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RESUMEN

Se denomina “fibra dietaria no digerible” a oligosacaridos y polisacaridos que, debido a las
uniones quimicas que presentan, no pueden ser digeridos por las enzimas presentes en el tracto
gastrointestinal y que, por lo tanto, llegan al colon donde pueden ser fermentados por la
microbiota intestinal.

La “microbiota intestinal” es el conjunto de microorganismos que habitan el intestino grueso
en una relacion con el hospedador que, en estado de equilibrio (eubiosis), resulta benéfica
reciprocamente y presenta una gran cantidad de funciones. La inmunomodulacion, la proteccion
contra organismos patdgenos, la regulacion en la digestion y la produccion de moléculas
benéficas para el organismo hospedador, son algunas de las funciones que son capaces de llevar
a cabo este conjunto de microorganismos habitantes del intestino. Se reconoce que existe una
importante relacion entre estos microorganismos y el estado de salud del hospedador, en la cual
los desbalances de esa microbiota (disbiosis) pueden conducir al origen de patologias
intestinales. Las bacterias no benéficas que se ven favorecidas en estados de disbiosis secretan
sustancias que reclutan células del sistema inmune, y comienza a desarrollarse una inflamacion
cronica. En el estado de inflamacion crénica se pierde la integridad de la barrera intestinal y
puede ser el origen de varias patologias. Dentro de las afecciones y patologias intestinales
desencadenadas por este desequilibrio se pueden mencionar: colon irritable, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, cancer de colon, entre otras.

Como consecuencia de la fermentacion de carbohidratos por parte de la microbiota intestinal
benéfica, se generan acidos organicos de cadena corta. Uno de ellos es el acido butirico o
butirato, para el cual se ha observado un rol importante en el control sobre la proliferacion de
las células tumorales del intestino, induciendo apoptosis. Existe evidencia de que el consumo
de fibra no digerible y fermentable es capaz de estimular la produccion de este metabolito o
estimular el desarrollo de un mayor numero de células de las poblaciones bacterianas
productoras.

El presente trabajo se llevo a cabo con el fin de estudiar la fermentabilidad de diferentes fibras
dietarias no digeribles utilizando microbiota intestinal proveniente de individuos con patologias
intestinales neoplasicas o preneoplasicas. Como medida de la fermentabilidad, se identificaron
y cuantificaron los 4cidos grasos de cadena corta producidos. Para evaluar la actividad bioldgica
de dichos acidos, se realizaron ensayos in vitro utilizando células neoplasicas intestinales en
cultivo y se evalud la viabilidad de las células mediante cuantificacion de la integridad de
membrana plasmatica y la actividad mitocondrial.
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MARCO TEORICO

Bajo la denominacion de “fibra dietaria no digerible” se incluye a todos aquellos oligo y
polisacaridos incapaces de ser digeridos por las enzimas presentes en el tracto gastrointestinal
de los seres humanos. Este hecho conlleva la capacidad de estas moléculas de llegar intactas al
intestino grueso y tener contacto con la microbiota intestinal. En este microambiente
conformado principalmente por bacterias, hongos y algunos virus, ciertas bacterias pueden
utilizar como sustrato metabolico a las fibras ingeridas. Entre los productos de este metabolismo
se encuentran acidos grasos de cadena corta y acidos organicos (como el 4cido lactico) que
traen consigo diversos beneficios para la salud del consumidor. A su vez, la ingesta de fibra no
digerible promueve el desarrollo de determinadas poblaciones bacterianas favoreciendo el
estado de eubiosis. Gracias a esta particularidad que presentan algunas fibras de mejorar la
integridad de la microbiota y conferir un beneficio adicional a la salud del consumidor, es que
algunas de éstas reciben la denominacion de “prebidticos” (Gibson & Roberfroid, 1995; Gibson
et al., 2017). El consumo de estos compuestos ha tenido tal relevancia en las ultimas décadas
que en el afio 2011 fueron incluidos en el Codigo Alimentario Argentino (Capitulo XVII, Art
13-0 - Res. Conj. SPRel 229/2011 y SAGyP 731/2011). La correlacion entre el consumo de
fibra y la buena salud se sustenta en la gran cantidad de trabajos cientificos que relacionan su
consumo con el favorecimiento de crecimiento y actividad de poblaciones bacterianas benéficas
en el tracto intestinal, donde los metabolitos producidos han demostrado disminuir la incidencia
de diversas patologias intestinales (Patel & Goyal, 2012; Sanders et al., 2019), entre ellas, el
cancer colorrectal, asi como otras patologias intestinales de origen inflamatorio. Actualmente
se reconoce que varios tipos de enfermedades inflamatorias cronicas (colitis, obesidad,
infeccion y enfermedades autoinmunes) pueden aumentar la incidencia de padecer cancer de
colon (Park et al., 2010; Chen & Vitetta, 2018).

Las dietas ricas en fibra se correlacionan con el incremento en la produccion de butirato y, al
mismo tiempo, con la reduccion de la incidencia o probabilidad de padecer enfermedades
inflamatorias y cancer de colon. Se ha postulado que los linfocitos T reguladores (activados por
butirato) bloquean a los linfocitos T proinflamatorios, reduciendo la produccion de citoquinas
proinflamatorias responsables de la proliferacion celular y la supervivencia celular, las dos
caracteristicas mas importantes de las células cancerosas (Chen & Vitetta, 2018). El butirato
puede ejercer también sus efectos anticancerigenos a través de la inhibicion de multiples vias
de sefializacion, modulando al sistema inmune para ejercer un efecto anticancerigeno; por lo
tanto, se ha postulado que el butirato puede producir una respuesta sinérgica de la via de
sefalizacion inhibitoria y un efecto antiinflamatorio (Chen & Vitetta, 2018).

Hidratos de carbono vy fibras dietarias no digeribles
Los carbohidratos son un grupo de macromoléculas compuestas principalmente por carbono,
hidrogeno y oxigeno. La funcion bioldgica de estas macromoléculas se encuentra estrechamente

ligada con su composicion, estructura y propiedades fisicoquimicas. Quimicamente, son
polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas (o moléculas que dan éstas como resultado de una
hidroélisis) cuya estructura puede variar. Las formas mas simples de estas moléculas son los
monosacaridos, azucares simples que pueden unirse entre si generando estructuras mas grandes
y complejas como los disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. Los azucares mas simples,
monosacaridos, se unen quimicamente por medio de enlaces covalentes llamados


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cytokine-production
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-proliferation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-proliferation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-proliferation

“glicosidicos”. Este tipo de uniones se clasifican y nombran segun los carbonos que se vean
involucrados en la unidn, asi como también por su geometria o disposicion espacial. De este
modo, se incrementa la variabilidad de polimeros posibles, dadas las distintas entidades
moleculares que pueden existir segin la naturaleza de los enlaces, asi como también por la
identidad de los monosacaridos constituyentes.

Los polisacaridos son sintetizados por los seres vivos cumpliendo distintas funciones segun sus
propiedades estructurales: la celulosa que forma parte de la pared celular de la célula vegetal,
el glucdogeno y almidon utilizados como reserva de energia en animales y vegetales
respectivamente, o la quitina y glucanos que forman parte de la pared celular de células
fingicas. Muchos de estos polimeros se incorporan en la dieta. Sin embargo, el tamafio que
poseen estas macromoléculas impide su absorcion en su forma polimérica, por lo que los
organismos que los consuman deben poseer enzimas para su digestion y fraccionamiento en
monomeros. Estas enzimas son selectivas para un tipo de enlace en particular. En los seres
humanos, se encuentra principalmente la enzima amilasa pudiendo encontrarse la isoforma
salival y pancredtica cuya capacidad se restringe a hidrolizar los enlaces del tipo alfa (o)
formados entre los carbonos 1 y 4 de los monomeros de glucosa que componen el almidon y el
glucogeno. Sin embargo, existen muchos oligo y polisacaridos de distintos origenes cuyas
uniones entre azucares simples difieren a la de los ya mencionados. Como se indico
anteriormente, todos aquellos oligo y polisacaridos incapaces de ser digeridos por las enzimas
presentes en el tracto gastrointestinal de los seres humanos constituyen la “fibra dietaria no
digerible”. Entre estas moléculas se encuentran la celulosa, los fructooligosacaridos como la
inulina, y otros varios polisacaridos provenientes de plantas, hongos y algas; algunos de ellos
se describen a continuacion: el glucogalactano kefiran, ciertos a-glucanos o dextranos y los -
glucanos.

Kefiran, dextrano y B-glucanos: composicion y caracteristicas
En este trabajo se propone utilizar como fibra a tres polisacaridos provenientes de fuentes
naturales que se encuentran sub-aprovechadas. Por un lado, la biomasa excedente de granulos

de kefir de agua y de leche (indculo para fermentaciones) y por otro lado, la crema de levaduras
(subproducto de la industria cervecera). A partir de granulos de kefir de leche y de agua se
pueden obtener respectivamente el glucogalactano denominado “kefiran” y un a-glucano. A
partir de crema de levaduras se puede obtener un B-glucano.

El kefiran es el polisacarido presente en los granulos de kefir de leche y se encuentra
constituyendo los mismos en aproximadamente un 9 % a 10 % del peso humedo.
Quimicamente, es un glucogalactano altamente soluble en agua, compuesto en partes
equivalentes por glucosa y galactosa con uniones glicosidicas de tipo al-4 en la cadena
principal y B1-6 en las ramificaciones, con un peso molecular superior a 10° Da (Piermaria et
al., 2008), sintetizado por un microorganismo presente en los granulos: Lactobacillus
kefiranofaciens (Hamet et al., 2013). Dada su estructura, solubilidad y propiedades
fisicoquimicas, se han propuesto diversas aplicaciones para este polisacdrido, ya que presenta
propiedades funcionales interesantes como la capacidad de formar criogeles (Piermaria et al.,
2008; Exarhopoulos et al., 2022) y modificar significativamente las caracteristicas reoldgicas
de soluciones acuosas (Piermaria et al, 2016, 2020), asi como la posibilidad de formar peliculas
comestibles (Piermaria et al., 2009; 2011; 2015; Gagliarini et al., 2019). También posee
interesantes propiedades bioldgicas como antagonismo de virulencia de un patdégeno intestinal



como Bacillus cereus (Medrano et al., 2008, 2009), actividad inmunomoduladora (Vinderola
et al., 2006; Medrano et al., 2010) y bifidogénica (Hamet et al., 2013), y estimulacion de la
produccion de 4cidos organicos por parte de la microbiota intestinal en un sistema de
fermentacion in vitro (Medrano et al., 2020).

Por otro lado, la matriz de los granulos de kefir de agua se encuentra formada por un
homopolisacarido insoluble en agua, compuesto por unidades de glucosa unidas por enlaces
al-6, lineal, con un bajo porcentaje de ramificaciones al-3 (Fels et al., 2018). Se lo clasifica
como un a-glucano (que también se denomina dextrano) y es sintetizado por un
microrganismo presente en los granulos, Lentilactobacillus hilgardii (anteriormente
Lactobacillus hilgardii) (Pidoux et al., 1988; Coma et al., 2019). Si bien las propiedades
bioldgicas de este polimero han sido poco estudiadas a la fecha, se considera que es una
molécula con posibilidades de ser utilizada como aditivo en alimentos funcionales (Freitas et
al.,2011). En general, los dextranos son reconocidos como moléculas bioactivas con potencial
para ser consideradas prebioticas (Sarbini et al., 2013; de Paiva et al., 2016; Calatayud et al.,
2021). Recientemente, se ha demostrado que los polisacaridos producidos por cepas aisladas de
kefir de agua, sintetizados por Liquorilactobacillus satsumensis (anteriormente Lactobacillus
satsumensis) pueden favorecer el desarrollo de bacterias intestinales benéficas y la produccion
de 4cidos organicos in vitro (Tan et al., 2022). Con relacion a la funcionalidad tecnologica del
dextrano de granulos de kefir de agua, sus propiedades incluyen la formacion de peliculas
(Coma et al., 2019) y su uso como hidrocoloide en la industria panificadora (Hermann et al.,
2016), entre otras.

