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RESUMEN

La mangiferina es un compuesto bioactivo que puede ser bio-transformado a noratiriol por
bacterias del genero Lactobacillus. Hasta el momento existen muy pocos reportes sobre
bacterias especificas que puedan metabolizar mangiferina y generar metabolitos
potencialmente benéficos para el huésped.

El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto de la mangiferina sobre la viabilidad
celular y la produccion de metabolitos microbianos en bacterias lacticas del género
Lactobacillus.

La metodologia se dividio en dos etapas. En la Etapa 1 se reactivaron ambas bacterias a las
condiciones ideales de crecimiento (37 °C, 24 h) utilizando agar de Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) como medio de crecimiento y se elabor6 una curva de crecimiento microbiano para
la obtencion de pardmetros cinéticos (u, umax, y K). Los resultados se expresaron en
células/mL y unidades formadoras de colonia (UFC)/mL. Posteriormente se evalud el
efecto de diferentes concentraciones de mangiferina (0.5-70 mM) sobre la viabilidad celular
de ambas cepas y crecimiento incorporando mangiferina a 1 mM y medio MRS como
control en tiempos de 3, 4, 5, 6, 7, 12 y 14 h mediante la cuantificacion de biomasa
estimada en peso seco (g/mL). En la etapa 2 se evalu6 la biotransformacion de mangiferina
a noratiriol y se identificaron productos metabolicos de la interaccién de mangiferina (0.1
mM) con L. paracasei y L. pentosus por cromatografia de liquidos acoplado a
espectrometria de masas (HPLC-DAD-MS).

Ambas cepas presentaron una x y umax en cel/mL similar (0.64, 0.127 y 0.66, 0.123 h!
respectivamente); sin embargo, L. paracasei presentd mejor capacidad para generar
colonias (1= 0.111 ht) en comparacion con L. pentosus (u= 0.448 h™Y). En lo que respecta
al ensayo de viabilidad celular no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p> 0.05) entre los microorganismos ni entre las concentraciones de mangiferina evaluadas.
Los valores de viabilidad (%) se encontraron entre 97.8+31.52 hasta 170.13+118.14. Con
respecto a la cuantificacion de biomasa se observo que L. paracasei con MRS (inicio vs
final) presento valores de 3.38 a 4.81 mg/mL y L. paracasei con mangiferina de 2.74 a 5.03
mg/mL. Mientras que para L. pentosus con MRS se obtuvieron valores de 3.26 a 4.81
mg/mL y para L. pentosus con mangiferina valores de 3.21 a 4.72 mg/mL, sin cambios
estadisticamente significativos con respecto al tiempo (p>0.05). La mangiferina presenta
una glucosa por cada molécula, la cual fue insuficiente para ejercer un efecto estimulante
en la sintesis de S-glucosidasa. En el analisis por HPLC-DAD-MS de metabolitos producto
de la fermentacion no se observéd presencia de noratiriol, pero si un potencial isémero de
mangiferina, con comportamiento decreciente conforme al tiempo en L. pentosus (10.7
mg/mL a las 3 hy 9.4 mg/mL a las 14 h) lo que indica una posible biotransformacién a
tiempos de fermentacion mas prolongados. Dentro de los metabolitos bacterianos se
identificd acido lactico con diferencias significativas (p< 0.05) en presencia de mangiferina
relacion asociada a la activacion de otras vias metabolicas.

La adicion de mangiferina al medio MRS no afecta al crecimiento de las bacterias
conforme al tiempo. L. paracesei y L. pentosus no biotransfromaron la mangiferina a
noratiriol pero modificaron su metabolismo fermentativo en presencia de mangiferina con
dependencia en el tiempo.

(Palabras clave: mangiferina, Lactobacillus, metabolitos microbianos)
i



SUMMARY

Mangiferin is a bioactive compound that can be bio-transformed to noratiriol by bacteria of
the genus Lactobacillus. So far there are very few reports of specific bacteria that can
metabolize mangiferin and generate potentially beneficial metabolites for the host.

The objective of this project was to evaluate the effect of mangiferin on cell viability and
the production of microbial metabolites in lactic bacteria of the genus Lactobacillus.

The methodology was divided into two stages. In Stage 1, both bacteria were reactivated to
ideal growth conditions (37°C, 24 h) using Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS) as a
growth medium and a microbial growth curve was developed to obtain kinetic parameters
(v, umax, and K). The results were expressed in cells/mL and CFU/mL. Subsequently, the
effect of different mangiferin concentrations (0.5-70 mM) on the cell viability of both
strains and growth was evaluated by incorporating mangiferin at 1 mM and MRS as control
at times of 3, 4, 5, 6, 7, 12 and 14 h by quantifying biomass estimated in dry weight (g/mL).
Stage 2 evaluated the biotransformation of mangiferin to noratiriol and identified metabolic
products from the interaction of mangiferin (0.1mM) with L. paracasei and L. pentosus by
mass-coupled liquid chromatography (HPLC-DAD-MS).

Both strains had a similar 4 and gmax in cel/mL (0.64, 0.127 and 0.66, 0.123 h'
respectively); but L. paracasei had a better ability to generate colonies (u= 0.111 h')
compared to L. pentosus (u= 0.448 h'l). For the cell viability test, no statistically significant
differences (p> 0.05) were observed between the microorganisms or between the
mangiferin concentrations evaluated. Viability values (%) were found between 97.8 31.52
to 170.13 118.14. With respect to biomass quantification, L. paracasei with MRS (start vs
end) presented values of 3.38 to 4.81 mg/mL and L. paracasei with mangiferin of 2.74 to
5.03 mg/mL. While for L. pentosus with MRS values of 3.26 to 4.81 mg/mL and for L.
Pentosus with mangiferin were obtained values of 3.21 to 4.72 mg/mL, without statistically
significant changes with respect to time (p>0.05). Mangiferin has one glucose per
molecule, which was insufficient to have a stimulating effect on the synthesis of /-
glucosidase. The HPLC-DAD-MS analysis of metabolites from fermentation did not show
the presence of noratiriol, but an isomer potential of mangiferin, with a decreasing behavior
according to time in combination with L. pentosus (10.7 mg/mL at 3 h and 9.4 mg/mL at 14
h) indicating possible biotransformation at longer fermentation times. Within the bacterial
metabolites, lactic acid was identified with significant differences (p<0.05) in the presence
of mangiferin associated with the activation of other metabolic pathways.

The addition of mangiferin to the MRS medium does not affect the growth of bacteria
according to time. L. paracesei and L. pentosus did not biotransfromaron mangiferin to
noratiriol but modified its fermentative metabolism in the presence of mangiferin with time
dependence.

(Keywords: mangiferin, Lactobacillus, microbial metabolites)
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El cultivo de microorganismos en combinacién con C-glucosidos puede ser un proceso de
valor agregado que ofrece la oportunidad de explorar la funcionalidad de las cepas para
mejorar su supervivencia y tasa de crecimiento. La mangiferina, es un compuesto bioactivo
con evidencia cientifica antioxidante, antiinflamatoria y anticancerigena, que al hidrolizarse
se convierte en noratiriol, un metabolito de mayor solubilidad y por ende mayor actividad
bioldgica. Hasta el momento existen muy pocos reportes de bacterias con interaccion
directa en mangiferina. Los esfuerzos de investigacion se centran en buscar fuentes
nutricionales nuevas y efectivas que permitan lograr tanto una alta conversion de sustrato
como una alta produccién de metabolitos bacterianos, por lo que se planteé como objetivo
evaluar el efecto de la mangiferina sobre la viabilidad celular y la produccién de
metabolitos microbianos en Lactobacillus pentosus y Lactobacillus paracasei que a futuro
pueda contribuir a la produccion de extractos y productos alimenticios de alto valor

agregado.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES
2.2 Metabolitos como nutracéuticos

A partir del novedoso desarrollo de la nutricion y las ciencias de los alimentos, se
introducen al mercado alimentos “medicina”, mejor conocidos como alimentos
funcionales (Perez-Leonard Heidy, 2006). Los alimentos funcionales son aquellos que
por sus propiedades nutricionales proporcionan un beneficio adicional a la salud, hasta
inclusive reducir sintomas de enfermedad (Silveira-Rodriguez et al., 2013).

