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Fermentacion microbiana de compuestos polifendlicos presentes en cacao
(Theobroma cacao) y mango (Mangifera indica)

Maria Joselyn Castellon Chicas

Resumen. Los polifenoles son investigados por su capacidad antioxidante y uso en la
prevencion de enfermedades cronicas. Los objetivos de este estudio fueron: evaluar la
influencia de compuestos fendlicos de extractos de mango y cacao en el crecimiento de un
grupo de bacterias probidticas (Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L.
plantarum y Bifidobacterium bifidum), evaluar la actividad tanasa del grupo de bacterias
probidticas e investigar el efecto de los polifenoles de mango y cacao en la microbiota
humana. Las bacterias probidticas se incubaron con ambos extractos a siete concentraciones
(0, 12.5, 25, 50, 100, 200 mg/L GAE) y se midio el crecimiento a 0, 1, 3, 6, 12, 24 y 48
horas. Los resultados muestran un efecto estimulante por parte de los extractos sobre el
crecimiento de las bacterias probioticas. El grupo de bacterias se incubd con extracto de
mango y se midid su produccion de &cido galico libre mediante ensayo de Rodanina a0, 1,
3, 6, 12, 24 y 48 horas. Los resultados demostraron actividad tanasa en las bacterias
probidticas. Por otra parte, los compuestos polifenélicos de mango y cacao promovieron el
crecimiento de Bifidobacterium catenulatum, B. adolescentis, Ruminococcaceae,
Euryarchaeota y Firmicutes, mientras que la poblacién de Bacteroides fragilis, B.
thetaiotaomicron, B. prevotella, Eubacterium hallii, E. coli y Faecalibacterium se redujo.
En conclusién, los polifenoles de mango y cacao modulan la microbiota del intestino
humano. Ademas, estos resultados indican el importante papel que desempefian las
bacterias probidticas en la farmacocinética de los compuestos fendlicos.

Palabras clave: Acido gélico, epicatequina, microbiota humana, probidticos.

Abstract. Polyphenols have been investigated due to their antioxidant capacity and their
potential use in the prevention of chronic diseases. The objectives of this study were to
evaluate the influence of phenolic compounds from mango and cocoa extracts on the growth
of a probiotic bacteria group (Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L.
plantarum and Bifidobacterium bifidum), assess the tannase activity of probiotic bacteria
group; and investigate the effect of polyphenols from both extracts on the human gut
microbiota. Probiotic bacteria were incubated with both extracts at seven concentrations (0,
12.5, 25, 50, 100, 200 mg/L GAE) and measured the growth at 0, 1, 3, 6, 12, 24 and 48
hours. Results show that polyphenolic compounds from mango and cacao have a
stimulatory effect on the growth of probiotic bacteria. Furthermore, probiotic bacteria were
incubated with mango extract and measured by Rhodanine assay the production of free
gallicacid at 0, 1, 3, 6, 12, 24 and 48 hours. Results demonstrated the presence of tannase
enzyme in the probiotic bacteria. Moreover, polyphenolic compounds from mango and
cocoa promoted the growth of Bifidobacterium catenulatum, B. adolescentis,
Ruminococcaceae, Euryarchaeota and Firmicutes, whereas the population of Bacteroides
fragilis, B. thetaiotaomicron, B. prevotella, Eubacterium hallii, E. coli and
Faecalibacterium was reduced. In conclusion, mango and cocoa polyphenols modulate the
human gut’s microbiota. In addition, these results indicate the important role that probiotic
bacteria play in the pharmacokinetics of phenolic compounds.

Key words: Epicatechin, gallic acid, human microbiota, probiotics.
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1. INTRODUCCION

La composicion de los alimentos es compleja y ampliamente investigada. Actualmente,
existe una tendencia creciente en el consumo de alimentos saludables, incluyendo alimentos
funcionales, los cuales pueden contener antioxidantes naturales o industrializados, junto a
la adicion de otros compuestos bioactivos (Coronado et al. 2015). Los antioxidantes,
pueden ser clasificados en enddgenos, aquellos que son sintetizados por las células, y
exdgenos, que ingresan al organismo a través de la cadena alimentaria. Dentro de estos
GUltimos se encuentra la vitamina E, vitamina C, B carotenos, compuestos fendlicos, entre
otros (Garcia Bacallao et al. 2001).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios presentes en la mayoria de alimentos
y bebidas de origen vegetal (Cheynier 2012). Estos compuestos pueden dividirse en,
flavonoides, tales como flavonoles o antocianidinas, &cidos fendlicos como el &cido galico
y taninos. Este ultimo puede sub dividirse en taninos condensados, como flavan-3-ols (-) -
epicatequinay (+) — catequina; y taninos hidrolizables como galotaninos (Reis Giada 2013).
Las fuentes de compuestos fendlicos en la dieta incluyen, legumbres (judias), cereales
(harina de arroz, trigo), vegetales (cebolla, col rizada, lechuga, brocoli), zumos de frutas
(manzanas fresas, uvas, naranja, mango) y bebidas (vino, té) (Martinez Valverde et al.
2000).

El mango (Mangifera indica) es un fruto accesible, altamente consumido en América Latina
y caracterizado por desempefiar un papel importante en la economia de varios paises de
clima tropical (De la Cruz Medina y Garcia 2002). Del mismo modo, se identifica como
fuente de compuestos fenolicos y dependiendo de las partes del fruto (cascara, pulpa,
semilla) varia la cantidad presente de estos compuestos (Masibo y He 2008, Kim et al.
2016). El &cido gélico es uno de los compuestos fendlicos con mayor concentraciéon en la
pulpa del mango (Palafox-Carlos et al. 2012). Asi mismo, los gallotaninos presentes en el
mango son compuestos no absorbibles, los cuales pueden ser metabolizados mediante
fermentacién microbiana en &cido galico y pirogalol (Nemec et al. 2016; Jiménez et al.
2013).

Por otra parte, el cacao (Theobroma cacao) es un fruto originario de Mesoamérica y es la
base en la produccion de chocolate y sus derivados (Nisao Ogata 2007). Ademas, posee
gran importancia econémica en muchos paises de América Latina (FAO 2004). Este fruto
ha sido ampliamente investigado debido a su alto contenido de compuestos fenolicos,
incluyendo moléculas de bajo peso molecular como catequinay epicatequina (Jalil y Ismail
2008; Heo y Lee 2005). Estudios recientes han demostrado que el cacao y sus compuestos
fendlicos imitan el efecto de prebidticos y probidticos modulando la composicion de la
microbiota intestinal humana (Hayek 2013).



En general, el interés en el estudio de los compuestos fenolicos se ha incrementado debido
a su presencia en la mayoria de los alimentos de origen vegetal presentes en nuestra dieta y
sus propiedades antioxidantes capaces de proveer beneficios a nuestra salud (Handique y
Baruah 2002), incluyendo, su efecto en la prevencion de enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas y cancer (Creus Gimeno 2004). Sin embargo, las propiedades de estos
compuestos y su efecto dentro de nuestro organismo dependen del grado de polimerizacion
y biodisponibilidad de los mismos (Cardona et al. 2013). La mayoria de los compuestos
fendlicos presentes en los alimentos se encuentra en forma de ésteres, glucésidos o
polimeros los cuales deben ser hidrolizados mediante enzimas o la microbiota intestinal
para poder ser absorbidos por el organismo (Manach et al. 2004).

