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Resumen

En los ultimos afos, la savia del maguey (aguamiel) ha cobrado interés en el
sector académico, debido a que es una fuente natural de diferentes compuestos
nutracéuticos como aminoacidos, minerales, vitaminas, saponinas, compuestos
fendlicos y fibra soluble; sin embargo, gran parte de la investigacion se ha
centrado en la diversidad microbiana y enzimatica que participa en el proceso de
fermentacion del aguamiel para la produccion de pulque; dejando de lado la
posibilidad de que los metabolitos secundarios de la savia del maguey se utilicen
como aditivos para mejorar la calidad nutricional de los alimentos. Por esa razon,
el objetivo de este proyecto de tesis fue explorar el potencial de la fibra soluble del
aguamiel para ser empleada como aditivo alimentario. Para ello fue necesario la
obtencidn, cuantificacion y caracterizaciéon de la fibra soluble del aguamiel, asi
como la determinacion de su capacidad antioxidante, de sus propiedades
fisicoquimicas y de su potencial prebidtico. Se extrajo la fibra soluble del aguamiel
a razén de 2.37 gramos por litro, asi también, se determindé que el 60% de la
muestra es inulina, con un 145% perteneciente al subgrupo de
fructooligosacaridos (FOS). Se encontré que la capacidad antioxidante de la fibra
del aguamiel fue menor en comparaciéon con lo reportado para la capacidad
antioxidante de la bebida aguamiel. Se hall6 que las propiedades fisicoquimicas
de la fibra soluble del aguamiel son equiparables con las de la inulina de agave
comercial. Por otra parte, se detectdé que la concentracion optima para el
crecimiento del probiotico Bacillus clausii fue de 0.5 g de fibra soluble del
aguamiel/ 100 mL. Ademas, se examiné su potencial como prebidtico,
identificando que la muestra permanecio intacta tras la digestion in vitro, y que fue
utilizada por el probiético Bacillus clausii para su crecimiento, informacién que

brinda las bases para la creacién de futuros alimentos funcionales o simbiéticos.



Marco teorico

Definicion de fibra dietética

Definir el concepto de fibra dietética ha sido una tarea desafiante y llena
controversias, debido a que dicho polimero incluye una amplia gama de
compuestos complejos, sumado a que los diversos tipos de fibras pueden tener
una o mas funciones fisiolégicas o beneficios para la salud (Westenbrink et al.,
2013) .

A lo largo de los afos, diversas instituciones han presentado su definicion de fibra

dietética, como se muestra a continuacion:

-La American Association of Cereal Chemists menciond que la fibra dietética es la
parte comestible de las plantas o hidratos de carbono analogos que son
resistentes a la digestion y absorcién en el intestino delgado, con fermentacion

completa o parcial en el intestino grueso (Kohn, 2000) .

-Posteriormente, la European Food Safety Authority definié a la fibra dietaria como
“carbohidratos no digeribles mas lignina, incluidos todos los componentes de
carbohidratos que se encuentran en los alimentos que no son digeribles en el
intestino delgado humano y pasan al intestino grueso” (EFSA Panel on Dietetic
Products, Nutrition, and Allergies (NDA), 2010).

-De igual manera, durante el mismo afio, la comision del CODEX Alimentarius la
sefaldé como polimeros de carbohidratos con diez 0 mas unidades monomeéricas,
qgue no son hidrolizados por las enzimas enddgenas en el intestino delgado (Sl) de

los humanos y pertenecen a las siguientes categorias:

e Polimeros de carbohidratos comestibles que se producen naturalmente en
los alimentos.
e Polimeros de carbohidratos obtenidos de materias primas alimentarias por

medios fisicos, enzimaticos o quimicos.



e Polimeros de carbohidratos sintéticos con algun efecto fisiologico

beneficioso para la salud.

Cabe destacar que las controversias en la definicion de fibra dietética, se refieren
a la inclusion o no de los oligosacaridos con grados de polimerizacion (DP) en el
rango de 3 a 9 tales como la inulina, fructooligosacaridos, galactooligosacaridos,

maltodextrinas resistentes, rafinosa y otros (Flores, 2019).

Dicho debate se enfocd principalmente en la falta de apoyo cientifico para
respaldar las diferencias en los efectos fisioldgicos entre los oligbmeros con DP
3-9 y aquellos con una mayor DP, y en la ausencia de métodos facilmente

aplicables que puedan distinguir claramente entre ellos (Howlett et al., 2010).

Por lo tanto, la decision de incluir los oligosacaridos con DP de 3 a 9, la puede
tomar las autoridades de salud competentes de cada pais y México corresponde a

uno de los paises que la incluye (Tabla 1.).

Tabla 1. Listas de instituciones y paises que aceptan oligosacaridos con DP 3-9 como fibra
dietética.

e Asociacion Estadounidense de Quimicos de e Brasil
Cereales (AACC) e Canada

e Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales e Chile
(AOAC) e China

e Comisién del Codex Alimentarius (CAC) e Indonesia

e Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria e Japdn
(EFSA) e Corea

e Administracion de Alimentos y Medicamentos e Malasia
(FDA) e México

e Normas alimentarias de Australia y Nueva Zelanda e  Singapur
(FSANZ) e Tailandia

e Instituto de Medicina (IOM) e Taiwan

e Instituto Internacional de Ciencias de la Vida (ILSI)

Tabla recuperada de (Dai & Chau, 2016)

Clasificaciones de la fibra
La suma de las fibras dietéticas, que son obtenidas de fuentes intrinsecas de

plantas, mas las fibras funcionales, las cuales son sintetizadas o fabricadas y
agregadas a los alimentos, dan como resultado la fibra dietética total (Sharma
et al., 2016)



La fibra dietética se puede clasificar de varias maneras. Una de sus clasificaciones
es de acuerdo con su solubilidad en agua (Imagen 1.), y puede ser catalogada

como fibra dietética soluble y fibra dietética insoluble.

La fibra dietética soluble se fermenta en el colon y se encuentra frecuentemente
en legumbres, frutas y verduras. Estd compuestas por pectina, B-glucanos,
galactomananos, fructanos, oligosacaridos, algunas hemicelulosas, guar, gomas y

mucilagos (Sharma et al., 2016)

Mientras que la fibra dietética insoluble, como lo menciona su nombre no se
disuelve en agua, se deriva comunmente de los cereales y consiste principalmente
en elementos de la pared celular como: celulosa, lignina y hemicelulosa
(Moskovitz & Kim, 2004)

Otra clasificacion de la fibra dietética toma en cuenta su efecto en el colon y se
clasifica en fermentable (es decir, metabolizada por bacterias del colon) o no
fermentable (Moskovitz & Kim, 2004).

Algunas de las fibras solubles, al ser fermentables, pueden presentar potencial
prebiotico y se asocian mas con reduccion del colesterol en el cuerpo y

disminucién de la cantidad de glucosa absorbida en el intestino delgado.

En cambio los efectos fisioldgicos de la fibra insoluble son aumentar la masa fecal,

la regulacion intestinal y la absorcion de agua (Yangilar, 2013)
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Imagen 1. Clasificacion de la fibra dietética de acuerdo a su solubilidad en agua.
Elaboracion propia.

