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Resumen

El mercado global de acido lactico (AcL) se valoro en $3.37 mil millones de ddlares en 2023,
con una tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR) proyectada del 8% para 2030. Esta
proyeccion se debe a la creciente demanda de AcL en las industrias alimentaria, quimica,
farmacéutica y cosmética. Ademas, la necesidad de reducir el uso de plasticos derivados
del petrdleo y la adopcion de polimeros biodegradables y renovables, como el acido poli

lactico derivado del AcL, han impulsado positivamente su demanda.

La produccién de AcL se basa principalmente en carbohidratos obtenidos del almidén de
maiz y la cafia de azucar. Sin embargo, se ha encontrado que los fructanos del agave
también pueden ser utilizados para producir AcL. Al usar el jugo de la hoja de agave en

fermentaciones lacticas, se afiade un valor integral al agave.

El objetivo de este estudio fue evaluar las condiciones para la formacién de biopeliculas de
BAL aisladas del agave, para una posterior aplicacion en la transformacion de fructanos de

agave en AcL.

Los resultados indicaron que las bacterias acido-lacticas (BAL) aisladas del agave,
pertenecientes a los géneros Lacticaseibacillus y Enterococcus, pueden formar
biopeliculas robustas con fructanos comerciales de agave sin necesidad de hidrélisis
previa. La cepa mas efectiva fue Lacticaseibacillus paracasei DG8, con un valor de
(DO=4.64). Ademas, se identificaron las condiciones Optimas para la formacion de
biopeliculas: 30 g de fructanos comerciales de agave, una mezcla de proteinas (extracto
de levadura, peptonay extracto de carne), un pH inicial de 6.5 y un tiempo de fermentacion
de 5 dias. Con esta cepa, fue posible reutilizar las biopeliculas en tres ciclos para la
produccion de AclL, triplicando el rendimiento en comparacion con las células plancténicas

y facilitando la separacion del producto y la biomasa.

Por otro lado, se analizé la posibilidad de utilizar el jugo de la hoja de agave para la
formacion de biopeliculas y un futuro aprovechamiento en la produccion de AcL. En la

caracterizacion se encontré predominancia de oligosacéaridos (entre 60 y 75%) entre los

11




carbohidratos analizados. Estos carbohidratos fueron aprovechados en forma planctonica
por el microorganismo para su crecimiento obteniendo crecimiento maximo (X max) = 13 g/L
y un rendimiento producto sobre sustrato (Y pis) = 95.35%. Estos resultados indicaron que
el jugo de la hoja de agave sin la adiciébn de ningun nutriente es un medio que podria ser
aprovechado para la produccion de AcL. Adicionalmente en los estudios para la formacion
de biopeliculas con jugo de la hoja de agave, se demostré que las saponinas impiden la
formacion de biopeliculas, ya que al alcanzar niveles de concentracion de 48.11% se logra

la formacion de biopeliculas (DO=0.379).

Es importante sefialar que este trabajo es una pequefia contribucion a un proyecto global
donde se aprovecha la hoja de agave de forma integral. La pulpa se utiliza para ensilados
y produccion de compuestos bioactivos, la fibra para enriamiento microbiano vy

aprovechamiento en textiles, y el jugo para fermentaciones lacticas.

En conclusion, los hallazgos de este estudio indican que este trabajo constituye una
contribucion importante, allanando el camino para la produccion de AcL a partir del jugo de
las hojas de agave, aprovechando la generacion biogénica de biopeliculas por BAL.

12




1.Introduccioén

El &cido lactico (AcL) es considerado generalmente seguro como producto alimentario
(GRAS, por sus siglas en inglés) por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos (Serna & Stouvenel, 2005). Este producto es diversamente utilizado en
industrias, tales como la quimica, la agricola, la farmacéutica, la dermatolégica y la
alimentaria (Serna & Stouvenel, 2005). La demanda global de AcL ha crecido
notablemente, alcanzando un valor de $3.37 MMD en 2023, con una tasa de crecimiento
anual compuesta (CAGR) proyectada del 8% para 2030 (Grand View Research, 2024). Por
lo tanto, se anticipa que la produccién seguira creciendo debido al incremento en la
popularidad de los plasticos biodegradables, como el &cido poli-lactico (PLA), un polimero
derivado del AcL (Wang et al., 2013; Aziz et al., 2021)

El PLA, un plastico biodegradable, se destaca como uno de los materiales mas
prometedores para reemplazar los plasticos convencionales derivados del petréleo, gracias
a su capacidad para reducir los impactos negativos en el medio ambiente (Taib et al., 2023).
El mercado global de PLA fue valorado en alrededor de $713.22 MMD en 2023, y se
proyecta una tasa CAGR del 21.4 % entre 2024 y 2030 (Grand View Research, 2024). Los
principales productores de PLA a nivel mundial, NatureWorks (de maiz en EE. UU.) y

TotalEnergies Corbion (de cafia de azUcar en Tailandia) (Pinlova et al., 2024)

En principio, el 90% de la obtencion de AcL a nivel industrial se realiza por fermentacion
con BAL. Debido a que la sintesis quimica tiene la desventaja de producir una mezcla
racémica de AcL (D- y L-) el Lactobacillus delbrueckii es el microorganismo mas utilizado
para evitar este inconveniente (Datta & Henry, 2006; Martinez et al., 2013; Aziz et al., 2021;
Parra-Huertas, 2008). Aun asi, las BAL, pueden aprovechar carbohidratos complejos, como
los fructanos ramificados del agave para la produccion de AcL (Martha-Lucero, 2018).
Ademas, otra ventaja del uso de las BAL es su capacidad para formar biopeliculas, que
son conjuntos de bacterias adheridas a una superficie y rodeadas de exopolisacaridos

(EPS). El objetivo de la produccion de estas biopeliculas es proteger a las BAL actuando

13




como un sistema de defensa contra el estrés nutricional y ambiental (Huerta et al., 2010;
Martha-Lucero, 2023).

Sin embargo, el sustrato mas utilizado en la fermentacion industrial de AcL es la glucosa
derivada de la hidrélisis del almidén de maiz (Vink & Davies, 2015). Aun cuando México es
productor de maiz, también es un gran importador de este grano. Tal seria el caso del
agave cuya producciéon es ampliamente conocida, ademas, el agave puede ser cultivado
en zonas semi desérticas. Este es el caso de los agaves, con la ventaja de que estas
plantas tienen una alta eficiencia de desarrollo con respecto al uso de agua, la cual es cinco
veces mayor a la del maiz (Mendoza, 2007). En México, se cultivan mas de 100 mil
hectareas destinadas a la produccion de tequila, mezcal y pulque (Consejo Regulador del
Tequila, 2024) y més del 40% de las hojas no son aprovechadas adecuadamente. Por lo
tanto, al ser las hojas un residuo agroindustrial con una concentracion de fructanos de
25.3% (base seca), se justifica el estudio de la fermentacion lactica a partir de estos
carbohidratos, incluyendo la formacion de biopeliculas por las BAL que han sido aisladas

de los agaves.

En este sentido, las biopeliculas de BAL permiten disminuir los requerimientos nutricionales
en el consumo de proteina y también favorecen una mayor transformacion de carbohidratos
en AcL. Ademaés, estos biogénicos facilitan la separaciéon del producto durante la
fermentacién mejoran la viabilidad de las BAL y aumentan la densidad celular local. Estas

ventajas contribuyen a la optimizacion de las fermentaciones lacticas (Demirci et al., 1995).

Es importante sefialar que este trabajo contribuye a un proyecto global donde se aprovecha
la hoja de agave de forma integral. La pulpa se utiliza para ensilados (Alcantar-Morales et
al., 2024) y produccion de compuestos bioactivos (Gallardo-Martinez, 2023), la fibra para
enriamiento microbiano y aprovechamiento en textiles (Pifibn-Herrera, 2024), y el jugo para

fermentaciones lacticas que sera evaluado en este trabajo.
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Es por ello por lo que, el objetivo de este trabajo ha sido la evaluacion de las condiciones
para la formacion de biopeliculas de BAL aisladas del agave, para una posterior aplicacion

en la transformacién de fructanos de agave en AcL.

Asimismo, otro de los objetivos fue utilizar el jugo de la hoja de agave como medio de
cultivo para las fermentaciones lacticas y la formacién de biopeliculas, sin necesidad de

anadir nutrientes externos.
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2. Marco tedrico

2.1Bacterias acido-lacticas (BAL)

Las BAL pertenecen al grupo de bacterias Gram positivas, no esporuladas, con morfologia
de bacilos y cocos, facultativamente anaerdbicas, catalasas negativas, no moviles y tienen
como principal producto de la fermentacion al AcL, especialmente si pueden expresar la
enzima aldolasa la cual fragmenta el difosfato de fructosa en dos triosas (Sossa et al.,
2009). Estos microorganismos poseen una notable resistencia a ambientes &cidos,
permitiéndoles sobrevivir en condiciones de pH de 5 o incluso inferiores. Ademas, otro
factor que puede variar segun el género es la temperatura 6ptima de crecimiento, que oscila
entre 20 y 45 °C (Hofvendahl & Hahn, 2000).

Las BAL producen una gran variedad de enzimas como: lactasa, proteasas, peptidasas,
fructanasas, amilasas, hidrolasas de sales biliares, fitasas y esterasas que les permiten
asimilar los nutrientes del medio (Maske et al., 2021). Ademas, se ha demostrado que
tienen la capacidad de formar biopeliculas. La biopeliculas son agrupaciones de
microorganismos organizados y adheridos a una superficie viva o inerte (Rivera &
Desgarennes, 2010). Dichas biopeliculas protegen a los microorganismos de condiciones
de estrés ambientales (pH, temperatura, oxigeno y 6smosis) y nutricionales (Rivera &

Desgarennes; Nazar, 2007).
2.1.1 Requerimientos nutricionales

Las BAL presentan exigentes necesidades nutricionales. Ademas de requerir carbohidratos
fermentables y una fuente de nitrogeno, necesitan una gran cantidad de nutrientes
esenciales como péptidos, vitaminas, aminoacidos, minerales y bases nucleotidicas para

realizar sus funciones vitales (Freire et al., 2021).
2.1.2 Fuente de carbono

Las BAL requieren como fuente de carbono carbohidratos que se transforman en AcL
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principalmente y otros productos como etanol y acido acético. Estas bacterias, utilizan

carbohidratos simples como monosacaridos (glucosa, fructosa, galactosa) para realizar su

metabolismo. Sin embargo, hay estudios en los cuales se ha reportado su capacidad de

utilizar disacéridos, oligosacaridos y polisacéaridos (Tabla 1) (Hofvendahl & Hahn, 2000).

Tabla 1. Carbohidratos utilizados por las BAL

Carbohidrato Fuente GP* Microorganismos Enzimas Referencia
reportadas
Almidon Almidén >20 Lactococcus lactis a-amilasas Petrov et
de papa subsp. Lactis B84  citoplasmaticas al., 2008
soluble y extracelulares,
glucogeno
fosforilasa y
amilopululanasa
Fructo- Extracto <13 L. paracasei inulinasas o Choi et al.,
oligosacaridos de invertasa 2012
tubéreulo KCTC13169
Lineales de
alcachofa
de
Jerusalén
Fructo- Agave <10 L. acidophilus, L. B-fructosidasas Santiago-
oligosacaridos casei, L. paracasei, Garcia &
ramificados L. rhamnosus. Lopez,
2009
Fructanos Agave GP< Lactobacillus B- fructosidasas Ayala-
ramificados 30 salivarius Monter et
Enterococcus al., 2018
faecium
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Fructo- Pan GP= Lactobacillus exo-f3- Li et al,
oligosacaridos 3 — crispatus fructosidasas 2020
tipo Lévano 10 DSM29598

*GP: Grado de polimerizacion

La capacidad de las BAL para asimilar carbohidratos complejos se debe a la accion de
glucosidasas, que son enzimas con actividad hidrolitica y que, en ciertas condiciones,
pueden actuar como transferasas. Las glucosidasas suelen ser nombradas segun el
sustrato sobre el que actian. Por ejemplo, las enzimas que catalizan el almidon son las
amilasas, que hidrolizan los enlaces a-(1-4) en cadenas no ramificadas o escasamente
ramificadas mediante enlaces a-(1-6). En el caso de los fructanos, las enzimas
responsables son las fructano hidrolasas, o también conocidas como, fructosidasas o
inulinasas, que hidrolizan los enlaces B-(2-1) que liberan fructosa. Este diverso grupo de
enzimas muestra una amplia gama de especificidades de sustratos (Alberto et al., 2004;
Avila-Fernandez et al., 2009).

2.1.3 Fuente de nitrégeno

Las BAL requieren proteinas, péptidos o aminoacidos para poder reproducirse ya que
carecen de sistemas biosintéticos para crecer en fuentes simples de nitrégeno (Pritchard
et al., 1993). Algunos de los aminoacidos requeridos por las BAL son: acido glutamico,
glicina, leucina, isoleucina, histidina, metionina y valina (Kieliszek et al., 2021). Sin

embargo, las auxotrofias son dependientes de la especie.

Por otra parte, el metabolismo de los aminoéacidos incluye la desaminacion y la
descarboxilacion. Por su parte, la reacciéon de desaminacion produce diversos acidos a-
carboxilicos, que intervienen en diversas rutas metabdlicas en las BAL. En este contexto,
los aminoacidos pueden generar una variedad de aminas bidgenas bajo la accién de la
descarboxilasa de las BAL. Asi mismo, el amoniaco sintetizado durante la desaminacion
de los aminoacidos aumenta el valor del pH dentro y fuera de la célula, protegiéndola asi

del estrés acido (Wang et al., 2021).
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2.1.4 Vitaminas y Minerales

A diferencia de otros nutrientes, las vitaminas no cumplen funciones estructurales ni actian
como fuente de energia. En cambio, actian como cofactores esenciales en los sitios activos
de diversas enzimas que catalizan reacciones metabdlicas cruciales. Muy pocas BAL
pueden sintetizar vitaminas del grupo B. Por lo tanto, es esencial incorporar estas vitaminas

en el medio de cultivo (Leblanc et al., 2020).

Por su parte, los minerales también son necesarios en la nutricion de las BAL, ya que las
enzimas también requieren cationes metalicos como cofactores (Co? *, Mn?*, Ca?*, Cu?*y
Mg?*). Por ejemplo, algunas BAL en concentraciones altas de Mn?* aumentan fuertemente
la actividad de la B-fructosidasas, favoreciendo mas de un 30% la transformacion de

fructanos a AcL; ademas son clave en el transporte de azlcares (Petrova et al., 2015).

Asimismo, el Mg?* es un componente crucial en la fermentacion lactica, ya que interviene
en diversos procesos, como el transporte de otros iones a través de la membrana celular,
lo cual es esencial para mantener el equilibrio idnico y el pH adecuado dentro de las células.
(Téllez-Luis, 2003).

2.2Tipos de fermentacion lactica

La fermentacion lactica es un proceso metabdlico en el cual las BAL consiguen la energia
necesaria para realizar sus funciones vitales, transformando los carbohidratos en otros
productos, principalmente AcL (Serna & Stouvenel, 2005). Estos microorganismos se
clasifican en homofermentativos (AcL como Unico producto) y heterofermentativas

(producen AcL y otros compuestos como, etanol, acetato y didéxido de carbono).

Las BAL homofermentativas contienen enzimas como la aldolasa y la hexosa isomerasa,
lo que les permite utilizar la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas para transformar una
molécula de glucosa en dos moléculas de acido lactico. Este proceso tiene un rendimiento
tedrico del 100%; sin embargo, en condiciones practicas, se alcanza aproximadamente un

85% debido a la formacién de productos secundarios y a la sintesis de biomasa, que
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consume habitualmente alrededor del 10% del carbono disponible (Huertas, 2010).

Las BAL heterofermentativas tienen un rendimiento tedrico maximo del 50%, mientras que
la otra parte se distribuye en la produccion de 4cido acético, etanol y CO2 (Huertas, 2010).
Este grupo de bacterias producen enzimas como: aldolasa y hexosa isomerasa, ademas
de la fosfocetolasa que las inducen a la via de la hexosa monofosfato o también conocida

como la de la pentosa (Huertas, 2010; Garcia et al., 2007).
2.3 Acido lactico (AcL)

El AcL se presenta como una molécula quiral con dos enantiomeros opticos levagiro (L-) y
dextrogiro (D-) los cuales tienen caracteristicas distintas, la orientacién levo es oxidada y
metabolizada por el organismo humano, caso contrario con la orientacion dextro que es
toxica. En la fermentacion es posible controlar la configuracion del AcL utilizando diferentes
especies de BAL lo que permite el uso del producto para algunas aplicaciones
especializadas (Serna & Stouvenel, 2005; Datta & Henry, 2006; Mora et al., 2020).

