5,

UNIVERSIDAD
DEL AZUAY

Universidad del Azuay

Departamento de Posgrados

Maestria en Desarrollo e Innovacion de
alimento

DESARROLLO DE UN ALIMENTO
SIMBIOTICO A BASE DE CACAO A PARTIR
DEL RESIDUO DE BANANO COMO
PREBIOTICO Y UNA MEZCLA COMERCIAL
COMO PROBIOTICO

Autora:
Thalia Lisseth Noles Romero
Director:

Dr. Rodrigo Sebastian Caroca Caceres

Cuenca — Ecuador

2025



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mi madre, que ha sido el pilar
fundamental en mi vida con su ejemplo de
perseverancia y disciplina, me ha demostrado que
cualquier meta se puede convertir en realidad.



AGRADECIMIENTO

A Dios, por otorgarme la sabiduria y fortaleza para
poder culminar con éxito esta etapa.

A mi hermana, por sus palabras de aliento y por su
confianza en mi persona.

A mi director de tesis el Dr. Rodrigo Caroca, por su
guia y orientacién en el desarrollo de este trabajo de
investigacion.

A los docentes de la maestria de D&I de la
Universidad del Azuay, por el aporte de sus
conocimientos para crecer profesionalmente.



RESUMEN:

El aumento de enfermedades gastrointestinales, asociado al consumo excesivo de
alimentos bajos en fibras y altos en grasa, ha impulsado en el ambito cientifico el interés
por el desarrollo de alimentos funcionales con efectos benéficos para la salud. El banano
verde, dentro de la industria exportadora, es desechado semanalmente debido a los altos
estandares de exportacion, sin embargo, destaca su alto contenido de moléculas
prebidticas. En el presente estudio se desarroll6 un chocolate simbidtico enriquecido con
prebioticos extraidos del banano y una mezcla comercial de probioticos. Para la
extraccion se utilizaron solventes, obteniendo 251,24 + 16,75 mg/ml de prebidticos con
etanol al 70%. Los prebidticos y probioticos se encapsularon con alginato de sodio al 1%
y 1,5%, y se evalud la viabilidad de las bacterias probidticas presentes en el chocolate
durante 45 dias, manteniéndose por encima de 10° UFC/g, considerandose un alimento
simbidtico.

Palabras clave: prebidtico, probidtico, microbiota intestinal, simbiotico, banano

ABSTRACT:

The rise in gastrointestinal diseases, associated with the excessive consumption of low-
fiber and high-fat foods, has spurred scientific interest in the development of functional
foods with health benefits. Green bananas, within the export industry, are discarded
weekly due to high export standards; however, they are notable for their high content of
prebiotic molecules. In this study, a symbiotic chocolate enriched with prebiotics
extracted from bananas and a commercial probiotic blend was developed. Solvents were
used for extraction, yielding 251.24 + 16.75 mg/ml of prebiotics with 70% ethanol. The
prebiotics and probiotics were encapsulated with 1% and 1.5% sodium alginate, and the
viability of the probiotic bacteria in the chocolate was evaluated over 45 days, remaining
above 10° CFU/g, thus qualifying it as a symbiotic food.

Keywords: prebiotic, probiotic, gut microbiota, symbiotic, banana.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCCION

Actualmente se ha evidenciado una creciente preocupacion en la poblacién por la
salud intestinal, lo que ha llevado a la evolucion del concepto de nutricion al de “nutricion
adecuada”, que mejore la calidad de vida y el bienestar de los consumidores (Sender et
al., 2016). Por lo tanto, dentro de la investigacion cientifica y la industria alimentaria se
han desarrollado alimentos funcionales que, ademas de los nutrientes basicos, aporten
nutrientes con actividad selectiva en algunas funciones del organismo, con efecto
fisiologico sobre drganos diana que contribuyan a la prevencion de enfermedades

cronicas (Silveira et al., 2003).

El término alimento funcional se origin6 en Japon hace aproximadamente 40 afios
atrés. Dentro de este grupo de alimentos destacan los productos simbi6ticos, que consisten
en la combinacion de prebidticos y probidticos. Los prebidticos son sustancias no
digeribles por los humanos que estimulan el crecimiento de bacterias beneficiosas en el
intestino, lo que contribuye a una microbiota saludable. Un ejemplo de prebiotico son los
fructooligosacéridos. Por otro lado, los probiéticos son microorganismos vivos, entre los
cuales se encuentran los géneros bacterianos Bifidobacterium y Lactobacillus. Al trabajar
concomitantemente, estos dos componentes han demostrado beneficios positivos en la
salud digestiva, previniendo enfermedades relacionadas con el desequilibrio de la

microbiota intestinal (Duran & Valenzuela, 2010).

El banano, consumido globalmente en grandes cantidades, es apreciado por su
valor nutricional, aportando carbohidratos, vitaminas, macronutrientes y micronutrientes
(Martinez-Solérzano & Rey-Brina, 2021). Su contenido de almiddn resistente le confiere
propiedades prebidticas, favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas como
Bifidobacterium y Lactobacillus, que mediante procesos bioquimicos fermentan

carbohidratos no digeribles, produciendo acidos grasos de cadena corta (Martinez, 2015).

Ecuador es un importante exportador de banano, pero una fraccion considerable
de la produccion se desecha debido a los estrictos estandares de exportacion, que incluyen

criterios como dafios en la fruta, grosor, nUmero de manos del racimo y otras alteraciones



durante el proceso de maduracion. Este rechazo representa una valiosa fuente de

prebidticos que podria ser aprovechada (Dadzie & Orchard, 1997).

El banano, por su contenido de prebidticos naturales, podria utilizarse como un
vehiculo para la administracion de cepas bacterianas probidticas seleccionadas. La
adicién de estas bacterias vivas al banano potenciaria sus efectos beneficiosos,
enriqueciendo la microbiota intestinal y contribuyendo a mejorar la digestion y fortalecer

el sistema inmunitario (Reyes et al., 2012)

Ecuador, reconocido internacionalmente como un importante exportador de
cacao, ofrece una amplia gama de productos derivados, desde polvos y barras de
chocolate hasta bebidas alcohdlicas (Hoper et al., 2012). Dada la creciente evidencia
sobre los efectos beneficiosos del cacao para la salud, la adicion de prebioticos y
probidticos podria enriquecer ain mas su valor nutricional, transformandolo en un
alimento simbidtico con el potencial de mejorar la salud intestinal de la poblacién (Pereira
& Maraschin, 2015).

Por lo anteriormente expuesto, esta investigacion se centra en el desarrollo de un
chocolate simbiotico enriquecido con prebidticos derivados del banano y una mezcla
comercial de probidticos, contribuyendo asi al desarrollo de alimentos funcionales con

potencial para mejorar la salud intestinal.



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO
2.1. Estado del Arte

La investigacion en alimentacion funcional ha ganado considerable atencion en la
exploracion del potencial de ingredientes especificos para mejorar la salud y el bienestar.
En este contexto, el enriquecimiento de productos como el cacao con compuestos
bioactivos, prebidticos y probidticos se ha convertido en un &rea de interés creciente
(Obayomi et al., 2024). Este enriquecimiento busca no solo optimizar las caracteristicas
del producto final, sino también contribuir a la prevencion de enfermedades cronicas,

como las cardiovasculares y los trastornos cerebrales (Obayomi et al., 2024).

La implementacion de alimentos simbidticos, que combinan prebidticos y
probioticos, emerge como una estrategia prometedora para abordar las deficiencias en la
calidad de la alimentacion contemporanea. Madrigal & Sangronis (2007) sefialan que
factores como el sedentarismo y el consumo excesivo de grasas saturadas han impactado
negativamente en los habitos alimentarios, generando un creciente interés en alternativas

nutricionales que promuevan la salud intestinal.

En este contexto, los alimentos simbioticos, al combinar prebidticos y probidticos,
ofrecen un enfoque integral para mejorar la microbiota intestinal. Los prebioticos, como
la inulina y los fructooligosacéaridos (FOS) (Soto, 2010; Madrigal & Sangronis, 2007),
son sustratos no digeribles que estimulan el crecimiento y la actividad de bacterias
beneficiosas en el colon. Por otro lado, los probiéticos, como las bacterias de los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus, son microorganismos vivos que, al ser consumidos en

cantidades adecuadas, pueden ejercer efectos beneficiosos en la salud intestinal y general.