Las plantas como material vegetal brindan un beneficio a la salud debido al contenido de
sustancias quimicas llamadas “bioactivos” que surgen de su propio metabolismo y que
son capaces de desarrollar una actividad especifica en las funciones fisioldgicas del
organismo humano. Su promocion y utilidad es de caracter pragmético con una
prevalencia de mercado notablemente alta (Helal et al., 2019).

Con un enfoque terapéutico y como estrategia emergente a la salud, especialistas en
nutricion humana, ciencia y tecnologia de alimentos han logrado extraer y aislar estas
sustancias metabolicas procedentes de los alimentos vegetales para formular los
[lamados “Productos Nutracéuticos” (Luego-Fernandez, 2007; Pérez-Leonard, 2006).
Los bioactivos se clasifican como nutrientes, compuestos quimicos o prebidticos y su
obtencion deriva de fuentes diferentes, los nutracedticos mas comunes son las vitaminas,
minerales, &cidos grasos, aminoacidos y extractos herbales o boténicos (Rojas-Jiménez,
2015).

2.2.1 Definicién de nutracéuticos

El termino Nutracéutico segin la Fundacion de Medicina Innovadora de los Estados
Unidos se refiere a una categoria de sustancias que parten de un alimento y que se
pueden usar para proporcionar beneficios a la salud, dentro de estos beneficios se
incluye la prevencion, tratamiento de una enfermedad o complemento de algunos
farmacos (Meléndez-Sosa et al, 2020)

De manera sencilla un nutracéutico es la combinacion de un componente nutricional y

otro farmaceutico (Rojas-Jiménez, 2015).

2.3 Mangiferina como nutracéutico



La mangiferina (Figura 2.1) es un polifenol (xantona C-glucésido) de color amarillo
palido resistente a hidrolisis &cida, alcalina y enzimatica. Esta constituida por dos
moléculas de xantona ligadas a cinco moléculas de agua, estabilizada por puentes de

hidrogeno intermoleculares (Canuto, 2009).

Figura 2.1 Estructura molecular de la mangiferina (Gold-Smith et al., 2016)

Se produce mediante el acoplamiento de p-hidroxicinamato con dos moléculas de
malonato, lo que da como resultado benzofenona iriflofenona, que se oxida en la
posicién C-3'y posteriormente glicosilada sobre carbono C-3 que finalmente, genera una

xantona por el acoplamiento oxidativo de carbonos C-4 y C-6” (Canuto, 2009).

Informes previos de investigacion han determinado desglicosilacion, deshidroxilacion,
metilacién, glicosilacién, glucuronidacién y sulfatacion como las diferentes vias de
metabolismo y transformacidon de mangiferina, proponiéndose tentativamente hasta 33
metabolitos (Ver Figura 2.2) de esta xantona (Huynh et al., 2014; Liu et al., 2011). Sin
embargo, el noratiriol es el compuesto mas reconocido y con actividad biol6gica
superior (Gold-Smith et al., 2016; Souza et al., 2020). La bioconversién del polifenol se
lleva a cabo por medio de la enzima f-glucosidasa, sintetizada por bacterias del acido
lactico (BAL) y bifidobacterias, capaces de liberar compuestos hidrosolubles de las
moléculas de glucosa, formando moléculas bioldgicamente méas activas (Correa Deza et
al., 2019; Delgado et al., 2019). Esta enzima juega un papel clave en la hidrolisis del
enlace f-glucosido que une compuestos quimicos de las células vegetales a las paredes
celulares, liberandolos al entorno y aumentando la actividad fendlica (Huynh et al.,
2014).
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Figura 2.2 Rutas metabolicas propuestas de mangiferina en ratas (Liu et al., 2011)

La mangiferina es un compuesto bioactivo identificado en plantas, especialmente
madera y corteza del arbol Mangifera indica L y subproductos de mango, conocida
desde tiempos antiguos por su diversidad de aplicaciones en medicina tradicional y
ayurvédica (Gold-Smith et al., 2016).

Los principales paises productores de mangiferina son la India, México, Cuba y China
2019),
tabletas, tés, cremas y jarabes como suplemento nutricional, cosmético y fitomedicinal
(Forero-L. y Pulido-D., 2016).

Las propiedades de la mangiferina son extensamente utiles a nivel biotecnoldgico,

(Razura-Carmona et al., muchos de estos ya la comercializan en forma de

farmacéutico y nutricional. Actualmente se continta innovando métodos de extraccion
(Gomez-Zaleta et al., 2008; Ruiz-Montafiez et al., 2014), concentracién y preparacion de
estos compuestos para en un futuro proximo formular medicamentos naturales mas
2014; Nufez Sellés et al.,

novedosos (Guevara Garcia et al., 2004; Maurmann et al.,

2007).



2.3.1 Efectos bioldgicos de la mangiferina

La bioactividad de la mangiferina permite que sea coadyuvante para el tratamiento de
enfermedades cronico degenerativas, cronico transmisibles, trastornos gastricos,
trastornos dermatoldgicos, infecciones y diferentes tipos de cancer (Gold-Smith et al.,
2016).

La evidencia cientifica respalda que la mangiferina tiene una capacidad significativa
para captar radicales libres, lo que le confiere una potente accion antioxidante tanto in
vitro como in vivo (Gold-Smith et al., 2016; Nufiez Sellés et al., 2007), ademas de
intervenir en la detencion del ciclo celular reduciendo consigo la proliferacion y
metastasis y promoviendo la apoptosis de células malignas (Gold-Smith et al., 2016;
Guevara Garcia et al., 2004; Maurmann et al., 2014; Nafiez Sellés et al., 2007). Estudios
realizados por Razura-Carmona (2019) y Gold-Smith (2016) han demostrado que la
mangiferina posee una estructura quimica de alta biodisponibilidad con efectos
sinérgicos en medicamentos quimioterapéuticos. Comprobada su baja toxicidad (Razura-
Carmona et al., 2019) resulta conveniente utilizar compuestos a base de mangiferina
como alternativa para contrarrestar efectos bioldgicos patoldgicos.

2.4 Microorganismos considerados como probidticos

La composicion de la microbiota intestinal humana varia individualmente y consta de
cientos de especies de bacterias cuyo nimero es diez veces superior al de las células de

los tejidos que constituyen a nuestro cuerpo (Kazmierczak-Siedlecka et al., 2020).

En la microbiota intestinal dos géneros son de importancia para la salud humana, el
Lactobacillus y el Bifidobacterium (FAO y OMS, 2006), y estdn conformados por
distintas especies: acidophilus, casei, fermentum, gasseri, johnsonii, paracaseli,
plantarum, rhamnosus, salivarius, animalis, bifidum, breve y longum, y otros géneros

como Lactococcus, Streptococcus, y Enterococcus (Castafieda-Guillot, 2018).
2.4.1 Generalidades de los microorganismos probioticos

Cuando se habla del microbioma humano se hace referencia al ecosistema de
microorganismos con sus genes y metabolitos que colonizan el tracto gastrointestinal

(TGI), el genitourinario, la cavidad oral, el tracto respiratorio y la piel. Estos
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microorganismos son aislados de individuos sanos e introducidos nuevamente al TGl
para producir probiéticos (Tonello, 2012).