La microbiota intestinal humana estd dominada por tres principales phyla bacterianas,
Firmicutes (comprende mas de 200 géneros, incluyendo especies de Lactobacillus,
Mycoplasma, Bacillus, y Clostridium), Actinobacteria (incluye bacterias Gram-positivas) y
Bacteroidetes (incluyen aproximadamente 20 géneros Gram-negativos) (Musso et al.
2010). Esta comunidad juega un papel clave en la salud humana ya que dentro de esta
podemos encontrar ciertas bacterias tales como Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp.
los cuales actian como probidticos dentro de nuestro organismo, manteniendo un balance
en la composicion de la microbiota intestinal (Lee et al. 2006). Sin embargo, algunos
desordenes gastrointestinales tales como obesidad, enfermedad inflamatoria intestinal entre
otras, pueden ser causados debido a cambios en la composicion de la microbiota intestinal.

Estudios recientes indican que los compuestos fendlicos pueden actuar como prebioticos
metabdlicos en la microbiota humana y demuestran un efecto positivo en el crecimiento de
algunas bacterias probidticas tales como Bifidobacterium y Lactobacillus (Gwiazdowska
et al. 2015). En vista del importante rol que desempefian las bacterias probidticas y los
compuestos fenolicos en la salud humana, es importante evaluar la relacion existente entre
ambos; por lo tanto, el presente estudio incluye los siguientes objetivos:

e Investigar la influencia de los taninos de gran tamafio molecular de los extractos de
cacao y mango en el crecimiento de un grupo de bacterias probidticas (Lactobacillus
casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum y Bifidobacterium bifidum).

e Evaluar la actividad tanasa del grupo de bacterias probidticas utilizando los compuestos
fenolicos presentes en el extracto de mango.

o Investigar la influencia de los compuestos fendlicos presentes en los extractos de cacao
y mango en la poblacion de bacterias especificas de la microbiota humana.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio.

El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Nutricion del departamento de Nutricion y
Ciencia de los Alimentos de la Universidad de Texas A&M, localizada en la ciudad de
College Station, estado de Texas, Estados Unidos de América.

Fase |. Efecto de los compuestos fendlicos del extracto de cacao y mango en el
crecimiento de un grupo de bacterias probidticas.

Extractos de mango y cacao. Los extractos acuosos de mango (Mangifera indica, variedad
Ataulfo) y cacao (Theobroma cacao) fueron facilitados por el laboratorio de fitoquimicos
del Centro de Investigacion de Frutas y Vegetales del Dr. Stephen Talcott en el
Departamento de Nutricion y Ciencia de los Alimentos de la universidad de Texas A&M.

El extracto de mango se obtuvo de la pasta de pulpa de mango homogeneizada (10 gramos)
con 50 ml de disolvente de extraccion (metanol y acetona 1:1). La mezcla se homogeneizo,
y se agitd durante 30 minutos, se filtrd a través de papel de filtro Whatman namero cuatro,
y los sélidos restantes se volvieron a extraer dos veces bajo las mismas condiciones. Los
disolventes reunidos se evaporaron a presion reducida a 45 °C y el concentrado se disolvio
en 30 ml de agua con &cido férmico al 0.01%. El cacao se obtuvo del producto Cocovanol
(Diana Plant Sciences), el extracto cacao se encontraba disuelto en agua con &cido formico
al 0.01%.

Caracterizacion de los extractos. El contenido total de fenoles en ambos extractos se
cuantificO mediante el método de Folin-Ciocalteu. Se prepararon diferentes
concentraciones conocidas (0, 100, 200, 400 ppm) a partir de un estandar de acido galico
(Sigma-Aldrich). Este andlisis se desarroll6 de la siguiente manera: en un tubo de ensayo
se agregaron 50 pl de muestra y 0.5 ml de 0.25 N de reactivo de Folin-Ciocalteu y se dejé
reposar 2 minutos. Se agreg6 0.5 ml de carbonato de sodio (Na2COgz, 1 N) y se dejo reposar
2 minutos. Se mezcld con un vortex y se leyo la absorbancia a 726 nm de longitud de onda.
Este ensayo se aplicé en todas las muestras, incluyendo las concentraciones estandares y
las muestras de los extractos (cacao y mango). Se realizO una curva estandar con las
concentraciones conocidas de estandares de acido galico. La absorbancia obtenida de las
muestras de los extractos se correlaciono con la curva estandar para obtener mg/L de &cido
galico equivalente (GAE) como resultado.



La caracterizacion de los extractos se hizo mediante Cromatografia Liquida-espectrometria
de masas (LC-MS). El extracto de mango fue filtrado a través de filtros de membrana
Whatman de 0.45 um y colocadas en viales de 1.5 ml. Se utilizaron estandares auténticos de
acido galico, monogaloil-glucosa y pentagaloil-glucosa. Se utilizé6 un espectrometro de
masas de trampa idnica (Thermo Finnigan LCQ Deca XP Max MS), equipado con una fuente
de ESI (Electrospray). Las separaciones se realizaron en fase inversa usando Finnigan
Surveyor HPLC acoplada a un detector Surveyor PDA (detector de arreglo de diodos). Las
separaciones de gradiente se realizaron usando una columna Waters Sunfire Cis, (250 X 4.6
mm, 2.6 pm) a temperatura ambiente. La fase movil A fue &cido formico al 0.1% en agua y
la fase movil B fue acido formico al 0.1% en metanol a 400 pl / minuto. Se llevo a cabo un
gradiente de 0% de fase B durante 2 minutos y se cambi¢ a 10% de fase B en 4 minutos y se
mantuvo hasta 10 minutos, 10 a 40% de fase B en 25 minutos, 40 a 65% de fase B en 35
minutos y 65 a 85% de fase B en 41 minutos, y el 85% de Fase B se mantuvo a 49 minutos
antes de volver a las condiciones iniciales. La interfaz de electrospray trabajé en modo de
ionizacion negativa. Todos los compuestos fueron caracterizados a 280 nm de longitud de
onda.

El extracto de cacao fue filtrado a través de filtros de membrana Whatman de 0.45 um y
colocadas en viales de 1.5 ml. Se utilizaron estdndares auténticos de (+)- catequina, (-)-
epicatequina, (-)- galactato de epigalocatequina, (-)- epigalocatequina, (-)- epicatequina
galato, cafeina, rutina y quercetina, obtenidos todos de Sigma-Aldrich. La caracterizacion
se llevo a cabo mediante un sistema de HPLC de alianza Waters 2695 utilizando una matriz
de fotodiodos Waters 996 (PDA). La fase movil A fue 100% agua y la fase mévil B 60%
metanol y 40%, ajustados cada uno a pH 2.4 usando acido ortofosforico. Se llevé a cabo un
gradiente de 0-50% de fase B en 10 minutos, 50-70% de fase B en 5 minutos y 70-100% en
15 minutos, durante un tiempo total de ejecucion de 30 minutos. La columna también se
equilibré funcionando 100% de fase A durante 2 minutos antes de la siguiente inyeccion.
Todos los compuestos fueron caracterizados a 280 nm de longitud de onda.

Determinacion de la viabilidad y curva de crecimiento de las bacterias probidticas. Se
utilizé una céapsula que contenia una mezcla de bacterias probioticas (Lactobacillus casei,
L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum y Bifidobacterium bifidum), la cual fue
proporcionada por el Laboratorio de Nutricion de la Dra. Susanne Talcott en el
Departamento de Nutricion y Ciencia de los Alimentos de la universidad de Texas A&M.
El cultivo madre se prepar6 diluyendo el contenido de una capsula de bacterias probidticas
en caldo Man-Rogosa Sharpe (Lactobacilli broth MRS) a 37 °C por 24 h en condiciones
anaerobicas (intercambio gaseoso con COy). La suspension de bacterias se mezcld 50% v/iv
con solucién de congelacién (50 % (v/v) agua destilada con glicerol) y se almacené en
crioviales (1 ml) a -80 °C.