Alimentos que contienen fibra soluble e insoluble
Una amplia variedad de alimentos, como cereales, verduras, frutas y frutos secos,

se consideran fuente de fibra soluble e insoluble y tanto la cantidad como la

composicion de fibras difieren de un alimento a otro (Sharma et al., 2016).

En 2005 se reportd que los cereales son una de las principales fuentes de fibra
dietética, correspondiendo aproximadamente al 50% del consumo de fibra en
paises occidentales, las verduras contribuyen al 30-40% de la ingesta de fibra, las
frutas aproximadamente al 16% y el 3% restante a otras fuentes menores (Lambo
et al., 2005).

En la Tabla 2. Se presentan varios alimentos y su contenido de fibra soluble e

insoluble.



Tabla 2. Contenido de fibra dietética de diversas fuentes alimentarias.

Fibra dietética (g/ 100 g de porcién comestible)

Granos

Cebada 17.3 - -
Maiz 13.4 - -
Avena 10.3 6.5 3.8
Arroz (crudo) 1.3 1 0.3
Arroz (cocido) 0.7 0.7 0
Trigo (grano entero) 12.6 10.2 2.3
Germen de trigo 14 12.9 1.1
Legumbres

Judias verdes 1.9 1.4 0.5
Soja 15 - -
Chicharos verdes (congelados) 3.5 3.2 0.3
Lentejas (crudas) 11.4 10.3 1.1
Frijoles blancos (crudos) 17.7 13.4 4.3
Verduras

Papa sin piel 1.3 1 0.3
Espinaca 26 21 0.5
Nabo 2 1.5 0.5
Tomate (crudo) 1.2 0.8 0.4
Berenjena 6.6 53 1.3
Pepinos (pelados) 0.6 0.5 0.1
Coliflor (cruda) 1.8 1.1 0.7
Apio (crudo) 1.5 1 0.5
Zanahoria (cruda) 25 23 0.2
Brocoli (crudo) 3.29 3 0.29
Frutas

Manzana (sin pelar) 2 1.8 0.2
Kiwi 3.39 2.61 0.8
Mango 1.8 1.06 0.74
Pifa 1.2 1.10 0.10
Granada 0.6 0.49 0.1
Sandia 0.5 0.3 0.2
Uvas 1.2 0.7 0.5
Naranjas 1.8 0.7 1.1
Ciruelas 1.6 0.7 0.9
Fresa 2.2 1.3 0.9
Pera 3 2 1
Nueces y semillas

Almendras 11.2 10.10 1.10
Coco (crudo) 9 8.5 0.5
Cacahuate (tostado en seco) 8 7.5 0.5

Tabla recuperada de (Dhingra et al., 2012)

En México, la savia del maguey (aguamiel) es fuente natural de fibra soluble; sin
embargo, gran parte de la investigacion se ha centrado en la diversidad
microbiana y enzimatica que participa en su proceso de fermentacién para la

produccion de pulque (Ortiz-Basurto et al., 2008); dejando de lado la posibilidad de



que sus compuestos se utilicen como aditivos para mejorar la calidad nutricional

de los alimentos.

Por esa razon, el actual trabajo de tesis se enfoca en evaluar el potencial de la

fibra soluble del aguamiel para ser empleada como aditivo alimentario.

Aguamiel

El aguamiel es un jugo dulce e incoloro, con consistencia similar a una savia, que
se obtiene del nucleo de la planta de agave, denominada maguey pulquero (Salem
etal.,, 2017). Existen distintas especies de maguey pulquero, incluidas Agave
atrovirens, Agave americana, Agave ferox, Agave mapisaga y Agave salmiana
(Leal-Diaz etal., 2015). En las regiones donde se cultivan estos tipos de
magueyes pulqueros, el aguamiel es tomado como una bebida refrescante; sin
embargo, ademas de tener un delicioso sabor, también posee compuestos

nutracéuticos.

La composicion de la savia de maguey o aguamiel esta dada por proteinas,
minerales, vitaminas, aminoacidos, saponinas y compuestos fendlicos, los cuales
confieren actividad antihipocolesterolémica (Ortiz-Basurto etal., 2008).
Adicionalmente, el aguamiel posee actividad probidtica debido a la presencia de
microbiota autéctona como Lactobacillus  paracasei, Lactobacillus
sanfranciscensis, Lactobacillus spp., Leuconostoc citreum, Acetobacter orientalis,
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc kimchii, Erwinia rhapontici, Enterobacter
spp. y Acinetobacter radioresisten, asi como levaduras como Clavispora lusitaniae
(antes Candida lusitaniae) y Kluyveromyces marxianus (Martinez-Ortiz et al.,
2024). Sin mencionar que es rica en glucosa, sacarosa, fructosa, inulina y

fructooligosacaridos (FOS) (Enriquez-Salazar et al., 2017).

Fibra soluble del aguamiel y su composicion.
El aguamiel, al ser |la savia de diferentes especies de agaves, es rica en fructanos,

como la inulina y los FOS (Salem et al., 2017). En la ultima década, dicha bebida

ha sido objeto de numerosos estudios con el fin de determinar su composicién.
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En 2008, se caracterizaron los componentes del aguamiel en diferentes periodos
de cosecha de Agave mapisaga, para determinar la estabilidad de su contenido a

través del tiempo.

Los resultados del estudio sefialaron que el aguamiel contenia 11.5% en peso de
materia seca, del cual el 75% estaba compuesto principalmente de azucares y
entre ellos, el 10% eran FOS. De igual manera, su trabajo concluyé en que solo
existieron pequefias variaciones en la composicion del aguamiel recolectada en
diferentes tiempos de cosecha, lo cual sugiere un potencial industrial en el uso de

los componentes del aguamiel (Ortiz-Basurto et al., 2008).

Por otra parte, en 2015 se caracterizaron mediante métodos estandarizados los
compuestos presentes en el aguamiel extraido de Agave atrovirens. Sus
resultados mostraron que el contenido de fructooligosacaridos fue de 15.51%
(%p/p en base seca) y el grado de polimerizacién fue de 5-10 el cual fue
caracterizado por MALDI-TOF (Romero-Lépez et al., 2015).

Asi mismo un afo después, en el afio 2016, el equipo de Santos-Zea, analiz6 el
contenido del concentrado de aguamiel proveniente de Agave salmiana. En sus
resultados obtuvieron que el aguamiel posee 13.39% de azucares, de los cuales el
5.22% corresponde a fructosa, el 4.69% a sacarosa y el 3.48% a glucosa
(Santos-Zea et al., 2016).

Un estudio realizado en 2020 examinoé la cantidad de carbohidratos contenidos en
el aguamiel proveniente de A. mapisaga y A. salmiana, durante su vida productiva.
De acuerdo a sus resultados, se registraron 3.0, 1.7 y 2.1 kilogramos de fructanos
en 676.6, 662.3 y 334.9 por litros de aguamiel respectivamente. Segun los datos
anteriores, el aguamiel recolectado contiene un promedio de 0.2 a 0.6 % p/v de
fructanos, y basandose en su grado de polimerizaciéon (DP = 3), se determin6 que

los FOS predominan en la bebida ancestral (Peralta-Garcia et al., 2020).