El banano se presenta como una fuente potencial de prebioticos para la
formulacién de alimentos simbidticos. Estudios clinicos han demostrado que la
suplementacion con prebidticos derivados del banano puede modular la composicion de
la microbiota intestinal y reducir la inflamacion en individuos con sindrome del intestino
irritable (SI1) (Lopez-Siles et al., 2017). Esta fruta también contiene almidones resistentes
que, al resistir la digestion en el intestino delgado y ser fermentados en el colon, favorecen
la produccion de &cidos grasos de cadena corta (AGCC), con efectos beneficiosos para la
salud intestinal (Olaya et al., 2021).



En linea con esta evidencia, Jiménez et al. (2002) concluyeron que la harina de
banano presenta potencial prebidtico y podria ser una alternativa a la inulina para
diversificar las fuentes de prebidticos en la dieta. La optimizacion de las propiedades de
los alimentos funcionales, como los simbidticos, también ha sido objeto de investigacion.
Caballero et al. (2022) han explorado el uso de tecnologias emergentes de procesamiento,
como el ultrasonido de alta intensidad y la tecnologia de luz pulsada, para mejorar la
supervivencia de los probidticos y potenciar los beneficios para la salud de los alimentos

simbidticos.

Chacon et al. (2021) investigaron el efecto del enriquecimiento del chocolate
negro con frutas, especias, probioticos (principalmente Lactobacillus) y prebioticos
(como la inulina y la goma xantana). Sus hallazgos proporcionan informacion valiosa
sobre cdémo estos ingredientes influyen en las propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes del chocolate negro, con posibles implicaciones para la salud
cardiovascular y cerebral. Ademas, el cacao 70% (0 mas) es reconocido por su contenido
de compuestos bioactivos, como flavonoides y fibras, que pueden ejercer efectos
prebidticos. El uso de cacao al 70% como base para productos simbioticos representa, por
lo tanto, una estrategia prometedora para el desarrollo de alimentos funcionales (Shin et
al., 2022).

El Biocodex Microbiota Institute (2024) sugiere que el consumo de chocolate
oscuro con 70% de cacao puede modular positivamente la microbiota intestinal,
favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas como Bifidobacterium y
Lactobacillus, actuando como un prebi6tico. En linea con esto, una revision bibliografica
sobre chocolates funcionales con probidticos, como los géneros Lactobacillus, Bacillus y
Bifidobacterium, demostré que estas formulaciones mejoran tanto las propiedades
sensoriales como los beneficios nutricionales, manteniendo la viabilidad de los
probidticos en el producto final. Este estudio también indicé que la incorporacion de
probidticos en forma liofilizada o microencapsulada, preferiblemente después del
templado, es crucial para garantizar su viabilidad en el tracto gastrointestinal (Aji
Muhammad et al., 2021).

Konar et al. (2021) demostraron la viabilidad de incorporar los probidticos
Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus paracasei en chocolate blanco tras el proceso

de conchado, con una concentracion inicial de 9.00 log UFC por 25 g. Tras 90 dias de



almacenamiento, ambos probidticos mantuvieron una viabilidad superior a 6.61 log
UFC/25 g, destacandose L. acidophilus por sus mayores niveles de viabilidad en
comparacion con L. paracasei. En chocolate con leche, la viabilidad de las cepas
probidticas también superd los 5.90 log UFC/25 g, con resultados similares en la

comparacion entre cepas.

Por lo tanto, la investigacion actual destaca la importancia de la alimentacion
funcional y el uso de ingredientes especificos, como los prebidticos y probidticos, en la
mejora de la salud intestinal y general. El enriquecimiento de productos como el cacao y
la aplicacién de tecnologias emergentes ofrecen nuevas perspectivas para el desarrollo de

alimentos mas saludables y funcionales.

2.2. Marco Conceptual
2.2.1. Prebidtico

Los prebidticos se definen como componentes alimenticios no digeribles que
estimulan el crecimiento y la actividad de bacterias beneficiosas en el intestino humano
(Castafieda Guillot, 2018). Estos compuestos, principalmente oligosacaridos y
polisacaridos no amilaceos como los fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos
(GOS), inulina y lactulosa, son fermentados por la microbiota col6nica, produciendo
acidos grasos de cadena corta (AGCC) como butirato, propionato y acetato. Estos AGCC
desempefian un papel fundamental en la salud intestinal, incluyendo la reduccion del pH
coloénico, la modulacion de la respuesta inmunitaria a través de la produccidn de citocinas

antiinflamatorias y el fortalecimiento de la barrera intestinal (Obayomi et al., 2024).

Los prebidticos pueden obtenerse de fuentes naturales como el platano, la cebolla,
el ajo, los esparragos y la raiz de achicoria, o producirse industrialmente a partir de

sustratos como el almidoén o la lactosa (Corzo et al., 2015).

2.2.2. Probidtico

Los probidticos son microorganismos vivos que, al administrarse en cantidades
adecuadas, confieren beneficios para la salud del huésped (Hill et al., 2014). Estos
microorganismos, entre los que se encuentran ciertas cepas de bacterias y levaduras,
pueden colonizar el tracto gastrointestinal y ejercer efectos beneficiosos como la mejora

de la digestion, el fortalecimiento del sistema inmunitario y la prevencién de



enfermedades intestinales (Galdeano et al., 2015). Adicionalmente, contribuyen al
equilibrio de la microbiota intestinal, lo que se traduce en efectos positivos tanto para la

salud gastrointestinal como para la salud general (Plaza-Diaz et al., 2019).

Los probidticos tienen la capacidad de modificar la composicion de la microbiota
intestinal e inhibir el crecimiento de patdgenos perjudiciales, favoreciendo asi la
produccion de inmunoglobulina A (IgA) por parte del huésped. Asimismo, contribuyen
al fortalecimiento de la barrera intestinal al mantener la integridad de las uniones
estrechas y fomentar la produccién de mucina. Ademas, los probiéticos pueden influir en
el sistema inmune mediante la regulacién de la liberacion de citoquinas a través de vias
de sefalizaciébn como el factor nuclear kappa B (NF-kB) y las proteinas quinasas
activadas por mitogenos (MAPK), lo que modula la proliferacion y diferenciacion de las

células inmunitarias y epiteliales (Mohammed et al., 2024).

2.2.3. Alimentos simbidticos

Los alimentos simbi6ticos son productos que contienen tanto prebidticos como
probidticos en cantidades especificas. Esta combinacion sinérgica busca promover el
crecimiento y la actividad de bacterias beneficiosas en el intestino, proporcionando un
entorno favorable para su supervivencia y funcion (Markowiak & Slizewska, 2017). Entre
los ejemplos de alimentos simbi6ticos desarrollados a lo largo de la historia alimentaria
se encuentran: el yogur enriquecido con prebidticos como la inulina y los FOS, que
pueden obtenerse de fuentes como la espinaca; el kéfir (similar al yogur), enriquecido con
frutas y semillas ricas en fibras; el pan integral con semillas y levaduras probiéticas; y el
chucrut casero con la adicion de prebioticos presentes en el ajo y la cebolla; entre otros
(Kamali et al., 2021).

2.2.4. Banano

El banano (Musa cavendish) es una fruta tropical ampliamente consumida en todo
el mundo y cultivada en regiones tropicales y subtropicales debido a su alto valor
nutricional y versatilidad. Botanicamente, el banano es una baya que crece en racimos en
plantas herbaceas perennes de rapido crecimiento. Ademas de ser una fuente rica en fibra
dietética, vitaminas y minerales, el banano contiene compuestos bioactivos, incluyendo
prebidticos, que pueden promover la salud intestinal y contribuir al bienestar general

(Pereira & Maraschin, 2015). El consumo de banano tiene un impacto positivo en la salud



humana, ayudando a regular la presion arterial, mejorar la digestion y proporcionar
energia réapida, lo que lo convierte en un alimento adecuado para deportistas y dietas
equilibradas. Su alta disponibilidad, bajo costo y valor nutricional lo convierten en un

elemento clave en la seguridad alimentaria y en la economia agricola global.