Se desarroll6 una curva de crecimiento del grupo de bacterias probidticas mediante el
método de turbidez usando un lector de microplacas (Fluo Star Omega). La viabilidad de
las bacterias probioticas se evalué mediante conteo de unidades formadoras de colonia
(CFU). Se diluy6 un criovial (1 ml) de las bacterias probidticas en 30 ml de MRS durante
24 horas. Se realizo una dilucion en serie, en la cual se tomé 0.1 ml del cultivo de 24 hy se
diluy6 en 0.9 ml de caldo MRS, obteniéndose una dilucion de 10, De la dilucion obtenida
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de 102, se tom6 0.1 ml y se diluyé en 0.9 ml de caldo MRS, obteniéndose una dilucion de
102, Se sigui6é diluyendo sucesivamente hasta obtener una dilucion de 10°. Luego de
realizadas las diluciones, se toma 0.1 ml de cada dilucidn y se inocularon en placas Petri de
agar soya tripticasa mediante siembra por superficie. Estas placas se incubaron a 37 °C
durante 24h en un ambiente anaerdbico (GasPak ™ EZ) vy al finalizar las 24 horas se realizo
el recuento de los platos Petri.

Evaluacion del efecto de los compuestos fendlicos del mango (gallotaninos) y del cacao
(epicatequina) en el crecimiento de las bacterias probidticas.

Se prepar6 un cultivo madre en el cual se diluyé un criovial (1 ml) de bacterias probidticas
en 30 ml de caldo MRS, este fue incubado a 37 °C por 24 horas en condiciones anaerdbicas
(intercambio gaseoso con CO»). Después de 24 horas se midi0 la absorbancia, seguidamente
la bacteria fue centrifugada, lavada con una solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y
centrifugada nuevamente. El pellet de bacterias obtenido se reincorporé (en el mismo
volumen inicial en el que se encontraba diluido) en un medio minimo de aminoécidos (6 ¢
de (NH4)2 SOs LL, 0.4 g MgSO4-7H20 L, 7 g de KH2 PO4 L1, 0.02 g FeSO4-7H.0 L2, 3
g de acidos Casamino L™, ajustado a un pH de 6 con NaOH 1 M antes de esterilizar
(121°C/15 min) (Lamia y Moktar 2002). La suspension de bacterias probidticas obtenida
fue utilizada para realizar el estudio de incubacidn con los extractos de mango y cacao.

Para evaluar el efecto de los compuestos fendlicos del mango y del cacao en el crecimiento
de las bacterias probidticas, se realiz6 un estudio de incubacidon en el cual el medio minimo
de aminoé&cidos se mezcld con los extractos de mango y cacao obteniendo diferentes
concentraciones (0, 12.5, 25, 50, 100 y 200 ppm o mg/L de &cido galico equivalente), y se
inocul6 con la suspensién de bacterias probidticas (obteniendo una absorbancia inicial de
ODs00=0.15). Los tratamientos se incubaron a 37 °C durante 48 horas en condiciones
anaerobicas (intercambio gaseoso con COz). Durante la incubacién se midi6 la absorbancia
a 600 nm en microplacas de 96 pozos a las 0, 1, 3, 6, 12, 24 y 48 h. El control fue el
tratamiento que contenia solamente la suspensién de bacterias probidticas. Los resultados
se presentaron como el promedio de cuatro observaciones por repeticion como porcentaje
del control.

Disefio experimental y Andlisis Estadistico.

Para cada extracto se us6 un Disefio de Bloques Completos al Azar (BCA) con medidas
repetidas en el tiempo, seis tratamientos fueron evaluados con tres repeticiones para un total
de 18 unidades experimentales. Para el analisis de las muestras se utilizd un analisis de
varianza y una separacion Duncan para comparar los tratamientos, y una separacion de
Cuadrados Minimos (LSMEANS) para comparar las medias de cada tratamiento a través
del tiempo. El nivel de significancia utilizado fue de a<0.05. Los resultados se analizaron
con el “Statistical Analysis System” (SAS® Version 9.4).

Fase Il. Evaluacion de la actividad tanasa del grupo de bacterias probioticas
utilizando los compuestos fendlicos presentes en el extracto de mango.

Para evaluar la actividad tanasa de las bacterias probioticas a traves de la produccion de
acido galico a partir del extracto de mango se utilizd un ensayo espectrofotométrico de
rodanina especifico para acido galico. Se prepar0 una suspension de bacterias probidticas
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(lavadas y resuspendidas en PBS como se describio en las Fase 1). EI medio minimo de
aminoacidos se mezclé con el extracto de mango (200 ppm o mg/L de &cido géalico
equivalente), y se inoculd con la suspension de bacterias probidticas (obteniendo una
absorbancia inicial de ODegpo=0.15). Se incubo a 37 °C durante 48 h en condiciones
anaerobicas (intercambio gaseoso con CO). El control fue el medio minimo de
aminoacidos con el extracto de mango (200 mg/L de acido galico equivalente). Durante la
incubacién se tomaron muestras a diferentes tiempos (0, 1, 3, 6, 12, 24 y 48 h) y en cada
muestreo se aplico el ensayo de rodanina mediante el método de Inoue y Hagerman (1988)),
usando NaOH en lugar de KOH.

Disefio experimental y Andlisis Estadistico. Se usé un Disefio de Bloques Completos al
Azar (BCA) con medidas repetidas en el tiempo, dos tratamientos fueron evaluados con tres
repeticiones para un total de seis unidades experimentales. Para el anlisis de las muestras
se utilizé un Analisis de Varianza y una separacion Duncan para comparar los tratamientos
y una separacion de Medias usando Cuadrados Minimos (LSMEANS) para comparar las
medias de cada tratamiento a través del tiempo. El nivel de significancia utilizado fue de
a<0.05. Los resultados se analizaron con el “Statistical Analysis System” (SAS® Version
9.4).

Fase I11. Evaluacion del efecto de los compuestos fenolicos presentes en los extractos
de cacao y mango en la poblacién de bacterias especificas de la microbiota humana.
Se utilizaron muestras fecales congeladas (almacenadas a -80 °C) provenientes de personas
saludables las cuales fueron proporcionadas por el laboratorio de Nutricion de la Dra.
Susanne Talcott en el Departamento de Nutricion y Ciencia de los Alimentos de la
universidad de Texas A&M.

