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Resumen

Estudio del potencial prebiético del epicarpio de mangostino (Garcinia mangostana)

En la actualidad se investigan métodos alternativos como medios de cultivo para el
crecimiento de probi6ticos, econémicamente viables, que provengan de subproductos con
caracteristicas prebidticas. Especificamente, el mangostino: fruta exética colombiana,
contiene una voluminosa epidermis que alcanza hasta el 70% del peso total del fruto;
cuando se descarta, genera enormes cantidades de residuos que afectan el medio
ambiente, sin que a la fecha, se hayan desplegado estrategias biotecnolégicas para su
valorizacién. Sin embargo, diversas investigaciones evidencian el potencial del
mangostino en la modulacién de la microbiota intestinal, razén por la cual, este estudio
evalub una estrategia de aprovechamiento de la céscara, como sustrato para el
crecimiento de tres cepas comerciales de bacterias acido lacticas (BAL) con propiedades
probidticas: Lactiplantibacillus plantarum Lp-115400 B; Lacticaseibacillus paracasei LPC-
37400 B; Bifidobacterium animalis ssp lactis. Los resultados revelaron crecimiento de L.
plantarum e inhibicion de Escherichia coli ATCC 8739 en el medio de cultivo elaborado
con cascara y, crecimiento de B. lactis en el medio preparado con hemicelulosa. Estos
efectos se atribuyen a los carbohidratos y compuestos fendlicos presentes en la cascara,
que estimularon el crecimiento de las BAL probidticas, pero no el de E. coli
Adicionalmente, la actividad prebidtica fue positiva para todos los medios de cultivo, siendo
mayor en el medio elaborado con cascara inoculado con L. plantarum (80.06 + 0.78); y
acorde al modelo de optimizacién, la concentracion de cascara que favorecié el
crecimiento de L. plantarum, fue de 6.41 g/L. Estos hallazgos confirman el potencial

prebidtico del epicarpio de mangostino.

Palabras clave: Hemicelulosa, Probidticos, Residuos agroindustriales, Superficie de

respuesta



Abstract

Prebiotic potential study of mangosteen (Garcinia mangostana) epicarp

Currently, alternative methods are being investigated as economically viable culture media
for probiotics growth, which come from by-products with prebiotic characteristics.
Specifically, the mangosteen: an exotic Colombian fruit, has a bulky epicarp that reaches
up to 70% of the total fruit weight; when it is discarded, generates a large amounts of waste
that impact the environment, but to date, biotechnological strategies have not been
developed for its valorization. However, some research indicates the mangosteen potential
in the gut microbiota modulation. Therefore this study evaluated a strategy of using the
peel as a substrate for the growth of three commercial strains of lactic acid bacteria (BAL)
with probiotic properties: Lactiplantibacillus plantarum Lp-115400 B; Lacticaseibacillus
paracasei LPC-37400 B; Bifidobacterium animalis ssp lactis. The results showed L.
plantarum growth and inhibition of Escherichia coli ATCC 8739 in the culture medium with
peel, and B. lactis growth in the medium prepared with hemicellulose. This effect was
attributed to the peel phenolic and carbohydrates compounds, which stimulate the
probiotics BAL growth, but not E. coli. In addition, the prebiotic activity was positive for all
culture media, being higher the one made with peel inoculated with L. plantarum (80.06 +
0.78); and according to the optimization model, the peel concentration that favored L.
plantarum growth was 6.41 g/L. These findings confirm the prebiotic potential of the

mangosteen epicarp.

Keywords: Food waste, Hemicellulose, Probiotics, Surface response.
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Introduccidén

Los vegetales son reconocidos como una fuente de micronutrientes y fibra dietética
esencial que aporta una amplia gama de fitoquimicos, porque sus componentes bioactivos
actuan como antioxidantes (Scarano et al., 2022), que, de manera individual, o en conjunto,
proporcionan importantes beneficios para la salud en su consumo a largo plazo. Del mismo
modo, promueven el equilibrio intestinal y modulan la microbiota; situacion que se relaciona
directamente con un menor riesgo de desarrollar desordenes metabdlicos, inmunolégicos
y neuroldgicos, lo cual se traduce en un correcto funcionamiento del organismo (Borgonovi
et al., 2022). Sin embargo, la proporcion de frutas y hortalizas que se desechan en cada
etapa de la cadena industrial agroalimentaria, supera el 40% en la mayoria de los paises,
alcanzando casi el 50% en paises semi-industrializados, y mas del 50% en paises de

menor industrializacion (Scarano et al., 2022).

Es por ello que diversos enfoques sugieren la transformacion de los desechos organicos
en productos bioldégicos con menor impacto sobre el medio ambiente y la salud humana
(Scarano et al., 2022), debido a que en los subproductos o fracciones no comestibles
provenientes de la transformacion de estos vegetales, abundan oligosacaridos no
digeribles o sustratos prebibticos que se derivan de diversos carbohidratos como la
celulosa, hemicelulosa, pectina, entre otros; con potencial aplicacion en el sector
agroindustrial si son utilizados selectivamente por poblaciones microbianas intestinales
(Sabater et al., 2021).



Numerosos trabajos de investigacion han propuesto productos biotecnolégicamente
significativos a partir del metabolismo microbiano de biorresiduos: ElI PHA o
polihidroxiacidos, son una familia de biopolimeros naturales, que son sintetizados por
bacterias como Bacillus sp. y Pseudomonas ssp.; poseen propiedades biodegradables,
biocompatibles y no téxicas, con aplicaciones en agricultura, implantacion médica, entre
otras (Kee et al., 2021). En un estudio de fermentacion anaerébica donde se emplearon
tratamientos con acidos organicos para la obtencion de xilooligosacéaridos, una clase de
sustrato no digerible, los resultados evidenciaron proliferacion de Bifidobacterium
adolescentis y Lactobacillus acidophilus, comprobandose su actividad prebiotica (Yan et
al., 2022). También, en la fermentacion bacteriana en sustratos con propiedades
prebibticas; como, por ejemplo, la cascara de pifia, para el crecimiento de

Lacticaseibacillus rhamnosus (Jované Garuz, 2019).

Otro estudio determiné que los glucanos provenientes de la hemicelulosa estimularon el
crecimiento de B. adolescentis, y en menor medida a Escherichia coli enteroinvasiva, en
roedores (Deloule et al., 2020). Lo cual evidencia la importancia de los probioticos en la
inhibicion de bacterias patdgenas a través de mecanismos como antagonismo;
interferencia en la colonizacion; produccion de compuestos antimicrobianos; o
coagregacion con los patdégenos. Ese efecto antagdnico frente a otras bacterias ha logrado
despertar el interés industrial de transformar los residuos de plantas agroindustriales
(Jované Garuz, 2019).

En Colombia, se desperdician aproximadamente 9.7 millones de toneladas de residuos de
las cosechas agricolas, y es por ello que a nivel nacional se han realizado investigaciones
para aprovechar, por ejemplo, residuos de los cultivos de mora, aguacate, citricos y cafia,
para obtener: holocelulosa como materia prima para la produccién de azucares; lignina
para fabricar combustibles; polimeros y materiales compuestos, asi como antocianinas que
pueden emplearse como colorantes en diferentes industrias. Especificamente en el
mangostino, la pulpa y semilla representan el 30% del peso total del fruto, y su gruesa
epidermis y pedunculo, pueden alcanzar hasta el 70% del mismo, siendo estas Ultimas

desechadas, generando enormes cantidades de residuos (Orozco Moreno, 2019).



Adicionalmente, en el pais, los porcentajes de industrializacion de esta fruta son bajos,
porque solo ha sido utilizada en la elaboracion de mermeladas, jaleas y pulpas para la
venta de bebidas, en regiones como Mariquita en el Tolima; o preparacion de vino de
manera artesanal, para consumo personal o familiar. Sin embargo, ninguno de estos
productos es distribuido bajo una marca especifica, ni se encuentran registrados ante el
Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (Invima). Asi mismo, no se
ha comercializado ningun subproducto generado a partir de su cascara, porque la mayoria
de los residuos se quedan en las fincas, y algunos se utilizan para elaborar abonos (Orozco
Moreno, 2019).

No obstante, numerosos trabajos de investigacion evidencian el potencial antioxidante del
mangostino; su actividad fungicida; bactericida; antiinflamatoria; antihistaminica y
citotdéxica en distintos tipos de cancer (Orozco Moreno, 2019). Se ha estudiado y
demostrado que sus compuestos fendlicos, ademas de estimular el crecimiento de
bacterias probitticas, presentan actividad antibacteriana. Con extracto de cascara de
mangostino se indujo el crecimiento de L. acidophilus; asociado a la accién de los
componentes activos presentes en su epicarpio: acido hidroxibenzoico, acido

hidroxicindmico, acido cafeico, xantonas, entre otros (Nanasombat et al., 2018).

