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RESUMEN

Un prebidtico es un ingrediente selectivamente fermentable que confiere beneficios en la salud
del hospedero. El procesamiento de frutas genera grandes cantidades de subproductos
agroindustriales, con altos contenidos de fibra y oligosacaridos, que podrian ser usados como
prebitticos. Se realizaron fermentaciones durante 11 h con las harinas de los subproductos
(bagazo de zanahoria, cascara de platano y manzana) como fuente de carbono (1% p/v),
utilizando a P. pentosaceus UAM 22 y E. coli K12. Se calcularon los pardmetros cinéticos
velocidad media de crecimiento (k) y tiempo de duplicacién (g). La actividad prebidtica se calculo
considerando la diferencia en el crecimiento de P. pentosaceus y E. coli bajo las mismas
condiciones. Los resultados mostraron que la harina de cascara de platano promovio el
crecimiento de P. pentosaceus, con una k= 1.54 h? reduciendo un 64.08% el tiempo de
duplicacion (g= 0.65 h) respecto al obtenido con glucosa (1.81 h). La mayor actividad prebiética
se obtuvo con este subproducto (0.45) seguida por la harina de zanahoria (0.40) y manzana
(0.38). EIl potencial de estos subproductos como posibles prebiéticos se demostr6 al resistir la
acidez y condiciones gastricas ensayadas, ser fermentados por la microbiota intestinal y
estimular selectivamente el crecimiento de bacterias probidticas.

ABSTRACT

A prebiotic is a selectively fermented ingredient that confers benefits upon host well-being and
health. Fruit processing generate high amounts of agro-industrial by-products, materials rich in
dietary fibers and oligosaccharides that can be employed as prebiotics. Fermentations were
performed with by-products flours (carrot marc, apple and banana peels) as carbon source (1%
w/v) employing P. pentosaceus UAM 22 and E: coli K 12 (as pathogen indicator) during 11 h.
Kinetic parameters as mean growth rate constant (k) and mean duplication time (g) were
calculated. Prebiotic activity was calculated from the difference in growth of P. pentosaceus vs.
E. coli under the same conditions. Results showed that banana peel flour enhanced growth of P.
pentosaceus with k= 1.54 h'! and a decreased of 64.08% in the mean duplication time (g= 0.65
h), as compared to glucose (1.81 h). The higher prebiotic activity was obtained with banana (0.45),
followed by carrot (0.40) and apple (0.38) flours. It was also demonstrated that by-products flours
have the potential to be consider as good prebiotics due to their resistance to acidic and gastric
conditions, be fermented by intestinal microbiota and selectively stimulate growth of useful
probiotic bacteria
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Area: Alimentos funcionales.
INTRODUCCION

Los prebioticos son ingredientes selectivamente fermentables que permiten cambios
especificos en la composicion y/o actividad de la microbiota intestinal, la cual confiere
beneficios en la salud y bienestar del huésped (Gibson et al., 2004). La actividad
prebidtica se ha atribuido a diferentes compuestos alimenticios, en particular
oligosacaridos y polisacaridos (incluyendo algunas fibras dietéticas); sin embargo, deben
de cumplir ciertos requisitos: resistencia ante los procesos digestivos en la parte superior
del tracto gastrointestinal, ser fermentables por la microbiota intestinal, estimular
selectivamente el crecimiento de bacterias probiéticas, proveer beneficios en la salud del
hospedero (Wang, 2009).

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por el aprovechamiento de
subproductos agroindustriales como una fuente alterna para el crecimiento de bacterias
probidticas como una via para lograr una mayor competitividad en el precio de los
probidticos y mejorar su rendimiento al desarrollar medios de cultivo a un costo menor
respecto a los que actualmente se encuentran en el mercado. Su alta disponibilidad
permite catalogarlos como productos de alto valor agregado, razéon por la cual su
aprovechamiento resulta econdmicamente atractivo y al mismo tiempo tiene un impacto
ambiental (Oreopoulou and Tzia, 2007).

MATERIALES Y METODOS

Materia Prima: Como subproductos agroindustriales se utilizaron al bagazo de
zanahoria, la cascara de manzana y cascara de platano, obtenidos en establecimientos
donde se elaboran jugos y licuados. Estos residuos fueron deshidratados, molidos y
tamizados para obtener un polvo fino denominado “harina”. La bacteria lactica probiética
utilizada para evaluar la actividad prebidtica de éstos subproductos, fue aislada a partir
de productos carnicos cocidos y reportada previamente como P. pentosaceus UAM 22
(Ramirez-Chavarin et al., 2013). Por otra parte, E. coli se usé como bacteria indicadora
entérica.