En una camara anaerobica de vinilo COY, se pesaron porciones de 1-2 g de las muestras, y
se diluyeron 1:10 (w/v) en PBS, obteniendo una suspension de las muestras fecales. Esta
suspension se utilizd para inocular 1:1 v/v (Dall’Asta et al. 2012) un medio estéril pre-
reducido a pH 7 (composicion: peptona (2 g L), -extracto de levadura (2 g L), NaCl (0.1
gL?), KzHPO4 (0.04 g L), KH2PO4 (0.04 g L), NaHCO3 (2 g L), MgSO4-7H,0 (0.01
g L), CaCl,-6H,0 (0.01 g L), Tween 80 (2 ml L), hemina (50 mg L), vitamina K
(10 ul 1), L-cisteina (0.5 g L), sales biliares (0.5 g L), resazurina (1 mg L), y agua
destilada) (Hoyos y Noratto 2016). El in6culo obtenido se incub6 a 37 °C por 24 horas en
condiciones anaerdbicas (GasPak ™ EZ). Después de 24 h se utilizd este cultivo para
inocular 1:1 (v/v) los tres tratamientos: (i) medio pre reducido + extracto de cacao a 200
ppm EAG, (ii) medio pre reducido + extracto de mango a 200 ppm EAG, y (iii) control
(medio pre reducido + cultivo de inoculacion). Los tratamientos fueron incubados a 37 °C
por 48 horas a condiciones anaerdbicas (intercambio gaseoso con COy. Durante la
incubacion se tomaron muestras a diferentes tiempos (0, 24 y 48 horas). Para la toma de
muestras se usé el siguiente procedimiento: Se tom6 1 ml de la muestra y se centrifugo
(3000 rpm, 10 minutos, 4 °C), se descarto el sobrenadante del pellet obtenido y este ultimo
se almaceno a -20 °C hasta analisis posteriores.

Cuando todas las muestras fueron colectadas se cuantificé el ADN de cada muestra. La
extraccion de ADN se realizo siguiendo el Protocolo de aislamiento del ADN de las heces
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para la deteccion de patégenos (QIAGEN 2012). Después de extraer el ADN, este se
cuantifico mediante un NanoDrop y se estandarizaron las muestras a una concentracion de
cinco nanogramos por microlitro de ADN de cada muestra. Para evaluar cambios en
bacterias especificas de la microbiota humana se realizé un analisis de PCR en tiempo real
(gPCR) en 16 cebadores de diferentes bacterias (Cuadro 1). Los resultados obtenidos por
cada cebador se correlacionaron con curvas estandares de cada cebador (las curvas
estandares fueron proporcionadas por la Dra. Giuliana Noratto, investigadora asociada del
laboratorio de Nutricion, departamento de Nutricion y ciencia de los alimentos de la
universidad de Texas A&M). Los resultados se expresaron en promedio de dos
observaciones por repeticion en Log ADN (fentogramos).

Disefio experimental y Analisis Estadistico. Para cada extracto se usé un Disefio
Completamente al azar (DCA) con medidas repetidas en el tiempo, dos tratamientos fueron
evaluados, 15 cebadores y cuatro repeticiones para un total de 120 unidades experimentales.
Para el analisis de las muestras se utilizé un Analisis de Varianza y una separacion Duncan
para comparar los tratamientos y una separacion de Medias usando Cuadrados Minimos
(LSMEANS) para comparar las medias de cada tratamiento a través del tiempo. El nivel de
significancia utilizado fue de a<0.05. Los resultados se analizaron con el “Statistical
Analysis System” (SAS® Version 9.4).

Cuadro 1. Conjunto de cebadores utilizados en este estudio para el anlisis de PCR en
tiempo real.

Cebadores Clasificacion
Bacteroides thetaiotaomicron Especie
Bacteroides fragilis Especie
Bacteroides prevotella Género
Bacteroides vulgatus Especie
Bifidobacterium adolescencis Especie
Bifidobacterium catenulatum Especie
Eubacterium hallii Especie
Ruminococcaceae Familia
Clostridium butyricum Especie
Euryarchaeota Filo
Verrucomicrobia Filo
Faecalibacterium Genero
Bacteroidetes Filo
Firmicutes Filo
E. coli Especie




3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase |. Efecto de los compuestos fenolicos del extracto de cacao y mango en el
crecimiento de un grupo de bacterias probidticas.

Caracterizacion de los extractos de mango y cacao. La concentracion del extracto de
mango utilizado fue de 6000 mg/L GAE. Se analizé el extracto de mango mediante HPLC-
MS a una absorbancia de 280 nm y se identificaron los siguientes compuestos: Monogaloil-
glucosido (pico 1), acido galico (pico 2), 1,2,3,4,6-pentagaloil-glucosa (pico 3), hexa-O-
Galoil-glucosa (pico 4), hepta-O-Galoil-glucosa (pico 5), octa-O-Galoil-glucosa (pico 6) y
nona-O-Galoil-glucosa (pico 7) (figura 1).

Estudios relacionados también han identificado la presencia principalmente de acido galico
libre y galotaninos en el mango, asi como la presencia de los &cidos clorogénico,
protocatequico y vainillico en la pulpa de mango variedad Ataulfo (Kim et al. 2009;
Palafox-Carlos et al. 2012).

2 Gallotannins
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Figura 1. Cromatograma de HPLC-MS representativo a 280 nm de los compuestos
fenolicos en el extracto de mango (Mangifera indica var. Ataulfo). Se identificaron los
siguientes compuestos: (1) Monogaloil-glucosido, (2) acido galico, (2) 1,2,3,4,6-
pentagaloil-glucosa, (4) hexa-O-Galoil-glucosa, (5) hepta-O-Galoil-glucosa, (6) octa-O-
Galoil-glucosa y (7) nona-O-Galoil-glucosa.


https://es.wikipedia.org/wiki/1,2,3,4,6-pentagaloil-glucosa
https://es.wikipedia.org/wiki/1,2,3,4,6-pentagaloil-glucosa
https://es.wikipedia.org/wiki/1,2,3,4,6-pentagaloil-glucosa

El extracto de cacao presentd una concentracion inicial de 4713 mg/L GAE. Se analiz6
mediante HPLC-MS a 280 nm de absorbancia. El extracto presentd en su composicion
taninos condensados tales como catequina, epicatequina (m/z 289) y derivados de estos
compuestos los cuales mostraron en su estructura unidades de epicatequina (figura 2).
Similar a estos resultados, otros estudios también identifican a la catequina, epicatequina y
dimeros derivados de estos compuestos dentro de los compuestos fendlicos presentes en el
cacao, al igual que algunos antioxidantes como quercetina, quercetina 3-glicosido, y
quercetina 3-arabindsido (Sanbongi et al. 1998).
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Figura 2 Cromatograma de HPLC-MS representativo a 280 nm de los compuestos fenélicos
en el extracto de cacao (Theobroma cacao). Se identificaron los siguientes compuestos: (1)
Compuesto A, derivado de catequina, (2) Compuesto B, derivado de catequina.

Viabilidad y curva de crecimiento de las bacterias probioticas. El grupo de bacterias
probidticas (Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum vy
Bifidobacterium bifidum) presenté una concentracion inicial de 1.78x 10° UFC/céapsula.

Evaluacion del efecto de los compuestos fenélicos del mango (gallotaninos) y del cacao
(epicatequina) en el crecimiento de las bacterias probioticas. Se evalud el efecto de
diferentes concentraciones de mango en el crecimiento del grupo de bacterias probioticas.
Se utiliz6 un BCA, donde cada bloque estuvo determinado por cada repeticién, y los
factores fueron seis tratamientos (concentraciones del extracto de mango) y siete tiempos.
Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas (P<0.0001) entre tratamientos,
entre tiempos y en la interaccion entre ambos factores (tratamientos y tiempos). En la
interaccion entre los factores, evaluada por LSMEAN, se encontrd que el extracto de mango
ejerce un efecto estimulante en el crecimiento de las bacterias probioticas con dependencia
a la concentracion del extracto y al tiempo. Es decir que a medida se incrementd la
concentracion del extracto de mango y el tiempo, el efecto positivo en el crecimiento de las
bacterias fue mayor. Consecuentemente, a 48 horas de incubacion con una concentracion



de 200 mg/L GAE del extracto de mango se obtuvo el mayor efecto estimulante en las
bacterias probioticas (Cuadro 2).