Por lo tanto, es imprescindible incorporar nuevas tecnologias de transformacién y
aprovechamiento integral de cada uno de los componentes de las frutas, que como el
mangostino, son una alternativa muy prometedora de diversificacién de las exportaciones
nacionales, debido al interés internacional por consumir productos exéticos de origen
natural y organico (Orozco Moreno, 2019); lo que permitiria a nivel local, un fortalecimiento

econdmico, social y ambiental de la cadena productiva agroindustrial.

Del mismo modo, si Colombia contara con productos agricolas muy demandados por
consumidores en paises desarrollados, la produccién de este sector aumentaria
considerablemente y, por ende, la cantidad de residuos generados. Por ello, es
fundamental disefiar alternativas sostenibles, donde el subproducto de un sistema pueda

transformarse en la materia prima de otro (Machado Pinzén, 2018).



Razén por la cual, y como la mayor pérdida de biomasa en el mangostino es por su
epidermis; ésta se considera una fuente promisoria como sustrato con potencial prebiético,

Gtil para aplicaciones alimentarias o farmacéuticas.

Con base en lo anterior, el objetivo de este proyecto fue explorar una estrategia de
aprovechamiento de la cascara del mangostino, mediante el estudio de su capacidad
prebidtica, en el crecimiento de tres cepas comerciales de bacterias acido lacticas (BAL)

con propiedades probidticas.



Hipotesis

La cascara del mangostino es potencialmente prebidtica en el crecimiento de bacterias

acido lacticas con propiedades probioticas.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar in vitro el efecto prebidtico del epicarpio de mangostino (Garcinia mangostana), en
el crecimiento de tres cepas comerciales de bacterias acido lacticas con propiedades

probidticas.

Objetivos especificos

= Verificar el crecimiento de tres cepas comerciales de bacterias acido lacticas
probidticas y una cepa comercial de Escherichia coli, sobre medios de cultivo
elaborados con cascara de mangostino y hemicelulosa extraida de la cascara.

= Determinar la actividad prebiética de la cascara de mangostino y la hemicelulosa
extraida de la céscara; en el crecimiento de tres cepas comerciales de bacterias
acido lacticas probidticas.

= Optimizar el crecimiento de la cepa probidtica de mayor proliferacion sobre el medio
de cultivo elaborado con cascara de mangostino; considerando las variables:

tiempo, temperatura y concentracion de cascara.



1. Marco tedrico

1.1. Generalidades

1.1.1. Descripcion del mangostino

Arbol tropical originario del sureste asiatico, particularmente de Indonesia y Malasia, se
extendid al trépico y desde Trinidad y las Antillas lleg6 a Colombia, especificamente a
Mariquita (Tolima) y a Palmira (Valle), a través de los trabajadores ingleses del ferrocarril
de La Dorada (Orduz R. & Rangel M., 2002); y posteriormente se expandié a los demas

departamentos.

El mangostino se propaga por semillas que pueden conservarse 3 0 4 semanas dentro de
la fruta, pero una vez extraidas deben sembrarse en el tiempo mas corto posible. Las
semillas son de alto valor proteico y bajo contenido de grasas, germinan entre 10 y 15 dias,
y producen 2 o 3 plantulas que deben ser trasplantadas en 1 o 2 afios. Cada arbol genera
entre 500 y 1500 frutos por cosecha (Lopera Hurtado & Pérez Franco, 2020). En Mariquita,
la recoleccién del fruto se realiza manualmente uno a uno, con el maximo cuidado y sin
apilarlos, se disponen en el mercado local el mismo dia de la cosecha para comercializarlos
en estado 6ptimo y transporte idéneo. Los frutos se deben almacenar preferiblemente a
13°C en una humedad relativa entre 85 y 90%, para evitar ablandamiento, pudricion, y
pardeamiento (Parra Coronado, 2007).



La pulpa es blanca, jugosa, suave y de agradable sabor; se constituye principalmente por
agua y carbohidratos, con bajo contenido de proteinas, grasas y cenizas (Orozco Moreno,
2019). La corteza es firme y consistente, con alto contenido de cenizas y pectina, debido
al elevado porcentaje de fibra (Machado Pinzén, 2018; Orozco Moreno, 2019). En la
semilla, su aporte proteico es mayor en comparacion a los otros dos componentes, sin
embargo, debido a su bajo contenido de grasas, no es viable proyectarla para extraccion

de aceites (Orozco Moreno, 2019).

En la tabla 1-1, se puede apreciar la composicion proximal de cada uno de los

componentes de este fruto.

Tabla 1-1: Porcentaje de composicién proximal de cada uno de los componentes del

mangostino. (Orozco Moreno, 2019).

Base ) ] Fibra Fibra Fibra Fibra
Humedad | Grasas |Carbohidratos | Proteinas | Cenizas

hiameda dietaria | soluble |insoluble |cruda

Céascara 61.89 0.26 5.82 1.18 0.90 29.95 2.64 27.49 11.43

Pulpa 80.65 0.07 18.67 0.49 0.13 0.00 e e e

Semilla 79.58 0.30 12.74 1.07 0.30 6.00 e e e

1.1.2. Mercado nacional y alcance del mangostino

La produccion nacional de mangostino se destina en un 50% a exportacion, y el porcentaje
restante, se comercializa en el mercado interno (Orozco Moreno, 2019). Hasta la fecha,
las siguientes empresas son las encargadas de dirigir los procesos de exportacion de
mangostino: Juan Matas S.A.S; Meraki Fruits S.A.S; y Frutexco, ubicadas en la ciudad de
Bogota; Novacampo S.A.S, en la ciudad de Tunja, Boyacd; Mangostinera Villa Garcinia, y

Natturale y Cia S.C.A, en el municipio de Mariquita, Tolima.




El fruto se comercializa en fresco y es de gran interés en empresas del sector cosmético y
farmacéutico. Su pulpa y pericarpio son empleados en la elaboracion de suplementos
alimentarios, bebidas, cosméticos, y en general, toda clase de productos naturales. Por
ejemplo, la marca XANGO® es reconocida a nivel mundial por el desarrollo de productos
a base de mangostino, y fue la primera compafiia en elaborar una bebida de esta fruta.
También es el caso de la marca Glimpse®, que actualmente desarrolla productos de
belleza y cuidado personal (Lopera Hurtado & Pérez Franco, 2020).

Orozco Moreno (2019) afirma que, desde la experiencia y conocimiento de los cultivos en
el Tolima, seria posible producir mas de 1000 toneladas de mangostino anualmente, en
cerca de 300 hectareas, debido a que no mas una sola empresa cuenta con
aproximadamente 3 fincas de 50 hectareas de mangostino, con 7000 mangostanes que
alcanzan producciones cercanas a las 300 toneladas anuales. Cifras que coinciden con lo
reportado por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia para el afio 2022,

donde se produjeron 1796.3 toneladas de mangostino en un area de 237.6 hectareas.

1.2. Agentes bioterapéuticos
1.2.1. Probidticos

Los probiéticos, definidos por la FAO y OMS como microorganismos vivos, que al ser
administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del huésped
(Marifno Garcia et al.,, 2016); son altamente valorados en la industria alimentaria,
farmacéutica y agropecuaria, por sus propiedades bioldgicas activas, nutricionales y de
capacidad terapéutica; desempefian un papel fundamental en la funcién digestiva,
inmunitaria y respiratoria del huésped, por lo que pueden incluirse en la preparacion de

alimentos, medicamentos y suplementos dietéticos (Alvarez Obregoén, 2015).



Por lo tanto, la ingesta de probiéticos puede modificar o corregir disfunciones de la
microbiota intestinal; retardar o inhibir la aparicion de ciertos tipos de céncer; prevenir
enfermedades asociadas a respuestas alérgicas y del sistema cardiovascular, y trastornos
del aparato urogenital, que a su vez se traduce no solo en la prevencion y reduccion de
enfermedades de alto riesgo, sino en una mejor condicion fisica y benéfica de las funciones
fisiolégicas del cuerpo (Marifio Garcia et al., 2016; FAO y OMS, 2006).

Para catalogar un microorganismo como probidtico, éste debe sobrevivir en el tracto
gastrointestinal y resistir la acidez géastrica; adherirse a las células epiteliales y estimular el
epitelio intestinal; incrementar la capacidad digestiva; colonizar y reproducirse en el
huésped; producir metabolitos que inhiban a las bacterias patbgenas o patobiontes; y
modular la actividad inmunol6gica, demostrando su eficacia y beneficios, al ser sometido
a pruebas in vitro e in vivo (Leone & Ferrante, 2023). Existen una variedad de géneros
bacterianos que cumplen con estas propiedades, sobresaliendo: Bacillus, Lactobacillus,
Enterococcus, Bifidobacterium y Streptococcus (Leone & Ferrante, 2023). Particularmente,
algunas especies de Lactobacillus se han empleado para la conservacion de alimentos a

través de la fermentacién en matrices ricas en carbohidratos (Alvarez Obregoén, 2015).

