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RESUMEN

Los probidticos son microorganismos muy beneficiosos para la salud, y la forma de
mantenerlos estables y activos en nuestro organismo es consumir alimentos considerados como
prebidticos. La presente tesis evalu6 el efecto prebidtico sobre el desarrollo de Lactobacillus
rhamnosus de seis tipos de extractos obtenidos por decoccién a 60 °C (E1) y 92,5 °C (E2);
extraccion con etanol al 70 % (E3) y 96 % (E4), y extraccion por ultrasonido con 325 W (E5)
y 650 W (E6) de potencia. Se determind la capacidad antioxidante mediante el método
CUuPRAC, fenoles totales por el método de Folin — Ciocalteu y antocianinas monoméricas por
el método de pH diferencial, por otro lado se evalu6 el efecto prebidtico de los extractos en
sistemas que contuvieron caldo Man Rogosa and Sharpe con 10 mL/L y fueron contrastados
con un control negativo (solo medio de cultivo) y un control positivo con caldo de cultivo mas
10 g/L de inulina, adicionalmente se hicieron cultivos en placa para determinar la poblacién
microbiana de cada sistema. El extracto que presentdé mayor capacidad antioxidante,
concentracion de fenoles totales y antocianas monomeéricas fue el extracto E4 con 3,207 mg de
acido ascorbico por 100 mL de extracto; 0,496 mg de &cido galico por 100 mL de extracto y
216 mg de cianidina 3 glucosido por 100 mL de extracto, el sistema que fue enriquecido con
este extracto alcanzo una velocidad especifica de crecimiento maxima (max) de 0,2745 h't y el
tiempo de duplicacion (Td) de 2,53 h se logré demostrar una relacion directa entre el alto
contenido de fenoles, antocianinas y capacidad antioxidante con el desarrollo optimo del

prebiotico Lactobacillus rhamnosus.

Palabras clave: antocianinas, arandanos, capacidad antioxidante, fenoles, Lactobacillus

rhamnosus y prebiotico.
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ABSTRACT

Probiotics are beneficial microorganisms for health, and the way to keep them stable and
active in our organism is to consume foods considered as prebiotics. This thesis evaluated the
prebiotic effect on the development of Lactobacillus rhamnosus of six types of extracts
obtained by decoction at 60 °C (E1) and 92.5 °C (E2); extraction with 70% (E3) and 96% (E4)
ethanol and extraction by ultrasound with 325 W (E5) and 650 W (E6) of power. The
antioxidant capacity was decided by the CUPRAC method, total phenols by the Folin-Ciocalteu
method and monomeric anthocyanins by the differential pH method. On the other hand, the
prebiotic effect of the extracts was evaluated in systems that contained Man Rogosa and Sharpe
broth with 10 mL/L and were contrasted with a negative control (culture medium only) and a
positive control with culture broth plus 10 g/L of inulin, additionally plate cultures were made
to determine the microbial population of each system. The extract that presented the highest
antioxidant capacity, concentration of total phenols and monomeric anthocyanins was the E4
extract with 3,207 mg of ascorbic acid per 100 mL of extract; 0.496 mg of gallic acid per 100
mL of extract and 216 mg of cyanidin 3 glucoside per 100 mL of extract, the system that was
enriched with this extract reached a maximum specific growth rate (umax) of 0.2745 and the
doubling time (Td) of 2.53 h, it was possible to demonstrate a direct relationship between the
high content of phenols, anthocyanins and antioxidant capacity with the optimal development

of the prebiotic Lactobacillus rhamnosus.

Keywords: antioxidant capacity, anthocyanins, blueberries, Lactobacillus rhamnosus,

phenols and prebiotic.
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INTRODUCCION

Vaccinium es un genero de arbustos que incluye a todas las especies llamadas ardndanos. Este
género contiene alrededor de 450 especies incluyendo la especie Corymbosum la cual es
conocida comercialmente como el arandano azul, Mirtilos o “Blueberry” (Medina & Séanchez,
2014). Los arandanos son uno de los pocos cultivos de frutas que son nativos de Ameérica del
Norte y junto a las fresas son la segunda baya méas importante en los EE. UU. El mercado de
los ardndanos cultivados casi ha cuadruplicado su tamafio desde la década de 1970, y desde
2000 con un ritmo tasa de 10 a 20 % anual (USDA, 2020).

Martinez-Flérez et al. (2002) indica que estos frutos contienen kaempferol, un flavonoide,
cuyos efectos positivos para la salud han sido probados en numerosos estudios, ademas, tiene
la capacidad de reducir el riesgo de ataque cardiaco, este componente inhibe el crecimiento de
células cancerosas en el ovario; esta planta es una de las mas ricas en acido clorogénico,
después del café, el girasol o las ortigas;, este componente tiene muchas propiedades
medicinales, entre ellas la capacidad de inhibir el crecimiento de células cancerosas,

especialmente las del estbmago, higado, colon y piel.

Los probioticos pueden definirse como microorganismos vivos que ingeridos en cantidad
adecuada, ejercen efectos beneficiosos en la salud, mas alla de los inherentes a la nutricion
béasica (Ferrer & Dalmau, 2001).

Zhou et al. (2020), llevaron a cabo la investigacion de la composicion, la actividad
antioxidante de las antocianinas de ardndano y sus efectos sobre la microbiota intestinal
humana. Los hallazgos de los autores sugieren que el consumo de arandanos y extractos de
arandanos podria ejercer una actividad prebiotica que se asocia con beneficios para la salud.
Jiao et al. (2019) precisan en su investigacion que los ardndanos son una fuente de polifenoles
y que este compuesto a su vez regula la microbiota intestinal y se les relaciona también con la
mejora en ratones con obesidad inducida. Yang et al. (2014), indican que las bayas como el
arandano poseen varias actividades bioldgicas que incluyen efectos antimicrobianos y
nutricionales. Castagnini (2014) determiné las condiciones experimentales para obtener jugo
de arandanos de elevada calidad, a la vez, prueba diferentes tecnologias para la mejora de este
jugo. La parte mas relevante es el uso de lactobacillus para potencializar la funcionalidad del
jugo. (Chaccha & Granados, 2014) obtuvieron los siguientes resultados en una bebida de
arandanos: 84,26 % de inhibicion de radicales libres, 1,656 mg EAG/mL y 332,029 mg de
cianidina 3-glucésido/L. Miller et al. (2019), demuestran que las bayas de ardndano se
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caracterizan por sus compuestos altamente nutritivos, que incluyen minerales, vitaminas,
acidos grasos y fibra dietética, asi como su alto contenido y amplia diversidad de compuestos
bioactivos, como los compuestos fendlicos y &acidos organicos. Murthy et al. (2017),
demuestran mediante experimentos el potencial bioactivo en este caso antitumoral de una
bebida a base de granada con bacterias acidolacticas, el panorama que da este reciente articulo
es muy importante ya que otorga viabilidad a la tematica principal del presente la presente tesis,
que es utilizar bacterias probidticas para mejorar las propiedades alimenticias de un fruto o
derivados de este.

El objetivo del presente estudio fue comparar el efecto prebiotico de diferentes tipos extractos
de arandano, glucosa e inulina en el desarrollo de Lactobacillus rhamnosus en condiciones

controladas de laboratorio.
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1. Problema de investigacion

¢Los extractos de arandanos, glucosa e inulina pueden tener un efecto en el desarrollo de

microorganismos prebidticos como Lactobacillus rhamnosus en condiciones controladas?

1.1. Descripcion del problema

A nivel nacional y regional la poblacion en general consume bebidas de baja calidad, que no
proceden de fuentes naturales. La presente investigacion cientifico-experimental pretende
demostrar y comparar el efecto prebidtico de extractos de arandano (Vaccinium myrtillus)
sobre el desarrollo de Lactobacillus rhamnosus, con esto se pretende dar a conocer que se
puede elaborar un producto de interés comercial, altamente nutritivo, bioactivo y con efectos
prebioticos. Hoy en dia en el mundo se viene dando un desenfrenado interés por los productos
de origen natural, que contengan altos contenidos de componentes beneficiosos para el cuerpo
y para la salud humana. A una bebida probioética se le incorporan moléculas o componentes
que cumplen una funcion beneficiosa para la flora intestinal natural, por otro lado, se les puede
atribuir otras propiedades como es la capacidad antioxidante, proteccion gastrica, mejora en la
digestion, etc.

Segln Figueroa-Gonzalez et al. (2011) y Syngai et al. (2016) las bebidas funcionales poseen
de por si pequefias cantidades de moléculas que aportan beneficios para la salud del
consumidor. En una sociedad en la que el tiempo es la principal limitante, la poblacién
econdémicamente activa busca maneras de utilizar este de forma eficiente y en reiteradas
oportunidades se tiende al consumo de bebidas de alto poder alimenticio y con bioactividad,
los ingredientes alimentarios funcionales consisten en probidticos, prebi6ticos, vitaminas y
minerales; que se utilizan actualmente para el consumo humano en forma de leches
fermentadas y yogures, bebidas deportivas, alimentos para bebés, dulces sin azlcar y chicles.
No es facil encontrar en el mercado productos elaborados a partir de fuentes naturales como
frutos selectos, que tengan un sabor agradable y altos beneficios para la salud. Numerosos
articulos cientificos demostraron mediante diferentes métodos la presencia de compuestos
antioxidantes y propiedades bioactivas en arandanos (Mazza & Kay, 2008; Stojanovic & Silva,
2007; S. Y. Wang et al., 2010; Yi et al., 2005), a la par, las bacterias probidticas como
Lactobacillus muestran numerosas aplicaciones en bebidas nutritivas de diferentes tipos
(Delgado et al., 2019; Kim et al., 2012; Saarela, 2009). Lo anteriormente descrito abre un
2
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camino muy interesante en el campo de industria alimentaria para desarrollar productos
nutritivos. En la presente investigacion se pretende comparar el efecto prebidtico de los
extractos de arandanos, glucosa como control negativo e inulina como control positivo sobre
el desarrollo de la bacteria Lactobacillus rhamnosus.

2. Justificacion de la Investigacion

El presente estudio se justifica solidamente en la busqueda de propiedades benéficas de los
productos a base de frutos y la generacion de alimentos con capacidad prebidtica que cada vez
toma mayor protagonismo, debido a que las personas buscan mejorar o mantener la buena

salud.

El estudio es pertinente, puesto que la era de la globalizacion en que vivimos demanda
productos inocuos y de elevada calidad, ricos en nutrientes y al alcance del consumidor. Es
transcendental en la medida que el incremento de la demanda por el producto nos muestra una
conciencia social sobre la necesidad de mejorar su salud. La importancia de este estudio
descansa sobre los impactos positivos que trae consigo el conocimiento que se va a generar y
a su vez el bienestar de la poblacion que requiere de una mejor nutricion, y la evaluacién de
productos a partir de frutos como los arandanos. Los estudios de componentes funcionales o
probidticos generan conocimiento valioso para fortalecer lineas de investigacion y formular o
crear nuevos productos alimentarios de alto valor nutritivo. Por ultimo, los resultados que se
generen en este estudio seran de importancia social, econémica y tecnolégica, ya que se tendra
beneficios para la salud humana, dicho aporte trae consigo oportunidades de negocio e
industrializacion del producto.

3.1. Social

El uso de cultivos como los arandanos aporta notablemente al desarrollo de comunidades
campesinas y agricultores de valles del Per(, tomando en cuenta que estos cultivos se encuentran
en etapa de crecimiento y poseen un alto potencial para la exportacion y desarrollo de productos
alimentarios, por otra parte, el estudio contribuira al conocimiento para la mejora de la salud

humana.
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3.2. Cientifica — tecnolodgica

La investigacion es de caracter cientifico-tecnolégico, por lo que se generard conocimiento y
tecnologia para que sea aplicada en beneficio de los consumidores y la industria. Al utilizar el
arandano como fuente de extractos, se pretende estudiar su influencia tanto en la capacidad
prebidtica y en la preservacion de las bacterias probidticas.

3.3. Econdmica

La posible generacion de productos en base a los estudios realizados generaria un beneficio
econdémico para productores y trabajadores, dando asi valor agregado a los cultivos locales y

desarrollando una industria mediana con proyectos de expansion e internacionalizacion.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO
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1. Bases tedricas de la investigacion

1.1. Arandanos

Segun (Medina & Sanchez, 2014) es un alimento muy rico en antocianinas y otros componentes
antioxidantes. Lo mas resaltante del arandano es su contenido en componentes antioxidantes, entre
todos ellos destacan los flavonoides, antocianidinas o antocianinas. Los arandanos son ricos en
cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina y petunidina. En las principales virtudes que debemos
destacar de las antocianinas destacan sus prioridades antinflamatorias. Es muy recomendable que
consuman abundantes raciones de ardndano las personas con artritis, alergias, asma, reuma u otros
procesos inflamatorios. Otra de las propiedades de estos componentes es su capacidad para
fluidificar la sangre y preservar la integridad del colageno de las arterias, fortaleciendo las arterias

y capilares mejorando la circulacién sanguinea.