Por lo tanto, se puede destacar que la bebida aguamiel es rica en azucares como
fructanos y sacarosa, los cuales son altamente fermentables por microorganismos,

y se infiere que es una fuente potencial de fibra prebidtica.
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Prebidticos
De acuerdo a la sexta reunidn de la Asociacion Cientifica Internacional de

Probidticos y Prebiodticos (ISAPP), la cual se llevo a cabo en 2008, el concepto de
prebiodtico se define como “un ingrediente fermentado selectivamente que produce
cambios especificos en la composicion y/o actividad de la microbiota

gastrointestinal, confiriendo asi un beneficio(s) sobre la salud del huésped”.

De acuerdo a la revision bibliografica de (Olagnero et al., 2007), los tres criterios
fundamentales para que un ingrediente alimenticio sea considerado prebiotico son

los siguientes:

- El alimento no debe ser hidrolizado o absorbido en la parte superior del
sistema digestivo.

- El ingrediente debe ser fermentable unicamente por un niumero selectivo de
bacterias benéficas para el organismo, como las bifidobacterias y
lactobacilos.

- El alimento debe tener la capacidad de modificar la microbiota del colén,
volviéndola saludable al reducir la cantidad de organismos putrefactivos e

incrementar las especies sacaroliticas.

Los fructanos, contenidos en el aguamiel, poseen los criterios enlistados
anteriormente y se consideran prebioticos comunes en la industria alimentaria, los

cuales son usados para agregar un valor adicional a los productos.

Propiedades funcionales de la fibra soluble
Gracias a la capacidad de retencion de agua, cuando la fibra soluble entra en

contacto con ella se forma un reticulo, originando soluciones de gran viscosidad.
Dicha propiedad es responsable de los efectos de la fibra soluble sobre el
metabolismo lipidico, hidrocarbonado y en parte de su potencial anticarcinogénico

(Escudero Alvarez & Gonzalez Sanchez, 2006)

De igual manera, la formacion de una matriz de gel viscoso por las fibras solubles
retiene los nutrientes y retrasa el vaciado gastrico, ralentizando la digestion
(Howarth et al., 2001).
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Por otra parte, la fermentacion en el colon y su interaccion con la microbiota

residente es probablemente la propiedad funcional mas conocida.

La fibra dietética llega al colon, donde es fermentada por la microbiota intestinal,
generando acidos grasos de cadena corta (AGCC), como acido butirico,

propionico y acético (Nufez-Gémez et al., 2021).

Estos compuestos poseen una amplia variedad de funciones fisiologicas. Por
ejemplo, los butiratos son una fuente de energia para las células epiteliales del
colon. Ademas los propionatos pueden desempenar un papel en la reducciéon de la
produccion hepatica de colesterol al interferir con su sintesis (Guillon & Champ,
2002).

En cuanto a la fermentacién y a la produccion de acidos de cadena corta, este
proceso ocasiona una reduccion en el pH, lo cual inhibe el crecimiento de
patdégenos, disminuye la actividad de enzimas bacterianas indeseables y reduce la
degradacion de péptidos al igual que la formacién resultante de compuestos

téxicos como amoniaco y compuestos fendlicos (Guillon & Champ, 2002).

En general, estos compuestos mejoran los trastornos del tracto digestivo y

promueven la saciedad.

Valores recomendados para la ingesta de fibra dietética
La fibra dietética ha sido reconocida como un componente importante para tener

una dieta completa; sin embargo, su consumo diario recomendado varia en cada
pais, debido a los diferentes habitos alimenticios, ritmos de vida y grados de

procesamiento de los alimentos consumidos (Mehta et al., 2015).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) junto con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda ingerir 25
gramos diarios de fibra dietética. Sin embargo, la Secretaria de Salud (2016)
reporta que, en México, el consumo de fibra dietética es menor que lo
recomendado, pues los adultos solo consumen entre 16 y 18 gramos de fibra al
dia (Secretaria de Salud, 2016).
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De acuerdo a (Yangilar, 2013) las ingestas recomendadas de fibra dietética para
hombre y mujer varian a lo largo de las distintas etapas de la vida. Lo anterior esta
relacionado con el cambio en la funcion del tracto gastrointestinal, dieta y
composicion de la microbiota del colon. Debido a que la principal accioén de la fibra
es su efecto prebidtico, ayuda a preservar la diversidad de microorganismos
benéficos (Donini et al., 2009).

Las cantidades recomendadas se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de ingesta dietética de referencia para la fibra total por etapa de vida.

1-3 19 19
4-8 25 25
9-13 31 26
14-18 38 26
19-30 38 25
31-50 38 15
51-70 30 21
Mas de 70 30 21
Embarazo - 28
Lactancia - 29

Tabla recuperada de (Yangilar, 2013)

De igual manera, es importante recalcar que el aumento en la ingesta de fibra
debe ser gradual y acompafiado con un mayor consumo de agua, de lo contrario
las heces pueden volverse demasiado voluminosas y secas ocasionando
malestares como estrefiimiento, produccion de gases, distensidon abdominal y

calambres abdominales (Secretaria de Salud, 2016).

Valores recomendados para la ingesta de inulinay FOS

En México aun no se ha establecido un valor recomendado para la ingesta diaria

de inulina, sin embargo, en Estados Unidos es recomendado ingerir de 1 a 4 g al
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dia de inulina y FOS, mientras que en Europa es sugerido un consumo de 3a 11 g
al dia (Olagnero et al., 2007).

Por otra parte, basandose en el rango de edad, se aconseja no ingerir mas de 20
g de FOS al dia para adultos y no mas de 4.2 g diarios para infantes (O. Ibrahim,
2021).

El consumo de inulina y FOS en cantidades recomendadas, y dependiendo del
organismo de cada individuo permite mejorar la salud. Ademas, debido a la
versatilidad de la inulina y los FOS, se ha facilitado su aplicacion a una diversa

gama de productos.

Utilizacion de la fibra soluble en la industria alimentaria
Los fructanos (inulina y FOS) tienen propiedades fisicoquimicas notables que

incluyen estabilidad, espesamiento, absorcién de agua, absorcion de aceite y
antihidrolisis (Ni et al., 2024); como resultado, se han utilizado ampliamente en

sistemas alimentarios.

Yanguilar y colaboradores sefialan que se pueden emplear como herramienta para
mejorar la textura, para controlar la humedad en el reemplazo de la grasa, para
mejorar la vida util de los alimentos y también como antioxidante natural (Yangilar,
2013).

Actualmente, su uso en la industria alimentaria se centra en su aplicacién a
productos de panaderia, productos carnicos y productos lacteos (Dhingra et al.,
2012).

En el caso de los productos de panaderia, los fructanos se han incorporado a ellos
debido a su propiedad de retencion de agua, con el proposito de prolongar la
frescura del pan y por ende también prolongar su vida util, reduciendo asi las

pérdidas econdmicas (Yangilar, 2013).

En productos lacteos, también se ha utilizado la inulina. En 2005 se suplemento
leche descremada con 1% de inulina y fue capaz de generar un producto

comparable en atributos sensoriales a un yogurt equivalente fabricado con leche
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entera, reduciendo de esta manera el contenido de grasa del alimento. Asimismo,
en helados se ha reportado que la inulina inhibe el crecimiento de cristales de
agua y reduce la pérdida de fluidos, mejorando la textura del producto
(Chacon-Villalobos, 2006).