Los probidticos se comercializan como suplemento nutricional porque ayudan a aumentar
la masa corporal en animales de engorde, y la produccion de leche. Ademas, actian como
antibioticos en la prevenciébn de infecciones bacterianas; son catalizadores del
procesamiento de desechos y la generacion de abonos organicos que mejoran las
condiciones fisicas, quimicas y biol6gicas del suelo, funcionalidad que tiene como objetivo

mitigar la contaminacion ambiental y los costos de produccién (Alvarez Obregoén, 2015).

1.2.2. Prebioticos

Los prebidticos son sustratos no digeribles que estimulan selectivamente el crecimiento
y/o la actividad de un nimero limitado de especies microbianas establecidas en el intestino,
fomentando su desarrollo favorable, y equilibrando los efectos saludables en el huésped,

al modular la microbiota intestinal (Marifio Garcia et al., 2016).
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Estos efectos se atribuyen a la estimulacién de grupos comensales beneficiosos de
Bifidobacterium spp., y Lactobacillus spp., entre otros; y la produccion de sus metabolitos
(Sabater et al., 2021) como los acidos grasos de cadena corta (AGCC): propionato;
acetato; butirato, que reducen el pH intestinal, atentdian la microbiota patobionte y favorecen

la colonizacién de los microorganismos probidticos.

El propionato se centra en reducir la sintesis de colesterol y la deposicién de tejido adiposo,
disminuyendo el apetito y la obesidad (Marifio Garcia et al., 2016); el acetato incrementa
la produccion de ATP, por medio del ciclo del &cido citrico, lo que ocasiona un aumento en
la capacidad de fermentacion; y el butirato es reconocido como un nutriente fundamental
para la ejecucion de la actividad metabdlica y el crecimiento de las células epiteliales del

colon, protegiendo éste Gltimo frente a cualquier alteracién (Shah et al., 2020).

La microbiota intestinal descompone glicanos o polisacaridos que no pueden ser
metabolizados de otro modo. Sin embargo, las especies microbianas difieren en sus
preferencias de glicanos, y esa selectividad influye en su proliferacion en el tracto
gastrointestinal. En el caso de los oligosacaridos no digeribles, clasificados como
prebidticos, se ha demostrado que estimulan el crecimiento de bifidobacterias endégenas
(Deloule et al., 2020).

Dentro de los sustratos no digeribles se encuentran algunos oligosacaridos emergentes
como la inulina, fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS),
xilooligosacaridos (XOS), y la lactulosa; calificados como prebiéticos. Cuentan con una
serie de cualidades, incluida su fermentacién selectiva por parte de las bacterias
beneficiosas de la microbiota intestinal; estimulacion de efectos fisioldégicos benéficos;
resistencia a la acidez gastrica y a la hidrélisis enzimética; y no absorcién en el intestino

delgado. (Marifio Garcia et al., 2016).
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= Polifenoles

Los polifenoles son una clase diversa de metabolitos secundarios vegetales, constituidos
por un anillo aromético y al menos un grupo hidroxilo; desde mondémeros hasta polimeros
de alto peso molecular. Se clasifican en dos grandes grupos: flavonoides, como las
antocianinas, catequina, epicatequina, quercetina, entre otros; y no flavonoides, como los
acidos fendlicos, estilbenos y lignanos. Por su estructura quimica, solo una pequefa parte
se absorbe, y la porcion restante llega intacta al colon, donde impacta a la microbiota
residente, generando efectos potencialmente prebioticos al estimular selectivamente a
bacterias beneficiosas; y ejerciendo efectos antimicrobianos porque inhiben el desarrollo
de especies patdgenas o patobiontes asociadas a desordenes metabdlicos, protegiendo

el epitelio intestinal y restaurando la homeostasis (Rodriguez-Daza et al., 2021).

Particularmente, los polifenoles favorecen especies bacterianas como Akkermansia
muciniphila, Bacteroides thetaiotaomicrom, Faecalibacterium prausnitzii, y en general, los
géneros Bifidobacterium y Lactobacillus, originando cambios ecolbégicos bacterianos, y
favoreciendo las relaciones sintroficas. Las bacterias productoras de enzimas asociadas a
polifenoles permiten la transformacion de estos en metabolitos fenélicos bioactivos, que se
transportan a los dérganos y pueden absorberse libremente, brindando beneficios al
huésped. Por lo anterior, los alimentos ricos en polifenoles permiten atenuar enfermedades
inflamatorias; aumentar la produccién de moco intestinal en el huésped; inducir la
secrecién de péptidos antimicrobianos e inmunoglobulinas intestinales; y modular acidos

biliares hepaticos (Rodriguez-Daza et al., 2021).

= Hemicelulosa

La hemicelulosa es un heteropolisacarido que se compone de cadenas largas formadas
por una serie de carbohidratos como pentosas: xilosa y arabinosa; hexosas: manosa,
glucosa y galactosa; y acidos urénicos: acido galacturénico y glucurénico, que al ser
despolimerizados dan lugar a carbohidratos, azlcares y oligbmeros de menor peso

molecular (Rodrigues Reis et al., 2023).
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Es facilmente hidrolizable, debido a que no presenta estructura cristalina, y su solubilidad
depende de la temperatura, pH y contenido de humedad (Loja Sanchez, 2017). Es
reconocida como una fuente importante de xilooligosacéaridos (XOS), que ejercen un efecto
prebiético e inmunoestimulante, con propiedades antiinflamatorias y antiinfecciosas
(Pérez-Pérez et al., 2023). En la hemicelulosa, el xilano después de la hidrélisis controlada
produce los XOS, que ejercen su efecto prebidtico al ser fermentados por la microbiota del
intestino, produciendo los AGCC, asociados al equilibrio de la salud intestinal, actividad
antioxidante, antitumoral, de control metabdlico e inmunomodulaciéon (Banerjee et al.,

2017), tal como se mencioné previamente.

La extraccion es la etapa mas relevante en la obtencion de los polisacaridos bioactivos
presentes en las frutas; los métodos utilizados deben ser rapidos, no destructivos y
cuantificables, razén por la cual, en la actualidad se emplean en mayor medida tecnologias
como la extraccién con agua caliente, alcalina o acida, con ultrasonidos, microondas,
enzimas, aguas subcriticas, y de ultra presion (Mohan et al., 2020). El proceso de seleccién
del método mas eficaz o idéneo para llevar a cabo el tratamiento, depende mas de la
evaluacion del consumo energético y los costos del proceso, como también, de la

generacién de efluentes y el impacto ambiental asociado (Rodrigues Reis et al., 2023).

Una de las técnicas mas reportadas en la literatura para el aprovechamiento agroindustrial
de diversos residuos constituidos principalmente por biomasa lignocelulésica:
hemicelulosa, celulosa y lignina, es el tratamiento con acido diluido (Ramirez Amador et
al., 2012). Con este ultimo, aunque la lignina obtiene una modificacién estructural, se
solubiliza de manera eficiente la hemicelulosa, y la celulosa se ve afectada en menor
proporcion (Rodrigues Reis et al., 2023). Por ejemplo, el acido sulfarico en concentraciones
gque varian entre el 2 y 6% vlv, y rangos de temperatura entre 100 y 128°C, se cataloga
COMO un extractante muy potente para llevar a cabo el procedimiento (Ramirez Amador et
al., 2012).
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1.3. Modelo central compuesto

La metodologia de superficie de respuesta es una herramienta matemética y estadistica
gue permite estudiar la relacion de diversas variables de entrada, simultdneamente, sobre
una respuesta de salida. Se ha utilizado ampliamente en la optimizacion de varios estudios
acerca de compuestos bhioactivos, debido a su capacidad de modelar factores de entrada
para generar respuestas, como también, para analizar las interacciones entre los factores,
y determinar la region optima del nivel de estos. Dentro de los disefios mas comiUnmente
seleccionados en la metodologia de superficie de respuesta, se encuentran el modelo
central compuesto y el disefio Box Behnken; el primero, conformado por una parte cubica
gue es factorial y permite la determinacion de los efectos principales y de interaccion, y un
disefio de estrella para cuantificar los efectos principales y cuadraticos; y el segundo,
compuesto por disefios rotados de menor dimension, y disefios globulares de tres niveles
(Yoong Cheok et al., 2012).
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2. Metodologia

2.1. Obtenciéon de la muestra

El acopio de las muestras del fruto de mangostino (Garcinia mangostana) se realizé en la
finca ubicada en la vereda el Porvenir, del municipio de San Sebastian de Mariquita en el
departamento del Tolima. La finca cuenta con 1012 arboles en produccion, y el terreno es
propiedad de la empresa familiar Mangostinera Villa Garcinia. Se solicité al proveedor,
previo acuerdo, escoger 10 kg de frutas en condiciones 6ptimas de maduracién, y enviarlas
directamente a la terminal de transportes de la ciudad de Medellin, donde fueron recogidas
y trasladadas hacia el Laboratorio de Frutas y Hortalizas, de la Universidad Nacional de

Colombia, sede Medellin, para su posterior acondicionamiento.