Por sus propiedades anticoagulantes evita la formacion de trombos o ayuda a disolverlos. Comer
este fruto mejora la salud de las personas con varices o aparicion de venitas superficiales,
arteriosclerosis, colesterol, hemorroides o problemas de corazon (Alcalde, 2018). No menos
importante resultan los antioxidantes de este fruto para la salud de la vista. Se ha comprobado que
comer estos frutos en abundancia o ingerir el zumo de arandanos ayudara a conservar la vision en
mejor estado (Medina & Sanchez, 2014). Adicionalmente a las antocianidinas, los arandanos son
ricos en otros flavonoides (epicatequinas, mirecitina y quercetina). Todos ellos contribuyen a
configurar este fruto como uno de los mejores antioxidantes, capaz de evitar los desperfectos que
la oxidacién produce en el organismo (Hidalgo & Raymondi, 2021). Los arandanos contienen
también vitamina C, otro importante antioxidante que también contribuye a solventar muchas de

las anomalias mencionadas anteriormente (Alcalde, 2018).

Coronado H. et al. (2015) han realizado estudios en animales que han llegado a la conclusion que,
debido a las propiedades antioxidantes, este fruto es capaz de mejorar la capacidad mental y a
preservar las neuronas del proceso de degeneracion que ocurre con el paso de los afios. De esta
manera una dieta que incluye este fruto podria ser util en la prevencién de enfermedades mentales
como el alzhéimer, problemas de pérdida de memoria, de poca concentracién mental, de demencia,
etc. Lo que si que resulta evidente es el que el cerebro necesita azlcar para poder rendir al maximo

y que los arandanos contienen muchos azlcares en forma de fructosa, glucosa y sacarosa. Estos
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proporcionan mucha energia y resultan muy interesantes no solo para potenciar la actividad
intelectual, sino que constituyen una buena fuente de energia para hacer frente al esfuerzo diario.
Los azucares contenidos en este fruto se vierten al torrente sanguineo de una manera paulatina, de
manera que mantienen los niveles de azucar en la sangre bastante constantes. Por ello es un fruto
que resulta adecuado para las personas con diabetes. Por su contenido en mirtilina, inositol,
pectina, fructosa, rutina y acido ascorbico, se le considera como un antidiabético y se piensa que

podria tener efectos positivos en personas con diabetes mellitus no-insulino dependiente.

Los ardndanos contienen mucha agua y muy poca grasa. Son alimentos con muy pocas calorias.
Ademas, contienen muchos componentes diuréticos entre los que cabe mencionar los acidos
ascorbico, cafeico, clorogénico y ursolico; la arbutina, magnesio y el potasio (Alcalde, 2018).
Comer este tipo de alimentos incrementara la miccion y ayudara a eliminar liquidos retenidos, asi
como contribuira a “llenar el estomago” aumentando la sensacion de saciedad (Medina & Sanchez,
2014) .

Los azucares contenidos en esta fruta presentan una absorcion paulatina por lo que contribuyen a
mitigar el hambre y a no tener que recurrir a alimentos con mas calorias (Badui Dergal, 2016).
Medina & Sanchez (2014) mencionan que se recomienda su consumo en personas gque deseen
realizar una dieta para adelgazar, es una fruta reguladora del intestino que es capaz al mismo
tiempo de evitar la aparicion del estrefiimiento o de detener la diarrea. Su contenido en fibra le
otorga propiedades laxantes y su contenido en taninos lo convierte en un buen astringente. Un
alimento para prevencion del cancer. Por su contenido en antioxidantes y fibra, este alimento, al
igual que la mayoria de las bayas resulta ideal para prevenir el cancer de colon. Los antioxidantes
neutralizan la accién de las particulas potencialmente cancerosas sobre las paredes del intestino.
La fibra aumenta el contenido de masa fecal por lo que consigue evacuarla mas rapidamente sin
que las particulas dafiinas tengan tiempo para actuar. Por otra parte, hay que considerar que esta
fruta es muy rica en pectina, un tipo de fibra soluble, que envuelve las toxinas no permitiendo que

estas sean absorbidas por el intestino.

1.2. Clasificacion taxondmica.

El ardndano (Vaccinium myrtillus), es un frutal menor nativo de Norteamérica, pertenece al reino

Plantae, division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, orden Ericales, familia Ericaceae,
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subfamilia Vaccinioideae, tribu Vaccinieae, género Vaccinium, especie Vaccinium corymbosum
(Butkus & Pliszka, 1993).

1.3. Caracteristicas fisicoquimicas

Es particularmente activo en la neutralizacion de las nitrosaminas, que, los nitratos afiadidos a
los alimentos producen en el organismo. Las nitrosaminas son muy téxicas y son uno de los
compuestos mayormente responsables de la aparicion de numerosos tipos de cancer, ademas del
acido clorogénico, esta baya también contiene acido p-cumarico que es otro de los principales
componentes antinitrosaminicos (Alcalde, 2018). La Tabla 1 presenta algunos compuestos

fendlicos y flavonoides presentes en Vaccinium mirtyllus L. (Pires et al., 2020).

Tabla 1. Cantidades reportadas por diferentes autores de algunos compuestos fendlicos en

arandano.
F (Zorenc et al., (Saponjac et al., (Stanoeva et al.,
Compuesto fendlico 2018) 2015) 2017)
Catequina 29.67 mg/100 g 15.04 nug/100 g 96 mg/100 g
Epicatequina 59.14 mg/100 g ND 7.9 mg/100 g
Dimeros de
orocianidina 72.10 mg/100 g ND 117 mg/100 g
Trimeros de
procianidin 59.33 mg/100 g ND 109 mg/100 g
Galocatequina 35.72 mg/100 g ND ND
Quercitina ND 243.30 ug/100 g 146 mg/100 g
Kaempferol ND 15.64 nug/100 g 30 mg/100 g
Acido clorogénico ND 21.0 mg/100 g 6.40 mg/g
Acido elagico ND 9.99 mg/100 g ND
Acido ferdlico 4.84 mg/100 g 22.76 mg/100 g 7.3 mg/100g
Comp”;iﬁzsfeno"cos 968.02mg/100g  181.03 mg/100 g 20.32 mg/g

*ND: no detectado. 5
Fuente: Zorenc et al. (2018); Saponjac et al. (2015) y Stanoeva et al. (2017).

El ardandano es muy bueno para la vista pues previene afecciones como catarata y glaucoma.
Posee un alto contenido de vitamina C en la cual tiene accion directa de absorcidn de hierro. Tiene
efectos positivos en infecciones urinarias (Falcon, 2017). Contiene un alto contenido en fibras,
carece de colesterol (ver Tabla 1). Contiene componentes antioxidantes que combaten con los
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radicales libres que son los causantes del envejecimiento. Son una buena fuente de hierro, fibra 'y
vitamina C (Bonilla & Rivera, 2016). Una racion de 125 g contiene un 15% de la ingesta diaria
recomendada de vitamina C. La vitamina C es un poderoso antioxidante, y de este modo puede
proteger contra diversos tipos de cancer e intensificar las funciones inmunoldgicas (Bruttomesso,
2012). Los arandanos contienen un bactericida que puede brindar proteccién contra la cistitis
(inflamacion de la vejiga) (Sandulachi et al., 2020). Los arandanos son un alimento rico en
vitaminas A y C, y aportan muy pocas calorias, ya que contienen pocas grasas y proteinas
(Rashidinejad, 2020). Son ricos en antocianos, sustancias que tienen efectos beneficiosos sobre el
aparato digestivo (Kalt et al., 2020). Ayuda a controlar el estrefiimiento (Katsirma et al., 2021).
Sefiala también que “las hojas del ardndano contienen cantidades importantes de tanino,
quercetina, arbutina, acido quinico; y una substancia amarga, la ericolina, a la que se atribuyen
propiedades glucosidicas, pero que, segun otros, no es sino la arbutina misma (Falcon, 2017;
Kaplan, 2012).
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Tabla 2. Informacidon nutricional de 100 g. de arandanos frescos.

Nombre Valor Unidad Nombre Valor Unidad
Agua 84.2 g Tocoferol, beta 0.01 mg
Energia 57 kcal Tocoferol, gamma 0.36 mg
Energia 240 kJ Tocoferol, delta 0.03 mg
Proteina 0.74 g Tocotrienol, alfa 0 mg
Lipidos totales (grasa) 0.33 g Tocotrienol, beta 0 mg
Ceniza 0.24 g Tocotrienol, gamma 0.07 mg
Carbohidratos, por diferencia ~ 14.5 g Tocotrienol, delta 0 mg
Fibra 24 g VltammaI r?t e(gicw;olé);)ésUmdades 0 U
Az(cares, totales 9.96 g Vitamina D (D2 + D3) 0 Hg
Sacarosa 0.11 g Vitamina K (filoquinona) 19.3 Mg
Glucosa 4.88 g Vitamina K (dihidrofiloquinona) 0 g
Fructosa 4.97 g Acidos grasos saturados totales 0.03 g
Lactosa 0 g Acidos grasos monoinsaturados totales 0.05 g
Maltosa 0 g Acidos grasos, poliinsaturados totales 0.15 g
Galactosa 0 g Acidos grasos, trans total 0 g
Almidén 0.03 g Colesterol 0 mg
Calcio, Ca 6 mg Tript6fano 0 g
Hierro, Fe 0.28 mg Treonina 0.02 g
Magnesio, Mg 6 mg Isoleucina 0.02 g
Fosforo, P 12 mg Leucina 0.04 g
Potasio, K 7 mg Lisina 0.01 g
Sodio, Na 1 mg Metionina 0.01 g
Zinc, Zn 0.16 mg Cistina 0.01 g
Cobre, Cu 0.06 mg Fenilalanina 0.03 g
Manganeso, Mn 0.34 mg Tirosina 0.01 g
Selenio, Se 0.1 Mg Valina 0.03 g
Vitamina C, &cido ascorbico 9.7 mg Arginina 0.04 9
total
Tiamina 0.04 mg Histidina 0.01 g
Riboflavina 0.04 mg Alanina 0.03 g
Niacina 0.42 mg Acido aspartico 0.06 g
Acido pantoténico 0.12 mg Acido glutdmico 0.09 g
Vitamina B-6 0.05 mg Glicina 0.03 g
Folato, total 6 Mg Prolina 0.03 g
Acido félico 0 g Serina 0.02 g
Colina, total 6 mg Caroteno, alfa 0 0]
Betaina 0.2 mg Criptoxantina, beta 0 0]
Vitamina B-12 Mg Vitamina A, Ul 54 U
Vitamina A, RAE 3 Mg Licopeno 0 0]
Retinol Mg Luteina + zeaxantina 80 Mg
Caroteno, beta 32 Mg Vitamina E (alfa-tocoferol) 0.57 mg
Vitamina E, afiadida 0 mg

Fuente: Aranaz et al. (2017); USDA (2020).
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1.4. Estadisticas de produccion y proyeccion

Entre 2012 - 2013 la superficie mundial de arandanos lleg6 a las 93 617 hectareas (has) (Medina
& Sanchez, 2014). El 54% de esta superficie se encuentra distribuida en América del Norte (50
055 has), seguido por Sudamérica (17 688 has), que representa el 20% del area plantada en el
mundo (Alcalde, 2018). A continuacion, se muestra la distribucién por zona de la superficie

mundial de arandanos.

0,56%

0’44% \
10% Ny

= America del norte  ® América del sur Furopa = Affica (norte) = Sudafrica  ® Asia y Pacifico

Figura 1. Distribucion de la superficie mundial cultivada de arandanos.

Fuente: Adaptado de (Medina & Sanchez, 2014).

En el Perd, en el afio 2013 ya se tenian sembradas mas de 500 has, donde la costa concentra el
75% del area cultivada, se pronostica que en el 2022 se superen las 5000 has (Medina & Sanchez,

2014).
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Figura 2. Cultivo de ardndanos en Peru Proyeccion de la Superficie cultivada de
Arandanos en el Peru 2012-2022 (Proyectado).

Fuente: Adaptado de (Medina & Sanchez, 2014).

Con relacion a las empresas exportadoras, se puede apreciar los reportes estadisticos de la
SUNAT, que muestran el nimero de empresas exportadoras que afo tras afio se han incrementado
(Bonilla & Rivera, 2016). En ese sentido, de 13 empresas exportadoras registradas en el 2013, se
pasa a 15 empresas en el 2014 y a 24 empresas en el 2015. Esto refleja un incremento significativo
gue muestra la existencia de oportunidades que tienen las empresas de poder acceder a este rubro
productivo a fin de exportar un producto tan especial, costoso en su desarrollo, pero rentable.
Actualmente existen dos grandes empresas tradicionalmente exportadoras de frutas y hortalizas,
como son Camposol y TALSA, que representan en promedio el 88% del total exportado por el
Peru, el resto corresponde a nuevas empresas exportadoras como Ortifrutal, Blueberries Peru, Hass
Per, Complejo Agroindustrial Beta, Agricola la Venta, Danper Trujillo. (MINAGRI-DGPA-
DEEIA, 2016)

1.5. Bacterias probioticas

Las bacterias mas comunes relacionadas con la actividad probidtica son: Lactobacillus
acidophilus, L. casei, L. reuteri, L. plantarum, L. casei GG; Bifidobacterium brevis, B. longum, B.

infantis, B. animalis; Streptococcus salivaris subespecie thermophilus, y algunas levaduras como

12
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Saccharomyces boulardii (Ljungh & Wadstrom, 2006). Los mecanismos de accion implicados
incluyen induccion a pH inferior a 4, inhibicion del crecimiento de bacterias patdgenas, produccion
de &cido lactico, disminucion de la permeabilidad intestinal (Mangell et al., 2002), aumento en la
actividad de la lactasa, efecto competitivo en otras bacterias patdgenas, incremento en la
produccion de los linfocitos T helper, y aumento de la inmunoglobulina A secretora (Tormo
Carnice, 2006). Es importante sefialar que no todos los Lactobacillus y Bifidobacterium son iguales
presentando especialidad segun cepa y dosis, por lo que las propiedades pueden ser diferentes
(Ferrer & Dalmau, 2001).