Encima, los FOS se han utilizado como sustituto de la sacarosa en bebidas
dietéticas y otros alimentos bajos en calorias, asi como edulcorante en productos

alimenticios para diabéticos (O. Ibrahim, 2021).

En resumidas cuentas, se ha reportado el uso de la fibra soluble (particularmente
inulina y FOS) en diferentes productos para dar lugar a nuevos alimentos
funcionales, por lo que en el presente estudio, se busca explorar el potencial de la

fibra soluble del aguamiel para su futura aplicacion en alimentos.
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Objetivo general

e Explorar el potencial de la fibra soluble del aguamiel para ser empleada

como aditivo alimentario.

Objetivos especificos

e Extraer y cuantificar la fibra soluble del aguamiel.

e Caracterizar la fibra soluble del aguamiel.

e Determinar la capacidad antioxidante y las propiedades fisicoquimicas de la
fibra soluble del aguamiel.

e Evaluar in vitro el potencial prebiético de la fibra soluble del aguamiel.
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Materiales y Metodologia

’ Adquisicién del aguamiel
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Adquisicién del aguamiel

Las muestras fueron recolectadas de magueyes provenientes de Nanacamilpa,
Tlaxcala, México, por un vendedor tradicional de aguamiel, y refrigeradas durante
su trayecto hacia Ciudad Universitaria, Puebla, México. Posteriormente, una vez

en el laboratorio, fueron almacenadas en recipientes a -20°C hasta su analisis.

Extraccion de la fibra soluble del aguamiel
Las muestras de aguamiel fueron descongeladas a 4°C. Se realiz6 el siguiente

procedimiento, 3.7 litros de aguamiel fueron colocados en parrillas de
calentamiento a 40°C con agitacién a 200 rpom durante 24 horas. Posteriormente 4
volumenes de etanol al 96% fueron agregados y se dejo reposar en refrigeracion a
4°C durante 3 dias.

Se decanté cuidadosamente el sobrenadante y el precipitado fue recuperado
mediante una serie de filtraciones. A continuacién el precipitado se secd en una
estufa a 50°C durante 24 horas y la muestra fue almacenada para posteriores

analisis.

Determinacién del porcentaje de fibra soluble
El porcentaje de fibra soluble se determiné de acuerdo con el boletin técnico para

el ensayo de fibra dietética total de (SIGMA-ALDRICH, s.f.), con ligeras
modificaciones. Esta prueba fue realizada por triplicado. Se peso6 0.5 g de fibra
soluble del aguamiel “W1”, se agregaron 25 mL de buffer de fosfatos pH 6 y 0.5
mL de aa-Amilasa de Bacillus licheniformis, 1,4-a-D-glucano glucanohidrolasa
(concentracion al 100%). Se incub6 en un bafo de agua a 95°C con agitacion
ligera durante 18 minutos. Se enfrié a 25°C, y se ajusté el pH a 7.5 + 0.2 con
NaOH 0.275 N. Se agregd6 una solucién de 0.025g/mL de proteasa de Bacillus
licheniformis, Subtilisina A (22.4 U/mg) en buffer de fosfatos pH 6. Se agregoé 0.5
mL de la solucién anterior a la muestra, y se incubd en un bafio de agua a 60°C
con agitacion suave durante 30 minutos. Posteriormente se enfrio a 25°C y se
ajusto el pH, con 0.325M HCI, hasta llegar a pH 4 + 0.6. Se afiadié 0.5 mL de

1,4-a-D-Glucano glucohidrolasa de Aspergillus niger (2260 U/mL) a la muestra, se
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incubd nuevamente en un bafio de agua a 60°C con agitacién continua por 30
minutos. Después se adicionaron 4 volumenes de etanol al 96% y se dejo reposar

la muestra durante 72 horas para permitir una total precipitacion.

Una vez pasado el lapso de tiempo, se filtr6 la suspension y se enjuago el residuo
remanente, con 3 porciones de 10 mL de etanol al 78%, 2 porciones de 5 mL de
etanol al 95% y 2 porciones de 5 mL de acetona. Seguidamente se coloco el
residuo en un horno a 60°C durante toda la noche. Finalmente se pesd y se

registro el peso final “W2”.

El porcentaje de fibra soluble (%FS) contenida en la muestra se calculé con la

siguiente ecuacion:
%FS = [W2A — CA/W1] x 100
Donde:
W2A= promedio del peso final de la muestra “W2”
CA= promedio de los valores de ceniza “C”

W1A= promedio del peso de las muestras iniciales “W1”

Caracterizacion de la fibra soluble del aguamiel por
cromatografia
Para caracterizar la fibra soluble del aguamiel se realizé una cromatografia liquida

de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés). Se utilizé un equipo HPLC
Agilent acoplado a masas de alta resolucion, con una columna C18 Agilent fase
reversa, utilizando como eluyente sistema acetonitrilo agua con gradiente de 8,2

hasta 3,7, con un flujo de 500 microlitros por minuto.

Pruebas de capacidad antioxidante
La fibra soluble del aguamiel fue sometida a la prueba de determinacion de

fenoles totales por el reactivo de Folin Ciocalteau, y al ensayo de la capacidad
antioxidante por el radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) para determinar

su capacidad antioxidante.
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Determinacién de fenoles totales por el reactivo de Folin
Ciocalteau
Este ensayo fue efectuado conforme a la metodologia establecida por (Soto-Ortiz

Saraluz et al., 2023), y realizado por triplicado. Se tomaron 150 uL de la muestra
(1 mg fibra soluble del aguamiel/mL HZO), 150 uL del blanco (HZO destilada) y 150

uL del estandar (Ac. Galico 0.1mg/mL). Cada uno se colocé en una celda para
espectrofotometro. Se agregaron 2250 uL de agua destilada y 150 uL del reactivo
de Folin-Ciocalteau. Se incubd durante 7 minutos a 25°C y se homogeneizo la

mezcla. Posteriormente se afiadieron 450 pL de la disolucion de NaZCO3 y se

obtuvo un volumen total de 3 mL, que fue nuevamente homogeneizado.
Finalmente se dejé reposar a 25°C en oscuridad, y pasadas 2 horas se midio la

absorbancia a 760 nm.

Los equivalentes de acido galico en la muestra se calcularon con la ecuacion,

obtenida de la curva de calibracion del acido galico (Anexo):
ABS = 5.37864C — 0.01318

Donde:

C= concentracion en mg/mL de acido galico

ABS= absorbancia

Ensayo de la capacidad antioxidante por el radical DPPH
(2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl)

El presente ensayo fue realizado acorde con la metodologia de (Soto-Ortiz Saraluz
etal., 2023) por triplicado. En una microplaca para ELISA de 96 pozos, se
colocaron 25 pL de blanco (MeOH 80%), de control (Trolox 0.08 mg/ mL) y de
muestra disuelta (1 mg fibra soluble del aguamiel/mL MeOH:HZO 8:2).

Posteriormente se anadié a cada pozo a evaluar 200 pyL de la disolucion DPPH
(150 pM). Finalmente se midid la absorbancia de las muestras a 492 nm

transcurridos 60 minutos.
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La capacidad antioxidante se calculdé como el % de inhibicién del radical mediante

la siguiente ecuacion:

%I =[ L llxmo
0

Donde:
AO= Abs del blanco de DPPH a los 60 min

A1= Abs de la muestra (sin ruido) a los 60 min

Prueba de capacidad de retencion de agua
Se determiné la capacidad de retencién de agua de la fibra soluble del aguamiel.