Los B-glucanos son polisacaridos constituidos por unidades de glucosa unidas por enlaces
glucosidicos tipo B. Son frecuentes en paredes celulares fungicas, tanto de hongos superiores
como de levaduras; también se encuentran en la capa de aleurona y en el salvado de algunos
cereales como la avena y el centeno. En el caso de los B-glucanos que se encuentran en las
paredes de levaduras son: ~30-45 % B-1,3 glucano y ~5-10 % B-1,6 glucano, mientras que
también puede encontrarse a-1,3 glucano (Pengkumsri et al., 2017). Los B-glucanos tienen un
peso molecular variable (1 a 30 kDa) y son en su mayoria insolubles en soluciones acuosas. Las
propiedades tecnoldgicas de los B-glucanos aislados de paredes de levaduras han sido
estudiadas por algunos autores, encontrando que tienen capacidad para formar peliculas
biocompatibles (Peltzer et al., 2018) y pueden actuar como sustituto de materia grasa en salsas
y mayonesas (Thammakiti et al., 2004; Rachwal et al., 2020). Con respecto a su actividad
biologica, se ha estudiado en modelos animales (Caruso et al., 2020) y en algunos trabajos
donde se evalud su capacidad de favorecer bacterias intestinales benéficas en un modelo de
fermentacion in vitro utilizando materia fecal de origen humano (Chaikliang et al., 2015; Wang
et al., 2020). La relevancia de encontrar aplicaciones para el excedente de crema de levaduras
radica en que ésta es el segundo subproducto de la industria de elaboracion de cerveza (Caruso
et al., 2020). En la Tabla 1 se resume la informacion relativa a estos tres polisacaridos con los
que se propuso realizar el presente trabajo.



TABLA 1: Polisacaridos incluidos en el presente trabajo, composicion de monomeros, enlaces y referencias
bibliogrdficas.

Polisacarido Composicion Enlaces Referencias
glucogalactano (kefiran) (granulos de | galactosa y glucosa al-4ypl1-6 | Kooiman, 1968;
kefir de leche) 1:1 Piermaria et al., 2008.
a-glucano (dextrano) (grénulos de glucosa al-6yal,3 Pidoux et al., 1 988;
kefir de agua) Fels et al., 2018.
B-glucanos (pared levaduras glucosa B1-3 y B1-6 | Barsanti et al., 2011.
cerveceras)

Fermentabilidad de los polisacaridos
Los polisacaridos descriptos anteriormente y propuestos para su evaluacion en el presente
trabajo, comparten la caracteristica de no poder ser degradados por las enzimas del tracto

gastrointestinal de los seres humanos. Los enlaces glicosidicos que presentan y la falta de
enzimas en el organismo capaces de hidrolizarlos, hacen que estas moléculas puedan llegar al
intestino grueso intactas. Cuando la fibra dietaria que no ha sido digerida llega al intestino, entra
en contacto con la microbiota intestinal, cuyos microrganismos son capaces de utilizarla como
sustrato metabolico.

El principal proceso que llevan a cabo los microorganismos intestinales con estas moléculas es
la fermentacion anaerobica. Como resultado de este proceso se generan acido lactico y acido
acético los cuales, gracias al proceso de cross-feeding (Louis & Flint, 2017), son a su vez
sustrato para la produccion de otros acidos grasos de cadena corta como el &cido propidnico y
el 4cido butirico. Estos 4cidos tienen un efecto benéfico en la salud del hospedador, tanto en el
ambiente intestinal como a nivel sistémico. Es importante sefialar que no todos los
carbohidratos no digeribles tienen actividad prebidtica. Para poder tener la cualidad de
prebiotico se debe demostrar un beneficio para el consumidor (Holscher, 2017).

La capacidad de las fibras incluidas en este trabajo de ser fermentadas por la microbiota
intestinal humana ha sido abordada en algunos estudios. Para el caso del glucogalactano kefiran,
se ha demostrado que es capaz de estimular la produccion de acidos organicos por parte de la
microbiota intestinal en un sistema de fermentacion in vitro utilizando materia fecal de nifios
con dieta omnivora (Medrano et al, 2020). La fermentabilidad del a-glucano de granulos de
kefir de agua no ha sido estudiada hasta el momento, sin embargo, se demostr6 que el a-glucano
producido por una cepa de L. satsumensis aislada de kefir de agua puede favorecer el desarrollo
de bacterias intestinales benéficas y la produccién de acidos orgénicos in vitro (Tan et al.,
2022). Con respecto a los B-glucanos de pared de levaduras, se ha estudiado recientemente su
capacidad de favorecer bacterias intestinales benéficas en un modelo de fermentacién in vitro
utilizando materia fecal de origen humano (Chaikliang ef al., 2015; Wang et al., 2020).

Microbiota y salud Intestinal

Se sabe que la microbiota intestinal es tnica e irrepetible entre individuos de una misma especie,
siendo comparada con la huella dactilar o la informacion genética (Arumugam et al., 2011). El
proceso de colonizacion y establecimiento de la microbiota se va dando a lo largo de la vida de
cada individuo. En los primeros estadios durante la vida fetal, se produce la primera




colonizacién al interior del colon del feto por parte de la microbiota intestinal materna, sin
embargo, diversos factores como el modo de nacimiento y la lactancia son cruciales para el
posterior desarrollo microbiano (Matamoros et al., 2013; Collado ef al., 2016). Otros factores
que pronto tienen influencia en el establecimiento de la microbiota son los habitos de vida, el
consumo de antibidticos y la dieta (Arumugam et al., 2011; Conrad & Vlassov, 2015). A lo
largo de los afios de la vida del individuo la microbiota comienza a complejizarse gradualmente,
siendo la alimentacion de fundamental influencia sobre el perfil de microorganismos y su
actividad metabolica.

La estrecha relacion entre la microbiota y su hospedador adquiere una vital importancia en la
prevencion o generacion de las patologias intestinales que se basan en alteraciones del
equilibrio, tanto de las poblaciones microbianas como de sus metabolitos (eubiosis-disbiosis)
(Gao et al., 2015). Los estados de desequilibrio pueden llegar a desencadenar el desarrollo de
distintas enfermedades, en las cuales se han descripto cambios en las poblaciones microbianas
y -en algunos casos- se ha podido concluir acerca de los géneros benéficos y asociados a la
prevencion de ciertas patologias (Conrad & Vlassov, 2015; Gao et al., 2015; Wu et al., 2018).
En muchos casos se ha encontrado una estrecha relacion entre el desarrollo de la enfermedad y
la ausencia de ciertos Taxa bacterianos, como integrantes de la familia Ruminococcaceae, el
género Roseburia y la especie Clostridium butyricum, microorganismos productores de
butirato, donde su disminucién conlleva a la aparicion de neoplasias intestinales (Rezasoltani
etal., 2018).

Actividad biologica de los productos de fermentacion

Diversos estudios han evidenciado que el consumo de fibra dietaria no digerible tiene un gran
impacto en la microbiota intestinal, correlacionando en algunos casos con la capacidad de
estimular ciertas poblaciones de bacterias productoras de butirato como representantes de los
géneros Roseburia y Faecalibacterium (Scott et al., 2014). La relevancia que posee este acido
organico es debida a su capacidad de ser utilizado como sustrato metabdlico por los enterocitos
y, ademas, su capacidad de inducir apoptosis en células tumorales (Donohoe et al., 2013).

El mecanismo descripto para esta actividad antitumoral radica en el metabolismo acelerado que
poseen las células tumorales. Estas ultimas, poseen requerimientos energéticos que son
principalmente respaldados por medio de rutas como la fermentacion lactica; sin embargo, la
presencia de butirato en estas células es capaz de inducir el uso de las mitocondrias para generar
energia por medio de la ruta de la fosforilacion oxidativa, ruta que, como consecuencia de una
gran velocidad y trénsito a través de ella, genera una gran cantidad de especies reactivas de
oxigeno como ion superdxido o perdxido de hidrogeno, que dafian a la célula tumoral
induciendo su muerte celular programada (Duncan et al., 2004; Donohoe et al., 2013). Por su
parte, el acido lactico ha sido propuesto como un factor preventivo de la generacion de procesos
inflamatorios, los cuales tendrian una gran influencia en las condiciones de desarrollo de
polipos intestinales (Iraporda ef al.,2015). Otros 4cidos como el acético, isovalérico y valérico
no poseen un papel como metabolitos protectores, sino que pueden llegar a aparecer en la
materia fecal indicando desbalances en la microbiota, asociados a cancer colorrectal (Weir et
al.,2013).

Si bien la produccion de butirato por parte de la microbiota intestinal acarrea una serie de
cambios benéficos para la salud del hospedador, estas respuestas no se encuentran generalizadas
para todos los individuos dada la variabilidad interindividual en las especies y géneros que



componen la microbiota. Por otro lado, la naturaleza quimica de la fibra dietaria (su estructura,
composicion, tipos de uniones, etc.) determinan la respuesta de la microbiota, dada la capacidad
de cada microorganismo de fermentar estos compuestos segiin su metabolismo particular. De
esta manera, es posible plantear que cada una de las fibras puede tener respuestas y perfiles de
acidos organicos totalmente distintos para cada individuo. De esto surge que el modelo de
fermentacion in vitro que se utiliza en este trabajo esté disefiado empleando muestras de materia
fecal provenientes de donantes individualizados, en lugar de hacer las fermentaciones utilizando
pools de materia fecal (Aguirre et al., 2014).

Respuesta individual de la microbiota intestinal

Por lo expuesto anteriormente, se puede afirmar que cualquier intervencion dietaria capaz de
modular la microbiota de un individuo en favorecimiento de la produccién de butirato, seria un
modo de prevencion y/o reversion de estadios tempranos de patologias infamatorias
intestinales. Siendo la microbiota intestinal un ecosistema irrepetible entre individuos, y
conociendo que la respuesta de esta microbiota frente a la administracion de una fibra
fermentable esta relacionada con las caracteristicas fisicoquimicas del polimero, es de esperar
que, frente a la administracion de distintas fibras, la microbiota de un mismo individuo responda
de manera diferencial, siendo alguna fibra mas favorable que otra en cuanto a la produccion de
butirato. Aunque de momento los ensayos que involucran microbiota intestinal humana son in
vitro, los trabajos cientificos que proponen este tipo de “intervenciones dietarias
personalizadas” van en aumento (Chen & Vitetta, 2018; Collins et al., 2021; Singh et al., 2021;
Gosh et al., 2022). Estas propuestas hacen referencia a la posibilidad de estudiar el
comportamiento de la microbiota de un individuo, con el objetivo de encontrar la fibra
fermentable mas beneficiosa en el sentido de la produccion de acidos grasos de cadena corta
con un impacto en la salud de esa persona. En este sentido, en el presente trabajo se plantea un
aporte a las investigaciones relacionadas con las intervenciones dietarias personalizadas, al
tiempo que propone el uso de polisacaridos sub-aprovechados, provenientes de la industria
alimentaria.
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OBJETIVOS

Por lo antedicho, el presente trabajo se propuso como objetivo general:

Evaluar la respuesta de la microbiota intestinal de donantes con patologias intestinales
de origen inflamatorio frente a la presencia de diferentes polisacaridos no digeribles.

Para cumplir con el objetivo general, se propusieron los siguientes objetivos especificos:
1- Caracterizar los polisacaridos en cuanto a composicion y peso molecular.

2- Evaluar la respuesta de la microbiota intestinal de donantes frente a la administracion
de los distintos polisacaridos en relacion con la produccion de dcidos organicos.

3- Evaluar in vitro la actividad biologica de los dcidos producidos.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 OBTENCION DE POLISACARIDOS
Para el desarrollo de este trabajo, se propuso trabajar con tres polisacaridos que presentan
enlaces glicosidicos que, en principio, son no digeribles por las enzimas del tracto
gastrointestinal humano:

1) Glucogalactano kefiran proveniente de granulos de kefir de leche,

2) a-glucano (dextrano) proveniente de granulos de kefir de agua,

3) P-glucano proveniente de paredes de levaduras cervecera.