Del mismo modo, se evaluo el efecto de diferentes concentraciones de cacao en el
crecimiento del grupo de bacterias probioticas. Al igual que con el extracto de mango, se
aplico un BCA, donde cada blogue estuvo determinado por cada repeticion, y los factores
fueron seis tratamientos (concentraciones del extracto de cacao) y siete tiempos. Los
resultados obtenidos muestran diferencias significativas (P<0.0001) entre tratamientos,
entre tiempos y en la interaccion entre ambos factores (tratamientos y tiempos). La
interaccion entre los factores, evaluada por LSMEAN, presento, al igual que en el extracto
de mango, un efecto estimulante en el crecimiento de las bacterias probidticas con
dependencia a la concentracion del extracto y al tiempo. Por ende, a 48 horas de incubacion
con una concentracion de 200 mg/L GAE del extracto de cacao se obtuvo el mayor
crecimiento de las bacterias probidticas (Cuadro 3).

Estudios similares han demostrado que los compuestos fenolicos influyen en el crecimiento
de algunas bacterias incluyendo probidticos. La Catequina (100 a 400 uM) ha presentado
efecto estimulante en el crecimiento de Lactobacillus casei (Duda-Chodak et al. 2008). Del
mismo modo, compuestos fendlicos, &cido galico y (+) — catequina, a concentraciones
normalmente presentes en el vino, presentaron un efecto estimulante en el crecimiento
Lactobacillus hilgardii 5w (Alberto et al. 2001). Asi mismo, compuestos fendlicos
presentes en un extracto de semilla de uva enriquecido con flavan-3-ol (GSE) ejercieron
efectos positivos en el crecimiento de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei,
Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium breve 26M2 y Bifidobacterium bifidum
HDD541 (Tabasco et al. 2011).

Los probidticos son importantes en la industria debido a su incorporacion en matrices de
alimentos (leche, yogures, cereales, queso, salchichas, galletas, helados, entre otros) para
garantizar su supervivencia optima con el fin de proporcionar beneficios a la salud como
disminuir el colesterol sérico, aliviar intolerancia a la lactosa, mejorar la salud intestinal y
la prevencion del cancer (Vandenplas et al. 2015; Kechagia et al. 2013; O’Bryan et al.
2013). Los resultados de este estudio demostraron que los compuestos fendlicos
(gallotaninos y epicatequina) presentes en los extractos de mango y cacao potenciaron el
crecimiento de las bacterias probioticas (Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus,
L. plantarum and Bifidobacterium bifidum). Estos resultados sugieren que la inclusién de
probidticos en alimentos acompafiado del consumo de frutos como cacao o mango (los
cuales presentan en su composicion compuestos fendlicos) probablemente potenciaria el
crecimiento de estos probidticos incrementando sus efectos benéficos en la salud. Sin
embargo, es necesario realizar una investigacion enfocada a la evaluacion de la ingesta de
estos frutos acompafiados con probioticos para poder asegurar estos resultados.
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Cuadro 2. Efecto del extracto de mango (Manguifera Indica var. Ataulfo) a diferentes concentraciones en el crecimiento de un grupo de
bacterias probioticas (Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum and Bifidobacterium bifidum).

Crecimiento (absorbancia relativa expresada como porcentaje?) seguin tiempo de incubacion

Concentraciones

(mg/L GAEY) 0h 1h 3h 6h 12h 24 h 48h
100.00A@® 100.00A@ 100.00A@ 100.00A(@b) 100.00A@ 100.00A@ 100.00A@
12.5 95.98+2.69A0) 91.78+1.43A1) 96.04+2.43A@) 96.10+2.43A@ 107.27+1.108® 115.12+0.91¢® 119.11+8.82¢®)
25 96.18+3.01A0) 95.01+3.56A®) 97.47+0.81A@ 102.49+2.71A0) 114.48+3.078C) 114.77+3.6280) 134.52+2.46°©)
50 98.43+2.37A(@b) 100.52+3.36A@® 121.13+1.9980) 128.99+3.86¢() 144.60+7.44P@ 147.36+10.8PC) 159.96+5.04E@)
100 105.10+2.58A() 101.55+3.10A®@ 126.54+3.908() 136.65+4.95¢(@ 144.12+0.71¢P@ 148.23+11.24P€) 171.41+3.10E@
200 109.46+4.24A0) 145.22+3.2580) 171.44+3.68°1) 182.96+1.41P®) 197.20+5.65E® 221.90+11.83F@ 247.71+13.62¢®

!GAE: Acido galico equivalente

2L os valores representan el valor de la absorbancia de la muestra que contiene el cultivo de bacterias probidticas con diferentes
concentraciones del extracto de mango expresados como porcentaje con respecto al valor de absorbancia del control positivo
(absorbancia de las baterias probi6ticas cultivadas en el medio en ausencia del extracto de mango). Los resultados se expresan como el
promedio de tres repeticiones * la desviacion estandar.

ABCpercentages seguido con diferentes letras mayusculas entre las columnas presentan diferencias significativas (P <0,05) entre los
tiempos de cada tratamiento.

Abcpercentages seguido por diferentes letras mindsculas entre las filas muestran diferencias significativas (P <0.05) entre los tratamientos.



Cuadro 3. Efecto del extracto de Cacao (Theobroma cacao) a diferentes concentraciones en el crecimiento de un grupo de bacterias
probidticas (Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum and Bifidobacterium bifidum).

_ Crecimiento (absorbancia relativa expresada como porcentaje?) seguin tiempo de incubacion
Concentraciones

¢t

(mg/L GAE?Y)
0 h 1h 3h 6h 12 h 24 h 48 h
0 100.00A@ 100.00A@ 100.00A@ 100.00A@ 100.00A@ 100.00A@ 100.00A@
12.5 99.42+1.85AB(@) 90.67+1.20A® 108.22+5.138B¢@ 112.78+14.89°@0) 112.62+7.16°0) 125.41+3.99P0) 137.55+7.58E0)
25 97.22+1.98A®) 89.82+0.17A®) 117.15+13.328C0) 111.92+15.198(@b) 112.47+7.208®) 127.09+3.02¢0 124.11+2.70€)
50 99.32+1.72A(0) 91.25+1.21A®0) 120.83+5.68BC(be) 116.28+8.21B0) 120.72+10.68B¢() 124.81+4.868C®) 130.66+6.37¢)
100 97.63+1.12A(d) 91.59+1.64A®) 128.34+2.238() 111.11+13.57¢(@b) 115.97+6.13¢00) 130.22+5.6180 138.04+4.2080
200 102.11+1.18A@ 102.7742.63A© 145.72+6.428C&) 138.76+19.1480 137.35+4.41B@) 150.28+7.59¢() 161.99+3.39P()

IGAE: Acido galico equivalente.

?|os valores representan el valor de la absorbancia de la muestra que contiene el cultivo de bacterias probioticas con diferentes
concentraciones del extracto de cacao expresados como porcentaje con respecto al valor de absorbancia del control positivo (absorbancia
de las baterias probidticas cultivadas en el medio en ausencia del extracto de cacao). Los resultados se expresan como el promedio de
tres repeticiones + la desviacién estandar.

ABCporcentajes seguidos con diferentes letras mayUsculas entre las columnas presentan diferencias significativas (P<0.05) entre tiempos
de cada tratamiento.

abeporeentajes seguidos de diferentes letras minGsculas entre las filas presentan diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos.



