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Resumen

En este trabajo, se evalud la fermentacién coldnica en un sistema in vitro de almidén
resistente tipo 3 (AR3) e inulina comunmente utilizados como fibra dietética en la industria
alimentaria. El AR3 se obtuvo de almidén nativo de maiz con 70% amilosa (Hylon VII)
siguiendo un proceso hidrotérmico para la gelatinizacién y posterior retrogradacién. Se
cuantificé la fraccién de almiddn resistente en el almidén nativo (AR2) y en el almiddén
retrogradado (AR3), obteniendo un 9% y 29% de AR2 y AR3, respectivamente. Se realizé un
tratamiento enzimatico del almiddn retrogradado simulando su digestion en la zona oral,
estomacal e intestino delgado, controlando las condiciones propias de cada fase. Se
cuantifico nuevamente el almiddn resistente, obteniendo un 56.8% de AR3. Por otro lado,
se implementd un sistema para realizar la fermentacion in vitro que simulé el paso del
almidon por el colon, empleandose heces de tres personas saludables como inéculo; la
obtencién de muestras se realizd mediante un protocolo y consentimiento informado
avalado por el comité de bioética con dictamen DIP/802-2020. En total se estudiaron 9
sistemas de fermentacion, 3 de ellos como control negativo empleando Unicamente las
muestras de heces. Se realizdé una extraccion de AGCC de las muestras tomadas a las 0, 4,
8, 12 y 24 h de la fermentacidn para cuantificarlos por CG-MS. Ademas, se llevo a cabo una
extraccién de ADN total tanto de la materia fecal como de las muestras al término de la
fermentacion in vitro de inulina y AR3. Se realizd una secuenciacién de las 9 muestras a
través de las regiones V3-V4 del marcador ribosomal 16S en la plataforma Illumina y se
efectud el analisis bioinformatico a través de QIIME2, no encontrandose diferencia
estadistica en diversidad alfa. En diversidad beta tampoco se encontré diferencia en
composicion microbiana entre tratamientos, pero si la hubo entre los taxones de los
donadores (p=0.004). Los taxones predominantes en muestras con inulina y AR3 fueron del
género Bifidobacterium y Escherichia-Shigella, mientras que algunos géneros de la familia
Lachnospiraceae y Ruminococcaceae se vieron disminuidos en las fermentaciones de ambas

fibras. Por otro lado, en promedio general de AGCC producidos, el acetato fue el mayor



acido cuantificado en la fermentacién con AR3 e inulina, mientras que el butirato no

incrementd, lo cual se relaciona con la composicion microbiana.

Palabras clave: Almiddn resistente, colon, Acidos Grasos de Cadena Corta, fermentacion,

microbioma.

Abstract

In this work, colonic fermentation was evaluated in an in vitro system of resistant starch
type 3 (RS3) and inulin commonly used as dietary fiber in food industry. RS3 was obtained
from native corn starch 70% amylose (Hylon VII), following a hydrothermal process for
gelatinization and subsequent retrogradation. Resistant starch fraction was quantified in
native starch (RS2) and retrograded starch (RS3), obtaining 9% and 29% of RS2 and RS3,
respectively. An enzymatic treatment in retrograded starch was performed simulating its
digestion in the oral, stomach and small intestine zone, controlling the conditions of each
phase. Resistant starch was quantified again, obtaining 56.8% from RS3. On the other hand,
a system was implemented to perform an in vitro fermentation that simulated the passage
of starch through the colon, using feces from three healthy people as inoculum; samples
were obtained following of a protocol and informed consent endorsed by the bioethics
committee with code DIP/802-2020. A total of 6 fermentation systems were studied and
the same 3 stool samples were used as negative control. An extraction of SCFA was
performed from samples taken at 0, 4, 8, 12 and 24 h during fermentation and quantified
by GC-MS. In addition, total DNA extraction was carried out from feces and samples at the
end of in vitro fermentation of inulin and RS3. Sequencing of the 9 samples was carried out
through the V3-V4 regions of the 16S ribosomal marker on the lllumina platform and
bioinformatic analysis was performed through QIIME2, without obtaining statistical
differences in alpha diversity. In beta diverstity, no difference in microbial composition was
found between treatments, but there was a difference between donor taxa (p=0.004). The

predominant taxa in inulin and RS3 samples were Bifidobacterium and Escherichia-Shigella



genus, while some genera from Lachnospiraceae and Ruminococcaceae families were
decreased in both fiber fermentations. On the other side, in overall average of SCFA
produced, acetate was the highest acid quantified in RS3 and inulin, while butyrate didn’t

increase, which is related to the microbial composition.

Keywords: Resistant starch, colon, Short Chain Fatty Acids, fermentation, microbiome.
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FIGURA 24. SIGNIFICANCIA ESTADISTICA DE UNIFRAC NO PONDERADO POR TIPO DE TRATAMIENTO
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Introduccion

La alimentacién, en conjunto con otros factores como el estado de salud, ritmo de vida,
genética, consumo de medicamentos, entre otros, tiene un efecto relevante sobre la calidad
de vida, ya que la dieta modula la comunidad microbiana que habita en el cuerpo humano
(De Angelis et al., 2020). En el intestino grueso, también conocido como colon, existen
alrededor de 10*3 millones de microorganismos que habitan como simbiontes (Sender et al.,
2016), nutriéndose a partir de lo que el huésped consume, mientras que benefician a través
de los productos generados, como es el caso de CO», Hz y principalmente acidos grasos de
cadena corta (AGCC) (Fernando et al., 2017; Hughes et al., 2008). Estas estructuras quimicas
tienen funciones importantes a nivel celular y en concentraciones adecuadas ayudan a

mantener la salud del ser humano (Lu et al., 2019; Wang et al., 2012).

Para que se produzcan AGCC se requieren fuentes de fibra, pues a diferencia de los demas
alimentos, estos polisacdridos complejos no son degradados durante su paso por el tracto
gastrointestinal, sino que llegan practicamente intactos hasta el colon, donde son
fermentados por la microbiota (Jones, 2014). Sin embargo, actualmente se sabe que cada
fibra tiene un impacto distinto a nivel de comunidad microbiana vy, por ende, la produccién
de AGCC diferird segun sea el caso (Luo et al., 2017; Si et al., 2017). Por esta razén, se han
llevado a cabo estudios comparativos entre fibras, ya sea en sistemas in vitro o in vivo para
conocer las consecuencias de su consumo como posible proyeccién en la dieta de las

personas.

También, se ha observado que otras estructuras, conocidas como almidones resistentes
(AR) tienen un efecto similar a la fibra cuando son consumidos, ya que escapan de la
digestion y son fermentados en el intestino grueso para producir AGCC como metabolitos.
Existen cinco variantes de almidon resistente, y entre ellos, el tipo 3 (AR3) tiene mayor
presencia en la industria alimentaria por las caracteristicas que provee al alimento (Kaimal

et al,, 2021).




El objetivo de este estudio fue evaluar el almiddn retrogradado obtenido de un almiddn alto
en amilosa, comparando su respuesta con la inulina, fructooligosacarido que ha sido
reportado en diversos proyectos por sus efectos benéficos a la microbiota intestinal. Para
ello, se empled materia fecal de tres personas sanas, que sirvio como inéculo para simular
la fermentacion de las fibras en el colon a través de un sistema in vitro. Para conocer la
concentracion de AGCC, se tomaron muestras en cinéticas de fermentacion y después se
analizaron por CG-MS. Adema3s, se caracterizé la comunidad microbiana de las muestras al
final de las fermentaciones mediante secuenciacidon en lllumina 250 PE de las regiones

hipervariables V3-V4 del gen 16S y su posterior andlisis bioinformatico.




I. Antecedentes

1.1 Fibra

De acuerdo con el Codex Alimentario, la fibra dietética se define como la estructura
compuesta de polimeros de carbohidratos con 10 o mds unidades monoméricas que no son
hidrolizados por las enzimas del tracto digestivo desde la boca hasta el intestino delgado de
los seres humanos, sino que llegan hasta el colon donde puede ser aprovechados y
fermentados por los microorganismos que alli habitan. La fibra puede provenir de fuentes
naturales, de materias primas tratadas por métodos fisicos, quimicos o enzimaticos, o
incluso pueden ser sintéticas (Jones, 2014). Diversos estudios en el area nutricional
demuestran que debe formar parte de la alimentacién diaria de toda persona, debido a los
beneficios que puede aportar al organismo como la sensibilidad a la insulina y la
disminucion de riesgo en diabetes mellitus 2, haciendo énfasis en casos de sobrepeso
(Weickert et al., 2011), ademas de promover la pérdida de peso corporal y favorecer la salud
y abundancia de microorganismos que proveen de efectos benéficos al colon (Desai et al.,

2016).

Existen diferentes clasificaciones de la fibra; sin embargo, una de las mas conocidas es la

clasificacién por su estructura quimica:

Polisacaridos diferentes al almidén. Contienen al menos veinte residuos de
monosacaridos, por ejemplo, la celulosa, hemicelulosas, pectinas, gomas, B-glucanos,

mucilagos, etc.

Oligosacaridos resistentes. Cadenas de maximo diez moléculas de monosacaridos,
divididos en fructooligosacaridos (FOS) y, dentro de estos, la inulina; galactooligosacaridos

(GOS), xilooligosacaridos (XOS) e isomaltooligosacéaridos (IMOS).




Ligninas. Es el resultado de la unién de alcoholes fenilpropilicos. Se considera uno de los

biopolimeros mds abundantes que existen.

Sustancias asociadas a polisacaridos diferentes al almidén. Ejemplos de ellas son la

suberina y la cutina, con estructura de poliéster de dcidos grasos e hidroxiacidos.

Almidones resistentes. El almidon se ha clasificado en tres tipos: almidén rdpidamente
digerible (en menos de 20 min), lentamente digerible (digerido de 20 a 120 min) y almiddn
resistente (AR), que es la parte restante que no es digerida, pero si es aprovechado por la
comunidad microbiana del colon al ser fermentado (Englyst et al., 1999). De esta forma, los
almidones resistentes también se encuentran entre las diferentes fibras. El AR se ha
subdividido en cinco categorias de acuerdo con sus caracteristicas fisicas y quimicas, donde
uno de los factores mas importantes sobre la formacion de almiddn resistente desde
diferentes fuentes botdnicas, es la proporcion entre amilosa-amilopectina (Hallstrom et al.,

2011).

1.1.1 Inulina

La inulina es un polisacarido soluble de cadenas de fructosa con una glucosa al final. Se
considera una de las mejores fibras que fermentan y se sabe que es precursora para la
produccién de acidos grasos en el intestino grueso debido a la B configuracién del carbono
2 anomérico que la hace resistente a las enzimas del intestino, como se observa en la Figura
1 (Caleffi et al., 2015). El 10% de la inulina es absorbida en el intestino delgado, mientras
que el 90% llega al colon para ser fermentada por la comunidad microbiana que ahi habita

(Ellegard et al., 1997).
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Figura 1. Estructura quimica de la inulina.

Entre los beneficios de la inulina se encuentra la capacidad de formar geles, la absorcion de
minerales como calcio, magnesio y fésforo, ademas de que ayuda al peristaltismo intestinal.
Debido a sus propiedades benéficas y funcionales, tiene un alto potencial para utilizarse en
la industria alimentaria y en otras aplicaciones. Se ha observado que consumiendo 10 g/dia
de inulina es posible reducir los niveles de lipidos en el plasma al disminuir la lipogénesis,
asi como la concentracién de triacilglicéridos y colesterol en sangre e higado, reduciendo el

riesgo de padecer arterioesclerosis (Letexier et al., 2003).

Actualmente la inulina se usa para reemplazar las grasas en diferentes productos, ya que
sus caracteristicas sensoriales se aproximan bastante a la cremosidad y consistencia que
éstas proporcionan. También se ha observado que es posible reemplazar en cierta medida
el azdcar convencional con esta molécula sin que sea detectado por el consumidor, pues
potencia el sabor dulce hasta en un 35%, de tal forma que se puede reducir la cantidad de

azucar en los alimentos al afadir inulina, teniendo como ventaja el efecto positivo en la




salud (Arcia et al., 2011).

En cuanto a los microorganismos del colon y el aprovechamiento de la inulina, el consumo
de esta fibra incrementa particularmente la abundancia de bifidobacterias y lactobacilos,
gue aportan beneficios a la salud, potenciando una comunidad rica en microorganismos
benéficos en el intestino grueso, ayudando a prevenir enfermedades como intestino
irritable o el cdncer de colon al reducir la inflamacién y estimular al sistema inmune
gastrointestinal. Ademas, por ser una fibra que se fermenta, también es un prebidtico que
contribuye a la abundancia de microrganismos potencialmente benéficos para la salud
inetstial, evitando inflamacién intestinal derivada del exceso de gases y produciendo acidos
grasos de cadena corta, principalmente el butirato, que cumple un rol importante en la

integridad de la mucosa en el colon en las células epiteliales (Caleffi et al., 2015).

1.1.2 Almidon

Considerado como una biomolécula abundante en el planeta, el almiddn es el carbohidrato
de mayor reserva energética en plantas y semillas donde se encuentra en forma de
granulos. Es el polisacdrido mds consumido por el ser humano, jugando un papel relevante
en nuestra dieta. Existen diferentes fuentes de almidén, como arroz, papa, tapioca y maiz,
gue son alimentos bdsicos alrededor del mundo. La degradacidon de este polisacarido

proporciona gran parte de la energia que necesitamos (Romano et al., 2016).

La Figura 2 muestra una representacién grafica de granulos de almidén y la organizacién
radial interna del granulo desde el hilium (a). Los anillos azules muestran zonas
semicristalinas, mientras que las blancas son zonas amorfas compuestas de amilosa. Debido
al acomodo de las dobles hélices de amilopectina (b), en la seccién semicristalina se
encuentra una parte cristalina y amorfa. Estas cadenas pueden agruparse y acomodarse de
diferentes formas: tipo A, tipo B o su combinacién conocida como tipo C. Los puntos azules

indican moléculas de agua.




Figura 2. Estructura interna de un grdnulo de almiddn. a) Estructura radial del grdnulo. b)
Dobles hélices de amilopectina. c) Cristalinidad tipo A o B segun el acomodo de las dobles
hélices, vista desde arriba. Los puntos azules indican moléculas de agua.

De forma mas descriptiva, la estructura del almidén estd compuesta por residuos de a-D-
glucopiranosa, que a su vez conforman tanto la amilosa como la amilopectina; por su
conformacidon y acomodo en el granulo, cada una de éstas le confieren propiedades
particulares a la materia prima como cereales, que después son aprovechados para producir
alimentos, por ejemplo el maiz, donde se ha observado que proporciones distintas entre
amilosa-amilopectina, repercute en su reologia: a mayor proporcion de amilosa, mayor

viscosidad (Xie et al., 2009).

La amilosa se encuentra entre el 15 y 25 % en el almiddn nativo. Es esencialmente una
macromolécula que consiste en residuos conectados por enlaces a (12>4), con un grado de
polimerizacién de 100 a 10,000. Posee una gran cantidad de grupos hidroxilo que le
confieren propiedades hidrofilicas. Sin embargo, por su orientaciéon paralela entre las

estructuras, la afinidad con el agua se ve reducida. Es considerada como una estructura




amorfa de forma helicoidal, en desorden que, con respecto a la amilopectina, se encuentra

en un acomodo tangencial, lo que limita las interacciones entre ambas (Tester et al., 2004).

Por otro lado, la amilopectina es una estructura altamente ramificada y consta de residuos
con enlaces a (1-24) y ramificaciones en a (1->6) y grado de polimerizacion de 9,600 a
15900. Esta molécula se encuentra en mayor proporcidn, aproximadamente en un 75% del
total del almidén (Tester et al., 2004). La amilopectina consta de cadenas largas en un
acomodo de doble hélice dentro de la forma cristalina en el granulo, anclandose a cadenas
mas cortas, que se halla primordialmente en la zona amorfa. Por otro lado, las dobles hélices
tienen acomodos especiales del tipo Ay B en la zona cristalina. El acomodo cristalino tipo A
se encuentra mas compacto y tiene presencia de 6 a 8 moléculas de agua, mientras que el
tipo B tiene un acomodo mads laxo, pero en el centro se encuentran alrededor de 36
moléculas de agua interactuando con los grupos hidrofilicos de la cadena polimérica

(Cheetham & Tao, 1998).

Se ha observado que, al aumentar la cantidad de amilosa, a su vez se incrementa el almidén
resistente, debido al acomodo en el granulo en conjunto con la amilopectina, aunque no es
concluyente en todas las fuentes botdnicas: las cadenas de amilopectina son mas largas y
la estructura cristalina que se presenta es la del tipo B a diferencia del almidén nativo,
donde su estructura es A. Esta conformacidn provee asimetria y deformacién a los granulos
gue en algunos casos se muestran formas de media luna (Wang et al., 2017). Por otro lado,
un granulo de almiddn nativo con cristalinidad de tipo A presenta canales de fosfolipidos y
proteinas por donde ingresan las enzimas lo que puede facilitar la digestidn del polisacarido
hasta unidades de glucosa (Naguleswaran et al., 2011). El almiddn alto en amilosa tiene
cristalinidad tipo B y hay escasa o incluso nula presencia de poros y canales en el granulo,
gue en algunos estudios ha mostrado ser un factor que favorece el incremento de almidén
resistente, por lo que no existe una degradacion enzimatica en su totalidad (Cheetham &

Tao, 1998). Por esta razdn, se ha buscado trabajar sobre almidones altos en amilosa




integrandolos en productos alimenticios y asi aprovechar sus beneficios al no ser degradado

en el tracto gastrointestinal por las enzimas digestivas.

Para incrementarse la cantidad de amilosa en los cereales y tubérculos cultivados, es
necesario modificar la sintesis de la amilosa y amilopectina que se genera en el granulo, por
lo que se ha experimentado con las diferentes combinaciones y concentraciones de enzimas
que generan, ramifican o desramifican estas estructuras, para finalmente obtener el perfil
mas idoneo y estable de un almidén alto en amilosa, aunque son estudios que contindan

en investigacion (Wang et al., 2017).

1.1.2.1 Almidon resistente

Al ser el carbohidrato mas consumido en el mundo, el almidén no sélo tiene impacto en una
sana nutricién, sino que también, en contra parte, se le ha atribuido el aumento de
enfermedades cardiovasculares y trastornos metabdlicos debido a su consumo excesivo
gue genera niveles altos de glucosa en sangre (Li et al. , 2019). El almiddn es ingerido y la
enzima a-amilasa salival comienza a degradarlo y, posteriormente durante el contacto con
enzimas estomacales y pancreatinas, se reduce practicamente a unidades de glucosa, que
seran absorbidas en el intestino delgado. Sin embargo, hay una fracciéon de almidén que
puede resistir a esta digestidon enzimatica y pasa al colon donde es fermentado, que es al
gue se le conoce como almiddn resistente, por lo que se tiene interés en aumentar esa
fraccidén de almiddn en los alimentos para ayudar a prevenir enfermedades que afectan la

calidad de vida, como la diabetes, enfermedades cardiovasculares, obesidad, etc.

El almiddn resistente se subdivide en cinco tipos de acuerdo con su naturaleza y ubicacion:

Tipo 1. Es inaccesible debido a sus caracteristicas fisicas, pues el almidén se encuentra en
granulos dentro del grano protegido por una pared celular y una matriz de proteinas que es
resistente a las enzimas digestivas, por lo que llega hasta el colon. La pared no es degradada

facilmente por la temperatura y el almidén no tiene oportunidad de gelatinizarse e




hincharse. Para que pueda ser digerido, debe ser molido previamente para exponer los

granulos (Magallanes-Cruz et al., 2017).

Tipo 2. También conocido como crudo o nativo. Este almiddon se constituye de una
estructura muy compacta, lo que le provee de resistencia enzimatica. Se ha observado que
en los almidones nativos altos en amilosa, la cristalinidad tipo B puede ser un factor que
eleva la resistencia a hidrdlisis enzimatica debido a la formacién de dobles hélices que
actlan como barreras y que evita la presencia abundante de poros en el granulo, como se
ha observado en algunos casos. Por otro lado, estos almidones poseen fuertes enlaces entre
sus cadenas debido al alto contenido en amilosa, caracteristica que influye en su
procesamiento (Jiang et al., 2010). Se puede encontrar en los platanos verdes, papas y maiz

alto en amilosa.