3.1.1 Glucogalactano (kefiran)

El kefiran se obtuvo a partir de granulos de kefir de leche de acuerdo con Rimada y Abraham
(2003). Los granulos CIDCA AGKI, conservados a -20 °C en leche, fueron descongelados y
cultivados en leche descremada estéril UHT (SanCor, Santa Fe, Argentina) al 10 % p/v,

colandolos y enjuagandolos cada 48 hs para remover la leche fermentada y agregar leche fresca.
Una vez alcanzada una biomasa de aproximadamente 100 g, los granulos lavados y escurridos
se colocaron en una proporcion 10 % p/v en agua destilada y fueron disgregados mediante
agitacion a 95 °C durante 30 minutos. Luego de descender la temperatura se centrifugé a 10.000
x g durante 20 minutos a 20 °C. El sobrenadante se traté mediante agregado del equivalente a
dos volumenes de etanol frio y mantenimiento a -20 °C durante 16 hs para la precipitacion del
polisacarido. Esta mezcla fue centrifugada a 10.000 x g durante 20 minutos a 4 °C. El
precipitado resultante fue resuspendido en agua destilada caliente para luego repetir la
precipitacion. Finalmente, el polimero resuspendido en el menor volumen posible de agua
destilada caliente, se liofilizo6 en un Heto-Lab FD (San Francisco, USA). Mediante esta
metodologia se puede obtener un polimero con un grado de pureza superior al 99% sin proteinas
ni restos de lactosa en su composicion final (Rimada y Abraham, 2003).

3.1.2 g-glucano (dextrano)

La fraccion de dextranos provenientes de los granulos de kefir de agua se obtuvo de acuerdo
con Fels ef al. (2018). Para esto, 100 g de granulos (provenientes del reservorio del PEAS, FCE,
UNLP) previamente crecidos en agua declorada adicionada con 10 % p/v de azlicar de mascabo
(Ba-La-Ju, Misiones, Argentina), fueron escurridos y dispersados en 1 litro de solucion alcalina,
llevada a pH 10 con NaOH 1M. La dispersion se mantuvo en agitacion durante 30 minutos a

60 °C'y, a continuacion, se neutralizé con HCI 1M y se centrifugo el extracto resultante a 10.000
x g durante 15 minutos. El precipitado fue resuspendido en etanol frio al 96 % y mantenido a 4
°C durante 16 hs. Luego, la solucion resultante fue centrifugada a 10.000 x g durante 15 minutos
y el precipitado se resuspendid en agua destilada caliente para, posteriormente, ser liofilizado
en el equipo antes mencionado.

3.1.3 B-glucano

Los B-glucanos de paredes de levaduras provenientes de la industria cervecera fueron
purificados de acuerdo con Penkrumsri ef al. (2017), utilizando crema de levaduras proveniente
de una planta elaboradora de cerveza de la ciudad de La Plata (cerveceria Dackel; cerveza estilo
Golden Ale, levaduras Fermentis S04, Lesaffre, Bélgica; sin previa reutilizacion). Brevemente,
los pasos seguidos para la extraccion de B-glucanos, consistieron en: induccion de autolisis de
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levaduras por incubacién a pH 5 a 50 °C durante 48 hs y posterior incubacion a 80 °C durante
15 minutos en agitacion. Posteriormente, se lavo esta suspension y se incubd nuevamente con
NaOH 1 M a 80 °C durante 2 hs en agitacion. A continuacion, se centrifugd e incub6 la mezcla
en acido acético 1 M durante 2 hs a 80 °C para luego lavar el extracto resultante y resuspenderlo.
Finalmente, el extracto fue liofilizado.

3.2 CARACTERIZACION DE LOS POLISACARIDOS

3.2.1 Determinacion del peso molecular

El peso molecular del kefiran se determind en el CIDCA mediante cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) utilizando una columna de exclusion molecular asociada a un detector de indice

de refraccion. Para establecer la relacion entre el tiempo de retencion en la columna y el peso
molecular se realizd una curva de calibracién con patrones de dextrano de peso molecular
conocido, en el rango de 97000 a 3800000, ALO-2770 (Phenomenex, Torrance, CA). Se utilizo
una columna de filtracién en gel OH-PAK SB-805HQ (SHODEX, Japon). El tren completo de
HPLC fue conformado por un sistema automatico de aspiracion de muestra modelo 717
(Waters, Milford), un controlador modelo 600 (Waters, Milford) y un refractémetro diferencial,
modelo 410 (Waters, Milford). Las muestras disueltas en agua fueron eluidas a temperatura
ambiente utilizando para ello NaOH 0,1 M. El flujo se mantuvo constante a 0,95 mL/min
(presion: 120-130 psi). Se inyectaron para cada corrida 50 pL de solucion de polisacarido de
concentracion cercana a 0,5 g/L. Previo a la inyeccion, todas las muestras fueron filtradas a
través de membranas de 0,45 um de didmetro de poro (Millipore, San Pablo, Brasil).

La determinacion de peso molecular de a-glucano y [-glucanos fue realizada en el
CIHIDECAR (FCEyN, UBA, Ciudad Universitaria, CABA). Brevemente, se tomaron 5 mg de
cada una de las muestras liofilizadas y se resuspendieron en 1 mL de solucién de NaNO3 0,05
M y NaOH 0,1 M que contenia NaN3 al 0,02 % p/v. La suspension resultante se mantuvo en
agitacion durante 24 hs para luego centrifugarse y filtrarse con una membrana de 0,45 pm. La
determinacion del peso molecular de los polisacaridos se realiz6 mediante cromatografia de
permeacion en geles en un sistema de cromatografia liquida de alta resoluciéon (GPC-HPLC).
Se utilizd6 una bomba Shimadzu LC-20AT y un detector de indice de refraccion Shimadzu
RID*10A. El anélisis se realizo utilizando las columnas Polisep-GPC-P500 (300 x 7,8mm,
rango 50-2000Kda) y Supelco TSK-GP4000PW (300 x 7,8 mm, rango 1-700 kDa) conectadas
en serie. Como solvente de elucidn se utilizo una solucion de NaNOs3 0,05 M conteniendo 0,02%
de NaN3 y pH 11 (NaOH), preparada con agua de calidad HPLC. Se trabajo6 a flujo constante
de 0,6 mL/min y a temperatura ambiente. El sistema se calibr6 usando dextranos como
estandares cuyos topes de pico poseen los siguientes pesos moleculares: 745000, 410000,
134600, 53000 y 8000 g mol™!. La curva de calibracion, asi como la determinacion de los valores
de Mp (peso molecular en el méximo del pico), Mn (peso molecular promedio numérico), Mw
(peso molecular promedio pesado) y polidispersion (Mw/Mn) se realizé utilizando el programa
LC Solution GPC software (Shimadzu).

3.2.2 Determinacion cualitativa de la composicion quimica: cromatografia en capa fina

Para determinar la composicion quimica, los polisacaridos se hidrolizaron con HCI 1,25 N
durante 1 hora en bafio de agua a 100 °C y se efectu6é una cromatografia en capa fina (TLC)
(Zweig y Sherma, 1978). Para ello, las soluciones hidrolizadas en una concentracion de 5 g/L
se sembraron en placas de Silica gel G (Merck D-64271, Alemania) previamente activadas
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(1 min en estufa a 100 °C). La siembra se realiz6 junto con patrones de glucosa y galactosa (0,5
% p/v en solucion de etanol-agua 50 % v/v) utilizando una micropipeta (DragonLab, Beijing,
China), colocando 1,5-2 puL de cada muestra en un extremo de la placa, separadas entre si por
una distancia de 0,5 cm.

Una vez concluida la siembra, las placas se colocaron en un recipiente cerrado conteniendo el
solvente de corrida con la atmoésfera saturada en el mismo. La fase movil utilizada fue una
mezcla de &cido acético: éter etilico: agua (9:6:1 v/v/v). Se permitid el avance de fase movil
hasta una distancia de 2 cm de la parte superior de las placas, que se retiraron y se secaron. La
corrida se desarrollo en campana de extraccion de gases (Figura 1).

Luego de colocarse con la solucion de revelado durante 1 minuto, se dejo evaporar el solvente
y las placas se colocaron durante 5 minutos en estufa a 100 °C para permitir la visualizacion de
los hidratos de carbono.

Solucién de revelado (~60 ml)
e 10 mL de solucion etandlica de a-naftol 15 % p/v
e 6,5 mL de acido sulfurico al 97 %
e 40 mL de etanol
e 4 mL de agua destilada

Figura 1: Placa de silica gel para TLC sembrada e incubada con la fase movil en campana de extraccion de
gases.

3.2.3 Determinacion de proteinas: método de Bradford

Para determinar la ausencia de proteinas en los extractos obtenidos en el punto 1, se empleo la
metodologia de Bradford. Para esto, se adicionaron 50 uL de los polisacaridos en suspension
en tubos de hemolisis a los cuales se les agregaron 1 mL de reactivo de Bradford junto con 50
pL de NaOH 1 M. Asimismo, se realizd una curva de calibracion utilizando como patron
soluciones de albumina bovina (Sigma, St Louis, USA) en concentraciones comprendidas en
un rango de 0,1-0,75 pg/mL (Figura 2). Los tubos conteniendo patrones y muestras se agitaron
e incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se midi6 la absorbancia
a 590 nm en un espectrofotoémetro (Metrolab, Argentina). Las diferentes concentraciones

proteicas de la curva de calibracion como las muestras se analizaron por duplicado.
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Reactivo de Bradford
e 100 mg de Serva Blue G (Serva, Westbury, NY) o Coomassie Brilliant Blue G-250
e 100 mL de 4cido fosforico 85 % p/v
e 50 mL de etanol 95 % v/v
e Se lleva a volumen final 1 L con el agregado de agua destilada fria.

Figura 2: Reaccion de Bradford para soluciones patron de albumina bovina para calibracion del método. De
izquierda a derecha, las soluciones contenian 0; 0,10, 0,25; 0,50y 0,75 ug/mL.

3.2.4 Cuantificacion de carbohidratos: método de la antrona

Los carbohidratos presentes en los extractos fueron cuantificados por medio del método de la
antrona. Para esto, se prepard la solucion stock de acido sulftrico 66 % v/v mediante la
disolucion de 660 mL de este acido en 340 mL de agua con agitacion y enfriamiento externo.
A esta solucién se le adicionaron 0,5 gramos de reactivo de antrona (9,10 dihidro-9-
oxoantraceno) (Biopack, Argentina) mientras se mantenia la mezcla a 80-90 °C. Asimismo, se

prepararon soluciones patrones de glucosa en concentraciones de 25 a 200 ug/mL. En los tubos
se colocaron 0,2 mL de la muestra a evaluar o las soluciones de concentracion conocida
destinadas a generar la curva de calibracion y se adicionaron 2 mL del reactivo de antrona. Se
agito cada tubo por inversion y se incubaron en un bafio de agua a ebullicion durante 15 minutos
para que desarrolle la reaccion. A continuacion, se enfriaron a temperatura ambiente en un bafio
de agua y se dejaron reposar durante 20 minutos en oscuridad. Luego, se procedi6 a medir la
absorbancia a 620 nm en un espectrofotometro (Metrolab, Argentina). La coloracion resultante
en los tubos correspondientes a la curva de calibracion se muestra en la Figura 3.

Figura 3: Desarrollo de color en tubos de concentracion creciente de glucosa durante la cuantificacion de
azucares por el método de la antrona. En cada tubo, las concentraciones estan expresadas en g/L.
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3.3- DIGESTIBILIDAD DE LAS FIBRAS: SIMULACION in vitro DEL PASAJE POR
EL TRACTO GASTRO INTESTINAL

La simulacion del pasaje por el tracto gastrointestinal (TGI) se efectud de acuerdo con el método
consenso del protocolo INFOGEST (Brodkorb et al., 2019).

Primeramente, se procedio a preparar las 3 soluciones empleadas para esta simulacion: solucion
salival (SS), solucion gastrica (SG) y solucion intestinal (SI), llevando cada una al pH
correspondiente (Tabla 2). Las soluciones se esterilizaron en autoclave. Las enzimas fueron
adicionadas en el momento de la ejecucion de cada ensayo.