2.2.4.1.  Componentes del banano

Los bananos contienen una variedad de compuestos bioactivos, incluyendo
fenoles, carotenoides, aminas biogénicas y fitoesteroles, que ofrecen beneficios para la
salud y el bienestar. Estos componentes contribuyen a mantener niveles saludables de
radicales libres, permitiendo que estos desempefien sus funciones biolégicas esenciales
sin causar dafio celular y previniendo asi la aparicion de enfermedades. En cuanto a su
potencial prebidtico, el banano contiene inulina como principal componente que
promueve el crecimiento de bacterias beneficiosas en el intestino, mejorando la salud
digestiva y la regularidad intestinal. Por lo tanto, la incorporacion de banano en la dieta
ofrece una estrategia efectiva para fortalecer el equilibrio microbiano y mejorar el
bienestar general (Lopez-Siles et al., 2017). Segun Zhang et al., (2005), refiere que el
banano en su estado inmaduro tiene un alto contenido en almidon resistente, una fibra que
posee alta capacidad prebidtica; a medida que aumenta su grado de maduracion el

almidon se transforma en azlcares simples lo que reduce su contenido prebidtico.

2.2.5. Cacao

El cacao es un fruto cuyas semillas se utilizan como ingrediente principal en la
elaboracion de diversos productos, entre los que destaca el chocolate. Segln Lujano et al.
(2019), el cacao, especialmente en su forma no procesada, contiene un alto contenido de
flavonoides, como las catequinas y las epicatequinas, que se asocian con diversos
beneficios para la salud, principalmente en la prevencion de enfermedades

cardiovasculares y la mejora de la circulacion sanguinea.

2.2.5.1. Componentes del cacao

El cacao posee propiedades antioxidantes e inflamatorias, razén por la cual se
utiliza tanto para fines medicinales como alimenticios, debido a su contenido en minerales
como magnesio, potasio, cobre y zinc, asi como vitaminas de los grupos B y C (Kongor
etal., 2016).



Ademas de los flavonoides, el cacao contiene una variedad de nutrientes
esenciales, como fibra dietética, minerales y acidos grasos saludables. La fibra dietética,
particularmente la fibra soluble, actia como sustrato fermentable para las bacterias
beneficiosas en el colon, estimulando el crecimiento de Bifidobacterium y Lactobacillus,
géneros bacterianos estrechamente asociados con la mejora de la salud intestinal
(Steinberg et al., 2003). Se ha estudiado el efecto prebidtico del cacao en diversos
modelos in vitro, mostrando que las fibras del cacao pueden potenciar la produccion de
AGCC como el butirato, que tiene efectos antiinflamatorios y beneficia la funcion de
barrera intestinal (Hayek, 2013).

Investigaciones como la de Perea et al. (2009) han demostrado los beneficios de
ingredientes especificos, como las semillas de cacao alcalinizado, en la promocion de una

microbiota intestinal saludable debido a su contenido de prebidticos.



CAPITULO 3
3. METODOLOGIA

3.1. Implementacion de una metodologia para la extraccién de
prebidticos del banano
Para determinar la metodologia que proporcione un mayor rendimiento de
prebidticos se aplico agitacion con etanol al 50%, etanol al 70%, agua desionizada y agua

destilada con la pulpa y cascara del banano.

3.2. Secado de materia prima

Las pulpas y céascaras de banano verde (Musa cavendish) se separaron
manualmente para su analisis individual. Posteriormente, se cortaron en rebanadas de 0.5
cm de grosor y se lavaron con agua destilada, con el objetivo de eliminar impurezas
presentes (Bonik et al.,, 2024). Las muestras se colocaron en un deshidratador
(TECNOPAST, Italia) por un lapso de 24 horas a 18°C, con la finalidad de extraer el agua
del producto y facilitar su proceso de trituracion, aplicando el procedimiento establecido

por Alvarez et al., (2007) con ligeras modificaciones.

3.2.1. Molienday Tamizado de materia prima

Los trozos de pulpa y cascara secos, se colocan en un molino (KRUPS, México)
por un lapso de 5 minutos, posterior a este proceso se coloco la masa pulverizada en los
tamices (LABALPHA, EEUU) en orden descendente, obteniéndose un polvo de didametro
de 0.45 mm.

3.2.2. Obtencion de extractos acuosos y etanolicos de la pulpa y cascara del banano

La metodologia de extraccion se baso en el articulo de Corzo et al., (2016).

3.2.2.1.  Extraccion de probidticos desde la pulpa y cascara de banano

Se colocé una proporcion 1:10 soluto (pulpa, cascara): solvente (agua destilada,
agua desionizada, etanol al 50% y al 70%) en un frasco &mbar. Posteriormente, se coloco
los extractos en un rodillo (THERMO SCIENTIFIC, Alemania) con agitacion por 24
horas. Transcurrido el tiempo de agitacion, se centrifugd (ST8R, THERMO
SCIENTIFIC, Alemania) el extracto a una temperatura de 4°C a una velocidad de 3000

rpm por un tiempo de 5 minutos para evitar la presencia de particulas sélidas en el



extracto. A continuacidn, se puso el extracto resultante en tubos y se dejé por 8 horas en
un concentrador al vacio (RVC 2-18 CD plus, CHRIST, Alemania) a una temperatura de
40°C, para evaporar el solvente. Por ultimo, se almacend el extracto final en congelacién

a -20°C hasta su uso.

« Cortado « Rebanadas 0.5 cm,
; « Lavado * Agua destilada
himmig;a « Secado + Deshidratador a T*ambiente por 24 horas.
\\—/’J « [Molienda = Molino, 5 minutos.
* Tamizado * Polvo de 0.45 mm.

Obtencién de * Agua destilada
extractos acuosos y |—»| * Pulpa de banano = Agua desionizada ) por 24
etandlicos » Céascara de banano "| = Etanol al 50%

horas
« Etanol al 708

Agitacion

4

Figura 1.

Flujograma extraccion de prebioticos del banano

3.2.2.2.  Cuantificacion de prebi6ticos del banano mediante UV-Visible

La cuantificacion de los prebioticos presentes, como la inulina, ademas de otros
carbohidratos como almidén, FOS (fructooligosacaridos) y azucares simples, en las
muestras se realiz6 mediante espectrofotometria UV-Visible utilizando el método de
fenol-acido sulfurico (Zhang et al., 2005). Este método permite detectar la concentracion
de carbohidratos totales. Inicialmente, se prepararon soluciones estandar del prebidtico
inulina en concentraciones conocidas (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg/mL), disolviendo el
compuesto en agua destilada. Paralelamente, las muestras de los extractos que contenian
prebidticos se diluyeron a una concentracion 1:100 para asegurar que los valores de

absorbancia estuvieran dentro del rango lineal de la curva estandar.

Para la reaccion colorimétrica, se pipetearon 0.5 mL de la muestra o estandar en
tubos de ensayo, a los cuales se afiadieron 0.5 mL de una solucion de fenol al 5% (p/v),
seguido de la adicion rapida de 2.5 mL de &cido sulfurico concentrado. La mezcla se dejo
reposar durante 10 minutos para permitir el desarrollo del color amarillo. Posteriormente,
los tubos se enfriaron en un bafio de agua a temperatura ambiente durante 20 minutos. La

absorbancia de las muestras y los estandares se midio a 490 nm utilizando un

10



espectrofotometro UV-Visible (EPOCH, BIOTEK, EEUU). Los valores de absorbancia
de las muestras se compararon con la curva de calibracion generada a partir de las
soluciones estandar para calcular la concentracion de prebidticos en las muestras
analizadas (Ldpez et al., 2017). El proceso se realiz6 por triplicado para garantizar la

precision y reproducibilidad de los resultados.

Cuantificacion de
prebibticos

= 300 ppm |}—| Lectura a 480 nm
—p| Lectura a 490 nm \

fenol- Acido sulfarico

Espectrofotometria
L . Curva de
UV-visible- Métodn }—; calibracisn "

Extractos

acuososy |——»
etandlicos

Dilucién
1:100

Figura 2.