Tipo 3. También conocido como almiddén retrogradado. Es un tipo de almidén modificado
fisicamente, pues al ponerse en contacto con agua y someterse a altas temperaturas, el
almidoén se gelatiniza, es decir, el granulo se hincha y hay una separacion de las dobles
hélices, asi como el rompimiento de puentes de hidrégeno de forma parcial en la
amilopectinas y lixiviaciéon de amilosa; pero en un descenso de temperatura (inferior a los
58° C) comienza a retrogradarse, hay un reacomodo complejo tanto de la amilosa como de
la amilopectina para formar nuevas asociaciones que dan lugar a un incremento en la
proporcién de cristalinidad tipo B, por lo que los sitios activos de las enzimas que pueden
participar en la degradacién del almiddn ya no reconocen estas estructuras, ademas de que
hay una disminucién de poros en la superficie y las cadenas de amilopectina son mas largas,
factores que influyen en la disminucién de la digestion enzimatica, aunque hasta el
momento no es irrefutable. Tanto la temperatura en el procesamiento y en su almacenaje,
son factores importantes para la formaciéon de AR (Agama-Acevedo et al., 2018; Wanget al.,

2015).

Actualmente, los almidones retrogradados provenientes de un almidén nativo alto en

amilosa, se utilizan en una amplia variedad de alimentos, gracias a que su estructura se
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mantiene estable aln en temperaturas de coccidn, confiriéndole no sélo propiedades de
textura, sino también puede tener una funcion similar a la fibra dependiendo de la fraccién
resistente que contenga, ya que esta porcién escapara de la hidrdlisis enzimatica, mientras

que el resto sera de facil o lenta digestion.

Tipo 4. Es almidén modificado a través de procesos quimicos como la esterificacién,
eterizacion o formando reticulos con otras moléculas de tal forma que no son reconocidos
los sitios activos de las enzimas y asi evita su hidrdlisis. Entre mayor sea la modificacién,
habra mayor concentracion de almiddn resistente (He et al., 2008). Una de las principales
modificaciones se realiza con acido fosférico, donde los grupos fosfato proveen redes entre
las estructuras de amilosa y amilopectina, lo que dan mayor resistencia comparando con el

almiddn nativo (Falsafi et al., 2019).

Tipo 5. Se genera debido la formacion de complejos amilosa-lipido. Esta interaccion ocurre
durante el procesamiento de alimentos con alto contenido de lipidos en combinacién con
la amilosa del almiddn. La resistencia es generada después de la union del lipido con la alfa-
hélice de amilosa lo que impide la accidon enzimatica para escindir la estructura lineal.
Ademas, la formacién de este complejo puede evitar que los granulos se hinchen y que las

enzimas comiencen a degradarlo (Ai et al., 2013).

El almidén resistente posee diferentes propiedades que han atraido la atencidén de diversas
industrias, principalmente la alimentaria debido a su estabilidad o incluso su formacion en
diferentes temperaturas. Se usa como espesante, gelificante y estabilizador coloidal,
mejorando las caracteristicas reoldgicas de varios alimentos. Es compatible con otros
ingredientes y, por tanto, también se le ha dado uso en el almacenamiento de productos
refrigerados. Otra caracteristica es que se mantiene estable a pH acido y a altas
temperaturas, ademas de que el aporte calérico es bajo (8 KJ/g) comparado con el almiddn
qgue es completamente digerible (15 KJ/g) debido a que este ultimo pasa directamente a
torrente sanguineo para incrementar el indice glucémico, mientras que el almidén

resistente aportara beneficios hasta llegar al colon, como es la disminucién de colesterol
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HDL que se ha observado en algunas experimentaciones, por lo que ahora se busca sustituir
ingredientes altos en calorias que se usan por ejemplo en el drea de reposteria (Nasrin &

Anal, 2014; Sankhon et al., 2013).

Los alimentos que consumimos representan una fuente de alimento para los
microorganismos que habitan en el cuerpo humano vy la fibra funge como prebiético para
la comunidad microbiana del colon. Como ya se explicd, el almiddn resistente actia como
un tipo de fibra dietética al ser ingerido, fermentado y aprovechado por la microbiota

intestinal.

1.2 Comunidad microbiana en colon

En 2008 se inicid el Proyecto de Microbioma Humano (HMP por sus siglas en inglés) con el
fin de caracterizar a los microbiomas de diferentes partes del cuerpo. Este estudio fue
financiado por Institutos Nacionales de Salud (NIH por sus siglas en inglés) y los microbiomas
mejor caracterizados hasta el momento son orales, de piel, intestino, pulmdn y vagina. Los
primeros tres han mostrado tener un mayor impacto por el desarrollo de enfermedades al
compararlos tanto en personas sanas como enfermas (Human Microbiome Project

Consortium, 2012).

Podemos describir al microbioma del intestino humano como cuantioso y variable con
respecto a otras partes del cuerpo, y también entre individuos. Se sabe también, que existe
una comunicacion muy estrecha entre el microbioma intestinal y las conexiones cerebrales
gue modulan mecanismos y sefalizaciones que impactan sobre la salud debido a los
metabolitos producidos por los microorganismos del colon que tienen funciones a nivel
cerebral, pues se ha estudiado que cuando hay disbiosis intestinal (incremento de
microorganismos patdgenos oportunistas y descenso de microorganismos benéficos en el
colon), hay una relacién estrecha con fisiopatologias como el Alzheimer, trastorno del
espectro autista, depresion, ansiedad, obesidad, entre otros padecimientos. Esta

interaccidon, conocida como eje intestino-cerebro, estd relacionada con moléculas
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sintetizadas por los microorganismos que abundan en el colon, metabolitos como AGCC que
desencadenan cascadas de sefalizacién en relacion con la estabilidad y funcionamiento
adecuado de nuestro organismo. Son muchos los factores que juegan un papel en la
composicion del microbioma y, a su vez, en la produccion de metabolitos para mantener

una conexién efectiva con el sistema nervioso central (Berrill et al., 2013).

La poblacidon microbiana en el intestino se compone principalmente de bacterias mientras
gue un grupo mas pequefio lo conforman hongos, levaduras, protozoarios, arqueas
metanogénicas y virus, que viven de subproductos de fermentacién, como didxido de
carbono y acetato. De manera general, los microorganismos que componen al colon son
anaerobios estrictos y la gran mayoria son Gram positivos. Se estima que existe un total de
103 a 10% microorganismos por gramo de contenido intestinal, conformando entre 300 y
1000 especies. Sin embargo, el 99% de las bacterias provienen de 30 o 40 especies. Los
cuatro phyla bacterianos dominantes son Firmicutes, Bacteroidetes, seguido de
Actinobacteria y Proteobacteria, centrdndose principalmente en una abundancia
importante de los géneros Bacteroides, Clostridium, Faecalibacterium, Eubacterium,
Rumminococcus, Peptococcus, Bifidobacterium y Peptostreptococcus. Se sabe que la
diversidad y concentracién de estos microorganismos varia por factores como estilo de vida,
modo de nacimiento, alimentacidn, genética y también la etapa de desarrollo en la que se
encuentre el huésped, donde poco después del nacimeinto nacer hay una mayor
abundancia de Actinobacterias seguido de Proteobacterias y, aunque inicialmente los
Firmicutes y Bacteroidetes se encuentre en nivel bajo, con el paso del tiempo (etapa de
adultez) estos microorganismos ocuparan los primeros lugares, mientras que los iniciales
disminuiran en su concentracién. Durante la vejez, los Firmicutes y Bacteroidetes
descenderan al igual que las Actinobacterias, mientras que las Proteobacterias aumentaran

ligeramente (Jandhyala et al., 2015).

Aunque en un alto porcentaje las bacterias son los microorganismos predominantes,

también se ha encontrado que existen hongos y levaduras que cumplen funciones

13



importantes en el intestino. En 2010 se realizd un estudio para generar un catalogo con los
microorganismos presentes en dicha zona del cuerpo y se encontré que la comunidad
fungica corresponde a un 0.1% del total de microbios. Hasta el momento no existe un
consenso de lo que podria conformar una comunidad fungica equilibrada en el intestino
pues, asi como se sabe de las bacterias, existen muchos factores que provocan cambios en
estas comunidades. Lo que si es posible, es definir cudles son los phyla fungicos principales:
Ascomycota, Zygomycota y Basidiomycota, donde se ubican los géneros Saccharomyces,
Malassezia, Candida, Cryptococcus, Aspergillus, Galactomyces, Trichosporon 'y
Cladosporium (Hallen-Adams & Suhr, 2017). La comunidad fungica, también conocida como
micobiota, tiene interacciones con las bacterias propias de la zona y con el huésped,
participando en procesos como el aprovechamiento de nutrientes, eje intestino-cerebro e

inmunidad (Hoffmann et al., 2013).

La comunidad microbiana intestinal es indispensable para que la digestién y nutricion de
nuestro cuerpo se lleve a cabo de forma adecuada, cumpliendo con actividades
importantes, por ejemplo el desprendimiento constante de células de la mucosa para evitar
gue otras bacterias se adhieran y permanezcan hasta invadir (Jandhyala et al., 2015). Por
otro lado, existen alimentos como las fibras, que sélo pueden ser degradados en el colon,
pues alli habitan algunos microorganismos como Ruminococcus bromii o Bifidobacterium
adolescentis que poseen complejos enzimaticos capaces de fraccionar estas estructuras y
hacerlas disponibles para otros microorganismos (Jung et al., 2019; Ze et al., 2012). Cuando
los microbios aprovechan lo que se ha degradado, se producen acidos grasos de cadena

corta.

Pero el microbioma no sélo aporta en cuestiones nutritivas, sino también a nivel de sistema
inmunitario, pues se ha encontrado evidencia de que las bacterias promueven la
diferenciacién de células T antiinflamatorias y generan la homeostasis inmune (Shreiner

et al., 2015). En el caso de los hongos, se ha demostrado que Saccharomyces boulardii
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puede estimular la produccién de inmunoglobulinas tipo A contra ciertas toxinas, ademas

de la activacion de células T (Hallen-Adams & Suhr, 2017).

Tanto las bacterias como los hongos producen metabolitos secundarios que regulan la
concentracion entre ellos, evitando la proliferacion y posterior patogenicidad, como es el
caso de la produccién de acidos grasos de cadena corta por parte de las bacterias, que tiene
un efecto inhibidor sobre la levadura Candida albicans. Por otro lado, se ha demostrado que
el etanol producido por Saccharomyces cerevisiae estimula el crecimiento de Acinetobacter,

mientras regula su transicién de levadura a hifas (Sam et al., 2017).

Es importante recalcar que los microorganismos que habitan en nuestro cuerpo trabajan en
conjunto y no individualmente. Se ha observado que cuando los microorganismos del colon
aislados se les genera el medio adecuado para fermentar algunas fibras, estos no pueden
llevar a cabo el proceso, por lo que requieren de un trabajo en conjunto para finalmente
producir acidos grasos de cadena corta. Un ejemplo es el género Bifidobacterium que por
si solo no puede fermentar la inulina. Otro ejemplo es la fermentacion de agaro-
oligosacadridos, que es degradado por Bacteroides uniformis L8 mientras que Escherichia coli
B2 se ve beneficiado de los subproductos generados de la fermentacién para desarrollarse

en el intestino (Li et al., 2014).

Para identificar los microorganismos que existen en los diversos microbiomas, y en este
caso, el colon, se han empleado técnicas de biologia molecular, donde el fundamento
principal es evaluar genes especificos que aportan informaciéon taxondmica como lo es el
marcador molecular ARNr 16S, ya que a través de este ha sido posible conocer la diversidad
de microorganismos al ser una secuencia de ADN altamente conservada, en este caso de
bacterias, que existe en el intestino y entre mas avanza la tecnologia en la biologia

molecular, se encuentran nuevos microorganismos (Jandhyala et al., 2015).

1.2.1 Analisis de microbioma
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La disponibilidad de herramientas novedosas, principalmente la secuenciacién de proxima
generacion (NGS por sus siglas en inglés), ha permitido evaluar genesy genomas contenidos
dentro de comunidades microbianas complejas (Panek et al., 2018). El método NGS mas
utilizado para la evaluacion taxondmica y filogenética de la composicidon de la comunidad
bacteriana se basa en el analisis de amplicon del gen 16S rRNA, que es una secuencia
altamente conservada entre las distintas especies de bacterias y arqueas que se encuentra
en la subunidad menor 30S de los ribosomas procariotes. Estd compuesto de 1500
nucledtidos y una de sus funciones es proveer de soporte en la posicion de proteinas

ribosomales (Harris et al., 2019).

A pesar de que es una secuencia muy conservada, en la estructura del gen 16S hay nueve
regiones hipervariables (V1-V9) que marcan diferencias entre especies para realizar
estudios de filogenia. Las zonas que son conservadas sirven para obtener iniciadores que

puedan amplificar la regidn hipervariable de interés (Bukin et al., 2019).

La seleccién de las regiones a analizar dependera de la comunidad microbiana a evaluar. La
region V4 del gen 16S es el estandar cuando se analiza el microbioma intestinal pues, de
acuerdo con estudios previos, se identifica una mayor cantidad de taxones a partir de esta
region (Vital et al., 2018). Sin embargo, hay otros estudios que muestran la importancia de
no seleccionar sélo una regidn sino varias para tener un resultado mas confiable, pues de
acuerdo con el estudio realizado por Alcon-Giner et al. (2017) el analisis con regiones
V1+V2+V3 y V6+V7+V8 mostraron mayor diversidad de microorganismos que las regiones
V4+V5. La mayoria de las regiones hipervariables por separado no identifica suficiente
variacién en las secuencias de alta similitud y los taxones son marcados erréneamente como
si fueran un mismo microorganismo (Johnson et al., 2019). Es por eso que, dependiendo de
las muestras a analizar, se recomienda seleccionar al menos dos regiones hipervariables

gue describan taxondmicamente una comunidad.

En el caso de hongos y levaduras, el andlisis del gen 18S rRNA es la zona conservada iddnea

para caracterizar una comunidad. Sin embargo, no es la Unica, pues también existe el
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espaciador transcrito interno de ADN ribosémico nuclear (ITS por sus siglas en inglés). En el
caso de las células eucariotas, se divide en dos: ITS1 que se encuentra entre los genes de
ARNr 18S y 5.8S, mientras que ITS2 estd entre los genes de ARNr 5.85 y 26S (en plantas) o
28S (en otros eucariotes) (Hoggard et al., 2018). El ITS2 ha mostrado ser mas consistente en
los diferentes estudios que se realizan sobre la filogenia de una muestra, permitiendo
concluir que puede ser el marcador ideal para presentar la riqueza de hongos en cierta

comunidad ( Yang et al., 2018).

1.3 Acidos grasos de cadena corta (AGCC)

Son compuestos organicos conformados por un maximo de seis carbonos que tienen un
grupo carboxilo y una cola alifatica. Se producen en el ciego y en el colon gracias a la
fermentacion de fibras por parte de la microbiota. Los principales AGCC son el dcido acético,
propidnico y butirico en una relacién 60:20:20, representando hasta el 95% de los AGCC en
el intestino grueso, ya que existen también otros que se encuentran en menor
concentracion como el isobutirato, isovalerato y el 2-metil butirato. Los AGCC son utilizados
por el organismo cumpliendo con distintas funciones que favorecen la salud y Ia

homeostasis (Cummings et al., 1987).

Tanto la dieta como la composiciéon de la microbiota, tienen un impacto sobre la
concentracion resultante de AGCC por el efecto que genera cada factor, ya que los
alimentos que el huésped consume, a su vez seran fuente de alimento para los

microorganismos del colon, fomentando el desarrollo de algunos y la disminucién de otros.

1.3.1 Acido acético

De los acidos grasos de cadena corta, éste es el que se encuentra en mayor abundancia en
el colon y por lo tanto en la materia fecal. Existen dos rutas metabdlicas por las que se
produce el acetato, pero la comunmente descrita es la ruta Wood-Ljundahl en bacterias del

género Bifidobacterium, Lactobacillus, Prevotella, Ruminococcus y la especie Akkermansia
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muciniphila, con esta ruta pueden sintetizar acetato a partir de hidrégeno y didxido de
carbono o 4cido férmico. La otra via de sintesis para el acetato es a través del Acetil CoA
proveniente del piruvato, donde microorganismos del género Coprococcus participan en su

generacion (Xu et al., 2017).

Después de su sintesis, el acetato es introducido a la biosintesis lipidica pues es el sustrato
principal para la sintesis de colesterol y triglicéridos, observdndose en un estudio en ratas
gue cuando hay un concentracion elevada de acetato, incrementan los niveles de colesterol
y de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, por sus siglas en inglés) asi como de
triglicéridos en sangre (Liu et al., 2019). Por otro lado, el acetato presenta interaccidn con
el sistema nervioso central, suprime el apetito a través de mecanismos en el hipotalamo y
neuronas proopiomelanocortina (POMC) , que detectan sefiales sobre el estado energético

del organismo y niveles de glucosa, lo que reduce la ingesta de alimentos (Frost et al., 2014).

1.3.2 Acido propiénico

Existen tres rutas por las que se puede producir este acido en el colon: ruta del succinato
por medio de la descarboxilacién de metilmalonil-CoA a propionil Co-A, realizada por
microorganismos como Firmicutes y Bacteroidetes; ruta del acrilato donde el lactato es
convertido a propionato debido a la actividad enzimatica de lactoil CoA dehidratasa, siendo
Veilonellaceae y Lachnospiraceae las familias de bacterias que participan, ademas de
Clostridium propionicum; y por la ruta del propanodiol donde se realiza la conversién de
propionaldehido a propionil-CoA a través de la enzima propionaldehido deshidrogenasa,
proveniente de algunas bacterias como Roseburia inulinivorans, Ruminococcus obeum y
Salmonella enterica. En la materia fecal se han encontrado mads Bacteroidetes, por lo que
supone que la ruta dominante para la generacién de propionato es la de succinato (Louis &

Flint, 2017).
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Posterior a su produccion, se incorpora a la ruta de gluconeogénesis donde disminuye la
sintesis hepatica del colesterol por inhibicion de la actividad de hidroximetilglutaril

coenzima A (Den Besten et al., 2013).

1.3.3 Acido butirico

Se han identificado dos rutas por las que se obtiene este acido. La ruta de butirato quinasa
usa enzimas como butirato quinasa y fosfotransbutirilasa que convierten el butiril CoA en
butirato, siendo la ruta mas comun llevada a cabo por especies del género Coprococcus. Por
otro lado, la ruta acetato CoA-transferasa, donde el butiril-CoA es convertido a butirato en
un solo paso y la llevan a cabo las bacterias del género Faecalibacterium, Eubacterium y

Roseburia (Louis & Flint, 2009).

Este acido graso es el alimento principal de los colonocitos que son las células epiteliales
que recubren el intestino, siendo una barrera perfecta para evitar el paso de patégenos o
toxinas hacia otros dorganos y torrente sanguineo. También estd relacionado con la
produccién de hormonas intestinales, promueve la motilidad del colon, incrementa la
irrigacion visceral, inhibe el desarrollo de tumores en los casos de cancer colorrectal e inhibe

citosinas proinflamatorias (TNF) (Zietek et al., 2021).

Sélo algunos microorganismos producen propionato y butirato en comun, como Roseburia

inulinivorans y Coprococcus catus (Louis & Flint, 2017).

Los acidos grasos de cadena corta representan un lugar importante en la salud humana. La
cantidad y abundancia de ellos se considera como biomarcadores para identificar si una
persona es sana o no. Un ejemplo de ello, son los pacientes que padecen de cancer
colorrectal, donde la baja concentracién de butirato en materia fecal es una de las
principales caracteristicas (Wang et al., 2020). Por otro lado, la produccién de AGCC reduce
el pH del colon, lo que inhibe microorganismos patogénicos e incrementan la absorcién de

ciertos nutrientes. El acetato producido por el género Bifidobacterium inhibe
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enteropatdégenos mientras que el butirato funciona como combustible para células del
epitelio intestinal (Venegas et al., 2019). También son benéficos en el sistema nervioso
central, pues se sabe que estas moléculas pueden activar cascadas de seiializacién a través
de células especializadas (como las enteroendocrinas) ya sea en el intestino o en el higado,
generando respuestas cerebrales, como la regulacién de hambre y saciedad (Cani et al.,

2009).