TABLA 2: Composicion de las soluciones utilizadas en la simulacion por el pasaje TGI.

Reactivo Solucién Salival (mM) Solucién Gastrica (mM) Solucién Intestinal (mM)
KCl 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 1,35 0,9 0,8
NaHCO:; 13,6 25 85

NaCl - 47,2 38,4
MgCl.6H20 0,15 0,12 0,33
NH4(COs)2 0,06 0,5

CaCl.2H.0 L5 0,15 0,6

HCI 1,1 15,6 8,4

pH final 7 3 7

Para efectuar la simulacion se inicid incubando 1 g de cada una de las fibras junto con 2 mL de
SS con el agregado de 150 U/mL de a-amilasa (7 mg/mL) y se incubo6 durante 2 minutos a 37
°C. Posteriormente, a los tubos anteriores se adicionaron 2 mL de SG junto con el equivalente
a 2000 U/mL de pepsina para luego incubar estos extractos durante 2 hs a 37 °C. Pasado este
tiempo, en cada tubo se adicionaron 4 mL de SI junto a 134 mg de pancreatina y el equivalente
a 20 mM de sales biliares. Estos tubos finalmente volvieron a incubarse a 37 °C durante 2 hs.
En todos los casos, se midi6 el pH de las muestras tras cada agregado de solucion verificando
que el mismo sea el adecuado y llevando al pH correspondiente de no ser asi. Todas las enzimas
fueron provistas por Sigma (St. Louis, USA).

Luego del tratamiento con la solucion intestinal, se procedio a llevar las dispersiones al frio
para finalizar la reaccidn enzimatica. Posteriormente, se centrifugd a 6400 x g durante
10 minutos y los precipitados y sobrenadantes fueron separados y conservados a -20 °C para
las determinaciones posteriores.

Asimismo, se verifico la ausencia de degradacion de los polisacaridos mediante TLC (item 2.2).
En este caso, en el punto de siembra se coloco el sobrenadante de cada uno de los tubos
conteniendo los polisacaridos luego de haber sido sometidos a la accion de las enzimas. Se
utilizé como control cada fibra suspendida en agua previa al tratamiento TGI.
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3.4 FERMENTABILIDAD DE LOS POLISACARIDOS in vitro
3.4.1 Preparacion del medio de cultivo formulado

Para llevar a cabo los experimentos de fermentacion, se prepard inicialmente un medio de
cultivo base, el cual se formuld segun lo descripto por Al-Tamimi et al. (2006), con
modificaciones. Para esto, se pesaron los componentes sélidos (Tabla 3) y se solubilizaron en
agua destilada (1000 mL). Este medio fue esterilizado en autoclave a 121 °C durante
15 minutos. Una vez enfriado, se adicionaron: 1 mL/L de solucion stock de hemina al 0,5 %
p/v, 10 pg/mL de solucion de Vitamina K comercial al 0,1 % p/vy 0,5 g/L de cisteina acidulada
con HCI. El pH se llevd a 7,5.

TABLA 3: Composicion del medio de cultivo base formulado segun Al-Tamimi et al. (2006).

Reactivo Concentracion (g/L)
Peptona de Carne 2
Extracto de Levadura 2
NaHCO;3 2
Bilis de Buey 0,5
NaCl 0,1
K2HPO4 0,04
MgSO4 0,01
CaCl(H20) 0,006

A partir de este medio basal, se prepararon otros medios, a los cuales se les agregaron los
polisacaridos en evaluacion en una concentracion final de 300 mg/L. Se incluy6 un control con
glucosa en la misma concentracion y un control sin el agregado de azlcares.

3.4.2. Fermentacion de los polisacaridos in vitro por bacterias intestinales

Se utilizaron como indculo muestras fecales de pacientes voluntarios afectados por patologias
intestinales (n=4) mas un control sin patologia, que no habian recibido tratamiento con
antibioticos en los ultimos 6 meses previos a la realizacion del ensayo y que habian llevado a
cabo una dieta omnivora (excepto un donante con dieta vegetariana). Las muestras se

entregaron dentro de las 4 horas posteriores a la deposicion junto con una nota de
consentimiento informado y fueron inmediatamente refrigeradas en condiciones de
anaerobiosis. Los barros fecales para el indculo se prepararon a partir de una dilucion 1/10 de
las muestras de materia fecal en el medio de cultivo base (Al-Tamimi et al., 2006) y fueron
utilizados inmediatamente para los ensayos de fermentacion.

Los medios de cultivo conteniendo las fibras en una concentracion 300 mg/L, asi como el
control con glucosa y el control sin azucar, fueron inoculados con los barros fecales en una
dilucion 1/10 y se incubaron a 37 °C en condiciones de anaerobiosis durante 24 y 48 hs
(Figura 4). Transcurridos dichos tiempos, se tomaron alicuotas para la determinacion de los
acidos organicos producidos. Para esto, los medios fermentados fueron centrifugados, tomando
el sobrenadante para el andlisis posterior del perfil de 4cidos mediante cromatografia gaseosa.
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Simultaneamente, se verifico el crecimiento microbiano mediante observacion directa de la
turbidez, y se monitore6 la presencia de acidos mediante la evaluacion del pH mediante la
utilizacion de tiras reactivas (Merk, Alemania).

Figura 4: Medios de cultivo conteniendo las fibras, con el agregado de los barros fecales preparados para ser
incubados en las jarras de anaerobiosis. Las fermentaciones se realizaron por duplicado.

3.5 CUANTIFICACION DE_PRODUCTOS DE FERMENTACION (ACIDOS
ORGANICOS) MEDIANTE CROMATOGRAFIA GASEOSA
Tras el experimento de fermentacion in vitro, se tomaron alicuotas de 1 mL de los sobrenadantes

de centrifugacion correspondientes a los 5 individuos con las distintas fuentes de fibra a los
tiempos de 24 horas y 48 horas de la inoculacion para luego ser centrifugadas y filtradas
(membranas de PVDF, 0,45 pum de didmetro de poro, Hadalwings). Asimismo, fueron incluidas
en el andlisis las muestras de materia fecal de cada individuo.

Tanto los sobrenadantes de fermentacion como las muestras de materia fecal fueron utilizadas
para cuantificar los acidos organicos presentes mediante cromatografia gaseosa. Para ello, se
utilizd un cromatdgrafo gaseoso (Agilent Technologies, Modelo 7A90A, USA) asociado a una
columna DBFATWAX UL 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. Las condiciones operativas de las
corridas fueron las siguientes: Inlet 280 °C; Split 50:1, flow 1 mL/min; Oven rampa: 120 °C 2
min -5 °C/min hasta 140 °C.

Para llevar a cabo las determinaciones, se comenzo con la realizacion de una serie de calibrados
con soluciones patrones de los acidos buscados: acético, propidnico y butirico a las
concentraciones de 5 mM, 7,5 mM y 10 mM (Sigma Aldrich, USA). También se incluyeron
patrones de acidos férmico, isobutirico, valérico, isovalérico, hexanoico y heptanoico.

A partir de los resultados correspondientes a los patrones se construyeron las curvas de
calibracion ajustando los resultados experimentales de area de picos en funcién de la
concentracion a una recta mediante regresion lineal.

Utilizando las curvas de calibracion y en funcién de los picos correspondientes a cada muestra
se calcularon las concentraciones de cada uno de los acidos evaluados en funcion del individuo,
el polisacarido y el tiempo de fermentacion.
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3.6 ACTIVIDAD BIOLOGICA in vitro DE LOS ACIDOS ORGANICOS

3.6.1- Células en cultivo

Células de la linea Caco-2/TC7 provenientes de un adenocarcinoma de colon se cultivaron en
placas de 48 fosas en DMEM (Dulbecco Modifeied Eagle Medium) suplementado con
aminoacidos no esenciales, antibidtico, antimicdtico y suero fetal bovino (20 % v/v). Se
cultivaron en estufa a 37 °C con atmdsfera de 95 % de CO». El medio de cultivo se cambio cada
2 dias. Los ensayos se realizaron con células al 50 % de confluencia, condicion alcanzada a las
72 hs de acuerdo con las condiciones de cultivo utilizadas (recuento de células al momento de
inocular la placa: 2 10° células/mL).

3.6.2 Ensavos de actividad bioldgica en células

Una vez realizados los ensayos de fermentacion in vitro (item 4) y cuantificados los acidos
organicos presentes en cada condicion, se selecciono para cada medio de cultivo y para cada
individuo, la condicidon que presentd la mayor concentracion de acido butirico. Luego,
utilizando el medio de cultivo basal de las células (DMEM, sin el agregado de suero), y
utilizando acidos orgénicos patron (Sigma, USA) se simularon estas concentraciones de manera
tal de emular los resultados obtenidos en las fermentaciones. Dichas soluciones se neutralizaron
con NaOH 0,1 M vy se esterilizaron por filtracion (utilizando filtros de 0,33 um didmetro de
poro, Millipore). Luego, las células TC7 al 50 % de confluencia fueron incubadas con estas
soluciones durante 48 hs en estufa a 37 °C con atmdsfera de 95 % de CO.. Se incluyeron
controles sin tratamiento (DMEM) y un control de dafio inducido por el acido butirico en
concentraciones 2,5 mM, 5 mM y 10 mM. También, se reservaron fosas para incluir un control
de dafio 100% (triton 0,1 % v/v) al momento del revelado del ensayo. Todas las condiciones
fueron realizadas en duplicado.

Transcurridas las 48 hs, se retir6 el sobrenadante, y las células se lavaron cuidadosamente con
PBS esteéril (KH2PO4 0,144 g/L; NaHPO4 0,795 g/L; NaCl 9 g/L; pH: 7-7,4) y se realizaron
las determinaciones de viabilidad mediante tincion de las células dafiadas con azul tripan y
cuantificacion de la actividad mitocondrial, segin se detalla a continuacion.

3.6.3 Determinacion de la viabilidad mediante tincion con azul tripan
El azul tripan es un colorante al que las células viables no permiten ingresar. Por lo tanto, tifie

unicamente cé€lulas no viables. Observando en microscopio Optico (mediante recuento directo
por campo microscopico, o mediante el uso de cdmara de recuento tipo Neubauer) se pueden
cuantificar el nimero de células viables y no viables en una muestra.

A cada fosa, se adicionaron 250 puL de una solucién de azul tripan 0,1 % y se realizd de manera
inmediata el conteo de células dafadas en un microscopio invertido (Leica Binocular Modelo
DM IL LED, Alemania). Se tomaron fotografias con aumento de 40X en 3 campos al azar por
fosa, para luego contar el nimero de células no viables y establecer un porcentaje promedio.
En la Figura 5 se puede observar el aspecto de las fosas tefiidas con el colorante.
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Figura 5: Placa de 48 fosas (wells), con fosas teniidas con azul tripan en la parte superior. En la parte inferior,
se observan las fosas incubadas con MTT y luego reveladas con dimetilsulfoxido (DMSO).

3.6.4 Determinacion de la viabilidad celular por el método MTT

Este ensayo se basa en la conversion de la sal amarilla MTT -3 -(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difenil tetrazolium) en un formazan insoluble color violeta debido a la actividad de la enzima
deshidrogenasa mitocondrial. Luego de incubar las células con concentraciones de 4cidos de
acuerdo con lo descripto en 6b, las células se lavaron cuidadosamente con PBS y se incubaron
con 250 pL de una solucion conteniendo 0,5 pg/mL de MTT (Sigma St. Louis, USA) en PBS
durante 4 hs a 37 °C. Luego, el sobrenadante fue retirado y el colorante fue removido con
DMSO (dimetilsulféxido, Anedra) (Figura 5). Se midi6 la absorbancia a 550 nm (Abssso) en un
lector de placas (Sinergy HT. Biotek/Sinergy). El porcentaje de actividad remanente fue
calculado como:

% actividad mitocondrial = 100 x (Abss50 nm/ AbSs50 nm C)

Donde Absssonm €s la absorbancia de las células tratadas y AbsssonmC es la absorbancia de los
controles sin tratamiento.

ESTADISTICA
Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado. El andlisis estadistico se realizo
mediante la prueba T de Student (Excel, Microsoft).

