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Resumen

En diversas localidades del Ecuador, como el Distrito Metropolitano de Quito, se comercializan
bebidas en las cuales se incorporan alimentos funcionales con el proposito de conferirles un valor
bioldgico adicional, como es el caso de la inulina de achicoria, utilizada para potenciar su caracter
prebiotico. Estos prebidticos, presentes en dichas bebidas, poseen la capacidad de estimular una
proliferacion mas amplia de bacterias beneficiosas presentes en la microbiota humana, entre las
que se incluyen los Lactobacillus. Dado que las empresas emplean estos aditivos con el fin de
generar una inclinacién favorable hacia sus productos por parte del publico, el objetivo de este
estudio radica en evaluar y determinar el auténtico potencial prebiotico que ostentan estas bebidas,
las cuales se etiquetan con un supuesto valor bioldgico afiadido. Este andlisis se llevo a cabo
mediante la evaluacion de dichos productos en sistemas gastrointestinales in vitro, con el proposito
de corroborar su capacidad para fomentar la proliferacion de Lactobacillus. En consecuencia, se
implementaron sistemas gastrointestinales in vitro y se adaptaron para comparar, a través de
conteos celulares, la proliferacion de Lactobacillus en muestras de control (sin bebidas con inulina
de achicoria) y muestras experimentales (con bebidas que contienen inulina de achicoria).
Asimismo, se determind estadisticamente si existia una diferencia significativa entre ambos
grupos. Se concluyd que estas bebidas efectivamente generaron un aumento en la poblacion de
Lactobacillus en las muestras experimentales en comparacion con los controles; no obstante, el
incremento derivado de la inulina de achicoria incluida en las bebidas demostré6 no ser

estadisticamente significativo para inducir mejoras sustanciales en la microbiota humana.

Palabras clave: Prebidticos, Inulina, Microbiota, Microbiologia, Simulacion in vitro.
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Abstract:

In diverse regions of Ecuador, including the Metropolitan District of Quito, beverages are
commercially available wherein functional foods are incorporated to bestow upon them an
additional biological value. An example of such incorporation is chicory inulin, employed to
enhance their prebiotic characteristics. These prebiotics, present in these beverages, harbor the
capability to stimulate a broader proliferation of beneficial bacteria within the human microbiota,
notably including Lactobacillus. Given that companies utilize these additives to engender a
favorable inclination towards their products among the public, the essence of this study lies in the
evaluation and determination of the genuine prebiotic potential inherent in these beverages, labeled
with an assumed biological value. This analysis was executed through the assessment of said
products in in vitro gastrointestinal systems, aimed at substantiating their capacity to foster the
proliferation of Lactobacillus. Consequently, in vitro gastrointestinal systems were implemented
and adapted to compare, through cellular counts, the proliferation of Lactobacillus in control
samples (lacking beverages containing chicory inulin) and experimental samples (with beverages
containing chicory inulin). Moreover, a statistical determination was conducted to ascertain if a
significant difference existed between the two groups. It was concluded that these beverages did,
indeed, induce an augmentation in the Lactobacillus population within the experimental samples
compared to the controls. Nevertheless, the increase resulting from chicory inulin included in the
beverages proved not to be statistically significant enough to show substantial improvements in

the human microbiota.

Key words: Prebiotics, Inulin, Microbiota, Microbiology, /n vitro simulation
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1. Introduccién

1.1. Planteamiento del problema

En la industria alimenticia ecuatoriana, la produccién de jugos y bebidas con adicion de
ingredientes que contienen un alto potencial prebidtico se promociona mediante métodos
publicitarios en su empaque, para inducir al publico en general a preferir estos jugos con un
supuesto valor biologico anadido. Esto conlleva a sus consumidores a comprar estos productos
con la intencion de mejorar su calidad de vida basdndose en los beneficios que ofertan los
prebidticos (Ferreira et al., 2023). Ademas, la confianza de los consumidores se basa inicamente
en los mensajes encontrados en los empaques de los jugos, sin tener ninguna forma cientifica de

comprobar por qué deberian preferir ese producto si su intencion es obtener beneficios prebioticos.

Por lo tanto, es necesario desarrollar un estudio del potencial prebidtico de los jugos
comercializados en el Distrito Metropolitano de Quito (DMQ) que afirman tener ingredientes
como la inulina de achicoria en su composicidn, para proporcionar informaciéon segura y

comprobable a sus consumidores sobre los verdaderos beneficios que estos les aportan.

1.2. Justificacion

La industria de comercializacion de alimentos y bebidas es uno de los pilares sobre los cuales se
sustenta el desarrollo social y econémico del Ecuador. Segln cifras del Banco Central del Ecuador,
este sector representa un 6.6% en la generacion del producto interno bruto del pais, ademés de una
presencia del 45% en la actividad manufacturera (Banco Central del Ecuador, 2022). La
importancia de este sector financiero invita a los alimentos y bebidas ecuatorianos a incluirse en

la emergente corriente denominada alimentos funcionales. A estos alimentos se los conoce por,
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ademas de brindar un aporte nutritivo, proporcionar componentes bioldgicamente activos que

mejoren la salud del consumidor (Beltran de Heredia, 2016).

En Ecuador se cultivan varios alimentos que pueden ser considerados como alimentos funcionales
debido a sus caracteristicas bioldgicas, asi como lo mencionan Pacheco y colaboradores en su
estudio del ano 2020, donde se analiza la posibilidad de considerar como alimentos funcionales a

cinco tubérculos cultivados en suelo ecuatoriano (Pacheco et al., 2020).

Por otro lado, el estudio realizado por Garcia y colaboradores en el afio 2021, plantea al tomate de
arbol cultivado en Ecuador como un alimento con potencial prebiodtico. Este ultimo concepto
corresponde a capacidad de un alimento de aportar nutrientes bioldgicos que pueden ser
degradados por la microbiota intestinal para incrementar la poblacion de bacterias beneficiosas,
tales como Lactobacillus y Bifidobacteria (Gafar Babatunde Bamigbade et al., 2022) (Reyes-

Garcia et al., 2021).

La posibilidad de consumir alimentos funcionales con un alto potencial prebidtico es un aspecto
que a la mayoria de las empresas alimenticias les interesa brindar a sus consumidores, puesto que
es algo innovador y con varios beneficios a nivel de salud. Es por esto que actualmente a varios
productos se les afiade ingredientes que contengan estos nutrientes bioldgicos considerados
prebioticos. Uno de los prebioticos mas utilizados es la inulina obtenida de la planta de achicoria,
esta se trata de una fibra fructosa polidispersa (Qin et al., 2023). Ademas de ser facil de obtener, la
inulina de achicoria puede ser usada sobre todo en bebidas, lo cual permite a las empresas anadirla
de forma segura y sin mayores complicaciones para convertir su producto en un alimento con un

valor biologico afiadido.
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A las bebidas que contienen ingredientes prebiodticos se los etiqueta de tal forma que el publico en
general pueda entender que si las consumen se beneficiaran de las ventajas bioldgicas del potencial
prebidtico de esa bebida (Ferreira et al., 2023). Sin embargo, a nivel nacional, a dia de la
realizacion de este estudio, es poca, por no decir inexistente, la informacion acerca del potencial
prebidtico de los jugos o bebidas manufacturados en Ecuador que afirman brindar mejoras en la

salud de sus consumidores.