2.2. Preparacion de harina de cascara de mangostino

El acondicionamiento de la fruta se realizé con base al procedimiento planteado por
Machado Pinzén (2018), y Orozco Moreno (2019), con las siguientes modificaciones. La
fruta completa se sometié a un proceso de limpieza y desinfeccidén con hipoclorito de sodio
(50 ppm), se extrajo la pulpa con semilla y se almacené a 4°C, para realizar una
fermentacién posterior. Por otro lado, la cascara se cortd en trozos de 5mm y se deshidraté
por conveccién forzada a 50°C durante 24 h, en un horno secador de bandejas de aire
caliente (modelo UF750, Memmert), para evitar la degradaciéon de los compuestos

bioactivos.
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El producto deshidratado se pulverizé a 0.1 mm en un molino de martillos (modelo V-
MOLM) y se llevo a la tamizadora eléctrica (SIEMENS) en 5 tamices de 1192 ym, 600 ym,
250 ym,180 um y 150 uym, acorde al manual de procesamiento de alimentos, del
Laboratorio de Frutas y Hortalizas de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin.
Finalmente, se empacaron y almacenaron las harinas de los diferentes tamafios hasta su

posterior estudio.

2.3. Caracterizacion bromatologica de la harina

Para la determinacién del material lignocelulésico se efectuaron los siguientes analisis:
lignina soluble, por el método propuesto por la NREL; lignina insoluble, bajo la norma
TAPPI 222 om-02; celulosa y hemicelulosa, bajo la norma NREL/ TP-510-42618 (Sluiter et
al.,, 2012); extractivos liposolubles, por medio de extraccion con acetona; extractivos
hidrosolubles, por el método de sumersion en punto de ebullicion; humedad y cenizas, por

el método gravimétrico por calcinacion completa a 550°C.

De igual manera, se realiz6 la identificacion y cuantificacion de compuestos bioactivos (a-
mangostina, catequina, epicatequina, quercetina, acido p-cumarico y manguiferina) y los
acidos organicos (acido citrico, lactico, propiénico y acético), por cromatografia liquida de
alta definicién (HPLC, Shimadzu, Prominence LC-20AT), con detector de diodos (PDA,
SPD 20AT). Para los compuestos bioactivos la separacion se realizé en una columna C-
18 Zorbax Eclipse Plus Agilent (5u, 150x4.6mm) y se utilizé una pre-columna Zorbax NH;
4-Pack (5, 12.5x4.6mm).

Con lo anterior, el contenido de a-mangostina se determind bajo las siguientes
condiciones: horno a 30°C; volumen de inyeccion de 20 uL; y velocidad de flujo de 1
mL/min. La fase mavil la constituyé agua acidulada a 0.05% H3PO4 (A) y acetonitrilo (B),
siguiendo el gradiente: 0-70% B (15 min), 70-75% B (3 min), 75-80% B (1 min), 80% B (6
min), 80-70% B (1 min) y 70% B (4 min). La medicién espectral se efectué a 243 nm, en

un tiempo de retencion de 23.37 min.
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En los demas compuestos bioactivos las condiciones fueron: horno a 25°C; volumen de
inyeccion de 10 uL; y velocidad de flujo de 0.8 mL/min. La fase moévil la conformé agua
acidulada a 0.1% &cido formico (A) y metanol (B), siguiendo el gradiente: 0-10% B (1 min),
25% B (8 min), 25% B (16 min), 45% B (25 min), 45% B (28 min), 80% B (45 min), 10% B
(50 min), y 0% B (53 min). Las mediciones espectrales fueron: 254 nm para quercetina,;
257 nm para manguiferina; 278 nm para catequina y epicatequina; y 310 nm para acido p-
cumarico, con tiempos de retencion de 39.39; 25.13; 14.90; 20.68; y 26.25 min,

respectivamente.

Para los acidos orgéanicos la separacion se llevo a cabo en una columna AMINEX HPX-
87H (300x7.8mm; 9um), y se utilizd una pre-columna Bio-Rad cation H* (30x4.6 mm). El
horno opero a 355°C, el volumen de inyeccion fue 20 uL, y la velocidad de flujo fue de 0.6
mL/min, en modo isocratico. La fase movil la conformé agua acidulada 5 mM con acido
sulfarico. Las mediciones espectrales se realizaron a 210 nm, con los siguientes tiempos
de retencion: 7.81 para el acido citrico; 12.45 para el acido lactico; 14.70 para el acido

acético; y 17.20 para el acido propioénico.

También se calculé el indice de solubilidad en agua y se determiné la capacidad
antioxidante, por el método espectrofotométrico de contenido de antioxidante por
evaluacion de radical ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)) y DPPH
(2,2-di(4-tert-octilfenil)-1-picrilhidrazilo). Para determinar antioxidantes y compuestos
bioactivos, los extractos se obtuvieron de la siguiente manera: harina de cascara de
mangostino y etanol al 96% v/v, en una relacién 1:10, se agité la mezcla durante 1 h a 230
rpm, y se percold 24 h, para finalmente centrifugar durante 15 min a 6000 rpm y tomar el
sobrenadante. Para la determinacion de los acidos organicos, los extractos se obtuvieron
mezclando el medio de cultivo posterior a la inoculacién con los probiéticos (seccion 3.4.1)

con agua destilada en una relacién 5:30, siguiendo el proceso anterior.
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2.4. Extraccion de hemicelulosa

Se realizd la extraccibn con base en Ramirez Amador (2012), con las siguientes
modificaciones. En un Erlenmeyer se tomaron 10 g de la harina con el tamafio de particula
de 150 pym, y se adicioné acido sulfurico al 6.19 % p/v en una relacién 1:10; la mezcla se
incubo a 98°C durante 2 h y 10 min; se filtré en papel de filtro (whatman) cuantitativo banda
negra; se afadié etanol al 96% v/v, en una relacién 1:2, y se percol6 durante 24 h.
Posteriormente, se filtr6 nuevamente la mezcla en papel de filtro (whatman), cuantitativo
banda azul; el material retenido se sec6 a temperatura ambiente, y se almacené hasta su

posterior estudio.

2.5. Potencial prebidtico in vitro

2.5.1. Bacterias y condiciones de cultivo

Las cepas comerciales BAL: Lactiplantibacillus plantarum Lp-115400 B, Bifidobacterium
animalis ssp lactis, y Lacticaseibacillus paracasei LPC-37400 B; se activaron en caldo Man,
Rogosa y Sharpe (MRS, Merck, Alemania) e incubaron a 37°C y 5% COg, durante 24 h en
condiciones de anaerobiosis (Thermo Fisher Scientific, USA). Se confirmé la pureza de
cada cepa, replicandolas en agar MRS bajo las mismas condiciones de cultivo (Alves-
Santos et al., 2023).

Escherichia coli ATCC 8739 se activo en caldo Brain Heart Infusion (BHI, Merck, Alemania)
a 37°C durante 20 h en condiciones de aerobiosis. Se confirmé su pureza en agar Eosina
azul de metileno (EMB, Merck, Alemania) bajo las mismas condiciones de cultivo (Alves-

Santos et al., 2023).
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2.5.2. Preparacion de los medios de cultivo

El medio comercial MRS (Merck, Alemania) esta constituido por triptona (10g/L), extracto
de carne (8 g/L), extracto de levadura (4 g/L), hidrégeno fosfato dipotasico (2 g/L), tween
80 (1 g/L), acetato de sodio (5 g/L), citrato de amonio tribasico (2 g/L), sulfato de magnesio
(0.2 g/L), sulfato de manganeso (0.04 g/L), fuente de carbono (glucosa, 20 g/L).

Con base en Alves-Santos (2023), y teniendo en cuenta la formulacion anterior del caldo
MRS, se prepararon cuatro medios basales modificando la fuente de carbono de la
siguiente manera: medio de cultivo MRSG™ (con glucosa, control), medio de cultivo MRSG
I* (sin glucosa, con inulina, prebiético estandar de control), medio de cultivo MRSG'H" (sin
glucosa, con hemicelulosa extraida de la harina de cascara de mangostino) y medio de

cultivo MRSG™C* (sin glucosa, con harina completa de la cascara de mangostino).

Por otro lado, se utilizo el caldo M9 constituido por fosfato de sodio dibasico heptahidratado
(25.6 g/L), fosfato monopotasico (6 g/L), cloruro de sodio (1 g/L), cloruro de amonio (2 g/L),
y fuente de carbono (glucosa, 20 g/L); para evaluar el crecimiento de E. coli ATCC 8739,

empleando las modificaciones descritas en el parrafo anterior (Alves-Santos et al., 2023).