Fase Il. Evaluacion de la actividad tanasa del grupo de bacterias probioéticas
utilizando los compuestos fenolicos presentes en el extracto de mango.

Los polifenoles normalmente se encuentran presentes en los alimentos en formas no
biodisponibles con estructuras de alto peso molecular (taninos y flavonoides). Estos
compuestos pueden ser metabolizados por nuestro organismo mediante enzimas intestinales
y hepéticas, y la microflora intestinal (Manach et al. 2004). Tanasa (tanino acilhidrolasa),
es una enzima que rompe especificamente los enlaces de ésteres de galoyl de los taninos.
Esta enzima puede ser producida por hongos, levaduras y cepas bacterianas ( incluyendo
cepas bacterianas del tracto digestivo humano) (Osawa et al. 2000; Natarajan 2009)

Se evalu6 la actividad tanasa en el grupo de bacterias probidticas mediante el ensayo
espectrofotométrico de rodanina, en el cual la liberacion de &cido galico por accion de la
tanasa presente en las bacterias reacciona con la rodanina (2-tio-4-cetotiazolidina) causando
formacion de cromdgeno que se absorbe a 520 nm (Sharma et al. 2000). Se utiliz6 un BCA,
donde cada blogue estuvo determinado por cada repeticién, y los factores fueron dos
tratamientos (medio con extracto de mango a 200 ppm GAE con y sin presencia de las
bacterias probioticas) y siete tiempos.

Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas (P<0.0001) entre tratamientos,
entre tiempos y en la interaccion entre ambos factores (tratamientos y tiempos) (Cuadro 4).
En la interaccion entre los factores, evaluada por LSMEAN, se encontré un incremento en
la produccion de acido galico libre a través del tiempo en el tratamiento (medio con extracto
de mango a 200 ppm GAE en presencia de las bacterias probioticas) en comparacion al
control (medio con extracto de mango a 200 ppm GAE en ausencia de las bacterias
probidticas).

La produccion de tanasa por medio de fuentes bacterianas es una de las mas importantes ya
que produce enzimas mas estables y consistentes en comparacién a otras fuentes de la
misma enzima (Sabu et al. 2006). Los resultados obtenidos en esta investigacion expresan
la existencia de produccion de tanasa dentro del grupo de bacterias probioticas. Estos
resultados se confirman, ya que dentro de las especies bacterianas productoras de tanasa se
encuentra Lactobacillus sp. incluyendo Lactobacillus plantarum, Lactobacillus hilgardii,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paraplantarum, entre otros (Aguilar-Zarate et al.
2014). Ademas la presencia de esta enzima en este grupo de bacterias probidticas se podria
relacionar con la conversion de los polifenoles presentes en nuestra dieta en metabolitos
biodisponibles potenciando la absorcion de estos compuestos en nuestro organismo. Sin
embargo, se requeriria continuar estos resultados con otros estudios enfocados en identificar
especificamente las bacterias capaces de producir esta enzima dentro del grupo de bacterias
probidticas analizadas, y los metabolitos resultantes después de la fermentacion con
polifenoles para importancia en la salud.
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Cuadro 4. Actividad tanasa de las bacterias probioticas (Lactobacillus casei, L. rhamnosus,
L. acidophilus, L. plantarum and Bifidobacterium bifidum) incubadas con extracto de

mango (Manguifera Indica variedad Ataulfo).

Tiempo (horas)

Actividad tanasa! seguin tratamientos

Control? BP3
0 0.040+0.0014A@ 0.049+0.00138®
1 0.042+0.0016"® 0.094+0.00998®)
3 0.043+0.0018°® 0.104+0.004980©
6 0.042+0.0026°® 0.108+0.004280)
12 0.047+0.0032A() 0.144+0.00698@
24 0.055+0.00454®) 0.176+0.0131B®
48 0.092+0.00324© 0.215+0.03848(

!Los valores representan la absorbancia a 520 nm de la formacion de cromageno por la
reaccion entre el &cido galico liberado por accién de la tanasa y la rodanina. Los resultados
se expresan como el promedio de tres repeticiones + la desviacion estandar.

2Control: medio con extracto de mango a 200 ppm de &cido galico equivalente en ausencia
de las bacterias probidticas,

3BP: medio con extracto de mango a 200 ppm de &cido galico equivalente con presencia de
las bacterias probiodticas.

ABCMedias seguidas con diferentes letras mayusculas entre las columnas presentan
diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos.

acMedias seguidas de diferentes letras mindsculas entre las filas presentan diferencias
significativas (P<0.05) entre tiempos de fermentacion.

Fase I11. Evaluacion del efecto de los compuestos fendlicos presentes en los extractos
de cacao y mango en la poblacion de bacterias especificas de la microbiota humana.
Los compuestos fenolicos siendo metabolitos secundarios de la mayoria de alimentos de
origen vegetal, presentan una interaccion bidireccional con la microbiota intestinal humana,
en la cual, las bacterias metabolizan estos compuestos y a su vez el crecimiento y la
capacidad metabdlica de estas bacterias se ven afectadas por estos compuestos y sus
metabolitos (Cueva Sanchez et al. 2012). En este estudio se evalud el efecto de los
compuestos fendlicos del extracto de mango y cacao en la poblacién de la microbiota
humana en 15 cebadores. Se utiliz6 un DCA, donde las variables evaluadas fueron los dos
tratamientos para cada extracto en 15 cebadores a través del tiempo (tres diferentes
tiempos).

Se encontro diferencia estadistica significativa entre el tratamiento control y el tratamiento
con extracto de mango (P<0.05); éste ultimo presento una reduccion en la poblacion de las
bacterias Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides prevotella,
Eubacterium hallii y E. coli, a diferencia de Bacteroides Vulgatus, Bifidobacterium
adolescencis, Bifidobacterium catenulatum, Ruminococcaceae, Euryarchaeota vy
Bacteroidetes las cuales presentaron un incremento en su poblacion en comparacion al
control (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto del extracto de mango (Manguifera indica var. Ataulfo) en el crecimiento
de la microbiota humana.

Log ADN (fg)*

Bacterias Control? TM3

Bacteroides fragilis 7.45+0.0933 6.92+0.4142
Bacteroides prevotella 8.28+0.1215 7.99+0.2312
Bacteroides thetaiotaomicron 7.70£0.1074 6.82+0.7742"
Bacteroides vulgatus 3.54+0.3492 4.07+£0.4607
Bacteroidetes 7.57+£0.1993 7.72+0.2879°
Bifidobacterium adolescencis 2.18+0.2831 2.94+0.6334"
Bifidobacterium catenulatum 5.68+0.4470 6.27+0.2676"
Eubacterium hallii 5.09+0.0946 4.94+0.1250°
E. coli 7.01+0.4632 6.89+0.2785"
Euryarchaeota 7.49+0.4839 7.71+0.2698"
Ruminococcaceae 5.53+0.3159 5.85+0.4336"

!Medias presentadas como logaritmos de ADN en fentogramos + la desviacion estandar.
2Control: Medio pre reducido + cultivo de inoculacion.

3TM: medio pre reducido + extracto de mango a 200 ppm de acido galico equivalente.
*Diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

Se encontrd diferencia estadistica significativa entre tiempos (0, 24 y 48 horas) en los 15
cebadores analizados (P<0.05). Hubo una reduccién poblacional a través del tiempo en
Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bifidobacterium catenulatum,
Clostridium butyricum, Euryarchaeota, Firmicutes y Verrucomicrobia, mientras
Bacteroidetes y E. coli incrementaron su poblacién a traves del tiempo y Bacteroides
prevotella, Bacteroides vulgatus, Bifidobacterium adolescencis, Eubacterium hallii,
Faecalibacterium y Ruminococcaceae presentaron cambios a las 24 horas sin embargo, a
las 48 horas volvieron a su poblacion inicial (Cuadro 6).