SALVAGUARDA ETICA
Las actividades que se plantearon no atentaron contra las normas bioéticas nacionales e

internacionales para la investigacion biomédica en seres humanos. Se trabajo respetando la Ley
Nacional 26.529 “"Derechos del Paciente" y Ley Nacional 25.326 "Proteccion de los Datos
Personales". Todas las muestras de materia fecal fueron procesadas luego de recibir la nota de
consentimiento informado por parte del donante. El disefio experimental que se plante6 en este
proyecto cuenta con el aval del Comité Consultivo Central de Bioética de la Universidad
Nacional de La Plata (Diciembre 2020).
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DE LOS POLISACARIDOS

A partir de las metodologias de obtencidon y purificacion empleadas, se pudieron obtener
extractos de los tres polisacaridos (kefiran, dextrano y B-glucano) que fueron liofilizados
(Figura 6). En primer lugar, se realizo la cuantificacion de hidratos de carbono totales, se
verifico la ausencia de monosacaridos mediante cromatografia en capa fina (TLC) y se evalué

el contenido de proteinas utilizando el método de Bradford. Con los resultados obtenidos, se
calcul6 el rendimiento del proceso de extraccion y purificacion para cada polisacarido. Luego,
se procedido a la caracterizaciéon de cada polisacaridos mediante la determinacion de la
composicion de azucares (hidrdlisis y TLC) y peso molecular (HPLC).

Figura 6: Aspecto de los extractos liofilizados conteniendo los polisacaridos purificados, de izquierda a derecha:
kefiran, B-glucanos y dextrano.

4.1.1 - Cuantificacién de carbohidratos por el método de la antrona
Los polisacéaridos resuspendidos en agua (kefiran) o en NaOH IM (B-glucanos y dextrano)
fueron cuantificados mediante el método de la antrona. En la Figura 7 se presenta la curva de

calibracion correspondiente.
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Figura 7: Absorbancia a 620 nm vs la concentracion de glucosa en mg/mL, correspondiente a la curva de

calibracion para la cuantificacion de carbohidratos por el método de la antrona. Se incluyé la ecuacion de la
recta de ajuste de los puntos experimentales y el coeficiente de correlacion, R? del andlisis.
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De acuerdo con la cuantificacion de azlicares presentes en los extractos liofilizados, se estim6
que el peso seco correspondid practicamente en su totalidad a carbohidratos.

Para comprobar que todos los azlicares cuantificados por el método de la antrona fuesen
polisacaridos, se verificd la ausencia de azlcares pequefios mediante cromatografia en capa fina
(TLC) (Figura 8). Como puede observarse en la fotografia correspondiente, no se detectaron
compuestos con un desplazamiento similar al del patron de glucosa ni al de galactosa,
evidenciandose la mayor tincion en el punto se siembra. Por lo tanto, puede concluirse que el
contenido de azicares determinado por el método de la antrona corresponde en su totalidad a
polisacaridos.

Figura 8: Imagen de placa de cromatografia en capa fina (TCL) con patrones (glucosa y galactosa) y extractos
de los polisacdridos evaluados. De derecha a izquierda: Calle 1. Glucosa, calle 2: Galactosa; calle 3: p-glucanos;
calle 4: dextrano; Calle 5: kefiran.

4.1.2 - Contenido de proteinas

Se cuantificaron las proteinas presentes en los extractos liofilizados mediante el método de
Bradford. Se realizo una curva de calibracién utilizando albtimina comercial como patrén, y los
puntos de absorbancia experimentales en funcion de la concentracion se ajustaron a una recta
(Figura 9).
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Figura 9: Absorbancia a 590 nm vs la concentracion de albumina, en ug/mlL, correspondiente a la curva de
calibracion de proteinas para la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford. Se presenta la ecuacion
de la recta de ajuste de los puntos experimentales y el coeficiente de correlacion, y el R*.
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A partir de la curva de calibracion, se calcul6 el contenido de proteinas presentes en cada uno
de los extractos liofilizados, encontrando valores menores a 2 % p/p en todos ellos. Estos
valores estan en concordancia con datos bibliograficos para las obtenciones de kefiran a partir
de granulos de kéfir de leche (Piermaria 2008; Medrano 2009), o de B-glucanos y dextrano
encontrados por otros autores utilizando fuentes de fibra y metodologias de extraccion similares
(Penkrumski et al., 2017; Fels et al., 2018, respectivamente).

4.1.3 - Calculo del rendimiento

Si bien en los extractos liofilizados no se cuantificaron lipidos ni minerales, se espera que los
mismos no contengan valores significativos de estos componentes de acuerdo con las
caracteristicas de las matrices de las cuales provienen, las metodologias de purificacion
utilizadas y lo encontrado por otros autores para el kefiran (Rimada y Abraham, 2003), el
dextrano (Fels ef al., 2018) y los B-glucanos (Penkrumski et al. 2017). Considerando los
resultados antes descriptos respecto del contenido de carbohidratos, el bajo contenido de
proteinas y la ausencia de azucares libres, para la utilizacion en el resto del trabajo se considerd
que los extractos estaban compuestos en su totalidad de polisacaridos.

Para calcular el rendimiento de extraccion de cada polisacarido a partir de la fuente de
obtencidn, se tuvo en cuenta la masa inicial de granulos o el volumen de crema de levaduras, el
volumen final del extracto concluido el proceso de purificacion, la masa seca post liofilizacion
y la cuantificacion de carbohidratos por el método de la antrona. De acuerdo con esto, se
encontrd que el rendimiento del proceso de extraccion y purificacion de kefiran a partir de
granulos de kefir de leche himedos y escurridos fue del 6 % p/p; el de dextrano a partir de
granulos de kefir de agua himedos y escurridos fue del 9 % p/p y el correspondiente a los -
glucanos a partir de crema de levaduras fue del 0,8 % p/v.

4.1.4 - Peso molecular de los polisacaridos
El peso molecular del kefiran se determind mediante HPLC de permeacion en gel. En la Figura
10 se muestra un cromatograma en el que puede observarse un solo pico con un tiempo de

retencion de 8 min, correspondiente a una unica distribucion de peso molecular. Este
polisacarido eluy6 de la columna en menor tiempo que el del patron de dextrano de mayor peso
molecular utilizado, indicando que posee un mayor tamafio efectivo en solucion. A pesar de
que no se puede determinar un valor exacto de peso molecular debido a que es necesaria una
extrapolacion en la curva de calibracion empleada (porque el tiempo de retencion del kefiran
fue menor que el del patron de peso molecular mas alto), se le puede asignar un peso molecular
mayor a 4 x 10°Da.
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Figura 10: Cromatograma correspondiente a la corrida por HPLC de exclusion molecular del kefiran. Serial
(en unidades arbitrarias) en funcion del tiempo de retencion de la molécula en la columna.

De igual modo que para el anterior, el peso molecular del dextrano y de los B-glucanos se
determind por HPLC de exclusion molecular, utilizando una columna diferente. En cuanto a las
muestras de dextrano, pudo observarse un pico con un tiempo de retencion de 17,5 min que
corresponde a peso molecular elevado, de aproximadamente 1,9x107 Da (Figura 11).

Muestra: Dextrano

miv
etectar A Chi
280+

250

80 175 ;0 ‘25 0 s ‘00 mn
Figura 11: Cromatograma obtenido por HPLC de permeacion en gel correspondiente al dextrano fraccion soluble
en NaOH 0,1 M. Se observa un pico a los 17.5 min.

Los B-glucanos presentaron dos picos, con tiempos de retencion de 22 min y 24 min, que
corresponden a pesos moleculares de 5,3x10° Da y de 1,9 x10° Da (Figura 12). Dado que las
paredes de levaduras contienen dos tipos de B-glucanos (B1-3 y B1-6) y un al-3 glucano, con
un peso molecular comprendido entre 1 y 30 kDa (Penkrumski et al. 2017), es probable que el
extracto obtenido al final de la extraccion contenga los dos polisacaridos.
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Figura 12: Cromatograma obtenido por HPLC de permeacion en gel correspondiente a [-glucanos. Pueden
observarse dos picos en tiempos de retencion de 22 min y un pico mayor a los 24 min.
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4.1.5 - Composicion de aziicares

Respecto a la composicion quimica de los polisacaridos, los productos de hidrdlisis fueron
sembrados y corridos en una placa para cromatografia de capa fina (TLC) junto con patrones
de glucosa, y galactosa (Figura 13). Las cromatografias se realizaron por separado, a medida
que se iban obteniendo los extractos.
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Figura 13: Resultados de cromatografia en capa fina de las corridas de los polisacaridos hidrolizados junto a los
patrones de sus monomeros constituyentes. En la imagen A: calle 1: galactosa; calle 2: glucosa; calle 3 kefiran
hidrolizado; Imagen B: calle 4. dextrano hidrolizado, calle 5: glucosa. Imagen C: calle 6: B-glucanos hidrolizados
(hidrdlisis incompleta); calle 7: glucosa.

Los resultados obtenidos a partir de las TLC de los productos de hidrélisis estan en
concordancia con lo encontrado por otros autores para el kefiran (Piermaria, 2008), los -
glucanos (Miller et al., 2018) y el dextrano (Iraporda, 2010).

4.2 Simulaciéon del pasaje por el tracto gastrointestinal (TGI)

Los polisacaridos obtenidos fueron sometidos a la simulaciéon del pasaje por el tracto
gastrointestinal (TGI). Para esto, se tom6 1 g de cada uno y se le adicionaron sucesivamente
volimenes de 2 mL, 4 mL y 6 mL de las soluciones de simulacion salival, gastrica e intestinal,
respectivamente. Las muestras a 37 °C en agitacion constante se mantuvieron durante 2 minutos
para la solucion salival y 2 hs luego de los agregados de cada una de las soluciones, gastrica e
intestinal. Finalizada la simulacién, las enzimas se inactivaron mediante refrigeracion.

Luego de este tratamiento, se procedid a verificar la ausencia de degradacion e integridad de
estos polisacaridos por medio de cromatografia en capa fina (TLC). Para ello, se sembraron 1,5
a 2 pL de cada extracto post TGI junto con dispersiones de los polisacaridos sin tratamiento
TGI, para utilizarlas como control y los monosacaridos glucosa y galactosa.
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En este ensayo pudo observarse que los polisacaridos no migraron por la placa cromatografica,
quedando en el punto de siembra, coincidiendo con los resultados mostrados previamente en la
Figura 8. Con respecto a las calles conteniendo los sobrenadantes de la aplicacion de la
simulacidn gastrointestinal, en la placa se observaron desplazamientos inespecificos, pero no
se evidencio ninguna mancha con desplazamiento equivalente a los patrones de glucosa o
galactosa. Probablemente, dada la complejidad del sistema, haya algunas moléculas que se
fragmentan y desplazan tifiéndose inespecificamente. Aunque la ausencia de hidrolisis de los
polisacéridos estudiados debe ser confirmada mediante otra metodologia como HPLC, la
evaluacion mediante TLC como primera aproximacion permite concluir que polisacaridos no
pueden ser degradados por las enzimas presentes en el tracto gastrointestinal.

[-glucanos
dextranos
kefiran

glucosa
galactosa
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Figura 14: Imagen de placa TLC. De izquierda a derecha, las primeras tres calles corresponden a los extractos
de las fibras purificadas, las siguientes tres a las correspondientes fibras luego de la simulacion de pasaje por el
TGl y las ultimas dos corresponden a los monosacdridos glucosa y galactosa.

4.3. Fermentacion in vitro

Con el fin de evaluar la capacidad de los polisacaridos de servir como sustrato fermentable para
las bacterias presentes en la microbiota intestinal humana, con la consecuente produccion de
acidos organicos, se utilizd6 un modelo de fermentacion in vitro. Se trabajé con muestras de
materia fecal provenientes de 4 donantes con distintas patologias intestinales de origen
inflamatorio. Se utiliz6 como control una muestra de materia fecal de un individuo sin
patologia. La materia fecal de los donantes fue recibida junto con una nota de consentimiento

informado y una breve encuesta sobre habitos y patologias. Los datos de las encuestas se pueden
observar en la tabla 4.