Los isémeros L- y D-, son importantes segun el area de aplicacion. Para el caso de los
sectores de alimentos, bebidas y cuidado personal se utiliza el acido L-(+)-lactico que es
metabolizado por el ser humano (Garcia et al., 2007; Taylor 1996). En la naturaleza, los
isbmeros se presentan en estado liquido, son inodoros, de consistencia siruposa y
corrosivos para metales y tejidos. La Fig 1 se detallan otras propiedades fisicoquimicas del
AcL
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D-4cido lactico Solubilidad
L-cido lactico 1900 g/L
\ Acido lactico Viscosidad
Lactato 1.042 mPa
2 Acido hidroxipropanoico
2 Acido hidroxipropiénico
Acido 2-hidroxipropanoico
' Acido 2-hidroxipropiénico

Fusion
-)I(.L(+) y D(-): 52.8

a 54°cC.
LD (16.8) a 33°C

Namero CAS
50-21-5

Peso molecular
90.078 g/mol

Punto de ebullicion
%& 125 a 140°C
Inflamabilidad
Uno a113°C

Fig. 1 Principales caracteristicas del AcL. La formula molecular del AcL se destaca en la
parte superior. Se Incluye varios datos sobre el AcL, como sus nombres, solubilidad en
agua, viscosidad y numero CAS. También proporciona propiedades fisicas como el peso
molecular, densidad, punto de ebullicion y punto de inflamabilidad. Ademas, se mencionan
su constante de acidez pKa de y una frecuencia infrarroja (IR). La imagen central muestra
una representacion tridimensional de la molécula con atomos codificados por colores: rojo

para oxigeno, gris para carbono y blanco para hidrégeno. Fuente: (NCBI, 2024).
2.4Exopolisacéaridos producidos por las BAL

Los exopolisacaridos (EPS), son producidos para la proteccion celular del estrés producido
por factores ambientales como los compuestos inhibitorios o la concentracion excesiva de
azucares o sales. Por lo tanto, el estrés y condiciones de crecimiento promueven la
produccion de dichos EPS. Se ha demostrado que, al variar los parametros 6ptimos del
oxigeno disuelto, pH, temperatura y la composicion del medio, se puede aumentar la
produccion de EPS (Schiraldi et al., 2006).

La produccion de EPS por las BAL tiene un gran potencial biotecnoldgico, principalmente

en alimentos, ya que confiere caracteristicas tecnolégicas tales como, la de emulsionantes,
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espesantes, gelificantes y recubrimientos alimentarios. Por otro lado, en farmacéutica se
ha encontrado que los EPS pueden retener la humedad en adhesivos quirdrgicos para
heridas, andamios tisulares. Ademas, en cosmetologia se emplea como un agente

hidratante para la piel (Daba et al., 2020).
2.4.1 Tipos de EPS

Existen dos tipos de EPS, segun la variedad de los constituyentes: homopolisacaridos
(HoPS), que estan constituidos por un solo tipo de monosacarido y el otro tipo son los
heteropolisacaridos (HePS), en donde los monosacaridos son diferentes y tipicamente
consisten en 2 a 8 tipos distintos de monosacéridos (Schiraldi et al., 2006; Degeest & De
Vuyst, 1999). La regulacion de las vias biosintéticas y el tipo de EPS depende de la fuente
de carbono y nitrégeno (Schiraldi et al., 2006; Kruk & Trzgskowska, 2021).

2.4.1.1 Homopolisacaridos (HoPS)

Estos compuestos se sintetizan generalmente en la matriz extracelular por una
glicosiltransferasa extracelular y un donante de azlcar extracelular. La sintesis consiste en
dos etapas, en las cuales estan involucradas las glicosiltransferasas. Un medio de cultivo
estudiado para la produccion de HoPS es el MRS compuesto principalmente con glucosa,
(Palomba et al., 2012; De Man et al., 1960). De igual manera, se ha descubierto que el
extracto de levadura es eficaz para la produccion de HoPS debido a su mayor
biodisponibilidad de aminoacidos y vitaminas necesarias para las BAL (Hernandez-Rosas
et al., 2021; Kruk & Trzgskowska, 2021).

Algunos HoPS reportados son: los glucanos (como dextranos, mutanos y reuterano); los
fructanos (como lévanos) y el poligalactano (como carragenina). En la Tabla 2 se
mencionan ejemplos de BAL que producen HoPS (Mayer et al., 2020; Welman et al., 2003).
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Tabla 2. Ejemplo de algunas BAL productoras de HoPS

HoPS BAL Fuente de Referencia
producido carbono
a-D-glucanos
Lactobacillus johnsonii FI9785 glucosa Mayer et al.,,
2020
Lactococcus lactis subsp. lactosa Welman et al.,
cremoris B40 2003
Weissella cibaria, Lactobacillus sacarosa Cagno et al.,
plantarum, Pediococcus 2006
pentosaceus
B-D-glucanos Lactobacillus reuteri glucosa Ruas et al., 2002
Pediococcus spp. glucosa De Vuyst &
Degeest, 1999
Streptococcus spp.
Fructanos Lactobacillus reuteri LB 121 sacarosa Monsan et
al.,2001
W. cibaria, L. plantarum, and P. sacarosa Cagno et al.,
pentosaceus 2006
Poligalactano Lactococcus lactis subsp. Lactis sacarosa Ruas et al., 2002

H414

2.4.1.2 Heteropolisacaridos (HePS)

Los HePS se forman repitiendo unidades que contienen una combinacion de glucosa,

xilosa, fructosa, galactosa, manosa, ramnosa, N-acetil glucosamina, N-acetilgalactosamina

o acido glucurénico. En la Tabla 3 se muestran algunos ejemplos de HePS producidos por

BAL (Ruas et al., 2002).
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La sintesis de HePS inicia cuando un carbohidrato se une al transportador lipidico
fosforilado situado en la membrana citoplasmatica gracias a proteinas transportadoras
como las permeasas. Una vez en el interior de la membrana, actian las glicosiltransferasas
intracelulares que a partir del monosacarido forman los disacaridos, en ese momento se
encuentran anclados a la lamina interna de la membrana a través de lipidos, los cuales
permitiran que el disacarido se reacomode en la capa externa de la membrana y ahi

continte con la polimerizacion (Monsan et al., 2001; De Vuyst & Degeest, 1999).

Tabla 3. Ejemplos de algunas BAL productoras de HePS

HePS producido BAL Fuente de Referencia
carbono
Glucosa +galactosa Lactobacillus johnsonii glucosa Dertli et al., 2013
FI19785.
Galactosa+ glucosa Streptococcus lactosa De Vuyst & Degeest,
thermophilus 1999
Glucosa + ramnosa Lactobacillus sake glucosa, Degeest et al., 2001

galactosa y

lactosa
Glucosa + fructosa  Lactobacillus glucosa Manca de Nadra et
delbrueckii subsp. al., 1985
bulgaricus CRL 420
Galactosa + glucosa Lactobacillus lactosa Grobben et al., 1996
+ ramnosa delbrueckii subsp.
bulgaricus NCFB 2772
Glucosa + galactosa Lactobacillus sacarosa Gonzalez, 2019
+ ramnosa collinoides
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Glucosa + galactosa Lactobacillus sicerae

+ glucosamina

2.5Biopeliculas

Las biopeliculas son agrupaciones de bacterias que se adhieren entre siy a una superficie,
ya sea viva o inerte, mediante sustancias poliméricas extracelulares, conocidas como EPS
(Karygianni & Zehnder, 2021). Una vez formada la biopelicula, los microorganismos acttan
como una comunidad que vive, se organiza, interactta y funciona de diferente forma que
las células libres o plancténicas (Salas et al., 2021; Karygianni & Zehnder, 2021; Arnaoutel

et al., 2021).

El proceso para la formacion de biopeliculas presenta cuatro etapas: adhesion primaria,

formacion de micro colonias, maduracion y disgregacion (Fig. 2).

XY
Biopelicula 6\5@“’\’ ...

. W F . s
Bacterias AR madura ‘ ormacion
oni NS . de nuevas

Plancténicas §°&Q§? — l — i biopeliculas

¢ Agregacion
... u Microcolonia

Adhesion
inicial

(o
1 2 3 4

Fig. 2 Etapas de la formacién de las biopeliculas (Fuente: Autoria propia)

En la etapa de adhesion primaria las bacterias plancténicas comienzan a producir proteinas
adhesivas en la superficie externa de la membrana plasmatica celular. Estas favorecen la
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union inicial con la superficie o soporte. Las caracteristicas del soporte que permiten la
unioén son: la energia libre superficial, la rugosidad, la hidrofobicidad, la permeabilidad y la
resistencia. Esta etapa es reversible, las bacterias ain no se encuentran en proceso de
diferenciacion, ya que no hay modificaciones en su expresion génica, por lo tanto, algunas
de las células se desprenden del soporte y regresan al estilo de vida planctonico (Singh et
al., 2021; Bermudez & Diaz 2016; Cazzaniga et al., 2015).

La segunda etapa, es la formacién de micro colonias, la cual comienza con la proliferacion
y la union entre células. Durante esta etapa, la densidad celular aumenta desencadenando
la produccion de sefales quimicas que estan implicadas en el sistema regulatorio quorum
sensing (QS) el cual se define como un mecanismo de comunicacion intercelular que
permite coordinar actividades en grupo de las bacterias (Kareb & Aider, 2020). Al
multiplicarse las bacterias, forman capas organizadas de células (vivas, persistentes y
muertas) que estan rodeadas por EPS. Los EPS tienen la funcion de proteger a las células

y fortalecer la adhesion entre ellas y el soporte sélido de anclaje (Veerachamy et al., 2014).

La tercera etapa, es la maduracién. En esta etapa la biopelicula alcanza una masa critica,
se forma una macro colonia y se utiliza el sistema genético del QS para coordinar un
comportamiento comunitario. Al mismo tiempo las células utilizan los canales que se
encuentran en la glucocalix para la microcirculacion de agua y nutrientes para la colonia.
Sin embargo, en algunas zonas del agregado, no es posible la distribucion de nutrientes y
las células mueren o se inactivan. Las células inactivas, las cuales son conocidas como
persistentes, sobreviven sin consumir nutrientes, sin reproduccién y se vuelven resistentes
a factores de estrés ambiental. Las bacterias persistentes cuando tienen los requerimientos
necesarios para su crecimiento cambian su metabolismo y se transforman a bacterias con
una funcién de células vivas (alimentacion, reproduccion y muerte). Por su parte, las
bacterias muertas, sirven como nutrientes debido a que sus organelos son componentes
organicos que contienen carbohidratos, proteinas, lipidos y micronutrientes (Rivera &

Desgarennes, 2010; Veerachamy et al., 2014).
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Durante la disgregacion, las células que se encuentran menos ancladas se dispersany se

inicia de nuevo el ciclo de formacion de biopeliculas (Rivera & Desgarennes, 2010).

Finalmente, las propiedades de la matriz también desempefian papeles importantes en el
proceso de formacion de biopeliculas (Yuan et al., 2020).

Una ventaja adicional de los sistemas de fermentacion que emplean biopeliculas es la alta
densidad celular, que mejora la estabilidad y permite el uso repetido del soporte durante
muchos lotes de fermentacion repetidos sin reiniciacion, asi como una menor necesidad de

purificacion posterior del compuesto de interés (Bastarrachea et al., 2022).
2.6Soportes para la formacion de biopeliculas

Los materiales de soporte para formar biopeliculas son importantes para el éxito de la
formacién de biopeliculas. El soporte debe favorecer la adhesion de microorganismos,
tener una alta resistencia mecanica a las fuerzas de cizallamiento del liquido y a la colisién
de particulas. Ademas, se debe considerar el efecto de algunas de las propiedades del
soporte sélido, como la carga superficial, la hidrofobicidad, la porosidad, la rugosidad y la
densidad (Kim et al., 2022).

La formacién de biopeliculas es un proceso de inmovilizaciébn pasiva en el cual los
microorganismos se adhieren inicialmente mediante la formacion de enlaces covalentes
entre los grupos funcionales quimicos presentes en las células y los del soporte solido (bio
conjugacion). Estas interacciones, inicialmente reversibles y deébiles, se vuelven
irreversibles gracias a los apéndices adhesivos bacterianos y la produccién de EPS, que
pueden formar puentes entre las células y el soporte sélido. La union irreversible se
refuerza mediante multiples interacciones covalentes, idnicas, dipolo-dipolo e hidrofobicas.
Una vez establecida la biopelicula, las células contenidas en ella son capaces de producir

metabolitos de interés (Bastarrachea et al., 2022).
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Se han evaluado distintos soportes en el area de las fermentaciones, los cuales incluyen,
espumas de poliuretano, poliestireno, cloruro de polivinilo clorado y polipropileno, para la

formacion de la biopelicula de BAL (Van et al., 2010; Demerci et al., 1995).

Uno de los plasticos que estan ampliamente reportado como soporte, es el polipropileno,
el aprovechamiento de este termoplastico es debido a sus caracteristicas, las cuales son:

no polar, rigido, duro y tiene una excelente resistencia al impacto (Lapo-Calderén, 2014).

Asimismo, el uso del polipropileno tiene las ventajas de permitir el transporte del agua a
través del soporte, ademas de tener resistencia quimica y cambios mecanicos. También,
se caracteriza por un peso especifico bajo, minima rugosidad, resistencia a fisuras de
tension, baja conductividad térmica. Ademas, se puede utilizar para la produccion de AcL
con fines de alimentos y farmacologia, porque el polipropileno tiene caracteristicas

organolépticas de sabor neutro, sin color y olor (Maurya & Manik, 2023).

En otros estudios, como el de Demerci et al. (1995), se observé un aumento de casi cuatro
veces en la productividad de AcL al utilizar polipropileno con un 20% de una mezcla de

cascara y harina de soya, en comparacion con las fermentaciones de cultivos planctonicos.

Una de las explicaciones de las ventajas del polipropileno fue descrita por Ho et al. (1997),
quienes mencionan que la produccion de AcL esta correlacionada con la densidad de
células suspendidas, ademas de que el polipropileno propicia el aumento de poblacién por

la alta hidrofobicidad de la superficie.

2.7Produccion de AcL con biopeliculas

Existen pocas investigaciones en donde se hayan utilizado BAL para la produccion de AcL

en biopeliculas, sin embargo, estas se han incrementado en los ultimos afos.

Demirci & Pometto Il (1995), aumentaron la productividad hasta seis veces utilizando
biopeliculas de Lacticaseibacillus subsp. rhamnosus (ATCC 11443) en soportes de

polipropileno mezclados con 20% de céscaras de avena y 5% de zeina en un proceso
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continuo de fermentacion, donde las biopeliculas lograron ser viables durante 25 dias,

obteniendo producto cada 3 dias por 2 meses.

Ho et al. (1997) demostraron que el uso de biopeliculas de Lactobacillus rhamnosus ATCC
11443, desarrolladas en soportes compuestos por 50% de polipropileno y 50% de residuos
agroindustriales (como cascaras de soja, extracto de levadura, harina de soja, albimina
bovina y sales minerales), mejora significativamente la tasa de fermentacion al requerir una
menor adicién de nutrientes complejos. Este enfoque incrementé mas de cuatro veces la
productividad maxima en comparacion con células planctonicas y permiti6 una mayor
tolerancia a concentraciones iniciales elevadas de glucosa (100 g/L) y bajas

concentraciones de extracto de levadura (0.8%).

Por otro lado, Veldzquez et al. (2001) emplearon soportes similares para formar
biopeliculas de L. rhamnosus (ATCC 11443) en biorreactores de lotes repetidos, logrando
una productividad de AcL de 2.45 g/L-h, superando a los 1.75 g/L-h obtenidos con células
planctonicas. Ademas, las biopeliculas alcanzaron rendimientos del 95% frente al 85% de
las células planctonicas, con tasas de consumo de glucosa de 3.27 g/L-h en comparacion
con 2.09 g/L-h. También se evidencié la relevancia del nitrbgeno como factor clave,
indicando que 2 g/L de extracto de levadura eran necesarios para maximizar la

productividad de AcL en las biopeliculas.

Cotton et al. (2001) confirmaron estos hallazgos utilizando un reactor agitado con soportes
de polipropileno mezclados con 50% de materia organica (cascaras de soja, extracto de
levadura, harina de soja, albumina bovina y sales minerales). Sus experimentos alcanzaron
tasas de produccién promedio éptimas de 5.8 a 9 g/L-h. Asimismo, demostraron que el
aumento de la velocidad de agitacion de 100 a 125 rpm mejoré los rendimientos,

alcanzando un 70% frente al 63% obtenido a menor velocidad.

Mas recientemente, Cuny et al., (2019) realizaron una fermentacién en un sistema continuo
gue duré mas de 3 semanas, utilizando biopeliculas de L. delbrueckii en soportes de

polietileno. Obtuvieron una produccion de AcL que alcanz6 el 80% del valor maximo
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después de 10 dias y no se observo una disminucion posterior, lo que confirma la idoneidad
de este sistema para el cultivo a largo plazo. Ademas, encontraron en la fermentacion
planctonica la inhibicion de la fermentacion por producto y bajo pH. Lo cual no ocurre en
las biopeliculas, debido a que la biopelicula le da proteccion a las BAL contra condiciones

extremas de acidez.

Rangaswamy et al. (2008) demostraron la viabilidad de un sistema de reactor dual
integrado para la produccion continua de AcL, logrando una productividad de 5 g/L-h. Este
sistema utilizdé biopeliculas de L. delbrueckii NCIM 2365 desarrolladas en espuma de
poliuretano reticulado, el cual resultdé ser un excelente soporte para la formacion de
biopeliculas y tuvo un funcionamiento continuo de 1000 h sin aumentar el in6culo y sin

comprometer la productividad.