El problema de esta desinformacion radica en que los estudios acerca del potencial prebiodtico
dichas bebidas son muy escasos, es decir, que no hay una forma confiable de ratificar que en los
jugos cuya composicion afirman tener prebioticos efectivamente los tengan y vayan a mejorar de
algun modo la salud de aquellos que los consuman. De igual forma no se han encontrado estudios
donde las empresas que comercializan este tipo de jugos verifiquen el potencial prebiodtico de sus

productos y detallen con exactitud cudl es la mejora que estos aportan.

Si bien es cierto que, existen estudios como el de Monar y colaboradores en el afio 2014, donde se
analizan bebidas con potencial prebiotico como el kéfir, o andlisis como los mencionados
anteriormente sobre los tubérculos o el tomate de arbol, la informacion acerca del potencial
prebidtico de jugos procesados que se comercializan diariamente y forman parte de la dieta de la
poblacién del DMQ no se encuentra disponible (Monar et al., 2014). Es ahi donde este estudio
toma gran importancia, pues brinda un enfoque informativo y comprobable a la comunidad sobre
si realmente los jugos o bebidas que consumen poseen un potencial prebidtico que pueda llegar a
mejorar su salud. De esta forma, se provee una vision que ratifica o no la informacion que es

brindada por las empresas que fabrican este tipo de productos.
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1.3. Marco tedrico

1.3.1. Probidticos

Los probiodticos se definen como microorganismos vivos que presentan un beneficio a la salud de
su hospedador cuando son administrados en cantidades adecuadas (Sanders et al., 2018). Estos
corresponden a la microbiota autdctona de nuestro sistema gastrointestinal, por lo que deben tener
ciertas caracteristicas como el ser capaces de; crecer anaerobicamente, colonizar varias partes del

sistema digestivo y mantener una poblacion estable en adultos saludables (Gil et al., 2019).

Existen varias bacterias probidticas, sin embargo, para este estudio la bacteria de interés se trata
de la Lactobacillus. Esta es una bacteria gram positiva que no forma esporas y que se encuentra
presente en varias partes de nuestro SGI. Estas bacterias son estrictamente fermentadoras y poseen

una temperatura de crecimiento de entre 2 y 53 °C y un pH 6ptimo de 5,5 a 6,2 (Zhang et al., 2018).

El uso de estos probiodticos como el Lactobacillus ha sido investigado con respecto a la seguridad
de su uso como foco de estudio de analisis in vivo € in vitro, a lo cual se puede concluir que su uso
en cantidades adecuadas no produce bacteriemia (Kullar et al., 2023). A pesar de que hay indices
muy raros de abscesos hepdaticos en pacientes con ciertos sindromes, se considera a estas bacterias

como un probidtico seguro de usar (Shira et al., 2015).

Algunos de sus beneficios por los que se deben cuidar estas bacterias en nuestro organismo
incluyen la estimulacion del metabolismo mediante la produccion de vitaminas, también la
regulacion de la microbiota gastrointestinal donde eliminan microorganismos patogénicos como
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Shiguella spp (Gil et al., 2019). También han demostrado

ser capaces de generar sustancias como la acetilcolina, serotonina y dopamina, que son
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considerados clave en procesos neuro inmunes y neuro activos, lo que indica que podrian poseer

cierta importancia al momento de tratar y remediar trastornos psicoldgicos (Mindus et al., 2021).

1.3.2. Prebidticos

Los prebioticos consisten en un grupo de nutrientes de origen biolodgico que tienen la capacidad de
ser fermentados o metabolizados por la microbiota que se encuentra en el SGI. El producto de su
degradacion es la liberacion de acidos grasos de cadena corta, mismos que luego son trasportados

al colon y absorbidos por la sangre (Gafar Babatunde Bamigbade et al., 2022).

Estos compuestos son usados ampliamente en la produccion bebidas, carnes, suplementos, etc. Se
conoce que poseen gran sinergia con los probidticos por lo que muchas veces se adicionan ambos

elementos para un mejor crecimiento de la microbiota gastrointestinal (Ferreira et al., 2023).

Los prebidticos se dividen principalmente en fructo-oligosacaridos y galacto-oligosacaridos. Las
Unicas variaciones en esta clasificacion son debido a que ciertos prebioticos como la inulina,
lactulosa y polidextosa se conocen como prebiodticos estandar y otros como los xilo-oligosacaridos
y los isomalto-oligosacaridos se conocen como prebidticos emergentes (Gafar Babatunde

Bamigbade et al., 2022).

Un parametro importante a tener en cuenta al hablar de prebidticos tiene que ver con el grado de
polimerizacion, el cual se define como el nimero de unidades monomeéricas que contiene una
macromolécula ya sea un oligdbmero o polimero, los cuales son el conjunto de varias unidades
monomeéricas unidas. Esto es crucial al usar prebidticos como suplementos puesto que mientras
una macromolécula tenga més grado de polimerizacion esto se traduce en una mayor temperatura

de fusion y mayor fuerza mecanica entre sus enlaces (Baocheng et al., 2017).
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Algunos beneficios demostrados del uso de prebidticos constituyen la prevencion de la diabetes
tipo 2, un nivel de glucosa mas controlado, pérdida de peso y un metabolismo lipidico mejorado

(Ferreira et al., 2023).

1.3.3. Inulina como prebidtico

El prebidtico de interés para este estudio es la inulina de achicoria, el termino inulina es una
expresion genérica para los fructanos (un tipo de prebidtico) de cadena recta compuestos de
fructosilos (Abed et al., 2016). La inulina es una mezcla entre oligdmeros y polimeros de fructosa
y una glucosa. Se encuentran de forma natural en muchas plantas y de igual forma en vegetales y
frutas como las bananas, achicoria, esparragos y cebollas. Se ha demostrado en reiterados estudios

de forma in vivo e in vitro su capacidad prebiotica (Terrera, 2021).

Hablando de la inulina de achicoria, esta es extraida normalmente de planta de achicoria,
especificamente de una parte de su raiz, para luego ser hidrolizada por una endoinulasa y
posteriormente ser refinada por otros procesos. La achicoria es el componente mas explotado a

nivel industrial para la extraccion de inulina (Abed et al., 2016).

Ademas de los beneficios descritos de los prebioticos en general, la inulina de achicoria juega un
rol importante en la inhibicion de la expresion de factores inflamatorios, mejorando la absorcion

de minerales y bajando considerablemente el riesgo de contraer cancer de colon (Abed et al., 2016).

1.3.4. Sistemas gastrointestinales in vitro

Los estudios que se realizan a cerca de la microbiota humana intestinal tienden a tener mejores
resultados cuando se los realiza de forma in vivo, sin embargo, este tipo de experimentos son

bastante costosos en lo que refiere a tiempo y recursos, de igual forma no permiten un correcto
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analisis de la microbiota en un estado que no sean las heces humanas. Por otro lado, los procesos
in vitro permiten replicar de forma mas exacta los procesos que ocurren dentro del sistema

gastrointestinal (Peters et al., 2020).