1.5.1. Genero Lactobacillus

Es ungénerode bacterias Grampositivas, facultativas o microaerofilas, baciliforme, no
productora de esporas. Habitan en el cuerpo humano y en el de otros animales; estan presentes en
el tracto gastrointestinal, sistema urinario y genital. Muchas especies participan en la
descomposicion de la materia vegetal y animal. (Delgado et al., 2019)

La produccion de acido lactico hace que su ambiente sea acido, lo cual inhibe el crecimiento de
bacterias patdgenas. Algunas especies de Lactobacillus se usan industrialmente para la produccion

de yogur, quesos y de otros alimentos fermentados (Figueroa-Gonzalez et al., 2011).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_grampositiva
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_facultativa
https://es.wikipedia.org/wiki/Microaerofilia
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo
https://es.wikipedia.org/wiki/Espora
https://es.wikipedia.org/wiki/Tracto_gastrointestinal
https://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_urinario_humano
https://es.wikipedia.org/wiki/Aparato_genital
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_l%C3%A1ctico
https://es.wikipedia.org/wiki/Yogur
https://es.wikipedia.org/wiki/Queso
https://es.wikipedia.org/wiki/Fermentaci%C3%B3n

v . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE : CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

-
) A

- 4

-

&

“a

. .

Figura 3. Lactobacillus bulgaricus utilizado para la produccion casera de yogur.

Fuente: Tomado de Monteiro et al. (2019).

Algunos lactobacilos poseen un metabolismo homofermentativo y son aerotolerantes a pesar de
la ausencia de cadena respiratoria. Esta aerotolerancia es dependiente del manganeso y ha sido

estudiada en Lactobacillus plantarum (Delgado et al., 2019).

1.5.2. Lactobacillus rhamnosus.

Lactobacillus rhamnosus es el probiético mas estudiado a nivel cientifico (Senedese et al., 2015).
Pertenece a los organismos mesofilos, pero dependiendo de la cepa, sus cultivos pueden crecer a
temperaturas inferiores a 15 °C o superiores a 40 °C; en la Figura 4 se presenta la apariencia macro
y microscopica de L. rhamnosus. Para crecer, requiere muchas vitaminas, incluido el acido folico,

la riboflavina, la niacina, el &cido pantoténico y el calcio mineral. (Hill et al., 2018)
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El valor de pH inicial optimo para el crecimiento esti entre 4,5 y 6,5. Crece en forma de
bastoncillos. La dimension de las células es de 0,8 a 1,0 um de ancho y de 2,0 a 4,0 um de largo
(Wood & Holzapfel, 1995). ElI metabolismo de L. rhamnosus es facultativamente
heterofermentativo (lactobacilos Grupo 2). Convierte las hexosas en acido L(+) lactico, segun la
via de Embden-Meyerhof, y debido a la aldolasa y la fosfocetolasa también se fermentan las
pentosas. El acido lactico se produce normalmente hasta un 1,5% en el medio de glucosa. (Mufioz
Caicedo, 2012)

En ausencia de glucosa, produce acido lactico, acido acético, acido formico y etanol (Valik &
Lipatkova, 2008). L. rhamnosus GG representa una cepa probidtica que se estudio clinicamente y
se descubrid que mejora la resistencia natural humana y el sistema digestivo saludable (Hickey,
2005).

Figura 4. Apariencia macroscopica y microscépica de Lactobacillus rhamnosus.

Fuente: Tomado de Boonma et al. (2014).

1.6. Alimentos prebioticos

Algunos componentes presentes de la fibra son denominados prebidticos, son alimenticios no
digeribles de los alimentos que afectan de positivamente al huésped, estimulando de forma
selectiva el crecimiento y/o la actividad metabdlica de algunas cepas de bacterias coldnicas
(Slavin, 2013). Estos compuestos se caracterizan por ser moléculas de gran tamafio que no pueden

ser digeridas por las enzimas digestivas del tracto gastrointestinal alto, alcanzando el intestino

1
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grueso donde son degradados por la microflora bacteriana, principalmente por las Bifidobacterias
y Lactobacilos (Hurtado-Romero et al., 2020).

Segln Marx et al. (2020) para que un ingrediente alimenticio sea considerado prebidtico debe

cumplir con los siguientes criterios listados:
* No debe ser hidrolizado o absorbido en la parte alta del tracto digestivo;

* Debe ser fermentado selectivamente por una o un nimero limitado de bacterias potencialmente

benéficas del colon, por ejemplo, bifidobacterias y lactobacilos;

* Debe ser capaz de alterar la microflora colonica tornandola saludable, por ejemplo reduciendo

el nimero de organismos putrefactivos e incrementado las especies sacaroliticas.

En la actualidad los oligosacaridos mas estudiados y reconocidos con actividad prebi6tica son
los fructanos (Rivera-Quixchan et al., 2018). Este es un término genérico empleado para describir
a todos los oligo o polisacaridos de origen vegetal, y se refiere a cualquier carbohidrato el cual una
0 mas uniones fructosil-fructosa predominan dentro de las uniones glucosidicas (Olagnero et al.,
2007). La cantidad de fructanos presente en la dieta varia dependiendo de las costumbres
alimentarias de la poblacién y de la disponibilidad de alimentos que los contengan. Las fuentes
mas importantes de fructanos en la dieta son los derivados del trigo, cebollas, ajo, bananas y puerro.
(Ashaolu, 2020)

La Inulina es un fructano polidisperso que consiste en una mezcla de oligdmeros y polimeros
mayores formados por uniones B-(2-1) fructosil-fructosa (Olagnero et al., 2007). El grado de
polimerizacion (GP) proveniente de la achicoria oscila entre 3 y 60, con un valor promedio de
aproximadamente 10 (Santana Legorreta et al., 2016). Esta se encuentra en una gran variedad de
plantas, pero principalmente en la raiz de la achicoria, puerro, ajo, banana, cebada, trigo, miel,
cebolla, esparrago y alcaucil (Marx et al., 2020). También se localiza en las partes aéreas de las
gramineas (cereales, pastos) de las cuales es mas dificil extraerla, ya que se encuentra asociada a
carbohidratos complejos e insolubles (celulosa, hemicelulosa) y polifenoles (Ashaolu, 2020; Marx
et al., 2020).

La inulina puede ser sintetizada a partir de la raiz de la achicoria y desde la sacarosa a través de

la accion de la B-fructo-furanosidasa (origen: Aspergillus Niger) (Hurtado-Romero et al., 2020).
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La inulina posee un sabor neutral suave, es moderadamente soluble en agua (Madrigal &
Sangronis, 2007). Tiene diversas aplicaciones en la industria de alimentos, puede ser utilizada
como sustituta del azlcar, reemplazante de las grasas, agente texturizante y/o estabilizador de
espuma y emulsiones (Madrigal & Sangronis, 2007). Por este motivo son incorporados a los
productos l&cteos, fermentados, jaleas, postres aireados, mousses, helados y productos de
panaderia (Arruda et al., 2020). La dosis maxima permitida de inulina es hasta 10 g/dia y en dosis
multiples hasta 20 g/dia. En dosis mayores a las permitidas puede provocar intolerancias, como
efectos osmoticos (diarrea), ruidos intestinales y flatulencia como consecuencia del proceso de
fermentacion (W. Y. Cheng et al., 2020).

La oligofructosa se obtiene mediante la hidrolisis enzimatica parcial de la inulina, esta compuesta
por cadenas lineares de glucosil-fructosil. EI GP oscila entre 2 y 8, con un valor promedio de
aproximadamente 4 (Madrigal & Sangronis, 2007). Se encuentra presente en alimentos como
cereales, cebolla, ajo, banana y choclo (Arruda et al., 2020; W. Y. Cheng et al., 2020). En
combinacion con edulcorantes intensos genera un paladar mas acabado y un gusto frutal méas
duradero con menor sabor residual (Salazar, 2017). En la industria se la puede utilizar en yogures
con fruta, leches fermentadas, quesos frescos, helados y bebidas lacteas con un posicionamiento
de alimentos reducidos en calorias (Hurtado-Romero et al., 2020). La Polidextrosa posee
caracteristicas de fibra dietaria, es un polimero sintético de glucosa con terminales de sorbitol y
acido citrico (Madrigal & Sangronis, 2007). Es un buen humectante, efectivo para controlar la
humedad de los productos. Puede ser utilizado en grandes cantidades sin influir en el sabor del
producto final, dado que posee un sabor neutro (Olagnero et al., 2007). Puede ser utilizada como
fuente de fibra 0 como prebidtico con efectos benéficos para la flora intestinal (Costa et al., 2019).
Los galactooligosacaridos pertenecen a la serie rafinosa y estan formados por moléculas de
galactosa (Naranjo & Rodriguez, 2017). Los mas frecuentes en el mundo vegetal son la rafinosa,
estaquiosa y verbascosa de 3 a 5 galactosas respectivamente (Salazar, 2017). Se encuentran
presentes principalmente en las legumbres (da Silva et al., 2020). La industria alimentaria utiliza
estas sustancias como espesantes, ya que incorporan en su estructura agua otorgando a la
preparacion una consistencia homogénea que posibilita la sustitucion de grasas en lacteos, crema

de leche, yogures, etc. (Marx et al., 2020).
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1.6.1. Aspectos saludables de los prebidticos

El principal sustrato para las bacterias anaerdbicas del colon son los carbohidratos de la dieta que
escapan a la digestion en el tracto gastrointestinal alto (Olagnero et al., 2007). El aumento de la
concentracion de lactato y acetato disminuye el pH intraluminal, inhibiendo el crecimiento de E.
coli, Clostridium y otras bacterias patdgenas pertenecientes a los géneros Listeria, Shigella, o
Salmonella; pero aumenta el recuento de Lactobacillus y Bifidobacterias (Guanga & Geovanna,
2018). Grandes cantidades de acidos grasos de cadena corta (acético, propionico y butirico)
incrementan la absorcion del calcio y magnesio a través del aumento de la solubilizacion de sales
de calcio (Hurtado-Romero et al., 2020). El butirato es fuente de energia del epitelio col6nico,
ejerce efectos funcionales, como el aumento de la irrigacion sanguinea, reduce el crecimiento de
celulas tumorales epiteliales de origen colonico, induce a la diferenciacion de células y la apoptosis
(Marx et al., 2020). La administracion de inulina y/u oligofructosa (5-15 g durante 15 a 20 dias)
modifica la flora intestinal estimulando el crecimiento de las bifidobacterias, y junto con esta
variacion disminuyen los recuentos de bacteroides, fusobacterias y clostridios (Olagnero et al.,
2007). Todos estos efectos persisten mientras se administra este tipo de fructanos (4-5 g/dia), y su
actividad comienza a decrecer progresivamente transcurridas dos semanas de su interrupcion, lo
cual avala que estos cambios no perduran en el tiempo (Orezzoli Llorente, 2014). Mientras mas
bajo es el recuento inicial de bifidobacterias en las heces, mayor es la estimulacién ejercida por
los fructanos sobre este tipo de bacterias, esto también se traduce en la inexistencia de una relacion
lineal de dosis/efecto (Neri-Numa et al., 2020). Muchas especies de lactobacilos y bifidobacterias
son capaces de excretar naturalmente antibidticos, los cuales poseen un amplio espectro de
actividades (Curbelo et al., 2005). Algunas especies de bifidobacterias ejercen efecto
antibacteriano en varios patdgenos intestinales gram-negativos y gram-positivos incluidos
Campilobacter, Escherichia Coli, y Salmonella (Charteris et al., 1998). Por otra parte, se ha
evidenciado que la fibra soluble interactia con los &cidos biliares incrementando la excrecién
fecal, lo cual conlleva a disminuir la concentracion plasmatica del colesterol LDL (Arruda et al.,
2020).

1.6.2. Rutas metabdlicas involucradas en la capacidad prebiotica.

Los prebidticos se han definido como “ingredientes alimentarios no digeribles que afectan

beneficiosamente al huésped al estimular selectivamente el crecimiento y/o la actividad de las
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bacterias” (Figueroa-Gonzalez et al., 2011); sin embargo, en 2016, la definicion fue modificada
por la Asociacion Cientifica Internacional de Probidticos y Prebidticos (ISAPP) como “un sustrato
que es utilizado selectivamente por los microorganismos hospedadores que confieren beneficios
para la salud” (Slavin, 2013). Los prebioticos se pueden clasificar como fibras; los compuestos
prebidticos incluyen oligosacaridos, fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS), -
glucanos e inulina (Olagnero et al., 2007). Estos estimulan selectivamente la proliferacion de
Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp., atendan el crecimiento de especies patdgenas,
disminuyen el pH intestinal, son resistentes a la hidrolisis ya las enzimas gastrointestinales, y no

se absorben en el tracto gastrointestinal superior (Anadon et al., 2021).