En general, la produccién de AcL depende de numerosos parametros que influyen en la
dindmica del bioproceso. Estos incluyen las caracteristicas de las BAL, las configuraciones
del reactor, la fuente de carbono, la fuente de nitrdgeno, el tipo de soporte, asi como la
cantidad y el estado de salud de la biomasa inmovilizada (Dagher et al., 2010). Asimismo,
las biopeliculas permiten tolerar ambientes peligrosos, debido a las propiedades

protectoras de los EPS y cambios en la fisiologia celular (Leonov et al., 2021).

2.8Importancia del agave

Los agaves son plantas monocarpicas y perennes pertenecientes a la familia Agavaceae
(Suérez, 2016). Su reproduccion puede ser sexual o asexual; la reproduccion sexual ocurre
cuando las semillas de las flores del quiote son polinizadas, mientras que la reproduccion
asexual se realiza mediante los hijuelos que se desarrollan en la base del tallo de la planta

madre (Barrientos-Rivera, 2019).

En la Fig. 3 se observa la anatomia del agave, siendo el tallo el principal érgano de
almacenamiento de agua y donde se sintetizan carbohidratos de reserva como los
fructanos, posteriormente este madura y se convierte en la pifia o cabeza. Ademas, el tallo

esta envuelto por las hojas que son de una cuticula gruesa, recubiertas de cera, y la
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presencia de estomas complejos que ayudan a proteger y evitar la pérdida de agua (Tafolla-
Arellano et al., 2013). Asimismo, presentan un sistema de raices superficiales que permiten

la captacion eficiente de minimas cantidades de agua (Martha-Lucero, 2018).

Flores

Semillas ~
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Pifa __

S B \ ! — /P'a
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mecuate — - Rafces

.

Fig. 3 Planta del agave (Fuente: Suaréz,2016)

La adaptacion clave del agave a ambientes con escasez de agua radica en su metabolismo
acido de las crasulaceas (CAM, por sus siglas en inglés, Crassulacean Acid Metabolism)
(Flores et al., 2022). Este mecanismo permite que la planta mantenga sus estomas
cerrados durante el dia y los abra por la noche para absorber CO2, reduciendo asi la
pérdida de agua por transpiracion. Los acidos organicos se descomponen para liberar
dioxido de carbono, que luego se utiliza en el ciclo de Calvin para la sintesis de azucares

(Escamilla-Trevifio, 2012).

El ciclo de Calvin ocurre en el estroma de los cloroplastos, dénde se lleva a cabo la fase
oscura de la fotosintesis, durante este proceso el didxido de carbono se fija y se convierte

glucosa, la cual posteriormente se combina con fructosa para formar sacarosa dentro de
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los cloroplastos (Raines, 2003). La sacarosa actia como precursor para la sintesis de
fructanos gracias a la accidn de enzimas como la sacarosa fructosiltransferasa y la
fructano:sacarosa fructosiltransferasa, que catalizan la transferencia de unidades de
fructosa desde la sacarosa a otros aceptores de fructosa, formando fructanos de cadena
corta y larga que son almacenados en las vacuolas celulares (Andrade et al., 2007;
Gonzalez-Diaz et al., 2020).

2.9Distribucién de las plantas de agave

Las plantas de agave se encuentran en las regiones aridas y semiaridas de 26 estados de
México (Fig. 4). El 75% de las especies de agave son endémicas de México, y esta
diversidad se ha atribuido a los habitats variados del pais, la taxonomia de la planta, su
tolerancia ecoldgica, capacidad de dispersion y la interaccion con organismos polinizadores

(Avendafno-Arrazate et al., 2015).

Entre sus principales usos agroindustriales destaca la produccion de bebidas alcohélicas y
fibras textiles. Por ejemplo: el tequila que es la principal bebida alcohdlica mexicana
consumida en todo el mundo (Martha-Lucero, 2018 & Nava-Cruz et al., 2015). También se
han producido sapogeninas como subproducto de la industria henequenera (Viniegra-
Gonzalez, 2021).
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Fig. 4 Territorio en los que se cultiva el agave (Martha-Lucero, 2018).
2.10 Agave salmiana

El Agave salmiana es una especie nativa de México, tradicionalmente conocida como
maguey de pulque, maguey de quiote o0 maguey poblano (Cruz-Vasconcelos et al., 2024;
Huezcas-Garrido et al., 2022). Esta planta es perenne y alcanza su etapa reproductiva
sexual entre los 12 y 20 afios, mientras que asexualmente produce entre 5y 6 crias (Cruz-
Vasconcelos et al., 2024; Garcia-Mendoza, 2007). Su principal aprovechamiento es como
fuente de aguamiel para consumo humano y la elaboracion de pulque bebida fermentada
(Huezcas-Garrido et al., 2022).

Esta especie se caracteriza por la gran cantidad de sus variantes y su amplia distribucion
en la region del Altiplano, abarcando localidades en México desde Tlaxcala hasta Coahuila.
Su cultivo se desarrolla a altitudes de entre 1,200 y 2,500 metros, con precipitaciones
anuales de 350 a 1,000 mm. La superficie verde total de la planta puede llegar a los 75,000
cm? (Vazquez-Diaz et al., 2011). Existen dos principales sistemas de produccion, el primero
corresponde al 60% y es un sistema de produccién intensivo con una densidad promedio

de dos mil plantas por hectarea. El segundo, es el sistema de metepantles (cultivo que
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combina plantacién de agave y otros cultivos) con una densidad promedio de 604 plantas

por hectarea (Ortega-Solano et al., 2024).

Los agaves pulqueros pueden alcanzar una altura de 2 metros o mas y tienen un lapso de

aprovechamiento que oscila entre 10 a 15 afios. Las caracteristicas morfologicas de la

planta estan detalladas en la Tabla 4 (Juarez et al., 2014).

Tabla 4.Caracteristicas del agave pulquero (Fuente: Juarez et al., 2014)

Parte de la planta Caracteristicas

Raices Son fibrosas y muy extensas, pueden alcanzar profundidades
significativas en el suelo.
Tallo Los tallos pueden variar de cortos a grandes, alcanzando hasta 10

m de largo.

Hojas o pencas

Angostas con una forma lanceolada, carnosas y cuticulas gruesas,
gue nacen del tallo y rematan en una espina afilada y oscura. El

tamafio puede alcanzar hasta los 2 m de longitud. El color es verde

0SCuro.

Flor Inflorescencias paniculadas con flores hermafroditas de color
amarillo verdoso y con un tamafo de 7-10 cm de largo.

Frutos Cépsulas o bayas em forma oblonga que contiene decena de

semillas pequefias, planas y de color negro.

Segun lo reportado por Silos-Espino et al. (2007), las hojas de agave tienen un contenido

de humedad del 89%, un 5% de proteina cruda y un 3.03% de proteina disponible. Ademas,

contienen minerales como zinc (169 mg/kg), hierro (332 mg/kg), cobre (42.8 mg/kg), boro
(310 mg/kg) y selenio (0.059 mg/kg).

2.11 Subproductos del agave

Para la produccion de destilados de los agaves, solo se aprovecha la pifia, mientras que

las hojas que representan aproximadamente el 40% del agave, son desechadas. Asi

34




mismo, se estima que en el afio 2023 se desperdiciaron alrededor de 300 mil toneladas de
hojas de agave en los campos lo que lleva a problemas ambientales y socioecondmicos

(Consejo Regulador del Tequila, 2024).

En cuanto al Agave salmiana, que se utiliza principalmente para la produccién de pulque,
la economia de esta bebida estd en crisis debido al bajo precio que se paga a los
productores por la materia prima y el pulque, asi como a la preferencia por otras bebidas
que han desplazado al pulque. Lamentablemente, las comunidades productoras de A.
salmiana son zonas de bajos recursos que necesitan urgentemente encontrar alternativas
para aprovechar integralmente el agave y solucionar la crisis econémica. El cultivo del
agave puede fomentar el desarrollo sostenible de las comunidades rurales mediante un
uso integral de la planta, produciendo no solo pulque, sino también otros compuestos
derivados de las hojas que actualmente no se aprovechan (Ortega-Solano et al., 2024).

En la actualidad, se esta explorando un nuevo enfoque para el aprovechamiento de los
residuos agricolas generados por la industria de destilados. Este enfoque busca mitigar los
problemas ambientales y agregar valor a otros compuestos como la fibra, los fructanos y

las saponinas (Gallardo-Martinez, 2023; Martha-Lucero, 2018).

Las fibras de hoja de agave son un subproducto valioso que puede ser aprovechado en
textiles, cuerdas, sacos, tapetes, alfombras, redes de pesca, cepillos, papel, rellenos de

colchones, entre otros (Moran-Velazquez, 2023).

El bagazo es la fraccién solida y organica que queda tras la extraccion de la hoja. Su
potencial radica en su uso en ensilados, ofreciendo una alternativa viable como alimento

para la nutricién de los rumiantes (Delgadillo-Ruiz, 2015; Viniegra-Gonzalez, 2023).

Por otro lado, el jugo de la hoja es la parte liquida y se ha encontrado que contiene
polisacéaridos (Montafiez, 2011), especialmente los de tipo fructanos que son carbohidratos
de reserva que estan formados por un esqueleto de monémeros de fructosa unidos entre

si por enlaces glucosidicos B (2—1) y/o B (2—6) y contiene una molécula de glucosa en su
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estructura (Seminario et al., 2003). En la Fig. 5 se observan los polimeros de alta masa

molecular (GP>10), oligdmeros (GP<10) y un disacarido como la inulobiosa.

HO
i HO, OH OH
0 OH
OH

‘QN 0.
o 0 07 g OH
on o o OH

B OH

Fig. 5 Estructuras quimicas de a) fructanos de agave, b) fructooligosacéaridos y c)
inulobiosa (Fuente: Lopez et al., 2003 y PubChem, 2024).
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Por otra parte, Se ha intentado afadir valor a las hojas de agave azul mediante su uso en
la produccion de bioetanol, aprovechando asi de manera integral el cultivo (Montafiez-Soto,
2011). Otra alternativa es el uso de las hojas para la produccién de fructanos para jarabes

de fructosa, endulzantes y prebidticos (Alcocer, 2014).

2.12 Fructanos de agave

Los fructanos ramificados, conocidos como neofructanos poseen enlaces $-(2,1) y p-(2,1)
(2,6). Estos polisacaridos estan constituidos principalmente por unidades de fructosa y una
unidad de glucosa. Este tipo de carbohidrato se encuentra presentes en plantas como el
agave (Marquez-Aguirre et al., 2013; McCleary et al., 2019). El proceso de extraccion de
fructanos de las plantas generalmente se basa en la difusién de polisacaridos en agua

caliente (Espinosa-Andrews et al., 2021).

En los ultimos afios, el interés en los fructanos de agave ha crecido, tanto por su potencial
como ingrediente en alimentos funcionales como por sus propiedades tecnoldgicas. La
variedad de sus aplicaciones se debe a su estructura y origen (Garcia-Villalba et al., 2023).
Se ha reportado que los fructanos de agave son una fuente de carbono asimilable en las
fermentaciones lacticas sin necesidad de un pretratamiento de hidrolisis, empleando
Lacticaseibacillus casei NRRL B-441 y Lactobacillus delbrueckii bulgaricus NRRL B-763.
Esto representa un preambulo para el aprovechamiento de residuos agroindustriales
(Martha-Lucero, 2018).

2.13 Saponinas en los agaves

Las hojas de Agave salmiana contienen saponinas, metabolitos secundarios que actian
como una barrera quimica en el sistema de defensa de las plantas, protegiéndolas de
patdgenos y herbivoros. Por esta razon, se encuentran en los tejidos vegetales mas

vulnerables al ataque de hongos, bacterias o insectos depredadores (Young, 2014).

Desde el punto de vista quimico, las saponinas son compuestos que presentan una
estructura compuesta por un nucleo esteroidal hidrofébico y una parte hidrofilica formada

por unidades de monosacaridos, unida por un enlace glicosidico (Fig. 6). Este enlace al ser
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hidrolizado produce de 2 a 6 residuos de monosacaridos y una porcién carbonada

policiclica conocida como aglicona, denominada como sapogeninas (Martinez, 2005).

Las sapogeninas son compuestos altamente valorados en la industria farmacéutica, ya que
se utilizan en la sintesis de hormonas sexuales, corticosteroides y vitamina (Kaur et al.,
2024).

Aglicona

Cadena de azucar

OH OH ot

Fig. 6 Estructura quimica de saponinas (Fuente: Aziz et al., 2019)
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3. Hipotesis

Las BAL aisladas de agave lograran formar biopeliculas que incrementaran la produccion

de AcL en comparacion con las células planctonicas.

El jugo de agave contiene los elementos de sustratos y nutrientes suficientes para

transformar, en una elevada proporcion, dichos sustratos en AcL.
4.  Justificacion

El AcL es un precursor esencial para la fabricacion de PLA, uno de los bioplasticos mas
demandados a nivel mundial debido a su capacidad para reemplazar la mayoria de los
polimeros empleados en la industria alimentaria, ya sea solo o combinado con otros

biopolimeros.

En paises como Tailandia y Estados Unidos, la produccion de AcL ha avanzado mediante
el uso de excedentes de cafia de azucar y maiz, respectivamente. Sin embargo, México no
dispone de estos excedentes, lo que hace necesario explorar alternativas sostenibles,
como el aprovechamiento de la biomasa residual. En este caso, las hojas de agave
generadas por las industrias productoras de tequila, mezcal y pulque representan una
opcién viable. Segun Arzate y Mejia (2011), estas industrias generan grandes volimenes
de hojas subutilizadas, y existe interés en desarrollar tecnologias que permitan su

aprovechamiento integral.

Particularmente, la industria del tequila ofrece un caso destacado por su relevancia
econdmica, con una produccién anual cercana a 600 millones de litros, un valor estimado
en casi 500 millones de dolares y un crecimiento del 3% anual (Consejo Regulador del
Tequila, 2024; Data México, 2024). No obstante, los resultados de este estudio también
podrian beneficiar a la industria del pulque, que produce 100 millones de litros anuales en
10 mil hectéreas, principalmente en Hidalgo y Tlaxcala. En este contexto, el uso de
derivados de Agave salmiana, la principal especie utilizada para la produccion de pulque

es de interés para la implementacion de procesos de reutilizacion de residuos para la
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produccion de AcL, sustituyendo fuentes de carbono que no son rentables para nuestro

pais

Asi mismo, la eleccion del jugo de hojas de agave se sustenta en estudios previos, como
el de Martha-Lucero (2018), que demostrd la viabilidad de fermentar directamente los
fructanos comerciales de agave con L. casei y L. bulgaricus en medios definidos,
destacando la necesidad de desarrollar un sustrato mas econémico que el medio MRS
tradicional. Adicionalmente, los estudios de Pinos-Rodriguez et al. (2008) demostraron que
la fermentacion espontanea de las hojas de A. salmiana genera altos rendimientos de AclL,
lo que sugiere que el jugo de estas hojas contiene los nutrientes necesarios para una

fermentacion eficiente.

Asimismo, Gallardo-Martinez et al. (2024) identificaron BAL endoéfitas en agave capaces de
transformar fructanos en AcL con una eficiencia del 70%. Estos hallazgos respaldan la
combinacion del uso del jugo de agave, las BAL aisladas de esta planta y la fermentacion
en biopeliculas como una estrategia prometedora para aumentar la productividad de las

fermentaciones lacticas.
5. Planteamiento del problema

¢ Son las BAL aisladas de agave capaces de formar biopeliculas utilizando fructanos de

agave como fuente principal de carbono?

Como segunda parte, ¢ Sera el jugo de la hoja de agave un medio de cultivo idéneo para
las fermentaciones lacticas y la formacion de biopeliculas, sin la necesidad de afadir

nutrientes externos?
6. Objetivo

6.1 Objetivo general
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Evaluar las condiciones ideales para la formacion de biopeliculas de BAL aisladas del
agave, con el propésito de utilizarlas en la conversion eficiente de fructanos de agave en
AcL.

6.2 Objetivos particulares

e Seleccionar cepas de bacterias 4cido lacticas (BAL) aisladas de agave para la
produccién de exopolisacaridos EPS utilizando fructanos comerciales de agave,
fructosa y glucosa como fuentes de carbono.

e Analizar la formacion de biopeliculas en soportes bajo diferentes condiciones de pH,
temperatura y distintas relaciones carbono: nitrégeno (C: N).

e Emplear biopeliculas para la produccion de AcL mediante fermentaciones liquidas con
ciclos repetitivos.

e Evaluar la eficiencia en la produccion de AcL empleando el jugo de la hoja de agave
como sustrato con la cepa Lacticaseibacillus paracasei DG8.

e Examinar la formacién de biopeliculas utilizando el jugo de la hoja de agave como Unica

fuente de nutrientes, sin la adicion de compuestos externos.
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7. Plan de trabajo

SeleccionarBAL aisladas de

agave para la produccion de EPS

Cepas: 10 cepas de BAL
Fuentes de carbono: fructosa,
glucosay fructanos de agave

Parametros:
* Crecimiento celular
* Cuantificacionde EPS
* Carbohidratostotales
+ pH

\

Resultados esperados:

Identificacion de cepas con la
capacidad de producir EPS.