La mayoria de los estudios antecedentes, se realizan con una mayor cantidad de recursos tales
como el uso del reactor SHIME, que es la herramienta que simula de forma exacta el proceso que
ocurre en el tracto intestinal, mediante el uso de valvulas y reguladores pH., etc. Sin embargo, para
efectos de este estudio se recurrid a un estudio mucho mas alcanzable, el cual se realizé en la
Universidad Internacional SEK por Pefiaherrera y colaboradores en 2022, donde se evaluaba la
capacidad de un SGI in vitro para producir café de especialidad simulando la digestion del grano

de café dentro del sistema digestivo de Paradoxurus hermaphroditus (Pefiaherrera et al., 2022).

A este SGI mencionado anteriormente se le realizaron adaptaciones basandose en diferentes
fuentes bibliograficas ademas de la propia experiencia del investigador para determinar un modelo
que permita estudiar de forma mas cercana el potencial prebidtico de los jugos con inulina de
achicoria.

1.4. Objetivos
Objetivo General

Evaluar la capacidad prebiotica de la inulina de achicoria en jugos distribuidos en el DMQ,
mediante la simulacion de un sistema gastrointestinal (SGI) in vitro para la determinacion de su

potencial proliferante de bacterias lacticas.

Objetivos Especificos

- Adaptar un modelo de simulacidn gastrointestinal in vitro para la proliferacion de bacterias

lacticas.
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- Obtener bacterias lacticas aisladas para su uso como inoculo en la fase intestinal del SGI
- Comparar la proliferacion de bacterias lacticas en el SGI con y sin adicidon de jugos que

contengan inulina de achicoria, en base a conteos celulares.

1.5. Hipdtesis

- Hipotesis nula (HO): La inulina de achicoria no presenta una capacidad prebiodtica
significativa en jugos comercializados en el DMQ.
- Hipotesis alternativa (H1): La inulina de achicoria presenta una capacidad prebidtica

significativa en jugos comercializados en el DMQ.

2. Metodologia

En este estudio se dividio la metodologia experimental en dos etapas: la primera etapa donde se
adapt6 la estructura de un SGI in vitro descrito por Pefiaherrera en el 2022, para adecuarlo al
estudio de bacterias lacticas (Lactobacillus) y la segunda etapa donde se determiné el potencial

prebidtico de los jugos seleccionados, mediante conteos celulares (Pefiaherrera et al. 2022).

2.1. Etapa 1: Adaptacién del sistema gastrointestinal in vitro

Dentro de este SGI in vitro adaptado se describen tres fases principales para la simulacion del

proceso de digestion en organismos omnivoros como se muestra en la [lustracion 1:

Inicio — Fase 1: Fase 2: Intestino 3 Ff—:se 3: Conteos
Estomacal delgado Intestino grueso > celulares

llustracion 1. Esquema completo del SGI in vitro

Es importante mencionar que, para lograr una determinacion del potencial prebidtico de los

productos seleccionados para este estudio se realizaron tres muestras control sin la adicion de jugos
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prebidticos y 10 muestras experimentales que contaron con la adicion de los jugos con prebioticos.
La diferencia de cantidad entre las muestras control y las experimentales se debid tinicamente a la

limitacion del tamafio de la incubadora de la que se disponia.

2.1.1. Fase 1 (Estbmago)

Durante esta fase se elabor6 una solucion gastrica correspondiente a una parte de alimentos y un
acido gastrico simulado. Para llegar al rango de pH del estdmago, que se encuentra entre 1.5 y 3.5,

se hizo uso de 4cido clorhidrico concentrado (Bell-Young, L., 2021).

Previamente a introducir el acido clorhidrico a la solucion, se afiadieron sales de potasio (2.14 g
de KoHPO4y 1.09 g de KH2POs4), con el objetivo de evitar cambios radicales en el pH (Penaherrera

et al., 2022).

Muestras control:

Para el montaje de la solucion gastrica de las muestras control se hizo uso de las sales de potasio
descritas anteriormente, 15 g de frutas, 15 g de carne molida, 200 mL de agua y 1.5 mL de 4cido

clorhidrico concentrado (Penaherrera et al., 2022).

Muestras experimentales:

Por otro lado, para el montaje de las muestras experimentales se hizo uso de todos los ingredientes
mencionados en el montaje de las muestras control y ademés se les afiadié la cantidad

correspondiente una porcidon (300 mL) del jugo con ingredientes prebidticos a analizar.

La solucion géastrica tanto para las muestras control como para las experimentales se realiz6 en

matraces de vidrio. En ambas muestras las frutas y la carne se trituraron en un procesador de
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comida antes de ser introducidas en la solucion acida. Finalmente se dejo incubar a 37 °C durante

1 dia a ambos tipos de muestras.

La forma de determinar el rendimiento del sistema en cuanto a la digestion fue mediante la
medicion de grados Brix antes y después del dia de incubacion, haciendo uso de un refractémetro
digital (Pefiaherrera et al., 2022). Una representacion grafica de esta fase se muestra en la

Tlustracion 2.

Fase 1: Estomacal

.. pH: 2-3,5 Fase 2: Intestino
Inicio —> —> delgado
Incubado a 37 °C por 24
horas

Buffer:
» K2HPOs (214 g)
+ KHz2POs (1.09 g)

Fluido gastrico:
« Agua (200 ml)
+ Mix de frutas (15 g)
« Carne molida (15 g)
- Acido clorhidrico (1.5 ml)
« 200 ml de jugo con prebiodticos (Solo
para muestras experimentales)

Ilustracion 2. Esquema de la fase estomacal con sus componentes.

2.1.2. Fase 2 (Intestino delgado)

En este proceso se simuld el intestino delgado dentro del SGI. Posterior a la digestion realizada en
la fase estomacal se hizo uso de los productos salientes de dicha fase para continuar con la

simulacion de este protocolo. Durante este procedimiento no se diferencié entre muestras control
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o experimentales para su realizacidon, es decir, todas las muestras recibieron los mismos

tratamientos (Penaherrera et al., 2022). Estos tratamientos son descritos en la Ilustracion 3.

Fase 2: Intestino delgado

. . pH=7 Fase 3: Intestino
Fase 1: Estbmago  |—> —> grueso
Incubado a 37 °C por 72
horas

—f

+ Hidroxido de potasio
puro
+ Compost organico

llustracion 3. Esquema de la fase del intestino delgado con sus componentes.

Para alcanzar el rango de pH del intestino delgado (6-7.4), se les anadi6 hidroxido de potasio puro
a los productos salientes de la fase estomacal (Barko et al., 2017). Finalmente se afiadi6 2 gramos
de compost con un 60% de contenido organico y se dejo incubar las muestras durante 72 horas a

37 °C (Pefiaherrera et al., 2022).

Se monitored el crecimiento de microorganismos mediante una medicion de la densidad optica de
la solucion gastrica a una longitud de onda de 600 nm una vez finalizadas las 72 horas de

incubacion con la ayuda de un espectrofotometro.