TABLA 4: Datos recabados en las encuestas entregadas por los individuos (n=>5) incluidos en el presente estudio.
CRC: cancer colorrectal; CU: colitis ulcerosa;, PCU: probable colitis ulcerosa.

Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3 Individuo 4 Individuo §
Edad 43 51 40 48 46
Dieta Omnivora Omnivora Vegetariana Omnivora Omnivora
Fuma Si Si No No No
Deporte Si Si Si No No
Patologia No posee Pélipos CRC CU PCU
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La materia fecal fue procesada inmediatamente en el laboratorio, a fin de conservar la viabilidad
de los microrganismos. Se realizé una dilucién 1/10 en medio Al-Tamimi, dispersion que se
denominé “barro fecal”, con la que se procedié a inocular los medios de cultivo preparados.
Estos medios consistieron en medio Al-Tamimi adicionado con los distintos polisacaridos
(kefiran, dextrano y B-glucanos en una concentracion 300 mg/L), un control con glucosa (300
mg/L) y un control sin azucar. El inoculo del barro fecal en los medios fue de 1/10 (Figura 15).

Se MF Individuos
Fermentaron — B
distintos 1a5

medios de
cultivo Dil. 1/10 de materia fecal

inoculados con en MBSA= Al Tamimi
materia fecal,
a distintos
tiempos
48 hs D D E U D
N

CONTROLES KF BGLU DXN

Figura 15: Esquema de trabajo (adaptado de Pastor, 2015). MBSA: medio base sin azicar; MF: materia fecal;
KFN: kefiran;, DXN. dextrano; BGLU: [-glucanos.

Los medios de cultivo asi inoculados se colocaron en jarras de anaerobiosis, con atmosfera de CO,y
ambiente reductor, y se incubaron a 37 °C durante 24 y 48 hs (Figura 16).

Figura 16: Incubacion de las muestras en las jarras de anaerobiosis, preparadas en cabina de seguridad
biologica, listas para colocar en la estufa a 37 °C.

4.3.1 Acidificacion del medio de fermentacion

Finalizado el periodo de incubacion, se comprob¢ el desarrollo microbiano que gener6 turbidez
y se evalud el pH mediante tiras reactivas. En todos los casos, a las 24 hs, se observo desarrollo
microbiano y se produjo la acidificacion del medio. En la Figura 17 se presentan los valores de
pH en funcién del tiempo de cada muestra.
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FIGURA 17: pH de los medios al inicio del experimento, a las 24 hs y 48 hs de iniciado el proceso de
fermentacion.

En la mayoria de los casos, el pH paso6 de 7 (tiempo 0) a 6 (luego de 48 horas de fermentacion).
No se observaron valores menores a pH 6 en las condiciones ensayadas. La acidificacion,
descripta también por otros autores (Al-Tamimi et al., 2006; Aguirre et al., 2014; Medrano et
al., 2020), se correlaciona con la generacion y presencia de acidos dentro del medio de cultivo,
producto de la fermentacion.

4.3.2 Contenido de acidos organicos

El contenido de 4cidos organicos presentes en la materia fecal inicial, asi como el de los medios
fermentados, se evalu6 mediante cromatografia gaseosa. En la Tabla 5 se muestran los tiempos
de retencion correspondientes a los acidos incluidos en el estudio, parametro que permite su
identificacion.
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Tabla 5: Tiempos de retencion en la columna cromatogrdfica de los dcidos incluidos como patrones en el estudio.

Acido organico Tiempo de retenciéon (minutos)
formico 1.2
acético 2.8
propiénico 3.6
isobutirico 2.9
butirico 4.7
isovalérico 53
valérico 6.3
isohexanoico 7.6
hexanoico 8.5
heptanoico 10.5

Con los 4cidos acético, propidnico y butirico, que fueron los acidos que se detectaron en la
mayoria de las muestras, se realizaron curvas de calibracion utilizando diferentes
concentraciones y relevando el area de los picos correspondientes. En la Figura 18 se presentan
las curvas de calibracion correspondientes a los tres acidos antes mencionados. Otros 4cidos
organicos, como el isobutirico y valérico, no fueron detectados en las condiciones del ensayo,
mientras que el acido isovalérico fue detectado en pequefia cantidad, fuera del rango de

sensibilidad del equipo.
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Figura 18: Area de los picos en funcion de la concentracion para las curvas de calibracion correspondientes a
los dcidos acético, propionico y butirico. Se muestra la ecuacion correspondiente al ajuste de los puntos
experimentales a una recta y el coeficiente de correlacién (R?) de dicha regresion lineal.
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4.3.3 Contenido de dcidos en la materia fecal inicial

La materia fecal de los 5 donantes contenia acidos organicos en diferente proporcion al inicio
del experimento. En la Figura 19 se muestra, a modo de ejemplo, un cromatograma con el perfil
de 4cidos orgénicos presentes en la materia fecal del individuo 1.
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Figura 19: Ejemplo de cromatograma correspondiente a la materia fecal del individuo 1. Eje y: Seial en detector
FID; eje x: Tiempo de retencion en minutos.

Utilizando las curvas de calibracion, se cuantificaron los acidos organicos presentes en la
materia fecal de todos los individuos. Como puede observarse en la Figura 20, el acido acético
fue mayoritario en todos los casos, seguido por el 4cido propidnico y luego por el acido butirico.
Esta proporcion es la encontrada habitualmente en la materia fecal en concordancia con datos
bibliograficos (Al Tamimi et al., 2006; Rau ef al., 2018).
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Figura 20: Concentraciones de los 4cidos acético, propidnico y butirico en la materia fecal de los distintos
individuos.

Por otro lado, el individuo 1 fue el que presentdé menor concentracion de acidos totales en la
materia fecal (9,38 mM), luego los individuos 2 y 3 presentaron concentraciones intermedias
(12,47 mM y 9,9 mM respectivamente) y finalmente, los individuos 4 y 5 presentaron las
mayores concentraciones (22,52 mMy 35,85 mM respectivamente). Estas diferencias en cuanto
a las concentraciones de cada acido o, a las totales, indican una diferencia en la composicion de
la microbiota intestinal, asi como de los metabolitos producidos por ésta.
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4.3.4 Produccion de dcidos organicos debida a la fermentacion de los polisacaridos
Luego de 24 horas de fermentacion pudo observarse, en todos los casos, que los
microorganismos presentes en los barros fecales fueron capaces de producir acidos organicos

en los medios de cultivo, en el medio control con glucosa como en los medios conteniendo los
tres polisacéridos. En la Figura 21 se presentan las concentraciones de 4cido acético, propionico
y butirico en los medios de cultivo conteniendo glucosa fermentados durante 24 o 48 horas con
la materia fecal de cada uno de los 5 individuos. En todos los casos, la concentracion de acidos
organicos se incrementé respecto de la inicial para cada individuo. Como puede observarse en
la Figura 21 en lineas generales y para los 5 individuos:

Los valores de concentracidon de acido acético producido luego de 48 hs estuvieron entre 5,14

y 12,92 mM

Los valores de concentracion de acido propionico luego de 48 hs estuvieron entre 0 y 4,84 mM

Los valores de concentracion de acido butirico luego de 48 hs estuvieron entre 1,64 y 7,95
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Figura 21: Concentraciones de los dcidos acético, propionico y butirico en funcion del tiempo de fermentacion,
en los medios conteniendo glucosa, inoculados con los barros fecales de los cinco individuos.
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Al comparar los resultados de la produccion de 4acidos luego de 24 y 48 horas de fermentacion,
se pudo observar que la respuesta de las bacterias intestinales provenientes de los diferentes
individuos frente a un mismo sustrato fue diferente.

Si bien pudo observarse que el acido acético fue el que se encontrd en mayores concentraciones
en los ensayos correspondientes a los individuos 2, 3, 4 y 5 (con patologias intestinales), en las
muestras correspondientes al individuo 1 (sin patologia), el acido butirico fue el mayoritario a
las 48 horas de fermentacion del medio conteniendo glucosa (7,95 mM).

Ademés, la microbiota de los individuos 2 y 3 (afectados de poélipos intestinales y cancer de
colon respectivamente) produjo concentraciones muy bajas de acido butirico (1,71 y 1,64 mM
respectivamente), mientras que la proveniente de los individuos 4 y 5 (con diagnostico
confirmado y sospecha de colitis ulcerosa, respectivamente) produjo acido butirico en
concentraciones equivalentes a las del acido propidnico (valores comprendidos entre 3,83 y
4,27 mM).

De acuerdo con estos resultados, se puede concluir que la respuesta de la microbiota
proveniente de cada individuo responde de manera diferente frente a la presencia de glucosa en
el medio de fermentacion. Este resultado esta en concordancia con lo descripto por otros autores
con respecto a la variacion inter-individuos y a la respuesta individual de la microbiota en la
fermentacion de carbohidratos (Aguirre et al., 2014; Hamet ef al., 2016; Medrano et al., 2020).
Estos resultados justificaron avanzar con el estudio de la fermentacion de los diferentes
polisacaridos con barros fecales generados a partir de materia fecal de los diferentes individuos.

4.3.5 Comparacion de perfiles de fermentacion
Asi como la fermentacién de los medios conteniendo glucosa gener6 diferentes perfiles de
produccion de acidos organicos, pudo observarse también que la concentracion de cada uno de
los &cidos no fue equivalente entre individuos para la fermentacion los polisacaridos incluidos
en el estudio. A continuacion, se analizan los resultados obtenidos en los ensayos de
fermentacion con materia fecal de cada individuo.
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Individuo 1 (sin patologia intestinal)

Acido acético

La microbiota presente en la materia fecal de este individuo produjo acido acético en los medios
conteniendo los tres polisacaridos evaluados y en el medio con glucosa a partir de las 24 horas
como puede observarse en la Figura 22.

Se pudo observar que la produccién de acido acético a las 48 horas fue significativamente mayor
en el medio conteniendo dextrano (15,65 mM) en comparacién con los medios con glucosa
(5,14 mM), con B-glucanos (5,6 mM) o con kefiran (9,30 mM).
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Figura 22: Cinéticas de produccion de dcido acético en los diferentes medios de cultivo para el Individuo 1.
Concentracion (mM) vs tiempo (horas).
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Acido propidnico

La microbiota presente en la materia fecal del individuo 1 produjo &cido propionico en los
medios conteniendo los distintos polisacaridos y también en el medio con glucosa a las 24 y 48
hs, como se observa en la Figura 23. La mayor produccion de acido propidnico se observo en
el medio conteniendo dextrano a las 48 hs (5,33 mM) en comparacién con los medios con
glucosa (2,72 mM), B-glucanos (2,67 mM) y kefiran (2,60 mM).
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Figura 23: Cinéticas de produccion de acido propionico en el individuo 1 para los distintos medios de cultivo.

Concentracion (mM) vs tiempo (horas).
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Acido butirico

La microbiota presente en la materia fecal del individuo 1 produjo acido butirico en los medios
conteniendo los tres polisacaridos y también en el medio con glucosa (Figura 24). La mayor
produccion de acido propidnico se observo en el medio con glucosa a las 48 hs (7,95 mM), lo
cual no es sorprendente, ya que la glucosa puede ser utilizada como fuente de carbohidratos por
la mayor parte de los microorganismos. Entre los medios conteniendo polisacaridos, el medio
con dextrano fue el que present6 la mayor concentracion de acido butirico a las 48 horas (5,11
mM) en comparacién con los medios con B-glucanos (1,76 mM) y kefiran (2,76 mM).
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Figura 24: Cinéticas de produccion de dcido butirico en el individuo 1 para los distintos medios de fermentacion
evaluados. Concentracion (mM) vs tiempo (horas).