2.5.3. Recuento de células viables

Las cepas BAL de estudio fueron inoculadas (2% v/v, 1x10® UFC/mL, DO=620 nm), de
acuerdo con el patron de McFarland en solucion salina (8.5 g/L), en los respectivos medios
de cultivo. Las mezclas se homogeneizaron e incubaron a 37°C y 5% CO., durante 48 h
en condiciones de anaerobiosis. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas (100 L,
hasta 10~°) en solucion salina estéril (8.5 g/L) de los diferentes cultivos bacterianos, y se
inocularon 20 pL de cada dilucién, en agar MRS, por el método de agotamiento en
superficie. Los cultivos se incubaron bajo las mismas condiciones descritas anteriormente
(Alves-Santos et al., 2023).
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De igual manera, la cepa de E. coli se inocul6 (2% v/v, 1x108 UFC/mL, DO=620 nm), de
acuerdo con el patron de McFarland en solucién salina (8.5 g/L), en los respectivos medios
de cultivo. Las mezclas se homogeneizaron e incubaron a 37°C, durante 48 h, en
condiciones de aerobiosis. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas (100 pL,
hasta 107°) en solucion salina estéril (8.5 g/L), y se inocularon 20 pL de cada dilucion, en
agar EMB, por el método de agotamiento en superficie. Los cultivos se incubaron a 37°C

durante 24 h en condiciones de aerobiosis (Alves-Santos et al., 2023).

2.5.4. Puntaje de actividad prebiotica

La puntuacién de actividad prebittica se estimé con base en la ecuacion propuesta por
Huebner, Wehling y Hutkins (2007) (Alves-Santos et al., 2023), teniendo en cuenta, tanto
el crecimiento de cada probiético, como el de la cepa de E. coli, durante la fermentacion in

vitro, como se aprecia en las ecuaciones 2.1y 2.2.

Alog UFC

i L . . prebiético L.
Puntaje de actividad prebiotica = Probidtico [ YR 1 l - Cepa entérica
—=———glucosa
ml (2.1)
rlog il prebiodtico l
ml
Alog UFC
Tglucosa
Alog UFC log UFC ] [log UFC ] (2.2)
= t=48 - t=0,
ml ml ml

para cada uno de los sustratos
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2.6. Optimizacion in vitro del crecimiento

Se selecciond el microorganismo que presenté mejor crecimiento sobre el medio de cultivo
elaborado con céscara de mangostino (MRSG'C*), para realizar un proceso de
optimizacion, variando tres factores: temperatura (X1) y tiempo de crecimiento (X2); y
concentracion de cascara en el medio (X3).

Se realiz6 un estudio de seleccion para determinar los rangos adecuados de las variables
de seleccion (Tabla 2-1), y en el software de Statgraphics Centurion XVLI.1, se disefi6 el
experimento basado en un modelo central compuesto: ortogonal con cinco réplicas del
punto central, obteniendo 19 ensayos. Adicionalmente, se aplicaron tres niveles para cada

una de las variables independientes.

Tabla 2-1: Factores experimentales en el disefio central compuesto para la optimizacion
del crecimiento de la cepa probidtica en el medio de cultivo elaborado con céscara de
mangostino (MRSGCY).

Factor Bajo (-1) Medio (0) Alto (1)
X1: Temperatura (°C) 35 37 39
X2: Tiempo (h) 30 51 72

X3: Concentracién harina de cascara (g/L) 10 20 30
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2.7. Analisis estadistico

Para los objetivos 1 y 2 se empled un disefio factorial 4x3 y 3x3, respectivamente, con 3
réplicas, y el analisis estadistico se realiz6 en el software de R, version 4.4.0. Los datos se
sometieron a un andlisis de varianza. Las desviaciones de normalidad de los residuos se
evaluaron con la prueba de Shapiro-Wilk, seguido por la prueba de Levene y Tukey. Todas
las pruebas se efectuaron bajo un nivel de significancia de 0.01 (valor p<0.01).
Adicionalmente, en el método ajustado de Holm se empled un nivel de significancia de 0.05
(p<0.05). Para el objetivo 3 se utilizé el software de Statgraphics (Centurion XVL.I) en la

elaboracion y analisis del disefio experimental.
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3. Resultados

3.1. Harina de cascara de mangostino

Se extrajo completamente la pulpa de la fruta (Figura 3-1A, B) y el peso de la cascara fue
de 6.63 kg, con una humedad de 42.73% (Figura 3-1C). Posterior al secado, el peso de la
cascara deshidratada fue de 1.18 kg (Figura 3-1D), obteniendo finalmente 1.04 kg de
harina de cascara después del proceso de molienda y tamizado, con una humedad del 8%
(Figura 3-1E), evidenciando el correcto troceado de la cascara, que permitié un secado

idoneo.

Figura 3-1: Preparacion de la muestra. (A) Limpieza y desinfeccién del mangostino. (B)
Despulpado. (C) Troceado de 5mm de la c4scara para llevar a deshidratar. (D) Disposicidén
de los trozos de cascara en el horno secador de bandejas de aire caliente (modelo UF750,
Memmert). (E) Harina de cascara de mangostino con tamafio de particula de 150 pm,

posterior al proceso de molienda y tamizado.

A‘i
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3.2. Caracterizacion quimicade la harina de cascarade

mangostino

En la determinacién de la biomasa lignocelulésica presente en la harina de cascara de
mangostino, se evidencié alto contenido de lignina insoluble, seguido de celulosa y
hemicelulosa; y bajo contenido de humedad, cenizas y lignina soluble (Tabla 3-1).

Tabla 3-1: Caracterizacion lignocelulésica de la harina de cascara de mangostino.

Harina de cascara de mangostino
Humedad (%) 7.97
Liposolubles (%) 18.20
Hidrosolubles (%) 16.62
Lignina soluble (%) 0.009
Lignina insoluble (%) 51.48
Celulosa (%) 28.23
Hemicelulosa (%) 13.01
Cenizas (%) 2.02

Los valores de capacidad antioxidante (Tabla 3-2), reflejaron en la cAscara de mangostino,
su potencial para prevenir la oxidacién a través de sus compuestos bioactivos, como por
ejemplo la epicatequina, que se presentd en mayor concentracion, seguido de a-

mangostina (Tabla 3-3).

Tabla 3-2: Capacidad antioxidante de la harina de cascara de mangostino.

Método umol (eq-T)YL extracto | g (eg-T)%100 g muestra seca
DPPH 762.50 20.74
ABTS 937.54 25.50

1 eq-T: Equivalente Trolox
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Tabla 3-3: Compuestos bioactivos presentes en la harina de cascara de mangostino.
Componente mg/L extracto mg/g muestra seca
a-mangostina 73.26 79.64

Catequina 72.67 78.96
Epicatequina 530.37 576.30
Quercetina 16.31 17.72
Acido p-cumarico 13.39 14.55
Manguiferina 0.37 0.40

3.3. Hemicelulosa de la cascara de mangostino

Los rendimientos de extraccién fueron del 3% aproximadamente (Figura 3-2). Se consider6
un rendimiento bajo puesto que el analisis bromatoldgico reporté 13% de hemicelulosa

presente en la harina de cascara de mangostino.

Figura 3-2: Método acido de extraccién de hemicelulosa. (A) Primera filtracion posterior a
la hidrdlisis. (B) Precipitacién de la hemicelulosa en presencia de etanol, posterior a la
percolacion. (C) Segunda filtracién, hemicelulosa retenida en el papel de filtro. (D)

hemicelulosa obtenida después del secado de la muestra.
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3.4. Potencial prebidtico in vitro

3.4.1. Crecimiento de las BAL en los medios de cultivo con

cascara de mangostino y hemicelulosa

Con la prueba de Shapiro-Wilk no se detectaron desviaciones severas del supuesto de

normalidad. Tampoco se detectaron desviaciones severas del

supuesto de

homocedasticidad evaluado con el test de Levene, ni desviaciones del supuesto de

aditividad con la prueba de Tukey (valor p>0.01). El analisis de varianza arrojé

interacciones significativas entre los medios de cultivo y las BAL probiéticas, por lo cual se

elaboré el grafico de interacciones (Figura 3-3), y se evaluaron los efectos simples de

medios de cultivo en microorganismos y viceversa, con el método ajustado de Holm.

Figura 3-3: Interaccién entre los medios de cultivo y las cepas probiéticas evaluadas, en

la determinacion del crecimiento (UFC/mL).
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MRSG™C*: medio de cultivo elaborado con cascara de mangostino; MRSG H*: medio de cultivo elaborado con

hemicelulosa extraida de la cascara; MRSG'I*: medio de cultivo elaborado con inulina (control); MRSG*: medio

de cultivo con glucosa (control).
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En todas las pruebas, los recuentos viables (UFC) de L. plantarum en el medio con ciscara
(MRSGC") fueron muy similares al medio con hemicelulosa (MRSG'H*) (p>0.05), y
superaron a los recuentos en los medios de cultivo comerciales con inulina (MRSGI") y
glucosa (MRSG™) (p<0.05) (Figura 3-4A). De igual manera, los recuentos viables de L.
paracasei en el medio de cultivo con cascara (MRSG C*) fueron superiores a los recuentos
en los medios con hemicelulosa (MRSGH*) y glucosa (MRSG") (p<0.05). No obstante,
fueron muy similares a los recuentos en el medio con inulina (MRSG'I*) (p>0.05) (Figura
3-4B). Sin embargo, el medio con cascara (MRSG'C*) no estimul6 el crecimiento de B.
lactis en ninguno de los ensayos (Figura 3-4C), contrario a los medios de cultivo con
hemicelulosa (MRSG'H"), inulina (MRSG'I") y glucosa (MRSG™), que, si favorecieron su

crecimiento, siendo superior en inulina que en hemicelulosa (p<0.05).