2.1.3. Fase 3 (Intestino grueso)

Para esta fase se intentd simular los procesos llevados a cabo por el intestino grueso dentro del
SGI con respecto unicamente al analisis de la proliferacion de bacterias lacticas (Lactobacillus).
Es por esto que, a los productos salientes de la fase del intestino delgado se les inocul6é con una

muestra de 1.36 mL bacterias lacticas aisladas.
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Los Lactobacillus usados para esta fase del intestino grueso fueron proporcionados por la
Universidad Internacional SEK provenientes de un subcultivo del cual se aislaron bacterias lacticas

encontradas en agua de reservorio.

Finalmente, después de inoculadas, se dejo incubar tanto a las muestras control como a las

experimentales durante 72 horas a 37 °C.

Para evidenciar el funcionamiento del SGI durante esta fase se usaron dispositivos de intercambio
de gases acoplados a las boquillas de los matraces. Dichos dispositivos estaban conformados por
un globo unido herméticamente a los matraces y con pequeios orificios en su superficie como se
ve en la Ilustracion 4. De esta forma el CO2 generado por las Lactobacillus al proliferarse dentro
de las muestras inflaria el globo y mediante los orificios se evitaria un aumento en la presion dentro

de los matraces (National Research Council (US), 1992).

llustracion 4. Dispositivos de intercambio de gases incorporados en la boquilla de las muestras.
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2.2. Etapa 2: Evaluacion del potencial prebiodtico

Para cumplir con el objetivo de evaluar el potencial prebidtico de los jugos seleccionados se hizo
uso del método de conteo celular con la base de un medio de cultivo selectivo para bacterias
lacticas. De esta forma se diluyeron los productos salientes del SGI in vitro y se cultivaron en
placas Petri para posteriormente contar las UFC generadas y comparar estos conteos celulares entre

las muestras control y las muestras experimentales.

2.2.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo usado para este estudio fue el MRS, debido a su capacidad selectiva y
proliferantes de bacterias lacticas (Choi et al., 2021). El medio de cultivo fue autoclavado a 121

°Cy 15 psi y se distribuyeron 25 mL de este en cada caja Petri.

2.2.2. Conteo celular

Una vez terminada la ultima fase de incubacion del SGI in vitro, se procedié a tomar 1 mL del
caldo de cada una de las muestras realizadas y a realizar diluciones seriadas en tubos de ensayo.
Se realizaron diluciones hasta llegar al factor 1-107. Una vez realizadas las diluciones se procedi6
a tomar 25 pL del contenido de los tubos de ensayo con una micropipeta y a cultivarlos en las
placas Petri con medio MRS, haciendo uso del asa de cultivo de Digalsky para obtener un cultivo
por extension. Se tomaron 25 pL de los tubos de ensayo debido a que, en ensayos previos, los
cultivos realizados con una cantidad mayor a la mencionada mostraron resultados catalogados

como “incontables”.

Finalmente se dejo en incubacion a las placas Petri por dos dias a 37 °C y una vez finalizado el
periodo de incubacion se contaron las UFC presentes en las placas para posteriormente obtener la

concentracion celular en UFC/ml de las muestras salidas del SGI in vitro.
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2.2.3. Analisis estadistico

Para analizar los datos de forma estadistica y determinar de forma confiable si se debe refutar o
aceptar la hipotesis, se realizaron dos analisis estadisticos en base a los datos obtenidos del conteo

celular.

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para comparar las medias de los conjuntos de datos
obtenidos (Judd et al., 2017). Posteriormente se realizd un test de Tukey para determinar si la
diferencia entre las medias de los conjuntos es significativamente diferente (Lee et al., 2018).

Todos estos analisis se realizaron en el programa InfoStat version 2020.

3. Resultados

3.1. Etapa 1: Adaptacién del SGI in vitro

3.1.1. Fase 1: Estdbmago

Con respecto a la fase estomacal los resultados obtenidos se muestran tanto en la jError! No se
encuentra el origen de la referencia. como en la jError! No se encuentra el origen de la
referencia.. Mediante la medicion del contenido de azucares en grados Brix antes y después del
periodo de digestion se puede observar que al haber una digestion efectiva hay una mayor
liberacion de azucares dentro del fluido gastrico, lo que se traduce a un niimero mas elevado de

grados Brix como se muestra en las tablas mencionadas previamente.

Tabla 1.
Evaluacion De Liberacion De Azucares En La Fase Estomacal De Las Muestras Control

Valores de medicion de azucares en grados Brix
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Matraces control Inicial Final
1 1.4 10.9
2 1.6 11

3 1.1 10.7

Tabla 2.
Evaluacion De Liberacion De Azucares En La Fase Estomacal De Las Muestras Experimentales

Valores de medicion de azucares en grados Brix

Matraces experimentales Inicial Final
1 2.8 14.1
2 2.5 11.9
3 2.3 11.4
4 2.6 12.3
5 2.1 13.7
6 2.8 13.2
7 2.3 11.7
8 1.9 10.3
9 2.8 12

10 2.2 12.8

3.1.2. Fase 2: Intestino delgado

Durante esta fase el parametro a evaluarse fue la proliferacion y crecimiento de microorganismos
dentro del SGI. Mediante la medicion de la densidad oOptica antes y después del periodo de
incubacion de esta fase como se ve en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. y

Tabla 3, se comprobo un incremento de esta, lo cual corrobora un aumento poblacional de los
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microorganismos en las muestras control y experimentales. De igual forma, ratifica la actividad

efectiva de las enzimas microbianas para la digestion en esta fase (Pefiaherrera et al., 2022).

Tabla 3.
Medicién De Densidad Optica Inicial Y Final

Valores de densidad optica a 600 nm de las muestras control en la fase del intestino delgado.

Matraces control Inicial Final
1 1.16 1.69
2 0.83 1.22
3 1.02 1.53

Tabla 4.
Medicién De Densidad Optica Inicial Y Final

Valores de densidad optica a 600 nm de las muestras experimentales en la fase del intestino
delgado.

Matraces experimentales Inicial Final
1 0.97 1.71
2 0.89 1.68
3 1.02 1.74
4 1 1.77
5 0.95 1.69
6 1.02 1.75
7 0.97 1.79
8 1.03 1.64
9 1.01 1.67

10 1.05 1.72
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3.1.3. Fase 3: Intestino grueso

Durante esta fase del SGI se busco corroborar una digestion anaerobia dentro de los matraces, lo
cual se realiz6 con la ayuda del dispositivo de intercambio de gases indicado en la Ilustracion 4,
mediante el cual se pudo comprobar la inflacién de los globos a través del periodo de incubacion.
De esta forma se puede confirmar la digestion de los azucares disueltos en la solucion gastrica
simulada por parte de los Lactobacillus al momento de su proliferacion. Debido a que los
Lactobacillus son catalogados como anaerobios tolerantes al oxigeno, el minimo oxigeno que
pudiera entrar por los orificios de los globos no afectaria la proliferacion de estos (Zotta et al.,

2017).

3.2. Etapa 2: Determinacion del potencial prebidtico

3.2.1. Conteo celular

En la Tabla 5 y Tabla 6 se observan los resultados del conteo celular realizado una vez terminada
la simulacion del SGI in vitro en las muestras control y experimentales. De igual forma, se muestra
el promedio de las UFC contadas en las cajas y su respectiva concentracion celular, la cual fue
calculada con la formula que se muestra en la Ecuacion 1. Estos datos pertenecen a cada una de
las placas Petri inoculadas con los contenidos de las diluciones seriadas correspondientes a cada

uno de los matraces.