El estrés oxidativo se refiere a niveles intracelulares elevados de radicales de oxigeno que causan
dafio a los lipidos, las proteinas y el ADN, las especies reactivas de oxigeno (ROS), incluidos los
radicales anién superdxido, los radicales hidroxilo y el perdxido de hidrégeno, son uno de los
radicales libres de oxigeno altamente activos (Y. Wang et al., 2017). Durante la evolucién, la
mayoria de los organismos vivos poseen defensas enzimaticas (superéxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPx), glutatién reductasa (GR)), defensas antioxidantes no enzimaticas
(glutatién, tiorredoxina, vitamina C, vitamina E) y sistemas de reparacién para protegerlos contra
el estrés oxidativo (Mishra et al., 2015). Sin embargo, estos sistemas antioxidantes nativos
generalmente no son suficientes para evitar que los organismos vivos sufran dafio oxidativo. Los
aditivos antioxidantes que utilizan sustancias que retrasan o previenen la oxidacion de los sustratos
celulares han demostrado capacidad para proteger al organismo humano frente al dafio oxidativo.
Aunque varios antioxidantes sintéticos, incluidos el hidroxianisol butilado y el hidroxitolueno
butilado, se han utilizado ampliamente para retardar la oxidacion de lipidos, recientemente se ha
cuestionado su seguridad debido al dafo hepatico y la carcinogenicidad (Luo & Fang, 2008). Por
lo tanto, en los Gltimos afos, la busqueda de antioxidantes mas seguros y naturales a partir de

recursos bioldgicos para reemplazar los antioxidantes sintéticos ha recibido mucha atencion.

Los probidticos pueden producir varios metabolitos con actividad antioxidante, como el glutation
(GSH), el butirato y el folato (Y. Wang et al., 2017).

Los probioticos son una de las fuentes naturales de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.

Estos provienen de células probioticas intactas, extractos libres de células e intracelulares,
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metabolitos intracelulares y extracelulares o componentes de la pared celular como
exopolisacaridos (EPS) y proteinas (Mounir et al., 2022).

Un radical libre puede definirse como cualquier especie molecular capaz de existir de forma
independiente que contiene un electron desapareado en un orbital atdbmico. La presencia de un
electron desapareado da como resultado ciertas propiedades comunes que comparten la mayoria
de los radicales. Muchos radicales son inestables y altamente reactivos. Pueden donar un electrén
0 aceptar un electrén de otras moléculas, por lo que se comportan como oxidantes o reductores.
(Lobo et al., 2010)

Los radicales libres que contienen oxigeno mas importantes en muchos estados patoldgicos son el
radical hidroxilo, el radical anién superéxido, el perdxido de hidrégeno, el oxigeno singulete, el
hipoclorito, el radical éxido nitrico y el radical peroxinitrito. Estas son especies altamente
reactivas, capaces en el nucleo y en las membranas de las células de dafiar moléculas
bioldgicamente relevantes como el ADN, las proteinas, los carbohidratos y los lipidos. (Young &
Woodside, 2001)

Los radicales libres atacan macromoléculas importantes que conducen al dafio celular y la
alteracion homeostéatica. Los objetivos de los radicales libres incluyen todo tipo de moléculas en
el cuerpo. Entre ellos, los lipidos, los acidos nucleicos y las proteinas son los principales objetivos.
A continuacién, en la Figura 5 se presenta la interaccion entre los radicales libres y los

antioxidantes.
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Figura 5. Interaccion entre radicales libres y antioxidantes.

Fuente: Tomado de Coronado H. et al., (2015b).

2. Antecedentes

2.1. Antecedentes internacionales

Zhou et al. (2020), llevaron a cabo la investigacion de la composicidn, la actividad antioxidante
de las antocianinas de arandano y sus efectos sobre la microbiota intestinal humana. Los resultados
demostraron que las antocianinas de arandano tienen un impacto en la diversidad microbiana.
Podrian aumentar la abundancia relativa de algunas comunidades determinadas, incluida
Bifidobacterium spp. Los hallazgos de los autores sugieren que el consumo de arandanos y
extractos de arandanos podria ejercer una actividad prebidtica que se asocia con beneficios para la
salud.

Jiao et al. (2019), en su articulo titulado “ Blueberry polyphenols extract as a potential prebiotic

with anti-obesity effects on C57BL/6 J mice by modulating the gut microbiota” precisan en su
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investigacion que los arandanos son una fuente de polifenoles y que este compuesto a su vez regula

la microbiota intestinal y se les relaciona también con la mejora en ratones con obesidad inducida.

Yang et al. (2014), indican que las bayas como el arandano, la mora y la frambuesa poseen varias
actividades bioldgicas que incluyen efectos antimicrobianos y nutricionales. En este estudio, se
evaluaron las actividades antimicrobianas de algunas bayas contra patdégenos transmitidos por los
alimentos, incluidos Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium y también se investigo la
leche desnatada y leche entera suplementada con jugo de mora al 10% en diferentes momentos (0,
24, 48 y 72 h). Tambien se investigaron los efectos del jugo de mora sobre el crecimiento de
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus rhamnosus. Como resultados mas
importantes se tiene que L. monocytogenes, S. Typhimuriumy E. coli O157: H7 fueron inhibidos
significativamente por el jugo de mora tanto en leche como en caldo. También reportaron que los
crecimientos de cepas de Lactobacillus fueron estimulados significativamente, por el jugo de mora
tanto en la leche como en el caldo MRS. Estos datos demuestran claramente que el jugo de mora
diluido se puede utilizar como conservante en el procesamiento de alimentos y preventivo en

infecciones transmitidas por alimentos como antimicrobiano natural.

Castagnini (2014), Universidad Politécnica de Valencia, Valencia, en su tesis doctoral titulada:
“Estudio del proceso de obtencion de zumo de arandanos y su utilizacion como ingrediente para
la obtencion de un alimento funcional por impregnacion a vacio”. Determina las condiciones
experimentales para obtener jugo de arandanos de elevada calidad, a la vez, prueba diferentes
tecnologias para la mejora de este jugo. La parte mas relevante es el uso de lactobacillus para
potencializar la funcionalidad del jugo. Donde obtiene resultados muy interesantes, principalmente

en la evaluacion de la viabilidad de las bacterias a diferentes pH.

(Chaccha & Granados, 2014), Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, en su tesis
titulada “Elaboracion de bebida de™ arandano” Vaccinium corymbosum y la determinacion de su
actividad antioxidante”, obtuvieron una bebida de arandano con alta capacidad antioxidante. Para
su elaboracion se utilizé el fruto de la variedad Misty cultivado en Huaura — Lima, se determind
su actividad antioxidante, se cuantificd los polifenoles y antocianinas. Se emplearon los métodos
oficiales de la AOAC para determinar el comportamiento de la bebida a lo largo del tiempo, bajo

condiciones de almacenamiento (temperatura ambiente y de refrigeracion) durante 60 dias, y se
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evalud la actividad antioxidante. Se obtuvieron los siguientes resultados en la bebida: 84,26% de
inhibicion de radicales libres, 1,656 mg EAG/mL y 332,029 mg de cianidina 3-glucésido/L.

Miller et al. (2019), Technical University of Munich, Munich 2019, en su articulo cientifico
titulado: “Bioactive compounds of strawberry and blueberry and their potential health effects
based on human intervention studies: A brief overview” — “Compuestos bioactivos de fresas y
arandanos y sus posibles efectos en la salud basados en estudios de intervencion humana: Una
breve descripcion”, demuestran que las bayas se caracterizan por sus compuestos altamente
nutritivos, que incluyen minerales, vitaminas, acidos grasos y dietéticos fibra, asi como su alto
contenido y amplia diversidad de compuestos bioactivos, como los compuestos fendlicos y acidos
organicos. En el articulo cientifico se demuestra la capacidad de los compuestos esta asociado con
efectos protectores contra enfermedades crénicas, como enfermedades cardiovasculares, cancer,
Alzheimer y otros trastornos. En este documento se revisaron 16 estudios de intervencion humana
que investigan los efectos beneficiosos para la salud de la fresa dietética o consumo de ardndanos

en inflamacion, enfermedad cardiovascular o funcion cognitiva y salud mental.

Murthy et al. (2017) en su articulo titulado: “Fermentative preparation of functional drink from
Punica granatum using lactic acid bacteria and exploring its anti-tumor potential” — “Preparacion
fermentativa de bebida funcional de Punica granatum utilizando bacterias del acido lactico y
explorando su potencial antitumoral”. Demuestran mediante experimentos el potencial bioactivo
en este caso antitumoral de una bebida a base de granada con bacterias acidolacticas, el panorama
que da este reciente articulo es muy importante ya que otorga viabilidad a la temética principal del
presente plan de tesis, que es utilizar bacterias probioticas para mejorar las propiedades

alimenticias de la bebida.
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2.2. Antecedentes Nacionales

Hurtado-Romero et al. (2020) y Neri-Numa et al. (2020), en sus recientes revisiones tituladas
“Innovative technologies for the production of food ingredients with prebiotic potential:
Modifications, applications, and validation methods” y ‘“Natural prebiotic carbohydrates,
carotenoids and flavonoids as ingredients in food systems” mencionan que los arandanos por ser
fuente de antocianinas y polifenoles tienen un alto potencial para ser considerados como 6ptimos
probidticos y que deben ser incorporados en la dieta humana para mejorar la salud intestinal.

Curo Diaz & Montenegro Deza (2018), Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, Lambayeque, en
su tesis titulada: “Evaluacion Fisicoquimica y Sensorial de una Bebida Funcional a Base de
Betarraga (Beta vulgaris) y Arandanos (Vaccinium myrtillus)”. Elaboraron una bebida funcional a
partir de ardndano y betarraga, ambos destacados por sus propiedades antioxidantes. se ensayo la
combinacién con diferentes concentraciones de la materia prima. Demostrandose asi alta
capacidad antioxidante del jugo de arandanos el tratamiento més activo 49.76 + 0.578 uM
trolox/ml fue el que contenia mayor porcentaje de arandano y de antocianinas. El analisis sensorial
se llevé a cabo con 26 panelistas no entrenados, para asi, evaluar el grado de aceptacion de cada
tratamiento. La tesis anterior ofrece valiosa informacién en métodos de elaboracion de jugo de
arandanos y principalmente en su alta capacidad antioxidante.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Comparar el efecto prebidtico de extractos de arandano, glucosa e inulina en el desarrollo de
Lactobacillus rhamnosus en condiciones controladas de laboratorio.

3.2. Objetivos especificos.

e Generar extractos de arandano mediante métodos de extraccion alcohdlica y decoccion.

e Determinar la capacidad antioxidante, concentracion de fenoles totales y antocianinas
monomeéricas en cada extracto obtenido.

e Comparar el efecto prebidtico con los extractos de arandanos con la glucosa como

control negativo e inulina como control positivo.
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4. Hipotesis

Se sabe que los ardndanos poseen compuestos altamente nutritivos, que incluyen minerales,
vitaminas, &cidos grasos y fibra, y amplia diversidad de compuestos bioactivos, como los
compuestos fenolicos y acidos organicos, por otra parte las bacterias probidticas son ampliamente
usadas para enriquecer alimentos y otorgar mas propiedades beneficiosas para la salud, por lo
tanto, es posible generar extractos de ardandanos con dos métodos diferentes y posteriormente
comparar su efecto prebiotico en el desarrollo de L. rhamnosus con un control negativo de glucosa
y control positivo de inulina.
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CAPITULO III: PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1. Ubicacion espacial y temporal

La investigacion se desarrollo en los laboratorios de la Universidad Catdlica de Santa
Maria, especificamente en el laboratorio H-205 y H - 405, algunos experimentos fueron
ejecutados en ambientes destinado a labores cotidianas de manipulacion y preparado de
alimentos. La presente tesis se desarroll6 entre los meses de setiembre y diciembre de 2021.

2. Metodologia

2.1. Materias primas:

e Arandanos (vaccinium myrtillus): Frutos con caracteristicas organolépticas aceptables,

maduros, listos para el consumo, variedad (O"Neil) de la localidad de Yuramayo, Arequipa.

2.2. Insumos

e Inulina grado alimentario — Sigma Aldrich
e Glucosa quimicamente pura

e Agua destilada

2.3. Material biolégico

Se utilizaron cepas puras de Lactobacillus rhamnosus (Lyofast CRL 1505) de la compafiia

biotecnoldgica SACCO. La ficha técnica de producto se encuentra en el Anexo 1.

2.4. Equipos, materiales de laboratorio y reactivos

Equipos

e Balanza analitica (5 decimales), marca OHAUS G-9120

e Campana de extraccién (Marca Nacional)

e Espectrofotometro UV/VIS, marca Thermoscientific modelo Genesys 50
e Refrigeradora de laboratorio marca BOSH (150 L)

e Incubadora de microorganismos marca Eppendorf

e Sonda de ultrasonido Ningbo Sjilan Equipment
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Materiales de laboratorio

e Fiolas (5, 10, 25, 50 100 y 250 ml)
Micropipetas de 0-100 uL y 100-1000 pL

e Papel aluminio

o Papel filtro lento y rapido (Merk Milipore)
e Pipetasde0.5,1,2,5y10 ml

e Probetas de 10y 100 ml

e Tubos de ensayo

e Vasos de precipitado de 10, 50, 100, 250 y 500 ml 28
e Picetas

e Cubetas de cuarzo 1cm

e Baguetas

e Pipetas1,2,5y10ml

e Capilares de vidrio

e Erlenmeyer 100 ml

e Bureta 25 ml

e Cernidor de acero inoxidable

Reactivos

e Etanol 70y 96 %

e Agua destilada o desionizada

e Acido sulfarico concentrado

e Acido clorhidrico 37 %

e Hidrdxido de sodio (perlas) g.p

e Inulina grado analitico Sigma Aldrich ® (Figura 17 del Anexo 4)
e Caldo Man Rogosa and Sharpe

e Agar Man Rogosa and Sharpe

e Acetato de amonio

e Neocuproina

e Cloruro de cobre dihidratado
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e Acido ascorbico

e Acido fosfottingstico
e Acido fosfomolibdico
e Acido galico

e Carbonato de sodio

2.5. Operacionalizacion de variables

Tabla 3. Cuadro de variables generales.