Figura 3-4: Recuentos viables (UFC/mL) de las cepas probidticas y el microorganismo
patégeno, en los medios de cultivo. (A) Crecimiento de L. plantarum. (B) Crecimiento de L.

paracasei. (C) Crecimiento de B. lactis. (D) Crecimiento de E. coli.
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MRSG-C*: medio de cultivo elaborado con cascara de mangostino; MRSG H*: medio de cultivo elaborado con
hemicelulosa extraida de la cascara; MRSGI*: medio de cultivo elaborado con inulina (control); MRSG*: medio
de cultivo con glucosa (control). La nomenclatura M9 reemplaza a MRS en los medios de cultivo elaborados

para el crecimiento de E. coli, preparados bajo las mismas condiciones.
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3.4.2. Acidos Orgéanicos obtenidos posterior alainoculacion

Los acidos organicos que se generaron durante el metabolismo de los carbohidratos por
parte de las BAL fueron principalmente el &cido lactico, seguido del acido acético y
propiénico (Figura 3-5). El acido lactico se produjo en mayor proporcion para los medios
de cultivo control con glucosa (MRSG™) fermentados con las tres BAL. Sin embargo, para
los medios con cascara (MRSG'C") y hemicelulosa (MRSG'H*) fermentados con los tres
microorganismos, se produjo en mayor proporcion el acido acético, siendo superior en el

metabolismo del medio de cultivo con cascara por L. plantarum.

Figura 3-5: Obtencién de los acidos organicos presentes en los extractos, posterior a la
fermentacion de los medios de cultivo con cascara (MRSG C*); hemicelulosa (MRSGH");

y glucosa (MRSG?, control), con las cepas probidticas.
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De igual manera, las tres BAL probioticas generaron mayor cantidad de acido propionico
al fermentar el medio de cultivo control con glucosa (MRSG™), seguido del medio elaborado
con cascara (MRSGC).
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No se produjo acido citrico en la fermentacion de los dos medios con L. paracasei, y
aunque en la fermentacion de la cdscara (MRSG'C") y el medio control (MRSG*) con B.
lactis si se generd &cido citrico, no se obtuvo en la fermentacion con hemicelulosa. Sin
embargo, las fermentaciones de los tres medios de cultivo con L. plantarum fueron las

Unicas donde se produjo este acido.

3.4.3. Actividad prebiotica de los medios de cultivo

Todos los valores de actividad prebidtica fueron positivos para los cultivos bacterianos que
fermentaron la cascara, la hemicelulosa, y la inulina (Tabla 3-4). Es decir, el crecimiento
de los probiéticos fue mucho mayor que el de E. coli en todos los medios de cultivo. El
valor mas alto de actividad prebiotica se presentd en el medio con cascara (MRSG'C")
fermentado con L.plantarum (80.06 + 0.78). Con la prueba de Shapiro-Wilk no se
detectaron desviaciones severas del supuesto de normalidad. Tampoco se detectaron
desviaciones severas del supuesto de homocedasticidad evaluado con el test de Levene,

ni desviaciones del supuesto de aditividad con la prueba de Tukey (valor p>0.01).

Tabla 3-4: Puntaje de actividad prebiotica de los medios de cultivo vs las cepas probidticas.

Medio Microorganismo Puntaje actividad prebiotica

L. paracasei 78.03+0.21

MRSGC* L. plantarum 80.06 + 0.78
B. lactis 76.25 + 0.37

L. paracasei 30.54+1.04

MRSGH* L. plantarum 31.86 + 0.56
B. lactis 31.18+0.28

L. paracasei 6.59 + 0.07

MRSGT* L. plantarum 7.41+0.28
B. lactis 8.44 + 0.46

MRSGC*: medio elaborado con cascara de mangostino; MRSGH*: medio elaborado con hemicelulosa
extraida de la cascara; MRSG 1*: medio elaborado con inulina (prebidtico estandar). No se emplea el medio de
cultivo control MRSG™* porque fue el medio de referencia utilizado para calcular el puntaje de actividad

prebidtica (ap).
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El analisis de varianza arroj6 interacciones significativas entre los medios de cultivo y las
BAL probiéticas (Figura 3-6), por lo tanto, se evaluaron los efectos simples de los medios
de cultivo en las BAL y viceversa, con el método ajustado de Holm. Sin embargo, como el
gréafico de microorganismo en medio (Figura 3-7) no evidencié interaccién, se evaluaron

los efectos principales de medios de cultivo.

Figura 3-6: Interaccion entre los medios de cultivo y las cepas probiéticas, en la evaluacion

de la actividad prebidtica (ap).

B. lactis
L. paracasei
............. L. plantarum

Valor medio de ap

MRSGC* MRSGH"® MRSGI®
Medio

Andlisis de varianza (ANOVA) altamente significativo (p<0.01). No se emplea el medio de cultivo control

MRSG* porque fue el medio de referencia utilizado para calcular el puntaje de actividad prebiética (ap).

El medio de cultivo con cascara (MRSG C*) arroj6 un valor mayor de actividad prebiotica
en L. plantarum y L. paracasei en comparacién a B. lactis (p<0.05); siendo mayor en L.
plantarum respecto a L. paracasei (p<0.05). En el medio con hemicelulosa (MRSG H*), la
actividad prebidtica fue mayor con L. plantarum respecto a L. paracasei (p<0.05); sin
embargo, no se puede afirmar que sea superior a B. lactis (p>0.05). En el medio con inulina
(MRSGI") fermentado con B. lactis, se obtuvieron valores superiores de actividad
prebidtica en comparacion a L. paracasei (p<0.05), pero no a L. plantarum (p>0.05), no
obstante, no se puede afirmar que exista diferencia significativa entre la actividad prebiética

de L. plantarum y L. paracasei en este medio.
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Figura 3-7: Interaccion entre las cepas probidticas y los medios de cultivo, en la evaluacion

de la actividad prebidtica (ap).
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No se emplea el medio de cultivo control MRSG™* porque fue el medio de referencia utilizado para calcular el

puntaje de actividad prebidtica (ap).

3.5. Crecimiento de L. plantarum en el medio de cultivo

con cascara de mangostino

Se optimizo el crecimiento de L. plantarum en el medio de cultivo elaborado con cascara
de mangostino (MRSG C*), porque el puntaje de actividad prebiética del medio con cascara
fue superior en la fermentacion con L. plantarum (Tabla 3-4), respecto a los demas medios

y microorganismos.

La ecuacidn polinémica ajustada de segundo orden (3.1) que explico el crecimiento de L.
plantarum en el medio con cascara de mangostino, empleando el analisis de superficie de

respuesta, proporciond un coeficiente de determinacién (R?) de 78.01%.
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El andlisis de varianza del modelo arrojé como factor altamente significativo (p<0.05) la
concentracion de cascara en el medio, lo cual se evidencia en el diagrama de Pareto
(Figura 3-8), donde se aprecia la influencia de cada una de las variables sobre el

crecimiento de L. plantarum.

Crecimiento = 2.43x10° — 1.11x108X1 - 3.08x107X2 + 4.88x107X3 + 1.10x10° X12 (3.1)
+ 977679 X1X2 - 734384 X1X3 - 7289.21 X22 - 157440 X2 X3 - 498788 X32

Figura 3-8: Diagrama de Pareto estandarizado, para el crecimiento de L. plantarum, segun
las variables: temperatura (°C); tiempo (h); y concentracion de cascara (g/L) de mangostino

en el medio de cultivo.
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Los gréaficos de contorno (Figura 3-9A, B), que corroboran la interaccién entre todos los
factores, porque las lineas son curvas y no paralelas a los ejes; evidencian que el
crecimiento de L. plantarum se vio favorecido en la medida que se incrementaron el tiempo
y la temperatura, disminuyendo la concentracién de cascara. No obstante, existe un limite
Optimo de temperatura y tiempo que favorecen el crecimiento, debido a que se percibe una
leve disminucion en este ultimo cuando se alcanzan los extremos mas altos de temperatura
en tiempos prolongados (Figura 3-10). Estos valores de los factores que optimizaron el

crecimiento (3.88x10% UFC/mL) son: 39.94°C, 81.89 h, y 6.41 g/L para temperatura,

tiempo y concentracion de cédscara, respectivamente.