1.4 Analisis de acidos grasos de cadena corta

Debido a la importancia que tienen los AGCC en la salud y en casos de enfermedad en seres
humanos, se han aplicado multiples metodologias para realizar una deteccién apropiada de
ellos en muestras de suero, ciego, plasma sanguineo, cerebro y medios de fermentacién de
heces (como en este proyecto). Sin embargo, estas metodologias presentan algunas
desventajas para el analisis, pues la manipulaciéon de las muestras que contienen AGCC
puede influir en su pérdida y que la cuantificacién no sea exitosa, atribuyéndose a su
estructura, ya que al tener una cola alifatica (hidréfoba) y un grupo carboxilo (hidréfilo), se
complica su extraccién. Se ha optado por afiadir acidos a las muestras para protonizar a los
AGCC e incrementar su hidrofobicidad, facilitando la extraccion a través de soluciones
acuosas a donde los AGCC son transferidos al ser mas hidrofilicos. Otro pretratamiento para
los acidos grasos de cadena corta es la derivatizacién, que les provee de croméforos dando
como resultado moléculas estables para el analisis a altas temperaturas. En la derivatizacion
se reemplaza el grupo acido por grupo alquilo, siendo mas volatiles, menos polares y
térmicamente mds estables para el andlisis y la deteccién por UV-Vis o fluorescencia (Kim

et al., 2019).

Existen métodos fisicos que concentran la muestra de interés (centrifugacion o filtracién)
pero tiene la desventaja del acarreo de impurezas que pueden afectar la separacion de los
analitos de interés e incluso una vida util corta de la columna. Otros métodos son la

destilacién al vacio, donde la temperatura no es un factor que dafie la estructura de los
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AGCC. Se utilizan acidos que aumentan su volatilidad y hacen mas preciso al método, pero
se requiere de bastante tiempo para realizar el proceso, asi que puede haber pérdidas de
muestra. El empleo de acidos previo a una extracciéon con solventes como el dietiléter,
también es una técnica comunmente usada, pues purifica la muestra, incrementa la
volatilidad en los dcidos grasos y les da estabilidad. Sin embargo, puede haber pérdidas de
material y, por otro lado, el proceso se vuelve riesgoso por el uso de solventes que son

dafiinos a la salud de quien los manipule.

Entre los ultimos pretratamientos investigados para optimizar el andlisis de AGCC se
encuentra la microextraccidén en fase sdlida, que es una técnica rapida y sensible para la
deteccion de estas estructuras tan volatiles; sin embargo, es necesario que las muestras
estén libres completamente de agua antes de iniciar el analisis (Kim et al., 2019; Zhao et al.,

2017).

Por otro lado, la técnica comunmente aplicada para el analisis de AGCC es la cromatografia
de gases, aunque puede presentar algunas desventajas por la degradacién y modificacién
de los acidos debido la temperatura empleada durante el analisis. El pretratamiento de las
muestras es indispensable para separar los AGCC de la solucidon donde se encuentran
integrados; sin embargo, debe seleccionarse el mejor método para evitar la pérdida de
AGCC antes del andlisis. El tipo de columna que se usa para este analisis por su eficacia, es
la de tipo capilar, con silice como material de soporte, mientras que el tipo de fase
estacionaria mds empleada es polietilenglicol y polisiloxanos por su alta polaridad,
resistencia a temperaturay su resolucidn. El detector mas usado es el de ionizacion de flama
(FID), ya que es sensible, preciso y se puede regular su temperatura. Sin embargo, se ha
reportado que un detector de espectrometria de masas resulta ain mas sensible y selectivo

en el andlisis.

Para evaluar la produccion de AGCC a partir de alimentos que fungen como fibras, se ha
optado por hacer analisis utilizando sistemas in vitro que asemejen las condiciones

corporales, utilizando microorganismos de heces para el proceso fermentativo.
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1.5 Sistemas de fermentacion in vitro

El desarrollo de productos para el ser humano requiere de pruebas confiables que validen
resultados antes de ponerlas en practica. Sin embargo, experimentar en modelos animales
o humanos, tiene implicaciones éticas, altos costos econdmicos y actividades laboriosas que
dificultan la investigacion. Es por ello que se ha buscado la manera de simular condiciones
humanas y acercarse a los resultados reales a través de sistemas in vitro, y el caso del
estudio de la microbiota intestinal, no es la excepcidon. Los modelos intestinales han
presentado ventajas de experimentacién con resultados nada despreciables y que estan en
constante mejora. Sin bien no es posible asemejar al 100% el sistema gastrointestinal, si
proporciona un acercamiento en los diferentes ramos de investigacion, cumpliendo con
objetivos como la evaluacion de nuevos productos alimenticios, medicamentos orales, etc.
Las fermentaciones in vitro pueden ser por lote usando condiciones anaerdbicas con la
muestra de heces o un sistema dinamico representando diferentes partes del sistema
gastrointestinal, es decir, desde zona oral, estomacal, intestinal, e incluso el colon en las

zonas proximal, transversal y distal.

El sistema de fermentacién por lote es muy aplicado para monitorear de forma particular
un producto de interés. Algunos de los sistemas por lote reportados van desde pequeiias
placas con pocillos, hasta recipientes de 1 L y, dependiendo del objetivo final, se controla
pH, temperatura, atmdsfera, medio, agitacién, etc. (Takagi et al., 2016; Tsitko et al., 2019;

Zhou et al., 2020; Berner et al., 2013).

Sin embargo, esta limitado por la cantidad de muestra que se quiera analizar, pues una vez
afadido es necesario esperar hasta finalizar el proceso, ademas de que la acumulacién de
sustancias no benéficas durante el metabolismo de los microorganismos puede tener un
efecto sobre el resultado final. Se utilizan para estudios que involucran un periodo de
tiempo corto y pruebas no muy complejas, pues si bien no hay un comportamiento como

en un sistema in vivo, si puede generar aproximaciones del funcionamiento real.
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Recientemente, se han aplicado sistemas dindmicos para establecer un ambiente mas
complejo bajo condiciones que en el colon son relevantes, ya que pareciera que trabajar en
un sistema por lotes resulta mas alejado de la realidad. Se utiliza en estudios que requieren
de tiempos de fermentacién largos. A continuacion, se describen tres modelos de

fermentacion continua basada en varias etapas.

El simulador de ecosistema microbiano del intestino humano (SHIME por sus siglas en
inglés) es un modelo intestinal que imita el tracto gastrointestinal e incorpora el estémago,
intestino delgado y algunas zonas del colon, controlandose el pH del sistema en las
diferentes etapas. Su nombre ha quedado registrado conjuntamente por ProDigest y la
Universidad de Gante. Al ser un sistema altamente estandarizado y controlado, los

resultados son reproducibles de forma confiable (Van de Wiele et al., 2015)

El simulador gastrointestinal (SIMGI por sus siglas en inglés) es un modelo automatizado
gastrointestinal in vitro para simular dinamicamente los procesos fisiolégicos que tienen
lugar durante la digestion en el estdmago v el intestino delgado, asi como la reproduccién
de microbiota del colon responsable de bioconversiones metabdlicas en el intestino grueso
con parametros controlados por computadora, entre ellos, movimientos peristalticos. Fue
desarrollado en el Instituto de Investigacién en Ciencias de los Alimentos, en Madrid,

Espafia (Barroso et al., 2015).

El sistema de digestién gastrointestinal dindmica (DIDGI por sus siglas en inglés), estd
conformado de dos fases que permiten el estudio de la desintegracion de alimentos en la
digestion, simulando el estémago y el intestino delgado. Fue creado en el Instituto Nacional
Francés de Investigacion Agricola con el objetivo de evaluar las moléculas liberadas en el
proceso de digestion, asi como determinar la biodisponibilidad de nutrientes. Todo es
controlado por computadora y reproduce de forma muy similar las caracteristicas de esta
seccion del sistema gastrointestinal a través de sensores de pH, temperatura, bombas,

condiciones anaerdbicas, asi como respuesta inmediata a través de graficos en tiempo real.
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Como perspectiva, se ha considerado adicionar membranas que imiten la absorcidén de

nutrientes (Ménard et al., 2015).

En todos los sistemas in vitro, para conseguir un sistema anaerdébico se requiere desplazar
el oxigeno que se encuentre en el medio, ya que conforme se desciende en el sistema
gastrointestinal, la concentracién de oxigeno se vuelve ausente, por lo que es necesario el
intercambiarlo por gases como nitrégeno y didéxido de carbono en la seccidon que simula el
colon, ademads de la adicion de agentes reductores que secuestren el oxigeno restante en

el sistema.

1.6 Antecedentes del proyecto

En el trabajo realizado por Shen et al. (2012) se describe el impacto de la ingesta de fibra
dietética sobre la microbiota intestinal representada por materia fecal de humanos. En ese
estudio se utilizé un modelo coldnico in vitro de tres etapas (simulando las tres secciones
del colon), en tres niveles de una combinacién de fibras: dieta tipica (almidén 5 g/L, pectina
2 g/L, goma guar 1 g/L, xilano 2 g/L, arabinogalactano 2 g/L e inulina 1 g/L), otro con un
contenido de fibra tres veces mayor y una etapa final retornando a la dieta tipica. Se analizé
el perfil bacteriano mediante secuenciacién masiva y las concentraciones de acidos grasos
de cadena corta obtenidos en la fermentacién, dando por resultado el crecimiento de
Bifidobacterium, grupo Lactobacillus-Enterococcus y grupo Ruminococcus en los sistemas
con alto contenido de fibra, ademads de variaciones en la cinética de crecimiento entre
microorganismos dependiendo del pH de cada zona, pues entre mds aumentaba el
contenido de fibra, la abundancia de algunos Firmicutes decrecié, mientras que los
Bacteroidetes incrementaban. Conforme se aumentd la concentracidn de fibra, también se
observé un aumento en la concentracion de acidos grasos. Sin embargo, al disminuir el
contenido de fibra en los sistemas, los taxones también se vieron modificados, retornando
a la microbiota inicial. Los autores concluyeron que la ingesta de fibra dietética puede

regular la fermentaciéon coldnica y también el crecimiento de bacterias dentro de Ia
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microbiota colénica humana, ademas de potenciar la produccién de ciertos AGCC de
acuerdo a la fase del colon simulada, ya que, en el caso del butirato, este se produjo en
mayor concentracion en la simulacién del colon transverso, donde el pH adn es acido y hay
una mayor concentracién de Firmicutes productores de este acido graso, a diferencia de la
seccidon distal, donde el pH es casi neutro y causa la disminucién de algunos

microorganismos (Shen et al., 2012).

Haciendo referencia a los almidones resistentes y su comportamiento como fibra dietética
al ser consumidos, se han realizado diversos estudios. Uno de ellos es el trabajo que
describen Le Leu, et al. (2010), donde el objetivo fue conocer en un experimento en ratas
cual seria el impacto de la fermentacion del almiddn resistente tipo 2 en combinacién con
Bifidobacterium lactis sobre el cancer de colon. Los autores observaron un incremento en
la concentracién de 4cidos grasos de cadena corta y una disminucién en la proliferacién de
células coldnicas lo cual disminuye el riesgo de mutaciones y desarrollo de cdncer. Si bien,
en el estudio también se evalua el efecto del almiddn resistente por si solo, se observé un
efecto potencial en la relacién simbidtica con B. lactis, debido a la interaccién entre este
microorganismo vy el butirato producido de la fermentacidon del AR, ya que en conjunto
pueden incrementar los niveles de citocinas y favorecer la apoptosis de células cancerosas

(Le Leu et al., 2010).

Matinez et al. (2010) evaluaron la materia fecal de 10 personas después de consumir
galletas que contenian almiddn resistente tipo 2 y otras con tipo 4. Después de secuenciar
el gen 16 rRNA se reveld que el consumo de AR alteraba significativamente la poblacién
microbiana, pero se obtenian diferencias en la composicion, ya que el AR4 indujo el
crecimiento de los grupos Actinobacteria y Bacteroidetes y una mayor abundancia de
taxones en las muestras, mientras que decrecid el grupo Firmicutes. Por otro lado, se
observé que Ruminoccocus bromii y Eubacterium rectale aumentaron considerablemente
con el consumo de AR2. Los autores recalcan que las magnitudes varian entre individuos,

pero si estan asociadas al consumo de AR (Martinez et al., 2010).
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Poeker et al. (2018) realizaron un estudio para conocer la fermentacién de tres fibras
dietéticas particulares (B-glucano, a-galactooligosacarido y xilooligosacarido) e inulina
como control positivo simulando la zona de colon proximal humano a través de tres
bioreactores conectados de forma continua. Ademas de analizar los 4cidos grasos de
cadena corta como resultado en la fermentacion, también se estudid la microbiota
responsable de la produccién de dichos acidos, realizando una secuenciacion masiva de los
microorganismos. Los autores observaron que la microbiota dominada por Bacteroidaceae-
Ruminococcaceae produjo mads butirato (hasta 96%), mientras que la dominada por
Prevotellaceae-Ruminococcaceae, produjo mds propionato (hasta 40%) (Poeker et al.,

2018).

Erickson et al. (2018) compararon el efecto prebidtico potencial y la fermentabilidad de
cuatro fuentes comerciales de almiddn resistente tipo 4 (papa, tapioca, maiz 1 y maiz 2),
midiendo cambios en la produccién de gas, pH y formacién de acidos grasos de cadena
corta; se usé como control la polidextrosa y fructooligosacaridos de cadena corta. Como
resultado, los autores observaron que después de 24 h de fermentacién, el almidén de papa
y tapioca mostraron resultados similares de pH, produccion de gas y AGCC. El almiddn de
maiz 1 generd un ligero aumento de pH y el de maiz 2 produjo menor cantidad de gas que
el resto, pero con un pH mayor. Como conclusién, los autores mencionan que, si bien los
AR4 generan un efecto positivo en la produccién de AGCC, el almiddn resistente obtenido
de maiz 1 puede ser buen candidato para remplazar a los fructooligosacaridos en algunas
aplicaciones debido a que durante la fermentacién se produjo menor cantidad de gas, lo

gue se puede proyectar en una menor inflamacién intestinal (Erickson et al., 2018).

En el desarrollo de un sistema in vitro que simulara la fermentacién del colon, Tsitko et. al
(2019), estudiaron once fibras, entre ellas, la inulina y el almiddn resistente. El sistema
consistid en micropocillos con condiciones similares al colon que favorecié en proceso
fermentativo. Se observd que tanto la inulina como el almiddn resistente incrementaban el

desarrollo del género Bifidobacterium, asi como familias productoras de butirato, como

26



Lachnospiraceae y Ruminococcaceae. El tiempo de tratamiento fue de 48 h y se observd
que conforme pasaba mas tiempo y el pH se elevaba, algunos Firmicutes se veian
disminuidos, mientras que los Actinobacteria incrementaban, es decir, el pH tuvo un efecto

sobre la composicion microbiana final (Tsitko et al., 2019).

Giuberti et al. (2020) analizaron cuatro fuentes de almiddn resistente tipo 3 y ademas uno
del tipo 2 alto en amilosa. Estos sustratos se fermentaron en un sistema in vitro con materia
fecal de cerdo como indculo. Los dcidos grasos de cadena corta fueron analizados cualitativa
y cuantitativamente. Como resultado, la concentracién de AGCC varié de acuerdo con el
almidén usado como sustrato. Lo que se resalta es que el almiddn retrogradado de maiz y
el almiddn tipo 2 alto en amilosa generaron mayor cantidad de butirato y propionato, acidos

grasos que muestran mayor beneficio para el cuerpo humano (Giuberti & Gallo, 2020).

1.7 Objetivo

1.7.1 Objetivo general

Evaluar la fermentabilidad del almidén retrogradado como fibra dietética bajo un modelo
colénico in vitro, analizando los dacidos grasos de cadena corta producidos y los

microorganismos involucrados en el proceso.

1.7.2 Objetivos especificos

1. Obtener el almiddn retrogradado a partir de almidén alto en amilosa (Hylon VII) y
cuantificar el almiddn resistente contenido tanto en el almiddn tipo 2 como el tipo 3,
ademds de concentrar la fraccion de almiddén resistente del AR3 con enzimas,

simulando su paso por el tracto gastrointestinal.

2. Obtener las muestras de materia fecal provenientes de tres donadores saludables,
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una vez que fue registrada su alimentacién habitual por 21 dias.

3. Implementar el modelo de fermentacién colénico adecuado, tanto del medio de
cultivo como del sistema anaerobio controlado, ademas de los indculos preparados

con materia fecal.

4. Evaluarla producciéon de AGCC por cromatografia de gases acoplado a espectrometro
de masas en cinéticas de fermentacion con las fibras dietéticas: inulina (control

positivo) y almiddn resistente tipo 3 como fuente de carbono principal.

5. Caracterizar la comunidad microbiana total seleccionada a partir del proceso de
fermentacion de las fibras dietéticas, a través de la secuenciacién masiva de un
marcador ribosomal para procariotes por medio de la plataforma Illumina MiSeq 250

PE y el posterior analisis bioinformatico con QIIME2.

6. Comparar los resultados de comunidad microbiana y produccién de AGGC obtenidos
en la fermentacidon de las fibras dietéticas in vitro para concluir si tiene efecto

positivo.

1.8 Hipoétesis

La fermentacidon de almiddn resistente tipo 3 en un sistema in vitro, tendrd un efecto
positivo sobre la produccién de acidos grasos de cadena corta y un impacto sobre el

microbioma asociado al colon.

1.9 Planteamiento del problema y justificacion

Actualmente, la industria alimentaria ha evolucionado de forma significativa al adicionar
almidon resistente para mejorar sus productos y aumentar la aceptacion por el consumidor.
Se cree que estos componentes, por pertenecer al grupo de las fibras, tiene un beneficio en

la salud. Estudios recientes han demostrado que los almidones resistentes promueven la
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produccién de acidos grasos de cadena corta y modificaciones en el microbioma intestinal.
Sin embargo, es importante evaluar el almiddn resistente tipo 3 proveniente de un almidén
alto en amilosa y demostrar el efecto benéfico en el colon, antes de asumir que cualquier

AR tiene un efecto positivo en la salud.

Con este proyecto se busca comparar los productos de fermentacion del almidén resistente
tipo 3 con la inulina (ambos utilizados en la industria alimentaria) para determinar si en
sistemas in vitro se generan respuestas que puedan asociarse a efectos benéficos, haciendo
referencia a la produccidon de dacidos grasos de cadena corta y a la microbiota que se

encuentra en colon.
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Il. Materiales y Métodos

2.1 Obtencion de almidon resistente tipo 3

Se utilizé almiddn nativo Hylon VII con 70 % de amilosa. Se preparé una suspensién al 5%
de almiddn y se calentd a 60°C por 15 min antes de gelatinizarla a 121°C por 15 min, y
posteriormente se vaciaron en refractarios esterilizados. Después del vaciado se colocaron
a 75 °C, pesandose cada 24 h para determinar el agua perdida, hasta obtener el 20% de
humedad. Después, la pasta formada se almacend en refrigeracidon a 4°C por cinco dias.
Posteriormente se secé en estufa a 110° C durante 2.5 h. Una vez seco, se molié para
disminuir su tamafio de particula, se pasé a la licuadora y después por un molino (KRUPS

GX4100) en 3 ciclos de 10 segundos. Al final, se cribd en malla No. 60.

2.2 Cuantificacion de almidon resistente

Se cuantifico el almiddn resistente contenido en el Hylon VII (AR2) y también en el almiddn
retrogradado obtenido en el laboratorio (AR3) utilizando el Kit AOAC K-RAPRS 11/19 de

Megazyme (Wicklow, Irlanda).