Experimento pariables
P Independientes Dependiente (Indicadores)
Metodologia de
extraccion
1 e Temperatura de agua e Capacidad antioxidante
e Porcentaje de etanol del extracto
e Frecuencia de
ultrasonido
e Extracto 1 o .
e  Extracto 2 ° \folbla_lglzn mmrs;ft_nan:
2 e Extracto 3 B . uad especitica ae
. crecimiento microbiano
e Inulina
e Glucosa

Fuente: Elaboracién propia.

2.6. Métodos de analisis

2.6.1. Generacion de extractos de arandano por decoccion, extraccion alcohdlica y

ultrasonido.

Obtencidn de extractos de arandano por decoccion.

Se peso 50 g de arandanos frescos, posteriormente se realizé una homogenizacién en un mortero,
después se adicionaron 200 mL de agua destilada a dos diferentes temperaturas 60 °C y
temperatura de ebullicion (92,5 °C), luego se filtré utilizando un cernidor de acero inoxidable de
>1 mm de diametro. El filtrado se depositd en una botella esterilizada de vidrio y paso a

refrigeraciona 4 + 0,5 °C.
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Obtencion de extractos alcoholicos de arandano.

Se pesé cuidadosamente 50 g de arandanos frescos, posteriormente se realizé una homogenizacién
en un mortero de piedra, después se adicionaron 200 mL de etanol al 70 % y al 96 % a temperatura
ambiente (20 + 1), luego se filtro utilizando un cernidor de acero inoxidable de >1 mm de didmetro.
Finalmente, se procedio a evaporar el exceso de etanol de ambos extractos controlando la
temperatura para que no supere los 50 °C para evitar dafios a los componentes de interés (Faria et
al., 2005). El extracto se deposito en una botella esterilizada de vidrio y pasoé a refrigeracion a 4 +
0,5°C.

Obtencion de extractos de arandano por ultrasonido

Se procedio a pesar cuidadosamente 50 g de arandanos frescos, posteriormente se realizé una
homogenizacion en un mortero de piedra, después se adicionaron 200 mL agua destilada a
temperatura ambiente, luego se sometid a pulsos ultrasénicos a una potencia de 325y 650 W en
un equipo de sonda de ultrasonido marca Ningbo Sjilan Equipment. Se programo pulsos de 5
segundos con pausas de 15 segundos, por un total de 60 minutos. Se programo el equipo para que
alerte y pause el proceso al momento de superar los 50 °C. El extracto se deposité en una botella
esterilizada de vidrio y paso a refrigeracion a 4 + 0,5 °C. Ver la Figura 18 del Anexo 4.Anexo
3. Estadistica.

CuPRAC.

Tabla 13. Analisis de Varianza — Conc. Ac. Ascdrbico vs. Tipo de extracto.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo de Extracto 6 0.072673 0.012112 1352.96 0.000
Error 14 0.000125 0.000009
Total 20 0.072799

Tabla 14. Agrupacion segun el método de Tukey y una confianza de 95% (AA).

Tipo de

Extracto N Media Agrupacion
E4 3 1.95367 A
E1 3 1.91733 B
E3 3 1.90200 C
E5 3 1.82167 D
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E2 3 1.81467 D
E6 3 1.80200 E
ml 3 1.80067 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
FOLIN CIUCALTEAU

Tabla 15. Analisis de Varianza — Conc. Ac. Galico vs. Tipo de extracto.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo de Extracto 6 0.081367 0.013561 2757.97 0.000
Error 14 0.000069 0.000005
Total 20 0.081436

Tabla 16. Agrupacion segun el método de Tukey y una confianza de 95% (FC).

I;)l?r?agteo N Media Agrupacion
E4 3 0.49598 A
El 3 0.40399 B
E6 3 0.36158 C
E3 3 0.33851 D
E5 3 0.332273 E
E2 3 0.31045 F
ml 3 0.30421 G

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANTOCIANINAS MONOMERICAS

Tabla 17. Analisis de Varianza — Conc. C3G vs. Tipo de extracto.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo de Extracto 6 0.005329 0.000888 22.40 0.000
Error 14 0.000555 0.000040
Total 20 0.005884

Tabla 18. Agrupacion segun el método de Tukey y una confianza de 95% (AM)

I;‘E)roagfo N Media Agrupacion
E4 3 0.26000 A
E6 3 0.245500 A B
E5 3 0.238000 B
El 3 0.23300 B C
E3 3 0.22800 B C
E2 3 0.21600 C D
ml 3 0.209500 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Tipos de extracto Vs. UFC/mL.

Tabla 19. Analisis de Varianza — UFC/mL vs. Tipo de extracto.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo de extracto 8 1.42159E+12 1.77698E+11 48.81 0.000
Error 18 65533333333 3640740741
Total 26 1.48712E+12

Tabla 20. Agrupacion segun el método de Tukey y una confianza de 95% (UFC).

C N Media Agrupacioén
I 3 1170000 A
E4 3 1026667 A B
E6 3 986667 B
E3 3 880000 B C
E1 3 753333 C D
E5 3 633333 D E
G 3 540000 E
E2 3 533333 E
C 3 520000 E
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Anexo 4

2.6.2. Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el método CUPRAC.

Se prepararon reactivos como el acetato de amonio solucién Buffer 1 M a pH 7 (19,2706 g en
250 ml), neocuproina solucion 7.5 x 10 M en etanol (39.04 mg en 25 ml), solucion cloruro de
cobre di hidratado 1.2 x 102 M en Agua (403,35 mg en 250 ml) y acido Ascorbico: Stock 2.0 x
10 M en Etanol (8.8 mg en 250 ml).

Posteriormente se elabord una recta de calibracion, utilizando como componente antioxidante el
acido ascorbico en 6 tubos de ensayo donde un tubo fue el blanco de la curva y los otros 5
contuvieron las diferentes concentraciones de acido ascorbico. El procedimiento se resume en la
Tabla 4. Se prepararon las concentraciones finales de 0.01, 0.02, 0.04, 0.06 y 0.08 mM de acido
ascorbico.

Finalmente, los tubos se agitaron cuidadosamente y se dejaron en reposo por 30 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad, pasado este tiempo se realizé la lectura por espectrofotometria
a 450 nm (Chavez et al., 2011).
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Tabla 4. Procedimiento para obtener la recta de calibracion del acido ascorbico como

componente antioxidante.

Reactivo blanco Est*1 Est2 Est 3 Est 4 Est5

Buffer acetato, mL 1 1 1 1 1 1

Sol.  Neocuproina, 1 1 1 1 1 1
mL

Sol. CuCl2, mL 1 1 1 1 1 1

Sol. Acido - 0.25 0.5 1.0 1.5 2
ascorbico, mL

Etanol, mL 2 1.75 15 1.0 0.5 -

Concentracion, mM - 0.01 0.02 0.04 0.06 0.08
*Estandar.

Fuente: Adaptado de Mixcan (2015).

2.6.3. Determinacion de compuestos fendlicos totales por el método Folin-Ciocalteau

El método de Folin- Ciocalteau, adaptado por Singleton et al. (1999) consiste en que los
compuestos fenolicos (CF), presentes en la muestra se oxidan por accion del reactivo de Folin
(mezcla de acido fosfotungstico y acido fosfomolibdico), el reactivo de Folin en cambio se reduce
por accion de los fenoles, en una mezcla de 6xidos azules de tungsteno y de molibdeno. La
oxidacién de los fenoles, presentes en la muestra, causa la aparicion de una coloracion azul que
presenta un maximo de absorcion a 755 nm, esta se cuantifica por espectrofotometria con base a

una curva patron de acido gélico (Prior et al., 2005).

Preparacion de la curva estandar se siguié la metodologia realizada por Mixcan (2015),
disolviendo 5 mg de acido gélico en 10 ml de etanol, el &cido gélico actué como estandar, el
carbonato de sodio se trabajo al 20 % y el reactivo de Folin se llevo a concentracion de 1 N, se
trabajo con fiolas de 25 ml donde se prepar6 concentraciones de acido galico de 2 a 10 mg/L de
concentracion, donde se usé 1 ml de Folin, 2.1 ml de carbonato y se enrasaron con agua destilada

hasta 5 ml, a continuacion se leyeron los estandares a 725 nm en el espectrofotémetro.

Para obtener cuantitativamente los fenoles totales en cada una de las muestras se siguid la
metodologia realizada por Mixcan (2015), se llevaron las muestras a tubos de ensayo: 200 ul de la
muestra concentrada o diluida segln sea el caso, 300 ul de Folin al 1N y 2500 pl de Carbonato de
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sodio al 20%, las muestras se dejaron reposar por 15 minutos y se leyeron a 725 nm. El contenido

de compuestos fenolicos totales se expreso en mg de acido galico/g de muestra fresca utilizada.

2.6.4. Determinacién de antocianinas

Extraccion de antocianinas.

Las muestras (extractos y arandano) fueron homogenizados en un mortero, luego, 4 g de
homogenizado fueron contactados con 40 mL de disolvente etanol: HCI 0,1 M (85:15 %, v:v) y se
sonico durante 10 minutos. Después se centrifugo y se recogié el sobrenadante y se uso para la

determinacion de antocianinas (Tonutare et al., 2014a).

Determinacion de antocianinas totales por método espectrofotométrico de pH diferencial. Las
antocianinas totales se determinaron de acuerdo con el método espectrofotométrico diferencial de
pH (G. W. Cheng & Breen, 1991). Se diluyeron 3 ml de extracto en 5 ml de dos tampones
diferentes; cloruro de potasio 0,025 M, pH = 1,0; y acetato de sodio 0,4 M, pH = 45,
respectivamente. Después de 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente, la absorcion (A)
se midié a =510y 700 nm. Para el célculo de las antocianinas totales como Cianidina-3-glucosido
(C3QG), el coeficiente de absortividad molar (g) tiene un valor de 26900 M-lcm™ y peso molecular
449 g/mol (Tonutare et al., 2014b). Los resultados se calcularon de manera similar a Giusti &

Wrolstad (2001) utilizando la Ecuacién 1y Ecuacion 2 :

Abs T = (Ab5510 = AbS700)pH 1,0 ~ (Ab5510 - Abs700)pH 4,5 ECU&CIén 1

El contenido de antocianinas totales (AT) se calcul6 utilizando la Ecuacion 2 :

_ (Asp X M X FD x 1000)

Ecuacion 2
(e xb)

AT

Donde FD es el factor de dilucidon, b es el paso optico de la cubeta (1 cm). El contenido de
antocianinas totales se expreso en mg de antocianinas 100 g de peso fresco o 100 mL de extracto

(segln corresponda).
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2.6.5. Estudio cinético y poblacional de bacterias lacticas (L. rhamnosus).

Se montaron sistemas por triplicado para evaluar el efecto probidtico de los extractos sobre el
crecimiento de Lactobacillus rhamnosus. Cada extracto (E1 — E6) obtenido fue agregado al caldo
de cultivo MRS, contemplando una concentracion de 10 mL de extracto/L de caldo MRS,
adicionalmente se incorpord un control que solo contenia caldo MRS, un control positivo al cual
se le agrego el conocido prebidtico inulina (Cardarelli et al., 2008a) y otro con glucosa como
control (Coman et al., 2018). Las condiciones de trabajo de los 9 pequefios biorreactores que se
montaron fueron las que se detallan en la Tabla 5. La temperatura de cultivo fue de 30 °C. El
crecimiento microbiano se determind cada 24 h durante 7 dias.

Tabla 5. Condiciones de trabajo de los sistemas (biorreactores) utilizados.

Propiedades

Sistema
Extracto Glucosa, g Inulina, g Inéculo, pL MRS, mL

El 1 mL del Extracto 1 - - 100 99
E2 1 mL del Extracto 2 - - 100 99
E3 1 mL del Extracto 3 = = 100 99
E4 1 mL del Extracto 4 = - 100 99
E5 1 mL del Extracto 5 - - 100 99
E6 1 mL del Extracto 6 - - 100 99
G - 1 - 100 99
I - - 1 100 99
Control - - - 100 99

Fuente: Elaboracion propia.

Cinética de crecimiento microbiano.
La investigacion de la cinética de crecimiento de cada cultivo se realiz6 usando una fermentacion
de caldo de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) especifico para lactobacillus (Coman et al., 2018),

se determino la velocidad de crecimiento especifica (i) con la Ecuacion 3:

_ (DOsgo 2 — DOsgp 1)
(t; — ty)

Ecuacion 3
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Donde DO; y DO son las densidades Opticas en los tiempos t1 y to,

El tiempo medio de duplicacién (Td) se calculé como indica la Ecuacion 4

Td = — Ecuacion 4

Determinacion de densidad opticay pH.