Asi mismo, se evaluo el efecto del extracto de mango a través del tiempo y en comparacion
con el tratamiento control. Se encontrd diferencia estadistica significativa en 12 cebadores.
El extracto de mango presentd un efecto reductivo en la poblacion de Bacteroides fragilis,
Eubacterium hallii, E. coli y Faecalibacterium los cuales presentaron valores poblacionales
menores a las 48 horas de incubacion, en comparacion al control. Ademas, Bacteroides
prevotella, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus, Bacteroidetes y
Ruminococcaceae presentaron cambios poblacionales a través del tiempo, sin embargo, a
las 48 horas no se encontraron diferencias significativas en comparacion al control. Por otra
parte, Bifidobacterium adolescencis, Bifidobacterium catenulatum y Euryarchaeota
incrementaron su poblacién a las 24 horas pero presentaron una reduccién a las 48 horas,
sin embargo, siempre presentaron un incremento poblacional en comparacion al control a
excepcion de Euryarchaeota el cual presenta una reduccién a través del tiempo, sin
embargo, en comparacion al control presento una mayor poblacién (Cuadro 7).
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Cuadro 6. Efecto del extracto de mango (Manguifera indica var. Ataulfo) en el crecimiento
de la microbiota humana a través del tiempo.

Log ADN (fg)*

Bacterias oh 24 h 48 h
Bacteroides fragilis 7.37+0.0487%  7.00+0.55238  7.19+0.3818C
Bacteroides prevotella 8.22+0.1407"  8.04+0.3383%  8.14+0.1578"8
Bacteroides thetaiotaomicron 7.60+0.0480"  6.82+0.99618  7.35+0.5102°
Bacteroides vulgatus 3.64+0.2703"  4.17+0.4233®  3.59+0.5254"
Bacteroidetes 7.34+0.0809"  7.75+0.17058  7.84+0.1226°
Bifidobacterium adolescencis 2.41+0.2200"  2.99+0.8168  2.27+0.44247
Bifidobacterium catenulatum 6.24+0.10174  5.89+0.71268  5.79+0.2877"
Clostridium butyricum 5.90+0.0790"  5.21+0.08718  4.99+0.1547€
Eubacterium hallii 5.07+0.1198"*  4.95+0.11028  5.03+0.1452%
E. coli 6.54+0.0948"  6.97+0.1321B 7.34+0.2788C
Euryarchaeota 8.01+0.2035"  7.55+0.0707®  7.23+0.3610°
Faecalibacterium 3.51+0.1104*  3.40+0.1136%  3.47+0.1060"®
Firmicutes 6.26+0.0347*  6.25+0.0618" 6.13+0.09038

Verrucomicrobia 4.60+0.3792”  4.35+0.2007A 3.99+0.3921B
Ruminococcaceae 5.93+0.0596” 5.37+0.06798 5.76+0.58544

!Medias presentadas como logaritmos de ADN en fentogramos + la desviacion estandar.
ABCMedias seguidas con diferentes letras mayusculas presentan diferencias significativas
(P<0.05) entre tiempos en cada bacteria.

Del mismo modo, al evaluar el efecto del extracto de cacao en la poblacién de la microbiota
humana se encontrd diferencia estadistica significativa entre el tratamiento control y el
tratamiento con extracto de cacao en Bacteroides fragilis, Bacteroides prevotella,
Bacteroides thetaiotaomicron, Bifidobacterium adolescencis, Eubacterium hallii, E. coli,
Euryarchaeota, Firmicutes y Ruminococcaceae. En el caso de Bacteroides fragilis,
Bacteroides prevotella, Bacteroides thetaiotaomicron y Eubacterium hallii presentaron una
reduccion poblacional en presencia del tratamiento con extracto de cacao en comparacion
al control, mientras que Bifidobacterium adolescencis, E. coli, Euryarchaeota, Firmicutes
y Ruminococcaceae presentaron un incremento poblacional en presencia del tratamiento
con extracto de cacao en comparacion al control (Cuadro 8).

Se encontrd diferencia significativa entre tiempos (0, 24 y 48 horas) en diez cebadores
analizados, de los cuales Bacteroides fragilis, Bacteroides prevotella, Bacteroides
thetaiotaomicron, Clostridium butyricum, Euryarchaeota y Ruminococcaceae presentaron
una reduccién en su poblacion a través del tiempo. Por otra parte, Bacteroidetes y E. coli
presentaron un incremento poblacional a través del tiempo, mientras Bacteroides vulgatus
y Bifidobacterium catenulatum presentaron cambios poblacionales a las 24 horas, sin
embargo a las 48 horas sus poblaciones no presentaron diferencia estadistica significativa
en comparacion a la poblacion inicial de cada uno (Cuadro 9).
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Cuadro 7. Efecto del extracto de mango (Manguifera indica var. Ataulfo) en el crecimiento
de la microbiota humana con diferencias significativas en la interaccion entre los

tratamientos y el tiempo.

Log ADN (fg)?

Bacterias Trtt
Oh 24 h 48 h

Bacteroides Control®  7.37+0.0526"%  7.51.40.1090%% 7.48+0.04032
fragilis T™* 7.37+0.0526"*  6.50+0.1241%°  6.89+0.3276°
Bacteroides Control  8.22+0.1520”%  8.35+0.0739”% 8.26+0.1183"2
prevotella ™ 8.22+0.1520"%  7.73+0.0774%°  8.02+0.0683%
Bacteroides Control  7.60+0.5190”%  7.73+0.0961%% 7.75+0.1097/%
thetaiotaomicron ™ 7.60+0.0519%  5.91+0.2775%°  6.95+0.4095%
Bacteroides Control  3.64+0.2920”%  3.79+0.1247%%  3.18+0.2719%2
vulgatus ™ 3.64+0.2920%*  4.56+0.1113B" 4.01+0.3286¢
Bacteroidetes Control 7.34+0.0874"  7.62+0.1485B2  7.74+0.0528%2
™ 7.34+0.0874"2  7.88+0.04368°  7.94+0.08178B2
Bifidobacterium Control  2.41+0.2376"*  2.24+0.0786"%  1.89+0.2054%2
adolescencis ™ 2.41+0.2376"  3.76+0.09898°  2.65+0.1720A°
Bifidobacterium Control 6.24+0.1098%%  5.24+0.1104B% 5.56+0.1281%
catenulatum ™ 6.24+0.1098”%  6.54+0.2262B°  6.03+0.1616"°
Eubacterium Control  5.07+0.1294”82 503+0.0468"* 5.16+0.033252
hallii ™ 5.07+0.1294%  4.86+0.0852%°  4.90+0.01815"
E coli Control 6.54+0.1024”  6.90+0.070852  7.59+0.1089¢2
' ™ 6.54+0.1024%  7.05+0.1478%%  7.09+0.0588"
Euryarchaeota Control 8.01+0.2198%  7.53+0.080082  6.92+0.1326%
™ 8.01+0.2198”2  7.58+0.0591B2  7.54+0.18798"
RUMiNococcaceae Control 5.93+0.0644”%  5.34+0.0681%2 5.29+0.1540"2
™ 5.93+0.0644”%  5.39+0.0719%2 6.23+0.4416%2
Faecalibacterium Control 3.51+0.1193%  3.31+0.0755%% 3.54+0.0819”2
™ 3.51+0.1193%  3.50+0.0461"°  3.39+0.06355"

Trt: Tratamientos.