Se pesaron 100 mg de la muestra de almiddn y se colocaron en el tubo de polipropileno. Se
adicionaron 3.5 mL de buffer de malato de sodio pH 6.0 y se mezcld en vortex por 5 s. Se
colocd en bafio de agua por 5 min a 37 °C. Posteriormente se agregaron 0.5 mL de solucién
PAA/AMG (amilasa pancreatica y amiloglucosidasa) y se incubd a 37 °C por 4 h, en agitacion
a 65 rpm. Se removio el exceso de sobrenadante y se agregaron 4 mL de etanol al 95% y se
agitd vigorosamente en voértex. Se centrifugd a 4000 rpm por 10 min. Se decantd el
sobrenadante y se resuspendid el precipitado en 2 mL de etanol al 50%; después de agito
en vortex. Nuevamente se centrifugd a 4000 rpm por 10 min, se decantd y se agregaron 6
mL de etanol al 50% para centrifugar por ultima ocasion, dejando una pequeiia cantidad de

etanol con el precipitado hasta continuar el analisis. Posteriormente, se agregaron 2 mL de
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NaOH 1.7 M frio para resuspender el pellet. Se mantuvo en agitacion magnética por 20 min
en bano de hielo. Se adicionaron 8 mL de buffer de acetato de sodio 1.0 M pH 3.8 e
inmediatamente 0.1 mL de AMG 3,300 U/mL. Se colocé en un bafio de agua a 50 °C por 30
min, con agitacién intermitente en vortex. Seguido de esto, se transfirid la solucidn a frascos
de 100 mL y se aford. Se centrifugd a 11000 rpm por 5 min. Para finalizar, se transfirieron
0.1 mL de cada dilucién a tubos de ensayo y se adicionaron 3 mL de GOPOD vy se incubd a
50 °C por 20 min. Se colocd 1 mL de cada muestra y duplicado en las celdas de pldstico para

leerse en espectrofotémetro (DLAB SP-UV1100) a 510 nm.

2.3 Predigestion de almiddn resistente tipo 3

El almiddn fue sometido a una digestidn in vitro, simulando el paso desde la boca hasta el
intestino delgado y su interaccién con enzimas propias de las diferentes zonas del cuerpo
humano de acuerdo con una solucion reguladora con la composicién mostrada en la Tabla

1 para cada fase.

Fase oral: Simulacion de fluidos salivales con a-amilasa de 75 U/mL a pH 7.0, 37 °C por 2
min.

Fase gastrica: Simulacion de fluidos gastricos con pepsina 2000 U/mL a pH 3.0 a 37 °C por
120 min.

Fase intestinal: Simulacién de fluido intestinal con pancreatina 100 U/mL a pH 7.0, 37 °C por

120 min.
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Tabla 1. Composicion de soluciones: fase oral, gdstrica e intestinal

Fase oral Fase gastrica  Fase intestinal
pH7 pH3 pH7
Solucion stock Vol. de stock  Vol. de stock  Vol. de stock
. gLt Conc.
Constituyente molar mL mL mL
KCl 37.3 0.5 15.1 6.9 6.8
KH2PO4 68 0.5 3.7 0.9 0.8
NaHCOs 84 1 6.8 12.5 42.5
NaCl 117 2 - 11.8 9.6
MgCl>(H20)e 30.5 0.15 0.5 0.4 1.1
(NH4)2C03 48 0.5 0.06 0.5 -
Ajuste de pH
NaOH 1 - - -
HCI 6 0.09 13 0.7
Concentracién de Ca?*
CaClz(H20)2 441 0.3 1.5 Mm 0.15 mM 0.6 Mm

Inicialmente, se pesaron 5 g del almiddn. Se adicionaron 4 mL de agua y de la pasta obtenida
se pesaron nuevamente 5 g que se adicionaron a tubos Falcon de 50 mL. Se ajusté el pH
inicial a 7 y posteriormente se adiciond la enzima amilasa maltogénica de Bacillus spp
(A2986 Sigma-Aldrich), se incubd por 2 min y seguido de ello se afiadio la pepsina de mucosa
gastrica porcina (P7000 Sigma-Aldrich), se ajusté el pH a 3 y se incubd por 2 horas.
Posteriormente se adiciond pancreatina de pancreas porcino (P1750 Sigma-Aldrich) y se
ajusté el pH a 7 de acuerdo con el orden de digestidon. Se incubd a 37 °C el tiempo
correspondiente a cada fase y se mantuvo en agitacién constante por inversion cada 2 min.
Al finalizar las tres fases, se colocd en un bafio de hielo a 4°C mientras se realizaban dos
lavados con etanol al 50% (se adicionaron 20 mL de etanol al 95%). Posteriormente se
centrifugé a 4000 rpm 10 min y se decantd. Se dejd secar a 50 °C por 20 h para después ser

molido y tamizado en malla No. 60. La digestidn se realizé por triplicado.
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2.4 Materia fecal

Se eligieron 3 personas donadoras de materia fecal considerando los siguientes criterios:
edad de 20 a 40 anos, no embarazada, no fumador, no consumo de alcohol constante, sin
padecimientos gastrointestinales y que no hubiera consumido antibidticos en los ultimos
tres meses. Cuando la muestra fue tomada, se mantuvo en congelacién (-20°C) para evitar
actividad de los microorganismos de la materia fecal. Una vez iniciada la experimentacion,
las muestras se colocaron a temperatura ambiente antes de preparar el indculo.

Cabe sefialar que previo a la donacién de materia fecal, el donante firmé un formato de
consentimiento informado (Anexo 1), aprobado por un comité de bioética (Anexo 2). El

formato comprende los siguientes puntos:

Descripcidn breve y clara del proyecto

- Descripcidn en qué consistira la participacién del donante
- Riesgos

- Confidencialidad

- Beneficios

- Firma de aceptacién

Por medidas de seguridad tanto en la manipulacién de las muestras de heces como en la
experimentacién misma, se realizaron exdmenes coproldgicos y coproparasitoscopicos de
la materia fecal de cada donador, descartando la presencia en abundancia de posibles
parasitos u otros microorganismos patdgenos. También, los participantes registraron su
ingesta de alimentos en los 21 dias anteriores a la toma de muestra, con el objetivo de

conocer de manera general los posibles efectos de la dieta sobre la microbiota.

2.5 Sistema y condiciones de fermentacion
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Se utilizaron 0.3 g de almiddn resistente tipo 3 y 0.3 g de inulina para cada participante en
sistemas de fermentacién con frascos de 100 mL, por separado. Se hidrataron en 40 mL del
medio de cultivo GAM (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) que contiene los componentes
similares al colon, ademas de agentes reductores para evitar la presencia de oxigeno para
los microorganismos (Takagi et al., 2016). Posteriormente se pasaron por un bafio de agua
a 37 °C, incubandose por 2 h. Las muestras de heces (10 g) se mezclaron con un buffer de
fosfatos 1:1 y después se combinaron con una solucidn reductora (2.5 g de L-Cisteina HCl,
16 mL de NaOH 1 N, 2.56 g de sulfuro de sodio anhidro) a una concentracién 1:1. Un
volumen de 5 mL del inéculo de materia fecal fue afiadido a cada frasco una vez enriquecida
la atmdsfera con Ny, filtrando el gas por una membrana de 0.22 um (Whatman). Para liberar
el gas producido durante la fermentacién, se colocé una manguera desde el sistema hasta
una trampa de gas con una solucion y carbdn activado al 1% para secuestrar el olor,

verificando su funcionamiento en la formacién de burbujas en la trampa.

Se tomaron muestras de 1.5 mL para analizar los AGCC a las 0, 4, 8, 12 y 24 h. El pH se
mantuvo a 5.8-6 agregando NaOH 1N en caso necesario. Para detener el proceso, se afiadio

1 mL de solucién de sulfato de cobre (200g/L).

En la Figura 3 se muestra un esquema del sistema de fermentacidn, utilizando un frasco de
100 mL con tapdn de caucho. Se realizaron tres perforaciones que se utilizaron como vias
de acceso y salida de reactivos, medio de cultivo, indculo, salida de gas y muestras, ademas

de una perforacion mas para la colocacién del electrodo de pH.
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Tuberia para inyeccionde N2 y
NaOH 1 N para control de pH

Caracteristicas del

Tuberia para inyeccion de

inéculo y toma de muestras e sistema
V4
Tuberia para salida de gas O//h 0.3 g de sustratos
hacia la trampa [ £ pH 5.8-6.0
'l e
- i 24 h
Entrada de potencidmetro —

Agitacién constante 100 rpm

llJ 37°C

Medio GAM NISSUI 40 mL

(monitoreode pH)

Trampa de gas

Distribucién de la tuberia o _—

T
en el tapén de goma, vista e 1

' ~ —
desde arriba o o '),;/;;‘yy

Figura 3. Esquema de sistema de fermentacion con sus caracteristicas y distribucion de
tuberias.

2.6 Analisis de AGCC

Analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrémetro de masas

Se usd acido succinico como estandar interno al 0.2 M, almacenando a 4 °C, asi como NaOH

1N utilizado para la extraccién de los AGCC.

Para las muestras, se tomd 1 mL del sobrenadante de cada sistema de fermentacion en la
cinética establecida (0, 4, 8, 12 y 24 h) y se colocé en tubos Eppendorf. Las muestras se
colocaron en vértex a maxima agitacion por 5 s. La muestra se colocd en tubo de vidrio de
10 mL para centrifugacion. Se agregaron 50 plL de la solucion de estandar interno 0.2 M. Las
muestras fueron mezcladas en vértex por 5 s y se dejaron reposar a temperatura ambiente
por 5 min. Se adicionaron 100 pL de HCl concentrado y se agitaron en vortex por 15 s. Se
adicionaron 5 mL de dietiléter, incubando 20 min a temperatura ambiente y mezclando
ligeramente en tiempos intermitentes. Se centrifugd a 3600 rpm por 6 min. El sobrenadante
se transfirid a otro tubo y se adicionaron 500 uL de solucion NaOH 1 M. Nuevamente, se

incubd por 20 min y posterior centrifugacién a 3600 rpm por 6 min. La fase acuosa se
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transfirié a un tubo Eppendorf y se adicionaron 100 uL de HCl concentrado. Se mezcld y las

muestras se mantuvieron a 4°C.

En el andlisis de GC-MS se utilizd la metodologia descrita por Zamora-Gasga et al. (2015)
con ligeras modificaciones (Zamora-Gasga et al., 2015). El analisis se realizé en el equipo
Agilent Technologies 7890B Network Series GC System y detector selectivo de masas de
triple eje 5975C, con columna capilar HP-5ms 19091S-433 (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.), 30 m x 250 pm x 0.25 pm.

Las condiciones de los andlisis cromatograficos fueron las siguientes: la temperatura del
inyector fue de 250°C. La temperatura del horno se mantuvo inicialmente a 50° C durante
5 min y luego se aumentd a 200 °C, la tasa de aumento fue de 5 °C/min y esta temperatura
se mantuvo durante 2 min, después se aumento a 230 °C, la rampa de aumento fue de 15
°C/min y esta temperatura se mantuvo durante 15 min con un tiempo de corrida final de

53.5 min.

El volumen de inyeccién fue de 2 L para las muestras y estandares, mediante modo de
inyeccién manual, modo de control de flujo velocidad lineal, flujo en la columna 1.10
mL/min, velocidad lineal del gas 27.45 cm/s, gas de arrastre helio, temperatura de fuente
de iones 250 °C, tiempo de inicio 3 min, tiempo de finalizacidn 53.5 min. La deteccién m/z
inicial 50 y m/z final 550. Los datos cromatograficos se procesaron con el programa MS

ChemStation y MS interpreter.

2.7 Analisis de comunidad microbiana

Se analizaron los microorganismos responsables en cada fermentaciéon mediante un perfil

de microbioma, extrayendo ADN de cada sistema.

2.7.1 Extraccion de ADN
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Se colocaron 200 mg de cada muestra en tubos ZR BashingBead y se adicionaron 750 plL de
la solucion de lisis, mas 20 uL de MOCK ZymoBIOMICS™ Spike-in Control | (High Microbial
Load), que es una comunidad de microorganismos con diversidad y concentracién conocida
(Imtechella halotolerans 2x107/20 uL y Alobacillus halotolerans 2x107/20 L), lo que
permitié optimizar y validar los procesos con los resultados obtenidos en la extraccién de

ADN.

Se agitd en vértex a maxima velocidad por 10 min. Se incubaron en hielo por 20 min y se
centrifugaron a 11,400 x g por 1 min. Se transfirieron 400 pL del sobrenadante a Zymo-Spin
IV Spin Filter colocado en tubo recolector y se centrifugd a 8,010 x g por 1 min. Se
adicionaron 1,200 pL de buffer ZymoBIOMICS DNA Binding al filtrado, se mezclé y se
transfirieron 800 uL de la mezcla del paso anterior a Zymo-Spin IlIC-Z Column en tubo
recolector y se centrifugd a 10,040 x g por 1 min. Se descarto el filtrado y nuevamente se
transfirieron 800 L de la mezcla del paso anterior a Zymo-Spin llIC-Z Column y se centrifugd
a 10,040 x g por 1 min. Se eliminé el fluido, posteriormente, se adicionaron 400 pL de
ZymoBIOMICS DNA wash Buffer 1 a Zymo-Spin IlIC-Z Column y se centrifugd a 10,040 x g
por 1 miny se descartd el fluido. Se afiadieron 700 pL de ZymoBIOMICS DNA wash Buffer 2
a Zymo-Spin llIC-Z Column vy se centrifugd a 10,040 x g por 1 min. Se descarté el fluido,
seguido de la adicién de 200 uL de ZymoBIOMICS DNA wash Buffer 2 a Zymo-Spin IlIC-Z
Column y se centrifugd a 10,000 x g por 1 min. Se transfirié Zymo-Spin IlIC-Z Column a un
tubo de 1.5 mL y se adicionaron 50 pL de ZymoBIOMICS DNasa/RNasa Free water a una
temperatura de 60 °C directamente a la matriz de la columna y se incubd por 3 min. Se
centrifugdé a 10,040 x g por 1 min. Se adicionaron nuevamente 50 puL de ZymoBIOMICS
DNasa/RNasa Free water directamente a la matriz de la columna y se incubé por 3 min mas.

Se centrifugd a 10,040 x g por 1 min para eluir el ADN.

Finalmente, se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1% para evaluar la calidad de

ADN extraido de las nueve muestras: para cada donante una muestra de materia fecal sin

37



procesar y seis muestras de fermentacion con tratamientos inulina y AR3. Para realizar la
secuenciaciéon masiva por llumina, fue necesario conocer la concentracién de ADN total
extraido por cada muestra, ya que es necesario 20 ng/uL de ADN para la secuenciacién de

amplicones ribosomales, en este caso, el gen ribosomal 16S.

2.7.2 Secuenciacion masiva

Una vez extraido el ADN de las nueve muestras, se procedid a realizar la secuenciacién
masiva empleando la plataforma Illumina 250 x pb. Las regiones secuenciadas fueron V3-
V4 (341F-806R) 16S rRNA para bacterias y del ITS1-2 (2024F-2409R) para eucariotes. Se
realizd a través de los servicios gendmicos Novogene. Posteriormente se realizé un andlisis
bioinformatico mediante la edicion y control de calidad de secuencias, ensamble y
clasificacién taxonémica empleando el conjunto de programas QIIME2 y la base de datos

de genes ribosomales Silva 138 99% OTUs full-length sequences.

Finalmente, se compararon los resultados, analizando si la fermentacidn de los almidones
presentaba una concentracidn competitiva de acidos grasos comparada con la inulina
(control positivo) y, ademas, la composicion de la comunidad microbiana seleccionada por

fermentacion de las diferentes fuentes de carbono.
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lll. Resultados y discusion

3.1 Obtencion de almidon retrogradado

Se obtuvo el almiddn retrogradado a partir del almidén nativo Hylon VIl con 70% amilosa

siguiendo el procedimiento descrito.

El proceso fue tomado de trabajos previos con una modificacion en el tiempo de
retrogradacion, pues en este caso se dejé en refrigeracién cinco dias, mientras que en
trabajos previos se reportan hasta siete dias en almacenamiento a 4 °C. Sajilata et al. (2006)
realizaron una revision acerca del impacto de ciertas técnicas sobre el contenido final de
almidon resistente cuando este polisacdrido es manipulado. Los autores mencionan que en
el AR3, cuando ocurre el proceso de retrogradacién es importante tomar en cuenta el
almacenamiento. Si es de interés incrementar el AR, entonces sera conveniente mantener
el almidén a temperaturas bajas, permaneciendo asi por al menos dos dias, aunque en su
mayoria puede permanecer en almacenamiento a baja temperatura hasta siete dias

(Sajilata et al., 2006).

3.2 Cuantificacion de almidon resistente

Siguiendo las instrucciones del Kit AOAC K-RAPRS 11/19 usado para la cuantificacién, se
obtuvo el 9% de almiddn resistente tipo 2 en el almidén nativo Hylon VII, mientras que en
el almidén retrogradado se obtuvo el 29% de almiddn resistente tipo 3. Con respecto a estos
datos, hay otros estudios que muestran una mayor cantidad de almiddn resistente tanto en
el almidéon nativo como en el retrogradado. Un ejemplo es en el trabajo realizado por
Giuberti et al. (2020), donde reportan 46.9% de almidén resistente en el almidén
retrogradado alto en amilosa (Novelose 330), mientras que, en el almidén nativo alto en

amilosa, el 55.1%.
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Existen diferentes situaciones por las que se puede obtener mayor concentraciéon de
almidon resistente, pues segun las técnicas de procesamiento realizadas se vera afectada
la gelatinizacidn, retrogradacion y, por ende, el contenido final de almiddn resistente. La
extrusion en conjunto con enfriamiento puede conseguir mayor abundancia de AR, asi
como los tratamientos por calor, horneado, sancochado, radiacién de microondas vy la
esterilizacién en autoclave, donde se ha observado que después de realizar varios ciclos de
calentamiento y enfriamiento se puede lograr mayor cantidad de AR (Yadav et al., 2009).
Por otro lado, el tiempo y el modo de enfriamiento donde ocurre y se promueve la
retrogradacion, también tendrd un efecto importante sobre la formacién de almidén
resistente, pues la amilosa y amilopectina se reorganizan en cierto periodo. Entre mayor
sea el lapso de los geles en retrogradacién durante el almacenamiento a una baja
temperatura, mayor serd el reacomodo de las cadenas poliméricas a formas semicristalinas
(Park et al., 2009). Las cadenas de amilosa en forma de hélices se conjuntan, lo que

incrementa la formacidon de almiddn resistente.

Con respecto a la metodologia seguida en este proyecto, se mantuvo el almidén
retrogradado en refrigeracién a 4 °C por cinco dias, obteniéndose un 29% de AR, mientras
que Pineda (2019) se reportd un 32.69% del AR3 alto en amilosa, con la diferencia de que
se mantuvo en almacenamiento siete dias a 20° C, después 2 h a 110° Cy por ultimo, 12 h
a40°C, por lo que, de acuerdo con lo reportado, es posible que el tiempo de retrogradacién
a diferentes temperaturas haya influido en la concentracién de almiddn resistente final

(Pineda Cruz, 2019).

3.3 Digestion enzimatica de AR3

Después de tratar el AR3 con enzimas, se obtuvieron 5.31 g de almidén después del proceso
digestivo simulado, tomando en cuenta que inicialmente se pesaron 10.05 g del almidén,
esto equivale a un rendimiento del 52.83%. Ademas, se cuantificd el almidon resistente del

almiddn resultante de la digestion y se obtuvo un 56.84% en el almiddn retrogradado.
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En el trabajo realizado por Giuberti et al., en el 2020, donde se evaluaron distintos
almidones resistentes en sistemas in vitro, la digestién de almidones retrogradados fue
realizada bajo la misma metodologia estandarizada, pero al final no se menciona una
cuantificacion posterior de almidén resistente, sino que pasan directamente a su evaluacion
en los sistemas de fermentacién que ellos emplearon. Por otro lado, en la investigacién de
Erickson et al. (2018), donde también se busco evaluar almidones resistentes en sistemas
in vitro, se empled método de predigestion por AOAC 991.43 y cuantificacidn de fibra total.
Se utilizaron tres enzimas: amilasa, proteasa y amiloglucosidasa. Sin embargo, los tiempos
de retencidn que simula cada fase fueron menores (30 min), las temperaturas superaron
los 37 °C y las concentraciones de las enzimas superaron las condiciones corporales. No se

menciona la concentracion de almiddn resistente resultante después de esta digestion.