La densidad dptica (DO) de cada cultivo se determiné utilizando un espectrofotometro UV /
visible a A = 560 nm (Vega et al., 2017), mientras que el pH se determin6 con un potenciémetro
marca HANNA 3510 por triplicado (Coman et al., 2018).

Determinacion de la viabilidad de las bacterias probidticas.

La viabilidad de las bacterias probioticas se determiné mediante el método de placa estandar y
se expresdé como UFC/mL. Para cada muestra, se tomd 100 ul y se diluyo en serie en solucion
salina. Se utilizaron diluciones seriadas de diez veces para el recuento de bacterias mediante la
técnica de vertido en placa en agar MRS, después de la incubacién aerobica a 30 ° C durante 72 h
(Coman et al., 2018).
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES
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1. Determinacion de capacidad antioxidante, fenoles totales y antocianinas del ardndano.

Se hizo la caracterizacién de los arandanos utilizados a través de un extracto acuoso simple como
se detalla mas adelante la codificacion empleada para esta unidad experimental es “m1” y se puede
ver en la Tabla 10, Tabla 11y Tabla 12.

2. Generacion de extractos de ardndano por decoccion, extraccion alcohdlica y ultrasonido.
Se obtuvieron un total de 6 extractos utilizando los métodos listados en el capitulo anterior. La
codificacion de los extractos y resumen de procedimientos ejecutados se detallan a continuacion

en la Tabla 6. La apariencia de los extractos se puede apreciar en la Figura 18 del Anexo 4.

Tabla 6. Codificacion y detalles de los métodos de obtencion de extractos de

arédndanos.
Codigo Tipo de extraccion Condicién
El Seaniiid Agua destilada a 60 °C
E2 Agua destilada a 92,5 °C
= Extraccion etandlica Rl al 70 %
E4 Etanol al 96 %
Potencia de ultrasonido
E5
» . 325 W
Extraccion por ultrasonido . .
E6 Potencia de ultrasonido
650 W
m1l Ninguna Agua destilada a 20 °C

Fuente: Elaboracion propia.

3. Capacidad antioxidante por el método CUPRAC de los extractos

Los valores de absorbancia a 450 nm para la construccion de la recta de calibracidn se obtuvieron

por triplicado y los datos se encuentran plasmados en la Tabla 7.
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Tabla 7. Lecturas de absorbancia a 450 nm de las concentraciones estandar para método

CUPRAC.
Conc. Ac. Ascorbico, mM Lectura 1 Lectura 2 Lectura 3 Promedio
0,01 0,275 0,275 0,275 0,275
0,02 0,419 0,419 0,418 0,419
0,04 0,599 0,599 0,598 0,599
0,06 0,752 0,752 0,752 0,752
0,08 0,984 0,984 0,984 0,984

Fuente: Elaboracion propia.
Utilizando los promedios de las tres replicas mostrados en la Tabla 7 y los valores de

concentracion conocida de acido ascorbico se elaboré la siguiente recta de calibracion.

| 0,984
*
00 v =9,6707x + 0,1995 ’
’ R?=0,993
~ 038 0,753""
= RIS
S 07
= 0,599 ..
5 0.6 e
=
2 .-
= 0,5
S 0419 .
< 04 %
0,275
0,3 s
0,2
0 0,01 002 003 004 005 006 007 008 0,09

Concentracion, mM

Figura 6. Recta de calibracion &cido ascorbico.

Fuente: Elaboracion propia.

Se procedi6 a graficar la absorbancia versus la concentracion, posteriormente se ajusto la linea
de tendencia a un modelo lineal debido a que con este modelo se obtuvo un coeficiente de
correlacion R?: 0,993. La curva de calibracion y su respectiva ecuacion se presentan en la Figura
6. Con la ecuacion de esta recta, mas adelante se determino la concentracion de acido ascorbico

en los extractos.
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Tabla 8. Capacidad antioxidante expresada como mM de &cido ascorbico de los extractos

obtenidos.
. . mg
Promedio Concentracion
Cod. Muestra R*1 R2 R3 AA/100 DE**
Abs mM AA
mL
E1l 1,912 1,922 1,918 1,917 1,78E-01 3,128 9,17E-03
E2 1,813 1,812 1,819 1,815 1,67E-01 2,941 6,89E-03
E3 1,901 1,905 1,900 1,902 1,76E-01 3,101 4,82E-03
E4 1,951 1,952 1,958 1,954 1,81E-01 3,195 6,89E-03
E5 1,821 1,822 1,822 1,822 1,68E-01 2,954 1,05E-03
E6 1,801 1,802 1,803 1,802 1,66E-01 2,918 1,82E-03
ml 1,801 1,801 1,800 1,801 1,66E-01 2,916 1,05E-03

*Repeticion; **Desviacion Estandar.

Fuente: Elaboracion propia.
Para el ensayo se agregaron 0.25 mL de cada extracto, cada uno se realizé6 mezclando 50 g. de
arandanos frescos con 200 mL de agua destilada o etanol (segun corresponda), por lo tanto, en el

volumen tomado para la prueba CUPRAC se tuvo 0,0625 g de arandano haciendo los célculos

correspondientes se obtienen los valores presentados en la Tabla 8.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA
DE SANTA MARIA

.l
w

3,207

w
]

w
]

3,128
3,101

o
5 31
@
=
v 31
U
o
-l
£ 3,0
o
2,954

=] 20 2,941 -
33 I 2,918 2,916
< =
sTs]
®29

2,9

2,8

2,8

E1 £2 E3 E4 ES E6 m1

Figura 7. Capacidad antioxidante (CUPRAC) de los extractos expresada como mM de

acido ascorbico.

Fuente: Elaboracién propia.

Para comprender mejor los resultados se procesé un grafico de barras mismo que se presenta en la
Figura 7. Los valores de acido ascérbico son mas grandes en los extractos E1 y E4, en el caso del
E1 se entiende que al ser una decoccion con agua a 60 °C no se altero la estructura quimica del
AA 'y se permiti6 una mejor extraccion del fruto, por otro lado, el E4 al ser un extracto etanélico
concentrd un poco mas de AA y cumple con la tendencia que indican Paes et al. (2014), que
mencionan que a mayor concentracion de etanol los extractos seran mas ricos con compuestos
antioxidantes. El andlisis de varianza (ANOVA) permitié destacar que las diferencias entre los
tratamientos son significativas, asimismo la prueba de Tukey permitié decir que no existen
diferencias significativas entre E6 y m1; ni entre E5 y E2. Por otro lado, si existen diferencias
estadisticamente significativas entre los demas métodos de extraccion. Ver la Tabla 13 y Tabla 14
del Anexo 3.

3. Determinacion de compuestos fendlicos totales por el método Folin Ciocalteau

Las absorbancias a 725 nm de las concentraciones estandar de 4cido gélico se presentan en la
Tabla 9, se registraron los valores por triplicado, para ejecutar la recta de calibracion se

consideraron los promedios correspondientes.
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Tabla 9. Lecturas de absorbancia a 725 nm de las concentraciones estandar de acido

galico.
Conc.n,:;:/.l_gallco, Lectural Lectura 2 Lectura 3 Promedio DE
2 0,401 0,402 0,405 0,187 0,0021
4 0,302 0,301 0,305 0,410 0,0044
6 0,329 0,334 0,335 0,588 0,0021
8 0,499 0,501 0,503 0,828 0,0031
10 0,325 0,328 0,325 1,047 0,0010

Fuente: Elaboracion propia.

La recta de calibracion con su respectiva ecuacion se presenta en la Figura 8, donde se puede

apreciar una correcta linealidad un valor de R2 0,9982 bastante cercano a 1.

1,070
0,970
0.870
0,770
0,670
0,570
0,470

Absorbancia 725 nm

0,370
0,270
0,170

y = 0,1069x - 0,0292
R? = 0,9982

0,187,

L3
2

0,410 .-+

*

4

1,047
*

0,828.""
.".

0,588

)

6 8 10 12

Concentracion de acido galico, mg/L

Figura 8. Curva de calibracion acido galico.

Fuente: Elaboracion propia.

Los valores de fenoles totales expresados como concentracion de &cido galico por 100 g de

arandanos se presentan en la Tabla 10.
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Tabla 10. Fenoles totales expresado como concentracion de acido galico de los extractos

obtenidos.
Cod. Muestra R1 R2 R3 Promedio mg AG/ DE
Abs 100 mL
El 0,401 0,402 0,405 0,403 0,404 1,95E-03
E2 0,302 0,301 0,305 0,303 0,310 1,95E-03
E3 0,329 0,334 0,335 0,333 0,339 3,01E-03
E4 0,499 0,501 0,503 0,501 0,496 1,87E-03
E5 0,325 0,328 0,325 0,326 0,332 1,62E-03
EG6 0,357 0,360 0,355 0,357 0,362 2,35E-03
ml 0,295 0,299 0,294 0,296 0,304 2,47E-03

*Repeticidn; **Desviacion Estandar.

Fuente: Elaboracion propia.

Para entender mejor los resultados de la Tabla 10 se realizé un grafico de barras donde se pueden
ver las claras diferencias entre las concentraciones de AG obtenidas con cada método de
extraccion. Los extractos que tuvieron mayores concentraciones de fenoles totales expresadas
como contenido de acido galico fueron los extractos E1, E4 y E6 cuyas condiciones de extraccion
fueron decoccién con agua a 60 °C, extraccion etanolica con etanol al 96 % y extraccién por
ultrasonido (650 W) de potencia, respectivamente. Los valores equivalentes a los 0.304 mg
AG/mL de la muestra “m1” (50 g de arandano con agua a 20°C) son equivalentes a 48,674 mg/g
(como mg de écido galico por 100 g de fruto fresco) valor muy cercano a los 52,58 mg/g reportados
por Li & Jeong (2015) y a los 66,5 mg/g reportados por Paes et al. (2014). Por otro lado, en lo que
respecta al extracto E4 el valor obtenido 0,496 mg AG/mL es equivalente a 79,36 mg AG/g fruto
fresco y perfectamente comparable con el valor reportado por Paes et al. (2014) que hizo una

extraccién alcohélica con etanol absoluto.

Finalmente, la extraccion con el método de ultrasonido no fue superior a E1 ni a E4 sin embargo
fue superior al resto de extractos, varios autores reportan buenos resultados con ultrasonido como
He et al. (2016). Adicionalmente gracias al ANOVA se pudo determinar que existen diferencias
significativas debido a los tratamientos utilizados, posteriormente con la prueba de Tukey se pudo
decir que todos los tratamientos son diferentes entre si con un nivel de confianza del 95 %. En la

Tabla 15 se presenta la tabla ANOVA donde se puede apreciar el valor p es menor a 0.05, por otro
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lado, en la Tabla 16 se puede observar que ningun tratamiento tiene la misma letra, lo que indica
que todos son estadisticamente diferentes.
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o
©
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Figura 9. Fenoles totales (Folin — Ciocalteau) expresado como mg/L de &cido galico.
Fuente: Elaboracion propia.

4. Determinacion de antocianinas totales por el método pH diferencial.

De acuerdo con la metodologia ejecutada se tomaron las absorbancias a 510 y 720 nm de las
muestras previamente llevadas a pH 1 y pH 4,5 con los buffers sugeridos por la metodologia, en
la Tabla 11 se presentan las absorbancias obtenidas. Se hicieron lecturas por duplicado, los
promedios se encuentran sombreados en color gris claro.

Tabla 11. Absorbancias a 510 y 720 nm de los extractos llevados a pH 1y pH 4,5.

Cod. pH1 pH 4,5

Muestra Abs Abs  Promedi  Abs Abs  Promedi  Abs Abs  Promedi  Abs Abs  Promedi
510 510 0 Abs 519 720 720 0 Abs 750 510 510 0 Abs 510 720 720 0 Abs 720

El 0,349 0,333 0,341 0,09 0,091 0,0905 0,051 0,045 0,048 0,035 0,026 0,0305

E2 0,319 0,331 0,325 0,084 0,085 0,0845 0,05 0,051 0,0505 0,024 0,028 0,026

E3 0,321 0,322 0,3215 0,065 0,061 0,063 0,059 0,051 0,055 0,021 0,028 0,0245

E4 0,381 0,378 0,3795 0,088 0,087 0,0875 0,06 0,055 0,0575 0,022 0,029 0,0255

E5 0,356 0,354 0,355 0,08 0,079 0,0795 0,061 0,062 0,0615 0,022 0,026 0,024

E6 0,359 0,358 0,3585 0,084 0,086 0,085 0,052 0,051 0,0515 0,023 0,024 0,0235
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ml 0,327 0,326 0,3265 0,087 0,084 0,0855 0,053 0,053 0,053 0,021 0,022 0,0215

Fuente: Elaboracion propia.

Aplicando la Ecuacién 1y Ecuacion 2 se pudo calcular las antocianinas totales (AT) expresadas
como miligramos de Cianidina — 3 — glucosido (C3G) por 100 mL de extracto, los valores estan
plasmados en la Tabla 12, donde ademas se presentan los valores obtenidos por duplicado y la

desviacion estandar de cada experimento realizado.

Tabla 12. Antocianinas totales expresadas como mg de C3G en cada extracto.