Formar biopeliculas con BAL en
microplacas

Condiciones: pH, temperatura,

relacion C:N yfuentes de
nitrogeno.

e

L]

\

Parametros:
Formacidénde biopeliculas

)

Resultados esperados:

Las mejores condicionesy
seleccion de cepas conuna
fuerte capacidad para formar
biopeliculas
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Analizar el jugo de agave como

SEITIL[eIel: Tl ol S el una alternativa de medio de

utilizando biopeliculas en perlas

. ) cultivo para las fermentaciones
de polipropileno.

lacticas

Condiciones: plancténicasy Condiciones: fracciones del jugo
biopeliculas de la hojade agave

/ \ / Parametros: \

Parametros:  Carbohidratostotales
* Microscopiaelectronica * Proteinas
« AclL * Cinéticas de crecimiento
* Carbohidratos * Cinéticas de produccion de
\ / AclL

v Formaciéndebiopeliculas/

Resultados esperados:
Aprovechamiento del jugo de
agave como medio de cultivo

en fermentaciones lacticas

Resultados esperados:

Aumento en la productividad de
AcL con biopeliculas de BAL
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8. Materiales y métodos
8.1 Microorganismos

Se emplearon las BAL reportadas por Gallardo-Martinez (2024) descritas en la Tabla 5y
un testigo positivo Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772, de la coleccién
Nacional de bacterias alimentarias de Escocia.

Tabla 5. Microrganismos utilizados en la investigacion

Cbodigo Bacteria Aisladas

DG1 Lacticaseibacillus paracasei Aguamiel

DG2 Lacticaseibacillus paracasei Aguamiel

DG3 Lacticaseibacillus paracasei Aguamiel

DG4 Lacticaseibacillus paracasei Aguamiel

DG5 Lacticaseibacillus paracasei Aguamiel

DG6 Lacticaseibacillus paracasei Aguamiel

DG7 Lacticaseibacillus paracasei Aguamiel

DG8 Lacticaseibacillus paracasei Hojas de Agave
DG9 Enterococcus faecium metzal @

a Metzal es definido como material raspado de la cabeza del agave (Peralta-Garcia et al.
2020)

8.2 Medio de cultivo

Para las fermentaciones se utilizaron los componentes reportados por De Man et al., 1960
las cuales fueron: fuente de carbono (2% w/v), extracto de carne (1% w/v), peptona (1 %
w/v), extracto de levadura (0.5% wi/v), acetato de sodio (0.5% w/v), fosfato de potasio (0.2%

w/v), citrato de amonio (0.2% wl/v), sulfato de magnesio (0.020% wl/v), sulfato de
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manganeso (0.005 % w/v), agar (1% w/v), tween 80 (0.1% v/v).

Con el objeto de evaluar otras condiciones, se hicieron modificaciones en fuente de

carbono.
8.3 Fuente de carbono

Las fermentaciones se realizaron utilizando fructosa y glucosa de Sigma Aldrich® con una
pureza del 99%, asi como fructanos comerciales de agave de Nutri-Agave®. Las fuentes
de carbono sustituidas se afiadieron en la misma proporcion que la fuente de carbono

original del medio comercial.

8. 4 Determinacién de crecimiento

Se utilizé la técnica de determinacion a través de la medicion de la absorbancia a 600 nm
reportada por Escamilla-Lozano et al., (2015). La biomasa (mg/mL) se calculé con la

siguiente ecuacion;
Biomasa (mg/mL) = (y — 0.0193) / 0.2424
Donde:
y= absorbancia
8.5 Determinacién de pH

La cuantificacién de pH se realizé empleando un potencidmetro (Thermo Scientiifc) modelo
Orion 5 Star Plus.

8.6 Determinacion de carbohidratos totales

La cuantificacién de azucares totales se realizd siguiendo el método de Dubois (1956) con
algunas modificaciones. En un tubo de ensayo de 15.30 x 150 x 0.80 mm, se afiadieron 1

mL de muestra y 1 mL de fenol al 50% diluido en acido sulfurico. El fenol-acido sulfarico se
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afadio cuidadosamente por las paredes del tubo en un bafio de agua con hielo. La mezcla
se llevé a ebullicion durante 10 minutos, se enfridé en un bafio de agua a 25 °C y se midio
la absorbancia a 480 nm (Thermo Electron Corporation, Génesys 10 UV). La concentracion
de azucares totales se determind utilizando la ecuacién obtenida de una curva de

calibracion de fructosa (0 a 0.5 g/L):

x = (y + 0.0543) /3.9582

Dénde:

y = absorbancia.

8.7 Actividad enzimatica con fructosidasas

La actividad enziméatica se midio a través del aumento de carbohidratos reductores a partir
de una solucion de fructanos comerciales de agave, siguiendo el método descrito por
Tovar-Castro et al. (2008) con algunas modificaciones. Para esta metodologia, fue

necesario preparar los siguientes reactivos:

Reactivo 1:

Preparacion: Se mezclaron 25 mL de solucién Ay 1 mL de solucién B.

Solucion A: En 800 mL de agua destilada, se disolvieron 25 g de carbonato de sodio
anhidro, 25 g de tartrato de sodio y potasio, 20 g de bicarbonato de sodio y 200 g de sulfato

de sodio. Finalmente, la solucién se aforé a 1000 mL.

Soluciéon B: En 200 mL de agua destilada, se afiadieron 4 gotas de acido sulfurico y se

disolvieron 30 g de sulfato de cobre.
Reactivo 2:

Preparaciéon: Se mezclaron las soluciones C y D y se aforaron a 500 mL. Posteriormente,

se calent6 a 55 °C durante 30 minutos.
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Solucion C: En 450 mL de agua destilada, se disolvieron 21 mL de &cido sulftricoy 25 g

de molibdato de amonio.

Solucion D: En 25 mL de agua destilada, se disolvieron 3 g de arseniato de sodio
heptahidratado.

La reaccion enzimatica consistié en afiadir 1 mL de sobrenadante (enzimas extracelulares
producidas por las BAL) a 9 mL de una solucion al 0.1% de fructanos comerciales de agave
disueltos en un buffer de fosfatos con pH 7. La mezcla se incubd a 37 °C y se tomaron
muestras a los 1, 3, 5, 7 y 10 minutos, deteniendo la reaccion en cada intervalo con un

choque térmico y la adicion de 1 mL del reactivo 1.

Para cuantificar los carbohidratos reductores liberados, las muestras de cada intervalo de
tiempo, a las que se les afiadio el reactivo 1, se incubaron durante 20 minutos en un bafio
de agua hirviendo. Luego, se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se
afadiéo 1 mL del reactivo 2 y se agitaron vigorosamente. Finalmente, se afiadieron 17 mL

de agua destilada, se agit6é la mezcla y se midié la absorbancia a 520 nm.

Los datos se correlacionaron con una curva patrén que utilizé fructosa como estandar (0 a

200 pg/mL), con la ecuacion:

x = (y+0.0398) /0.0039

donde y= absorbancia

8.8 Determinacién de EPS

La cuantificacion de EPS se realizé de acuerdo con Carrero-Puentes et al., (2021). La
metodologia consiste en adicionar 3 mL de la muestra y 0.5 mL de acido tricloroacético
(TCA) al 80%, posteriormente se centrifuga a 10,000 RPM durante 30 min a 4 °C, se
recupera el sobrenadante y se le agrega 1 mL de etanol al 96% y la mezcla se dejé reposar

durante 20 min a 4 °C. Después del tiempo de reposo, se midi6 la absorbancia a 720 nmy
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se correlaciond la concentracion de EPS en la curva estdndar de dextrano (0 a 1 mg/mL)

dada por la siguiente ecuacion:
Concentracion EPS (mg/mL) = (y — 0.1234) / 0.5767
Donde:
y= absorbancia.
8.9 Auto agregacion

La determinacion de auto agregacion de las BAL se realiz6 como lo reportd Maldonado et
al., (2009). Se utilizo la biomasa recuperada de la fermentacion con fructanos comerciales
de agave de 24 h. La biomasa fue previamente lavada y suspendida con SBF (solucién
buffer de fosfatos 1 M pH 7.4) y se incub6 durante 2 h a 37 °C, sin agitacion. Finalmente

se midi6 la absorbancia a 600 nm.

La agregacién se estimé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% Auto agregacion = [(A0 - A) /A0] x 100

Ddénde: AO y A son la absorbancia antes y después de la incubacién, respectivamente.

Para definir las caracteristicas de auto agregacion, se dividieron en 3 categorias: alta (71-
100%), media (36-70%) y baja (0-35%).

8.10 Hidrofobicidad

La determinacion de la hidrofobicidad se realizé por el método de adhesién microbiana a
hidrocarburos como lo reporté Ocana et al., (1999). Se agit6 la mezcla de 2 mL de muestra
con 0.4 mL de disolvente organico durante 2 min, posteriormente se dejo reposar durante

20 min. Se elimino la fase acuosa inferior y se midié la DO a 600 nm.

Calculo:
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% Hidrofobicidad = [(A0 - A) /A0] x 100

Donde:

AO= Absorbancia antes de la extraccion con solventes
A= después de la extraccion con solventes.

Para definir las caracteristicas de hidrofobicidad, se dividieron en 3 categorias: alta (71-
100%), media (36-70%) y baja (0-35%).

8.11 Formacién de biopelicula en microplaca

Se utilizé el método de microplaca de 96 pocillos (Kawarai et al., 2007), que consistié en
realizar una fermentacién en microplaca durante 72 horas a 37 °C, utilizando un pre-indculo
del 10% en 200 puL de medio de cultivo.

Posteriormente, se evalu6 la capacidad de formacion de la biopelicula, eliminando las
células adheridas a la microplaca mediante el uso de solucién salina de fosfatos (SBF) para
el lavado de las biopeliculas, realizandolo tres veces. Luego, se cuantificaron las bacterias
adheridas a la biopelicula utilizando cristal violeta al 1%, dejandolo reposar durante 30
minutos. El exceso de colorante se enjuagd con agua destilada. Después de que las
biopeliculas se secaron al aire durante 30 minutos, el tinte unido a las células adherentes
se extrajo con 200 uL de una solucion de etanol-acetona (80:20). Finalmente, se midi6 la

absorbancia de la solucién a 565 nm.

De acuerdo con los rangos de densidad Optica (DO), la formacion de biopeliculas se puede

clasificar de la siguiente manera:
Baja: 0 a 0.499
Media: 0.5 a 1.499

Alta: >1.5
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8.12 Parametros evaluados en la formacion de biopeliculas

Para la formacion de biopeliculas, se midieron de forma independiente los factores

descritos en la Tabla 6, utilizando como referencia el medio de cultivo MRS descrito en la

seccion 8.2. Ademas, en la mayoria de los casos, se utilizé la cepa Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus NCFB 2772 DG10 como testigo, debido a que esta reportada como

productora de EPS y es la mas utilizada para la produccion de AcL a nivel industrial.

Tabla 6. Factores evaluados en la formacion de biopeliculas

Factores Medio de cultivo pH Tiempo BAL Testigo
evaluados analizadas
Fuente de Componentes de 6.5 3dias L. L. delbrueckii
carbono: medio MRS sin paracasei  subsp.
fuente de carbono de la DG1 bulgaricus
“Glucosa (20 /L) a DGS8 NCFB 2772
-Fructosa (20 g/L) E faecium DG10
-Fructanos DGS9
comerciales
agave (20 g/L)
pH inicial : 5, 5.5, Componentes de No 3dias L. L. delbrueckii
6y6.5 medio MRS con aplica paracasei  subsp.
fructanos de la DG1 bulgaricus
comerciales  de a DGS8 NCFB 2772
agave (20 g/L) DG10
E. faecium
DG9
Tiempo Componentes de 6.5 No L. L. delbrueckii
fermentacion medio MRS con aplica  paracasei  subsp.
fructanos de bulgaricus
agave (20 g/L)
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-3 dias

-5 dias

Distintas
concentraciones

de fructanos:

0,10, 20, 30 g/L

Las fuentes de

nitrégeno:

-Base de nitrégeno
de levadura sin
aminoécidos
(YNB).

-Extracto de

levadura

-Triptona de soya

-Sulfato de amonio

-Peptona

Componentes de
medio MRS con
fructanos

comerciales  de

agave

Se evaluaron dos
fuentes de
carbono (glucosa
y fructanos
comerciales  de
agave) utilizando
el medio de cultivo
MRS sin fuente de

nitrégeno.

Se mantuvo una

relacion C:N=5

6.5

6.5

3 dias

3 dias

de la DG1
a DG8

E. faecium
DG9

L.
paracasei
de la DG1
a DGS8

E. faecium
DG9

L.
paracasei
DG8

NCFB 2772
DG10

L. delbrueckii
subsp.
bulgaricus
NCFB 2772
DG10

Se utiliz6 como
testigo una
combinacién

de extracto de
levadura,
extracto de
carne y
peptona.

8.13 Formacidén de biopeliculas en perlas de polipropileno

De acuerdo con los resultados obtenidos previamente en la formacion de biopeliculas en

microplacas se seleccionaron las cepas: DG8, DG9 y DG10. La fermentacién se realiz6 en
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botellas serologicas de 30 mL (PYREX, EE. UU.) con 5 mL de medio, 5 g de perlas de
polipropileno y 1 % de indculo con una concentracion de 8 mg/mL de biomasa, durante 5
dias a 37 °C.

8.14 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las biopeliculas en las perlas de polipropileno se analizaron por SEM de acuerdo con lo
reportado por Lluis-Arroyo et al. (2014) quienes fijaron con glutaraldehido 3.5% con rojo de
rutenio al 0.8 % durante 24 h, posteriormente se eliminé el fijador con lavados de SBF y se
realizo la post fijacion durante 2 h con tetradxido osmio al 2 %. Después se realizé la
deshidratacion gradual llevando a las muestras en etanol del 30 al 100%. Posteriormente
las muestras fueron secadas por punto critico con CO:zy finalmente las muestras fueron
montadas en porta-muestras de aluminio empleando carbono coloidal y fueron cubiertas
con cuatro capas de oro para ser observadas por microscopia electronica de barrido (SEM)
en un microscopio JEOL JSM-5900LV a 15 a 20 kV.

8.15 Determinacion de AcL

La cuantificacion de AcL se realizé mediante lo descrito por Valdés-Velasco et al., 2022
utilizando cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, Perkin-Elmer) equipado con una
columna de exclusion iénica Biorad, (Aminex HPX-87H; Bio-Rad Laboratories, CA, EE.
UU.) de un tamafio de 300 mm de longitud y 7.8 mm de didmetro, una bomba LC 250, un
detector de indice de refraccion LC-30 (Perkin ElImer, Waltham, EE. UU.) y un horno (Perkin
Elmer, Waltham, EE. UU.). Como medio de elucion isocratica se uso6 acido sulfurico 5 Mm

previamente desgasificada a una velocidad de flujo de 0.6 mL / min a 50°C.
8.16 Preparacion del jugo de agave

Las hojas de Agave salmiana eran provenientes de una finca en Coatepec (Iztapaluca,
Mex.). Se obtuvieron de plantas maduras que habian terminado la produccion de aguamiel.
Las hojas se fraccionaron en 2 partes al realizarse un corte transversal y longitudinal,

posteriormente la fraccion de la hoja paso por una maquina desfibradora (DESPESA, Mex.)
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en donde se separo el jugo, la pulpa y la fibra. En los experimentos de este trabajo se
aprovecho el jugo, el cual paso a una siguiente etapa de tratamiento que consistié en

centrifugacion a 10,000 RPM durante 30 min, seguido de la filtracion por vacio.

El jugo de agave se pasteurizd a 85 °C durante 15 min, posteriormente se llevé a choque

térmico en un bafo de hielo y se almaceno a 4°C para posteriores analisis.

8.17 Eliminacion de saponinas en el jugo de la hoja de agave

Las saponinas fueron removidas de manera mecénica, utilizando un embudo de
separacion, donde se afiadi6 el jugo y se agité durante 60 s formando espuma la cual fue

removida, lo anterior se repitié durante 10 veces para retirar la mayor cantidad de espuma.

Posteriormente se cuantificaron las saponinas segun el método de Baccou et al. (1977),

descrito a continuacion.

8.18 Determinacion de distribucion de carbohidratos por HPLC-SEC

Para determinar la distribucion y tamafio de los carbohidratos presentes en el jugo de hoja
de agave se emple6 un sistema de cromatografia de HPLC 1220 Infinity LC ® acoplado a
un detector de indice de refraccion (Agilent, Alpharetta G) con una columna Ultrahydrogel
DP® con una deteccién de moléculas de 100-5000 Da, como fase mdvil se utilizé agua
acidificada con HCl a un pH de 5.4 a un flujo de 0.3 mL/ min a una temperatura de 50 ° C
y para la cuantificacion se emple6 el método evolutivo simplex reportado por Moreno-Villet
et al., 2017.