Flujograma cuantificacién de prebioticos

3.3. Evaluacién del encapsulado del prebidtico y probidtico sometido
a condiciones del tracto digestivo
Para evaluar los encapsulados se realizé una formulacién previa y se cuantificé el

crecimiento de bacterias probidticas mediante la técnica recuento en placa.

3.3.1. Cuantificacién de probi6ticos de la casa comercial
3.3.1.1.  Preparacion de medios de cultivo

Se prepararon los medios de cultivo MRS Agar y M17 Agar de acuerdo con las
indicaciones del fabricante (Condalab), considerado 52.25g y 33.25g por litro de agua
destilada, respectivamente. Las soluciones resultantes fueron esterilizadas en autoclave
(2540 MLV, TUTTNAUER, Israel) a 121°C durante 15 minutos. Tras la esterilizacion y
manteniendo condiciones estériles, se vertio los medios en las placas Petri, y se dejé

solidificar por 20 minutos. Se realizo por triplicado.

3.3.1.2.  Cultivo de probidticos a distintas diluciones

En un tubo de ensayo con 18 ml de peptona se coloco 2g del polvo probidtico
Proflora performance (Prosirios), formando una dilucion 107, posterior a la disolucion
en tubos de ensayo con 9 ml de peptona se adicion6 1ml de la dilucion anterior, formando
una dilucién 1072, de esta manera sucesivamente se formaron las diluciones 103, 104,10°

510,107, 10°. Luego de obtener las diluciones, se tomaron 100pl de las diluciones 10
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"y 10® y se colocaron en cada medio de cultivo sembrando por extension con ayuda de
un rastrillo microbioldgico. Las placas inoculadas fueron incubadas (Isotherm, ESCO,
Singapur) a 37°C en cajas de anaerobiosis en el caso de las placas con MRS y a 30°C
durante 48 horas las de M17 Agar. Finalizada la incubacion, se observaron las colonias
formadas y se realizd el recuento de estas para evaluar el crecimiento del probiotico
(Sanchez et al., 2017). Se realizé el proceso por triplicado.

Cuantificacian de * Agar MRS * Sembrado Incubacion
probidticos de casa facultative |—| Dilucion: |—( por _ por 48
comercial « Agar M17 extension horas
Tincidn de - Dbae;faclun
Gram microscopio

Flujograma cuantificacion de probidticos

3.3.1.3. Determinacién diversidad bacteriana en la mezcla probiotica mediante
Tincion de Gram

Las diversas de colonias bacterianas identificadas en el cultivo de probioticos, se
analizaron mediante tincion de Gram y se observé la forma bacteriana relacionandola con

el tipo de género bacteriano probiotico presente (Rodriguez & Arena, 2018).

3.3.1.4. Formulacion de encapsulados con alginato de sodio y cloruro de calcio

Se realizo el encapsulado usando alginato de sodio en concentraciones de 1% y
1.5% (m/v). Se prepararon las concentraciones antes mencionadas en 200 ml del extracto
prebidtico del banano al 90% y se agito6 en la placa calefactora (TOPO MS300HS, Korea)
a temperatura ambiente con la ayuda de una barra magnética. Al obtener una solucién
uniforme, se adicion6 0.1 g de polvo probidtico por cada mililitro de solucién prebidtica.
La cantidad del probiotico estd basada en la cuantificacion previa de este producto
comercial (Prosirios). La solucion obtenida se dejo en agitacion por 20 minutos, para que
todos los componentes se incorporen de manera homogénea. Para la formacion de las
capsulas se empled el método de gelificacion idnica. Con la ayuda de una micropipeta de
1000ul (DRAGON LAB, Malasia) se procedié a llenar con la solucién obtenida y se
depositd por goteo en una solucion de cloruro de calcio al 1.5% a 5 cm de distancia y de

manera constante. Este proceso facilitd la formacion de capsulas solidas, las que se
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dejaron reposar por un periodo de 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, las
capsulas fueron retiradas de la solucion de cloruro de calcio y se tamizaron en un colador,
donde fueron lavadas con abundante agua destilada con la finalidad de eliminar el exceso
de cloruro de calcio de su superficie externa. Una vez lavadas las capsulas fueron
colocadas en la estufa (Isotherm, ESCO, Singapur) a una temperatura de 26°C, por un
periodo estimado de 12 horas con la finalidad de eliminar la humedad (Muchiutti et al.,
2019).

3.3.2. Analisis de resistencia de los probiéticos encapsulados a la digestion in vitro

Previo al analisis in vitro de los encapsulados a condiciones del tracto digestivo
se prepararon soluciones stock de sales de saliva, gastrico, duodenal y biliar con pH

similar al organismo (Serena-Romero et al., 2023).

Para la preparacion de la solucion stock de saliva se utilizé: 58,5 mg de Cloruro
de sodio (NaCl), 74,5 mg de Cloruro de potasio (KCI), 1,05 g Carbonato &cido de sodio
(NaHCO3), 0,2 g de Urea (CO(NH>).). En la solucion stock géstrica se emple6 2,72 g de
Cloruro de sodio (NaCl), 0,82 g de Cloruro de potasio (KCI), 0.08 g de Urea (CO(NH>)2),
0.26 g de Fosfato de sodio monobasico (NaHPO4), 0,39 g de Cloruro de calcio
dihidratado (CaCl>- 2H20), 0,306 g de Cloruro de amonio (NH4Cl). En cuanto a las
soluciones stock duodenal se utiliz6: 7,01 g de Cloruro de sodio (NaCl), 0,56 g de Cloruro
de potasio (KCl), 3,38 g Carbonato acido de sodio (NaHCO3), 0,1 g de Urea (CO(NHy)2),
80 mg de Cloruro de magnesio (MgCL:) y 50 mg de Fosfato monopotasico (KH2POa).
En lo referente a la solucion biliar se formé con: 5,25 g de Cloruro de sodio (NaCl), 0,37
g de Cloruro de potasio (KCI), 5,78 g Carbonato acido de sodio (NaHCO3) y 0,25 g de
Urea (CO(NH)2)

En un tubo Falcon de 50 ml se adiciond 1 g de encapsulado (1 y 1.5% alginato),
previamente triturado y se colocd 5 ml de solucion stock de saliva y alfa-amilasa por un
lapso de tiempo de 10 minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo se agrego 10 ml de solucion
gastrica y bromelina por un periodo de 2 horas a 37°C, luego se afiadio 12 ml de solucién
duodenal con las enzimas lipasa y pancreatina concomitante se anexé 3 ml de solucién
biliar y sales biliares por un transcurso de 2 horas a 37°C. Para cesar las reacciones se
colocé los tubos en hielo por 20 minutos y finalmente se centrifugo el extracto restante a
9000 RPM a 4°C (ST8R, THERMO SCIENTIFIC, Alemania) (Serena-Romero et al.,
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2023). El sobrenadante obtenido contiene a las bacterias probioticas que cumpliran una

funcion homeostatica en el organismo.

3.3.3. Cultivo de bacterias probioticas pre y posdigestion mediante la técnica
recuento en placa

En un tubo de ensayo con 9 ml de peptona se coloco 1 g de encapsulados sin
digerir y 1 ml de sobrenadante obtenido de la digestion antes mencionada. En ambos
casos con capsulas formuladas con 1y 1.5% de alginato. Se realiz6 diluciones seriadas
aplicando el mismo protocolo del punto 3.3.1.2.

' ' Gelificacion 1 0.1 g de
: inversa: Alginato de probiético por
P sodioal 1y15%y |—»|  cadaml de
S Cloruro de calcio al solucién
15% prebiodtica

Diluciones:

/ Evaluacién de *Agar MRS | _| = Crecimiento
encapsulados eyt 10°-10° “| 48 horas
_ » Agar M17

Figura 4.