32

Figura 3-9: Graficos de contorno que evidencian los efectos de los factores experimentales
en el crecimiento de L. plantarum. (A) relacién entre la concentracidn de cascara y el tiempo

de incubacién, para una temperatura de 39.94°C. (B) relacion entre la concentracién de

cascara y la temperatura de incubacién, para un tiempo de 81.89 h.
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El simbolo A se ubica en las coordenadas de las variables que optimizan el crecimiento de L. plantarum:

temperatura, 39.94°C; tiempo, 81.89 h; y concentraciéon de cascara, 6.41 g/L.
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Figura 3-10: Superficie de respuesta obtenida con el modelo de segundo orden que
describi6 el crecimiento de L. plantarum, segun las variables: temperatura de incubacion y

concentraciéon de cascara de mangostino en el medio de cultivo, en un tiempo de 81.89 h.

Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo (h) = 81.89

Crecimiento (UFC/mL)
]
= 1,5E8
2,E8
2,5E8
3,E8
3,5E8
48

(X LESB)

Crecimiento (UFC/mL)

40
36

37 20
38
Temperatura (°C) 39 10

Concentracion cascara (g/L)
40 0



34

4. Discusion

La capacidad antioxidante refleja las diferencias en la madurez de la fruta y los métodos
utilizados, lo mismo que las condiciones de los ensayos; composicion de los extractos y
solubilidad de los antioxidantes. Los valores de capacidad antioxidante obtenidos: 937.54
pumol eq-T/L extracto, por el método ABTS; y 762.50 umol eq-T/L extracto, por el método
DPPH, fueron superiores al reporte del estudio de produccion de vinagre de cascara de
mangostino: 339.3 pumol eg-T/L extracto y 50.9 umol eq-T/L extracto, para ABTS y DPPH,
respectivamente (Suksamran et al., 2022). Sin embargo, no superaron los valores
reportados por Machado Pinzén (2018) en el aprovechamiento del epicarpio de
mangostino como colorante, con actividad antioxidante de: 583500 umol eq-T/L extracto,
obtenido con el método DPPH, y 735147umol eq-T/L extracto, obtenido con el método

ABTS; lo cual, puede sustentarse en las diferencias metodolégicas de ambos estudios.

Por otra parte, los resultados obtenidos de epicatequina (530.37 mg/L extracto), presente
en mayor concentracién en la cascara de mangostino, seguido de a-mangostina (73.26
mg/L extracto), son similares a lo reportado por Suksamran et al., (2022) en la produccién
de vinagre de cascara de mangostino, donde el contenido de epicatequina fue mucho
mayor respecto a la catequina y a-mangostina. De igual manera, los resultados
concuerdan con lo reportado por Machado Pinzén (2018) y Lopera Hurtado & Pérez Franco
(2020); la actividad farmacolégica del mangostino en extractos etandlicos se debe a a-

mangostina, y algunos flavonoides como la epicatequina.
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El bajo rendimiento en la extraccion de la hemicelulosa presente en la harina de cascara
de mangostino se puede explicar en que, pese a seleccionar un método de extraccion
ampliamente reportado (Ramirez Amador, 2012), éste no cuenta con la robustez necesaria
en la separacion y purificacion de la hemicelulosa. En este caso, se recomienda combinar
distintos métodos de pretratamiento de la muestra, considerando tratamientos alcalinos,
aunque impliqguen mas problemas medioambientales, producto de las corrientes

residuales.

Sin embargo, emplear una solucién acida poco concentrada, aunque no garantizé altos
porcentajes de conversion, si evitd la degradacién de carbohidratos hacia productos no
fermentables y toxicos para los microorganismos, como lo es el hidroximetilfurfural (Loja
Sanchez, 2017). Los productos generados a partir de la reaccién, no implicaron un efecto

inhibitorio sobre las BAL probibticas, sino por el contrario, favorecieron su crecimiento.

Adicionalmente, aunque la hemicelulosa no se sometié a un proceso de purificacién, y
posiblemente conservé trazas de otros componentes, se asume que la fraccion extraida
en la presente investigacion es mayoritariamente hemicelulosa; bajo las condiciones
empleadas para llevar a cabo la hidrdlisis, tanto la lignina como la celulosa no
reaccionaron. La celulosa esti conformada por enlaces fuertes que forman una estructura
cristalina que no se hidroliza en tratamientos con acidos a bajas concentraciones (Ramirez
Amador et al., 2012). Adicionalmente, la hemicelulosa forma una capa con la lignina
alrededor de la celulosa, la cual debe removerse previo a una hidrolisis de celulosa. Y
debido a que los enlaces de la hemicelulosa son mas débiles, el tratamiento con acido

sulfurico en baja concentracion fue selectivo hacia ésta (Rodrigues Reis et al., 2023).

En cuanto a la lignina, debido a su estructura quimica tan compleja, puede degradarse a
través de fuertes tratamientos alcalinos, o por medio de microorganismos que tengan
dentro de su bateria enzimatica las peroxidasas. Razén por la cual, se asume que la
fraccion extraida en la presente investigacion es mayoritariamente hemicelulosa, y bajo las

condiciones empleadas para llevar a cabo la hidrdlisis, la lignina se mantuvo intacta.
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De la cuantificacion de células viables, se asume que la cascara de mangostino fue
utilizada como fuente de carbono por L. plantarum y L. paracasei de mejor manera, en
comparacion a los sustratos comerciales. Y aunque este medio de cultivo con cascara
(MRSG'C") no estimul6 el crecimiento de B. lactis, el medio elaborado con hemicelulosa
extraida de la cascara (MRSG'H"), si lo hizo, de manera equiparable al crecimiento en el
medio de cultivo control con glucosa (MRSG?).

Esta demostrado que los componentes de las frutas, como sus fibras, pueden
metabolizarse como fuente de carbono al estimular el crecimiento in vitro de las BAL
(Borgonovi et al., 2022). Estos resultados de UFC obtenidas para los probi6ticos en el
medio de cultivo con cascara de mangostino (MRSG'C"), se asemejan a los resultados
expuestos por Nanasombat et al., (2018) para el crecimiento de L. acidophilus sobre caldo
MRS suplementado con extracto de cascara de mangostino, lo cual se atribuye a la accién

de sus compuestos activos fendlicos.

Segun Borgonovi et al., (2022) los polifenoles presentes en las frutas pueden estimular la
poblacién de Lactobacillus y Bifidobacterium en los estudios in vitro, y dependiendo de la
dosis de estos fitoquimicos, pueden ejercer efectos beneficiosos sobre las BAL, que se
detectan en su viabilidad. Al evaluar el efecto prebidtico de oligosacaridos pécticos
extraidos de la cascara de limén, L. plantarum IFPL935; Limosilactobacillus reuteri
DSM17938; Lacticaseibacillus rhamnosus GG; B. lactis Bb-12; Bifidobacterium breve
26M2, tuvieron la capacidad de fermentar los medios de cultivo (Borgonovi et al., 2022);

datos que se equiparan a los resultados obtenidos en el presente estudio.

L. plantarum contiene un repertorio enzimatico idéneo para degradar polifenoles y
transformarlos en metabolitos bioactivos. Las cepas de L. plantarum tienen la capacidad
de producir: B-glucosidasas, que permiten aumentar la bioaccesibilidad de compuestos
funcionales, a partir del catabolismo de los glucésidos fendlicos u O-glucdsidos,
transformandolos en azlcares y agliconas: polifenoles de estructura simple que se

difunden pasivamente; feruloil esterasas, responsables de hidrolizar los esteres de acidos



37

hidroxicinAmicos, como el acido p-cumarico, liberando moléculas bioaccesibles
(Rodriguez-Daza et al., 2021).

En el caso de L. paracasei, enzimas como a-L-ramnosidasas, transforman glucésidos de
ramnosas para liberar agliconas y glucosa (Rodriguez-Daza et al., 2021). Por ejemplo, en
la revision elaborada por Kee et al., (2021); B-mananasa en L. plantarum RI11, particip6
en la bioconversion de residuos lignoceluldsicos de paja de arroz. Por lo cual, es posible
afirmar que la biomasa lignocelulésica de la cascara de mangostino, como sustrato, indujo

la actividad prebi6tica estimulando el crecimiento de las BAL probiéticas.

Los resultados de este estudio también coinciden con los reportados por Alves-Santos et
al., (2023), donde observaron una disminucion del crecimiento de B. lactis a las 48 h de
fermentacion en un medio de cultivo enriquecido con pulpa de baru, confirmando que el
microorganismo presenta en menor medida genes asociados al metabolismo de estas
fuentes de carbono, ricas en fibras dietéticas insolubles y polifenoles, como lo es la cascara
de mangostino, lo cual dificulta su capacidad para adaptarse a este sustrato. Borgonovi et
al., (2022) también reportaron un estudio donde se investigo el crecimiento de B. lactis Bb-
12 en el medio de cultivo MRS suplementado con el polisacéarido purificado de Crataegus

pinnatifida, y el microorganismo no fue estimulado.