8.19 Determinacion de glucosa

La cuantificacion de glucosa se realiz6 utilizando la técnica de Miller et al. (1959), que mide
la concentracion de azucares reductores. Se mezclaron 3 mL de muestra con 3 mL de DNS,
se llevaron a ebullicién durante 5 minutos y se enfriaron con agua corriente. Finalmente, se
midio la absorbancia a 540 nm. Se utilizé una solucion madre de glucosa en una curva

patron de 0 a 1 g/L, y los datos se correlacionaron con la ecuacion obtenida:
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x = (y—0.0721) /1.1596
donde y= absorbancia.
8.20 Determinacion de fructosa, sacarosay fructanos GP = 22.7

Se empled un sistema HPLC (Agilent, Alpharetta, EE. UU.) con un detector de indice de
refraccion (Agilent, Alpharetta, EE. UU.) y una columna cromatografica de intercambio
ionico Aminex HPX-87C (7.8 mm x 300 mm, Bio-Rad, Hercules, EE. UU.). La fase movil
consistié en agua destilada con un flujo de 0.55 mL/min. Se inyectaron 20 uL de muestray
la temperatura de la columna se mantuvo a 68 °C. Los datos obtenidos se compararon con
curvas de calibracion de una mezcla de glucosa, fructosa, sacarosa (Sigma-Aldrich®, Saint
Louis, EE. UU.) e inulina de achicoria (Raftiline HP®, BENEO Inc., Parsippany-Troy Hills,
EE. UU.) en concentraciones de 0 a 20 g/L (Lorenzo-Santiago et al., 2023).

8.21 Fermentaciones en jugo de agave

Se empleo la cepa Lacticaseibacillus paracasei DG8, que mostrd los mejores resultados
en la formacion de biopeliculas. Como medio de fermentacién, se utilizé jugo de agave
diluido en agua hasta alcanzar una concentracion de carbohidratos de 20 g/L (medido
previamente segun Dubois, 1956). La fermentacion se llevé a cabo durante 5 dias, tomando
muestras cada 24 horas para cuantificar el crecimiento celular, el consumo de sustrato y la

produccion de AclL.
8.22 Determinacion de proteinas del jugo de la hoja de agave

La cuantificacion de proteinas se llevo a cabo utilizando el método de Biuret descrito por
Doumas (1975). La técnica consistio en mezclar 5 mL de reactivo Biuret con 1 mL de
muestra. Posteriormente, la mezcla se agitd y se incubd durante 30 minutos a 25 °C.
Finalmente, se midié la absorbancia a 540 nm y los datos se correlacionaron con la curva

patrén, utilizando albumina como estandar (0 a 1 g/L), con la ecuacién obtenida:

x = y+ 0.0027/0.0437
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Dénde:

y= absorbancia.

Para la preparacion del reactivo, se disolvieron 3 g de sulfato de cobre, 9 g de tartrato de
sodio y potasio, y 5 g de yoduro de potasio en 500 mL de agua destilada. Luego, se afadio

una solucion de NaOH al 24%. Finalmente, se ajusto el volumen a 1000 mL

8.23 Extraccion de saponinas del jugo de la hoja de agave

Para extraer las saponinas, se mezclo jugo de agave con butanol en una proporcion 1:1 en
frascos de vidrio herméticos. La solucién se agité a temperatura ambiente durante 12 horas.
Luego, se recolecto la mezcla y se vertié en un embudo de separacion para obtener la fase

organica, donde se encontraban las saponinas (Baccou et al., 1977).

8.24 Cuantificacion de saponinas

La cuantificaciébn de saponinas en el jugo de la hoja de agave se realiz6 con el extracto
obtenido del paso anterior. Se elaboraron las soluciones para llevar a cabo el andlisis de
acuerdo con lo reportado por Baccou et al. (1977). Para la soluciéon A, se mezclaron 0.05
mL de p-anisaldehido con 99.5 mL de acetato de etilo. La soluciéon B consistio en una
mezcla de 5 mL de acetato de etilo con 5 mL de &cido sulfarico concentrado.
Posteriormente, a cada muestra se le afiadieron 500 uL de solucion A'y 500 yL de solucion
B. Las muestras se colocaron en un bafio humedo a 60°C durante 20 minutos.
Posteriormente, se dejaron enfriar en agua a temperatura ambiente durante 10 minutos y
se midié su absorbancia a 430 nm, los datos fueron interpolados en la ecuacion dada por

la curva estandar de diosgenina (0 a 0.5 mg/L):

x = (y + 0.2374) / 0.0881

Doénde: y= absorbancia

8.25 Determinaciodn cualitativa de saponinas
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La determinacién cualitativa se realiz6 mediante el método de Salkowski que fue reportado
por Mir et al., (2016), la técnica consiste en la mezcla de 5 mL de cloroformo y 0.5 mL de
la muestra. Posteriormente se le adicionaron 3 mL de &cido sulfurico. Los esteroles
reaccionan con el acido sulftrico, produciendo un cambio de color que va entre rojo a

naranja.

8.26 Analisis estadistico

Los datos se presentaron como medias de tres réplicas, acompafiadas del error estandar
de cada valor medio. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando Statgraphics
Plus 5.1 (Nueva Jersey, EE. UU.). Se realizaron analisis de varianza (a = 0.01) y pruebas

de Tukey para identificar diferencias significativas entre los experimentos.
9. Resultados y discusion

9.1 Crecimiento microbiano con distintas fuentes de carbono

La Fig. 7 muestra el crecimiento de las BAL aisladas del agave utilizando diferentes fuentes
de carbono. Todas las cepas lograron metabolizar fructosa, fructanos y glucosa, siendo
esta Ultima la fuente que mas favorecié el crecimiento, destacando Lacticaseibacillus
paracasei DG8 (58.7 + 3.078 mg/mL). En contraste, la cepa que mostré6 mayor crecimiento
en fructosa fue L. paracasei DG5 (30.551 + 0.5 mg/mL). En cuanto al uso de fructanos de
agave, no se observaron diferencias significativas entre L. paracasei DG2 (20.35 + 0.5
mg/mL) y L. paracasei DG8 (19.12 £ 2.1 mg/mL).
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Fig. 7 Crecimiento de BALs DG1 a DGS8: L. paracasei, DG9: E. faecium y DG10: L.
delbrueckii empleando diferentes fuentes de carbono. Las letras indican las diferencias
significativas por cepa en cada una de las fuentes de carbono. Las letras minusculas
representan los grupos con glucosa, las mayusculas con fructanos de agave comercial y

las griegas con fructosa (p<0.01) (Fuente: Martha-Lucero et al., 2023).

El crecimiento de BAL en fructanos se reportdé por Ramirez-Pérez et al. (2022) los autores
determinaron que varias especies de Lactobacillus tienen la capacidad de aprovechar los
fructanos de agave como fuente de carbono, debido a la produccién y liberacion de B-
fructosidasas. Por su parte, Petrut et al. (2019) reportaron que existen diferencias entre los
requerimientos de la fuente de carbono dependiendo género y especia de las BAL. Por
ejemplo, el género de Lactobacillus (actualmente Lacticaseibacillus) tuvo mayor

crecimiento lo que coincide con los resultados obtenidos.

Por otro lado, Enterococcus faecium FFb CMGB L-18 no mostré diferencia significativa
entre el uso de glucosa, fructosa y sacarosa. El crecimiento de esta bacteria utilizando
carbohidratos como sacarosa, es atribuido a fructosidasas que favorecen la hidrdlisis de

enlaces de fructosa unidas por enlaces B-(2—1) fructosil-fructosa. Estas enzimas también
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estan reportadas en la hidrdlisis de los fructanos por BAL (Jo et al. 2021).

Asimismo, Khosravi et al. (2018) analizaron que la cepa de E. faecium DSM 3530 crecio
mejor en inulina de achicoria (log UCF mL™ = 10.5) que en glucosa (log UCF mL™ = 8.5).
Este resultado no coincide con lo obtenido para la cepa de este género evaluada en la tesis,
lo cual puede justificarse debido a que los fructanos de agave son distintos a los de inulina
en términos de estructura y absorcion. Los agaves son polisacaridos ramificados que son
absorbidos intracelularmente, lo que implica que las células los toman directamente para
su metabolismo. En contraste, la inulina tiene una estructura lineal que se descompone en
disacaridos o monosacaridos y se degrada extracelularmente antes de ser absorbida
(Ayala-Monter et al., 2018).

Los resultados obtenidos son importantes porque actualmente, la fuente de carbono que
se emplea para el crecimiento de BAL es la glucosa proveniente del maiz y esto es una
limitante en México ya que dicho grano es parte de la canasta basica de la poblacion,
causando un problema de disponibilidad del recurso al competir con el sector alimentario.
Por lo tanto, es necesario analizar otras fuentes de carbono, como los fructanos presentes
en el agave, una planta ampliamente distribuida en el pais que ofrece una alternativa
sustentable para las fermentaciones lacticas (Verma & Subudhi, 2021; Ruiz-Serrano et al.,
2022).

9.2 Determinacion de pH

En la Fig. 8 se observa el pH final en las tres diferentes fuentes de carbono (glucosa,
fructanos y fructosa). En los resultados se encontré diferencia entre las tres fuentes
evaluadas. Con glucosa (3.5 0.02 a 4 + 0.01) hubo una mayor disminucién de pH en
comparacién con fructanos y fructosa (4 £ 0.01 a 4.5 + 0.02). Estos hallazgos son
consistentes con los reportados por Castro-Zavala et al. (2015), quienes indicaron que el
pH disminuyé después de 24 horas de fermentacion con L. acidophilus SACCO LA3

utilizando fructanos de agave.
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Fig. 8 pH final en las fermentaciones lacticas de las BALs DG1 a DG8: L. paracasei, DG9:
E. faecium y DG10: L. delbrueckii con distintas fuentes de carbono: glucosa, fructanos y
fructosa. Las letras indican las diferencias significativas por cepa en cada una de las fuentes
de carbono. Las letras minusculas representan los grupos con glucosa, las mayusculas con
fructanos de agave comerciales y las griegas con fructosa (p<0.01) (Fuente: Martha-Lucero
et al., 2023).

La disminucion del pH se relaciona con la transformacion de los carbohidratos en AcL, entre
mayor crecimiento microbiano hay mayor consumo de sustrato, por lo tanto, se produce
mas AcL (Huertas, 2010). Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en la
determinacioén del crecimiento (Fig. 7) donde con glucosa hubo un mayor crecimiento y fue

donde disminuyo mas el pH (Fig. 8).

Las BAL son &cido tolerantes y a diferencia de otros microorganismos pueden crecer en

pH menores de 5, sin embargo, a pH 3.8 algunas BAL pueden perder viabilidad e inhibirse
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(Vera-Pefla & Rodriguez-Rodriguez, 2020). A un pH de 3.86, el AcL se disocia
parcialmente, predominando su forma protonada, la cual tiene una mayor afinidad por las
membranas celulares. Esto provoca un aumento de protones en el interior celular. Al
superar la capacidad amortiguadora del citoplasma, los protones son expulsados al exterior
mediante una bomba de protones, lo que reduce las reservas energéticas de la célula.
Cuando estas reservas se agotan, la bomba de protones se detiene, lo que provoca una
disminucién del pH interno. Esto causa la desnaturalizacion de las proteinas y la
desestabilizacibn de otros componentes estructurales y funcionales de las células,
afectando su viabilidad (Yun et al., 2003).

9.3 Crecimiento especifico

La Fig. 9 presenta los rendimientos de biomasa en funcion del sustrato consumido de las
nueve cepas de BAL aisladas de agave, junto con una cepa testigo (Lactobacillus
delbrueckii NCFB 2772 DG10) que ha sido reportada en el consumo de fructanos de agave
y productora de EPS con glucosa. De acuerdo con los resultados, no existe diferencia
significativa entre fructanos y fructosa (p<0.01). Sin embargo, la glucosa promovié un
mayor crecimiento especifico en todas las cepas, excepto en Lacticaseibacillus paracasei
DG2 (0.97 + 0.01), que mostré su mejor crecimiento con fructanos de agave. En cuanto a
fructosa, la cepa con mayor rendimiento fue L. paracasei DG5 (0.91 £ 0.02), seguida por L.
paracasei DG1 (0.76 £ 0.01) y L. paracasei DG4 (0.78 = 0.02), las cuales no presentaron

diferencias significativas entre ellas (p<0.01).
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Fig. 9 Crecimiento especifico de las BALs DG1 a DGS: L. paracasei, DG9: E. faecium y
DG10: L. delbrueckii con distintas fuentes de carbono: glucosa, fructanos y fructosa.
Biomasa inicial 8 g/L y carbohidrato inicial 20 g/L. Las letras minusculas representan los
grupos con glucosa, las mayusculas con fructanos de agave y las griegas con fructosa
(p<0.01) (Fuente: Martha-Lucero et al., 2023).

En resumen, el crecimiento de las BAL en general fue mejor con glucosa como fuente de
energia en comparacion a los otros dos carbohidratos, lo cual fue reportado por Mousavi
et al. (2011) y Garcia et al. (2007), donde la glucosa resulté una muy buena fuente de
carbono. El metabolismo de los carbohidratos por BAL varia segun los géneros, el sustrato

e incluso el tiempo de fermentacion.

Segun los resultados obtenidos, los fructanos de agave comerciales representan una
excelente opcion para el crecimiento especifico de ciertas BAL. Estos fructanos, que son
polimeros de fructosa con una estructura ramificada, presentan un bajo grado de
polimerizacion, lo que les confiere una mayor solubilidad y facilita su degradacion y
aprovechamiento. Por esta razon, los fructanos de agave son una fuente de energia

superior para las BAL en comparacién con otros fructanos lineales, como la inulina de
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achicoria, que tienen un mayor grado de polimerizacion (Ayala-Monter et al., 2018; Martha-
Lucero, 2018).

9.4 Actividad enzimatica con fructanos de agave

En el medio con fructanos de agave como fuente de carbono, se evalué la actividad de
fructosidasas en todas las cepas (Fig. 10). Los mejores resultados se obtuvieron con
Lacticaseibacillus paracasei DG3 (4.79 £ 0.2) y L. paracasei OM967272 DG8 (3.33 £ 0.15),
mientras que Enterococcus faecium DG9 (0.76 + 0.05) presentd una menor actividad

enzimatica, lo que resulté en una menor produccion de enzimas.

Lo anterior se relaciona con lo reportado por Makras et al. (2005) quienes han atribuido la
produccion de B-fructosidasa para el aprovechamiento de fructanos en L.

paracasei subsp. paracasei 8700.

En contraste, en los medios de cultivo que contenian fructosa como fuente de carbono,
ninguna de las cepas mostré produccion de fructosidasas. Este comportamiento es
consistente con el modelo de represion catabdlica, donde la presencia del producto (en
este caso, la fructosa) inhibe la sintesis de las enzimas fructosidasas (Muscariello et al.,
2001).
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Fig. 10 Actividad fructosidasa en BALs DG1 a DG8: L. paracasei, DG9: E. faecium y DG10:
L. delbrueckii. Las letras representan la diferencia significativa (p<0.01) (Fuente: Martha-
Lucero et al., 2023).

9.5 Produccion de EPS

En la Fig. 11 se observa la producciéon de EPS posterior a la fermentacién con las BAL
aisladas de agave después de las 48 h en glucosa, fructanos y fructosa. Con respecto a la
produccion de EPS, el testigo positivo fue L. delbrueckii NCFB 2772 DG10 con glucosa los
resultados de esta cepa coinciden con lo reportado con Yuksekdag & Aslim (2008) que
evaluaron a L. delbrueckii subsp. bulgaricus (G12, B3). La BAL que no produjo EPS en
glucosa fue L. paracasei DG1 y en fructosa fue L. paracasei DG8. Mientras que todas las

BAL estudiadas produjeron EPS en fructanos de agave.

Las cepas presentadas se pueden clasificar en tres grupos, segun su produccion de EPS
con fructosa: a) Cepas que produjeron mas EPS con fructosa que con fructanos o glucosa
(L. paracasei DG1, L. paracasei DG2 y L. paracasei DG3) y b) Cepas que produjeron mas
EPS con fructanos que con fructosa (L. paracasei DG4 hasta E. faecium DG9) y c) la cepa
L. delbrueckii NCFB 2772 DG10 que produjo igual cantidad de EPS con fructanos y
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fructosa. Esta clasificacion fue importante porque permite seleccionar a las cepas con la
capacidad de formacién de biopeliculas, asimismo, se encontré que es posible utilizar
directamente los fructanos, sin la necesidad de hidrolizarlos hasta fructosa. En particular,
la cepa L. paracasei OM967272 DGS8, no produjo EPS con fructosa, pero si en forma muy
abundante con glucosa o fructanos. Este resultado muestra la importancia de la seleccion
y quizéas el mejoramiento de las cepas que se puedan utilizar en un futuro para la formacién
de peliculas de EPS sin la necesidad de hidrolizar a los fructanos presentes en las plantas

del agave.
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Fig. 11 Rendimiento de produccién de EPS con BALs, DG1 a DGS: L. paracasei, DG9: E.
faecium y DG10: L. delbrueckii y con diferentes fuentes de carbono. Las letras indican las
diferencias significativas por cepa en cada una de las fuentes de carbono. Las letras
minusculas representan los grupos con glucosa, las mayusculas con fructanos de agave

comercial y las griegas con fructosa (p<0.01) (Fuente: Martha-Lucero et al., 2023).