Flujograma formulacion y evaluacion de encapsulados

3.4. Formulacién de chocolate 70% con prebidticos del banano y con
una mezcla comercial de probidticos

3.4.1. Formulacion del chocolate simbiético

Se fundid 250 g de chocolate al 70%, hasta alcanzar una temperatura de 45 a 50°C.
Durante el proceso de templado del chocolate, se aplic tres temperaturas, con la finalidad
de optimizar la textura y conservacion del chocolate. La primera temperatura se mantuvo
entre 45 a 50°C, la segunda entre 27 y 28°C y la tercera, considerandose una temperatura
optima para la adicion de los Microencapsulados, se establecidé entre 29 y 30°C,
garantizando su supervivencia. Una vez finalizado el proceso de templado, se coloco el
chocolate fundido en los respectivos moldes (bloques de 5g aproximadamente) y se
adicion0 1 g de encapsulados por cada blogue. Se colocé en la nevera a una temperatura

de 4°C por 20 a 30 minutos para endurecer chocolate (Villafuerte et al., 2024).
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3.4.2. Andlisis de viabilidad de bacterias probidticas en el chocolate

En una funda Whirl-pak estéril se coloco 45 ml de agua peptonada y 5g de
chocolate con la mezcla simbidtica Se desintegro el bloque de chocolate con la ayuda de
un homogeneizador (SCIENTZ- 11 GERMFREE, China) se realizaron y sembraron
diluciones seriadas siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.3.1.2 (Sanchez et al.,
2017). Este proceso se realizo los dias 5, 10, 15, 30 y 45 por triplicado.

= 45 a 50°C
- . 2F
Formulacion de Chocolate al [arazss
Lt 70% [+ Moldeado
= Refrigerado
= Almacenamiento
Encapsulados al = T® menor a
1% 32°C J
——— Muestras a los:
e . 1 dia
Andlisis de + 5 dias
vialbilidad Recuento en placa « 10 dias
+ 15 dias
« 30 dias
Figura 5.

Flujograma de formulacién y evaluacién de chocolate simbidtico
3.5. Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos en el transcurso de la investigacion fueron evaluados
estadisticamente mediante andlisis de varianza para la viabilidad de bacterias antes y
después de la digestion a concentraciones del 1y 1.5 % de alginato de sodio; y el software
estadistico Minitab (Minitab, LLC, EEUU), para la cuantificacion de bacterias
probidticas durante 45 dias, posterior a la misma, se aplicé una prueba Tukey HSD, para

evaluar diferencias significativas.
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CAPITULO 4
4. RESULTADOS

4.1. Extraccion de prebioticos del banano
4.1.1. Rendimiento de los extractos acuosos y etanélicos

Los rendimientos de los extractos de la cascara y pulpa de banano obtenidos tras
el proceso de centrifugacion y concentracion durante 8 horas mostraron que, en los
extractos etandlicos al 50 y 70%, se obtuvo un rendimiento del 33 y 34.5%,
respectivamente. En contraste, los extractos acuosos obtuvieron un rendimiento del 90%.

Estos rendimientos se basan en la cantidad de materia prima inicial utilizada.

4.2. Cuantificacion de prebioticos mediante UV-Visible

Previo a la cuantificacion de los prebidticos presentes en los extractos, los datos
obtenidos en la curva de calibracion muestran la relacion entre la concentracion de inulina
(ppm) y la absorbancia medida a 490 nm. Se observa un incremento progresivo en la
absorbancia conforme aumenta la concentracién de inulina, con valores que van desde 0
hasta 0,435. Los resultados evidencian una relacion lineal directa y proporcional entre la
concentracion de inulina y la sefial analitica obtenida a 490 nm (figura 6). La ecuacién de
calibracion generada a partir de estos datos (y = 0.0008x - 0.0106), muestran una relacién
lineal altamente significativa (r2 = 0.987), lo que permite cuantificar de manera precisa y
confiable la concentracion de inulina, FOS, almidon y azucares simples en los extractos.
Estos hallazgos corroboran la viabilidad del método espectrofotométrico empleado para

la cuantificacién precisa de inulina en el rango de concentraciones analizado.
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Figura 6.

Curva de calibracion de inulina a 490 nm

Las concentraciones de carbohidratos totales, entre los cuales se encuentran
inulina, FOS, almidon y azlcares simples, se observan en la figura 7. Para la pulpa, el
extracto con agua destilada presentd un contenido promedio de prebioticos de 140,40 +
13,55 mg/ml, mientras que con agua desionizada fue de 130,68 + 21,43 mg/ml. En los
extractos con etanol, el de concentracion al 50 % tuvo un valor de 121,38 + 21,73 mg/ml,

mientras que el de etanol al 70 % mostr6 el mayor contenido, con 251,24 + 16,75 mg/ml.

En cuanto a los extractos de céscara, la extraccién con agua desionizada resultd
en una concentracion de 142,21 + 39,33 mg/ml, mientras que con etanol al 70 % el
contenido fue de 184,15 + 4,97 mg/ml. Estos resultados sugieren que tanto el tipo de
solvente como la parte del material vegetal influyen significativamente en la extraccion
de prebidticos. El etanol al 70 % resultd ser el solvente mas eficiente en ambos casos y la
pulpa del banano es el extracto con mayor cuantificacion prebiotica.
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Figura 7.

Cuantificacion de prebidticos en los distintos tipos de extractos, siendo utilizado para la
experimentacion el extracto de pulpa con etanol al 70%. Los resultados son expresados
en mg de prebidtico por ml de solucion.

4.3. Evaluacién del encapsulado del prebiotico y probidtico sometido
a condiciones del tracto digestivo

4.3.1. Cuantificacion de bacterias probidticas de la casa comercial

En lo referente a los resultados del crecimiento de bacterias probidticas a partir de
las capsulas comerciales, se determind que el conteo en el agar MRS facultativo fue de
5,5x 10°UFC/gy en el agar M17 fue de 3,5 x 10° UFC/g. Se realizd un analisis estadistico
ANOVA (Anexo 1), en el cual, como resultados arroj6 una importancia del 22,81% del
tipo de agar para facilitar el crecimiento bacteriano, un valor de MCE de 1,43 x 108, que
corresponde al error puro del experimento y un valor p de 0,231, indicando que no es
estadisticamente significativo. Ademas, se realizd una prueba de normalidad de Anderson
Darling (Anexo 2), obteniendo un valor p de 0,818, demostrando que los datos siguen una
distribucién normal.

4.3.2. ldentificacion bacteriana mediante Tincion de Gram

Para la identificacion de los géneros bacterianos se verificé en la ficha técnica del
producto Proflora performance, que estaba compuesto por seis cepas bacterianas entre las
cuales estan: Bifidobacterium bifidum (W23), Bifidobacterium lactis (W51),
Enterococcus faecium (W54), Lactobacillus acidophilus (W22), Lactobacillus brevis

18



(W63) y Lactococcus lactis (W58). En base al resultado del crecimiento de bacterias
probidticas en el medio de cultivo MRS, se identificé una colonia de coloracion blanca
con halo poco brillante, al observar en el microscopio se corrobor6 su forma de bacilo
(bastdn), que, al comparar con generos bacterianos probidticos, presentd similitud con
Lactobacillus brevis. También se observo el crecimiento de colonias brillantes blancas
pequefias y medianas en el agar MRS facultativo, al ser observadas en el microscopio se
identificd su forma de bacilo, relacionandolo por su morfologia con Lactobacillus

acidophilus.

En el medio de cultivo M17, se observaron tres tipos de colonias de coloracion
rosadas brillantes, que al ser observadas en el microscopio se encontraban como
diplococos, relacionandolos por su forma con Lactococcus lactis. Colonias bacterianas
grises brillantes de tamafios pequefios y medianos identificadas como Enterococcus

faecium.

Figura 8.
Observacion de géneros bacterianos Lactobacillus y Enterococcus al microscopio.