De acuerdo con el analisis de resultados obtenidos en el ensayo de fermentaciéon para el
individuo 1, y a partir de la comparacion de las cantidades de acidos obtenidas para cada fibra,
se puede concluir que la microbiota presente en su materia fecal pudo responder mejor a la fibra
proveniente de los granulos de kefir de agua (dextrano), obteniendo una produccién de acido
acético, propionico y butirico en concentraciones de 15,65, 5,33 y 5,11 mM respectivamente.
Estas concentraciones fueron significativamente mayores que las obtenidas en los medios
conteniendo los otros polisacaridos.
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Individuo 2 (polipos intestinales)

Acido acético

La microbiota presente en la materia fecal de este individuo produjo acido acético a partir de
las 24 horas en todos los medios (Figura 25). La mayor concentraciéon de acido acético se
observo en el medio con glucosa, a las 24 hs (12,94 mM) y luego se mantuvo constante hasta
las 48 horas. En el medio conteniendo dextrano, se observo que el contenido de acido acético
fue elevado a las 48 horas (10,42 mM), con diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con los medios conteniendo 3-glucanos (5,36 mM) o kefiran (9,12 mM).
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Figura 25: Cinéticas de produccion de dcido acético en el individuo 2 para los distintos medios de cultivo
conteniendo glucosa, f-glucanos, dextrano y kefiran. Concentracion (mM) vs tiempo (horas).
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Acido propiénico

Como se puede observar en la Figura 26, en todos los medios fermentados por la microbiota
del individuo 2, el acido propidnico se produjo a partir de las 24 horas. A las 48 horas, el medio
conteniendo dextrano presentd una concentracion de este acido igual a 5,27 mM, mayor a la
encontrada en los medios con glucosa (4,84 mM), 3-glucanos (2,86 mM) o kefiran (3,43 mM).
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Figura 26: Cinéticas de produccion de dcido propionico en el individuo 2 para los distintos medios de cultivo.

Concentracion (mM) vs tiempo (horas).
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Acido butirico

El acido butirico se present6 en todos los medios de fermentacion ensayados, siendo producido
a las 24 y 48 horas (Figura 27). A las 48 horas de fermentacion, el medio adicionado con -
glucanos mostrd la mayor concentracion de este acido (3,07 mM), en comparacion con los
medios conteniendo dextrano y kefiran (2,37 mM y 2,60 mM respectivamente), e incluso mayor
que la concentracion hallada en el medio con glucosa (1,71 mM).
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Figura 27: Cinéticas de produccion de dcido butirico en los diferentes medios de fermentacion adicionado con
glucosa, f-glucanos, dextrano y kefiran. Concentracion (mM) vs tiempo (horas).

A partir de los resultados de las fermentaciones utilizando la materia fecal del individuo 2 puede
observarse que la produccion de acido acético y propidnico se vio estimulada por el dextrano,

mientras que la produccién de acido butirico fue estimulada por los -glucanos.

38



Individuo 3 (cancer colorrectal)

Acido acético

El acido acético se produjo en todos los medios a partir de las 24 horas de fermentacion, tanto
en aquellos que contenian los polisacaridos como en el medio con glucosa (Figura 28).
La mayor concentracion de acido acético se observo en el medio con glucosa a las 24 horas
(17,5 mM) para luego descender (12 mM), probablemente a causa del cross-feeding (Louis &
Flint, 2017). En segundo lugar, luego de 48 horas de fermentacion, la inclusion de kefiran en
el medio gener6 una mayor concentracion de acido acético (16,75 mM) en comparacién con la

encontrada en el resto de los medios.
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Figura 28: Cinéticas de produccion de dcido acético en los distintos medios con microbiota proveniente del

individuo 3. Concentracion (mM) vs tiempo (horas).
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Acido propiénico

El 4cido propidnico se produjo en pequefa cantidad en todos los medios a partir de las 24 horas
y hasta las 48 horas, en valores de hasta 2,11 mM. Si bien las diferencias no fueron
estadisticamente significativas, a las 48 horas, el medio conteniendo kefiran presento la
maxima concentracion de acido propidnico (2,11 mM) mientras que en el medio con glucosa la
cantidad no fue detectable y en los medios con los otros polisacaridos resulto de 1,8 y 1,64 mM
para el agregado de B-glucanos y dextrano respectivamente.
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Figura 29: Cinéticas de produccion de dcido propionico en los distintos medios fermentados con microbiota
proveniente del individuo 3. Concentracion (mM) vs tiempo (horas).
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Acido butirico

La concentracion de acido butirico, a partir de las 24 horas de fermentacidon, se mantuvo
aproximadamente constante en todos los medios conteniendo los polisacaridos (Figura 30),
mientras que en el medio conteniendo glucosa se observé un incremento significativo a las 24
hs y luego una disminucion. A las 48 horas, el medio con kefiran presentdé la mayor
concentracion de este acido (2,05 mmM) respecto al medio control con glucosa (1,64 mM). Los
medios adicionados con [-glucanos y dextrano mostraron menor produccion de acido butirico,
lo cual podria indicar la incapacidad de la microbiota de este individuo de fermentar estas fibras.
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Figura 30: Cinéticas de produccion de dcido butirico en los diferentes medios fermentados con microbiota
proveniente del individuo 3. Concentracion (mM) vs tiempo (horas)

De acuerdo con los resultados, la microbiota presente en la materia fecal del individuo 3
demostr6 la capacidad de producir grandes cantidades de acido acético a las 24 hs en todos los
medios. Sin embargo, a las 48 hs la cantidad de este acido disminuy6 considerablemente en los
medios conteniendo [-glucanos y dextrano. Este comportamiento se repitid con los acidos
propionico y butirico. Esto podria indicar la incapacidad de la microbiota de este individuo de
utilizar estas fibras como fuente de carbono. Contrariamente, en el medio conteniendo glucosa
o kefiran, la produccion de los tres acidos se mantuvo o se incrementé de modo significativo
(para el caso del acido acético) y de modo leve para los acidos propionico y butirico.

Es necesario resaltar que la produccion de acido butirico fue reducida. Esto puede explicarse
dado el diagndstico de cancer de colon de este individuo. La correlacion entre una disminucion
en la poblacion de bacterias productoras de butirato y la incidencia de cancer de colon ha sido
ya documentada (Zhang et al., 2021). Por lo tanto, una microbiota alterada que no produce
acido butirico podria estar presente en este caso.
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Individuo 4 (diagnostico de colitis ulcerosa)

Acido acético

Las bacterias presentes en la materia fecal de este individuo produjeron acido acético a partir
de las 24 hs en todos los medios como se observa en la Figura 31.

En todos los medios, a excepcidn del que contenia dextrano, las concentraciones maximas de
acido acético se encontraron a las 24 horas, y luego se observd una leve disminucion,
probablemente debida al cross-feeding (Louis & Flint, 2017).

Las concentraciones de acido acético a las 24 y 48 horas fueron similares en todos los medios.
Sin embargo, a las 48 horas, la concentracion de este acido fue levemente mayor en el medio
con glucosa (10,57 mM), seguida de la correspondiente al medio con kefiran (10,18 mM).
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Figura 31: Cinéticas de produccion de dcido acético en los distintos medios de fermentacion empleando
microbiota proveniente del individuo 4. Concentracion (mM) vs tiempo (horas).
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Acido propiénico

Se observd la presencia de este acido en todos los medios a partir de las 24 horas (Figura 32).
La mayor concentracion de acido propionico se encontrd en el medio con B-glucanos luego de
24 horas de fermentacion (4,3 mM), y fue similar a la encontrada en el medio conteniendo
glucosa (4,29 mM) y mayor a la producida en los medios con las otras fibras (3,15 mMy 2,37
mM para el kefiran y el dextrano respectivamente).

Si bien en el medio conteniendo B-glucanos hubo una disminucion del contenido de acido
propionico a las 48 horas de fermentacidn, este medio presentd la mayor concentracion de acido

propionico en comparacion con los que incluyeron los otros dos polisacaridos y similar al medio
control conteniendo glucosa.
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Figura 32: Cinéticas de produccion de dcido propidnico en los distintos medios de cultivo con microbiota
proveniente del individuo 4. Concentracion (mM) vs tiempo (horas)
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Acido butirico

Se observo la presencia de acido butirico en todos los medios a las 24 y 48 hs. La mayor
concentracion se encontrd en el medio conteniendo f-glucanos a las 48 hs (4,09 mM) en
comparacion con la hallada en el medio con glucosa (3,94 mM) y en los medios con los otros
polisacaridos (3,4 mM para el kefiran y 2,16 mM para el dextrano) (Figura 33).
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Figura 33: Cinéticas de produccion de dcido butirico en los distintos medios de cultivo fermentados con
microbiota proveniente del individuo 4. Concentracion (mM) vs tiempo (horas).

De acuerdo con los resultados obtenidos, pudo notarse que la microbiota presente en la materia
fecal del individuo 4, fue capaz de inducir, preponderantemente, la sintesis de acido acético
utilizando kefiran como fuente de carbohidratos. Sin embargo, en lo que respecta a produccion
de acidos propidnico y butirico, solo se puede adjudicar este proceso a la fermentacion de los
B-glucanos.
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Individuo 5 (probable colitis ulcerosa)

Acido acético

La produccion de acido acético se observo en todos los medios a las 24 y 48 horas de
fermentacion (Figura 34). La mayor concentracidn se presentd en el medio con el agregado de
kefiran como fuente de azlicar fermentable, tanto a las 24 como a las 48 horas (14,05 y 13,76
mM respectivamente), en comparacion con la hallada en el resto de los medios conteniendo los
otros polisacaridos e, incluso, en comparacion con el medio conteniendo glucosa.
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Figura 34: Concentracion de dcido acético en los medios de fermentacion conteniendo los diferentes
polisacdridos con microbiota proveniente del individuo 5. Concentracion (mM) vs tiempo (horas).
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Acido propiénico

El 4cido propionico fue producido en los medios adicionados con los tres polisacaridos, asi como
en el medio control conteniendo glucosa (Figura 35). La mayor concentracion de este acido se
encontrd en el medio conteniendo dextrano a las 48 horas de fermentacion (4,7 mM) en
comparacion con la correspondiente al medio con glucosa (3,83 mM) o con el resto de los
polisacaridos (4,24 mM para el kefiran y 4,26 mM para los 3-glucanos).
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Figura 35: Cinéticas de produccion de dcido propionico en los distintos medios de cultivo fermentados por
microbiota proveniente del individuo 5. Concentracion (mM) vs tiempo (horas).
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Acido butirico

Se produjo acido butirico a partir de las 24 horas en todos los medios (Figura 36). La mayor
concentracion de este acido se hallo en el medio adicionado con glucosa a las 48 horas (4,27
mM) seguida por la encontrada en el medio con kefiran a las 48 horas (3,27 mM), esta tltima
también significativamente mayor que la presente en el medio conteniendo dextrano (2,89 mM).
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Figura 36: Cinéticas de produccion de dcido butirico en los distintos medios de cultivo fermentados por
microbiota proveniente del individuo 5. Concentracion (mM) vs tiempo (horas).

Los resultados obtenidos en los ensayos de fermentacidon de este individuo evidenciaron que,
para la produccion de acido acético, el kefiran fue la fibra que mas la impulsé. En el caso del
acido propionico, se pudo observar que el dextrano fue el polisacarido que generd el mayor
incremento en su produccion, mientras que la mayor produccion de acido butirico se encontro
en el medio conteniendo kefiran.

Respecto a la produccion de acido butirico, pudo observarse que solo el kefiran y los B-glucanos
pudieron generar aumentos significativos de este metabolito.
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Comparacion de resultados

De acuerdo con los resultados obtenidos en las fermentaciones, pudo observarse que para cada
acido y para cada individuo, hubo algin polisacarido que fue mas eficiente que otro para ser
fermentado por parte de los microorganismos presentes en la materia fecal (Tabla 5).

Tabla 5: Polisacaridos que indujeron la mayor produccion de cada dcido para cada individuo

estudiado.
Individuo Acido acético Acido propi6nico Acido butirico
1 Dextrano Dextrano Dextrano
2 Dextrano Dextrano B-glucanos
3 Kefiran Kefiran Kefiran
4 Kefiran B-glucanos B-glucanos
5 Kefiran Dextrano Kefiran

De acuerdo con los resultados presentados correspondientes a los ensayos de fermentacion,
pudo evidenciarse, en todos los casos, la acidificacion del medio de cultivo tras el agregado de
las distintas fuentes de carbohidratos a los tiempos de 24 hs y 48 hs sugiriendo, de esta manera
la produccion de acidos como producto de una fermentacion por parte de la microbiota presente
en las muestras de materia fecal.