Unicamente se cultivaron los contenidos de los tubos de ensayo pertenecientes al factor de dilucion
1-10"* hasta el 1-107, puesto que, en ensayos previos, todos los factores de dilucion mayores a

1-10™ no aportaron resultados concluyentes.
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Promedio # UFC

L= X F.D. xXF.C.
Cantidad de fluido gastrico cultivada

C.C

Ecuacion 1. Calculo de la concentracion celular en UFC/mL. C.C: Concentracion celular. F.D: Factor de dilucion.
FE.C: Factor de conversion de uL a mL.

Es importante mencionar que, de acuerdo con los protocolos realizados para obtener estos datos,
se toma como referencia y valor mas exacto al conteo realizado en la dilucion con el factor
1-1077, puesto que estos datos son los menos susceptibles a errores de conteo, contaminacion, etc.
Adicionalmente, como se muestra en la Ecuacion 2, se calculd la relacion entre los valores
referencia (dilucion con factor 1-1077) de los conteos de UFC de ambos tipos de muestras (control
y experimentales) para mostrar la diferencia que existe con respecto a la proliferacion de

Lactobacillus dentro de los productos salientes del SGI.

V.R. de muestras experimentales 1.9 X 1010 UFC/mL

= =2.01
V.R.de muestras control 9.6 x 10° UFC/mL

Relacion entre V. R.:

Ecuacion 2. Relacion entre valores de referencia de muestras experimentales sobre muestras control. V.R: Valores
de referencia.

De esta forma al calcular la relacion entre los valores de referencia de ambos tipos de muestra se
evidencia el incremento en la poblacion de Lactobacillus dentro de los matraces que contenian los
jugos con ingredientes prebiodticos por un factor de dos con respecto a los matraces control que no

contenian ningun tipo de ingrediente prebidtico.
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Conteo celular de las UFC de Lactobacillus cultivadas en medio MRS provenientes de las

muestras experimentales.

Promedio Concentracién

Dilucion Numero de UFC de UFC celular (UFC/mL)
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 EIO

1-10* 276 300* 300* 207 300* 232 215 198 253 242 252.3 1-108

1-10° 164 179 183 138 300* 125 143 162 175 164 173.3 6.9-10%

1-10°¢ 152 137 93 95 102 83 72 96 115 91 103.6 4.1-10°

1-107 63 55 46 46 42 35 48 32 49 67 48.3 1.9-10%

Nota: Se muestra resaltado en verde el valor de referencia. Los valores con * corresponden a placas Petri donde
hubo demasiadas UFC para ser contadas y por ende se les asigno el maximo valor aceptable para el conteo de una

caja Petri (300).

Tabla 6.

Conteo celular de las UFC de Lactobacillus cultivadas en medio MRS provenientes de las

muestras control.

Diluciéon Numero de UFC Promedio de UFC  Concentracién celular (UFC/mL)
Cl C2 C3

1-10* 206  300* 197 234.3 9.4-107

1-10° 117 125 105 116 4.6-108

1-10° 47 49 43 46 1.9-10°

1-107 26 15 31 24 9.6:10°

Nota: Se muestra resaltado en verde el valor de referencia. Los valores con * corresponden a placas Petri donde
hubo demasiadas UFC para ser contadas y por ende se les asigno el maximo valor aceptable para el conteo de una

caja Petri (300).
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3.2.2. Analisis estadistico:

Desde la Ilustracion 5 hasta la [lustracion 12 se pueden observar tanto el analisis ANOVA como el
test de Tukey para la determinacion de diferencias significativas que pudiesen existir entre las

medias de cada uno de los grupos.

Para estos andlisis estadisticos se utilizé un pardmetro de confianza estandar del 95%, es decir, que

para determinar que alguna diferencia sea significativa p debe ser menor a 0.05.

El ANOVA vy test de Tukey se realizaron entre grupos determinados por el factor de dilucion, es
decir, se compararon las muestras control con las experimentales correspondientes a cada uno de
los factores de dilucién (del 1:10* al 1-107), lo que nos da un total de cuatro ANOVAS y cuatro

test de Tukey.

El programa usado para estos analisis fue InfoStat, cuyo test de Tukey etiqueta con una letra
distinta a los valores de las medias de los grupos que sean significativamente diferentes (Di Rienzo
et al., 2020). Como se puede observar en las figuras mencionadas previamente, de acuerdo con el
test de Tukey realizado en InfoStat, ninguna media de ningin grupo comparado entre si fue
etiquetada con una letra distinta, lo que nos indica que no existen medias significativamente

diferentes.

[nhﬂjén]f104' Analisis de la varianza

J

Variable N R® Rf A CV
NUM. UFC 13 0.34 0. .06

o
o

1

b

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 7253.59 3 2417.86 1.52 0.2745
DILUCION 7253.59 3 2417.86 1.52 0.2745
Error 14298.10 9 1588.68
Total 21551.69 12

Tlustracion 5. Andlisis ANOVA de las muestras de la dilucién 1-107.
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En la Ilustracidon 5 se puede ver el andlisis de varianza correspondiente a la comparacion entre
muestras control y experimentales con un factor de dilucién de 1-10"*. Se puede observar que el
valor de p es claramente superior a 0.05, por lo que no hay diferencias significativas entre los

grupos de datos analizados.

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=154.91328
Error: 1588.6778 gl: 9

DILUCION Medias n E.E.
2 1:10000 300.00 1 39.86
[ 1:10000 252.30 10 12.60
1 1:10000 206.00 1 39.86
3 1:10000 197.00 1 39.86
edias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

=0
I = S

a0

£

llustracién 6. Test de Tukey de las muestras de la dilucién 10,

De igual forma en la Ilustracion 6 se puede observar el test de Tukey con su respectivo parametro
de confianza y Diferencia Minima Significativa (DMS) en la parte superior. Como se logra ver
claramente, el programa nos indica que las medias de los grupos analizados en este test nos son

significativamente diferentes (p>0.05).

Dilucion 1-107:

Analisis de la varianza

Variable N R* R A3 CV
NUM. UFC 13 0.27 0.03 30.18

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 7867.90 3 2622.63 1.13 0.3894
DILUCION 7867.90 3 2622.63 1.13 0.3894
Error 20980.10 9 2331.12
Total 28848.00 12

Hlustracion 7. Andlisis ANOVA de las muestras de la dilucion 1-107°
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Se puede ver en la Ilustracion 7 el respectivo analisis de varianza para las muestras experimentales
y control con un factor de dilucion de 1-107. En este caso se aprecia que el valor de p sigue siendo

mayor a 0.05, por lo tanto no hay diferencias significativas.

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=187.65203
Error: 2331.1222 gl: 9

DILUCICN Medias n E.E.
M_l:lOOOOO 1¥73.380 10 15:27 &
C2_l:100000 125.00 1 48.28 A
Cl_l:lOOOOO 117.00 1 48.28 A
C3 1:100000 105.00 1 48.28 A
Mesdias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Llustracion 8. Test de Tukey de las muestras de la dilucién 1-107.