Nota: A: Lactobacillus brevis; B: Lactobacillus acidophilus; C: Lactococcus lactis; D:
Enterococcus faecium

4.3.3. Microencapsulados de alginato de sodioal 1y 1.5 %

Las microcapsulas obtenidas posterior al secado a temperatura de 26°C,
presentaron una morfologia predominantemente esférica, presentando cierta
heterogeneidad en el tamafio de particula en un rango entre 2 y 4 mm. Se evidencié una
tonalidad beige amarillenta de las particulas indicando la influencia del polvo probidtico

utilizado. En general, las microcapsulas presentaron un estado sélido y seco.
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4.3.4. Evaluacion de los encapsulados digeridos y sin digerir mediante la técnica
recuento en placa

Como resultado de la evaluacion de los encapsulados de prebioticos de banano
con probidticos de Proflora performance, con concentraciones al 1 y 1.5% de alginato de
sodio, se obtuvieron por triplicado los resultados para las diluciones 107°, 10, 10" y 10"
8. Los resultados para el agar M17 y MRS F en condiciones de aerobiosis, y encapsulados

al 1% se aprecian en la tabla 1

Tabla 1.

Crecimiento de bacterias probidticas pre y post digestion en agar M17y MRS al 1y 1,5
% de alginato de sodio

Concentracion Sin digerir Post digestion in vitro
alginato
M17 MRS F M17 MRS F
Promedio Promedio Promedio Promedio

Log UFC/ Log UFC/ Log UFC/ Log UFC/ ml

ml ml ml
1% 9,43 +£0,02 8,42 + 0,07 9,94 +£ 0,04 6,71 + 0,02
1,5% 9,56 + 0,02 9,61 +0,04 9,07 £ 0,02 6,44 + 0,02

Si comparamos los resultados obtenidos en agar M17 y MRS facultativo a
concentraciones al 1 y 1.5%, se observo que las capsulas de probioticos sin digerir al
1.5% ofrecieron una mayor proteccion a los microorganismos. Sin embargo, tras la
digestion, las capsulas al 1% mostraron una mejor liberacion de los probiéticos, lo que

sugiere una mayor digestibilidad en el tracto gastrointestinal.

Los encapsulados al 1.5%, presentaron una rigidez excesiva, que dificultaba la

masticacion, razén por la cual, se optd por trabajar con los encapsulados al 1%, con una
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menor cantidad de alginato que resulta mas facil el proceso de masticacion y se digieren
de mejor manera dentro del organismo. En el analisis estadistico se aplico analisis de
varianza, Anexo 3, 4 y 5, comparando el medio MRS al 1 % digerido y sin digerir,
identificandose diferencias significativas al 99,9%; el medio M17 digerido y sin digerir
al 1,5 %, también se corrobor6 diferencias significativas al 99,9%. Se comparé los
resultados obtenidos en el medio M17 sin digerir al 1 y 1.5%, en el cual se obtuvo una
diferencia significativa del 99 %, al comparar los resultados de crecimiento de bacterias
probidticas al 1y 1.5 % se obtuvo una diferencia significativa del 99.9 %. Al comparar
los resultados de los medios de cultivo M17 y MRS posdigestion a las concentraciones al
1y 1,5 % se obtuvieron diferencias significativa del 99, 9%, respectivamente para cada

tipo de agar.

4.4. Caracterizacion del chocolate enriquecido con prebioticos del
banano y con una mezcla comercial de probioticos

4.4.1. Caracteristicas fisicas del chocolate probi6tico

Los chocolates presentaron una morfologia cubica con bordes definidos, la textura
es mayormente lisa con areas brillantes, debido a un templado adecuado, con un color

marron oscuro debido al alto contenido de cacao.

Figura 9.

Chocolate simbidtico enriquecido con prebidticos del banano y probiéticos (Proflora
performance)

4.4.2. Analisis de viabilidad de bacterias probioticas en el chocolate simbidtico

Dentro de cada bombdn de chocolate se colocd 1 g de microencapsulados de
alginato de sodio al 1%, considerando que la ingesta de chocolate al 70% por persona
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diariamente, debe estar contenido entre 20 y 25 g para que sea considerado un alimento
funcional (Villanueva, 2020). Considerando que el peso de cada bombdn se encuentra
entre 5y 5.30 g, la cantidad de bombones que deberia ingerir diariamente una persona

esta entre 4 a 5.

CRECIMIENTO DE BACTERIAS PROBIOTICAS

| JI_II II II II I.l
0 5 10 15 30 45

Dias

log UFC/ g

o N B O

EM17 EMRSF

Figura 10.

Crecimiento de bacterias probidticas a los dias 0, 5, 10, 15, 30 y 45 de almacenamiento
del chocolate simbidtico. Los medios de cultivo empleados fueron M17 y MRS.

La viabilidad de bacterias probioticas a lo largo de 45 dias de almacenamiento en
dos medios de cultivo, M17 y MRS F, se observa en la figura 10. Durante los primeros
dias, se observa un aumento significativo en el crecimiento de bacterias en ambos medios,
lo que indica una fase de crecimiento. A partir del dia 10, la poblacion bacteriana
comienza a disminuir progresivamente, con una mayor reduccion en MRS F. Para el dia
15, la cantidad de bacterias en ambos medios es menor, y desde el dia 30 hasta el dia 45,
los valores se estabilizan en niveles bajos. Esto indica que M17 favorece un crecimiento
inicial mayor, pero a largo plazo ambos medios muestran una reduccién en la viabilidad

bacteriana.

El andlisis de varianza (ANOVA) aplicado muestra que los factores dia y
crecimiento bacteriano contribuyen el 72,96 %, el valor de MCE es de 0,22 y el valor de
p es 0,09 mayor a 0,05, lo que confirma que los cambios a lo largo del tiempo no son
estadisticamente significativos, Anexo 6. Esto indica que el dia influye significativamente

en la variable de respuesta analizada, en base al medio de cultivo Anexo 7. Ademas, se
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realizd6 una prueba de Anderson Darling, obteniéndose un valor de p de 0.291,

corroborandose que los datos siguen una distribucion normal, Anexo 8.
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CAPITULO 5
5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.1. Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio revelan diferencias significativas
en la concentracion de inulina, FOS, almidon y azlcares simples extraidos de la pulpa y

la céscara de banano (Musa cavendishii) empleando diversos solventes.

En primer lugar, se determin6 que el etanol al 70% es el solvente mas eficiente
para la extraccion de prebidticos, tanto en la pulpa como en la cascara del banano. En la
pulpa, el extracto etandlico al 70% (v/v) exhibié la mayor concentracion de inulina, FOS,
almidon y azlcares simples (251,24 + 16,75 mg/ml), lo que sugiere una mayor afinidad
del etanol al 70% por los compuestos prebidticos presentes en la pulpa, posiblemente
inulina y FOS. Esto coincide con la investigacion de Yudhistira et al. (2019), que
observaron que el etanol facilita la precipitacion y recuperacion de inulina al disminuir la
solubilidad de otros azUcares interferentes. La concentracion de etanol al 70% podria
optimizar la interaccion entre el solvente y los prebioticos, favoreciendo la solubilizacién

para su posterior extraccion.

Los hallazgos muestran que el extracto etandlico al 50% (v/v) presentd la menor
concentracion de prebidticos en la pulpa (121,38 + 21,73 mg/ml), sugiriendo que una
proporcion insuficiente de etanol limita la extraccion. Esto se atribuyen a que el etanol al
50% tiene una polaridad intermedia, y presentan menor efectividad para solubilizar
compuestos prebioticos, tales como fructooligosacaridos (FOS) o la inulina. Estudios
como los de Zhang et al. (2005) y Aurore et al. (2009) respaldan esta observacion,
indicando que la polaridad del solvente es determinante para la extraccion de
carbohidratos.

En la céscara, el extracto acuoso con agua desionizada contenia 142,21 + 39,33
mg/ml de prebioticos, mientras que el extracto etanolico al 70% (v/v) incrementd esta
cantidad a 184,15 * 4,97 mg/ml. Esto sugiere que la cascara es una fuente importante de

prebidticos.

Cabe destacar el estudio de Rivera Quixchan et al., (2018), sobre siete variedades
de banano, que identifico la variedad Musa nendran como la que presentd el mayor

contenido de fructanos, 3.19 +0.04 g/100 g de fruta. Segun Bello-Pérez et al. (1999) que
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trabajaron con otras especies de banano, como Musa paradisiaca o0 Musa acuminata
reportaron concentraciones prebidticas de 150-200 mg/ml en extractos de pulpa de
banano utilizando etanol al 70%, lo que es inferior a los 251,24 mg/ml obtenidos en este
estudio. Esto sugiere que la especie Musa cavendishii podria tener un contenido mas alto

de prebidticos.