Fermentaciones in vitro con subproductos potencialmente prebiéticos. Se
realizaron fermentaciones con las harinas de los subproductos como fuente de carbono
(1%pl/v, considerando el contenido de carbohidratos solubles, usando glucosa como
control) de acuerdo a la metodologia propuesta por Bustamante et al., 2006. Se
monitoreo el crecimiento durante 11 h mediante la técnica de cuenta en placa con placas
de agar MRS, incubadas en anaerobiosis a 35+0.2°C durante 24 h.

Determinacion de parametros de crecimiento. A partir de las cinéticas de crecimiento,
se calcularon los parametros cinéticos: velocidad media de crecimiento (k) y tiempo de
duplicacién (g). La actividad prebibtica se determino considerando la diferencia en el
crecimiento de P. pentosaceus vs. E. coli bajo las mismas condiciones, de acuerdo a lo
reportado por Huebner et al., 2007.

Herndndez-Alcdntara et al./ Vol. 1, No. 1 (2016) 837-842
838



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Resistencia a pH bajos y condiciones gastricas. Se evalud la resistencia de los
ingredientes prebioticos frente a la acidez en medio de cultivo ajustado a los pH: 0.5, 1.0,
2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 con HCI 1 M, siguiendo la metodologia descrita por Ehrmann et al.,
2002. Se determiné indirectamente esta capacidad a partir del crecimiento registrado
para P. pentosaceus UAM 22 en placas de agar MRS a los tiempos 1, 2y 4 h. La
sobrevivencia se analizo simulando las condiciones géastricas descritas por Beumer et
al., 1992 con ligeras modificaciones, determinando la sobrevivencia como anteriormente
se ha descrito.

RESULTADOS Y DISCUSION
Fermentaciones in vitro en medios con subproductos potencialmente prebidticos.

El crecimiento de E. coli con las harinas de manzana (HCM) y bagazo de zanahoria (HBZ)
fue muy semejante al registrado con glucosa. Las cuentas celulares superaron los 9 log
UFC/mL, siendo mayor con glucosa (9.72 log UFC/mL) y con harina de platano (HCPt)
10.31 log UFC/mL, un ciclo logaritmico mas respecto a las otras fuentes estudiadas. Por
otro lado, el crecimiento de P. pentosaceus fue mayor en los tres subproductos.

Figura 2. Cuentas celulares de E. coli K12 y P.
pentosaceus UAM 22 en los medios
suplementados con harinas de subproductos
potencialmente prebiéticos al 1% p/v.

Con la HCPt y HBZ se obtuvieron las mayores cuentas celulares, 10.19 y 10.21 log
UFC/mL respectivamente, un ciclo logaritmico mas al registrado con glucosa (9.02 log
UFC/mL). En el caso de la HCM de se alcanz6 9.40 log UFC/mL. Estos resultados,
coinciden con las observaciones efectuadas por Yeo and Liong, 2010 en leche de soya
adicionada con prebiéticos, con cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium. Cada
prebidtico: inulina, maltodextrina, manitol, pectina y FOS, modifico significativamente el
crecimiento de las bacterias, incrementando las cuentas celulares entre 3.95-4.30%
(excediendo los 7 log UFC), respecto al medio control.

Parametros de crecimiento en los medios suplementados con prebiéticos. En el
caso de E. coli K12, con HCPt se tuvo una k=1.53 h', que produjo una disminucién del

Herndndez-Alcantara et al./ Vol. 1, No. 1 (2016) 837-842
839



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

12 % en tiempo de duplicacién (g) respecto al medio con glucosa. Las otras fuentes,
presentaron un comportamiento muy similar a glucosa, con valores de k= 1.30 h'ly 1.20°
! para los subproductos de HCM y HBZ respectivamente, incrementando los valores de
g. En contraparte, P. pentosaceus UAM 22 registro valores de k superiores en los tres
subproductos prebibéticos. De éstos, la HCPt registr6é la mayor velocidad de crecimiento
(1.54 h1) con una reduccion del 64% en g. Por su parte, con HBZ se obtuvo una k= 1.25
h-1, que redujo un 55% el valor de g; y con HCM un 35% (Tabla I).