AT mg de
Cod. ABSR1 ABSR2 ABS promedio R*1 R2 C3G por DE**
100 mL
El 0,243 0,223 0,233 202,80 186,11 194,46 11,80
E2 0,209 0,223 0,216 174,43 186,11 180,27 8,26
E3 0,218 0,238 0,228 181,94 198,63 190,28 11,80
E4 0,255 0,265 0,260 212,82 221,16 216,99 5,90
E5 0,237 0,239 0,238 197,79 199,46 198,63 1,18
E6 0,246 0,245 0,246 205,30 204,47 204,89 0,59
ml 0,208 0,211 0,210 173,59 176,09 174,84 1,77

*Repeticidn; **Desviacion Estandar.

Fuente: Elaboracion propia.

Finalmente, para comprender de mejor forma los resultados se realiz6 un grafico de barras que se

presenta en la Figura 10.
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Figura 10. Concentracion de antocianinas expresadas como mg de C3G por 100 mL de

extractos.

Fuente: Elaboracién propia.
Las barras de error representan la desviacion estandar realizada con los valores por duplicado que
se obtuvieron en la parte experimental. Se aprecia claramente que el extracto E4 es el que posee
mayores valores de antocianinas (216,99 mg por 100 mL de extracto) este valor es muy cercano
los 234 mg por 100 g reportados por Paes et al. (2014), la diferencia en la metodologia de
extraccion se centra en que los autores utilizaron etanol absoluto y en este estudio se utilizé etanol
al 96 %. Sin embargo, es rescatable la gran similitud entre los resultados, por otro lado, Paes et al.
(2014) también reportaron el contenido de antocianinas en arandano fresco solamente disolviendo
y triturando los frutos en agua destilada a temperatura ambiente y obteniendo un valor de 175 +
17 mg de por 100 mL, valor muy cercano al obtenido por el mismo método de extraccion en este
estudio. EI ANOVA (Tabla 17 del Anexo 3) nos permite decir que existen diferencias
significativas entre los tratamientos, por otro lado la prueba Tukey nos permite decir que los
tratamientos E4 y E6 no tiene diferencias estadisticamente significativas, de igual forma E2 y m1,
E2, E1y E3; y finalmente, E6, E5, E1 Y E3 esto se puede corroborar en la Tabla 18 del Anexo 3.
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5. Estudio cinético y poblacional de Lactobacillus rhamnosus.

La evaluacion del efecto de los extractos de arandanos por diferentes métodos se realizd con la
determinacion de la densidad dptica de cada sistema cada 24 h durante una semana, los resultados

mas relevantes de ello se presentan y discuten a continuacion.

Control
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Figura 11. Curva de crecimiento de L. rhamnosus en caldo MRS.

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 11 se puede observar la curva de crecimiento de Lactobacillus rhamnosus, en caldo
MRS, los valores graficados representan el promedio de tres repeticiones y las barras de error son
las desviaciones estandar de cada sistema. EI comportamiento y tendencia de la curva obtenida se
asemeja a la curva de crecimiento reportada por (Yafiez et al., 2008) la cual se determin6 por
lecturas de absorbanciay el cultivo se hizo con el mismo caldo de cultivo utilizado en este estudio.
La curva de crecimiento reportada por (Kang et al., 2020) también se asemeja mucho a la que se
obtuvo en el presente estudio. El propdsito de haber ejecutado este experimento (control) es para
tener una linea base y poder comparar el efecto positivo de los extractos de arandano en el
crecimiento de L. rhamnosus en condiciones controladas. La DO més alta en el control fue de
2,251 a las 168 h con una velocidad maxima de crecimiento especifico (Umax) de 0,2547 h't y un
tiempo de duplicacién medio (Td) de 2,72 h. El extracto E1 (Agua, 60 °C) se pudo observar un
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crecimiento bastante importante y parametros cinéticos muy prometedores. En la Figura 12 se

presenta la curva de crecimiento de L. rhamnosus en medio MRS con 10 mL/L del extracto E1.
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Figura 12. Curva de crecimiento de L. rhamnosus en caldo MRS con extracto de

arandano obtenido por decoccion (H20, 60°C).

Fuente: Elaboracion propia.

En general el contenido de fenoles totales y antocianinas en un importante potenciador del
crecimiento de microorganismos probioticos como L. rhamnosus (Coman et al., 2018). La DO mas
alta en el sistema E1 (enriquecido con el extracto E1) fue de 2,351 a las 168 h con una pmax de
0,2727 h't y un Td de 2,54 h. En comparacion con los resultados obtenidos en el sistema E2
enriquecido con el extracto E2 (DO: 2,322; HUmax de 0,2547 h'; Td de 2,72 h.) se puede considerar
que la alta temperatura de extraccion tuvo un rol antagénico, debido a que las antocianinas son
bastante sensibles al calor (Patras et al., 2010), asimismo la degradacién de estas podria causar la
disminucion de actividad antioxidante efecto que también se observd en este estudio. Akowuah et
al. (2009) demostraron la disminucién de contenido fendlico total a partir de una temperatura de
extraccion superior a los 60 °C, dato que explica también el crecimiento bastante diferenciado
entre estos dos sistemas (1 y 2). La curva de crecimiento de L. rhamnosus se puede observar en la
Figura 20 del Anexo 5. En sintesis, se puede decir que la alta temperatura de extraccion del extracto

E2 hizo que el contenido de fenoles totales, antocianinas y capacidad antioxidante disminuya y

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-y . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE ' CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

por ende no hubo un efecto positivo en el desarrollo de L. rhamnosus en el sistema E2, por otro
lado, en el sistema E1 hubo un contenido de fenoles, antocianinas y capacidad antioxidante
bastante mayor y por consiguiente hubo un mejor desarrollo de L. rhamnosus. El siguiente sistema
importante fue el que se realiz6 con el extracto E4 (etanol al 96 %) se pudo observar un crecimiento
bastante importante y parametros cinéticos muy prometedores. En la Figura 13 se presenta la curva
de crecimiento de L. rhamnosus en medio MRS con 10 mL/L del extracto E4.
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Figura 13. Curva de crecimiento de L. rhamnosus en caldo MRS con extracto de

arandano obtenido por extraccion alcohdlica (EtOH 96 %).

Fuente: Elaboracion propia.

La DO maés alta en sistema E4 fue de 2,392 a las 168 h con pmax de 0,2745 h™ y un tiempo Td de
2,53 h. En comparacidn con el control se tiene una gran diferencia tanto en DO como en parametros
cinéticos de crecimiento, esto se debe principalmente al contenido de fenoles totales, antocianinas
y capacidad antioxidante del extracto agregado. Coman et al. (2018) sefialan en su estudio que
extractos ricos en fenoles, antocianinas y altamente antioxidantes de frutos rojos como ciruela y
sauco, tienen un efecto significativo en el tiempo medio de duplicacion de cultivos probi6ticos
como L. rhamnosus IMC 501®, L. paracasei IMC 502®, SYNBIO® and L. plantarum IMC 509.
Esto es perfectamente extrapolable al ardndano debido que también contiene los mismos
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componentes y en concentraciones considerables en el extracto E4. En lo que concierne al sistema
E3 podemos decir que la concentracion de etanol al 70 % no es muy favorable para extraer
componentes prebioticos, es por ese motivo que las condiciones fueron menores; en el sistema E3
se logré una DO méxima de 2,376; a las 168 h con una pmax de 0,2562 h y un Td de 2,71 h. La

curva de crecimiento del sistema E3 se puede apreciar en la Figura 21 del Anexo 5.
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Figura 14. Curva de crecimiento de L. rhamnosus en caldo MRS con extracto de
arandano obtenido por extraccion ultrasénica (650 W).

Fuente: Elaboracion propia.

Otro sistema que dio como resultado un crecimiento superior fue el sistema E6 enriquecido con
el extracto E6 realizado con ultrasonido (650 W). En la Figura 14 se presenta la curva de
crecimiento correspondiente. La DO més alta en el sistema E6 fue de 2,362 a las 168 h con una
Umaxde 0,2731 h™t y un Td de 2,54 h. La extraccion por ultrasonido es muy eficiente, asi lo afirman
diversos autores que han logrado optimizar la extraccion de compuesto fendlicos Carrera et al.
(2012), antocianinas He et al. (2016); Jiang et al. (2017). Por ello, cantidades considerables de
estos componentes enriquecieron al medio MRS en el sistema E6 lo que dio como resultado en un
importante aumento en la pmax Y Td. En el caso del sistema E5 se lograron crecimientos un poco
mas bajos que en el sistema E6, la DO mas alta en el sistema E5 fue de 2,354 a las 168 h con una

Hmax de 0,2450 h™t y un Td de 2,83 h, esta pequefia diferencia se puede deber a la menor potencia
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de extraccion ultrasénica utilizada. La curva de crecimiento del L. rhamnosus en el sistema E5 se

puede ver en la Figura 22 del Anexo 5.
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Figura 15. Curva de crecimiento de L. rhamnosus en caldo MRS con 10 g/L de inulina.

Fuente: Elaboracion propia.

Para poder conocer el efecto de un prebiético comprobado, se utiliz6 una concentracion de 10
g/L de inulina grado analitico Sigma Aldrich ®. En la Figura 15 se presenta la curva de crecimiento
de L. rhamnosus del sistema denominado “I” (enriquecido con inulina) segun la Tabla 5. La DO
mas alta en el sistema “I” fue de 2,374 a las 168 h con una pmaxde 0,2923 h™ y un Td de 2,37 h.
de Souza Oliveira et al. (2012) demostraron que la inulina estimul6 tanto el crecimiento de la
biomasa de L. rhamnosus y Streptococcus thermophilus como también en las concentraciones de
productos de fermentacion. Esta referencia indica que efectivamente la inulina tiene un efecto
prebiotico sobre el microorganismo evaluado en este estudio, asimismo, Cardarelli et al. (2008)
demostraron en su estudio que el uso de inulina, junto con la cepa potencialmente probidtica de
Lactobacillus paracasei, es ventajoso, confiriendo un buen desarrollo de biomasa y estabilidad en
productos como chocolates. Por otro lado, Srisuvor et al. (2013) demostraron que la cantidad
inulina tiene un efecto sobre la poblacion de Lactobacillus paracasei en productos como el yogurt.

Para tener un control sobre el efecto de la inulina se hizo un ensayo con medio MRS con 10 g/L
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de glucosa. En este caso solo se agregd un poco mas de fuente de carbono a lo que ya posee en si
en caldo MRS, la composicién del caldo MRS se presenta en el Anexo 2. La DO mas alta en el
sistema “G” fue de 2,303 a las 168 h con una pmax de 0,2527 h* y un Td de 2,74 h estos valores
son ligeramente superiores a los del sistema control que solo tenia caldo MRS. Este ligero
incremento se es muy usual el L. rhamnosus cuando se tienen grandes cantidades de glucosa como
lo reporta Senedese et al. (2015). La curva de crecimiento de L. rhamnosus se presenta en la Figura
22 del Anexo 5. Para tener una idea general de todas las curvas de crecimiento en la Figura 24 del
Anexo 5, se presentan todas las curvas de crecimiento de L. rhamnosus en un solo grafico, en
donde se observa claramente las diferencias entre los extractos con mayores contenidos de fenoles,
antocianinas y capacidad antioxidante y el control de caldo MRS y caldo MRS + glucosa,

asimismo, se observa la superioridad del cultivo con caldo MRS + inulina.

6. Determinacion de la viabilidad de las bacterias probiéticas

Las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) se determinaron sembrando 100
pL de cultivo en medio a las 48 h liquido en placa con agar MRS por el método de superficie, los
resultados de dicha experiencia se presentan en la Figura 16. En el grafico de puede apreciar de
forma clara que el cultivo en placa del caldo MRS con inulina tiene la mayor concentracion de
UFC, lo cual concuerda bastante con la curva de crecimiento reportada anteriormente, por otro
lado, tanto E4 como E6 tienen concentraciones bastante considerables, cabe resaltar que la mayoria
de los resultados son superiores al control. La presencia de compuestos como fenoles, antocianinas
y altas capacidades antioxidantes genera un efecto positivo en el desarrollo microbiano del
probidtico L. rhamnosus (Coman et al., 2018), lo reportado por dichos autores es muy comparable
con lo que se ha obtenido en este estudio, sin embargo ellos probaron extractos de frutos rojos que
antes de ser incorporados el medio de cultivo MRS fueron liofilizados, por ello es que se presentan
ligeras diferencias, sin embargo la tendencia es la misma. El analisis estadistico del efecto de los
extractos sobre las UFC/mL. muestra que, si existen diferencias significativas entre los valores de
UFC/mL. con cada extracto, ver la Tabla 19, la prueba de Tukey permitié decir no existen
diferencias estadisticas entre E5, E2, Control y Glucosa, por otro lado, no existen diferencias
estadisticas entre el E4 y el control positivo con inulina, lo que quiere decir que el método de
extraccion con etanol al 96 % tiene un alto potencial prebiotico, asimismo el E6 tuvo muy buenos

resultados, en la Tabla 20 se pueden apreciar el resto de las diferencias entre tratamientos.
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Figura 16. Unidades formadoras de colonia obtenidas con medio de cultivo enriquecido

con extractos de arandanos.