En el presente trabajo de estudio, después de la simulacion de la digestién desde la boca
hasta el intestino delgado, se observo que al final no todo el almiddn era resistente después
de cuantificar la fraccion con el kit Megazyme K-RAPRS 11/19. Sin embargo, la implicacion
que tiene el colocar un almidén compuesto por una fraccion facilmente digerible y una
fraccién resistente, tendra un impacto importante en el sistema de fermentacién. Es muy
probable que la comunidad microbiana seleccione el almidén digerible como primera
opcién para ser consumido. Posteriormente continuard con el almidén resistente. Los
resultados del analisis de AGCC y de la diversidad en la comunidad microbiana se veran

influenciados por ambas fracciones del almiddn y no sélo por la parte resistente.

Si bien una simulacién in vitro tendra desventaja con respecto a un sistema in vivo por la
complejidad de fluidos de cada zona asi como las células y microorganismos que estan
presentes y los metabolitos que producen, la metodologia seleccionada para llevar a cabo
este proceso se describe como un estandar adecuado para simular la digestion de cualquier
alimento, el cual ha sido consensuado internacionalmente por 200 cientificos que trabajan
en proyectos relacionados a la digestion. Cabe sefialar que el proceso ha tenido pequeiias

mejoras desde su publicacién en el 2014.
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3.4 Estandarizacion del sistema de fermentacion
El sistema esta compuesto de un frasco dmbar de 100 mL, con un dispositivo de monitoreo
de pH, agitacién magnética, tapdn de goma con tres orificios de 4 mL de didmetro y uno

central de 9 mm de didmetro, manguera de silicon y jeringas de 3 y 5 mL (Figura 5).

El sistema permitié llevar a cabo la fermentacion en condiciones anaerdbicas. Ademas, se
adecud unaincubadora con un control automatico para mantener la temperatura constante
a 37 °C (Figura 4). Un foco se acondiciond con el objetivo de elevar la temperatura en el
interior cuando se requiriera, o se apagara si se habia alcanzado el calor suficiente. También

se adecud un extractor que permitié la salida de aire.

De acuerdo con lo reportado en estudios anteriores, cuando es de interés analizar la funcién
del sistema gastrointestinal, es preferible hacerlo a través de un sistema continuo. Sin
embargo, los resultados obtenidos con un sistema por lote son aceptables, es decir,
representando sélo la zona de andlisis, con las condiciones adecuadas: temperatura de 37

°C, ausencia de oxigeno, pH 5.8-6.0 (Barroso et al., 2015).

La estandarizacién consistié en pruebas realizadas con levadura para panificacién y azucar
convencional como fuente de carbono, permitiendo el ajuste de pH, el mantenimiento de

temperatura y agitacion.

Figura 5. Sistema de Figura 4. Incubadora que mantuvo
fermentacion que simuld el colon el sistemaa 37°C
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3.5 Fermentacion

3.5.1 Registro de ingesta de alimentos

Previo al proceso de fermentacion, se acordd con los participantes donadores el comienzo
de su registro de alimentos, asi como la condiciones para la recoleccién de las muestras.
Ademas, se realizaron pruebas coproldgicas y coproparasitoscopicas para descartar la
presencia de microorganismos patogenos y evitar posibles contagios al momento de su

manipulacion.

Cada uno de los participantes registré su dieta durante 21 dias consecutivos, donde la
descripcién fue lo mas detallada posible en cuanto a las porciones de alimentos y bebidas
consumidos. Una vez realizado el registro, se procedio a la recoleccién de muestras en un
frasco estéril cerrado herméticamente, y se entregaron de forma inmediata para su
procesamiento en laboratorio. El registro que se realizé permitid conocer habitos
alimenticios de cada participante y aunque no llevaron una dieta designada, el efecto que
tiene el tipo y cantidad de proteinas, carbohidratos y grasas presentes en los alimentos que
consumen, tienen un efecto importante sobre la composicién de la microbiota y también

los metabolitos resultantes.

Los alimentos registrados por cada participante fueron clasificados en alimentos de origen
animal, frutas, verduras, cereales, grasas y botanas/golosinas. También se realiz6 una

clasificacién de las bebidas: agua natural, agua azucarada, bebidas procesadas, café y leche.

En la Tabla 2 se muestra la descripcion de cada participante y en la Figura 6 se muestra un

grafico comparativo de los alimentos como bebidas registradas por los tres participantes.
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Tabla 2. Caracteristicas de los donantes de materia fecal.

Parametro Donador 1 Donador 2 Donador 3
Género Masculino Masculino Femenino
Edad 30 afios 22 afios 22 afos
Peso 71 kg 76.5 kg 66 kg
Estatura 1.76 m 1.70m 1.58 m
indice de masa corporal 22.9 (normal) 23.9 (normal) 26.4 (sobrepeso)
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Figura 6. Registro de alimentos y bebidas de los tres participantes.

La dieta habitual juega un papel importante en la composicion del microbioma intestinal,
asi como en los productos generados del aprovechamiento de los alimentos por parte de
estos microorganismos. De acuerdo con Wu et al. (2011), el enterotipo Bacteroides se
relaciona con una alimentacidn alta en proteinas y grasas, mientras que Prevotella se asocia

con una dieta alta en carbohidratos.

Una alimentacién basada en verduras y almidones incrementa los grupos Firmicutes,

Xylanibacter, Bacteroidetes y Prevotella (De Filippo et al., 2010). Especificamente, hablando
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de frutas y verduras, algunos Firmicutes como Ruminococcus bromii, Roseburia vy
Eubacterium rectale se ven incrementados cuando se consumen estas fuentes de fibra. Por
otro lado, una dieta basada en grasas impulsa el desarrollo del phylum Proteobacteria y
promueve el desarrollo de Firmicutes con respecto a los Bacteroidetes, en especial los de
orden Erysipelotrichales y Clostridiales (Firmicutes). También se promueve el crecimiento
de la familia Micrococcaceae del phylum Actinobacteria, mientras que las familias
Prevotellaceae y Rikenellaceae (pertenecientes a Bacteroidetes) disminuyen. Cuando la
dieta estd conformada principalmente por azlcares, aumentan los microorganismos de
orden Clostridia (familia Laachnospiraceae y Ruminococcaceae) mientras que los
Bacteroidetes se ven disminuidos, principalmente Prevotella; los géneros Sutterella y
Bilophila del phylum Proteobacteria también se ven potenciados cuando hay un elevado
consumo de azucar en la dieta (Sen et al., 2017). En el caso del consumo de una dieta alta
en proteinas, se ha observado un aumento en la abundancia de Arkkenmansia spp., que
pertenece al phylum Verrucomicrobia y puede tener un efecto benéfico sobre la obesidad
y la diabetes gracias a su produccién de acetato y propionato, ademds de la activacion de

sefalizaciones (Wang et al., 2017).

Cabe sefialar que la microbiota del intestino de cada individuo es Unica, pues existen
diversos factores tanto endégenos como exdgenos que impactan sobre los
microorganismos que alli habitan desde el nacimiento hasta la vejez, manteniéndose

III

estable como una especie de “huella digital” (Jandhyala et al., 2015). Aun cuando ocurren
cambios bruscos en la forma de vida o alimentacidn, los taxones clave permanecen y la

microbiota vuelve a su estado normal en un lapso de tiempo corto.

Dado que la microbiota se ve modificada incluso 24 h después de un cambio brusco en la
dieta, en este trabajo se evalud si efectivamente las fuentes de fibra inulina y almidén
retrogradado fomentan la abundancia de microorganismos benéficos una vez caracterizada

la comunidad microbiana en el estudio in vitro.
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3.5.2 Fermentacion de fibras con indculo fecal

En la Figura 7 se muestran los sistemas de fermentacion in vitro de cada tratamiento para

cada participante, de acuerdo con las especificaciones mencionadas en la metodologia.

Figura 7. Sistema de fermentacion utilizado para cada participante

3.6 Analisis de acidos grasos de cadena corta

3.6.1 Extraccion de AGCC

Por su estructura, los acidos grasos de cadena corta (menos de seis carbonos) son mas
volatiles que los acidos grasos de cadena larga, por lo que su extraccién debe ser cuidadosa

cuando se analizan.

En este proyecto la extraccién se basé en la metodologia de De Baere et al. (2013), donde
se realizé una extraccion liquido-liquido (acido-base) (De Baere et al., 2013). Los AGCC son
parcialmente hidrdfilos y por esta razon deben ser protonizados para que sean hidréfobos
y puedan ser extraidos con un solvente orgdnico. En esta metodologia se utilizé6 HCI
concentrado que se adiciond inicialmente a la muestra para acidificarla y posteriormente

se agrego éter dietilico para la extraccidn de la fase acuosa hasta la organica. Se centrifugd
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para retirar la mayor cantidad de impurezas y el sedimento. Después, se adiciond NaOH,
que provee de carga a los AGCC y luego de una nueva centrifugacién, los AGCC pasaron a
fase acuosa, de donde se recuperd la mayor cantidad de muestra posible y se adicioné HCI

para regresar a su estado acido.

Se ha descrito que el uso de acidos y bases para la extraccion de AGCC purifica mejor la
muestra en comparacion con otras metodologias; sin embargo, tiene algunas desventajas,
como el tiempo de procesamiento de muestra, posible pérdida de acidos grasos, asi como
la exposicién a reactivos peligrosos, tanto acidos y bases, como los solventes organicos

(Zhang et al., 2013).

3.6.2 Cuantificacion de AGCC por CG-MS

Después de cuantificar los AGCC a través de la cinética en cada fermentacién (0, 4, 8, 12y
24 h), se obtuvieron 45 resultados, uno por cada muestra. En cada participante hubo un
total de 15 muestras: 5 de la fermentacidn coninulina, 5 con AR3 y 5 mas de la fermentacién
de materia fecal sin fibra. Se realizé un monitoreo de pH y se observé que la mayor variacién

ocurrié entre las 4 y las 12 h, con un pH minimo registrado de 4.9.

Los resultados de la cuantificacién de AGCC fueron muy variables entre los tres
participantes, no sélo entre cada acido, sino también en la cinética de su produccién
durante las fermentaciones de fibras, por lo que se opté por promediar las concentraciones
del acido acético, propidnico y butirico de cada participante, y a su vez se conjuntaron y se
promediaron los resultados finales de los tres donantes por tipo de acido en su produccién
total en la fermentacion de cada sustrato, asi como el control negativo, obteniendo los

resultados mostrados en la Figura 8.
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Figura 8. Promedio de AGCC entre los tres participantes. El eje secundario muestra la
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Figura 9. Relacion entre los AGCC de acuerdo con los tratamientos. a) Fermentacion sin
fibra, sélo indculo de Materia Fecal en el medio. b) Fermentacion con Inulina. c)
Fermentacion con AR3.
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Las relaciones que se mantuvieron entre los AGGC de acuerdo con cada tratamiento y con

los promedios obtenidos, se presentan en la Figura 9.

De forma global no se observé la proporcion 60:20:20 de acetato, propionato y butirato
tedrica mencionada en diversos estudios, siendo el butirato el que registré una menor
abundancia en los tres casos de experimentacion. Para la fermentacién con AR3, el
porcentaje de butirato fue del 1% al igual que la fermentacién con inulina, a diferencia de
la fermentacidn sin fibra, donde la proporcion fue mayor, lo que muestra un efecto sobre
la sintesis de este acido graso a partir de la inulina y el almiddn retrogradado como fuente
principal de carbono para el indculo. Existen estudios que mencionan un aumento de AGCC
después del consumo de inulina y almidones resistentes, ya que ciertos microorganismos
pueden degradar parcial o totalmente las estructuras complejas y hacerlas disponibles a
productores tanto de propionato como butirato. El butirato es el 4cido graso mas estudiado
entre los tres principales, debido a que en diferentes estudios se ha observado un
incremento en éste después del consumo de almiddn resistente. Sin embargo, deben existir
varias condiciones para que ocurra: degradadores de AR, productores de butirato (de forma
directa o a través de acetato-lactato) y una fuente adecuada de fibra. En un estudio in vitro
se observo el efecto de 13 condiciones de tratamiento (ocho de ellas, almidones resistentes)
sobre inéculos fecales de 10 personas, entre los que se destacé el AR3 obtenido de papa
molida y otro AR3 con una extraccion desde la papa. En ambas fuentes, se cuantificd un
20% de almiddn resistente, pero se observé un efecto diferente sobre los inéculos fecales
de cada participante. Aunque el almiddn provenia de la misma fuente botanica, ademas de
presentar la misma fraccion de almiddn resistente en ambos, el efecto sobre los
microorganismos fue diferente, incluso en los degradadores B. adolescentis y R. bromii, y
productores de butirato como F. prausnitzii, pues no en todas las muestras se vieron
incrementados después de las fermentaciones. En este estudio se concluyé que el
microbioma inicial tiene un importante efecto en el aprovechamiento de almidones
resistentes, generacién de AGCC y cambios en la composicién del microbioma (Teichmann

& Cockburn, 2021). Relacionando estos resultados con el proyecto trabajado, tampoco se
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observé un incremento en el género Faecalibacterium, principales productores de butirato,
aunque si se observd un incremento con el género Bifidobacterium, asociado a la

produccién de acetato. Mas adelante se abordardn estos resultados.

En un proyecto realizado in vitro con indculo fecal de personas obesas y con tratamientos
de la inulina y almidones resistentes obtenidos de arroz sin simular la digestidn desde zona
oral hasta intestinal, se observé un incremento de los tres AGCC principales hasta finalizar
la fermentacidn, aunque la produccién fue mas rapida durante las primeras 12 h y después
se mantuvo estable, lo cual se relacioné con cambios de pH en el medio. En comparacion
con lainulina, el almiddn resistente de arroz tuvo una mayor produccién de butirato al final
de la fermentacion hasta del 67% mayor, ademas de asemejar la relacidn proporcional entre

los tres acidos (Tao Li et al., 2021).

Continuando con los resultados de este proyecto de investigacién con AR3 e inulina, se
observé una disminucidn en el propionato en las fermentaciones con ambos tratamientos,
pero el acetato se vio potenciado al tener esta fuente principal de carbono. Se sabe que las
fibras tienen un efecto bifidogénico en el intestino, es decir, favorecen el desarrollo de
bacterias como el género Bifidobacterium, que puede producir lactato y acetato a partir de
la degradacién de carbohidratos complejos (Lyte et al., 2016). La alta concentracién de
acetato en comparacion con los otros AGCC puede tener impacto adverso sobre la salud de
las personas, pues se ha demostrado que el acetato participa en la sintesis de lipidos, por
lo que se le ha relacionado con la obesidad (Huang et al., 2018). Ademas, se sabe que
potencia el crecimiento tumoral en casos de cancer (Kamphorst et al., 2014). Sin embargo,
también se le ha relacionado con la pérdida de apetito debido a su interaccién con el
sistema nervioso central y el hipotalamo que inhibe la ingesta de alimentos. En cuanto a la
produccién de propionato, se ve potenciado principalmente por la fermentacion de AR3 en
comparacion con la inulina y la muestra sin tratamiento, como se observa en la Figura 8.
Como se menciond en parrafos anteriores, la produccion de acetato a partir de la

fermentacion de fibras se ha relacionado con el género Bifidobacterium es uno de los
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mayores productores de este acido, que ademds genera lactato, precursor del propionato,
pues es una de las tres vias por las que se sintetiza. El lactato es aprovechado por
microorganismos de las familias Veilonellaceae y Lachnospiraceae, ademds de Clostridium
propionicum, aunque también se ha observado la produccién de este acido graso a partir
de especies de Bifidobacterium, como B. bifidum, B. lactis, B. infantis y B. longum en
sistemas in vitro con salep (raiz de origen turco) como sustrato (Usta-Gorgun & Yilmaz-

Ersan, 2020).

Entre las diferentes variables que pueden tener un efecto sobre la cuantificacién de AGCC,
se encuentran tanto el tipo de sustrato como la comunidad microbiana, ademas de las
condiciones en los sistemas de estudio. Al tener muestras de tres personas con
caracteristicas particulares, los resultados también serdn muy variables entre cada uno, por
lo que, al reunir la informacién de los donadores, da pie a que no se obedezca la relacion
60:20:20 que se ha establecido tedricamente en varios estudios, ya que, dependiendo de
como cambia la abundancia de ciertos microorganismos a través del tiempo en el medio
establecido, algunas bacterias se veran favorecidas por cambios como pH, agitacidn,
atmadsfera, aprovechamiento de sustratos, mientras que otras se veran disminuidas. Tal es
el caso de algunos Firmicutes productores de butirato y propionato, que al aumentar el pH
baja su abundancia en comparacion con el pH mas acido, mientras que los microorganismos

productores de acetato se ven potenciados (Walker et al., 2005).

3.7 Extraccion de ADN y analisis de comunidad microbiana

Para la extraccion de ADN desde las muestras antes y después de la fermentacion se utilizé
el kit ZymoBIOMICS DNA Miniprep. Después de realizar la electroforesis en gel de agarosa
al 1%, se observd ADN de alto peso molecular mayor a 15000 pb en todos los casos como
se aprecia en la Figura 10 y, aunque se presento cierta fraccion degradada (barrido debajo
de la banda), la secuenciacidon no se vio comprometida, pues hubo una concentracién

suficiente para la identificacion de taxones. Por otro lado, se aprecid una menor cantidad
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de ADN en las muestras que correspondian a la materia fecal sin tratamiento, mientras que
en los tratamientos después de la fermentacion hubo una mayor abundancia (bandas mas
intensas). De acuerdo con este resultado, se infiere que las fibras fungieron como fuente de
alimento para los microorganismos durante la fermentacion, lo cual nos lleva a un cambio
en la composicion de la microbiota. En la Tabla 3 se muestra la identificacion de las muestras
de acuerdo con los cddigos presentados en la Figura 10. La Sy F hacen referencia a Sample

y Fermentacién, respectivamente.

También, se muestra el reporte de calidad de las secuencias obtenidas por la plataforma
[llumina. El indicador principal de calidad es el promedio de la calidad en la identificacidn
de las bases después de que las muestras son secuenciadas, expresando este puntaje en
valores de la escala Phred 33. Los porcentajes Q20 y Q30 fueron altos, lo que indica que las
secuencias obtenidas son confiables para la asignacién de taxones en el posterior analisis

bioinformatico (Tabla 4), es decir, que es confiable la identificacion de microorganismos.

0.5 ugane
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Figura 10. Extraccion de ADN de materia fecal y de muestras posteriores a la fermentacion con cada

tratamiento.

52



Tabla 3. Identificacion de muestras

Donador Muestra Fermentacion

1 S1IMFF1 Materia fecal
S2INF1 Inulina
S3ARF1 AR3

2 SAMFF2 Materia fecal
S5INF2 Inulina
S6ARF2 AR3

3 S7MFF3 Materia fecal
S8INF3 Inulina
S9ARF3 AR3

Tabla 4. Reporte de calidad de secuencias en procariotes.

Lecturas Lecturas

Muestra NovolD crudas limpias Error (%) Q20 (%) Q30(%)
S2INF1 FKDN210178192-1A 135372 135231 0.03 96.87 91.53
S8INF3 FKDN210178198-1A 154818 154587 0.03 96.89 91.63
S5INF2 FKDN210178195-1A 142995 142610 0.03 96.73 91.29
S1IMFF1 FKDN210178191-1A 165065 164825 0.03 96.85 91.61
S3ARF1 FKDN210178193-1A 143915 143832 0.03 96.87 91.58
S7MFF3 FKDN210178197-1A 151648 151406 0.03 96.81 91.51
SAMFF2 FKDN210178194-1A 133426 133061 0.03 96.83 91.57
S9ARF3 FKDN210178199-1A 148410 148120 0.03 96.85 91.59
S6ARF2 FKDN210178196-1A 161027 160965 0.03 96.62 91.11

En la Tabla 5, se observa la concentracion de ADN en ng/ulL cuantificada por
espectrofotometria, la cual superd lo necesario para su andlisis, es decir, el método de
extraccién permitié una concentracién de ADN abundante. También, fue indispensable
conocer la purezay a su vez, calidad del ADN extraido y para ello se evalud el cociente entre
las longitudes de onda en absorbancias de 260 y 280. Un resultado de 1.8 - 2.0 indica un
ADN de buena calidad, mientras que valores inferiores indican posible contaminacion. En

este caso, se observan valores inferiores a 1.8 en todas las muestras; sin embargo, un factor
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gue posiblemente pudo impactar sobre estos resultados fue el equipo empleado, ya que es
preferente usar nanodrop cuando se trata de cuantificacién de ADN, pero en este caso se
empled un espectrofotémetro DLAB SP-UV1100.