La prueba se realizd por triplicado y se determind de acuerdo con el método de
(Cong-Cong et al., 2021) con ligeras modificaciones. Se colocaron 0.016 g de
muestra de fibra soluble del aguamiel (F.S del aguamiel) y 1000 yL de agua
destilada en un microtubo de centrifuga y se colocd horizontalmente a 25°C
durante 24 h. Una vez pasado el tiempo, se centrifugd a 400 rpm durante 20
minutos, luego se elimind la solucion sobrenadante, y se registro el peso del
residuo hidratado (m1).

Posteriormente se seco el residuo a 105 °C hasta peso constante (m2).
La retencidn de agua mediante la siguiente ecuacion:

WRC (g/g) = (m1 — m2)/m2
Donde:
m1: residuo hidratado

m2: residuo seco

Prueba de capacidad de retencion de aceite
Se evalud la capacidad de retencion de aceite (ORC) de la fibra soluble del

aguamiel. La prueba se realizé de acuerdo con el método de (Cong-Cong et al.,

2021) con ligeras modificaciones, y por triplicado. Se colocaron 0.016 g de fibra
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soluble del aguamiel (m1) y 1000 pL de aceite de mani comestible, marca
comercial Inés®, en un microtubo de centrifuga (m2). Se colocd la mezcla
horizontalmente a 25°C durante 24 h.

Posteriormente se centrifugd la mezcla a 400 rpm durante 24 min, se eliminé la
solucion sobrenadante y se registré el peso del residuo (m3).

La capacidad de retencién de aceite se calculé mediante la siguiente ecuacion:

ORC (g/g) = (m3 — m2)/m1l
Donde:
m1: peso de la muestra de fibra soluble del aguamiel
m2: peso del microtubo de centrifuga a peso constante

m3: peso del residuo

Prueba de solubilidad en agua

La prueba de solubilidad en agua (WS) de la fibra soluble del aguamiel se realizd
por triplicado, y de acuerdo con la metodologia de (Cong-Cong et al., 2021) con
ligeras modificaciones. Se mezclé suavemente 0.01 g de fibra soluble del
aguamiel (m1) con 1000 pl de agua destilada en un microtubo de centrifuga, y se
coloco en un bano de agua a 90 °C con agitacién suave durante 60 minutos. A
continuacion, se seco el residuo hasta llegar a peso constante. La solubilidad en

agua se calculé mediante la siguiente ecuacion:

WS(g/g9) = (m3 — m2)/ml
Donde:
m1: peso de la muestra de fibra soluble del aguamiel
m2: peso del microtubo de centrifuga a peso constante

m3: peso total del residuo seco y el microtubo de centrifuga

Ensayo de digestion in vitro
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La muestra de fibra soluble del aguamiel se sometié a una simulacion de digestion
gastrointestinal, para determinar si se hidroliza en la parte superior del sistema

digestivo, evaluando asi su potencial prebidtico.

La prueba fue realizada por triplicado y de acuerdo con la metodologia de
(Coscueta etal., 2019), con ligeras modificaciones. Se pesaron 0.280 g de
muestra de fibra soluble del aguamiel y se agregaron 6 mL de agua acidificada
(pH 2). A continuacion se ajusto el pH agregando 1.0 N de HCI hasta llegar a pH
2. La mezcla se incub6 a 37°C con agitacion a 130 rpm durante 20 minutos. Para
la etapa de digestién estomacal, se prepard una solucién de 175 mg/mL pepsina
(130 U/mg) en HCI 0.1 N para simular el jugo gastrico. Posteriormente se anadi6
2.1 mL de la simulacién de jugo gastrico y se incub6 a 37°C a 130 rpm durante 60
minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se aumentoé el pH a 6.5 empleando una
soluciéon de NaHCOs: 0.1M. Posteriormente, para la etapa intestinal, se preparé
una solucién de 2mg/ mL de pancreatina (4 x USP) en NaHCO: 0.1M para simular
el jugo pancreatico. Después se agregaron 1.5 mL de la simulacion de jugo
pancreatico por cada mililitro que contenga el matraz con la muestra. Se incubé la
mezcla a 37°C con agitacion a 45 rpm durante 90 minutos. Finalmente se filtro el

residuo y se puso a peso constante.

Se determiné el porcentaje de muestra remanente al finalizar la digestion in vitro,
para determinar si la fibra soluble del aguamiel soporta la digestion humana. El

porcentaje se calculd con la siguiente relacion:

0 — promedio del residuo tras digestion :
/0 promedio de la cantidad inicial muestra X 100%

Ensayo microbiolégico
Para el presente ensayo se empled la bacteria probiotica Bacillus clausii, cepas

O/C (CNCM 1-276), N/R (CNCM 1-274), SIN (CNCM 1-275) y T (CNCM 1-273),

comercializadas como Enterogermina®.
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Busqueda de la concentracion optima de fibra soluble del
aguamiel para el crecimiento del probidtico Bacillus clausii

El probidtico fue cultivado en un medio minimo (0.5g/ 100 mL peptona, 0.15g/ 100
mL KH:PO. y 0.969g/ 100 mL K:HPOQ.), con distintas concentraciones de fibra
soluble del aguamiel (0.1, 0.5, 1.0y 2.0 g/ 100 mL) a pH 8 y 37 °C con agitaciéon
orbital. Usando medio de cultivo sin inocular como blanco. Posteriormente se
midi6 la turbidez a las 24, 48 y 72 horas empleando un espectrofotémetro a 600

nm.

Curva de crecimiento microbiano por densidad éptica
La fibra soluble del aguamiel fue evaluada para determinar si es consumida por

bacterias probidticas (Bacillus clausii) y si fomenta su crecimiento.

Preparacién del medio de cultivo

Para el cultivo del probiético se preparé un medio minimo (0.5g/ 100 mL peptona,
0.15g/ 100 mL KH:POs, 0.969g/ 100 mL K:HPO. y 0.5g/100 mL de fibra soluble del
aguamiel o de inulina de agave comercial). Finalmente se ajusté el pH a 8 con
NaOH 1.0 M.

Preparacion del preinéculo

Se inoculd una sola colonia de Bacillus Clausii en un tubo de cultivo con medio

estéril. Se incubd a 37 °C con agitacién orbital durante toda la noche.

Mediciones de la «curva de crecimiento utilizando el

espectrofotometro

En 100 mL de cada variante de medio estéril (control: sin fuente de carbono, con
fibra soluble del aguamiel y testigo: con inulina) se sembré 1 mL del preinéculo.
Se tomaron asépticamente alicuotas del cultivo para determinar su absorbancia.
Después se mantuvo el cultivo en incubacién a 37 °C con agitacién orbital. A
intervalos regulares se midi6 la turbidez con un espectrofotometro a 600 nm, y se

usé medio sin inocular como blanco. Se registré la densidad 6ptica hasta las 13
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horas de crecimiento. Finalmente se graficaron los valores de O.D600 en funcién

del tiempo.

Analisis estadistico

Los ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados estan reportados como
promedios mas la desviacion estandar. Las pruebas se efectuaron con el Software
Minitab® version 18. Para datos paramétricos y no paramétricos la diferencia se

consider6 significativa cuando p < 0.05.