Por otro lado, se ha reportado que BAL como E. faecalis EJRM152 produjo altas

concentraciones de heteropolisacaridos a partir de glucosa (Kansandee et al.,2019).

64




Asimismo, Razack et al. (2013) reportaron que Bacillus subtilis produce EPS en glucosa,
fructosa y sacarosa. También evaluaron que la concentracion de 2% de fuente de carbono
es laideal para la produccion de EPS porque al aumentar la concentracion a 5% disminuye

la produccion de EPS.

El aumento de la produccién de EPS esta relacionado con la proteccion de las células a
condiciones de estrés nutricional y ambiental. En el estrés nutricional, las fuentes de
carbono y nitrégeno utilizadas en el medio tienen una gran influencia en el rendimiento y la

composicién del EPS (Hernandez et al., 2021).

Es importante la produccion de exopolisacaridos (EPS) porque desempefian un papel
importante en la formacion de las biopeliculas, ya que favorecen la adhesién de las

bacterias entre si mismas y al soporte (Donot et al., 2012).
9.6 Auto agregacion

Enla Fig. 12 se observa que las 9 cepas aisladas de agave y el testigo L. delbrueckii NCFB
2772 DG10 presentan una alta capacidad de auto agregacion siendo >71%, es decir tienen
la capacidad de adherencia célula-célula entre bacterias de la misma cepa. Kusmiyati et al.
(2022) reportaron resultados similares con BAL aisladas de leche materna como: L.
paracasei L19H, L. casei L19A y L. rhamnosus L19E. Lo anterior coincide con De Lima et
al. (2020) donde encontraron una auto agregacion >70% en Lactococcus lactis subsp.
Lactis, E. durans y E. faecium aislados de queso. Por lo tanto, segun Trunk et al. (2018) la
auto agregacion puede conducir a la formacion de micro colonias y posteriormente a

biopeliculas.
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Fig. 12 Auto agregacion de BALs DG1 a DGS: L. paracasei, DG9: E. faecium y DG10:
L. delbrueckii. Categorias: Bajo de 0 a 35%; Medio del 36 al 70%; Alto del 71 al 100%.
Las letras indican las diferencias significativas entre las cepas (p<0.01) (Fuente:
Martha-Lucero et al., 2023).

9.7 Hidrofobicidad

En la Fig. 13 se observa que hubo diferencias significativas entre el porcentaje de

hidrofobicidad evaluado con cloroformo, acetato de etilo y xileno.

En cloroformo se obtuvieron mejores resultados con un porcentaje de hidrofobicidad mayor
a 60%, excepto en la E. faecium DG9, en la cual no hubo diferencia significativa con xileno
(p<0.01). Estas diferencias sugieren variaciones en la composicion de las paredes
celulares de las BAL, especialmente cuando la hidrofobicidad se midié con acetato de etilo
o xileno, que son solventes menos hidrofébicos que el cloroformo. La afinidad alta o baja
por un solvente no excluyo la afinidad simultdnea por el otro solvente, lo que sugiere que
la superficie celular es muy compleja. En general, se ha informado que las BAL demuestran
una gran heterogeneidad para la adhesion a varios hidrocarburos y estas diferencias se

relacionan con la superficie celular que se deben a variaciones en los niveles de expresion
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de las proteinas de distintas especies (Andrabi et al., 2016; Unban et al., 2021; Xu et al.,
2018). Los solventes ayudan a determinar caracteristicas de las superficies celulares; el
cloroformo es un disolvente monopolar y es un acido de Lewis, aceptor de electrones, con
atraccién por estas sustancias capaces de ceder electrones. El acetato de etilo es un
disolvente monopolar que es atraido a sustancias acidas. El xileno es un solvente no polar
(Ocana et al., 1999; Kumatri et al., 2022).

Los resultados obtenidos con cloroformo son consistentes con los reportados por Unban et
al. (2021) en sus estudios con L. plantarum A9-2, L. pentosus Al14-6, L. pentosus A26-8, P.
pentosaceus CMY9 y L. pentosus CMY46. Ademas, Grujovic et al. (2019) encontraron que
BAL aisladas de queso, especificamente dos cepas de L. lactis subsp. lactis KGPMF54 y
KGPMF57, muestran una mayor afinidad por el cloroformo en comparacion con el acetato
de etilo.

H Cloroformo Acetato de etilo H Xileno

100 cb

cb

Hidrofobicidad (%)
(¥a]
=

Fig. 13 Hidrofobicidad de las BALs DG1 a DGS8: L. paracasei, DG9: E. faecium y DG10: L.
delbrueckii empleando diferentes solventes: cloroformo, acetato de etilo y xileno.
Categorias: Bajo de 0 a 35%; Medio del 36 al 70%; Alto del 71 al 100%. Las letras

minusculas representan los grupos con cloroformo, las mayusculas con acetato de etilo y
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las griegas con xileno (p<0.01) (Fuente: Martha-Lucero et al., 2023).

Los principales factores que influyen en la hidrofobicidad de la superficie celular incluyen
proteinas, glicoproteinas, 4cidos teicoicos y lipoteicoicos, fibrillas superficiales y adhesinas
en la pared celular. Algunas especies de Lactobacillus como L. casei ATCC 393 poseen
proteinas de la capa superficial ancladas a la pared celular, lo que les otorga una
hidrofobicidad relativamente alta. En contraste, otras BAL, carecen de estas proteinas, pero
tienen una superficie rica en polisacaridos, que actia como un recubrimiento hidréfilo
(Petrova et al., 2019)

Para la formacién de biopeliculas es muy importante entender la naturaleza de la superficie
celular para encontrar la afinidad con el soporte que va a tener las caracteristicas de cargas
iGnicas adecuadas para la adherencia celular, segun estos resultados las biopeliculas se
pueden formar mas facilmente en plasticos que en maderas o cristales de silice y la

caracteristica que se detect6 es que la superficie celular es basica (Qureshi et al., 2005).
9.8 Formacién de biopeliculas con distintas fuentes de carbono

En la Fig. 14 se muestra la formacion de biopeliculas utilizando tres fuentes diferentes de
carbono: glucosa, fructanos y fructosa. El analisis estadistico revel6 diferencias
significativas (p<0.01) entre los tres carbohidratos, siendo los fructanos de agave los que
mejor favorecieron la formacion de biopeliculas, seguidos de la glucosa y, por ultimo, la
fructosa. En los medios con fructanos, todas las BAL estudiadas fueron fuertemente
formadoras de biopeliculas, destacandose las cepas Lacticaseibacillus paracasei DG2, L.
paracasei DG3, L. paracasei DG4 y L. paracasei DG8, sin diferencias significativas entre
ellas (p<0.01). A continuacién, L. paracasei DG5 mostr6 un rendimiento similar al de L.
paracasei DG3, mientras que las cepas L. paracasei DG6, L. paracasei DG7 vy
Enterococcus faecium DG9 también formaron biopeliculas, sin mostrar diferencias

significativas (p<0.01).

En el medio con glucosa, la cepa L. paracasei DG2 presentd los mejores resultados,

seguida de L. paracasei 7 DG1, L. paracasei DG3 y L. paracasei DG8, sin diferencias
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significativas entre ellas (p<0.01). Aunque el resto de las cepas también fueron formadoras
de biopeliculas, L. paracasei DG6 mostré una formacion mas moderada. Finalmente, en el
medio con fructosa, L. paracasei DG8 fue la Unica cepa que se destac6 como fuertemente

formadora de biopeliculas.
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Fig.14 Formacion de biopeliculas con glucosa, fructanos y fructosa con las BALs DG1 a
DG8: L. paracasei, DG9: E. faecium y DG10: L. delbrueckii. Bajo: 0 a 0.499 Medio: 0.5 a
1.499 Alto: >1.5. Las letras indican las diferencias significativas por cepa en cada una de
las fuentes de carbono. Las letras minusculas representan los grupos con glucosa, las
mayusculas con fructanos y las griegas con fructosa (p<0.01) (Fuente: Martha-Lucero et
al., 2023).

Los resultados obtenidos con glucosa coinciden con los de Lebeer et al. (2007), quienes
demostraron que este carbohidrato fomenta la formacion de biopeliculas de manera
moderada. Ademas, analizaron que, al ailadir inulina a las fermentaciones con glucosa, las

cepas como Lacticaseibacillus rhamnosus GG aumentaron en un 50% la formacion de
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biopeliculas. Atribuyeron este aumento a que los polisacéridos complejos, como la inulina,
producen exopolisacéaridos (EPS) y mejoran la adherencia de las bacterias al soporte. Este
hallazgo refuerza la importancia de las fuentes de carbono complejas en el proceso de

biopelicula.

Por su parte, Jiang et al. (2018) también estudiaron la capacidad de L. rhamnosus GG para
formar biopeliculas y observaron que esta cepa tenia mayor capacidad de formar
biopeliculas con glucosa, seguida de sacarosa, fructosa y lactosa. Este patron es
consistente con los resultados de nuestro estudio, donde se observé que la glucosa fue
una fuente eficaz para la formacion de biopeliculas, aunque con una respuesta menos

destacada en comparacion con los fructanos de agave.

Slizova et al. (2015) indicaron que el crecimiento de las BAL no siempre es inversamente
proporcional a la formacion de biopeliculas. En su analisis con fructosa, las cepas de
Lactobacillus reuteri L2/6 y B2/1 mostraron una formacion de biopeliculas inferior a 1, al
igual que la mayoria de las cepas analizadas. Sin embargo, la cepa L. paracasei DG8
presentd un valor superior a 1.5, lo que sugiere que ciertas cepas tienen una mayor

capacidad para formar biopeliculas con fructosa en comparacién con otras.

En cuanto a los fructanos, no se han encontrado antecedentes sobre su uso como Unica
fuente de carbono para la formacion de biopeliculas. Sin embargo, se ha observado que
las BAL poseen fructosiltransferasas, enzimas con un mecanismo de accién similar a las
glicosiltransferasas, que estan asociadas con la formacion de biopeliculas a partir de
sacarosa (Schwab et al.,, 2007; Guan et al., 2020). Algunos estudios previos han
demostrado que el uso de sacarosa incrementa la formacion de biopeliculas. Por ejemplo,
Joshi y Koijam (2014) encontraron un aumento del 21.43% en la formacion de biopeliculas
de Leuconostoc lactis cuando se utilizé sacarosa, en comparacion con glucosa y fructosa.
Otros estudios, como los de Awad & Ahmaed (2018), también confirmaron que la adicion

de sacarosa al 10% favorece la formacion de biopeliculas en Leuconostoc mesenteroides.

9.9 Formacioén de biopeliculas con distintos valores de pH
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De acuerdo con los resultados anteriores se analizd la formacion de biopeliculas con
fructanos ajustando el pH, lo cual se muestra en la Fig. 15, dénde se analizo6 la formacion
de biopeliculas ajustando el pH inicial a 5, 5.5, 6 y 6.5, mostrando que el comportamiento
de la formacion de biopeliculas se ve afectado de distintas maneras con respecto al pH.
Segun el analisis estadistico los mejores pH fueron 5.5 y 6 sin mostrar diferencia
significativa (p<0.01).
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y DG10: L. delbrueckii a distintos pH utilizando como fuente de carbono fructanos. Las
letras indican la diferencia significativa entre las cepas en cada tratamiento. En la Fig.
15a las letras minuUsculas indican el pH 5 y las letras mayusculas el pH 5.5 con respecto
a la Fig. 15b las letras minusculas indican el pH 6 y las letras mayusculas el pH 6.5
(p<0.01). La capacidad de formar biopeliculas se define como: baja: 0 a 0.499; media:
0.5 a 1.499; alta: >1.5 (Fuente: Martha-Lucero et al., 2023).

En la Fig. 15a, se muestra que, a un pH de 5, las cepas de L. paracasei DG5, L. paracasei
DG8, E. faecium DG9 y L. delbrueckii NCFB 2772 DG10 fueron las que presentaron los
mejores rendimientos en formacion de biopeliculas, sin mostrar diferencias significativas
(p<0.01). En un pH de 5.5, las cepas destacadas fueron L. paracasei DG3, L. paracasei
DG7, E. faecium DG9 y L. delbrueckii NCFB 2772 DG10, nuevamente sin diferencias
significativas (p<0.01).
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Por otro lado, en la Fig. 15b, a un pH de 6, las cepas mas productivas en cuanto a formacion
de biopeliculas fueron L. paracasei DG2, L. paracasei DG3, L. paracasei DG6 y L.
paracasei DG8, sin diferencias significativas (p<0.01). A un pH de 6.5, las cepas mas
destacadas fueron L. paracasei DG2, L. paracasei DG3, L. paracasei DG4 y L. paracasei

DG8, nuevamente sin diferencias significativas (p<0.01).

Una cepa de particular interés fue L. paracasei DG8, que mostré una alta formacién de
biopeliculas, superior a 4, sin diferencias significativas (p<0.01) en los pH de 5, 6 y 6.5.
Otra cepa destacada fue E. faecium DG9, que mostré una baja formacién de biopeliculas
en condiciones neutras, pero un incremento en la formacion de biopeliculas en medios
acidos, lo que puede ser atribuido al estrés inducido por el entorno acido, como sugiere
Emanuel et al. (2010). Este comportamiento es similar al de la cepa E. faecalis EC41,
reportada por Akoglu (2020). Ademas, estudios previos han demostrado que diversas BAL,
como Enterococcus faecium EC63 y Lactococcus lactis LC62, pueden tolerar condiciones
de pH variables y modificar su comportamiento, incrementando la produccion de
biopeliculas bajo condiciones de pH &cido, lo que coincide con los resultados obtenidos en
este estudio.

9.10 Formacioén de biopeliculas con distintas concentraciones de fructanos

En la Fig. 16 se observa el comportamiento de las cepas con distintas concentraciones de
fructanos (0, 10, 20 y 30 g/L), no encontrando diferencia significativa (p<0.01) entre las

concentraciones de fructanos de 10y 30 g/L.

La formacién de las biopeliculas siguié un patrén complejo para todas las cepas. Sin
fructanos se produjeron biopeliculas quizas debido a la utilizacién de los otros componentes
del medio MRS. La adicion de fructanos a las concentraciones de 10 g/L y 30 g/L aumenté
significativamente la produccion de las biopeliculas, pero con el nivel de 20 g/L se
disminuy6 dicha produccion. Estos resultados sugieren la interaccién no lineal del uso de

los fructanos con otros caminos metabdlicos.

Slizova et al. (2015) observaron una formacion de biopeliculas altamente positiva al reducir
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las fuente de carbono en los casos independientes de lactosa (10 g/L), galactosa (10 g/L)

y glucosa (10 g/L), de dos cepas de Lactobacillus reuteri L2/6 y B10/1. Sin embargo, un

aumento gradual en la concentracion de azucar desencadeno una disminucion significativa

en la formacién de biopeliculas.

El principal resultado de estos experimentos es la comprobacion que, para todas las cepas

agui estudiadas, la adicion de fructanos con la concentracion de 30 g/L, se acompafa de

una, apreciable formacion de biopeliculas.
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Fig. 16 Formacion de biopeliculas con distintas BALs, DG1 a DGS8: L. paracasei, DG9:

E. faecium y DG10: L. delbrueckii a distintas concentraciones de fructanos: 0, 10, 20 y

30 g/L. Las letras indican la diferencia significativa entre las cepas por cada

concentracion de forma independiente Las letras minusculas representan los grupos con

una concentracion de 0 g/L, las mayusculas con 10 g/L, las griegas con 20 g/L y los

asteriscos con 30 g/L (p<0.01). La capacidad de formar biopeliculas se define segun la

DO como: baja: 0 a 0.499; media: 0.5 a 1.499; alta: >1.5.
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9.11 Formacioén de biopeliculas con distintos tiempos de fermentacién

En la Fig. 17 se observa que la formacién de biopeliculas con fructanos de agave es mejor
a los 5 dias en todas las cepas excepto en la cepa E. faecium DG9 que es mejor a los 3
dias. Estos resultados indican que para la mayor parte de las cepas L. paracasei (DG1 a
DG8) las biopeliculas son relativamente estables pues su cantidad aumenté con el tiempo
de fermentacion de 3 a 5 dias. La disminucion con la cepa E. faecium DG9 puede estar
dado a que este microorganismo aprovecha como fuente de energia los EPS que son los
que dan estabilidad a la biopeliculas, el consumo de EPS ha sido reportado en Harutoshi,
(2013). Estos resultados indican la importancia de la seleccion adecuada de las cepas para

los estudios posteriores.
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Fig. 17 Formacion de biopeliculas con BALs DG1 a DGS8: L. paracasei, DG9: E. faecium
y DG10: L. delbrueckii a distintos tiempos 3 y 5 dias utilizando como fuente de carbono:
fructanos de agave. Las letras indican la diferencia significativa entre las cepas por cada
tiempo. Las letras mindsculas representan los grupos a los 3 dias, las mayusculas con
5 dias (p<0.01). La capacidad de formar biopeliculas se define de acuerdo con la DO
como: baja: 0 a 0.499; media: 0.5 a 1.499; alta: >1.5.