Asimismo, en la [lustracion 8 se muestra el respectivo test de Tukey para las muestras con el factor
de dilcuion 1-10. Se muestran en una columna las medias de los grupos comparados, mismas que
al no estar etiquetadas con una letra distinta proceden a no considerarse significativamente

diferentes.

Dilucién 1-10°:

Analisis de la varianza

Variable N R*= R* A3 CvV
NUM. UFC 13 0.58 0.44 27.14

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CcM F p-valor
Modelo 7586.68 3 2528.89 4.20 0.0408
DILUCION 7586.68 3 2528.89 4.20 0.0408
Error 5416.40 9 601.82
Total 13003.08 12

Tlustracion 9. Andlisis ANOVA de las muestras de la dilucion 1-10°.

Como se ve en la [lustracion 9, el andlisis de varianza para las muestras control y experimentales

con un factor de dilucién de 1-10° arroja un valor de p ligeramente menor a 0.05. Tomando
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unicamente el andlisis de este parametro podemos decir que existen diferencias significativas entre

los grupos analizados.

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=95.34652
Error: 601.8222 gl: 9

DILUCION Medias E.E.
M 1:1000000 103.60 10 7.76
2 1:1000000 49.00 1 24.53
1 1:1000000 47.00 1 24.53
3 1:1000000 43.00 1 24.53
fedias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

8}

[
e

2[00 OO O

-

Llustracion 10. Test de Tukey de las muestras de la dilucion 1-10°°.

De igual forma en la Ilustracion 10 se aprecia el test de Tukey para todas las muestras con un factor
de dilucion de 1-10°, con su DMS y pardmetro de confianza en el encabezado del mismo. Se puede
observar que, mediante las comparaciones entre los grupos de muestras experimentales y control,
el programa las etiqueta con una misma letra, ddndonos a entender que las medias de los grupos
analizados no poseen diferencias estadisticas significativas.

Dilucién 107

Analisis de la varianza

Variable N R®* R* Aj CV
NUM. UFC 13 0.58 0.43 25.94

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 1496.67 3 498.89 4.07 0.0442
DILUCION 1496.67 3 498.89 4.07 0.0442
Error 1104.10 9 122.68

Total 2600.77 12

Tlustracion 11. Andlisis ANOVA de las muestras de la dilucion 1-107.
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En la Ilustracién 11 se puede observar que, con respecto al ANOVA de las muestras con un factor
de dilucion de 1:107 el valor de p resultante es menor a 0.05, por lo que en este analisis

encontramos diferencias significativas entre los grupos de muestras experimentales y control.

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=43.04807

Error: 122.6778 gl: 9
DILUCION Medias n E.E.
M 1:10000000 48.30 10 3.50 A
Cg 1:10000000 31.00 1 11.08 A
Cl—l:lDOOODOO 26.00 1 11.08 A
C2 1:10000000 15.00 1 11.08 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

llustracién 12. Test de Tukey de las muestras de la dilucion 1-107.

Por ultimo, en la Ilustracion 12 se observa el test de Tukey realizado para comparar las medias de
los grupos de muestras tanto experimentales como control. Debido a que al costado de las medias
estas no se encuentran etiquetadas con una letra distinta, esto indicaria que entre las medias

comparadas no existe diferencia significativa.

4. Discusion de resultados

4.1. Adaptacion del SGI

Se determinaron varias adaptaciones a realizar en el SGI in vitro original para poder hacer uso de
este en el andlisis del potencial prebiodtico de los jugos utilizados en este estudio (Pefiaherrera et

al., 2022).

Por un lado, en la fase estomacal del SGI de referencia, el autor hace uso de acido sulfirico como
el agente acidificante del fluido gastrico, ademas de introducir las porciones de frutas cortadas en
pequenos pedazos enteros. A diferencia del SGI de referencia, en este estudio se hizo uso de acido

clorhidrico concentrado como agente acidificante, el cual se procur6 que se encuentre en una
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cantidad similar a la del estomago (5.5 mg/L) (Smith, 2003). Otra adaptacion corresponde a la
presentacion de las frutas y la carne, las cuales fueron trituradas en un procesador de alimentos

para simular mejor la consistencia de un fluido gastrico.

Si bien es cierto que estos cambios pudieron haber ocasionado una diferencia significativa de
resultados, se puede apreciar que, a pesar de las adaptaciones realizadas, el nivel de digestion
efectiva alcanzada durante la fase estomacal en este estudio no difiere de forma radical con los
resultados del SGI de referencia, puesto que se observa una digestion de compuestos organicos en
ambos tipos de muestras mediante el incremento de azucares reflejado en el aumento de grados

Brix medidos después del periodo de digestion (Pefiaherrera et al., 2022).

Los resultados pudieron haber diferido debido a la naturaleza agresiva e hidrolitica del acido
sulfurico, el cual puede incluso hidrolizar compuestos de celulosa (Swiatek et al., 2020). Sin
embargo, es posible que el hecho de triturar la comida antes de su introduccién en el SGI pudiera
brindarle una ventaja al 4cido clorhidrico usado y por ende obtener resultados muy similares a los
del modelo de referencia en esta fase, confirmando asi una digestion efectiva (Pefiaherrera et al.,

2022).

Por otro lado, también se realizaron adaptaciones en fase de simulacion del intestino grueso dentro
de este estudio. Pefiaherrera en el afio 2022 en esta fase describe que, para simular la microbiota
intestinal se hizo uso de un inoculo compuesto por aproximadamente 3 g de heces y para medir su
rendimiento se hace uso de dispositivos de arrastre de agua para determinar la generacion de biogas

(Pefiaherrera et al., 2022).

Sin embargo, debido a que el enfoque de este estudio era el andlisis del potencial prebiotico de los

jugos seleccionados, se resolvio no usar el inoculo antes descrito. En su lugar se usé un inoculo
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proporcional a la aportacion de Lactobacillus en 3 g de heces humanas, haciendo uso de las
bacterias lacticas obtenidas de un subcultivo de Lactobacillus aislados de agua de reservorio, dicha

aportacion se determind mediante diferentes datos.

Se calcul6 la densidad de la muestra que se uso6 en el estudio (1.37 g/ml). Considerando que se
deberian inocular 3-10° Lactobacillus, debido a que una cantidad aproximada a la cantidad de
Lactobacillus que estarian presentes en los 3 g de heces se estima alrededor de 10°/g y que el peso
aproximado de una bacteria es de 6.25-107'°, se deberia inocular 1.875 g de muestra. Sin embargo,
al relacionar este dato con la densidad obtenida previamente, encontramos que la cantidad a

inocular serd de 1.36 mL de Lactobacillus aislados (McCartney et al., 1996) (Tanner, 1948).

Es importante mencionar que los Lactobacillus fueron inoculados en la fase del intestino grueso
de la simulacién del SGI y no al principio de la misma debido a que se considera que la microbiota
tanto del intestino delgado como del estdbmago es mas susceptible a ser influenciada por los
microorganismos de la cavidad oral y de la comida ingerida, cosa que no ocurre en el intestino
grueso y por ende una poblacion de bacterias lacticas estable es un hecho mucho mas apegado a

la realidad (Mosele et al., 2015).