Resultados y discusién

Determinacién de fibra soluble
De cada litro de aguamiel procesado se obtuvieron 2.37 + 0.050 gramos de
precipitado, muestra que posteriormente fue analizada para saber su contenido de

fibra soluble.

En la Tabla 3. se presentan los resultados de la composicion del precipitado de

aguamiel. Se encontré que el 92 + 10.350 % corresponde a fibra soluble.

Tabla 3. Contenido de fibra soluble y ceniza del aguamiel.

% en peso (base seca)

Fibra soluble 92 + 10.350

Por 0.5 g en peso seco. Media de tres réplicas.
El analisis para la caracterizacion de la fibra soluble se realiz6 mediante
cromatografia HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) (Imagen 3). Se
obtuvo que la muestra en su mayoria es inulina, y un 14.5% de la inulina
encontrada corresponde al subgrupo fructooligosacaridos (FOS) (Tabla 4). Los
datos recabados son similares con el 15% de fructooligosacaridos reportados por
(Romero-Lopez et al., 2015). De igual manera se asemeja con lo publicado por
Ortiz-Basurto et al., 2008, que en su estudio afirmé que entre los azucares

presentes del aguamiel, el 10 % en peso son fructooligosacaridos (FOS).
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Imagen 3. Cromatograma de la fibra soluble del aguamiel por HPLC.

Tabla 4. Resultados de la cromatografia para la caracterizaciéon de la fibra soluble del aguamiel.

Tiempo (min) Abundancia (%) Formula Numero de Clasificacion
Fructosas
7.749 10.41666667 C,oHs,0,4 4 Inulina
8.765 0.766666667 C42H720 6 (FO9)
10.690 1.541666667 Csalloy 046 8
13.281 1775 Coof 102051 9
13.561 1.808333333 C,H.,0. 11 Inulina
15.769 15.76666667 Coall 11071 3
16.554 14.74166667 CogHl 152076 14
17.693 18.20833333 CoH 0,04 15
19.136 2.625 C108 182091 7
20.260 2.658333333 Cisof55:011 21
20.858 2.675 C162H2720136 26
23.123 0.9 C228H3820191 37
25.268 0.125 C348H5820291 57
26.074 0.1 Cazaf7020560 8
28.368 0.091666667 Casl512%406 80
33.724 0.15 Copaflo720us6 96
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Tiempo (min) Abundancia (%) Formula Numero de Clasificacion
Fructosas
37.308 5.166666667 C606H10120506 100
37.950 1.04166 H __0 104
630 1052 256

La composicion del aguamiel varia de acuerdo con el tipo de maguey de donde es
extraida, sin embargo, independientemente de su origen se puede inferir que
debido a su método de recoleccion parte de los nutrientes del maguey pasan al
aguamiel (Vicente-Magueyal et al., 2020), lo cual convierte a esta bebida en una

fuente interesante de compuestos benéficos a la salud.

Se ha comprobado que la riqueza en carbohidratos del aguamiel tiene uso
potencial debido a la presencia de fructanos, especialmente inulina y FOS, que
han adquirido interés por sus propiedades prebioticas (Castafieda-Ovando et al.,
2023).

El efecto prebidtico de este tipo de azucar incluye: promover la proliferacion de la
microbiota intestinal beneficiosa, regular la motilidad intestinal, activar el sistema
inmunoldgico, aumentar la produccion de acido butirico, aumentar la absorcion de
minerales como el calcio y el magnesio e inhibir las lesiones precursoras de

adenomas y carcinomas (Castafieda-Ovando et al., 2023).

Por lo tanto, el usar fructanos provenientes del aguamiel como aditivo en
alimentos, podria reducir algunos factores de riesgo que contribuyen a las
enfermedades colorrectales, asi como el riesgo de obesidad, cancer de colon y

enfermedades cardiovasculares.

Capacidad antioxidante

Los resultados de las pruebas de capacidad antioxidante se muestran en la Tabla
5. El contenido de fenoles totales fue 0.000035 + 0.003 equivalentes de acido
galico/g de fibra soluble del aguamiel, y la actividad antioxidante analizada por
DPPH fue 0.004870 + 0.570 (capacidad antioxidante equivalente de Trolox/ g de

fibra soluble del aguamiel).
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En el presente ensayo se obtuvieron valores menores en comparacion con la

capacidad antioxidante del aguamiel ya reportada.

Tabla 5. Resultados de la determinaciéon de la capacidad antioxidante de la fibra soluble del
aguamiel.

Determinacién

Fenoles totales*® 0.000035 + 0.003

capacidad antioxidante DPPH** 0.004870 + 0.570

Media de tres réplicas + desviacién estandar.
* Equivalente de acido galico (0.1mg/mL)
**Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (0.08 mg/mL).

En 2011, se determind la concentracion de fenoles totales del aguamiel en 2.26 de
equivalentes de acido galico por gramo de aguamiel (Tovar-Robles et al., 2011).
Posteriormente se reporté un valor similar respecto al contenido de fenoles totales
en aguamiel liofilizado (3.03 + 0.47 equivalentes de acido galico/gramo de
aguamiel), y la actividad antioxidante analizada por DPPH del aguamiel se
determindé en 8.72 + 0.10 capacidad antioxidante equivalente de Trolox/ g de

aguamiel liofilizada (Romero-Lopez et al., 2015).

La menor capacidad antioxidante obtenida, se podria atribuir a la diferencia en el
procesamiento de la muestra para su almacenaje, ya que, en ambos estudios
anteriormente citados, se analizé aguamiel liofilizada. EI método de liofilizacion se
considera un método eficaz para conservar fenoles y actividades antioxidantes
(Kittibunchakul et al., 2023), pues no provoca peérdida de compuestos bioactivos
(Kumar et al., 2022), en comparacion a la técnica de secado con aire caliente, la

cual fue utilizada en el presente trabajo.

Adicionalmente, se piensa que la propiedad de capacidad antioxidante esta
relacionada con la presencia de azucares reductores (principalmente fructosa
debido a la naturaleza de la muestra), y carbohidratos hidrolizados. La hidrdlisis de
inulinas, puede liberar FOS, aumentando el contenido de fructosas terminales con
efecto reductor capaces de participar en reacciones antioxidantes (Picazo et al.,

2019). Dicha hipétesis fue comprobada en 2019, cuando se aplicé un tratamiento
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enzimatico al aguamiel para hidrolizar inulina y aumentar su contenido en FOS.
Tras su aplicacion, la actividad antioxidante por ensayo DPPH fue tres veces

mayor en comparaciéon con el aguamiel sin tratamiento (Picazo et al., 2019).

Por lo tanto, para potencializar la actividad antioxidante de la fibra soluble del
aguamiel, se propone hidrolizar los carbohidratos con el objetivo de obtener un
mayor contenido de FOS con fructosas terminales, que poseen efecto reductor. De
igual manera, para conservar los compuestos bioactivos presentes, se plantea

liofilizar la muestra como método de conservacion.

Propiedades fisicoquimicas
Los resultados para los atributos fisicoquimicos de la fibra soluble del aguamiel se
muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Solubilidad en agua, capacidad de retencién de agua y capacidad de retencién de aceite
de la fibra soluble del aguamiel.