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), definen a los probi6ticos como
microorganismos Vvivos que, al ingerirse en cantidades adecuadas, confieren un efecto
beneficioso en el huésped. El concepto surge en contraparte del concepto antibiotico
(anti vida), puesto que con los probiéticos se trata a la enfermedad aumentando el
numero de bacterias beneficiosas (pro vida) (Tonello, 2012).

Para ser reconocidos como probidticos deben ser probados en humanos, generar
seguridad, supervivencia durante el transito gastrointestinal, y un alcance de
proliferacion en el intestino y colon de al menos 10° -102 UFC/ mL (Olveira y
Gonzélez-Molero, 2016).

A la luz de los conocimientos mas importantes se sabe que los probi6ticos fungen en la
fermentacion de los sustratos no digeribles de la dieta y a partir de ello producen
metabolitos con diferentes efectos de proteccion contribuyendo al desarrollo de
inmunidad, la inhibicion de agentes patogenos, tdxicos y cancerigenos, efectos de
nutricion al producir &cidos grasos de cadena corta y energia, mejoran la digestion y
absorcion de nutrientes, contribuyen en la sintesis de vitaminas B y K, y mejoran el
metabolismo (Rondon et al., 2015).

Los microorganismos probidticos reciben su nombre por sus género, especie y cepa
(National Institutes of Health, 2019). Los Lactobacillus son unas de las bacterias mas
valiosas y que generalmente se reconocen como seguras para uso en la industria
alimentaria (Ma et al., 2021).

2.4.2 Lactobacillus en el tracto gastrointestinal

Dentro de los Lactobacillus mas reconocidos se encuentran bacterias de metabolismo
fermentativo que a partir de carbohidratos y en condiciones anaerobias o con muy baja
concentracion de oxigeno son capaces de producir acido lactico sin producir toxicidad
(Abriouel et al., 2017). Suelen encontrarse en materia vegetal, lacteos, alimentos
fermentados y alimentos en descomposicion, pero también en el intestino delgado y

membranas de mucosas animales y humanas (llha, 2015). Se consideran seguras y



benéficas para la salud, ya que ademas de participar en la digestion de los alimentos y la
sintesis de algunas vitaminas, ayudan a equilibrar la microbiota intestinal y desde este
punto a modular el sistema inmune, inhibir bacterias patdgenas, reducir la propagacion
de algunos tipos de cancer, y otras enfermedades relacionadas al tracto gastrointestinal

como la inflamacién y el estrefiimiento (Murata, 2016).

Ribosomas

Citoplasma

DNA

Pared celular
Membrana celular

Capsula

Figura 2.3. Estructura de Lactobacillus

Las bacterias del acido lactico (BAL) pueden crecer en un rango de temperatura de 37 a
43°Cy pH de 3.8 (Llerenaet al., 2017).

Lactobacillus paracasei y Lactobacillus pentusus son dos géneros de bacterias
heterofermentadoras facultativas que se desarrollan en matrices de origen vegetal,
capaces de producir didéxido de carbono a partir de sustratos de las frutas, verduras,
cereales y leguminosas (Bernal Castro et al., 2017). La glucosa de estos alimentos ejerce
un efecto protector que les confiere una capacidad de supervivencia en condiciones
gastricas e intestinales debido a la presencia natural de altas cantidades de prebidticos

(oligosacaridos) (Montoro et al., 2016).
2.4.2.1 Lactobacillus paracasei

Son especies gram positivas que trabajan por comensalismo, heterofermentativas por
convertir hexosas y algunas pentosas en &cido lactico, acido acético, etanol y CO? (llha,
2015). Morfoldgicamente tienen forma de bacilo con un ancho de 2 a 4 um y una

longitud de 0.8 a 1 um.



Algunas son incapaces de producir cromoproteinas y enzimas catalasas, pero pueden ser
aerotolerantes y producir peroxidasas o pseudocatalasas (Silva, 2011). Su temperatura
Optima de incubacion es de 37°C a un tiempo minimo de 48 h. Poseen una supervivencia
de pH 4acido de 1.5 hasta 6.8 y tolerancia biliar del 20% por dos horas de exposicién
gastrointestinal (Ljungh et al., 2002).

Poseen la capacidad de producir bacteriocinas que evitan la propagaciéon de patdgenos
(Heredia-Castro et al., 2017) y participan en la transcripcion del factor NF- kB de los
macrofagos haciendose participes en la respuesta inmune y control de la proliferacion
celular siendo este lactobacilo un excelente probiotico en la salud gastrointestinal (Cerbo
y Pelmieri, 2013) .

2.4.2.2 Lactobacillus pentosus

Especie heterofermentadora en forma de bastoncillo (Tajabadi et al., 2013), que se
pueden incubar a temperaturas de 30 a 37°C con velocidad de crecimiento de 1 a 6 dias
con al menos 7 a 9 log*® UFC/ mL, con una posibilidad de mantenimiento de 4 a 10°C,
pueden sobrevivir a un pH de 1.5, a 8. 4% de sal biliar y 6.5% de NaCl (Abriouel et al.,
2017; Montoro et al., 2016). Poseen genes para la degradacion de compuestos fenolicos
y genes que codifican enzimas hidrolasas, esterasas y carboxilasas involucradas en el
metabolismo de los carbohidratos con la capacidad de fermentar lactosa, glucosa,
fructosa, galactosa y sacarosa (Carrasco et al., 2018).

Sus proteinas codifican ligandos los cuales les brindan la capacidad de unién a la
mucosa intestinal, produccién de sustancias antimicrobianas y degradacion de sustancias
antinutritivas. Lactobacillus pentosus CF2-10N, CF1-6 y AP2-16N son las mas cepas
probidticas mas prometedoras (Abriouel et al., 2017; Montoro et al., 2016)
Recientemente estos dos Lactobacillus han sido combinadas como un probidtico
recibiendo gran atencion por su actividad antioxidante, antitumoral y antiulcerosa. Estos
Lactobacillus son capaces de producir inmunoestimulacion, inmunomodulacion, reducir
colesterol y sintetizar vitaminas permaneciendo vivos y multiplicandose en el intestino
sin generar ningun efecto secundario (Abd-El Ghany et al., 2015; Abd-EL Ghany et al.,
2014; Vazquez-Lopez, V.M., Gomez-Cruz, L.A., Lopez-Zlhiga, E.J., Garcia-Parra, E. y

Vela-Gutiérrez, 2019). En el campo clinico son indicados como tratamiento para



diferentes afecciones intestinales (Castafieda-Guillot, 2018). Estudios aleatorizados y
controlados de Olveira y Gonzélez Molero (2016) y Diaz Ferrer et al. (2012) han
comprobado la funcionalidad terapéutica complementaria de estos probidticos en

diferentes tipos de diarrea, trastornos e infecciones intestinales.
2.4.3 Productos metabdlicos de los Lactobacillus

La ruta del metabolismo del carbono incluye complejos enzimaticos que son de gran
importancia para la utilizacion de carbohidratos. La familia de enzimas activas
codificadas por los Lactobacillus juega un papel crucial en su descomposicion y para la
produccién de nuevos componentes que puedan ser absorbidos por el epitelio intestinal
(Bhattacharya et al., 2015).