De igual forma, debido a que los Lactobacillus no producen CO: con la misma intensidad que las
bacterias metanogénicas el biogds, se resolvid utilizar dispositivos de intercambio de gases
formados por globos, sustituyendo los dispositivos de arrastre de agua, para evitar comprometer

la presion dentro de las muestras y aun asi confirmar la generacion de CO».

Debido a que el enfoque durante la fase del intestino grueso era completamente diferente con
respecto al estudio para el que se us6 el SGI in vitro de referencia, los resultados no son

comparables de forma especifica. Sin embargo, podemos discutir resultados en cuanto a la
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digestion efectiva llevada a cabo en esta fase. Podemos observar que, mediante un inoculo
proporcional al del SGI original en cuanto a bacterias lacticas y el uso de dispositivos de
intercambio de gases en las muestras, los resultados no difieren relevantemente en cuanto al SGI

de referencia.

Esto lo podriamos corroborar debido a que, mediante los globos en cada una de las muestras
determinamos una generacion positiva de CO», el cual es el gas que liberan los Lactobacillus al
momento de llevar a cabo el proceso de fermentacion lactica, donde transforman azucares en acido
lactico (Garcia & Remize, 2022). Lo que evidencia una digestion positiva de los azucares
contenidos por parte del fluido gastrointestinal simulado en los matraces. De igual forma, se
evidencia un uso correcto del inoculo de bacterias lacticas utilizado debido a que los conteos
celulares evidencian una proliferacion efectiva de Lactobacillus tanto en las muestras control como

en las muestras experimentales.

A pesar de que estas adaptaciones realizadas podrian ocasionar resultados radicalmente diferentes
a los del SGI original en cuanto a inoculacion y digestion de compuestos, podemos afirmar que,
gracias a las precauciones y consideraciones tomadas durante esta fase para mantenerse fiel al
modelo original y por ende manifestar resultados concluyentes, en este estudio se evidencia una
digestion efectiva y una microbiota de interés muy similares a los del SGI disefiado por

Penaherrera y colaboradores en el afio 2022 (Pefaherrera et al., 2022).

4.2. Presencia de prebidticos

Para cumplir con el objetivo principal de este estudio era crucial verificar en un primer lugar que
los jugos seleccionados para su analisis contuvieran prebidticos en su composicion, a pesar de que

tanto el empaque de los mismos como las empresas que los fabrican afirmen que asi es. De esta
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forma nos aseguramos que los calculos y analisis realizados se basen en el efecto prebidtico de los

ingredientes dentro los jugos y no en algun otro factor externo.

De acuerdo con la definicién de un compuesto prebiotico, este es aquel que es capaz de atravesar
todo el tracto gastrointestinal sin ser digerido hasta que llega al intestino grueso o el colon donde
finalmente ahi es aprovechado por bacterias como Lactobacillus o Bifidobacterium para estimular
el crecimiento de estas (Gafar Babatunde Bamigbade et al., 2022). Basandonos en este concepto
acerca de los prebidticos, podemos analizar si efectivamente los jugos seleccionados para este

estudio contenian ingredientes prebioticos como la inulina de achicoria enunciada en su empaque.

Con base en los resultados obtenidos, podemos observar que a lo largo tanto de la fase estomacal
como de la fase del intestino delgado hubo una digestion efectiva, lo cual se sustenta primero con
el incremento de grados Brix en la fase estomacal y posteriormente con el incremento de densidad
optica en la fase del intestino delgado (Pefiaherrera et al., 2022). Esto nos indica que la mayoria
de los compuestos dentro del fluido géstrico simulado se han ido digiriendo a lo largo del SGI,

proporcionando un ambiente correcto para determinar la supervivencia de compuestos prebioticos.

Sin embargo, la verdadera fase donde podemos determinar la presencia o no de prebioticos es en
la fase del intestino grueso, donde se encontrarian las bacterias (Lactobacillus) que deberian
aprovechar estos compuestos, si los hubiera, para crecer y proliferarse, produciendo asi una
diferencia al momento de comparar los conteos celulares de las muestras control con las muestras

experimentales (Gafar Babatunde Bamigbade et al., 2022).

Basandonos en los resultados obtenidos, podriamos determinar una presencia positiva de
ingredientes prebioticos en los jugos seleccionados, puesto que a pesar de que el SGI in vitro

propicié una digestion efectiva a lo largo del mismo, aun asi, se evidencidé una diferencia
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considerablemente mayor de UFC en los conteos celulares de las muestras experimentales al
momento de compararlas con las muestras control. Esto nos indica que, efectivamente los
compuestos dentro de los jugos sobrevivieron a la digestion gastrointestinal a lo largo del SGI,
para finalmente llegar al intestino grueso, ser aprovechados por las Lactobacillus inoculadas y por
ende estimular su proliferacion y crecimiento (Pefiaherrera et al., 2022). De esta forma se confirma

la presencia de la inulina de achicoria dentro de los jugos.

4.3. Potencial prebidtico

Con respecto a los resultados obtenidos de los conteos celulares para la determinacion del potencial
prebiotico de los jugos, existen varios factores a tomar en cuenta acerca tanto a cerca del analisis

estadistico realizado, como de los ingredientes prebioticos usados en estas bebidas.

Hablando del analisis estadistico realizado, como se puede observar claramente mediante los
analisis ANOVA y Tukey realizados para comparar las muestras control con las experimentales, se
aprecia que, a pesar de que en los analisis de las diluciones 110 y 1-1077 el valor de p es menor
a 0.05, las medias de los grupos comparados salen etiquetadas con una misma letra, significando

que no existe una diferencia significativa.

Esto podria llevar a confusion si consideramos al valor de confianza (p) como el inico parametro
mediante el cual podriamos detectar una diferencia significativa entre los datos. Sin embargo, el
programa InfoStat nos permite esclarecer esta confusion mediante el uso de otro parametro
también muy usado en estadistica inferencial como lo es la Diferencia Minima Significativa
(DMS). Este parametro se muestra en el test de Tukey al lado del pardmetro de confianza (0.05) y

sirve para que, en ocasiones como la que acontece en este estudio, se puedan evitar errores de tipo
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1, es decir, aceptar la hipotesis planteada cuando esta depende de un andlisis de varianza erroneo

(Lee et al., 2018).

La DMS corresponde al valor minimo que debe haber entre las medias de los conjuntos evaluados
para que estas puedan ser catalogadas como significativamente diferentes (Glen, 2013). Tomando
en cuenta esta definicion, podemos evaluar las medias de los grupos de datos analizados, no solo

con el parametro “p” sino también con la DMS y por ende tener una certeza aun mayor al momento

de aceptar o rechazar la hipdtesis.

Debido a que, en ninguno de los test de Tukey realizados se puede observar una diferencia entre
las medias de los grupos que sea mayor a la DMS especificada para cada comparacion, esto nos
confirmaria que no existen diferencias significativas entre los grupos de datos analizados, aunque
en algunos exista un valor de p<0.05 y a pesar de que en los conteos celulares se evidencie un
incremento en la concentracién poblacional de Lactobacillus debido al uso de la inulina de

achicoria.