La microencapsulacion con alginato se elige como una estrategia para la
proteccion y liberacion controlada de probioticos, optimizando su eficacia y
supervivencia en el tracto gastrointestinal (Wang et al., 2022). Los resultados obtenidos
en el presente estudio revelan que la concentracion de alginato modula la interaccion entre
la matriz de encapsulacion y el entorno gastrointestinal. Especificamente, se observo que
los encapsulados sin digerir con una concentracion de alginato al 1.5% exhibieron una
mayor proteccion inicial de los probidticos, lo que sugiere una mayor resistencia de la
matriz a la degradacion por los acidos y enzimas presentes en el estomago. Esto coincide
con las investigaciones previas que demuestran que concentraciones elevadas de alginato
mejoran la viabilidad de probidticos durante el transito gastrointestinal (Diep &
Schiffman, 2024; Starovoitova et al., 2023). Sin embargo, la mayor proteccion
proporcionada por el alginato al 1.5% podria haber limitado la liberacion de los
probidticos en el intestino, donde producen sus efectos beneficiosos. La menor
concentracion de alginato en las capsulas al 1% posiblemente facilité la degradacion de
la matriz y la liberacion de los probi6ticos en las condiciones simuladas del intestino, lo

que se traduce en una mejor digestion y disponibilidad de los probidticos.

En este contexto, es importante mencionar que estudios previos han demostrado
la eficacia de la microencapsulacién con alginato al 2% para proteger probioticos en
diversos alimentos. Por ejemplo, Khalil y Mansour (1998) incorporaron bifidobacterias
encapsuladas con alginato en mayonesa y se observé una supervivencia superior a 1x10°
UFC/ml sometido a refrigeracion. De manera similar, Ozer et al. (2009) afiadieron
Lactobacillus acidophilus microencapsulado en queso blanco y obtuvieron recuentos por

encima de 1x10°% UFC/ml tras 90 dias de almacenamiento.

En el presente estudio, se priorizo el uso de encapsulados al 1% de alginato debido
a su mejor digestion y facilidad de masticacion, a pesar de que podrian ofrecer una menor

proteccién inicial a los probiodticos. Ademas, esta decisién se fundamenta en la
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importancia de asegurar una liberacion adecuada de los probidticos en el intestino para

que desempefien efectos benéficos.

El andlisis de la viabilidad de las bacterias probidticas dentro del chocolate en los
medios de cultivo M17 y MRS a lo largo del tiempo muestra una tendencia decreciente
en la concentracion de UFC/g. Sin embargo, se observa un comportamiento variable en
los primeros dias de almacenamiento, lo que sugiere que ciertos factores podrian influir
en la adaptacion y estabilidad de las bacterias en la matriz de chocolate. Para el dia 5, se
observo un cambio notable en la tendencia: el medio M17 alcanzé 10,57 log UFC/g,
superando al MRS que registré 10,4 log UFC/g. Durante el almacenamiento prolongado,
las concentraciones bacterianas continuaron disminuyendo. En el Dia 30, M17 mantuvo
9,43 log UFC/g, mientras que MRS mostré 9,30 log UFC/g. Al llegar al Dia 45, los
valores descendieron a 9,32 log UFC/g y 9,29 log UFC/g, respectivamente. Sin embargo,

la cantidad de bacterias supera el umbral superior requerido para considerarse probiotico.

En cuanto a la viabilidad de los probi6ticos en los medios de cultivo M17 y MRS
F, se observd un aumento inicial seguido de una disminucién progresiva a partir del dia
10. Este resultado coincide con las investigaciones de Dave & Shah (1997) y Gomes &
Malcata (1999), quienes reportaron que la viabilidad de las bacterias puede disminuir con
el tiempo debido a factores como la falta de nutrientes o la acumulacion de metabolitos.
En el caso de la viabilidad de los probiéticos en el chocolate, se observd una disminucion
con el tiempo, pero se mantuvieron en niveles aceptables durante 45 dias. Esta
observacion concuerda con lo reportado por Pimentel et al. (2015) y Santivarangkna et
al. (2007), quienes encontraron que el chocolate es una matriz eficiente para el
mantenimiento de probioticos, aunque la viabilidad disminuye con el tiempo. Seguln la
Organizacién Mundial de la Salud (2002), un producto simbidtico debe contener tanto
probidticos como prebioticos en cantidades adecuadas para conferir beneficios a la salud.
En este caso, los probidticos encapsulados en alginato e incorporados en la matriz de
chocolate, mantuvieron su viabilidad durante 45 dias de almacenamiento a temperatura
ambiente (18°C), con recuentos superiores a 6 log UFC/g, lo que cumple con los
requisitos para considerarse probiético (Shah, 2007). Ademas, la dosis sugerida de
chocolate (4-5 bombones al dia) proporciona una ingesta diaria de 25 g de chocolate al
70%, 5 g de prebioticos, dentro del rango recomendado de 2-10 g/dia (Roberfroid, 2007),

y una cantidad de probi6ticos superior al millén de UFC por dosis para obtener beneficios.
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Para futuras investigaciones, se podria realizar un andlisis sensorial del producto
para verificar la aceptabilidad del producto por parte de los consumidores finales, realizar
un estudio de casos y controles para verificar sus beneficios a largo plazo en la salud
intestinal. Dentro de la metodologia seria factible realizar un extracto de cascara y pulpa

del banano con la finalidad de aprovechar los prebidticos y aumentar su concentracion.

5.2. Conclusiones

e Los resultados obtenidos indican que hay entre 6 y 9 log UFC/g después de 45
dias de almacenamiento de las muestras de chocolate, lo que afirma que existen

la cantidad necesaria de bacterias para considerarse un alimento probidtico.

e El extracto de pulpa de banano con etanol al 70 % presentd el mayor contenido de
inulina, FOS, almidon y azlcares simples, alcanzando un valor de 251,24 + 16,75
mg/ml, lo que resalta la eficacia de este solvente en la extraccion de compuestos
bioactivos de esta parte del banano, en comparacion con los extractos obtenidos

con agua destilada y agua desionizada.

e Los microencapsulados al 1,5% de alginato de sodio, ofrecieron una mayor
proteccion a los probidticos, con una rigidez excesiva que dificultaba la
masticacion, mientras que los encapsulados al 1% fueron méas adecuados, al
momento de las pruebas de digestion in vitro, con un mayor crecimiento

bacteriano en los medios M17 y MRS.

e Los resultados demostraron que los prebi6ticos se encontraban en los estandares
de consumido diario comprendido entre 2 y 10 g, los probioticos encapsulados
mantuvieron su viabilidad mayor a 6 log UFC/g, durante 45 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente, cumpliendo con los requisitos minimos

para considerarse un alimento simbidtico.
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ANEXOS

Anexo 1.

ANOVA de 1 factor sobre el crecimiento de bacterias probidticas de Proflora
performance

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Sec. Contribucion SC Ajust. MC Ajust. “alor F Valorp
TIPO AGAR 1 253125E+158 22813 253125E+18 253125E+18 177 0231
Error 6 856750E+153 771583 B56730E+18 142792E+18
Total 7 1,10983E+19 100,00%

Anexo 2.

Prueba de Anderson Darling sobre el crecimiento de bacterias probidticas de Proflora
performance
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Anexo 3.

Significancias sobre el crecimiento de bacterias probi6ticas pre y post digestion en agar
M17 y MRS al 1y 1.5% de alginato de sodio

Concentracion  Sin digerir  Digerido Sin digerir  Digerido
de alginato (M17) (M17) (MRS) (MRS)
1% 9,43+0,02"" 9,94+0,04™ 8,42+0,077" 6,71+£0,02°"
1,50% 9,56+0,02"" 9,07+£0,02"" 9,61+0,04™ 6,44+0,02°"
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Nota: La lectura de la tabla es en filas, la presencia de triple asterisco indica diferencia

significativa del 99.9% de confianza.

Anexo 4.