Fibra soluble del Inulina de agave Valor p
aguamiel comercial

(marca NBF®)

Solubilidad en agua 1.128 + 0.036 1.218 + 0.168 0.017
(9/9)

Retencioén de agua (g/g) 1.989 + 1.230 0.000 + 0.000 0.049

Retencioén de aceite 4.083 + 0.485 3.000 + 0.062 0.019
(9/9)

Media de tres réplicas + desviacién estandar.
Prueba estadistica para datos normales: T de Student para muestras independientes.
Diferencia significativa p < 0.05.

Solubilidad en agua

Se determind que la solubilidad en agua de la fibra soluble del aguamiel (1.128 +
0.036 g/g) es equiparable con la solubilidad en agua de la inulina de agave
comercial (1.218 + 0.168 g/g).

El grado de hidrosolubilidad que posee la muestra de fibra del aguamiel podria

explicarse por la configuracién de las cadenas de inulina, ya que sus grupos
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hidroxilo son mas propensos a interactuar con las moléculas de agua que otros

grupos funcionales presentes en su estructura (Lépez-Castejon et al., 2019).

Sin embargo, en el estudio de Rashid y colaboradores se encontré que la inulina
extraida de raices de achicoria (118.67+3.26 g/g), y la inulina de tubérculos de
alcachofa de Jerusalén (4.62+0.18 g/g) (Rashid et al., 2018) poseen un mayor
grado de solubilidad en comparacion con la fibra soluble del aguamiel que se

analiz6 en el presente proyecto.

Por lo que se sugiere que la solubilidad de la inulina contenida en la fibra del
aguamiel disminuye al aumentar el grado de polimerizacion (DP) (Mensink et al.,
2015), ya que contiene polimeros de cadena larga, hasta un 5% correspondientes
a 100 unidades de fructosa, lo que ocasiona que disminuya considerablemente la

solubilidad en agua.

No obstante, la capacidad hidrosoluble de la fibra soluble del aguamiel brinda
propiedades humectantes de valor para la industria, como la formacion de geles
cremosos cuando se calienta en medios acuosos (Chacén Villalobos, 2005).
Sumado a que resulta mas sencillo incorporar como aditivo a una variedad de
alimentos (como lacteos, panaderia y bebidas) sin alterar sus propiedades
reologicas y sensoriales (Rashid etal.,, 2018), volviéndose atractiva para la

elaboracién de alimentos funcionales.

Capacidad de retencion de agua
De acuerdo con la literatura la capacidad de retencion de agua afecta
positivamente la viscosidad en los alimentos, y puede evitar que se deshidraten y

se contraigan, extendiendo su vida util (Xie et al., 2022).

La fibra soluble del aguamiel estudiada exhibié una buena capacidad de retencion
de agua (1.989 + 1.230 g/g), superior a la capacidad de retencién de agua de la
inulina extraida de raices de achicoria (1.51 £ 0.02 g/g) (Rashid et al., 2018) y la
fibra soluble del salvado de arroz (0.75 g/g) (Cong-Cong et al., 2021).

Esta propiedad esta directamente relacionada con la existencia de regiones

hidrofilicas en la estructura, principalmente por la presencia de grupos hidroxilo en
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las cadenas que interactuan con las moléculas de agua, a través de puentes de
hidrégeno. De igual manera, la capacidad de retencion de agua esta determinada
fundamentalmente por el tamafo de las particulas y la porosidad de la matriz
(Rashid et al., 2018).

Es sabido que la fibra dietaria de alta calidad tiene propiedades de hidratacién
elevadas, lo que contribuye al aumento de volumen de los alimentos en el
estbmago y por ende favorece la saciedad, reduciendo la ingesta (Cong-Cong
et al., 2021).

Asi mismo se ha informado que los fructanos hidratados al 40-45% adoptan una
textura similar a la grasa, siendo por lo general la tasa de reemplazo equivalente
0.25 g de inulina para emular 1 g de grasa (Chacoén-Villalobos, 2006).

Por este motivo la fibra soluble del aguamiel se puede considerar como una
opcion viable para su uso como aditivo en sistemas alimentarios, ya que no es
necesario agregar en grandes cantidades para mejorar las propiedades de los

alimentos.

Capacidad de retencion de aceite

Una de las medidas mas influyentes en las cualidades de naturaleza reoldgica de
un alimento es la capacidad de retencién de aceite (Huang & Hsieh, 2019), ya que
determina la dureza, cremosidad, fragilidad o ternura que los humanos perciben
en la boca cuando se consumen productos grasos (Peyronel et al., 2011). Por lo
tanto, el uso de un ingrediente con alta capacidad de retencion de aceite mejora la

textura de un producto y su percepcion sensorial.

La fibra soluble del aguamiel, obtenida en la presente investigacion, mostro
interesantes resultados (Tabla 6.) con un valor de 4.083 +0.485 g/g, el cual es

aproximado al de la inulina de agave comercial (3.000 + 0.062 g/g).

Adicionalmente, la fibra soluble del aguamiel estudiada tuvo una capacidad de
retencidn de aceite aproximadamente cuatro veces mayor que la inulina extraida
de otras fuentes, como los tubérculos de alcachofa de Jerusalén (1.02 £0.02 g/g) y
las raices de achicoria (0.97 £0.02 g/g) (Rashid et al., 2018).
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Este atributo de la fibra esta vinculado con las caracteristicas de la superficie, el
tamafio de las particulas, la naturaleza hidrofobica y la densidad de carga general
de la fibra dietética (Cong-Cong et al., 2021).

Finalmente, es importante mencionar que el uso de esta caracteristica de la fibra
soluble del aguamiel es fundamental para mantener el sabor y la grasa de los
alimentos durante la coccién. Ademas, aporta beneficios a la salud, porque
previene la absorcion de grasa en el intestino, debido a que la fibra dietética

soluble absorbe la grasa de los alimentos (Cong-Cong et al., 2021).

Ensayo de digestion in vitro
Los resultados obtenidos de la simulacion de digestion in vitro de la fibra soluble

del aguamiel y de la inulina de agave comercial se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Muestra remanente al finalizar la digestion in vitro.

Cantidad inicial de muestra (g) Residuo tras digestion (g) Valor p
Fibra soluble del 0.280 + 0.000 0.280 + 0.000 0.046
aguamiel
Inulina de agave 0.281 + 0.001 0.102 + 0.006
comercial
(marca NBF®)

Media de tres réplicas * desviacion estandar.
Prueba estadistica para datos no paramétricos: U de Mann Whitney.
Diferencia significativa p < 0.05.

La fibra soluble del aguamiel permanecio intacta tras la digestion in vitro (Tabla 7)

a diferencia de la inulina de agave comercial.

La caracteristica no digerible de la inulina (presente en ambas muestras
analizadas) posiblemente se deba a su estructura quimica, ya que posee enlaces
glicosidicos B-(2 — 1), los cuales son resistentes a la accién de las enzimas
digestivas humanas (Guimardes et al., 2020), sirviendo como un carbohidrato

fermentable para la microbiota selectiva intestinal.
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Por otra parte, se infiere que la disparidad entre la cantidad de muestra remanente
podria deberse al mayor grado de solubilidad que posee la inulina de agave

comercial.