La hidrolisis anaerdbica de los carbohidratos por bacterias se conoce convencionalmente
como fermentacion siendo los principales productos finales los AGCC, acido lactico,
acético, propidnico y butirico, los gases de H2, y CO? amoniaco, aminas, fenoles y
energia, que las bacterias utilizan para el crecimiento y el mantenimiento de la funcion

celular.
2.4.3.1 Acido lactico

Las bacterias del acido lactico (BAL), fermentan azlcares de hexosa, como la glucosa.
Este proceso inicia por fosforilacion a expensas de ATP para formar glucosa-6-fosfato y
finalmente acido pirdvico. La conversién de glucosa a acido piravico en la fermentacion
homolactica transcurre por la via glicolitica y posteriormente el acido pirdvico en
presencia del enzima lactatodeshidrogenasa, actia como aceptor de electrones en la
reoxidacion de NADH, convirtiéndose en é&cido lactico (Almeida et al., 2011;
Hernandez, 2003; Jawad et al., 2013).

2.5 La biotecnologia de los simbiéticos

La simbiosis tiene un papel extensamente crucial con las principales innovaciones
evolutivas, su estudio se ha convertido en una disciplina cientifica que
biotecnoldgicamente manifiesta un potencial de amplio espectro y experimentacion que

puede implementarse en cualquier ambito que se desee (Tikhonovich et al., 2016).
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2.5.1 Definicién de simbidticos

Segun la Revista de Nutricion y Endocrinologia los simbioticos son mezclas de
microorganismos Vvivos Yy sustratos, definicidn integrada a preparaciones farmacéuticas y
alimentarias que en forma combinada contienen probioticos y prebioticos, y son
elaborados para modular la microbiota intestinal e impactar de forma positiva en la salud
(Gotteland, 2010; Olveiray Gonzélez-Molero, 2016).

2.5.2 Tipos de simbidticos

Los componentes de los simbidticos poseen al menos una propiedad significativa.
Existe simbiosis por mutualismo cuando ambas partes obtienen beneficio de la relacion,
por comensalismo, donde solo uno de los implicados obtiene beneficio, y parasitismo
cuando uno de los simbiontes se beneficia a expensas del otro (Tikhonovich et al.,
2016).
Los principales simbidticos empleados en estudios clinicos incluyen mezclas de
Lactobacillus y fibras de plantas bioactivas (Rodriguez-Martinez et al., 2018), algunos
ejemplos de estos son:

e Lactobacillus y fruto-olisacaridos

e Lactobacillus y bifidobacterias

e Lactobacillus y betaglucanos
2.5.3 Efectos benéficos de los simbidticos en la salud

Los simbidticos poseen propiedades curativas. Su incorporacién a los alimentos ha
resultado una alternativa novedosa y saludable con resultados realmente satisfactorios
(Rodriguez-Martinez et al., 2018).

Numerosos estudios han demostrado que el consumo de simbidticos contribuye en la
modulacion del sistema inmunitario, ayuda a reducir el pH, promueve el crecimiento de
bifidobacterias a nivel gastrointestinal e inhiben la proliferacion de microorganismos
potencialmente patdgenos, favoreciendo la estabilizacidn del entorno intestinal (Hdez. et
al., 2015).

Los mecanismos de accion integran células de la microbiota, células epiteliales,

dendriticas e inmunoldgicas (Rosas, 2011) por lo que su implicancia terapéutica juega
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un papel relevante en la fisiopatologia de enfermedades cronicas, infecciosas,
transmisibles e inflamatorias (Hu et al., 2021; Mamic et al., 2021).

2.6 Proceso de inflamacion y sus reguladores

El proceso de inflamacion comprende a una serie de reacciones que ante un estimulo de
agresion intentan recuperar la homeostasis del organismo (Gonzélez-Costa y Padron-
Gonzélez, 2019; Robledo-Vega, 2008).

En relacion a este proceso se encuentran vinculados el sistema nervioso, cardiovascular,
endocrino, hemolinfopoyético y el sistema inmune (Gonzélez-Costa y  Padron-
Gonzélez, 2019).

Ocurre exclusivamente en los tejidos conectivos vascularizados donde se presentan tres
acontecimientos: eliminacion de la causa inicial de la lesion celular, eliminacion del
tejido dafiado y generacion de tejido nuevo.

Segun la cronicidad de evolucién el proceso inflamatorio puede ser agudo o cronico. En
caso de un proceso inflamatorio agudo de respuesta temprana e inmediata, acontece en
una fase vascular, que comienza con un incremento del flujo sanguineo seguido por
vasodilatacion, se genera calor y eritema, hay un aumento de la permeabilidad vascular y
escape de fluido rico en proteinas (exudado), la presion osmotica intersticial y la presién
capilar aumentan, produciendo tumefaccion, dolor y anomalias de la funcion, se presenta
estasis del flujo sanguineo, coagulacion y diseminacion de particulas extrafias o
microorganismos infectantes. Posteriormente comienza la fase celular (Figura 2.4), el
tejido tisular se contrae y genera espacios para que los glébulos blancos (leucocitos) en
este caso neutrofilos que se encuentran en marginacion, migren por rodamiento hasta
adherirse al sitio de lesion mediante quimiotaxis (Grossmany Mattson-Porth, 2014).

El proceso inflamatorio cronico prolongado, también consta de dos fases, pero en
contraste con el anterior, envuelve células inmunes diferentes: macréfagos y linfocitos, e
implica la proliferacion de fibroblastos en lugar de exudados (Grossman y Mattson-
Porth, 2014). En este mecanismo se incluye la eliminacion de microorganismos
resistentes, células andémalas o tejido muerto y reparacion mediante la secrecion de

citoquinas, e interacciones con los linfocitos T (Vinay et al., 2013).
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El riesgo de cicatrizacion y deformidad suele ser mayor en este proceso (Grossman y
Mattson-Porth, 2014).

Flujo sanguineo
—_—

T Células
-V ~ endoteliales
B 9N
Rodamiento ‘ Adhesion firme Transmigracion
(Selectinas) (Integrinas B1, B2) (PCAM-1, etcétera)

Capilar

Neutrofilo

> fz,,

it
Neutrdfilo

5
\1’;/{” 2) Migracion

1 Margmac;on‘ Bacterias
~ l‘

(3) Quimiotaxis

Figura 2.4. Fase celular: marginacion, adhesion y migracion leucocitarias (Grossman y
Mattson-Porth, 2014)

2.6.1 Generalidades de la inflamacion

Con base en lo anterior se puede describir a la inflamaciébn como una respuesta
multisistémica defensiva y reparadora, caracterizada por manifestaciones clinicas como
eritema (rubor), calor, dolor, tumor (tumefaccion) e inmovilidad (Garcia-Barreno, 2010).
Los agentes causales que pueden desarrollar un proceso inflamatorio pueden ser
exogenos comunmente agentes fisicos, quimicos, bioldgicos 0 mecanicos, y endogenos
derivados celulares, tisulares, plasméaticos o de la matriz extracelular (Grossman y
Mattson-Porth, 2014; Robledo-Vega, 2008).

La inflamacion es clasificada segun el area de dafio, la severidad y su duracion.
Regularmente, las condiciones inflamatorias se nombran agregando el sufijo «itis» al

Organo o sistema afectado (Grossman y Mattson-Porth, 2014).

2.6.2 Mecanismo de regulacion de la inflamacion
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La respuesta inflamatoria comprende mecanismos de regulacion altamente controlados.
De forma esquematica y general, cada mediador pasa por un proceso de activacion,
descomposicion, inactivacion enzimatica, eliminacion y finalmente inhibicién.

