.07
Pectina 0 6.52 £ 0.03 -- - - -

6 475+01 |12.3°°+0.3| 63.4+0.1 30.9+0.3 5.7+0.02

24 473+0.04 | 35.2°+0.4 | 40.6+0.3 34.4+0.6 25.0£0.2

Tabla A6. pH, contenido de AGCC y proporcion molar en la fermentacién in vitro
de los hidrolizados obtenidos a 90°C.
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ANEXO G

En la Tabla A7 aparecen el pH, contenido de AGCC y proporcion molar en la

fermentacion in vitro de los hidrolizados obtenidos a 100°C.

Esteres de
acidos grasos Proporcion molar (%)
Tiempo totales

Muestra (h) pH (mmol*L™ Acético Propidnico Butirico
HHT3 0 6.75 % 0.07 - - - -

6 6.43 +0.03 13.28+0.3 96.0+ 0.5 20+01 2.0+£0.02

24 6.15+0.01 255+ 1.0 90.2+1.0 4.8 +0.02 4.0 £ 0.02
HHTgo 0 6.80+ 0.0 -- -- -- --

6 6.16 + 0.03 11.3%+ 1.1 93.0+0.9 3.6 +£0.06 3.4 +£0.05

24 5.79£0.01 28.0%°+1.4 92.1+£1.2 49+0.1 3.0+0.2
HHTy 0 6.75+ 0.07 - -- -- --

6 6.52+0.0 13°+0.2 88.0 £ 0.2 7.3+0.06 46+0.2

24 5.82 £0.02 26.3°+1.7 84.1+0.7 10+0.3 59+0.1
HHT 2 0 6.6 +0.0 -- -- - -

6 6.02 £ 0.01 15.4*° + 0.2 80.3+£0.5 16.3 £ 0.02 3.4+0.01

24 5.87£0.01 18.9°+1.0 59.1+1.0 29.1+0.3 11.8 +0.03
HHT 5 0 6.7+0.03 -- -- - -

6 5.96 £ 0.02 16.0°+0.1 77.3+£0.1 209+ 0.6 1.8+0.02

24 5.74 £0.02 25.8°+0.5 51.2+0.5 409+0.3 7.9+0.02
Inulina 0 6.60 £ 0.09 -- -- -- --

6 5.80 £ 0.08 10.1+0.2 55.4+0.2 37.6+£0.2 6.9+0.1

24 6.0 +0.03 29.3°%+0.3 45.0+0.2 33.8+0.6 21.2 £0.07
Pectina 0 6.52 £ 0.03 - - - -

6 475+0.1 12.3*+0.3 63.4+0.1 30.9+£0.3 5.7+0.02

24 4.73+0.04 35.2°+0.4 40.6+£0.3 34.4+0.6 25.0+0.2

Tabla A7. pH, contenido de AGCC y proporcion molar en la fermentacion in vitro
de los hidrolizados obtenidos a 100°C.
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ANEXOH

En la Tabla A8 aparecen el pH, contenido de AGCC y proporcién molar en la
fermentacion in vitro de los oligosacéaridos, del hidrolizado obtenido a 100°C por 60min

y de los controles.

Esteres de
acidos grasos Proporcion molar (%)
Tiempo totales
Muestra (h) pH (mmol*L™ Acético Propidnico Butirico
Oligo 0 6.75 +0.07 -- -- -- --
6 6.43 +0.03 11.4°+0.2 61.4+0.7 342+0.3 44+0.2
24 6.15+0.01 31.2"+1.0 535+1.0 32.0+£0.02 144 +0.2
HHTg 0 6.80+ 0.0 - -- -- --
6 6.16 £ 0.03 11.3°+ 1.1 93.0+0.9 3.6 £0.06 3.4+£0.05
24 5.79+0.01 28.0°+ 1.4 92.1+£1.2 49+0.1 3.0+0.2
Inulina 0 6.60 £ 0.09 -- -- -- --
6 5.80 £ 0.08 10.1%+0.2 55.4+0.2 37.6+0.2 6.9+0.1
24 6.0 +0.03 29.3°+0.3 450+0.2 33.8+£0.6 21.2 £0.07
Pectina 0 6.52 £ 0.03 - - - -
6 475+0.1 12.3°+0.3 63.4+0.1 30.9+£0.3 5.7+0.02
24 4.73+£0.04 35.29+0.4 40.6+£0.3 34.4+£0.6 25.0+£0.2

Tabla A8. pH, contenido de AGCC y proporcion molar en la fermentacion in vitro
de los oligosacaridos (oligo), del hidrolizado obtenido a 100°C y de los controles
inulina y pectina.

Los resultados con el promedio de dos experimentos independientes + desviacién estandar.

a, b, c, d, e f, g Medias en la misma columna para muestras distintas con diferente letra
mindscula son diferentes (p<0.05).
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