Por otro lado, en un estudio sobre adicion de prebiéticos en alimentos para pollos de
engorde, la inulina estimulé el crecimiento de cepas de Bifidobacterium (Leone & Ferrante,
2023). Datos que coinciden con los resultados obtenidos en el presente estudio, donde el
medio de cultivo con inulina (MRSGI*) estimulé el crecimiento de B. lactis. Sin embargo,
el medio con hemicelulosa extraida de la cascara de mangostino (MRSG H"), aunque no
estimuld en igual medida el crecimiento de B. lactis como lo hizo el medio con inulina, si
evidencio un crecimiento similar al obtenido en el medio con glucosa (MRSGY), lo cual se
asemeja a los reportes de la revisién elaborada por Sabater et al., (2021), donde los
xilooligosacaridos extraidos de la cafia de azlcar, estimularon principalmente al género

Bifidobacterium.
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En cuanto a los acidos organicos que se obtuvieron, el &cido lactico se produce a partir de
la fermentacion de las hexosas (Jurado-Gamez et al., 2014), por lo cual, en el presente
estudio, se pudo observar la produccién de este acido en el medio de cultivo control
elaborado con glucosa (MRSG™), en mayor proporcion a los otros dos medios analizados.
En el caso del medio de cultivo elaborado con hemicelulosa (MRSG'H"), no se produjo
acido lactico de igual manera que en el medio elaborado solo con glucosa, porque la
hemicelulosa es un heteropolisacarido compuesto por distintos tipos de monémeros. Del
mismo modo ocurrié con el medio de cultivo elaborado con cascara (MRSG™CY), ésta al
estar constituida por un heteropolimero aromatico y no de hidrato de carbono, pudo inducir

la produccion de acido acético en mayor proporcion a la del acido lactico.

La formacién de acido acético se produce por la desacetilacion de las cadenas
hemicelulésicas (Rodrigues Reis et al., 2023), por ende, en este estudio los valores de
acido acético en el medio de cultivo con hemicelulosa (MRSGH*) y cascara (MRSGC™)
fueron muy superiores respecto a los demas acidos; la biomasa lignocelulésica contenida
en la cascara de la fruta presentaba estos grupos acetilo que se hidrolizaron. Datos que
coinciden con lo reportado por Deloule et al., (2020); una fraccion derivada de la
hemicelulosa generd un impacto significativo al incrementar la produccion de acetato y
propionato. Yan et al.,, (2022) afirman que las preparaciones que contienen
xilooligosacaridos, intervienen positivamente sobre bacterias probidticas, demostrando,

por ejemplo, la capacidad de estimular a L. acidophilus.

En general, estos prebidticos son utilizados por las bacterias comensales: Bifidobacterium
spp., Lactobacillus spp., para sus fermentaciones, y a su vez producen acidos grasos de
cadena corta (Leone & Ferrante, 2023), que, al ser acidos débiles, ocasionan una
disminucion del pH, obstaculizando el crecimiento de bacterias patégenas como las de la
familia enterobacteriaceae debido a su sensibilidad a pH bajos (Shah et al., 2020); lo cual
se verifica en el presente estudio, donde el medio con cascara (MRSG C*) no favorecio el

crecimiento de E. coli.
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Sin embargo, aunque la produccion de acidos organicos en el medio de cultivo control
(MRSG™) fermentado con las tres BAL, fue superior respecto a los medios a evaluar, lo que
verifica que la glucosa es necesaria para garantizar mayor produccion de acetato y
propionato; no garantiza que el crecimiento bacteriano sea superior también. En este
estudio se comprob6 que existen otros componentes con mayor capacidad de estimulacion
del crecimiento para los probioticos, que, en el caso de la cascara del mangostino, se

considera son los polifenoles y los xilooligosacaridos.

Los resultados representan el consumo selectivo de los componentes de la cascara por
parte de los probidticos, y el potencial efecto prebiético que se sugiri6 como hipétesis de
la investigacion. Segun la revision de Rodriguez-Daza et al., (2021), en pacientes con
sindrome metabdlico, los polifenoles del vino tinto estimularon la poblacién de
Lactobacillus y Bifidobacterium, y al tiempo inhibieron a los productores de
lipopolisacaridos, como E. coli. También, el extracto de polifenoles del arandano rojo,
regulé de manera negativa los genes que codifican proteinas de la membrana externa de
E. coli O157:H7. Se ha demostrado la poca capacidad de E. coli para fermentar las
hemicelulosas (Deloule et al., 2020); lo que se corrobora en el presente estudio con el
crecimiento nulo del patégeno sobre el medio de cultivo elaborado con cascara de
mangostino (MRSG'C*) y el bajo crecimiento sobre el medio con hemicelulosa, en

comparacion a los medios control.

En un experimento donde se evaluaron extractos de algunas plantas medicinales sobre
bacterias patdégenas orales y gastrointestinales, el extracto de la cascara de mangostino
inhibi6 el crecimiento de Yersinia enterocolitica DMST 9380, por la accién de sus
compuestos activos (Nanasombat et al., 2018). De igual manera, se ha demostrado que
las xantonas presentes en el mangostino, registran actividad bactericida, fungicida y
antiviral contra algunos patégenos como Enterococcus spp., Staphylococcus aureus,
Salmonella enteritidis, Mycobacterium tuberculosis, Propionibacterium acnhes vy

Staphylococcus epidermidis (Orozco Moreno, 2019).
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Por otra parte, la variacion del 78.01% en el crecimiento de L. plantarum sobre el medio
de cultivo elaborado con cascara de mangostino, puede explicarse por las variables
temperatura, tiempo y concentracion de cascara. Este porcentaje representa la capacidad
de prediccion del modelo matematico; y aunque no sea inadecuado, un valor superior

puede esperarse, si se evallan mayor numero de variables.

El crecimiento de L. plantarum en este medio, fue afectado significativamente por la
concentracion de cascara (p<0.05), por encima de las variables: tiempo y temperatura de
incubacion. El diagrama de pareto evidencié ese efecto negativo significativo de la
concentracion de cascara, es decir, a medida que ésta aumenta, se espera una
disminucién en el crecimiento del microorganismo; contrario a las variables tiempo y
temperatura, que al aumentar, favorecen el crecimiento. Lo cual sugiere, que desde que
se conserve la concentracion optima de cascara en el medio de cultivo, el microorganismo
deberia crecer en un rango de tiempo entre 30 y 72 h; y temperaturas entre 35 y 39°C,

segun los requerimientos de estudio.

Del mismo modo, los valores éptimos de las variables: temperatura, 39.94°C; tiempo, 81.89
h; y concentracibn de cascara, 6.41 ¢g/L; que aseguran mayor crecimiento del
microorganismo, solo obedecen a un analisis matematico del modelo. Por ende, se
requiere corroborar experimentalmente, porque, aunque la concentracion de cascara sea
menor, la temperatura y tiempo de incubaciéon son mas altas, en comparaciéon a las
condiciones empleadas durante la ejecucién de los dos primeros objetivos (seccion 2.5.3).
Entonces, al trabajar con temperaturas y tiempos de incubacion superiores, serd mayor el
consumo energético de la incubadora, lo cual, no impactaria al medio ambiente de manera

positiva.
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5. Conclusiones

La composicion de la cascara de mangostino evidencié principalmente la presencia de
lignina insoluble, celulosa, hemicelulosa y liposolubles. La epicatequina es el compuesto
bioactivo identificado en mayor proporcién en la cascara. Los rendimientos de extraccion

de la hemicelulosa presente en la cascara fueron muy bajos.

Los medios de cultivo elaborados con cascara y hemicelulosa, fermentados con: L.
plantarum, L. paracasei y B. lactis, revelaron su potencial prebiético. Mientras la cascara
favorecid el crecimiento de L. plantarum e inhibié a E. coli, la hemicelulosa estimulé el

crecimiento de B. lactis.

El metabolismo de los componentes de la cascara por las bacterias acido lacticas,
evidencié formacién de &cidos organicos, principalmente &cido acético (1469.30 mg

acido/L extracto) en la fermentacién con L. plantarum.

La mayor actividad prebiética (80.06 £ 0.78) se encontrd en el medio de cultivo con cascara
inoculado con L. plantarum. Adicionalmente, con la metodologia de optimizaciéon por
superficie de respuesta, en el disefio central compuesto; el crecimiento de L. plantarum se

favorecié al emplear una concentracion de 6.41 g/L de cascara de mangostino en el medio.
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6. Recomendaciones

Es importante caracterizar funcional y estructuralmente los compuestos de la cascara, por
medio de técnicas analiticas, tales como, analisis termogravimétrico (TGA);
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR), con el fin de estimar con

exactitud los componentes que estimulan selectivamente los distintos grupos microbianos.

Se recomienda efectuar estudios in vivo e in vitro para evaluar el crecimiento de los
probiodticos en los medios de cultivo con cascara de mangostino, y realizar pruebas de
competencia y antagonismo entre los microorganismos. También, incluir ensayos de
resistencia a la acidez gastrica, a la hidrolisis por enzimas y absorcion gastrointestinal,
para confirmar el crecimiento y conservacion de las propiedades probidticas de estas

bacterias 4cido lacticas en los medios de cultivo, y asi validar su potencial prebiético.
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