Los mediadores mayormente caracterizados en el proceso de inflamacién son la
histamina, serotonina, prostaglandina, leucotrienos, factor de actividad plaquetaria,
metabolitos del oxigeno, 6xido nitrico, citocinas y quimiocinas (Cervantes et al., 2014;
Garcia-Barreno, 2010; Gonzalez-Costa y Padron-Génzalez, 2019). Su actividad consta
en ir equilibrando el proceso hasta su finalizacion evitando con ello una respuesta

exagerada o perjudicial (Cervantes et al., 2014).
2.7 Metabolismo de la mangiferina por Lactobacillus en el proceso inflamatorio

Se ha demostrado que la mangiferina posee mecanismos de accion antiinflamatoria y
analgésica mostrando un potencial terapéutico en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias relacionado con la adhesion celular y el trafico de leucocitos (Benites-
Vilchez et al., 2010). Generalmente la mangiferina es absorbida por el cuerpo en su
forma aglicona. El noratiriol es un metabolito resultante de la C-desglicosilacion de
mangiferina con mayor solubilidad en agua y por ende mayor actividad biol6gica. La
hidrolisis de conversion de glucésido a aglicona se lleva a cabo por la actividad de la j-
glucosidasa, enzima citosolica de las bacterias que permite una absorcion mas efectiva
dejando una estructura menos compleja y con menor peso molecular (Correa Deza et al.,
2019; Delgado et al., 2019; Huynh et al., 2014). Recientemente se han utilizado procesos
de fermentacién bacteriana para la liberacidén y conversién de compuestos fendlicos,

mecanismo que se ilustra en la Figura 2.5 (Huynh et al., 2014).

Hasta el momento existen dos aislados bacterianos del intestino humano, el
Bacteroides sp. MANG (Sanugul et al., 2005) y la cepa CG19-1 de Lachnospiraceae
(Braune y Blaut, 2011), y un aislado de intestino de raton, la bacteria KM 7-1 del
género bacillus (Uswatun Hasanah, 2021). En este sentido, se puede demostrar que las
bacterias utilizadas como probioticos son capaces de realizar la desglicosilacion
generando ademas un efecto simbiotico al funcionar la mangiferina como matriz y
medio de crecimiento proporcionando como alimento glucosa (Kim et al., 2017) para la

produccion de fermentados que puedan actuar a través de la inhibicion de la inflamacion
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de las células inmunitarias y proteger al huésped de patobiontes y patgenos entéricos

(Zagato et al., 2014).

| Microorganism I | Source of phenolic compounds

4>| Fermentation )4*

l Cell wall-degrading enzymes |

l

l Hydrolysis of glycosidic bond

|
| !

| Release of bound phenolics

l Production of aglycone form ‘

Figura 2.5. Diagrama esquematico de la liberacion y bioconversion de compuestos

fendlicos (Huynh et al., 2014)
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

El cultivo de microorganismos en combinacién con C-glucosidos puede ser un proceso de
valor agregado que ofrece la oportunidad de explorar la funcionalidad de las cepas para
mejorar su supervivencia, tasa de crecimiento e interaccion con otros sustratos. Los
esfuerzos de investigacion se centran en buscar una fuente nutricional nueva y efectiva que
permitan lograr tanto una alta conversién de sustrato como una alta produccion de

metabolitos bacterianos.

A la luz de los conocimientos mas importantes se sabe que los Lactobacillus fungen en la
fermentacion de los sustratos y a partir de ello producen metabolitos con diferentes efectos
de proteccion, mostrando capacidad de codificar enzimas que modifican carbohidratos para

la produccion de nuevos componentes.

La mangiferina ha sido extensamente estudiada por sus propiedades terapéuticas,
quimicamente es un compuesto bioactivo constituido por una xantona y una molécula de
glucosa, que al desglicosilarse se convierte en noratiriol, compuesto con actividad bioldgica

superior.

En este estudio se pretende evaluar el efecto de la mangiferina sobre la viabilidad celular y
la produccion de metabolitos microbianos en bacterias lacticas del género Lactobacillus.
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CAPITULO 4. HIPOTESIS

La adicién de mangiferina en medio MRS favorece el crecimiento de L. pentosus y L.
paracasei durante el tiempo, lo que permite la biotransformacion de mangiferina a

noratiriol y la produccion de metabolitos microbianos en un sistema de fermentacion

anaerobio.
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CAPITULO 5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la mangiferina sobre la viabilidad celular y la producciéon de

metabolitos microbianos en bacterias lacticas del género Lactobacillus

5.2 Objetivos especificos

Evaluar los parametros cinéticos en L. paracasei y L. pentosus en un sistema anaerobio

durante 12 horas de fermentacion

Determinar la influencia de la concentracion de mangiferina y el tiempo de fermentacion

sobre el crecimiento de L. paracasei y L. pentosus

Identificar noratiriol y metabolitos bacterianos en mezclas de extractos de fermentacion de

L. paracasei y L. pentosus con mangiferinaa 1 mM

21



CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS

22



CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS

6.1 ETAPA 1: EVALUACION DEL EFECTO DE LA ADICION DE
MANGIFERINA SOBRE LA VIABILIDA CELULAR DE LOS Lactobacillus

6.1.1. Etapa preliminar: reactivacion de los microorganismos y preparacion del

in6culo bacteriano

Para la reactivacion de los microorganismos de interés se tomaron 5 pL del stock en
criopreservacion de cada microorganismo y se colocaron en tubos con 5 mL de caldo MRS.
Posteriormente en condiciones de anaerobiosis los tubos se incubaron a 37 °C durante un
lapso de 48 h. Se tomé una alicuota (50 L) de cada tubo y se sembraron en placa con agar
MRS, incub&ndose durante 24 h en las mismas condiciones que la incubacion en tubos; esto
con la finalidad de obtener placas con el microorganismo reactivado posterior a una etapa
de criopreservacion. Transcurrido el tiempo de incubacion, las placas se mantuvieron en

anaerobiosis a temperatura ambiente para su posterior uso.

6.1.2. Evaluacion de la viabilidad celular de Lactobacillus pentosus y Lactobacillus

paracasei

Para conocer la velocidad de crecimiento de los microorganismos de interés, fue necesario
realizar curvas de crecimiento, para asi obtener los diferentes parametros cinéticos que

permitieron establecer el tiempo de la fase logaritmica.

Para la viabilidad celular, se inocularon tubos con caldo MRS utilizando el respectivo
microorganismo (Lactobacillus pentosus y Lactobacillus paracasei), dejandose en
incubacién anaerdbica a las condiciones ideales de crecimiento, hasta que alcanzaron la
densidad celular necesaria para la preparacion de los diferentes tratamientos. Alcanzada la
densidad celular, se realiz6 un ajuste de concentracion de 2 x 10® Células/mL, para
posteriormente ser colocados en celdas de microplaca con las diferentes concentraciones de
mangiferina disuelta en dimetilsulféxido (DMSQO) y con una concentracion de 0.5 mg/mL
de sales de tetrazolio. El volumen final de cada pocillo fue de 250 pL y se dejo en
incubacion durante 4 horas a las mismas condiciones de anaerobiosis, posterior a este

tiempo se tomaron lecturas a 570 nm. Los resultados se expresaron como % de viabilidad.