Por lo tanto, gracias al uso de dos pardmetros dentro de los andlisis estadisticos se puede rechazar
la hipétesis alternativa (H1) y por consiguiente aceptar la hipotesis nula (HO) planteada al inicio

de este estudio.

Respecto a la influencia de los ingredientes contenidos por los jugos, existen varios de estos que
podrian relacionarse con los resultados obtenidos donde el potencial prebiodtico de la inulina no

evidencia beneficios prebidticos significativos.

Por un lado, tenemos a la inulina de achicoria, la cual después de comprobarse que se encuentra
dentro de estas bebidas, es la principal responsable del potencial prebidtico que presentan estos

productos. Sin embargo, como se menciond previamente, el potencial prebidtico demostrado por
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la inulina de achicoria implementada en estos jugos no fue suficiente para poder influir de tal forma
en las bacterias lacticas como para manifestar diferencias significativas al momento de comparar

las muestras experimentales con las muestras control (Pefiaherrera et al., 2022).

Este hecho puede deberse a varios factores y uno de ellos podria ser la concentracion de inulina de
achicoria que se les fue suplementada a las bebidas al momento de su produccion. A pesar de que
este es un parametro importante, la informacion acerca de la concentracion de inulina de achicoria
que contienen los jugos analizados en este estudio no se encuentra disponible y por ende no se
puede saber a ciencia cierta si este podria ser un factor determinante en el desarrollo del potencial

prebidtico de los mismos.

Sin embargo, existen varios estudios que estipulan que, para obtener beneficios prebidticos
significativos, la concentracion de inulina de achicoria pura que se debe consumir por dia se
encuentra en un rango de 5 a 7.5 g y que esta debe ser suplementada por al menos dos semanas
para poder alcanzar resultados notables en la microbiota gastrointestinal (Peters et al., 2020)
(Terrera, 2021). De acuerdo con estos estudios y los datos obtenidos de los conteos celulares
realizados, podemos afirmar que, los jugos analizados podrian no poseer la suficiente cantidad de
inulina de achicoria en su composicion para relacionarse con la causalidad de un impacto

prebidtico sostenible en la microbiota humana.

Por otro lado, uno de los ingredientes que también pueden tener gran influencia en la determinacion
del potencial prebidtico de los jugos analizados es el sorbato de potasio, el cual se encuentra
enunciado dentro de sus ingredientes como conservante. El sorbato de potasio es un preservante
alimenticio muy usado en general por las industrias alimenticias cuya concentracion dentro de los

productos no debe exceder las 1000 ppm (Yazdanfar et al., 2023) (Hecht, 2017).
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A pesar de que esta regulacion lo limita a una cantidad relativamente pequefia, se ha demostrado
que aun en esas concentraciones, el sorbato de potasio es capaz de inhibir la proliferacion de ciertas
cepas de Lactobacillus e incluso de disminuir la concentraciéon poblacional de estas bacterias
(Edinger & Spllltstoesser, 1986). Debido a que este es el preservante usado en los jugos
seleccionados para este estudio, pero que no se conoce la concentracion en la que se usa dentro de
las bebidas analizadas, se puede afirmar que, hasta cierto punto el sorbato de potasio podria estar
relacionado con la manifestacion de resultados contraproducentes en referencia a su influencia
sobre el potencial prebiodtico en las bebidas que lo incluyan. Para contrarrestar este efecto, se
podrian usar preservantes no quimicos como las sustancias citricas, siempre en una cantidad

recomendada (Lee, 2020).

Finalmente, un parametro mas que se debe tomar en cuenta al momento de analizar el potencial
prebiotico de los productos que contengan inulina de achicoria es el grado de polimerizacion

(Baocheng et al., 2017).

Como se menciono en la introduccion de este trabajo, el grado de polimerizacion corresponde al
nimero de unidades monomeéricas que contiene una macromolécula ya sea un oligobmero o
polimero, mientras una macromolécula tenga mas grado de polimerizacion esto se traduce en una

mayor temperatura de fusion y mayor fuerza mecanica entre sus enlaces (Baocheng et al., 2017).

En cuestion de los prebidticos, los compuestos como la inulina poseen un grado de polimerizacion
mucho mas grande que otro tipo de oligdmeros y polimeros dentro del grupo de los prebidticos, lo
cual aumenta su tiempo de fermentacion a por lo menos el doble que el que tienen otro tipo de

ingredientes (Baocheng et al., 2017).
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Este incremento en el tiempo de fermentacion de la inulina de achicoria debido a su grado de

polimerizacion, asi como su concentracion insuficiente en los jugos y el uso de sorbato de potasio

como conservante, podrian verse relacionados con los resultados obtenidos en este estudio donde

se refleja su incapacidad como agente prebidtico para manifestar beneficios significativos en la

microbiota in vitro. Por lo tanto, se podria mejorar el potencial prebiotico de diferentes bebidas o

productos mediante la experimentacion con otro tipo de oligdmeros o polimeros prebiodticos con

este mismo tipo de SGI (Pefiaherrera et al., 2022).

5. Conclusiones

Se adapt6 un modelo de simulacion gastrointestinal in vitro mediante modificaciones a lo
largo de un SGI de referencia, lo cual permitio que este fuera usado sin ninguna dificultad
al momento de analizar la proliferacion de bacterias lacticas.

Se obtuvo bacterias lacticas correctamente aisladas pertenecientes a un subcultivo externo,
estas fueron incorporadas como inoculo dentro de la fase intestinal de SGI in vitro sin
presentar ninguna complicacion.

Se compararon los conteos celulares resultantes de la proliferacion de bacterias lacticas
dentro del SGI pertenecientes a muestras con y sin la adicion de jugos que contengan
inulina de achicoria, aunque los resultados mostraron una capacidad prebiotica existente,
después de realizar analisis estadisticos esta demostrd no ser significativa.

Finalmente, se evaluo satisfactoriamente la capacidad prebiotica de la inulina de achicoria
al ser usada en jugos distribuidos en el DMQ haciendo uso de un SGI in vitro adaptado y
aunque se demostro la existencia de un potencial proliferante en bacterias lacticas mediante

conteos celulares, este no es suficiente para aportar beneficios prebidticos significativos.
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6. Recomendaciones

Para siguientes estudios con un enfoque similar al de este tipo de analisis, se deberian realizar mas
repeticiones tanto de muestras experimentales como de muestras control, puesto que de esta forma
se obtendrian una mayor cantidad de datos lo que facilitaria la obtencion de resultados mas

concluyentes al momento de realizar analisis estadisticos.

Es importante mencionar que el analisis de propiedades de los alimentos prebidticos de forma in
vitro posee muchas variables que se pueden modificar y monitorear, por lo que se podrian usar
algunas de estas como la simulacion de movimientos géstricos para obtener resultados mas reales.
De igual forma, se deberia tomar en cuenta la implementacion de un monitoreo de las
consecuencias que produce una exposicion constante de ingredientes prebidticos sobre la

microbiota in vitro durante periodos de tiempo mas largos.
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8. Anexos

Anexo A: Mediciones de densidad optica a 600 nm de algunas muestras del SGI in vitro después
del periodo de incubacién
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Anexo B: Mediciones de grados Brix de algunas muestras experimentales del SGI in vitro
después del periodo de digestion
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