Previo a la secuenciaciéon masiva, también se realizaron nuevos analisis de concentracién y

calidad, donde todas las muestras pasaron los filtros.

Tabla 5. Concentracion de ADN extraido y cociente de las longitudes de onda registradas
en las absorbancias 260/280.

Donador Tipo de Concentraciéon de ADN A260/A280
muestra (ng/uL)

Inulina 312.5 0.89

1 AR3 737.5 0.97
Materia fecal 962.5 1.01

Inulina 1037.5 1.01

2 AR3 550 1.02
Materia fecal 512.5 1.02

Inulina 525 1.07

3 AR3 675 1.26
Materia fecal 437.5 1.03

Ademas de la secuenciacion para bacterias, también se intentd realizar la secuenciacién
para hongos a través del ITS2. Sin embargo, no fue posible, ya que no se encontraba
cantidad suficiente de ADN para conocer las unidades taxondmicas de estos eucariotas,
pues sélo se obtuvo informacidn de un participante, por lo que los resultados basados en
las fibras no serian concluyentes. Sin embargo, se incluyen resultados del analisis
bioinformatico de la muestra del participante 3 que si amplificd para ITS2 con y sin fibras en

el Anexo 4.

3.7.1 Analisis bioinformatico con QIIME2

Una vez que las nueve muestras fueron secuenciadas por Illumina MiSeq 250 PE, se

procedid a realizar el analisis bioinformatico a través de la plataforma de QIIME2 con la
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version 2021.4, el cual es utilizado para analizar secuencias de ADN sin procesar,

provenientes de microbiomas complejos.

En la Figura 11 se muestra el diagrama de trabajo empleado para el analisis bioinformatico
en QIIME2 (Bolyen et al., 2019), mientras que el pipeline (lenguaje informatico) empleado

se detalla en el Anexo 3.

Importacion de secuencias Unidn de lecturas

Alineacion filogenética,
Eliminacién de ruido clasificacidon taxondmica y
analisis de diversidad a y

Figura 11. Flujo de trabajo en QIIME2 para andlisis bioinformdtico.

Las secuencias fueron importadas en formato FASTQ, para después continuar con la fusién
de las lecturas forward y reverse, pasando por alto el paso de demultiplexacién, ya que las
secuencias estaban ubicadas previamente con la muestra correspondiente, es decir, las
secuencias ya estaban identificadas de acuerdo con la muestra de pocedencia, por lo que

no fue necesario realizar este proceso.

Una vez que las lecturas se fusionaron, se realizé un filtrado para la eliminar aquellas que

no cumplieran con la calidad requerida (superior a 20, de acuerdo con el Q-score),
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obteniendo el resultado mostrado en la Figura 12. Todas las lecturas tienen una calidad
mayor a 25 del PHRED score, por lo que son convenientes para utilizarse en el resto del
analisis.
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Figura 12. Filtrado de calidad después de la fusion de lecturas demultiplexadas.

Para generar la tabla de caracteristicas se utilizé el g2 feature-table (Bokulich et al., 2013;
McDonald et al., 2012), es decir, la clasificacion de las secuencias en caracteristicas, que son
posibles Unidades Taxonédmicas Operacionales (OTU, por sus siglas en inglés). Se realizé un
filtrado de calidad, la eliminacién de ruido y la eliminacidon de quimeras a través de g2
Deblur 16S (Amir et al., 2017), que descartd todas las lecturas que no presentaron al menos
el 60% de similitud de identidad con las secuencias que se encuentran en la base de datos
de GreenGenes 85% OTU, obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 6 al generar

agrupaciones de secuencias. Las caracteristicas son las posibles OTU’s en las muestras.
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Tabla 6. Tabla de caracteristicas después del filtrado con Deblur denoise 168.

Resumen de datos obtenidos

Numero de muestras 9
Numero de caracteristicas 508
Frecuencia total 424,644

Ademads, una frecuencia media de estas caracteristicas por muestra de 46,794 y una
seleccién de profundidad de muestreo mdaxima de 46,635 con el 86.12% de las
caracteristicas retenidas, sin pérdida de muestras, informacién que proporciona la

identificacion de taxones de cada sistema de experimentacion.

Después de encontrar las caracteristicas de todas las muestras, fue necesario conocer cémo
se relacionaban entre si y cual era la similitud entre ellas a través de un arbol filogenético.
Esto se obtuvo con g2 phylogeny, utilizando el programa mafft (Katoh & Standley, 2013)
gue realiza una alineacidn de secuencia multiple de las secuencias que se encuentran en las
muestras. El resultado es filtrado eliminando posiciones que son altamente variables, ya
gue pueden ocasionar ruido en el arbol filogenético final, que es construido con el programa
FastTree (Price et al., 2010). Dicha construccidn no tiene raiz, pero en el Ultimo paso de la
sintaxis en el pipeline, se coloca una en el punto medio del arbol. No fue necesario visualizar
el arbol filogenético para continuar con el proyecto, ya que para fines de este estudio, no

se requiere conocer las relaciones e historial taxondmico entre microorganismos.

Estos datos fueron de indispensable conocimiento para continuar con el analisis
taxondmico, es decir, el filtrado de calidad realizado permite asignar nombres a los taxones

encontrados.
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3.7.2 Analisis taxonomico

Para realizar la clasificacion taxondmica de las OTU’s encontradas, se utilizo el clasificador

de caracteristicas classify-sklearn (Pedregosa et al., 2011) en contraste con las secuencias

de la plataforma de referencia de alineacién SILVA en su versién 138 (129063 bacterias,

2846 arqueas y 14887 secuencias de microorganismos eucariotes referenciados) y, con esta

informacidn, se obtuvo el analisis taxondmico de cada muestra (Quast et al., 2013; Yilmaz

et al., 2014).

En la Figura 13 se muestra el grafico de barras que representa los dominios en los cuales se

clasificaron los taxones secuenciados en las muestras.
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Figura 13. Taxonomia de muestras por dominio.
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Como se observa en la Figura 13, el total de los microorganismos que se presentan en las
muestras estd conformado por bacterias, esto después de realizar el filtrado de las
secuencias en QIIME2. Es posible que entre las secuencias también se identificaran arqueas
porque presentan el marcador ribosomal 16S, sin embargo, al ser menos abundantes que
las bacterias y después del filtrado, es probable que estos microorganismos hayan sido
eliminados. Las arqueas, en conjunto con las bacterias y eucariotas, son otro de los dominios
de microorganismos que habitan en el colon. Investigaciones describen que las arqueas,
principalmente Methanobrevibacter smithii tiene la funcién de metabolizar los productos
gue se obtienen de las fermentaciones, incluyendo los AGCC, alcoholes, CO; y sobre todo,
Ha, por lo que esta arquea se ve potenciada cuando hay un alto consumo de fibra en la dieta
habitual (Chassard & Bernalier-Donadille, 2005; Dridi et al., 2009), aunque en este proyecto
no se presenté después de los tratamientos. Un estudio mas reciente muestra que
Methanobrevibacter smithii juega un papel importante incluso a nivel de nutricidn, pues se
observé que, en un grupo de nifnos con condicidon de desnutricion severa, M. smithi
disminuyd significativamente en comparacién con un grupo control de nifios nutridos.
También se observd que resulta complicado incrementar la abundancia de esta arquea
cuando se intenta reajustar la alimentacidn lo que, en el futuro, puede llevar a la inhibicién
de funciones de microorganismos relacionados con la fermentacién de fibras, produccién
de AGCCy la misma digestion de alimentos. Una posible forma de enriquecer la microbiota
intestinal con esta arquea es a través del consumo de lacteos organicos o como probidtico,

pero hacen falta estudios para comprobar su efectividad (Camara et al., 2021).

En la Figura 14 se presenta la clasificaciéon taxondmica a nivel de phylum en cada muestra.
Debido a la variabilidad entre los resultados de cada participante, asi como sus
caracteristicas, se optd por evaluar el comportamiento de microorganismos de acuerdo con

los tratamientos evaluados: fermentacion de inulina, AR3 y control negativo.

59



- d__Bacteria;p__Firmicutes

- d__Bacteria;p__Bacteroidota
. d__Bacteria;p__Proteobacteria
. d__Bacteria;p__Actinobacteriota
. d__Bacteria;p__Desulfobacterota

d__Bacteria;p__Cyanobacteria

Frecuencia relativa

SIMFF1 ' Materia Fecal
S2INF1 1 Inulina
S3ARF1 AR3
| SamFF2 | ' Materia Fecal
| SS5INF2 2 | Inulina
S6ARF2 ) ! AR3
S7MFF3 Materia Fecal
i S8INF3 ¢ 3 Inulina
! S9ARF3 AR3

Muestras

Figura 14. Clasificacion taxondmica por phylum bacteriano.

En la Figura 14 se observan los principales phyla que conforman el microbioma del colon:
en mayor abundancia se encuentran los Firmicutes, después los Bacteroidetes, seguido de
Proteobacteria, Atinobacteria y, en la muestra fecal del participante 1, también se
identificaron los phyla Desulfobacteria y Cianobacteria. Se aprecia que el phylum
Proteobacteria incrementd en presencia de Inulina y AR3 en los tres participantes, mientras
que los demas phyla no mostraron un comportamiento general. Si bien, en diversos
estudios se ha constatado la relevancia que tiene la proporcién del phylum Firmicutes con
respecto a Bacteroidetes como un indicador de obesidad (Bervoets et al., 2013; P. Xu et al.,

2012), también se ha demostrado que esto no se cumple en todos los casos (Schwiertz et al.,
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2010) como ocurrié en este proyecto de estudio, ya que cada phylum puede incluir millones
de géneros, y a su vez, especies, que colaboran en el indice de masa corporal de forma
sinérgica en el aprovechamiento de alimentos y metabolitos, por lo que puede resultar
contradictorio hacer inferencias con base en esta relacion de phyla. Ademas, se ha
reportado que los estudios que resaltan la proporcion Firmicutes/Bacteroidetes en personas
obesas o sanas, no cuentan con un sustento experimental suficiente para determinar un
diferencia significativa entre ellos, pues se requiere de un gran nimero de personas para

tener evidencia estadistica de la tendencia de los phyla descritos (Sze & Schloss, 2016).

Para este proyecto se utilizaron muestras de heces de tres personas saludables, lo que
incluye personas sin obesidad. Al analizar la Figura 13, se observa que los resultados
obtenidos con respecto a la relacion Firmicutes/Bacteroidetes, no corresponde con las
caracteristicas de los participantes de acuerdo con los estudios de muestran un aumento
de Firmicutes como indicador de personas obesas, pues aqui se presentan dos participantes
con un IMC normal y un participante con sobrepeso. En todos los casos (muestras de
materia fecal y muestras con fibras), hay una mayor proporcion de Firmicutes sobre
Bacteroidetes. No se observa un comportamiento en comun en las muestras con fibra en

comparacion con las muestras de materia fecal sin tratamiento entre los tres particpantes.

Proteobacteria es un phylum que si presenta una tendencia en todas las muestras. A
diferencia de Firmicutes y Bacteroidetes, existe un menor nimero de investigaciones hasta
el momento en relacién con el impacto que tiene la alimentacién sobre este phylum. En un
estudio realizado en ratas que fueron alimentadas durante 14 dias con inulina, divididas en
dos grupos de acuerdo con el momento de alimentacién, se observdé que las ratas
alimentadas en el dia (en comparacion con las alimentadas en la tarde-noche) presentaron
un aumento en el phylum de Proteobacteria, ademas de otros taxones mas especificos a
nivel de género como Bifidobacterium y Allobaculum, mientras que otros disminuyeron
como Rumminococcus, Oscillospira y Streptococcus en ese mismo grupo. Se concluyé que

la inulina puede tener un mayor efecto sobre la microbiota cuando se consume como
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primer alimento del dia después de un ayuno prolongado (Sasaki etal., 2019).
Posiblemente, el efecto observado de la inulina hacia los microorganismos sea influenciado
por el tiempo de fermentacién (24 h), lo cual tenga relacién con los resultados del estudio

descrito.

En otro experimento realizado en 48 ratas que fueron alimentadas con almidén de maiz alto
en amilosa, almidén de maiz alto en amilosa modificado (ambos considerados como
almidon resistente) y almidén de maiz (control), se observé que los grupos alimentados con
almidoén resistente hubo un incremento en el phylum Proteobacteria entre otros, en
comparacion con el grupo control. Se menciona que esto puede deberse a que el cambio
de alimentaciéon genera inflamacién intestinal que puede ser el sitio perfecto para el
desarrollo de este phylum bacteriano (Lyte et al., 2016). Hasta el momento no se han
encontrado estudios in vitro que revelen un incremento del phylum Proteobacteria después

del consumo de fibra (Giuberti & Gallo, 2020; Hughes et al., 2008; Zhou et al., 2020).
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Figura 15. Taxonomia a nivel de clase.
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A nivel de clase, Bacilli, Gammaproteobacteria y Actinobacteria aumentaron después de la
fermentacién con inulina y AR3 (Figura 15), aunque la proporcion fue diferente en cada
participante. De estas tres clases, tanto Actinobacteria como Gammaproteobacteria
presentaron taxones a nivel de género de importancia en los resultados de este proyecto.
Se observd un aumento en las muestras de inulina y AR3 en los tres participantes vy

disminuciones de otros géneros.

La clasificacién a menor nivel taxondmico que permite el gen 16S es a nivel de género (nivel
6), y en este proyecto se utilizaron las regiones hipervariables V3-V4, las cuales no logran
identificar taxones a nivel de especie, como se describe en el proyecto de Jeong et al. (2021),
donde comparé la taxonomia encontrada entre la secuenciacién de regiones V3-V4 en
contraste con la taxonomia de todas las regiones, mostrando una mayor precision en la
identificacion con la secuenciacidon del gen completo (Jeong et al., 2021). Sin embargo,
identificar la mayoria de los taxones a nivel de género nos aporta informacién suficiente
para resaltar en este proyecto.

La Figura 16 presenta en diferentes colores cada taxdn y su respectiva variacién
dependiendo de dénde proviene: tratamiento con AR3, tratamiento con inulina, materia

fecal, asi como el donador al que pertenece.
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Figura 16. Taxonomia a nivel de género en cada muestra. Cada microorganismo se
identifica con un color en particular.

Se observa que en las muestras sin tratamiento se mantiene una mayor riqueza de taxones
en comparacion con las que llevan un tratamiento. Por otro lado, se identificaron cuales
géneros siguieron la misma tendencia en las muestras de los tres participantes, tanto de

materia fecal como en las muestras de inulina y AR3.

En el phylum Actinobacteria, el género Bifidobacterium (anaerobio estricto, aunque hay
algunas especies microaerofilicas) es considerado como probidtico de importancia para la
salud intestinal humana. Estudios muestran que hay una mayor abundancia de ellos tanto
en personas sanas en etapa de juventud como en adultos mayores, en gran parte
relacionado con la dieta, ya que Bifidobacterium se ha asociado con la degradacién de
polisacaridos vegetales resistentes y posterior generacion de metabolitos, entre ellos, AGCC

en pHde5.8a7(Lietal, 2021).
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En la Figura 16, se observa un incremento de este género desde las muestras de materia
fecal a las de Inulina y AR3, siendo muy similar en ambas fuentes de fibra. Hay evidencias
que demuestran el efecto prebidtico de la inulina sobre el incremento de este género (Van
de Wiele et al., 2004). Para el almiddn resistente, se sabe que existen dos especies de este
género en el colon que pueden degradarlo: B. adolescentis y B. pseudocatenulatum y entre
ellas, se conocen varias cepas que participan de forma sinérgica con otros microorganismos
para la produccién de AGCC, principalmente lactato y acetato, generando un efecto cruzado
con otros géneros como Eubacterium y Roseburia, que son productores de butirato (Alfa
et al., 2018; Belenguer et al., 2006; Jung et al., 2019). En un estudio in vitro, se fermentaron
6 fibras provenientes de almiddn alto en amilosa, entre las que se estudid el AR3. Una vez
finalizadas las fermentaciones, se aislaron varias especies y cepas de Bifidobacterium,
resaltando que B. adolescentis P2P3 puede degradar este tipo de almiddn resistente (Jung
et al., 2019). En un estudio posterior, se identificaron los posibles genes responsables de la
degradacion del almiddn resistente, mostrando que hay tres enzimas capaces de tal
funcién, pero principalmente se resalta una de ellas con mayor actividad, conocida como

enzima amilolitica RSD2 (Jung et al., 2020).

También se observd un incremento de Escherichia-Shigella en los tres donadores
(anaerobia facultativa); proviene de la clase Gammaproteobacteria, considerada como
patdégeno entérico. Se ha observado una relacién de su abundancia con el grado de
polimerizacién (GP) de las fibras con las que entra en contacto. En un estudio in vitro, se
probaron las fibras carboximetilcelulosa (GP 100-2000), B-glucanos (GP 17-22) y
Galactooligosacaridos (GP ~3) y se observé un aumento de Escherichia-Shigella en relacién
a la carboximetilcelulosa, que tiene un mayor grado de polimerizacién en comparacion con
las otras dos fibras, por lo que los autores sugieren evaluar el grado de polimerizacidén sobre
el efecto prebidtico que se le ha atribuido a las fibras de variada complejidad estructural
(Chen et al., 2020). En este caso, tanto la inulina como el almidén retrogradado tienen un

grado de polimerizacién comparable a la carboximetilcelulosa, por lo que puede ser un
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factor importante en el incremento de Escherichia-Shigella después de la fermentacidon con

tratamientos.

Por otro lado, en este trabajo se observé una disminucion en varios géneros de la familia
Lachnospiracea (phylum Firmicutes) en las muestras con inulina y AR3 de todos los
participantes, como lo es Blautia, Roseburia, Agathobacter, Eubacterium ruminantum y
Lachnospiraceae_NK4A136_grou. Blautia se encuentra entre los microorganismos
anaerobios estrictos y se sabe que participa en la sintesis de propionato y acetato, ademas
se le conoce por su actividad antiinflamatoria en casos de enfermedades y su incremento
cuando hay consumo de fibra, como se mostré en un estudio realizado en ratas, donde uno
de los grupos de estudio fue alimentado con oligo y polisacaridos feruloilados no digeribles
a partir del maiz y en el microbioma se detectd un incremento en Blautia y Akkermansia en
comparacion con los grupos que llevaban una dieta baja y alta en grasas (J. Yang et al.,,
2016). Sin embargo, los materiales de estudio difieren de lo que se ha empleado en este
proyecto, posible factor por el que no se obtuvieron resultados similares, ya que en este
caso se observé una disminucion en lugar de un incremento. El género Roseburia se conoce
como un anaerobio estricto y, aunque hay investigaciones que demuestran que el consumo
de fructooligosacdridos puede elevar los niveles de Faecalibacterium y Roseburia (Benus et
al., 2021), en este caso se observé lo contrario en la fermentacidn in vitro con inulina y AR3,

posiblemente por los cambios de pH.