6.1.3. Evaluacion de la bioconversion de mangiferina
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A partir de la concentracion estandar de mangiferina (1 mM), se incubaron 2 x 10°
Células/mL de cada microorganismo y se evalud el tiempo del microorganismo en
bioconvertir la mangiferina, para ello se tomaron alicuotas a los tiempos 3, 4, 5, 6, 7, 12y
14 horas respectivamente. La alicuota, fue centrifugada y el sobrenadante filtrado fue
colocado en microplacas para medir la concentracién de mangiferina y la concentracion de
noratiriol a 370 y 310 nm respectivamente. Para la cuantificacion de la concentracion de
mangiferina y noratiriol, se realizd una curva de calibracion a diferentes concentraciones de

mangiferina. Los resultados fueron expresados como mg de mangiferina/mL.
6.1.4 Célculo de biomasa

Se evalud el crecimiento de los L. pentosus y L. paracasei incorporando mangiferina a 0.1
mM y medio comercial MRS como control mediante la cuantificacion de biomasa estimada
en peso seco (g/mL) utilizando 10 mL de cada tratamiento por cepa distribuidos en
microtubos en tiempos de 3, 4, 5, 6, 7, 12 y 14 horas. Los tubos se centrifugaron a 6000
rpm con una temperatura de 25°C durante 10 minutos y tras retirar el sobrenadante, se
colocaron en un cestillo metalico y se secaron en estufa a 105°C hasta alcanzar su peso

constante.

6.2 ETAPA 2: ANALISIS POR HPLC-DAD-MS DE LOS METABOLITOS DE LA
BIOCONVERSION

La identificacién de metabolitos generados durante la bioconversion se realizé utilizando
un sistema HPLC-DAD-MS de acuerdo con la metodologia propuesta por Blancas-Benitez
et al., (2018) con algunas modificaciones. Se utilizd un sistema HPLC Agilent serie 1260
(Agilent Technologies, EE.UU.) equipado con un detector de arreglo de diodos UV-Vis
(DAD) Agilent G4212-60008 y acoplado con un LC/MS de cuadrupolo simple Agilent
6120 equipado con una ionizacién por electroaspersion. Se utilizé la interfaz en modo de
ionizacion negativa (N2 como flujo de gas de secado, 13.0 L/min; presion del nebulizador,
40 psi; temperatura de secado de gas de 350 °C; voltaje capilar, 3500 V). Los sobrenadantes
de fermentacion y el estandar de mangiferina se filtraron a través de un filtro de membrana
de nylon de 0.45 um (Merck Millipore Ltd., Irlanda) y se inyectaron automaticamente 10
pL en una columna Poroshell 120 EC-C18 (4.6 mm x 150 mm, particula tamafio 2.7 m). El

gradiente de elucion se llevo a cabo usando agua con &cido formico al 0.1% como
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disolvente Ay acetonitrilo como disolvente B. El anélisis de datos se realizé utilizando el
software OpenLab CDS, ChemStation Edition. La identificacion de noratiriol y metabolitos
de fermentacion se basé en el tiempo de retencion (TR) en DAD y en la sefal
espectrométrica de masas (escaneo el rango de 100-1000 m/z) directamente en
comparacion con el TR del estandar analitico y de autores que han reportado para las
muestras estudiadas. Segun la literatura, se buscd la presencia de compuestos como
mangiferina, noratriol y acidos organicos en diferentes concentraciones dependiendo del

tiempo de bioconversion.

6.3 Analisis estadistico

Se determiné la importancia estadistica de las diferencias entre las muestras utilizando un
analisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la prueba de FISHER LSD y un
andlisis de varianza de dos vias para estudiar la relacion entre el crecimiento microbiano
con mangiferina conforme al tiempo, utilizando el software de andlisis de datos
STATISTICA (StatSoft, Inc. version 12). Todos los experimentos se realizaron por
triplicado. Los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar (SD), con un

valor significativo en términos de la prueba de Fisher, p<0.05.
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CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

71 ETAPA 1: EVALUACION DEL EFECTO DE LA ADICION DE
MANGIFERINA SOBRE LA VIABILIDA CELULAR DE LOS Lactobacillus

7.1.1. Etapa preliminar: revitalizacion de los microorganismos y preparacion del

in6culo bacteriano

El Lactobacillus paracasei tanto como el Lactobacillus pentosus presentaron una tendencia
de crecimiento expresado como Células/mL, sin diferencias estadisticas con respecto al

tiempo (p>0.05) iniciando la fase exponencial a las 2 h y finalizando a las 6 h (Figura 1a).
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Figura 7.1 Crecimiento Lactobacillus pentosus y Lactobacillus paracasei en Células/mL
(@) y UFC/mL (b).

En lo que respecta al crecimiento expresado en UFC/mL se puede observar que el
Lactobacillus paracasei presenté una tasa de crecimiento superior al Lactobacillus
pentosus (Figura 1b). En este sentido, Palud et al., (2020) realizaron un estudio con L.
paracasei identificando un perfil de genes relacionados con el transporte de moléculas, la
estructura y funcion de la pared celular implicados en respuesta a la deshidratacion los

cuales contribuyen a estabilizar a la bacteria en respuesta a fluctuaciones hidricas.
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Los resultados presentados en la Cuadro 7.1 muestran que el Lactobacillus paracasei y
Lactobacillus pentosus presentan una velocidad especifica de crecimiento de 0.064 y 0.066
h! en Células/mL respectivamente, valor cercano al reportado por Velasquez-Tellez et al.,
(2015) quienes alcanzaron una velocidad especifica de crecimiento de 0.061 h con

Lactobacillus casei ATCC 393 en suero clarificado.

Cuadro 7.1 Pardmetros cinéticos de Lactobacillus paracasei y Lactobacillus pentosus

Paracasei Pentosus

Células/mL UFC/mL Células/mL UFC/mL

0.064x +7.8618  0.111x +6.8915  0.066x + 8.1184  0.448x + 5.2955

Ecuacion R2=10.957 R2=0.979 Rz =0.988 Rz =0.894
-1 -1 -1 -1
1) 0.064 h 0.111h 0.066 h 0.448 h
1 -1 -1 -1
p Max 0.127 h 0.145h 0.123 h 0.189 h
K 0.008 g/mL 0.016 g/mL 0.008 g/mL 0.085g/mL

El crecimiento maximo de los Lactobacillus paracasei como Lactobacillus pentosus se
encontré en rangos de 0.127 y 0.123 Células/mL h’, respectivamente. La velocidad
maxima de crecimiento para los Lactobacillus utilizando glucosa como fuente de carbono
reportada James et al., (2017) y Pak et al., (2013) fue de 0.25 a 0.30 h'%, lo que significa que
los Lactobacillus utilizados en este trabajo requieren mayor tiempo para alcanzar la fase de
crecimiento exponencial.

Ambos Lactobacillus pertenecientes al mismo género y con las mismas caracteristicas
propias de crecimiento, tales como el tiempo y temperatura de incubacion, tipo de
respiracion y pH fueron inoculados en fase logaritmica metabdlicamente activos utilizando
un medio con los mismos nutrientes, razén que podria explicar por qué siguieron una

misma tendencia de velocidad.
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En lo que respecta a la velocidad méxima en UFC/mL, el L. paracasei tuvo mejor
capacidad de adaptacion y duplicacion en respuesta al nuevo medio con un tiempo de 0.145
UFC/mL ht, contrario a L. pentosus con 0.189 UFC/mL h™ lo que le otorga una ventaja

competitiva para utilizar el sustrato.

La constante de saturacion Células/mL de ambas bacterias coincidieron con un resultado de
0.08 g/mL, lo que puede asociarse a sus mismas caracteristicas de nutricion y actividad
metabolica. Sin embargo, fue en UFC/mL donde se observé una variacion significativa
puesto que el L. paracasei presentd una constante de saturacion menor (0.16 g/mL) en
comparacion con el L. pentosus (0.85 g/mL) lo que podria estar relacionado a que este
ultimo posee mayor dificultad para adaptarse al cambio de medio y por ende mayor gasto

energético, demanda y exigencia de nutrientes.

Dentro del analisis estadistico se obtuvo un valor de R cuadrado que indica un buen ajuste
del modelo (0.95 para Células/mL L. paracasei, 0.97 para UFC/mL L. paracasei, 0.98
Células/mL L. pentosus y 0.89 UFC/mL L. pentosus).