Tabla |. Parametros de crecimiento en medios suplementados con subproductos

potencialmente prebidticos

Cepa -Fuente de Carbono k (h") g (h) Actividad
Prebiotica
P. pentosaceus UAM 22-Glucosa | 0.55+0.03°5 ¢ 1.81+0.1058 ¢ -

P. pentosaceus UAM 22 -Manzana | 0.86+0.075P 1.17+0.095° | 0.38+0.034°¢
P. pentosaceus UAM 22-Platano | 1.54+0.00382 | 0.65+0.0015%2 | 0.45+0.0254
P. pentosaceus UAM 22- Bagazo | 1.25+0.0128%° | 0.80+0.01%° | 0.40+0.060°

E. coli K12- Glucosa 1.36+0.13A ¢ 0.74+0.07 4 ¢ ----
E. coli K12- Manzana 1.30+0.034P 0.77+0.034° -
E. coli K12- Platano 1.53+0.024 2 0.65+0.094 2 ----
E. coli K12- Bagazo 1.20+0.11AP 0.83+0.094° -

A, B medias seguidas por la misma letra dentro de la misma columna, no son significativamente diferentes (p>0.05) para la
cepa.

a, b, c medias seguidas por la misma letra dentro de la misma columna, no son significativamente diferentes (p>0.05) para la
fuente de carbono.

Los valores de k determinados para P. pentosaceus UAM 22, son superiores a las
reportadas por Amaretti et al., 2006, al estudiar la preferencia de B. adolescentis MB 239
por diferentes mono-, di- y oligo-sacaridos (rafinosa, fructooligosacaridos (FOS), lactosa,
glucosay fructosa), quienes encontraron valores de k muy semejantes con glucosa (0.17
h1) y fructosa (0.16 h™!); pero superiores con lactosa>FOS>rafinosa, con valores de 0.30,
0.27 y 0.22 htrespectivamente indicando una selectividad dependiente de la cepa. De
la misma, Sanchez-Zapata et al., 2013, reportaron valores de k para B. animalis en un
subproducto liquido resultante de la elaboracion de la bebida “Horchata de Chufa” al 2 'y
3% (0.0833 y 0.0787) en 8 h, seguido por glucosa con 0.023 (12h) y FOS 0.020 en 16 h.
La mayor actividad prebibtica se obtuvo con HCPt (0.45+0.025), seguida por HBZ
(0.40+0.060) y HCM (0.38+0.034). Estos resultados demuestran una selectividad en los
subproductos prebidticos para ser fermentados por la bacteria probidtica, P. pentosaceus
frente E. coli, cumpliendo con uno de los requisitos que debe presentar un ingrediente
prebidtico. Los valores son semejantes a los reportados por Diaz-Vela et al., 2013 para
esta misma bacteria con subproductos de tuna y pifia, 0.33 y 0.32.

Resistencia ante condiciones acidas y gastricas. Se registré crecimiento a partir de
un pH de 1.0 en los tiempos analizados, exceptuando a la HCPt. El crecimiento se
incremento al aumentar el pH tanto en los subproductos como con glucosa, siendo
abundante a partir de un rango de pH de 3-5 dentro del cual la mayoria de las bacterias
lacticas se desarrolla por la caracteristica de ser acido tolerantes.
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Tabla ll. Resistencia a la acidez de los subproductos potencialmente prebidticos
para permitir el crecimiento de la bacteria probidtica P. pentosaceus UAM 22

pH Glucosa Cascara de Cascara de Bagazo de
Manzana Platano zanahoria

t=1h t=2h | t=4h | t=1h | t=2h | t=4h | t=1h | t=2h t=4h | t=1h t=2h t=4h
1.0 + ++ + + ++ + - - - ++ ++ +
2.0 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
3.0 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | +++ +++
4.0 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | +++ +++
5. +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | +++ +++

- ausencia de crecimiento, + crecimiento pobre, ++, crecimiento moderado, +++, crecimiento abundante

En la Figura 2, se puede apreciar que las harinas de los subproductos soportaron el
medio gastrico simulado, evidenciando la resistencia que presentan frente a las sales
biliares, un medio acido y en general las condiciones que tendrian que tolerar durante su
paso a través del tracto gastrointestinal superior. Con los tres subproductos, se presento
una sobrevivencia para P. pentosaceus UAM 22 superior al 70%, garantizando que mas
de la mitad de la poblacion resistié estas condiciones. El comportamiento en todos los
casos fue muy semejante al medio con glucosa, dado que no se observo una disminucion
en las cuentas celulares mayor a un ciclo logaritmico; sin embargo con HCPt se registro
una disminucién considerablemente en la poblacion bacteriana a partir de los 30 min.
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Figura 3.Sobreviviencia de P. pentosaceus bajo condiciones gastricas simuladas (pH=2.0) con
subproductos de manzana, platano, bagazo de zanahoria y glucosa.

CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos demuestran que los subproductos de céscara de platano,
cascara de manzana y bagazo de zanahoria, tienen el potencial para ser empleados
como ingredientes fermentables para el crecimiento de bacteria probiéticas. Asimismo,
se evidencio la tolerancia ante acidez, condiciones gastricas, capacidad para ser

fermentado selectivamente por bacterias benéficas, criterios que debe reunir un
prebidtico.
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