Fuente: Elaboracién propia.
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CONCLUSIONES

De la parte experimental y discusion de los resultados se generaron las siguientes conclusiones:

Primera

Se lograron obtener extractos de arandanos por decoccion (60 y 92,5 °C), por extraccion etandlica
(70 y 96 %) y por extraccion por ultrasonido (325 y 650 W) de potencia. Adicionalmente se obtuvo

en extracto control solamente con agua a 20 °C.

Segunda

La capacidad antioxidante de los extractos determinada por el método CUPRAC expresada como
concentracion de acido ascorbico (mg/L) fueron de mayor a menor en los extractos, E4, E1, E3,
E5, E2, E6 y m1. El contenido de fenoles totales determinado por el método de Folin — Ciocalteu
expresado como mg de &cido galico por 100 mL de extracto fue de mayor a menor en los extractos
E4, E1, E6, E3, E5, E2 y ml. El contenido de antocianinas determinado por el método pH
diferencial y fue expresado como mg de C3G por 100 mL de extracto fue de mayor a menor en los
extractos E4, E6, E5, E1, E3, E2 y m1.

Tercera

Los extractos obtenidos por diferentes métodos tuvieron un efecto significativo en el desarrollo de
la biomasa de L. rhamnosus, baja condiciones controladas, lo cual permite decir que hubo un efecto
prebidtico, asimismo se puede decir que existe una relacion directa entre la concentracion de
fenoles, antocianinas y capacidad antioxidante con las velocidades de crecimiento especificas y
los tiempos de duplicacion del probiotico, el E4 tuvo concentraciones muy altas fenoles y
capacidad antioxidante lo que le otorga un alto potencial prebiotico, por otro lado, el extracto E6
tuvo solo un alto contenido de antocianinas, manteniendo un buen desarrollo a pesar de no tener

altas concentraciones de fenoles ni capacidad antioxidante.
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RECOMENDACIONES

De la parte experimental, procesamiento y discusion de resultados se generaron las siguientes

conclusiones.

1. Se recomienda estudiar a profundidad la extraccion por ultrasonido, debido a que durante
el desarrollo de esta tesis se identificaron muchas variables que podrian ser manipuladas y

que desde luego arrojarian resultados 6ptimos y prometedores.

2. Para tener un resultado mas concluyente sobre la capacidad antioxidante de los extractos
se recomienda hacer mas estudios empleando mas de un método como por ejemplo DPPH

0 ABTS o DMPD.

3. Laevaluacion del efecto probidético de los extractos fue evaluada in vitro mediante sistemas
de cultivo microbiano en caldo MRS, se recomienda para investigaciones futuras poder

evaluar el efecto prebidtico en algin organismo modelo como ratones.
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Anexo 1. Ficha técnica del producto Lyofast CRL 1505 (Lactobacillus rhamnosus).

'
v, SACCO

Lyofast CRL 1505

Technical Data Sheet

General information

Desaiption Lyofast CRL 1505 consists of a single strain of Loctobadilus rhamnosus.
Lyofast CRL 1505 may be applied in dairy products such as fermented milk products, yoghurt, and
drink yoghurt

Application sprinkle the culture powder directly into process milk under aseptic conditions ensuring that the
culture is well dispersed by gentle stirring. The following may be used as inoculation guidelines:
Prioduct Dosef100 1 Product Dosef 100 |
Fermented milk 0.5-20 Drink yoghurt 05-2.0

Technical information 1 dose is 10" CFU and inoculated in 100 liters of milk 1 dose gives approx. 10° CFU/mi.
Data are obtained under standardised laboratory conditions, and consequently, should be
considered as guidelines:
Trait Result
Optimal temperature for growth 25-45°C

Microbiological specifications

BAssay Result Method [Reference)
Bacillus cereus = 100 CFUYE M0 (150 7932)
Coagulase positive staphylocood® = 10 CFUJg M11 (150 6EBE-1-2)
Enterobacteriaceas <10 CFU/E MIOZ [I50 21528-1-2-3)
herichia coli <1cFUfE :::i'{lm 11866-1-2/IDF

Listerig monocytogeneas* Mot detected in 25 g M13 (IS0 11290-1-2]
yeast and mould <10 CFU/E W03 [I50 6611,/IDF 94)
Salmonella spp.* Mot detected in 25 2 M2 (150 6785/IDF 93)
* Anafysed on requior hasis. ytical an Lo reguast.

Safety information

Heawy metal analysis Heavy metal* Amount [ppm)
Lead [Ph) <1
Mercury (HE) <0.03
Cadmium |cd) <01
“Anaiyzed on @ rguiar basis.

Safety sheet This product is not hazardous; therefore provision of a Safety Data Sheet [5D5) is not mandatory

|REACH Art. 31). A Safety information Data sheet has been made as a voluntary presentation of
certain information that may assist the user in the handling. The safety information is available
UPON request.

EMO status Sacco organisms are not genetically modified (GM0), in accordance to the European Directive
2001/18/EC. This product does not require labelling with regard to the wse of GMO, in
accordance to Regulation (EC) Mo. 1829/2003, and Regulation (EC) Mo. 1830/2003.

Issue msmber: 12022049

- WIWW_SBOCOSY ST MLCDm Pams
Revision Mr. 1 date 1303720139 Laorz
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(/) SACCO
v/
Allergens The raw materials used are free of the following components and their products thereof: cersals

comtaining gluten, crustaceans, egps, fish, peanuts, soybeans, nuts, celery, mustard, sesame
seads, sulphur dicxide and sulphite, lupin and molluscs.

This product contains MILK.

The list of allergens is in compliance with Regulation (EC) 1169/2011.

BSE/TSE status This product is considered safe with respect to bovine spongiform encephalopathy (BSE) or
transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) transmissions in accordance to Regulation
EMA 410/01 rev. 3.

Other information

Colorants This product does not contain added colorants, in accordance to Regulation (EC) 1333/2008.

Packaging The freeze-dried culture is packaged inside waterproof and airproof poudhes, consisting of three

information layers (in order, going inwards): polyester, alumimium, and polyethylene.
The packaging material used is food grade.

Storage and Cultures should be preferably stored, at -18 *C (0.4 °F), or below.

shelf.life Under these conditions and in the original sealed package, the shelfife of the product is 18
maomnths.

Certificate of Lot's certificate of analysis is available upon request.

analysis

Certifications

General Sacco 5ol is 150 22000: 2005 and F55C 22000 certified since 2014. Certificates are available in the

Kosher Sacco cultures are generally Kosher approved. Please consult Certificates that are available in the

Halal Sacco cultures are generally Halal approved. Please consult Certificates that are available in the
web site www_saccosystem.oom.

Service and Please contact your distributor for guidance and instructions for your choice of culture and

technical support processing. Information about additional package sizes and sales units is also available upon
requast.

Liability The information provided is to the best of our knowledge true, and given in good faith. Mo

Euarantee against patent infringement is implied or inferred. This may not be the most updated
version of the TDS. For the latest version of this document please wisit our website or contact
your distributor.

Issue musmiber: 12002 /2045

.o W SBCCOSE S MUoDm Paze
Rewision Mr. 1 date 13/0372019 2ar2
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Anexo 2. Ficha técnica y composicion del caldo MRS.

69964 MRS Agar (Lactobacillus Agar acc. to De Man, Rogosa

and Sharpe)

For the enrichment, cultivation and isolation of all species of Lactobacillus from all types of material

according to DeMan, Rogosa and Sharpe.

Composition:

Ingredients Grams/Litre
Universal peptone 10.0
Meat extract 5.0
Yeast extract 3.0
D{+)-Glucose 20.0
Dipotassium hydrogen phosphate 2.0
Diammonium hydrogen dtrate 2.0
Sodium acetate 5.0
Magnesium sulfate 0.1
Manganous sulfate 0.05
Agar 12.0

Final pH 6.5 +/- 0.2 at 25°C

Store prepared media below 8°C, protected from direct light. Store dehydrated powder, in a dry place,
in tightly-sealed containers at 2-25%C.

Directions :

Dissolwe 61.15 g in distilled water, add 1 ml Tween 80 (Cat. No. PE074) and bring volume to 1000 ml.
Baoil to dissolve the medium completely. Autoclave at 1212C for 15 minutes.

Incubate the culture up to 3 days at 35°C or up to 5 days at 30°C. If possible, incubate the plates in a
CO;z-enriched atmosphere in an anaerobic jar. Do not allow the surface of the plates to dry as this will
cause acetate concentration increasing at the surface, which inhibits the growth of lactobadilli.

Principle and Interpretation:
The MRS media formulation was developed by de Man, Rogosa and Sharpe to replace the tomato juice
medium and the meat extract tomato juice medium. It is a medium supporting good growth of
lactobadilli in general, even those strains which have shown poor growth in existing media, like strains
of L. breviz and L. fermenti. The MRS culture media contain polysorbate (Tween 20), acetate,
magneasium and manganese which are known to act as special growth factors for lactobadiili as well as
a rich nutrient base. As these media show a very low degree of selectivity, Pediococcus and

species as well as other secondary bacteria may grow on them. Most of the accompanying
microflora can be inhibited by thallium acetate (Cat. No. TB266), sorbic acid (Cat. Mo, S1628), acetic
acid (Cat. No. 22209}, sedium nitrite (Cat. MNo. $2252), cycoheximide (Cat. No. 01810) and
polymyxin{Cat. No. P4932). These substances can be used at varying concentrations and combinations,
but inevitably a compromise has to be reached between selectivity and productivity of the organism
sought.

Cultural characteristics:

Lacmh;cﬂkrs[:nduphﬂu 4356

= ++
Lactobacillus fermantum EB.BS ++
Bifidobacterium bifidum (11863) ++ [anaerobic)
Escherichia coli (23922) -+
Pseudomonas aeruginosa (27853) none to poor
FO64 Page 1072
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CuPRAC.

Tabla 13. Analisis de Varianza — Conc. Ac. Ascérbico vs. Tipo de extracto.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo de Extracto 6 0.072673 0.012112 1352.96 0.000
Error 14 0.000125 0.000009
Total 20 0.072799

Tabla 14. Agrupacion segun el método de Tukey y una confianza de 95% (AA).

I;I—):Er%gt% N Media Agrupacion
E4 3 1.95367 A
El 3 1.91733 B
E3 3 1.90200 o
E5 3 1.82167 D
E2 3 1.81467 D
E6 3 1.80200 E
m1 3 1.80067 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

FOLIN CIUCALTEAU

Tabla 15. Analisis de Varianza — Conc. Ac. Galico vs. Tipo de extracto.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo de Extracto 6 0.081367 0.013561 2757.97 0.000
Error 14 0.000069 0.000005
Total 20 0.081436

Tabla 16. Agrupacion segun el método de Tukey y una confianza de 95% (FC).

g)l?r?agte o N Media Agrupacion
E4 3 0.49598 A
E1l 3 0.40399 B
E6 3 0.36158 C
E3 3 0.33851 D
E5 3 0.332273 E
E2 3 0.31045 F
m1l 3 0.30421 G

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANTOCIANINAS MONOMERICAS

Tabla 17. Anélisis de Varianza — Conc. C3G vs. Tipo de extracto.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo de Extracto 6 0.005329 0.000888 22.40 0.000
Error 14 0.000555 0.000040
Total 20 0.005884

Tabla 18. Agrupacion segun el método de Tukey y una confianza de 95% (AM)

Tipo de * .
Extracto N Media Agrupacion
E4 3 0.26000 A
E6 3 0.245500 A B
E5 3 0.238000 B
El 3 0.23300 B C
E3 3 0.22800 B C
E2 3 0.21600 C D
ml 3 0.209500 D
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Tipos de extracto Vs. UFC/mL.
Tabla 19. Analisis de Varianza — UFC/mL vs. Tipo de extracto.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tipo de extracto 8 1.42159E+12 1.77698E+11 48.81 0.000
Error 18 65533333333 3640740741
Total 26 1.48712E+12

Tabla 20. Agrupacion segun el método de Tukey y una confianza de 95% (UFC).

C N Media Agrupacion

I 3 1170000 A

E4 3 1026667 A B

E6 3 986667 B

E3 3 880000 B C

E1 3 753333 C D

E5 3 633333 D E
G 3 540000 E
E2 3 533333 E
C 3 520000 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 4. Galeria fotografica.
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Figura 17. Frasco de Inulina grado analitico marca Sigma Aldrich ®.

Figura 18. Extractos E1 — E6 (derecha a izquierda) en botellas de vidrio. Frascos con
caldo MRS con 10 mL/L de cada extracto
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Figura 19. Fotografia de la configuracion del equipo de ultrasonido utilizado (1 hora de

proceso, 5 segundos de funcionamiento con 10 de descanso y alarma al superar los 50 °C.
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Anexo 5. Curvas de crecimiento de L. rhamnosus en contacto con 6 extractos, glucosa,

inulina y control.
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Figura 20. Curva de crecimiento de L. rhamnosus en caldo MRS con extracto de

arandano obtenido por decoccion (H20, 92,5 °C).
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Figura 21. Curva de crecimiento de L. rhamnosus en caldo MRS con extracto de

arandano obtenido por decoccion (EtOH, 60 %).
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Figura 22. Curva de crecimiento de L. rhamnosus en caldo MRS enriquecido con
extraccion ultrasonica (350 W).
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Figura 23. Curva de crecimiento de L. rhamnosus en caldo MRS con 10 g/L de glucosa.
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Figura 24. Curvas de crecimiento con medio MRS con todos los extractos (E1 — E6), glucosa, inulina y control.
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