No obstante, se puede considerar a la fibra soluble del aguamiel como candidata
para ser prebidtica, ya que cumplié exitosamente con el primer criterio de ser
resistente a la hidrdlisis por las secreciones gastricas e intestinales (Olagnero
et al., 2007). De esta manera, la fibra soluble del aguamiel podria pasar al colon y

ser metabolizada por la microbiota selectiva presente en el organismo.

Ensayo microbiolégico

Concentracion optima de fibra soluble del aguamiel para el
crecimiento del probiético Bacillus clausii

En la Imagen 4. se muestran las diferentes concentraciones evaluadas para el
crecimiento de Bacillus clausii, destacando que las preparaciones de 0.1y 0.5 g

de fibra soluble del aguamiel/ 100 mL de medio minimo favorecié su proliferacion.

1.5 24h
48 h
72h

1,0

0,5

A Absorbancia con respecto al control

0,0

2 g/100 mL medio minimo 1 g/100 mL medio minimo 0,5g/100 mLmediominimo 0,1 g/100 mL medio minimo

Concentraciones

Imagen 4. Crecimiento de Bacillus clausii, a partir de la diferencia de la absorbancia entre el
control y la muestra, con un perfil de concentraciones de fibra soluble del aguamiel durante 24, 48 y
72 horas.
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La concentracion de 0.5 gramos de fibra soluble del aguamiel/100 mL, encontrada
en el estudio, se aproxima a la ingesta de fructanos, inulina y oligofructosa
recomendada en los Estados Unidos que va de un rango de 1.0 a 4.0 gramos al
dia (Olagnero et al., 2007). Lo cual podria indicarnos que el empleo de la fibra
soluble del aguamiel en dicha cantidad es una buena opcion para futuras

formulaciones de alimentos.

Por otro lado, se demostré que las concentraciones mas altas de fibra soluble del
aguamiel (2.0 y 1.0 g de fibra soluble del aguamiel/ 100 mL de medio minimo)
obstaculizaron el crecimiento de Bacillus clausii (Imagen 4), lo cual se atribuye a la

presion osmatica.

En resumen, los resultados sobre la concentracion ideal de fibra soluble del
aguamiel para el crecimiento de Bacillus clausii, podrian ser utiles para la creacion

de futuros simbidticos.

Curva de crecimiento microbiano por densidad 6ptica
El crecimiento microbiolégico mostré resultados diferentes entre los medios de

cultivo empleados.

Curva crecimiento de Bacillus clausii (cepas 0/C, N/R, SIN y T) en distintos medios
de cultivo

1,5

0,5

Absorbanciaa 660 nm

0,0

Hora

medio control medio con F.S del aguamiel medio con inulina

Imagen 5. Crecimiento de Bacillus clausii en tres medios distintos: control (sin fuente de carbono),
medio enriquecido con fibra soluble del aguamiel (F.S del aguamiel) y medio enriquecido con
inulina de agave comercial.
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Como se aprecia en la Imagen 5, la especie Bacillus Clausii exhibié un crecimiento
mas lento en el medio enriquecido con la fibra soluble del aguamiel obtenida en el

presente trabajo, en comparacion con el medio control (sin fuente de carbono).

Este comportamiento pudo deberse a los diversos tamarios de las fracciones de
inulina presentes en la F.S del aguamiel. Estudios in vitro han demostrado que el
tiempo de fermentaciéon de las fracciones DP cortas es dos veces mayor que el de
la inulina de cadena larga (Shoaib et al., 2016). Por lo tanto, la fibra soluble del
aguamiel al ser una mezcla de fracciones cortas y largas (Tabla 4.), es probable
que a las bacterias les haya tomado mayor tiempo metabolizar, prolongando la

fase lag, hasta 6 horas, como se observa en la Imagen 5.

Por otra parte, en el medio de cultivo enriquecido con inulina de agave comercial
fue donde se observd un mejor crecimiento de Bacillus Clausii. Esta fase del
experimento concordd con lo ya reportado por Escobedo-Fregoso vy
colaboradores, donde demostraron que el uso de inulina como fuente de
nutrientes fomenta el crecimiento de bacterias probioticas de los géneros Bacillus
(Escobedo-Fregoso et al., 2021). Se infiere que el aprovechamiento de la inulina,
por parte de las bacteria benéficas, esta relacionado con su capacidad de liberar
enzimas que hidrolizan los enlaces B-glucosidicos, lo que beneficia al microbioma

intestinal del huésped (Sam-on et al., 2023) e impulsa su proliferacion.

En cuanto al medio control (sin fuente de carbono), se percibié un crecimiento mas
rapido y una fase lag mas corta, a diferencia del medio enriquecido con F.S del
aguamiel (Imagen 5). Lo anterior podria atribuirse a que las células de Bacillus
Clausii no tuvieron que acoplar su maquinaria para liberar enzimas capaces de
degradar carbohidratos complejos, como la inulina, ya que ese tipo de nutriente no

estaba presente en el medio.

En sintesis, la fibra soluble del aguamiel fue utilizada por el probidtico; sin
embargo, se necesita analizar durante mayor tiempo el comportamiento de la
curva de crecimiento de Bacillus Clausii para determinar si la fibra soluble de
estudio promueve el crecimiento probiético, a pesar de ser un carbohidrato de

metabolizacion lenta.

36



Conclusiones

Se logré extraer la fibra soluble del aguamiel, de cada litro procesado se

obtuvieron 2.37 + 0.050 gramos.

Se determiné que el 60% de la muestra es inulina, con un 14.5% perteneciente al

subgrupo de fructooligosacaridos (FOS).

Se encontré que la capacidad antioxidante de la fibra del aguamiel fue menor en
comparacion con lo reportado para la capacidad antioxidante de la bebida
aguamiel. Ademas; se hallé que las propiedades fisicoquimicas de la fibra soluble

del aguamiel son equiparables con las de la inulina de agave comercial.

De igual manera, se examind el potencial de la fibra soluble del aguamiel como
prebiotico, revelando que la muestra permanecio intacta tras la digestion in vitro, y
que fue utilizada por el probidtico Bacillus clausii para su crecimiento.
Adicionalmente, se detectd que la concentracion 6ptima de fibra soluble del
aguamiel para el crecimiento del probidtico Bacillus clausii fue de 0.5 g de fibra
soluble del aguamiel/ 100 mL, informaciéon que podria ser util para la creacion de

futuros simbidticos.

Por lo tanto, los hallazgos de esta investigacion brindan las bases para la
incorporacion futura de la fibra soluble del aguamiel como aditivo a una variedad

de alimentos, debido a que ofrece propiedades utiles para la industria.
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Anexo
Curva de calibracién del acido galico

Se midio la absorbancia del acido galico para cada concentracién conocida (0.02,
0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 mg/mL) a 760 nm. Finalmente, los valores se representaron
en un grafico y se generd la ecuacion de la recta, como se muestra en la Imagen
6.

—— Abs
06 - - — - Linear Fit of Sheet1 B"Abs"
0.5 }
0.4 - #
w
2 03
0.2 4
0.1 4
T T T T | T T ¥ T
0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
Concentracion (mg/mL)

Imagen 6. Curva de calibracion acido galico

Ecuacién de la recta: ABS = 5.37864C — 0.01318
Donde C= Concentracién en mg/mL de Acido Galico
Ajuste R-cuadrada: 0.99971

SD: 0.31929
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