7.1.2. Evaluacion de la viabilidad celular de Lactobacillus pentosus y Lactobacillus

paracasei

Los resultados reportados en el Cuadro 7.2 representan el crecimiento de las bacterias
lacticas (%) al incorporar diferentes concentraciones de mangiferina (70-0-5 mM)
mostrandose sin diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) y determinando que la
mangiferina no posee la capacidad de incrementar, pero tampoco disminuir el crecimiento
del Lactobacillus pentosus (127.07 con 35 mM y 141.57 % con 17 mM) y Lactobacillus
paracasei (97.8 con 70 mM y 170.13% con 35 mM). Uswatun-Hasanah, (2021) comparo el
crecimiento de tres especies taxondmicamente similares, el Bacilo sp. KM7-1, B. hisashii
N-11 y B. thermoamylovorans en condiciones aerobicas y anaerobicas a 37 y 50 °C
utilizando como sustrato mangiferina a 1 mM obteniendo en Bacilo sp. KM7-1 valores de
crecimiento mas significativos con la temperatura mas alta y en condicion aerdbica. Bajo
este contexto, se puede hipotetizar que la glucosa de la mangiferina Unicamente funciona
como fuente de mantenimiento para los Lactobacillus utilizados en este trabajo,

caracteristica que puede relacionarse a su tipo de respiracion celular y la menor eficiencia
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de produccion de moléculas de ATP para su crecimiento pero que suele utilizarse para la
produccion de metabolitos de fermentacion (Ferrera-Rodriguez et al., 2021).

Se necesita mas investigacion para dilucidar el potencial efecto de interaccion y

estimulacion en el crecimiento de los Lactobacillus pentosus y Lactobacillus paracasei.

Cuadro 7.2 Crecimiento (%) del Lactobacillus pentosus y Lactobacillus paracasei a

diferentes concentraciones de mangiferina (mM). !

Concentracion de Crecimiento (%)
mangiferina (mM) L. pentosus L. paracasei
70 136.38 £+ 17.02a A 97.8+31.52aA
35 127.07 £47.74 a A 170.13 £118.14a A
17 141.57 £55.63 a A 167.17 £111.88a A
8 131.78 £39.88a A 126.67 £54.63 a A
4 134.42 £34.08 a A 118.72 +45.51 a A
2 130.87 £23.94a A 124.39 +60.06 a A
1 140.79 £45.95a A 159.28 £113.05a A
0.5 137.21 +47.73a A 124.86 +46.84a A
0 108.05 +24.28 a A 80.54 +20.12a A

! Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas en las concentraciones de mangiferina por tipo de microorganismo. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre el tipo de microorganismo por concentracién de mangiferina.

7.1.3 Calculo de biomasa

Se evalud la concentracion de biomasa de los L. pentosus y L. paracasei con la adicion de
mangiferina a 1 mM en un periodo de 14 horas. La Figura 2 a y b presentan la media de los
valores de biomasa expresados en mg/mL sin diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05) con respecto al tiempo. Aungue no se presentaron cambios significativos, se
observd una tendencia de crecimiento de 3.38 a 4.81 mg/mL para L. paracasei con medio
MRS y de 2.74 a 5.03 mg/mL para L. paracasei con mangiferina considerando las 3 y 14
horas de fermentacion. Mientras que para L. pentosus con medio MRS fue de 3.26 a 4.81

mg/mL y 3.21 a 4.72 mg/mL para L. pentosus con mangiferina. Con estos resultados se
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determiné que la concentracion de mangiferina 1 mM como fuente alternativa de carbono
no afecta al crecimiento de las bacterias con respecto al tiempo evaluado ya que permite
que los microorganismos se mantengan viables sin exhibir un efecto inhibitorio y con una
buena tendencia de adaptabilidad, que desde un punto de vista industrial en el que el
objetivo de la fermentacidn es Unicamente la produccion de metabolitos sin incremento de
la masa celular la mezcla de mangiferina con Lactobacillus pentosus y Lactobacillus

paracasei podria considerarse viable (Hofvendahl y Hahn—Hdégerdal, 2000).
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Figura 7.2 Crecimiento L. pentosus (a) y L. paracasei (b) expresado en biomasa con una
concentracion de mangiferina en 1 mM. L. paracasei (PR), L. paracasei con mangiferina

(PRMG), L. pentosus (PN), L. pentosus con mangiferina (PNMG)
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Los compuestos polifendlicos pueden activar o inhibir el metabolismo de un
microorganismo dependiendo de sus estructuras y concentraciones (Collombel et al., 2018).
Nifo-Herrera, et al., (2020) evaluaron el efecto del &cido galico y resveratrol sobre el
crecimiento de microorganismos probioticos Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei y la
mezcla de cepas Lactobacillus delbrueckii / Streptococcus thermophilus, con el fin de
conocer su comportamiento de crecimiento, encontrando un porcentaje de inhibicién de
2.79 % con la maxima concentracion probada de acido galico (0.01 mM) y determinando
que, este polifenol no genera inhibicion, pero tampoco una estimulacion del crecimiento
como se probd en este trabajo con la mangiferina, sin embargo, la concentraciones mas
altas de resveratrol probadas (0.008 mM) obtuvieron un porcentaje de inhibicion de hasta
77% demostrando un efecto antimicrobiano contraproducente cuando se trata de

microorganismos probioticos.

Por otro lado, es importante tomar en cuenta que el caldo MRS es un sustrato altamente
nutritivo para los Lactobacillus que, si se compara con la mangiferina esta ultima no posee
en su estructura ninguna otra fuente de crecimiento como el nitrégeno, factor nutricional
deseable que debe estar presente para la duplicacion de bacterias lacticas (Carabajal-Torrez
et al., 2021; Gonzélez-B. et al., 2008). Las cepas de Lactobacillus poseen un requerimiento
nutricional complejo (Pescuma et al., 2008), lo cual podria significar que estas bacterias
poseen mayores exigencias nutricionales que no se alcanzan a cubrir con las
concentraciones de mangiferina utilizadas. Ayala-Monter et al., (2018) realizaron un
estudio en el que compararon el crecimiento in vitro del L. salivarius sustituyendo como
fuente de energia la glucosa del medio MRS por inulina observando un crecimiento
favorecedor relacionado a la estructura mixta de estos polimeros. Considerando que la
mangiferina Unicamente cuenta con una glucosa por cada molécula, se podria determinar
que las concentraciones utilizadas son insuficientes para ejercer un efecto estimulante en el

crecimiento de los L. paracasei y L. pentosus.

7.2 ETAPA 2: ANALISIS POR HPLC-DAD-MS DE LOS METABOLITOS DE LA
BIOCONVERSION

La concentracion final de mangiferina con Lactobacillus paracasei no mostrd diferencias

significativas conforme al tiempo (p> 0.05), sin embargo, la concentracion de mangiferina
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con Lactobacillus pentosus tuvo un aumento significativo (p< 0.05) de las 3 a las 14 horas
(Ver Cuadro 7.3) figurando interaccion metab6lica que podria comprobarse en futuras
investigaciones con tiempos de fermentacion mas prolongados. Actualmente se han
realizado andlisis de los genomas disponibles del L. pentosus evidenciando genes
involucrados en el metabolismo de compuestos fendlicos, metabolismo del carbono,
transporte y enzimas activas de carbohidratos relacionados a su capacidad de supervivencia
(Ye et al., 2020) y se ha determinado que la enzima 6-P-# glucosidasa es codificada por el
gen LPENT 00991, el cual unicamente ha sido detectado en un 53% de las cepas
estudiadas, siendo inexistente para el 47% restante, lo que podria suponer que el
Lactobacillus pentosus utilizado en este trabajo no trascribe este gen.