Demerci et al. (1995) hallaron que con Lactobacillus casei subsp, rhamnosus ATCC 11443,
la formacion de biopeliculas aumenta con el tiempo del proceso. Asimismo, los resultados
de Chiappe et al. (2020) son coincidentes con los obtenidos en este estudio, pero
trabajando con Lactobacillus fermentum ATCC 9338. Sin embargo, los autores encontraron
que al hacer el estudio con Pediococcus pentosaceus CRL 922 no se muestra una
acumulacion progresiva de la biopelicula mas alla de las primeras horas de proceso. Por
su parte Kumar et al. (2017) demostraron que, en fermentaciones de 48 horas, L. casei Y1,

L. plantarum KF y L. plantaran ATCC8014 tuvieron la mayor formacion de biopeliculas

75




comparado con las fermentaciones a 36 h. De hecho, los autores no encontraron
diferencias significativas a las 60 h. Finalmente, Sapalina & Retnaningrum (2020)
encontraron que algunas cepas de Lactobacillus brevis KA2, KA5 y KC4, son capaces de
formar biopeliculas, pero después de las 72 h se observa un decremento en la
concentracion. Esto quiere decir que tanto la formacion de biopeliculas como su

concentracion, siempre va a ser dependiente de la cepa utilizada.
9.12 Formacién de biopeliculas con distintas fuentes de nitrégeno

En la Fig. 18 se observa la formacion de biopeliculas de la cepa con los mejores resultados
de los experimentos anteriores que fue L. paracasei DG8, ademas se analiz6 la cepa del
género distinto, E. faecium DGY9, en la basqueda de mejores resultados, y por ultimo se
analizé L. delbrueckii NCFB 2772 DG10 ya que es un género que estd ampliamente

reportado en fermentaciones lacticas.

Los resultados muestran que L. paracasei DG8 produjo mayor cantidad de biopelicula en
el medio testigo y en presencia de las fuentes de nitrdgeno de forma independiente. Sin
embargo, esta producciéon disminuyé cuando se afadieron fuentes de carbono como
glucosa y fructanos. Con fructanos, se observé una formacién mas alta de biopelicula en
la mayoria de las fuentes de nitrégeno, excepto con peptona, donde no hubo diferencia

significativa entre los dos carbohidratos evaluados.

En el caso de la triptona de soya, los mejores resultados se obtuvieron con glucosa como
fuente de carbono. Por otro lado, el extracto de levadura se destaco como la mejor fuente
de nitrégeno para esta cepa, alcanzando la mayor densidad 6ptica (DO=4.29 + 0.02) en la
formacion de biopeliculas. Esto sugiere que la combinacién de fructanos con ciertas fuentes
de nitrogeno puede influir significativamente en la capacidad de la cepa para formar

biopeliculas.
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Fig. 18 Formacion de biopeliculas con distintas fuentes de nitrégeno y fuentes de
carbono. El testigo corresponde a una mezcla de proteinas (extracto de levadura, extracto
de carne y peptona) adicionando la fuente de carbono al grupo de analisis. La capacidad
de formar biopeliculas se define de acuerdo con la DO como: baja: 0 a 0.499; media: 0.5
a 1.499; alta: >1.5. Las letras indican las diferencias significativas entre las cepas, fuente

de carbono y fuente de nitrégeno (p<0.01).

Para E. faecium DG9, no se observé formacion de biopeliculas en presencia de glucosa,
con excepcion del medio testigo. No obstante, al emplear fructanos de agave, los mejores
resultados se obtuvieron en el medio enriquecido con YNB (DO=3.64 + 0.098), superando
al testigo (DO=2.36 + 0.02). Ademas, el extracto de levadura también mostré una buena
formacion de biopeliculas (DO=1.09 £ 0.07). En las demas condiciones evaluadas, el uso

de fructanos no favorecio significativamente la formacion de biopeliculas.

Por su parte, L. delbrueckii NCFB 2772 DG10 mostré un mejor desempefio con fructanos
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en comparacion con glucosa. Al utilizar fructanos, se registré un incremento en la formacién
de biopeliculas con fuentes de nitrégeno independientes como triptona de soya (D0O=3.32
+ 0.06), extracto de levadura (DO=4.29 + 0.02) y YNB (DO=3.7 + 0.025), en relacion con el
medio testigo (DO=2.865 = 0.0712). Esto resalta la capacidad de esta cepa para
aprovechar los fructanos en combinacién con ciertas fuentes de nitrdgeno para potenciar
la formacion de biopeliculas. De manera similar a las condiciones anteriores, se observa la

dependencia del tipo de cepa con la formacion de biopeliculas.

De forma independiente, Liu et al. (2024) han evaluado diversas fuentes de nitrégeno
organicas para el cultivo de Lactobacillus rhamnosus Grl8. Los autores determinaron que
la triptona de soya mostr6 formacion de biopeliculas (DO=1.5), mientras que otras fuentes
como el extracto de carne y la peptona no activan de manera similar la formacion de
biopeliculas (DO=1.25). Estos datos coinciden con los resultados obtenidos con L.
paracasei DG8 vy L. delbrueckii NCFB 2772 DG10, donde se observd una mayor produccion
de biopeliculas utilizando estas mismas fuentes de nitrdgeno en combinacion con glucosa.
Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo representan una mejor alternativa
de produccion de biopeliculas ya que la produccion con las cepas y las condiciones

estudiadas fue mayor a lo reportado por los distintos autores.

Por otro lado, la Fig. 18 muestra que las fuentes organicas de nitrégeno son mas efectivas
en la produccién de biopeliculas que la fuente inorganica (sulfato de amonio). Sin embargo,
los resultados obtenidos con las cepas L. paracasei DG8 y L. delbrueckii NCFB 2772 DG10

son comparables a los de otras cepas, pero en presencia de sulfato de amonio.

Los resultados obtenidos respaldan la hipétesis de que muchas BAL tienen la capacidad y
necesidad de hidrolizar péptidos y proteinas para incorporar aminoacidos libres en su
metabolismo, como lo sugieren Yao et al. (2022). Esto coincide con lo sefialado por
Degeest et al. (2002), quienes destacan que el extracto de levadura y la peptona no solo
proporcionan nitrégeno esencial para el crecimiento celular y la produccion de
exopolisacéridos (EPS), sino que también aportan nutrientes complejos como vitaminas,

minerales, purinas y pirimidinas, los cuales desempefian un papel clave en la formacién de
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biopeliculas.

Midik et al. (2020) evaluaron la influencia de distintas fuentes de nitrégeno en la produccion
de EPS, un componente indispensable para la formacion de biopeliculas, encontrando
mejores resultados al combinar diversas fuentes proteicas, hallazgo que coincide con los
resultados de este estudio. Estos autores también destacaron la produccion de EPS con
sulfato de amonio, lo que sugiere que fuentes inorganicas como las sales de amonio
pueden complementar, en lugar de excluir, a las fuentes orgénicas en el desarrollo de

biopeliculas.

En conjunto, estos resultados resaltan la importancia de las fuentes de nitr6geno, tanto
organicas como inorgénicas, en el metabolismo de las BAL y su capacidad para formar
biopeliculas, lo que podria ser clave para optimizar procesos industriales y aplicaciones

biotecnoldgicas.
9.13 Microscopia electronica de Barrido (SEM)

En la Fig. 19 se muestra como L. paracasei DG8, E. faecium DG9 y L. delbrueckii NCFB
2772 DG10 forman biopeliculas sobre las esferas de polipropileno. En la Fig. 19a, se
observa una estructura bacteriana con canales interconectados que, segun Quan et al.
(2022), facilitan el transporte de agua, nutrientes y desechos, lo cual coincide con lo descrito
por Hall-Stoodley et al. (2004). Este tipo de organizacion estructural ya ha sido reportado
en estudios similares, como el de Kubota et al. (2018), donde a través de SEM se evidencid
la formacion de agregados en Lactobacillus plantarum y Lactobacillus brevis.

En la Fig. 19b se aprecia un aglomerado bacteriano mas pequefio en comparacién con las
Fig. 19a y 19c. Este hallazgo concuerda con los resultados previos que indicaron que E.
faecium DG9 no es una cepa altamente eficiente en la formacion de biopeliculas. Por otro
lado, en la Fig. 19c se observa como las bacterias de L. delbrueckii NCFB 2772 DG10
estan adheridas entre si y a la superficie de polipropileno, presentando una organizacion
con canales similar a la de la Fig. 19a. Ademas, se identifican células aisladas en las

cercanias del aglomerado principal, que parecen estar iniciando su union.
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Estos resultados sugieren que en las esferas de polipropileno pueden formarse multiples
biopeliculas independientes en una misma superficie, evidenciando la capacidad

diferencial de las BAL para adherirse y organizarse segun las condiciones del medio.

x&.'o08 3 18 36 SEI

Fig. 19 Imagenes de microscopia SEM de BAL: a) L. paracasei DG8, , b) E. faecium DG9
y L. delbrueckii NCFB 2772 DG10

9.14 Produccién de AcL con biopeliculas

Segun los resultados analizados anteriormente, la cepa mas eficiente para la formacion de
biopeliculas fue L. paracasei DG8. Las condiciones Optimas identificadas incluyeron 30 g
de fructanos de agave, una combinacién de proteinas (extracto de levadura, peptona y
extracto de carne), un pH inicial de 6.5 y un tiempo de fermentacién de 5 dias. Con base
en estos parametros, se realiz6 la formacion de biopeliculas en perlas de polipropileno para
la produccion de AclL, reutilizando las perlas durante tres ciclos de fermentacion (Fig. 20)

y triplicando la produccion de AcL en comparacion con las células planctonicas.

En la fermentacién plancténica se obtuvo una produccién de AcL de 8.66 + 0.4 g/L, sin
diferencias significativas en comparacion con las fermentaciones con biopeliculas en los
ciclos uno (8.56 + 0.8 g/L) y dos (7.73 = 0.5 g/L). Sin embargo, en el ciclo tres,
correspondiente a 14 dias de fermentacion, se observo una disminucion considerable en la
produccion de AcL (2.57 + 0.18 g/L), lo que representa una reduccion del 66%. Este
descenso se asocidé con una disminucién del pH, indicando una falta de actividad
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metabdlica suficiente para generar acidez en el medio.

Demirci y Pometto (1995) lograron un proceso de produccién de AcL que se extendio por
2 meses y abarco 24 ciclos utilizando Lactobacillus casei subsp. rhamnosus ATCC 11443.
Para futuros experimentos, se recomienda evaluar otros materiales como soporte, ya que
estos autores reportaron diferencias en la formacion de biopeliculas dependiendo del
material utilizado. Una mayor formacion de biopeliculas podria optimizar la produccion de

AcL y extender la viabilidad del sistema en ciclos prolongados.
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Fig. 20 Produccién de AcL en repetidos ciclos con perlas de polipropileno. Las barras
comparan la concentracion de AcL en g/L y los circulos representan el pH de cada una de
las fermentaciones lacticas. Antes de cada ciclo, las perlas se lavaron con una solucion
de SBF 1X para eliminar las células que no estaban fuertemente adheridas y se hizo un

recambio de medio de cultivo.

9.15 Evaluacién de jugo de agave para formacion de biopeliculas

Una alternativa para la obtencion de AcL via fermentativa, es el jugo o savia de las hojas
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de los agaves son un subproducto de la produccion de pulque. Para obtenerlo el grupo de
trabajo por medio del Dr. Viniegra-Gonzalez desarroll6 un prototipo de una maquina que
extrae este jugo, junto con la fibra, para uso textil y la pulpa como forraje para la

alimentacion de ovinos o bovinos (Fig. 21).

Fig. 21 Desfibrado de la hoja de agave para la separacion del jugo, fibra y pulpa

En la Tabla 7 se muestra el contenido de carbohidratos totales, polisacaridos de fructanos
(con peso molecular similar a la inulina de achicoria), sacarosa, fructosa, glucosa,
proteinas, saponinas y pH en las fracciones de jugo de la hoja de agave (base y punta).
Los resultados indican una diferencia notable en el contenido de carbohidratos entre ambas

fracciones.

De acuerdo con Montafiez-Soto et al. (2011), se observa una variacion en las fracciones
de la hoja de Agave tequilana, con una mayor concentracién de azucares reductores en la
base, lo cual coincide con los resultados obtenidos en este analisis. En ese mismo estudio,
evaluaron el porcentaje de proteinas en la hoja y no identificaron diferencias significativas

entre la parte superior e inferior.
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Por otro lado, Gallardo-Martinez (2023) analizé el jugo de la hoja de agave, reportando una
concentracion de carbohidratos totales de 189.5 g/L, superior a lo observado en este
trabajo. Estas diferencias podrian atribuirse al estado de madurez de la hoja. Ademas, este
autor evaluo el contenido de saponinas, encontrando un valor de 0.449 g/L, un rango similar
al presentado en este estudio. De manera consistente, también se observé una diferencia
en la concentracién de saponinas entre la base y la punta de la hoja, siendo mayor en la

base.

Tabla 7. Caracterizacion del jugo de la hoja del agave

Jugo de hoja Jugo de hoja Jugo de hojade

de agave de agave Agave (Gallardo-

Martinez, 2023)
189.93 + 3.38

punta base

Carbohidratos totales (g/L) 100.45+1.37 76.92 +£6.45

Fructanos *GP =22.7 (g/L) 75.94+0.88 49.25+1.33 NR
Sacarosa (g/L) 1.35+0.12 1.25+£0.13 NR
Fructosa (g/L) 6.06 £ 0.76 6.24 +1.08 NR
Glucosa (g/L) 1226 £ 2.1 15.38 £ 0.16 50.72+25
Proteina (g/L) 17.16 £1.38 14.05%+0.21 126 +£0.1
pH 4.97+0.01  5.06+0.02 5.5
Saponinas (g/mL) 0.05+0.0.26 0.1 +0.0.36 0.45+0.77

*GP: Grado de polimerizacion, NR: No reportado
9.16 Distribucién de polisacaridos en el jugo de la hoja de agave

En la Fig. 22 se muestra la distribucion de carbohidratos presentes en las dos fracciones
de la hoja de agave: Fig. 22 (a) puntay Fig. 22 (b) base. En la punta (Fig. 22 a) predominan

los oligosacaridos de un GP <10 = 76.92%, posteriormente se encuentran los de un
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GP>10=16.63%, GP >11-30= 12.5%, GP (1 a 2) =6.45%, GP <30= 4.13%, Sacarosa
(GP=2) = 1.576% y Fructosa + Glucosa (GP=1) =1.875%. En la base (Fig. 22 b) la
distribucion fue de la siguiente manera el GP <10 = 63.60%, posteriormente se encontraron
los de un GP (1 a 2) = 21.58%, Fructosa + Glucosa (GP=1) =19.81%, GP>10=14.82%, GP
>11-30=10.93 %, GP <30= 3.89% y Sacarosa (GP=2) = 1.576%.

Segun los resultados anteriores, se destaca una alta proporcion de fructooligosacaridos de
cadena corta en la hoja de agave, lo cual es muy interesante por el potencial que tienen en
la salud como prebiéticos, enriqueciendo la microbiota intestinal y mejorando en los
problemas gastrointestinales (Lopez & Mancilla-Margalli, 2007) asi como posibles sustratos
para la fermentacion lactica, objeto de esta tesis. Es importante destacar que el tamafio de
los carbohidratos varia significativamente entre la punta y la base. En la punta, los
carbohidratos con un grado de polimerizacién (GP) de 5, 4 y 3 son mas abundantes,
mientras que en la base predominan los carbohidratos con un GP de 6, los cuales no se

encuentran en la punta.

Los resultados obtenidos concuerdan con los de Praznik et al. (2013) dénde analizaron
hojas de Agave tequilana Weber, var. Azul con gran abundancia de fructooligosacaridos de
bajo peso molecular (GP <10). Ademas, los cromatogramas de SEC indicaron al menos 14

fracciones de FOS con diferentes GP.

Por otro lado, en el andlisis de la distribucion de carbohidratos realizado por Alvarado et
al., (2014) se encuentra que en la pifia hay una abundancia distinta a las hojas ya que en
esta matriz abundan monosacaridos, y una baja cantidad de fructooligosacaridos. Siendo
motivo de estudio en la biosintesis de fructooligosacaridos (Sandoval-Gonzalez et al., 2018;
Dominguez et al., 2012). Por esta razon, el uso de las hojas como un subproducto las hace

muy interesantes para diversas areas, incluyendo la fermentacion lactica ya mencionada.
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Fig. 22 Distribucién y abundancia de carbohidratos presentes en el jugo de la hoja de

agave: (a) puntay (b) base
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9.17 Fermentacion lactica en las fracciones de la hoja del agave

En la Fig. 23 se muestra el crecimiento de L. paracasei DG8, la cepa que obtuvo los
mejores resultados en los experimentos previos. Esta bacteria acido lactica (BAL) demostré
su capacidad para crecer en el jugo de la hoja de agave, alcanzando un mejor rendimiento
en la punta (3.88 g/L) en comparacion con la base (1.67 g/L) después de 5 dias de

fermentacion.