En cuanto a Agathobacter, que es otro de los géneros provenientes de Lachnospiraceae, es
un anaerobio estricto que forma parte de la comunidad microbiana intestinal. Hay evidencia
de que Agathobacter disminuye en presencia de almidon resistente de papa,
especificamente de AR3, en estudios in vitro utilizando muestras de materia fecal de
donantes (Liang et al.,, 2021). En otro estudio, se observé que Agathobacter (asi como
Ruminococcus bromii) aumentaba después de alimentar a 14 hombres con sobrepeso
durante 10 semanas con AR3 (no se menciona fuente boténica de procedencia del AR3)

(Walker etal., 2011). Eubacterium ruminantium, microorganismo anaerébico que fue
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aislado por primera vez del rumen de vacas y posteriormente encontrado en el colon, se ha
asociado con la sintesis de butirato, ya que se han encontrado enzimas que participan en
su produccion, asi como de acido férmico (Louis et al., 2004); sin embargo, en este caso no

se observé su incremento

También disminuyeron géneros de la familia de los Ruminococcaceae, como
Subdoligranulum 'y Ruminococcus, ademds de Eubacterium coprostanoligenes e
Intestinibacter. Los Ruminococcus, que también son considerados como un género de
importancia en el aprovechamiento del consumo de fibras, se vieron disminuidos en las
muestras con tratamiento. Este género también es un anaerobio estricto que sintetiza un
complejo enzimatico capaz de degradar los carbohidratos de dificil acceso, como lo es el
almidon resistente, sin embargo en este estudio no se observd su incremento en la
fermentacion con AR3. Si bien no generan AGCC en gran proporcion durante la
fermentacion, si forman parte del grupo de microorganismos clave para que otros que
realmente son productores en potencia de butirato, acetato y propionato, cumplan con esta
funciéon, como el caso del género Faecalibacterium (Ze et al., 2012). En un estudio realizado
en doce ratas alimentadas con salchichas adicionadas con inulina durante cuatro semanas,
se observd un incremento de Ruminococcus, asi como de Bifidobacterium, entre otros, en
comparacion con el grupo control (Thggersen et al., 2018), mientras que en otro estudio
realizado en 44 personas que consumieron una bebida con inulina durante el desayuno, se
observé que el género Ruminococcus habia disminuido (Healey etal.,, 2018).
Subdoligranulum también estd estrechamente relacionado con el aprovechamiento de
fibras y produccién de butirato. En un estudio llevado a cabo en 25 personas jévenes que
fueron alimentadas con barras suplementadas con fibra, se observé un incremento de este
género después de 21 dias. En otro estudio in vitro se observé que en muestras de heces de
siete personas, las fermentaciones con fructooligosacaridos y AR3 favorecieron el
incremento del género Bifidobacterium y la familia Ruminococcaceae, en comparacion con

el AR2 y AR4 también utilizados como tratamiento (Li et al., 2020). Con respecto a este
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estudio, si se observé un incremento del género Bifidobacterium en las fermentaciones con

AR3 al igual que el estudio descrito.

El género Intestinibacter también se vio disminuido con los tratamientos de fibra. Pertenece
a la familia Peptostreptococcaceae y es considerado como una bacteria anaerobia. Entre la
informacién que se conoce sobre su funcidn en el colon es la formacion de acetato y
formiato a partir de fructosa, glucosa, maltosa, sacarosa, ribosa, entre otros (Gerritsen
et al., 2014). En un estudio realizado en 12 personas tratadas con varias fibras dietéticas,
entre ellas, inulina, se observé una disminucién de este género, asi como de Ruminococcus

y otros géneros después de cuatro dias de consumo (Tian et al., 2021).

Monglobus es un género del phylum Firmicutes, familia Monoglobaceae. Existe una especie
conocida como M. pectinilyticus que se destaca por su funcion como degradador primario
de fibras, particularmente la pectina ( Kim et al., 2019), pero en el tratamiento con inulina

y AR3 en el sistema in vitro, se mostrd una disminucidn de este género.

De forma resumida, se observé un incremento del género Bifidobacterium, que son
productoras de acetato y lactato. El acetato fue potenciado con la inulina y sobre todo con
el AR3. También, Escherichia-Shigella fue potenciado por los tratamientos, lo cual se ha
relacionado con el grado de polimerizacidn y con la activacidn de genes de virulencia a partir
del butirato incluso en concentraciones bajas, aunque no se observd lo mismo en los
resultados del control negativo (Nakanishi etal.,, 2009). Los géneros de la familia
Lachnospiraceae, Rumicocaceae que se vieron disminuidos, estan relacionados a su vez con
la produccion de butirato, lo cual también se refleja en un nulo incremento de este acido
graso en la cuantificacion final promedio. Al parecer se mantiene estable bajo las tres
condiciones de estudio. La produccion de propionato fue mayor en la fermentacion en el
tratamiento con AR3 en comparacién con inulina, posiblemente derivado y aprovechado de
la sintesis de lactato. Este efecto sobre la composicidn de la microbiota intestinal puede ser
generada por los cambios de pH y metabolitos producidos, asi como la interaccidn cruzada

entre microorganismos. La produccién de acidos grasos de cadena corta (AGCC) en el
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cuerpo humano se basa en una serie de interacciones entre los microorganismos que
poseen la capacidad de degradar las fibras, conocidos como degradadores primarios, y los
que aprovechan los fragmentos (mono, di u oligo-sacaridos), degradadores secundarios.
Por esta razdén, genera un gran impacto la composicion de microbiota intestinal individual

sobre la sintesis de AGCC.

Otro punto importante fue la identificacion taxondmica. Como se observo en los graficos,
los resultados entre donadores fueron muy diferentes entre si, comenzando por las
muestras sin tratamiento y posteriormente las muestras con inulina y AR3, lo que marca
una microbiota individualizada. Los taxones resultantes en cuanto a tratamientos parecen
ser muy diferentes entre individuos, aunque la metodologia y materiales de
experimentacion fueron iguales. Es por esto que se optd por el andlisis de los taxones donde
su tendencia fuera la misma en los tres donadores después de la fermentacién con
tratamientos y asi evitar la individualizacién de resultados, ya que cada participante, a su
vez, tiene caracteristicas fisicas propias, estilo de vida, genética y alimentacion particular,
como se menciond en su dieta registrada. Cada factor tendrd un impacto en la comunidad
microbiana, lo que nos lleva a comprender esta inmensa variabilidad en los resultados

finales.

Por ejemplo, en el participante 1 se observd un mayor incremento de Proteobacterias,
principalmente Escherichia-Shigella, después de las fermentaciones. Este donador reporté
una alimentacidn rica en productos naturales, como vegetales, fruta y agua simple; sin
embargo, parece ser que después la fermentacion con inulina y AR3 puede potenciarse el
patdégeno mencionado, a diferencia de los donadores 2 y 3, donde la abundancia de este
taxén no es la misma. Curiosamente, el donador 3 que presenta sobrepeso y en su registro
describe alto consumo de botanas, grasas y bebidas procesada, el incremento de

Escherichia-Shigella es casi imperceptible.

Es por ello que se requieren mayores investigaciones para visualizar los efectos del AR3 en

grupos mas definidos de donadores.
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Resultados del MOCK

Dentro de los taxones a nivel de género también se encontraron los dos microorganismos
del MOCK ZymoBIOMICS™ Spike-in Control | (High Microbial Load) control estandar para la
validacién en la extraccion de ADN y secuenciacion masiva de las muestras. Si bien, la
frecuencia relativa de cada género es variable entre cada muestra (Tabla 7), se observa que
I. hallotolerans es ligeramente mayor que A. hallotolerans, ya que éste ultimo es un Gram

positivo, lo cual hace mas compleja la extraccidn, en comparacién con /. hallotolerans.

Una relacion 1:3.5 concluye un sesgo en la extraccion de ADN, pero aqui no se observa.

Todas las relaciones se encuentran por debajo de ese limite.

Tabla 7. Frecuencia relativa de taxones del MOCK Spike-in Control |

% Frecuencia relativa

Muestra 1. halotolerans A. halotolerans Relacion
S1IMFF1 0.071 0.045 1:1.58
S2INF1 0.24 0.111 1:2.16
S3ARF1 0.261 0.093 1:2.81
S4AMFF2 0.03 0.03 1:1.00
S5INF2 0.036 0.032 1:1.13
S6ARF2 0.03 0.039 1:0.77
S7MFF3 0.133 0.069 1:1.93
S8INF3 0.104 0.046 1:2.26
S9ARF3 0.034 0.039 1:0.87

Analisis de diversidad

Para conocer la diversidad a de las muestras, se obtuvo la curva de rarefaccién y, a su vez,
el indice de Shannon a partir del complemento g2 diversity alpha-rarefaction (Shannon,
1948). La curva de rarefaccion se utiliza para determinar si las muestras fueron

secuenciadas a una profundidad suficiente. De forma aleatoria se toman submuestras de
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los datos a diferentes profundidades de secuenciacién (relacidon entre el numero total de

bases obtenidas en la secuenciacién y el tamafio del genoma).

En la Figura 17 se observa el indice de Shannon alcanzado en cada una de las muestras,
donde el objetivo es visualizar si, con la profundidad de secuenciacién determinada, se han
identificado todos los taxones (caracteristicas) presentes en las muestras. Esto se puede
observar cuando la curva ha alcanzado una meseta. El valor clave del indice de Shannon va
de 2 a 3. Por debajo de este intervalo, se considera que una comunidad es baja en riqueza
de especies, mientras que, por encima de 3, se consideran comunidades muy diversas. En
este caso, se aprecia que la mayoria de las muestras presentaron riqueza en sus taxones,
principalmente la muestra SIMFF1 que corresponde a la materia fecal del donador 1 antes
de la fermentacién con fibras, lo cual se relaciona con la diversidad de alimentos
consumidos por este donador, asi como las fuentes de las que provienen, pues tiene un alto
consumo de productos vegetales, cereales y proteinas, mientras que hay un bajo consumo
de grasas, botanas y bebidas procesadas. Por el contrario, las muestras S2INF1 y S3ARF1
(Fermentaciones con inulina y almiddn resistente, respectivamente, con inéculo fecal de
donador 1) se vieron disminuidas en su riqueza, posiblemente derivado de la restriccién en
la variedad de alimentos. Con las muestras del donador 2, ocurrié algo muy similar. La
muestra de materia fecal presenté una mayor diversidad, en contraste con las provenientes
de fermentaciones, aunque este comportamiento no fue tan drastico como en las muestras
del participante 1. Por otro lado, aunque todas las muestras del donador 3 fueron muy
diversas, hubo un aumento en su riqueza en la comunidad que corresponde a la muestra
de fermentacion de AR3 (S9ARF3), mientras que la de materia fecal e inulina fueron muy

parecidas.
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Figura 17. Curva de rarefaccion con indice de Shannon.

Estos comportamientos son visibles también en el grafico de barras de taxonomia de las
muestras (Figura 17). Las comunidades microbianas pueden verse afectadas por diferentes
razones, entre ellas, el impacto de las fibras como fuente principal de carbono. Los
alimentos, en si, también causan efectos inmediatos sobre comunidades microbianas,
incluso si estos no son consumidos de forma permanente. En este caso, tanto la inulina
como el AR3 generaron una alteracién sobre el aumento y disminucidn de ciertos taxones

(David et al., 2014).

En la Figura 18 se observa un grafico de significancia de acuerdo con el indice de Shannon
por tratamiento en las muestras. No se aprecia una diferencia significativa dentro de las

comunidades microbianas por AR3, inulina o incluso en muestras sin tratamiento (p=0.193).
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Figura 18. Significancia en indice de Shannon por tratamiento en las muestras.

De acuerdo con otros estudios reportados, la fermentacion de fibras favorece la riqueza de
taxones dentro de la microbiota (Menni et al., 2017; Sonnenburg et al., 2016). Sin embargo,
bajo las condiciones de experimentacion trabajadas no llevé al mismo resultado que en
otros estudios, por el contrario, hubo un descenso en la riqueza de microorganismos en las
muestras de materia fecal del participante 1y 2 después de fermentar tanto la inulina como
el AR3, lo cual pudo deberse al cambio de sustrato para estas microbiotas o a las

condiciones trabajadas en el sistema in vitro.

Andlisis de diversidad f3

Para analizar la diversidad B se realizaron comparativos entre las muestras a partir de
métodos estadisticos. Para este caso, se utilizé el estadistico de Bray-Curtis para el analisis
de la abundancia de microorganismos entre las muestras, donde en el resultado global

presentando el efecto de las fibras, no se observé diferencia significativa con respecto a los
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tratamientos ni en las muestras sin tratamiento. En el grafico de componentes principales
(Figura 19) se aprecia un agrupamiento de las muestras relacionadas a los tratamientos con
inulina y AR3, aunque este comportamiento depende de la comunidad microbiana inicial y
no de la fibra utilizada en si. Esta informacién también se observa en la taxonomia a nivel
de género que se presentd en la Figura 14, pues es muy similar el impacto entre la inulinay
AR3 como fuente de fibra principal sobre cada taxdn. El valor de significancia p=0.651 indica

gue no hay diferencia significativa entre los taxones de las muestras.

Axis 2 (21.14 %) D3
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Figura 19. Componentes Principales. Las muestras con fibra presentan un
agrupamiento, alejandose de la microbiota inicial en materia fecal.

En la Figura 19 se presentan las nueve muestras de estudio, tres por cada participante. Las
muestras de materia fecal de cada participante se ubicaron en puntos distintos pero
cercanas entre ellas, mientras que las muestras fermentadas, se agruparon entre inulina-
AR3 para cada participante. De acuerdo con los resultados obtenidos, la composicién

microbiana inicial definid su comportamiento después del aprovechamiento de las fibras.
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También se aprecié un mayor cambio en los taxones de la muestra de materia fecal del
donador 1 en comparacién con la comunidad resultantes después de las fermentaciones.
Tal efecto no se observd en la misma magnitud para los donadores 2 y 3. Se realizé un
PERMANOVA para evaluar si habia diferencia significativa entre los microbiomas de acuerdo
con los tratamientos y el control; sin embargo, el resultado fue negativo ya que no hay

diferencia significativa (p=0.663), como se observa en la Figura 20.
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Figura 20. Significancia estadistica de Bray-Curtis con las muestras sin
tratamiento con respecto a las muestras de AR3 e Inulina.

Para comparar el efecto de las fibras sobre las comunidades microbianas, se utilizé el
estadistico de Bray-Curtis basado en cada donador. A diferencia de los anteriores, aqui se
observé una diferencia estadistica significativa entre los tres, resaltando una mayor
distancia entre el 1 con respecto al 2 y 3. El valor global p=0.0004. La Figura 21 presenta el

analisis de componentes principales por donador, mientras que la Figura 22 muestra el
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grafico del PERMANOVA, donde se observa la diferencia estadistica entre las comunidades

microbianas entre donadores.
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Figura 22. Significancia estadistica de Bray-Curtis entre los Donadores. Se
muestra el grdfico de distancia del Donador 3 respectoal 1y 2.
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Como datos puntuales, el participante 3 diferia en algunas caracteristicas con los otros
participantes, las cuales pueden ser factores que se reflejen a nivel de microbioma, pues
este participante se encontraba ligeramente por encima del peso normal (sobrepeso),
ademads de que su registro de alimentos era mds rico en botanas y aguas azucaradas en
comparacion con los otros donadores, por lo que su microbiota puede verse influenciada
por estas y otras condicionantes. Es posible que el efecto del AR3 tenga un mayor impacto

benéfico sobre personas con sobrepeso, se sugiere investigacion al respecto.

A nivel de distancias filogenéticas, existe el analisis UniFrac. En este trabajo se muestra el
UniFrac no ponderado en el grafico de componentes principales (Figura 23) que describe la
ausencia o presencia de taxones comunes entre las muestras de interés, en este caso de los
tratamientos, y de igual manera no se observé una diferencia significativa (p=0.893) en la
Figura 24, es decir, los taxones que participan de las fermentaciones en inulina y AR3 son

muy similares, que a su vez provienen de un indculo fecal inicial.
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Figura 23. PCo de UNIFRAC no ponderado entre los tratamientos aplicados.
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Figura 24. Significancia estadistica de UNIFRAC no ponderado por tipo de tratamiento.

Los resultados finales muestran tendencias poco comunes relacionadas con otros proyectos
similares en cuanto a los taxones potenciados a partir de la inulina y AR3. Por otro lado,
trabajar en un sistema in vitro puede tener algunas limitaciones, aunque los resultados
obtenidos son un buen acercamiento de lo que ocurre en un colon proximal humano. Si
bien, en personas sanas los alimentos pueden llevar de 30 a 40 h en el intestino grueso
(Tomita etal.,, 2011), existen estudios en sistemas in vitro para simular condiciones
intestinales y se ha observado que la comunidad microbiana se mantiene en crecimiento y
abundancia de taxones durante 24 h, pero después de este tiempo se observa un
decremento, por lo que se considera que utilizar ese tiempo de trabajo es razonable cuando

se trata de evaluaciones intestinales in vitro (Li et al., 2019).
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IV. Conclusiones

e El tratamiento hidrotérmico empleado sobre el almidén nativo alto en amilosa
generdé un 29% de almiddn resistente. Una vez que se simuld su paso por el tracto
gastrointestinal con condiciones corporales, se cuantificd un 56.8% total de almidén
resistente.

e Elsistema coldnico in vitro fue apropiado para permitir la fermentacion de las fibras,
con las condiciones de temperatura 37° C, pH 5.8-6.0, ausencia de oxigeno y salida de
gas hacia la trampa con carbén activado.

e Enla clasificaciéon taxondmica general de las muestras, se observé el incremento del
género Bifidobacterium y Escherichia-Shigella, mientras que los géneros Blautia,
Roseburia, Agathobacter, Eubacterium, Lachnospiraceae_NK4A136, Subdoligranulum,
Ruminococcus, Eubacterium, Intestinibacter y Monoglobus se vieron disminuidas en las
muestras con fermentaciones de Inulina y AR3. La abundancia aumentada de
Escherichia-Shigella después del consumo de AR3 o inulina, podria tener efectos
negativos sobre la salud en sistemas in vivo al ser este un patdégeno de importancia
clinica. Sera necesario realizar evaluaciones al respecto.

e En la cuantificacidon de AGCC se observé una mayor concentracidon de acetato en las
muestras con fermentacién de AR3, aunque también fue en esta fibra donde se
cuantifico menor concentracion de butirato, lo cual se relaciona con la abundancia final
de microorganismos. A nivel de sistemas in vivo, esta proporcién de acetato (82%) tan
incrementada sobre el butirato (1%) y propionato (17%), puede ser contraproducente
sobre la salud al potenciar la sintesis de colesterol o participar en la proliferacién de
células cancerigenas, por ejemplo.

e De acuerdo con la diversidad a evaluada a través del indice de Shannon no hay una
diferencia significativa entre los taxones dentro de las muestras. La diversidad B, si
presentd una diferencia estadistica (p=0.004) entre los taxones de los donadores, de

acuerdo con el método Bray-Curtis.
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VI. Anexos

Anexo 1. Formato de consentimiento informado

Querétaro, Qro., diciembre de 2020.

Formato de consentimiento informado

Fermentabilidad de almiddn resistente tipo 3 en sistema coldnico in vitro y analisis de la
comunidad microbiana implicada

Este formulario de consentimiento informado se dirige a los pacientes de consulta de
nutricion, a quienes se les invita a participar en el proyecto de investigacion que forma parte
de una tesis de maestria.

Nombre del investigador: Ing. Viridiana Obregdn Flores
Nombre de la organizacion: Instituto Politécnico Nacional, CICATA unidad Querétaro

Directores de tesis: Dra. Regina Hernandez Gama, Dr. Gonzalo Velazquez de la Cruz

Este documento de consentimiento informado tiene dos partes:

e Informacidn sobre el estudio
e Formulario de consentimiento para firmar si esta de acuerdo en participar

PARTE I: Informacion
Introduccion

En el Centro de Investigacién en Ciencia Aplicada y Tecnologia Avanzada (CICATA unidad
Querétaro) estamos investigando acerca de los almidones resistentes, que son un tipo de
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carbohidratos que se encuentran en multiples alimentos, por ejemplo, maiz o papa. Los
almidones resistentes son ingredientes de muchos productos alimentarios, por ejemplos de
panes o yogures. Al consumirlos pueden funcionar como fibra dietética y se han
demostrado algunos beneficios a la salud de un consumo apropiado de fibra diariamente.

Propdsito

El consumo de fibra es importante para el cuerpo humano, ya que en el cuerpo se modifica
en compuestos que son benéficos para la salud. Existen diferentes tipos de fibra, uno de
ellos son los almidones resistentes, que por su estructura no se digieren en la boca,
estdbmago o intestino delgado, sino que llegan al intestino grueso, donde hay
microorganismos (como bacterias y hongos) que aprovechan estos almidones. Si hay un
buen consumo de fibra, habrd un efecto sobre la composicién de microorganismos del
intestino grueso. Particularmente, se quieren estudiar dos almidones resistentes, conocidos
como tipo 2 y tipo 3, ambos son comestibles, y se determinara en qué proporcién brindan
beneficio como fibra por su efecto sobre la composicion de microorganismos del intestino
grueso.

Para realizar este estudio, se ha propuesto un sistema que simule las condiciones del
intestino grueso en el laboratorio.