Cuadro 7.3 Concentracion de mangiferina (mg/mL) tras la introduccion Lactobacillus

pentosus y Lactobacillus paracasei *

) Mangiferina (mg/mL)
Tratamientos

3 horas 14 horas
L. paracasei con MRS ND ND
L. pentosus con MRS ND ND
L. paracasei MRS y mangiferina 2257+3.14aA 25.04+156aA
L. pentosus MRS y mangiferina 20.40+£0.30a A 23.6+3.48aB

1
Letras minusculas diferentes por columna indican diferencias en un tiempo por tratamiento

Letras mayusculas diferentes por fila indican diferencias en un tratamiento por tiempos

No se observO presencia de noratiriol; sin embargo, se dilucidaron tentativamente dos
metabolitos de la mangiferina (Cuadro 7.4) sobre la base de sus caracteristicas de tiempos
de retencion (13.8 y 15.2). Diversos estudios han demostrado que el metabolismo de la
mangiferina implica varias vias de biotransformacion y suele variar conforme al tiempo y
en relacion a la especie (Liu et al., 2011; Sanugul et al., 2005; Souza et al., 2020). Liu et al.,
(2011) realizaron una investigacion sistematica in vivo e in vitro de los metabolitos de la
mangiferina detectando un total de treinta y tres metabolitos sobre la base de las
caracteristicas de sus iones precursores, iones de productos y tiempos de retencion
cromatografica, sugiriendo que las bacterias intestinales estan involucradas en la formacién

de metabolitos desglicosilados, deshidroxilados, metilados, glicosilados, glucuronizados y
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sulfatados. Al hacerse un analisis comparativo de los metabolitos reportados por Liu et al.
se puede dilucidar que los compuestos identificados en este trabajo corresponden a posibles

isdbmeros resultados de actividad metabdlica por parte de los Lactobacillus.

Cuadro 7.4 Concentracion de probables isomeros (mg/mL) tras la introduccion

Lactobacillus pentosus y Lactobacillus paracasei *

_ Tiempo de fermentacion
Tratamientos
3 horas 14 horas

Ismero de mangiferina (mg/mL, RT=13.8 min)

L. paracasei y MRS ND ND

L. pentosus y MRS ND ND

L. paracasei, MRS y mangiferina 10.5+1.63aA 10.10£0.343.35a A
L. pentosus, MRS y mangiferina  10.7 +1.94a A 942+0.15aA
Isémero de mangiferina (mg/mL, RT= 15.2 min)

L. paracasei y MRS ND ND

L. pentosus y MRS ND ND

L. paracasei, MRS y mangiferina 9.77+0.32aA 9.97+0.10aA
L. pentosus, MRS y mangiferina 9.64+0.17aA 9.84+022aA

1
Letras minusculas diferentes por columna indican diferencias en un tiempo por tratamiento

Letras mayusculas diferentes por fila indican diferencias en un tratamiento por tiempos

Las bacterias lacticas utilizan glucosa como fuente de carbono a través de diferentes rutas
metabolicas para su crecimiento y producen mezclas de &cidos volatiles y no volatiles
(Sanugul et al., 2005). En este estudio se logré identificar acido lactico como metabolito
bacteriano de la fermentacion de azucares por Lactobacillus pentosus y Lactobacillus
paracasei (Cuadro 7.5) observandose una disminucion significativa en presencia de

mangiferina (p> 0.05).

34



Cuadro 7.5 Metabolitos bacterianos como productos de la interaccion de mangiferina

y Lactobacillus mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)?

a)
Acido lactico (area) TR: 4.9
Tratamientos 3 horas 14 horas
L. paracasei y MRS 294 +68.4aA 239.8+178.04a A
L. pentosus y MRS 333t 24.1aA 267 £21.7aA
L. paracasei, MRS y mangiferina 61.1+988bA 4496 £ 128.2b A

L. pentosus, MRS y mangiferina

59.46 £29.8b A 4486 +19.64b A

!Letras minGsculas diferentes por columna indican diferencias en un tiempo por tratamiento

Letras mayusculas diferentes por fila indican diferencias en un tratamiento por tiempos

b)

Tratamientos

Acido organico (area) TR:3.7

L. paracasei y MRS
L. pentosus y MRS

L. paracasei, MRS y mangiferina 220.96 £ 257.5a A

L. pentosus, MRS y mangiferina

3 horas 14 horas

506.3+121.1aA 584.85 +535.63a A

598.35+96.1a A 518.45+95.38a A
180.4 + 265.3a A

2208+ 132.8a A 176.1+87.8a A

!Letras minGsculas diferentes por columna indican diferencias en un tiempo por tratamiento

Letras mayusculas diferentes por fila indican diferencias en un tratamiento por tiempos

c)

Acido organico TR:3.4
Tratamientos 3 horas 14 horas
L. paracasei y MRS 24455 +123.8c A 115.05+99.06 a A
L. pentosus y MRS 361.95+118b A 1239+ 11.26aB
L. paracasei, MRS y mangiferina 55.23 + 306.95a A 252+77.3aA
L. pentosus, MRS y mangiferina 55.26 £ 9.2a A 2496 +9.01a A
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!Letras minGsculas diferentes por columna indican diferencias en un tiempo por tratamiento

Letras mayusculas diferentes por fila indican diferencias en un tratamiento por tiempos

En la fermentacion y produccion de &cido lctico existen varios factores que intervienen en
el rendimiento, tales como el microorganismo, fuente de carbono y nitrégeno, modo de
fermentacion, pH y temperatura. El tipo de sustrato o fuente de carbono puede disminuir la
produccién de acido lactico debido a la pureza del azucar ya que, entre mas complejo se
encuentre mas se demoran las bacterias en fermentar (Hofvendahl y Hahn—Hd&gerdal, 2000).
En el Cuadro 7.5 a, la mangiferina parece estar ejerciendo un efecto de desaceleracion de la
produccién de acido lactico. Al no observarse un balance entre lo consumido (glucosa del
medio) y liberado (acidos organicos) podria relacionarse a que las bacterias estan utilizando
los monémeros de glucosa del medio para su adaptacion y potencial interaccién con la

mangiferina en tiempos de fermentacién mas prolongados a los utilizados en este trabajo.

Ademas de acido lactico, las bacterias producen subproductos, incluyendo acido acético,
acido férmico, didxido de carbono y etanol (Sanugul et al., 2005), en el Cuadro 7.5b y c se
muestran dos acidos organicos (no identificados) que al igual que el acido lactico
disminuyeron de manera estadisticamente significativa tras la introduccién de mangiferina

(p>0.05), con un tiempo de retencién de 3.7 y 3.4 respectivamente.
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CONCLUSIONES

La introduccién de mangiferina no afecta el crecimiento de Lactobacillus pentosus y
Lactobacillus paracasei conforme al tiempo ya que permite que estos se mantengan viables
siguiendo una tendencia de crecimiento normal, pero, ejerce un efecto de ralentizacion en la
produccion de acidos organicos demostrando sefiales de metabolismo en fermentaciones
mas largas. Los Lactobacillus paracasei y Lactobacillus pentosus no fueron capaces de
biotransformar mangiferina a noratiriol en el tiempo y condiciones utilizadas, no obstante,

L. pentosus presenta sefiales de bioconversion mediante otras vias metabolicas.

Es necesario complementar estos estudios con otras técnicas que contribuyan a optimizar

los pardmetros de fermentacion y obtener mejores resultados.
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