Significancias sobre el crecimiento de bacterias probidticas pre y post digestion en agar

M17 y MRS al 1y 1.5% de alginato de sodio

Concentracion
de alginato

1%
1,50%

Sin digerir
(M17)
9,43 +0,02"

9,56 +0,02"

Digerido
(M17)
9,94 +0,04™"

9,07 £ 0,02

Sin digerir
(MRS)
8,42 £ 0,07

9,61+0,04

Digerido
(MRS)
6,71 + 0,02

6,44 + 0,02

KKk *kk

sk ok sk ok

Nota: La lectura de la tabla es en columnas, la presencia de doble asterisco indica
diferencia significativa al 99 % de confianza, y el triple asterisco indica diferencia

significativa del 99.9% de confianza.

Anexo 6.

Analisis de varianza de crecimiento de bacterias probidticas al 1y 1.5% en los medios

MRS y M17

Analysis Sumnary

Sanple 1: MRS D 1%
Sanple 2: MRS SD 1%

Sanple 1: 3 values ranging fron 6.7 to 6.72
Sanple 2: 3 values ranging fron 8.34 to 8.48

The StatAdvisor

nalysis Summary

anple 13 W17 D 1 5%
ianple 2: W17 D 1%

sanple 1: 3 values ranging fron 9.65 to 9.1
sanple 2: 3 values ranging fron 9.9 to 9.98

fhe StatAdvisor

MRS SD 1%

Count 3 3

confidence interval for the difference between the neans, which
extends from -2.08422 to -1.33SITMEES TN TTTTETE) TS
ontain the value 8.0, there is 3 statistically significant difference)
petween the neans of the two sanples at the 99_9% confidence 17T0W
A t-test may also be used to test a specific hypothesis about the
difference between the neans of the populations from which the two
sanples come. In this case, the test has been constructed to
deternine whether the difference between the two means equals 0.9
versus the alternative hypothesis that the difference does not equal
8.0, Since the computed P-value is less than 9.081, we can reject the
null hypothesis in favor of the alternative.

NOTE: these results assune that the variances of the two sanples
are equal. In this case, that assumption appears to be reasonable
based on the results of an F-test to compare the standard deviations.

Analisis MRS Digerido y sin digerir al 1 %

H17 D 1 5% mz o 1%
ount 3 a
verage 9.07 9.94333
lariance 0.0007 0.00163333
itandard deviation 0.8264575 0. 0N0N1HS
tinimun 9.05 9.9
taximun 9.1 9.98
tange 0.05 0.08

.

It also constructs confidence intervals or bounds For each nean and
for the difference between the neans. OF particular interest is the
sonfidence interval for the difference between the neans, which
:xtends from -1.11346 to -0.633283. Since the interval does not
petueen the means of the two samples at the 99.9% confidence level.
A t-test may also be used to test a specific hypothesis about the
lifference between the neans of the populations from which the two
sanples cone. In this case, the test has been constructed to

Analisis M17 Digerido y sin digerir al 1 %

[Analysis Summary

Sanple 1: MRS SD 1 5%
Sanple 2: MRS SD 1%

Sanple 1: 3 values ranging fron 9.57 to 9.66
[Sanple 2: 3 values ranging fron 8.34 to B.A8

The StatAdvisor

MRS SD 1 5% MRS SD 1%
[Count 3 3
[Average 9.61333 8.42333
variance 0.00203333 0.00543333
Standard deviation 0.0a50925 0.0737111
Minimun 9.57 8.3%
Maximun 9.66 B.48
[Range 009 015

‘

The StatAdvisor

This option runs a t-test to conpare the neans of the two samples.
It also constructs confidence intervals or bounds for each mean and
for the difference between the means. Of particular interest is the
iconfidence interval for the difference between the means, which
extends from 0.760453 to 1.61956 . IESUTTTTAS CIT 0N BUTTERGTLSETITES T

the value 8.8, there is a statistically significant difference between|
the means of the two sanples at the 99.9% confidence leveill

Analisis MRS sin digeriral 1y 1,5 %

Analysis Sumnary

Sample 1: W17 SD 1 5%
Sanple 2: W17 SO 1%

Sanple 1: 3 values ranging Fron 9.54 to 9.59
Sample 2: 3 values ranging From 9.41 to 9.45

fhe StatAdvisor

M7 S0 1 5% M7 sp 1%
Count 2 2
verage 9.56 9.43667
Jariance 0.0007 0.000533333
Standard deviation 0.8264575 0.02309%
Minimun 9.5 9.1
Haximun 9.59 9.45
Range .05 0.04
N

he StatAdvisor

This option runs a t-test to compare the neans of the two samples.
It also constructs confidence intervals or bounds for each mean and
For the difference between the means. OFf particular interest is the
confidence interval for the difference between the neans, which
RACITEI I NS VIR . 297915, Since the interval contains the)
alue 8.8, there is not a statistically significant difference between)
he means of the two sanples at the 99.9% confidence (TITD M

Analisis M17 sin digeriral 1y 1,5 %
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[Analysis Summary Analysis Sumnary

Sanple 1: MRS D 1% Sanple 1: W17 0 13
[Sample 2: MRS SD 1% Sanple 2: W17 SO 1%
[Sanple 1: 3 values ranging fron 6.7 to 6.73 Sanple 1: 3 values ranging fron 9.9 to 9.98
[Sanple 2: 3 values ranging fron 8.34 to 8.48 Sample 2: 3 values ranging Fron 9.41 to 9.45
The StatAadvisor The Statadvisor
‘
Sunnary Statistics Sunnary Statistics
MRS D 1% MRS SD 1% W7 o 1% mz sp 1%

""""""""""""""""""""""""""""""" cownt 3 a7
[rouak ’ 3 Average 9.95332 9.43667
. Variance 0.00163333 0.000533333
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P IRt L N 2 MU 1578 . Since the interval does not o - s

. | tont N Ed % S— Maximun 9.98 9.45
contain the value 0.0, there is a statistically significant difference] Range 0.08 0.4
betueen the means of the two sanples at the 99_9% confidence 1JT3 = = =

A t-test may also be used to test a specific hypothesis about the

[difference between the neans of the populations from which the two It also constructs confidence intervals or bounds for each mean and
'sanples come. In this case, the test has been constructed to for the difference between the neans. OF particular interest is the
[deternine whether the difference between the two means equals 0.0 confidence interval for the difference between the neans, which
lversus the alternative hypothesis that the difference does not equal AU I L R i 2 I 38062,  Since the interval does not

#.0. Since the computed P-value is less than 8.001, we can reject the ontain the value 8.0, there is a statistically significant difference

[null hypothesis in Favor of the alternative. between the means of the two samples at the 99.9% confidenc W

NOTE: these results assune that the variances of the two sanples A t-test may also be used to test a specific hypothesis about the
are equal. In this case, that assusption appears to be reasonable difference between the neans of the populations from which the two
based on the results of an F-test te compare the standard deviations. sanples cone. In this case, the test has been constructed to

Anélisis MRS Digeridoal 1y 1,5 % Anaélisis M17 Digeridoal 1y 1,5 %

Anexo 7.
Anova de 1 factor sobre el crecimiento de bacterias probiéticas a lo largo de 45 dias

Analisis de Varianza

Fuente GL SCSec. Contribucion SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
DiA 5 3,577 72,96% 3,577 0,7154 3,24 0,092
Error 6 1325 27,04% 1,325 0,2209

Total 11 4902 100,00%

Anexo 8.
Prueba de Tukey sobre el crecimiento de bacterias probiéticas a lo largo de 45 dias

DIAS mi7 MRS F DiA Media Agrupacion

N

2 104850 A

2 102350 A B
2 9500 A B
2 B
2 B
2

0 8,72+0,58® 10,28 +0,01°*
5 10,57 + 0,02° 10,4 £0,02°
10 10,26 +0.02** 10,21 0,02 45
15 9+0,55° 9+0,05¢ 20
30 9,43 +0.02% 9+0,08" 15

45 9,32 +1,15% 9,29 + 0,05

10

89,3050
9,215
9,000

€Y €Y €3:0)

Las medias que no comparten una letra so!
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Anexo 9.
Prueba de Normalidad de Anderson Darling del crecimiento bacteriano vs dias

Grafica de probabilidad de RESID
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