Le invito a participar de esta investigacién, recuerde que usted puede informarse vy
consultar conmigo cualquier duda referente a este estudio antes de tomar la decision.

Tipo de intervencion de investigacion

Esta investigacidn incluird una Unica toma de muestra de materia fecal después de registrar
su dieta durante 21 dias.

Seleccion de participantes
La invitacidn es dirigida a adultos jévenes de entre 20 y 40 afios.

No es posible participar si usted: es fumador, consume alcohol en una cantidad mayor a 5
copas o cervezas a la semana, tiene problemas gastrointestinales, esta embarazada o tiene
sospecha de estarlo (en el caso de que sea mujer) y ha consumido antibiéticos (penicilina,
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amoxicilina, ampicilina, oxacilina, cefalexina, acido clavulanico, neomicina, eritromicina,

etc.) en los ultimos 3 meses.

Participaciéon voluntaria

Su participacién es totalmente voluntaria. Puede elegir participar o no, e incluso desistir en

cualquier momento.

La atencién que le brinda la nutriéloga seguira siendo la misma, no se veran afectados sus

derechos.

Descripcion del proceso

1.

Se utilizard el almidén resistente tipo 2 y tipo 3, almidones que se pueden encontrar
comercialmente, y que se utilizan en la industria de alimentos.

De estos almidones se tomara la parte que es resistente para ser analizada.

Se creara un sistema de fermentacién simulando las condiciones del intestino
grueso, que consiste en un frasco de vidrio bien cubierto (sin entrada de aire), y
contendra medio de cultivo liquido al cual se afiadird la muestra de materia fecal y
el almiddn a evaluar. El sistema se incubara a temperatura corporal y alas 0, 4, 8,
12 y 24 horas se tomaran muestras.

Se analizardn estas muestras para identificar los productos de fermentacién (acidos
grasos de cadena corta) a través de la técnica analitica CG-EM.

También se analizaran las muestras para evaluar cuales son los microorganismos
gue se vean enriquecidos después de estar en contacto con cada almidén.

Su participacion consistird en la aportacién de la materia fecal una sola muestra, que servira

como comunidad de microorganismos que fermentaran lo almidones. Usted debera

registrar su dieta durante veintiun dias (21 dias), los datos obtenidos de su dieta diaria, nos

servira para dar un panorama general de los microorganismos que habitan en su colon. Una

vez transcurrido este plazo, en el dia 21 usted colocard una pequefia cantidad de materia

fecal en un frasco como este, lo cerrard bien e inmediatamente se pondrd en contacto

conmigo para recoger la muestra. Una vez en el laboratorio, la muestra serd congelada a -

20 °C hasta que se realice la seleccion de muestras que consistird en una prueba de

coproparasitoscépico y evaluacidn de caracteristicas fisicas previo a la experimentacion.

Esto implica que algunas muestras pueden ser descartadas durante estas evaluaciones, por
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lo que no se puede garantizar que todas las muestras serdn analizadas en la composicién
de microbiota.

0

Duracion

El proyecto tiene duracién de dos afios, sin embargo, usted sdélo participara en la donacién
de materia fecal, que en conjunto con el registro de su dieta, serd de 21 dias.

Efectos secundarios

Ningun efecto secundario

Riesgos

Ninguln riesgo

Molestias

Ninguna molestia

Beneficios/Incentivos

Se ofrece el beneficio de una consulta gratis de orientacidon nutricional con un menu
adaptado a sus necesidades nutricionales y nivel de actividad fisica.

106



Confidencialidad

No se compartird la identidad de quien participe en la investigaciéon. La informacidn
recopilada por este proyecto se mantendra confidencial, sélo los investigadores tendran
acceso a ella y no podran usarla para ningun fin adicional al procesamiento de muestra.
Cualquier dato acerca de usted tendra un cédigo y NO SU NOMBRE, lo que mantendrd su
muestra en anonimato.

Resultados

Los resultados obtenidos se compartiran con usted si asi lo solicita. Los resultados incluyen
un perfil de microbiota intestinal, que es el conjunto de microorganismos presentes en su
muestra fecal y que pueden ser analizados en conjunto con su médico familiar o médico
tratante.

A quién contactar

Sitiene dudas antes, durante o después de la donacion de materia fecal, puede comunicarse
con:

Ing. Viridiana Obregdn Flores
Cel 442 338 35 23

vobregonf1200@alumno.ipn.mx

107



PARTE II: Formulario de consentimiento

He leido la informacién proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de
preguntar sobre ella y se me han contestado satisfactoriamente las preguntas que he

realizado.

Consiento voluntariamente participar en esta investigacidén y entiendo que tengo el derecho
de retirarme de la investigacidn en cualquier momento sin que me afecte en ninguna

manera a mi salud o cuidado médico.

Nombre del Participante

Firma del Participante

Fecha
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DIRECCION DE INVESTIGACION Y POSGRADO

Dictamen aprobatorio firmado por el comité de bioética
C.U.,10dediciembrede2020
DIP/802-2020

Dra. Regina Hernandez Gama
Investigadora del CICATA-IPN campus
Querétaro

Presente
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Anexo 3. Pipeline utilizado para el analisis bioinformatico

/[Activando el ambiente giime2

conda activate giime2-2021.4

/[Creacion del archivo de manifiesto

vi manifiesto.tsv
/lImportacién de datos

giime tools import \
--type
‘SampleData[PairedEndSequencesWithQuality]' \
--input-path testmicrob/manifiesto2 \
--output-path demux-sequences.qza \
--input-format
PairedEndFastqManifestPhred33V2

//Estadisticas del calidad

giime demux summarize \
--i-data demux-sequences.gza \
--0-visualization demux-sequences.qzv

// Unién de lecturas (s6lo para deblur)

giime vsearch join-pairs \
--i-demultiplexed-seqs demux-sequences.qza \
--0-joined-sequences demux-joined.qza

giime demux summarize \

--i-data demux-joined.qza \
--0-visualization demux-joined.qzv

giime deblur visualize-stats \
--i-deblur-stats deblur-stats.qza \
--0-visualization deblur-stats.qzv

[IFiltrado

giime quality-filter g-score \

--i-demux demux-joined.qza \

--o-filtered-sequences demux-joined-filtered.qza
\

--o-filter-stats demux-joined-filter-stats.qza

/ICalidad, eliminacion de ruido

giime deblur denoise-16S \
--i-demultiplexed-seqs demux-joined-filtered.qza
\

--p-trim-length 403 \
--0-representative-sequences rep-seqgs-deblur.qza
\

--0-table table-deblur.qgza \

--p-sample-stats \

--0-stats deblur-stats.qza

giime feature-table summarize \
--i-table table-deblur.qza \
--0-visualization table-deblur.qzv

giime feature-table tabulate-segs \
--i-data rep-seqgs-deblur.gza\
--0-visualization rep-seqs-deblur.qzv

giime metadata tabulate \
--m-input-file demux-joined-filter-stats.qza \
--0-visualization demux-joined-filter-stats.qzv

giime deblur visualize-stats \
--i-deblur-stats deblur-stats.qza \
--0-visualization deblur-stats.qzv
/[Estadisticas después de filtrado
giime feature-table summarize \
--i-table deblur-stats.qza \
--0-visualization deblur-stats.qzv
/[Renombramiento de tablas por practicidad

mv table-deblur.qza table.qza
mv rep-seqs-deblur.qza rep-seqs.qza
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/[FeatureTable and FeatureData summaries

giime feature-table summarize \
--i-table table.qza \
--0-visualization table.qzv \
--m-sample-metadata-file metadata4.tsv

giime feature-table tabulate-segs \
--i-data rep-segs.qza \
--0-visualization rep-seqs.qzv

//Arbol filogenético para analisis de diversidad

giime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree \
--i-sequences rep-segs.qza \
--0-alignment aligned-rep-segs.qza \
--0-masked-alignment masked-aligned-rep-
segs.gza\
--0-tree unrooted-tree.qza \
--0-rooted-tree rooted-tree.qza

/IMétricas con profundidad de muestreo
seleccionada

giime diversity core-metrics-phylogenetic \
--i-phylogeny rooted-tree.qza \
--i-table table.qza \
--p-sampling-depth 40635 \
--m-metadata-file metadata4.tsv \
--output-dir core-metrics-results

/IMétricas:

Diversidad Alfa

Shannon’s diversity index (a quantitative
measure of community richness)

Observed Features (a qualitative measure of
community richness)

Faith’s Phylogenetic Diversity (a qualitiative
measure of community richness that incorporates
phylogenetic relationships between the features)

Evenness (or Pielou’s Evenness; a measure

of community evenness)

giime diversity alpha-group-significance \
--i-alpha-diversity core-metrics-
results/faith_pd_vector.qza \
--m-metadata-file metadata4.tsv \
--0-visualization core-metrics-results/faith-pd-
group-significance.qzv

giime diversity alpha-group-significance \
--i-alpha-diversity core-metrics-
results/evenness_vector.gza \
--m-metadata-file metadata4.tsv \
--0-visualization core-metrics-results/evenness-
group-significance.qzv

/I Curvas de rarefaccion

giime diversity alpha-rarefaction \
--i-table table.qza \
--i-phylogeny rooted-tree.qza \
--p-max-depth 46800 \
--m-metadata-file metadata4.tsv \
--0-visualization alpha-rarefaction.qzv

/ISignificancia del indice de Shannon

giime diversity alpha-group-significance \
--i-alpha-diversity core-metrics-
results/shannon_vector.qza \
--m-metadata-file metadata4.tsv \
--0-visualization core-metrics-results/shannon-
significance.qzv

Diversidad Beta

Bray-Curtis distance (a quantitative measure of
community dissimilarity)

Unweighted UniFrac distance (a qualitative
measure of community dissimilarity that
incorporates phylogenetic relationships between
the features)

giime diversity beta-group-significance \
--i-distance-matrix core-metrics-

results/bray_curtis_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file metadata4.tsv \
--m-metadata-column Fibra \
--0-visualization core-metrics-

111



results/bray_curtis_type_significance_Fibra.qzv

giime emperor plot \
--i-pcoa core-metrics-
results/bray_curtis_pcoa_results.qza \
--m-metadata-file metadata4.tsv \
--p-custom-axes Fibra \
--0-visualization core-metrics-
results/bray_curtis_emperor-Fibra.qzv

giime diversity beta-group-significance \
--i-distance-matrix core-metrics-
results/bray_curtis_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file metadata4.tsv \
--m-metadata-column Donador \
--0-visualization core-metrics-
results/bray_curtis_type_significance_Donador.qz
Y,

giime emperor plot \
--i-pcoa core-metrics-
results/bray_curtis_pcoa_results.qza \
--m-metadata-file metadata4.tsv \
--p-custom-axes Donador \
--0-visualization core-metrics-
results/bray_curtis_emperor-Donador.qzv

giime diversity beta-group-significance \

--i-distance-matrix core-metrics-
results/unweighted_unifrac_distance_matrix.qza \

--m-metadata-file metadata4.tsv \

--m-metadata-column Fibra \

--0-visualization core-metrics-
results/unweighted-unifrac-Fibra-significance.qzv
\

--p-pairwise

giime diversity beta-group-significance \
--i-distance-matrix core-metrics-
results/unweighted_unifrac_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file sample-metadata.tsv \
--m-metadata-column transect-name \
--0-visualization core-metrics-
results/unweighted-unifrac-transect-name-
significance.qzv \
--p-pairwise

/I Andlisis taxondmico
waget \

-0 "silva-138-99-nb-classifier.qza" \
"https://data.qiime2.org/2021.4/common/silva-

138-99-nb-classifier.qza"

giime feature-classifier classify-sklearn \
--i-classifier silva-138-99-nb-classifier.qza \
--i-reads rep-seqgs.qza \
--0-classification taxonomy.qza

giime metadata tabulate \
--m-input-file taxonomy.qza \
--0-visualization taxonomy.qzv

giime taxa barplot \
--i-table table.qza \
--i-taxonomy taxonomy.qgza \
--m-metadata-file metadata4.tsv \
--0-visualization taxa-bar-plots.qzv
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Anexo 4. Pipeline y analisis bioinformatico de eucariotes

conda activate giime2-2021.4
cd MiBebe2

/I Se descomprimieron las secuencias
gzip -d S9ARF3_1.fq.gz

/lImportacién de datos
giime tools import \

--type

‘SampleData[PairedEndSequencesWithQuality]' \

--input-path manifiesto21 \

--output-path demux-sequences.gza \

--input-format
PairedEndFastgManifestPhred33V2

/[Estadisticas de calidad

giime demux summarize \
--i-data demux-sequences.qza \
--0-visualization demux-sequences.qzv

//Dada2

giime dada2 denoise-paired \
--i-demultiplexed-seqs demux-sequences.qza \
--p-trim-left-f 0\
--p-trim-left-r 0\
--p-trunc-len-f 148 \
--p-trunc-len-r 162 \
--0-table table.qza \
--0-representative-sequences rep-seqs.qza \
--0-denoising-stats denoising-stats.qza

giime feature-table summarize \
--i-table table.qza \
--0-visualization table.qzv

giime feature-table tabulate-seqs \
--i-data rep-segs.qza \

--0-visualization rep-segs.qzv

giime metadata tabulate \
--m-input-file denoising-stats.qza \
--0-visualization denoising-stats.qzv

[/IFeatureTable and FeatureData summaries

giime feature-table summarize \
--i-table table.qza \
--0-visualization table.qzv \
--m-sample-metadata-file metadata.tsv

giime feature-table tabulate-segs \
--i-data rep-segs.qza \
--0-visualization rep-segs.qzv

/IGenerate a tree for phylogenetic diversity
analyses

giime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree \
--i-sequences rep-segs.qza \
--0-alignment aligned-rep-segs.qza \
--0-masked-alignment masked-aligned-rep-
segs.gza\
--0-tree unrooted-tree.qza \
--0-rooted-tree rooted-tree.qza

//IDiversidad alfa

giime diversity core-metrics-phylogenetic \
--i-phylogeny rooted-tree.qza \
--i-table table.qza \
--p-sampling-depth 1996 \
--m-metadata-file metadata.tsv \
--output-dir core-metrics-results

giime diversity alpha-group-significance \
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--i-alpha-diversity core-metrics-
results/faith_pd_vector.qza \

--m-metadata-file metadata4.tsv \

--0-visualization core-metrics-results/faith-pd-
group-significance.qzv

giime diversity alpha-group-significance \
--i-alpha-diversity core-metrics-
results/evenness_vector.qza \
--m-metadata-file metadata4.tsv \
--0-visualization core-metrics-results/evenness-
group-significance.qzv

giime diversity alpha-rarefaction \
--i-table table.gza \
--i-phylogeny rooted-tree.qza \
--p-max-depth 4148 \
--m-metadata-file metadata.tsv \
--0-visualization alpha-rarefaction.qzv

/I Diversidad Beta

giime diversity beta-group-significance \

--i-distance-matrix core-metrics-
results/unweighted_unifrac_distance_matrix.qza \

--m-metadata-file metadata4.tsv \

--m-metadata-column Fibra \

--0-visualization core-metrics-
results/unweighted-unifrac-Fibra-significance.qzv
\

--p-pairwise

giime diversity beta-group-significance \
--i-distance-matrix core-metrics-
results/unweighted_unifrac_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file sample-metadata.tsv \
--m-metadata-column transect-name \
--0-visualization core-metrics-
results/unweighted-unifrac-transect-name-
significance.qzv \
--p-pairwise

Taxonomic analysis

wget \
-0 "sh_giime_release_all_10.05.2021.tgz" \

"https://files.plutof.ut.ee/public/orig/48/29/4829D
91F763E20F0F4376 A60AAS3FCIFBEG029ATD
1BDC1B45347DD64EDE5D560.tgz"

tar -xzf sh_giime_release_all_10.05.2021.tgz

giime tools import \
--type FeatureData[Sequence] \
--input-path
sh_refs_giime_ver8 99 all 10.05.2021.fasta \
--output-path unite-ver8-
segs_99 all_10.05.2021.gza

giime tools import \

--type FeatureData[ Taxonomy] \

--input-path
sh_taxonomy_giime_ver8 99 all_10.05.2021.txt \

--output-path unite-ver8-
taxonomy_99 all 10.05.2021.g9za \

--input-format HeaderlessTSVTaxonomyFormat

giime feature-classifier fit-classifier-naive-bayes \
--i-reference-reads unite-vers8-

segs_99 all_10.05.2021.g9za \
--i-reference-taxonomy unite-ver8-

taxonomy_99 all_10.05.2021.qza \
--0-classification unite-ver8-99-all-classifier-

10.05.2021.q9za

giime feature-classifier classify-sklearn \
--i-classifier unite-ver8-99-all-classifier-
10.05.2021.9za \
--i-reads rep-segs.qza \
--0-classification taxonomy.gza

giime metadata tabulate \
--m-input-file taxonomy.qza \
--0-visualization taxonomy.qzv

giime taxa barplot \
--i-table table.qza \
--i-taxonomy taxonomy.qza \
--m-metadata-file metadata.tsv \
--0-visualization taxa-bar-plots.qzv
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De las muestras de los donadores, sélo las correspondientes al donador 3 pudieron ser
secuenciadas para la identificacion de hongos, tanto la muestra de materia fecal antes de
la fermentacién como después de los tratamientos. A diferencia de los otros participantes,
este donador es del género femenino con un IMC de 26.4, apenas rebasando el normopeso.
En su registro alimenticio de 21 dias, reporté un mayor consumo de botanas y bebidas
procesadas/azucaradas con respecto a los otros dos participantes, asi como un mayor
consumo de alimentos procesados. Por otro lado, en la taxonomia bacteriana a nivel de
género, fue en las muestras de este donador donde hubo un menor incremento de
Escherichia-Shigella después del tratamiento con inulina y AR3, pues practicamente se
mantuvo estable después de las fermentaciones. Se recomienda hacer futuros estudios con
respecto a donadores con sobrepeso para conocer el impacto del AR3 bajo estas
condiciones.

Es probable que los tratamientos hayan favorecido la abundancia de hongos después de las
fermentaciones, aunque no es concluyente, ya que no se observd lo mismo con el
participante 1y 2.

Aligual que el analisis bioinformatico de las secuencias a partir del marcador ribosomal 168,
se construyd un pipeline para evaluar los eucariotes, entre estos, hongos, a través del ITS2
de las muestras del donador 3, las cuales si fueron amplificadas.

El filtrado de calidad de realizé con DADAZ2, haciendo recortes al final de las lecturas forward
y reverse para eliminar las bases de menor calidad.

Posteriormente se un analisis de diversidad a, asi como el analisis taxondmico.

La cantidad de caracteristicas o posibles taxones fue de 323.
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Graficos de calidad (puntuacion phred) en lecturas forward y reverse
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Caracteristicas encontradas
Table summary

Metric Sample
Number of samples 3
Number of features 323
Total frequency 15,279
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indice de Shannon, diversidad alfa
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Taxonomia de eucariotes en la muestra del participante 3 a nivel de reino y género

Entre los microorganismos resultantes a nivel de reino, no sélo se encontraron hongos sino
también otros eucariotes, posiblemente derivados de células de alimentos como vegetales,
frutos o incluso células del mismo donador. Sin embargo, fue de interés conocer el impacto
sobre los hongos.

Los géneros que se vieron incrementados por la fermentacién de inulina y AR3 fueron del
phylum Ascomycota, como Fusarium, Cladosporium, Pseudogymnoascus, Zopfiella,
Pyrenochaetopsis y Diutina, en mayor proporcién.

Otro taxdn del reino Alveolata, orden Oligohymenophorea considerado como patégeno, se
vio disminuido después de las fermentaciones (color rojo), mientras que otro taxén no
identificado dentro de los niveles taxondmicos incrementd después de los tratamientos

(color azul). El segundo grafico muestra estos resultados.

117



100%

9% —

&% —

T —

0% —

B U ency
#
1

Relative Fre

40% —

0% —

20% —

10% —

0% =

]
ia
[
]
-~
wl

SRINFS

Sampla

SoARFS

. k__ Fumngi

. k_ Alveolats
. Unassigned
. k__ \iridiplantae

. k_ Eukaryota_kgd_Incertae_sedis

k__ Rhizaria

118



Taxonomia de eucariotes en la muestra del participante 3 a nivel de género
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