Por otro lado, luego de las fermentaciones de los medios con glucosa como Unica fuente de
carbohidratos, se pudo comprobar la produccion de los tres metabolitos esperados para este
proceso: acidos acético, propionico y butirico. Asimismo, se evidencid que por el solo hecho
de utilizar este aztcar simple, las concentraciones de los acidos variaron entre individuos para
los dos tiempos de incubacion evaluados. De este modo, se comprobd que la respuesta de la
microbiota proveniente de materia fecal de distintos individuos no siempre responde de la
misma manera. Esto estd en concordancia con lo encontrado por otros autores (Hamet et al.,
2016; Medrano et al., 2020).

La determinacion de acidos mediante cromatografia gaseosa permitié revelar que, en cada
medio de cultivo con microbiota proveniente de cada individuo, se produjeron distintas
concentraciones de acidos orgénicos que difirieron también seglin la fibra que se habia agregado
como fuente de carbono. Gracias a estos resultados, se puede apreciar la importancia y la
presencia de una variabilidad interindividual en la capacidad de fermentacion de distintas
fuentes de carbono. Esto quiere decir que un mismo polisacérido puede generar distintos tipos
de respuesta en la microbiota de cada uno de los individuos que la consuman.

De modo interesante, se encontrd que estos polisacaridos fueron capaces de incrementar la
produccion de 4cido butirico en los individuos, indicando que es posible inducir la produccion
de este acido, si se ingiere la fibra adecuada (Zhang et al., 2021).

Estos resultados permiten aportar y confirmar la evidencia cientifica que se encuentra postulada
por diversos autores sobre la fermentabilidad y la accidon prebidtica de los polisacaridos en
estudio.

Para el kefiran, se pudo observar por parte de la microbiota una respuesta en 3 de los 5
individuos incluidos en el presente trabajo, siendo el incremento de la produccion de acidos
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mas evidente a las 48 horas de fermentacion. Estos resultados concuerdan con la actividad
prebidtica del kefiran descripta por Medrano et al, (2022). En el trabajo citado pudo
demostrarse la capacidad de este polisacarido de modular la poblacion microbiana con la
consecuente formacion de acidos. De modo interesante, el kefiran indujo un incremento en la
produccion de acido butirico cuando los medios fueron fermentados por microbiota del
individuo con antecedentes de cancer de colon (individuo 3) y del individuo con sospecha de
colitis ulcerosa (individuo 5). Si bien son necesarios mas estudios que incluyan un analisis del
microbioma para confirmarlo, lo hallado indicaria que podria postularse al kefiran como una
fibra que potencialmente podria mejorar o revertir el estado de disbiosis de algunos individuos.
Por su parte, los B-glucanos evaluados en este trabajo, también fueron capaces de ser utilizados
como sustrato fermentable por parte de las bacterias presentes en la materia fecal de los
individuos incluidos en este estudio. En dos de los cinco individuos, los medios conteniendo [3-
glucanos fueron los que presentaron mayores concentraciones de acido butirico. Los individuos
cuyas microbiotas respondieron mejor a este polisacarido fueron el individuo con antecedentes de
polipos intestinales (individuo 2) y el individuo con diagnostico confirmado de colitis ulcerosa
(individuo 4).

La actividad prebidtica de B-glucanos obtenidos de paredes de levaduras fue estudiada por
Chaikliang et al., (2015), quienes comprobaron el favorecimiento en el desarrollo de bacterias
benéficas pertenecientes a los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus, productores de acidos
organicos con la inclusion de estos polisacéridos.

Finalmente, con respecto al dextrano, se pudo observar que es un polisacarido fermentable por
bacterias intestinales. De modo interesante, Unicamente las bacterias presentes en la materia
fecal del individuo sin patologia (individuo1) fueron capaces de producir los tres 4cidos en altas
concentraciones utilizando este polisacarido como fuente fermentable; ademds, para este
individuo, se encontrd que el dextrano fue el que generd la mayor concentracion de acido
butirico. Esto podria indicar que este polisacarido de alto peso molecular e insoluble podria ser
utilizado por microorganismos presentes en ecosistemas cuya diversidad no se encuentre
alterada (eubiosis), aunque son necesarios mas estudios para confirmarlo.

Un estudio reciente efectuado por Tan ef al., (2022), demostro la capacidad de los polisacaridos
sintetizados por una cepa de L. satsumensis aislada de granulo de kefir de agua, de inducir el
crecimiento de bacterias intestinales productoras de acidos organicos.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran la variabilidad intra e interindividual en
la fermentabilidad de distintas fibras dietarias no digeribles siendo una mas favorable que otra
en cuanto a la produccion de acidos organicos para cada individuo, especialmente, en la
produccion de butirato. De esta manera, estos resultados refuerzan aiin mas el potencial de las
intervenciones dietarias personalizadas.
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4.4. Ensayo de actividad bioldgica: viabilidad celular
Con el objetivo de estudiar la actividad bioldgica de los acidos organicos presentes en los
medios fermentados (lo cual simula lo que ocurriria en el colon), y a partir de los resultados

obtenidos en la cuantificacion mediante cromatografia gaseosa, se seleccionaron las
condiciones de mayor produccion de acido butirico para cada individuo. A partir de las mismas,
se prepararon soluciones que contenian de los tres acidos (acético, propionico y butirico) en las
concentraciones correspondientes a las condiciones seleccionadas (Tabla 6). Las mismas se
prepararon en el medio de cultivo rutinario de las células eucariotas (DMEM).

Las células Caco-2/TC7 crecidas durante 48 horas en la placa, (con 50 % de confluencia),
fueron lavadas con PBS y a continuacion se agregaron las soluciones de 4cidos preparadas
segun lo indicado anteriormente (Tabla 6). Se incluyd un control conteniendo concentraciones
crecientes de acido butirico (0, 2,5, 5 y 10 mM), para evaluar el dafio provocado por el acido.
Las células se incubaron durante 48 horas a 37 °C en estufa con 5 % de CO». Pasado este tiempo,
se extrajeron los sobrenadantes de cada fosa y se agregaron 500 pL de la solucion de azul tripan.
Inmediatamente después, se observéd en microscopio optico invertido, y se cuantificd el nimero
de células por campo 40X tefiidas (dafiadas), obteniendo los datos de la Tabla 6.

Tabla 6: Conteo promedio de las células danadas por campo en fosas adicionadas con acidos correspondientes a
las concentraciones de acidos seleccionadas para cada individuo. Se especifican, asimismo, la patologia del
paciente, la condicion de acidos organicos y la fibra generadora de los mismos. Numero promedio de células por
campo 40X: 312 células.

Individuo Patologia Concentracion de acidos Fibra fermentable Promedio de Porcentaje de
para tratamiento utilizada células dafiadas células dafiadas
por campo por campo
Individuo 1 Sin patologia Acético:15,65 mM Dextrano 7 2%

Propionico: 5,33 mM
Butirico: 5,11 mM

Individuo 2 Pélipos Acético: 5,36 mM B-glucanos 7 2%

intestinales Propiénico: 2,86 mM
Butirico: 3,07 mM

Individuo 3 Cancer Acético: 16,75 mM Kefiran 8 2%

colorrectal Propidnico: 2,11 mM
Butirico: 2,05 mM

Individuo 4 Colitis Acético: 9,96 mM B-glucanos 14 4%

ulcerosa Propidnico: 4,01lmM
Butirico: 4,09 mM

Individuo 5 Colitis Acético: 13,76 mM Kefiran 10 3%

Ulcerosa Propidnico: 4,24 mM
Butirico: 3,27 mM

Segun puede observarse en la tabla, el nimero de células danadas por campo representé menos
del 4 % del namero total de células. Es importante resaltar que la linea celular utilizada (Caco-
2/TCT7), si bien es una linea proveniente de un adenocarcinoma de colon, no se encuentra dentro
de las lineas celulares provenientes de metastasis mas agresivas, como si ocurre con otras lineas
como HT-29 (Scharlau et al., 2009). La baja incidencia del efecto del 4cido butirico podria

50




explicarse por este motivo, ya que estd demostrado que el mismo posee un efecto benéfico para
enterocitos normales mientras que induce la muerte en enterocitos neoplasicos (Donohoe et al.,
2012).

El efecto de diferentes concentraciones de 4cido butirico en células Caco-2/TC7 se muestra en
la Figura 37. En este caso, puede observarse que la mayor concentracion ensayada (10 mM)
indujo un promedio de 34 células dafiadas por campo lo que representa un porcentaje del 10%.
Si bien pudo observarse que los aumentos de concentracion del butirato generaron una mayor
cantidad de células dafiadas, evidenciando un efecto dependiente de la dosis, este efecto no fue
pronunciado. En trabajos previos en los cuales se evaluo el efecto del acido butirico en células
HT-29 se encontrd que concentraciones bajas de este acido (2,3 mM) indujeron la muerte del
60 % de las células de la fosa, en evaluaciones mediante tincién con ioduro de propidio
(Medrano et al., 2020).

Dafio celular por acido butirico
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Figura 37: Comportamiento del daiio celular en las células Caco-2/TC7 en funcion de la concentracion de dcido
butirico agregado. Se presenta células dariadas promedio por campo vs concentracion de dcido butirico (mM),
ecuacion de la recta y coeficiente de regresién (R?).

Los resultados obtenidos luego de la evaluacion de la actividad mitocondrial estdn en
concordancia con los resultados de viabilidad. El efecto de los medios simulados conteniendo
los acidos, no generd un efecto en la actividad mitocondrial de las células, como asi tampoco
lo generd el 4cido butirico en la mayor concentracion estudiada (10 mM) (datos no mostrados).
Por lo tanto, en las condiciones ensayadas, los acidos generados no produjeron dafio en células
de la linea Caco-2/TC7, quedando como perspectiva la comparacion con una linea celular

proveniente de una neoplasia mas agresiva como es la linea celular HT-29 (Scharlau et al.,
2009).
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5. Conclusiones

En el presente trabajo se demostrdo que a partir de subproductos de la industria alimentaria
(como crema de levaduras cerveceras o de biomasa sub-aprovechada proveniente de granulos
de kefir de leche y de agua) se pueden aislar polisacaridos con un grado de pureza aceptable,
utilizando protocolos sencillos y amigables con el ambiente. Los polisacéridos obtenidos
mediante estas metodologias pudieron caracterizarse, demostrando ser de un alto peso
molecular y presentando una composicion coincidente con datos bibliograficos.

Se demostrod que estos polisacaridos pueden ser utilizados como fuente de carbohidratos por
bacterias presentes en materia fecal de individuos con diferentes patologias intestinales de
origen inflamatorio, asi como en la de un individuo sin patologia Se comprob¢ al mismo tiempo
que la respuesta de la microbiota frente a la administracién de un mismo polisacéarido puede ser
diferente entre individuos. La respuesta de la microbiota intestinal estd ligada a las
caracteristicas fisicoquimicas de los polisacaridos administrados, por lo que seria esperable que
la administracion de distintas fibras, pueda llegar a brindar respuestas diferenciales siendo una
mas favorable que otra en cuanto a la produccion de acidos organicos, especialmente de
butirato, reforzando el potencial de las intervenciones dietarias personalizadas.

Con respecto a los ensayos in vitro, si bien no se pudo observar efecto del acido butirico en la
viabilidad de los enterocitos de la linea Caco-2/TC7, estos resultados estan en linea con lo
encontrado por otros autores, ya que el butirato posee un efecto diferencial en enterocitos
normales y neoplasicos.

Los resultados obtenidos en este trabajo final constituyen un aporte a la aplicacion de
biopolimeros obtenidos de fuentes naturales para ser incorporados en alimentos funcionales con
un beneficio en la salud del consumidor.

Asimismo, este trabajo establece un sustento para avanzar en el estudio de la degradaciéon de
los polisacaridos en el tracto gastrointestinal por la accion de bacterias, en particular en el colon,
ampliando el nimero de muestras (donantes con patologias y donantes sin patologias), y evaluar
las poblaciones microbianas favorecidas por el consumo de estas fibras mediante secuenciacion
y estudio de poblaciones microbianas.
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