De manera similar, en un estudio realizado por Gallardo-Martinez (2023), se evaluo el
crecimiento de otra BAL, E. faecium DGY9, en jugo de hoja de agave. En dicho trabajo, se
reportd un crecimiento de 3.6 x 10* UFC/mL, evidenciando la viabilidad de este sustrato

como medio de cultivo para diferentes cepas de BAL.
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Fig. 23 Crecimiento de DG8 en las dos fracciones del jugo de agave después de 120 h de

fermentacion con un pH=5.2+.3 y azUcares totales= 20 g/L + 2.13

De los resultados anteriores, se consideré que el jugo proveniente de la punta de las hojas
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podria servir como medio de cultivo para la produccion de AcL a través de un reactor de
biopeliculas. Es asi como en la Fig. 24 muestra el crecimiento de la cepa DG8 durante 120
h con una fase exponencial acelerada durante el primer dia de fermentacion y una posterior
desaceleracion.

Para seguir dicha curva de crecimiento se uso el modelo que se indica a continuacion El
crecimiento experimental se ajusta al modelo f (x) = X"t %) dénde x=biomasa p=tasa
de velocidad especifica de crecimiento y t=tiempo. Los parametros cinéticos son: (1)=0.035
h-, tiempo de duplicacion (TD)=19.8 h y el rendimiento biomasa sobre sustrato Y (x/s) =
43.34%, el rendimiento coincide con el crecimiento teérico para BAL de 50% como lo
describe Wang et al., 2015.
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Fig. 24 Cinética de crecimiento de la punta del jugo de la hoja de agave después de 120

h de fermentacién. El modelo (----) se ajustaa (X,, — X0)(1 — e #) + X0

Para mejorar la fermentacion se ajusto el pH inicial a 6.5 y se analiz6 la cinética de

crecimiento hasta 192 h en las dos fracciones (base y punta) para entender el

87




comportamiento de la cepa L. paracasei DG8 en un medio complejo como el jugo de la hoja

de agave, los resultados se observan en la Fig. 25.

En la Fig. 25a se reporta el crecimiento de la bacteria, los puntos representan los datos
experimentales, y la linea discontinua representa un ajuste o modelo del crecimiento
bacteriano dado por la siguiente ecuacion (X,, —X0)(1—e #) +X0. Los puntos
experimentales muestran como el crecimiento aumenté en el tiempo de 0 a 24 h y luego se

estabilizé, indicando que las BAL alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento a las 48
h.

En la Fig. 25 b se muestra que el crecimiento celular en funcion del tiempo. Los puntos
representan los datos experimentales, mientras que la linea discontinua muestra una
tendencia o ajuste de los datos. Los resultados indican que la fase exponencial se encontrd
entre las 0 a las 48 h, donde el X max = 13 g/L.
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Fig. 25. Cinéticas de crecimiento de las dos fracciones de jugo de la hoja de agave a)
punta y b) base durante 192 h de fermentacion. El modelo (----) se ajusta a (X,, —
X0)(1 —e ™) + X0

En la Fig. 26 se observa la produccion de AcL con respecto al consumo de carbohidratos
en un periodo de tiempo de 0 a 192 h ambos comportamientos se ajustan a los modelos
propuestos para consumo S(t) = (Sp — Sy)e ™ + Sy dénde S= azlcares totales, k= tasa de
velocidad especifica de consumo y t=tiempo y para el producto es P(t) = (Pmax)e 7,

donde P max=maximo producto alcanzado, g= tasa especifica de producto y t = tiempo.

En la fraccién correspondiente a la punta (Fig. 26a), la eficiencia de conversién del sustrato
en AcL (Y p/s) fue del 95.35%, lo que indica que casi la totalidad del sustrato consumido se
transformé en AcL. Otros parametros evaluados incluyen un consumo de sustrato de 14
g/L, un rendimiento de biomasa respecto al sustrato del 53.8%, una tasa de velocidad

especifica de crecimiento de 0.02 h™* y una constante de afinidad por el sustrato de 0.045.

Por otro lado, en la Fig. 26b, la Y p/s fue del 61%, lo que significa que una menor proporcion
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del sustrato consumido se convirtié en AcL. En este caso, el consumo de sustrato fue de
18 g/L, con un rendimiento de biomasa respecto al sustrato del 55%, una tasa de velocidad

especifica de crecimiento de 0.02 h™* y una constante de afinidad por el sustrato de 0.04.

Estos resultados destacan que la fraccion del jugo proveniente de la punta es mas eficiente
como medio para la produccion de AcL. Esto abre posibilidades para el desarrollo de
procesos industriales utilizando jugo de hojas residuales de agave como materia prima, en

sustitucion de glucosa o sacarosa como insumos principales en la produccion.

El uso del jugo de la hoja de agave como sustrato para la produccion de AcL ofrece
numerosas ventajas. En primer lugar, es una materia prima facilmente disponible. Ademas,
no enfrenta restricciones significativas, ya que su huella hidrica es considerablemente
menor en comparacion con la industria del AcL que utiliza insumos como el maiz o la cafia
de azucar (Davis et al., 2017; Acuia, 2022).

En la Tabla 8 se comparan las tasas de velocidad especificas de crecimiento (4, h't)
observadas durante la fermentacion del jugo de las hojas de agave de la base y la punta,
presentadas en esta tesis, con las tasas de otras cepas cultivadas en el medio MRS
suplementado con fructanos comerciales. Es notable la similitud de los resultados
obtenidos por Martha-Lucero (2018) y Morales-Landa et al. (2024), cercanos a p=0.3 h,
ya que estos ultimos son 20 veces mayores que los del jugo de hoja de agave. Esto sugiere
que en el jugo de agave podria haber una escasez de factores de crecimiento (proteinas y

vitaminas) o la presencia de factores inhibitorios (saponinas).

Sin embargo, se observo una alta concentracion de biomasa, alrededor de 13 g/L, y las
concentraciones iniciales de carbohidratos estaban alrededor de 20 g/L. Estudios de otros
autores han demostrado que los fructanos se degradan hasta en un 80% (Martha-Lucero,
2018). De los datos presentados en la Fig. 26, podemos inferir que el rendimiento de este
tipo de fermentacion es elevado (Y pis = 0.92). Por lo tanto, se requiere la optimizacion del
acondicionamiento del agave para que los tiempos de fermentacién sean similares a los
obtenidos con fructanos purificados en el medio MRS. Esto quedé fuera del alcance de esta
tesis debido a limitaciones de tiempo y recursos.
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No obstante, es pertinente aclarar que la fermentacion lactica del jugo de agave podria ser
de interés para fermentaciones artesanales, ya que su bajo nivel de inversion en equipo y
control de procesos podria resultar lucrativo para ofrecer bebidas nutracéuticas en distintas
regiones del pais. Las fermentaciones tradicionales, como el tepache y el pulque, requieren
procesos relativamente lentos. Por ejemplo, la fermentacion tradicional en los tinacales
demora mas de 2 semanas, segun observaciones propias. Esta observacion puede ser util
para los pequefios productores de agave pulquero que buscan usos alternativos para los
derivados de las hojas de agave.

Tabla 8. Analisis comparativo de las velocidades y crecimiento maximo de BAL en
fructanos de agave y en jugo de agave

Materia prima n(h?) X max Cepa Referencia

Jugo de punta de la 0.015 10 g/L L. paracasei Esta tesis

hoja DGS8

Jugo de base de la 0.02 13 g/L L. paracasei Esta tesis

hoja DGS8

MRS + fructanos 0.34 1.55E+09 L. delbrueckii Martha-Lucero, 2018
UFC/ mL :

bulgaricus

MRS + fructanos 0.21 3.90E+08 L. casei Martha-Lucero, 2018
UFC/ mL

MRS + fructanos 0.32 NR* L. paracasei Morales-Landa et al., 2024

MRS + fructanos 0.68 NR* L. rhamnosus Morales-Landa et al., 2024

*NR: No reportado
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Fig. 26 Parametros cinéticos de la fermentacion del jugo de la hoja de agave con la

bacteria DG8. a fraccidon de la punta y b fraccion de la base
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9.18 Formacién de biopeliculas con el jugo de agave

En la Fig. 27 se observa la formaciéon de biopeliculas aprovechando el jugo de la hoja de
agave, encontrando que al utilizar el jugo de la fraccion de la punta o la base para la
formacién de biopeliculas de la cepa L. paracasei DG8 no se logra formar biopeliculas.
Como posible factor negativo se consideré a la presencia de saponinas que se sabe tienen
un efecto inhibitorio en el metabolismo celular por su intercalacion en las membranas de

las células (Cira et al., 2008).

Se desarroll6 un pretratamiento de eliminacidbn mecanica de saponinas en el cual, por
medio de la agitacion se produjo espuma que fue eliminada, de acuerdo con Gongora et al.
(2022) un rasgo caracteristico de las saponinas es la produccion de espuma. Este proceso
permitié la disminucion de saponinas en la punta y base de 46.78+3.11% y 48.11+2.6%,
respectivamente (Tabla 9). En la Fig. 28 se observa colorimétricamente la disminucion de
la intensidad del color de los tubos con saponinas, demostrando la eficiencia de la

eliminacion de las saponinas del jugo de agave.

La disminucion de saponinas favorecid la formacion de biopeliculas con una
DO0=0.379+0.02 en punta y una DO= 0.223+0.05 en la base. Con este analisis se puede
inferir que las saponinas tienen un efecto negativo en la formacion de biopeliculas. Esto
puede sustentarse con lo reportado en Rui et al., 2017 quienes sefalan que las saponinas
interactian con la membrana celular aumentando la porosidad y provocando un
desequilibrio osmotico. Ademas, Luo et al., 2024 mencionan que existen cambios

significativos en el metabolismo de L. casei BYQIABO1 y L. delbrueckii BYbjJADO1 en
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presencia de saponinas.

Formacion de biopeliculas DO 565 nm
N

O R = —
Punta (sin Punta Base (sin Base MRS (Testigo +)
tratamiento) tratamiento)

Fig. 27. Formacion de biopelicula en el jugo de la hoja de agave en la fraccion de la punta
y base utilizando L. paracasei DG8. La punta y base con saponinas se refiere a que el
jugo se aprovecho directamente y las que fueron con tratadas se mencionan sin
saponinas. En una fermentacion de 5 dias en microplacas de poliestireno. La capacidad
de formar biopeliculas se define de acuerdo con la DO como: baja: 0 a 0.499; media: 0.5
a 1.499; alta: >1.5.

Tabla 9. Reduccion de saponinas en las fracciones del jugo de agave

Fraccion de hoja de agave Saponinas Reduccion de saponinas
Punta 0.05 +0.026 0.02339 £3.11
Base 0.1 +0.036 0.048 +2.6
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Fig. 28 Disminucion de saponinas en el jugo de agave mediante el método de

Salkowski. Se representa el jugo de la hoja de agave después del tratamiento para la
disminucién de saponinas en (a) la punta y (b) la base. Los tubos (c) y (d) representan

el jugo sin tratamiento en la punta y la base, respectivamente
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10. Cumplimiento de objetivos de la tesis

En la Tabla 10 se muestra el cumplimiento de los objetivos propuestos al inicio de la tesis.

Tabla 10. Cumplimiento de objetivos

Objetivo

Cumplimiento

Seleccionar cepas de bacterias acido lacticas
(BAL) aisladas de agave para la produccion de
exopolisacéridos (EPS) utilizando fructanos
comerciales de agave, fructosa y glucosa como

fuentes de carbono.

Analizar la formacién de biopeliculas en
soportes bajo diferentes condiciones de fuentes
de carbono, pH, tiempo, distintas relaciones

carbono: nitrégeno (C: N) y distintos tiempos.

En la seccion 9.5 se describio que la
mayor productora de EPS fue la cepa
DG8 con glucosa.

Asimismo, las 9 cepas aisladas de
agave produjeron EPS a partir de

fructanos de agave.

En la seccion 9.8 se demostré que los
fructanos de agave fueron la mejor
fuente de carbono para la formacion
de Dbiopeliculas. Asimismo, se
encontré que para la cepa DG8, las
mejores  condiciones para la
formacion de biopeliculas fueron: un
pH de 6.5 (seccion 9.9), una
concentracion de 30 g/L de fructanos
de agave (seccion 9.10), un tiempo de
fermentacion de 5 dias (seccion 9.11)
y una combinacion de extracto de
levadura, carne y peptona (seccion
9.12).
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Emplear biopeliculas para la produccion de AcL  En la seccién 9.13 se observo que la

mediante fermentaciones liquidas con ciclos produccion de AcL se triplico al

repetitivos. utilizar las biopeliculas de la cepa
DGS8, las cuales demostraron ser

viables durante 14 dias.

Evaluar la eficiencia en la produccion de AcL En la seccidn 9.17 se observo que la
empleando el jugo de la hoja de agave como Y p/s super6 el 90%. Sin embargo, la
sustrato con la cepa Lacticaseibacillus tasa de velocidad especifica de

paracasei DGS8. crecimiento fue inferior a la reportada

con el medio MRS con fructanos.

Examinar la formacién de biopeliculas utilizando En la seccién 9.18 se logro la
el jugo de la hoja de agave como Unica fuente formacion de biopeliculas al reducir
de nutrientes, sin la adicion de compuestos la concentracion de saponinas en el

externos. jugo de la hoja de agave.

11. Conclusiones

Es factible formar biopeliculas de manera eficiente utilizando BAL aisladas de agave,
especificamente, L. paracasei DG8, que demostro ser la cepa mas eficiente. Las
condiciones ideales incluyeron, el uso de fructanos comerciales de agave como principal
fuente de carbono, combinaciones de proteinas como extracto de levadura, peptona y
extracto de carne como fuentes de nitrégeno, un pH inicial de 6.5 y un tiempo de
fermentacion de 5 dias. Ademas, es viable reutilizar estas biopeliculas adheridas a perlitas
de polipropileno para transformar los fructanos en AcL, lo que apoya el desarrollo de futuros
reactores de tipo continuo para esta fermentacion.

El jugo de agave contiene los nutrientes necesarios para que las BAL transformen los
fructanos en AcL con un factor de rendimiento elevado (Y p/s=95%). Aunque con tasas de
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velocidad de crecimiento especifico bajas (u= 0.02 h't) en contraste con lo observado en el
medio MRS con fructanos (u= 0.3 h'). Por lo tanto, queda la posibilidad de optimizar las
condiciones de dicha fermentacion. Ademas, se encontré que es factible la formacion de
biopeliculas aprovechando el jugo de agave en vez del medio MRS con fructanos
comerciales de agave, pero con rendimientos tres veces menores.

Estos resultados apoyan el uso de residuos agroindustriales para reducir la contaminacion
ambiental y el aprovechamiento lucrativo de los cultivos de agave en zonas semi desérticas.
Sustituyendo asi los insumos convencionales de la industria de la fermentacién lactica
como son: la glucosa o la sacarosa, derivados del maiz o la cafia de azucar,

respectivamente.
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12.

Perspectivas

En futuros estudios, se sugiere evaluar otros materiales como soporte y explorar
estrategias para prolongar la vida util de las biopeliculas, con el objetivo de
maximizar su eficiencia en procesos industriales.

Este estudio analiz6 las condiciones que favorecen la formacion de biopeliculas.
Futuras investigaciones podrian enfocarse en identificar los genes implicados en
este proceso, asi como en determinar los factores ambientales que estimulan la
expresion de dichos genes. Este conocimiento podria abrir camino a estrategias mas
precisas para optimizar la formacion de biopeliculas en contextos industriales.

Los resultados obtenidos plantean nuevas oportunidades para el uso integral del
agave, utilizando el jugo de sus hojas como un medio viable para fermentaciones
lacticas y la generacién de biopeliculas. Sin embargo, es crucial realizar
investigaciones adicionales para entender los mecanismos moleculares y
metabdlicos subyacentes, asi como para perfeccionar las condiciones de
fermentaciones lacticas continuas que aprovechen el potencial de las biopeliculas
formadas por BAL, incrementando su viabilidad en aplicaciones a gran escala.
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Abstract

The aim of this work was to find out if biofilms can be made by lactic acid bacteria (LAB) isolated from agave plants
using agave fructans as sole carbohydrate substrates or if it was necessary to use fructose as a breakdown product of
such polymers. This is part of a research project geared to develop industrial lactic acid production from agave fructans,
an abundant raw material in Mexico's agave plantations. Present results showed that nine strains of LAB isolated from
Agave salmiana and belonging to genus Lacticaseibacillus and Enterococcus produced exopolysaccharides directly from
agave fructans to a greater extent than with fructose. The best polysaccharide productions in planktonic cultures were
Lacticaseibacillus paracasei strains DG2, DG3, DG4 and DGS8. Furthermore, all nine LAB strains produced biofilms
on polystyrene microplates, much better with agave fructans than with fructose. In most strains, biofilm formation was
favored at pH from 6.0 to 6.5, except for strains DG7 and DGY where pH 5.5 was optimal. Biofilm formation required
between 3 and 5 days of incubation in all Lacticaseibacillus paracasei strains, whereas Enterococcus faecium required a
little less of 3 days. Present results support the straight use of agave fructans to develop LAB biofilms using agave epi-
phytic bacteria. This finding simplifies upstream processing of agave fructans to be used for future lactic acid fermentation
in LAB biofilm reactors.

Keywords Agave fructans - Biofilm - Enterococcus - Lactic acid bacteria - Lacticaseibacillus
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