’Medias presentadas como logaritmos de ADN en fentogramos + la desviacion estandar.
3Control: Medio pre reducido + cultivo de inoculacion.
“TM: medio pre reducido + extracto de mango a 200 ppm de acido galico equivalente.

ABCMedias seguidas con diferentes letras mayusculas presentan diferencias significativas

(P<0.05) entre tiempos en cada bacteria.

abchMedias seguidas de diferentes letras minGsculas entre las filas presentan diferencias

significativas (P<0.05) entre tratamientos.
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Cuadro 8. Efecto del extracto de Cacao (Theobroma cacao) en el crecimiento de la
microbiota humana.

Log ADN (fg)!

Bacterias Control? TC3

Bacteroides fragilis 7.45%£0.9333 7.09+0.5498"
Bacteroides prevotella 8.28+0.1215 8.06+0.2869"
Bacteroides thetaiotaomicron 7.70+0.1774 7.16+0.7190"
Bifidobacterium adolescencis 2.18+0.2831 2.86+0.9720"
Eubacterium hallii 5.09+0.0946 4.98+0.1508"
E. coli 7.01+0.4632 7.10+0.4978"
Euryarchaeota 7.49+0.4839 7.70+0.3152"
Firmicutes 6.19+0.0963 6.30+0.0596"
Ruminococcaceae 5.53+0.3159 5.87+0.4021"

!Medias presentadas como logaritmos de ADN en fentogramos + la desviacion estandar.
2Control: Medio pre reducido + cultivo de inoculacion.

3TC: medio pre reducido + extracto de cacao a 200 ppm de 4cido galico equivalente.
*Diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

Cuadro 9. Efecto del extracto de Cacao (Theobroma cacao) en el crecimiento de la
microbiota humana a través del tiempo.

Log ADN (fg)!

Bacterias

Oh 24 h 48 h
Bacteroides fragilis 7.37+0.0487A 7.51+0.07244 6.93+0.6228"
Bacteroides prevotella 8.22+0.1407%  8.30+0.1279"  7.99+0.3131°
Bacteroides thetaiotaomicron 7.60+0.0481"  7.70+0.0847%  6.98+0.8458B
Bacteroides vulgatus 3.64+0.2703*8  3.85+0.3008% 3.38+0.2848°"
Bacteroidetes 7.34+0.0809% 7.50+0.1660° 7.82+0.0905¢
Bifidobacterium catenulatum 6.24+0.1017%  5.20+1.1497®  5.75+0.2390"®
Clostridium butyricum 5.90+0.0790% 5.19+0.12558 5.03+0.33278
E. coli 6.54+0.09484 7.29+0.42208 7.34+0.30078
Euryarchaeota 8.01+0.2035"  7.63+0.1663%  7.14+0.2559¢

Ruminococcaceae 5.93+0.0596"  5.37+0.0600®  5.80+0.5529°¢
!Medias presentadas como logaritmos de ADN en fentogramos + la desviacion estandar.
ABCMedias seguidas con diferentes letras maytsculas presentan diferencias significativas
(P<0.05) entre tiempos en cada bacteria.

Asi mismo, se evalué el efecto del tratamiento con extracto de mango en comparacion al
control a través del tiempo encontrandose diferencia estadistica significativa en nueve
cebadores. El tratamiento con extracto de cacao presento una reduccion en la poblacion de
Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides prevotella y Eubacterium
hallii, los cuales, presentaron valores poblacionales menores a través del tiempo y en
comparacion al control. E. coli presento un incremento poblacional a las 24 horas, pero a
las 48 horas presentd una reduccion poblacional, y en comparacion al control presento
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valores poblacionales menores. Faecalibacterium y Bacteroidetes presentaron un
incremento a las 24 horas en comparacion al control, aunque a 48 horas no presentaron
diferencias estadisticas significativas en comparacion al control. Por otro lado, Firmicutes
y Ruminococcaceae presentaron un incremento poblacional a las 48 horas en comparacion
al control (Cuadro 10).

Cuadro 10. Efecto del extracto de Cacao (Theobroma cacao) en el crecimiento de la
microbiota humana con diferencias significativas en la interaccién entre los tratamientos y

el tiempo.

Log ADN (fg)?

H 1
Bacterias Trt Oh 24 h 48 h
Bacteroides Control® 7.37+0.0526”%  7.51.+0.1090%%  7.48+0.0403"2
fragilis TC* 7.3740.0526”  7.51.+0.0183"%  6.38+0.32098P
Bacteroides Control 8.2240.1520%  8.35+0.0739”%  8.26+0.11832
prevotella TC 8.2240.1520%  8.24+0.1563”%  7.72+0.12808°
Bacteroides Control 7.6040.0519%%  7.73+0.09617%  7.75+0.109742
thetaiotaomicron TC 7.60+0.0519”%  7.67+0.0657”%  6.20+0.24288P
Bacteroidetes Control 7.34+0.08747%  7.62+0.148582  7.74+0.052852
TC 7.34+0.08747%  7.38+0.0544°  7.89+0.049552
Eubacterium Control 5.07+0.1294782 5 03+0.0468"% 5.16+0.0332B2
hallii TC 5.07+0.1294”%  504+0.0768"%  4.83+0.1220B°
E coli Control 6.54+0.1024%  6.90+0.07085%%  7.59+0.10892
TC 6.54+0.1024”2  7.68+0.06428"  7.09+0.1651¢P
Faccalibacterium Control 3.51+0.1193%  3.31+0.0755%%  3.54+0.0819*2
TC 3.51+0.1193% 3.58+0.0976"°  3.43+0.1531B2
Firmicutes Control 6.26+0.0375%  6.23+0.0660"%  6.09+0.076952
TC 6.26+0.0375%  6.26+0.0133"%  6.37+0.04108°
—— Control 5.93+0.0644”% 5.35+0.068182 5.29+0.154082
TC 5.93+0.0644”%  5.38+0.0559%%  6.31+0.0775°

Trt: Tratamientos.

’Medias presentadas como logaritmos de ADN en fentogramos + la desviacion estandar.
3Control: Medio pre reducido + cultivo de inoculacion.

4TC: medio pre reducido + extracto de cacao a 200 ppm de &cido galico equivalente.
ABCMedias seguidas con diferentes letras mayusculas presentan diferencias significativas
(P<0.05) entre tiempos en cada bacteria.

abchMedias seguidas de diferentes letras minGsculas entre las filas presentan diferencias
significativas (P<0.05) entre tratamientos.

Algunos estudios indican que los compuestos fendlicos pueden actuar como prebioticos
metabolicos en la microbiota humana mostrando un efecto positivo en el crecimiento de
algunas bacterias probioticas, como Bifidobacterium y Lactobacillus (Gwiazdowska et al.
2015). Resultados similares se obtuvieron en este estudio con un incremento poblacional
en Bifidobacterium adolescencis, en el caso del extracto de cacao y en el del extracto de
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mango presento un incremento poblacional en Bifidobacterium adolescencis Yy
Bifidobacterium catenolatum. No obstante, se presentd en ambos extractos una reduccion
en Eubacterium halii, la cual es una bacteria importante en la formacién de acidos grasos
cortos, produccion de butirato e hidrégeno en nuestro organismo (Engels et al. 2016).

La importancia de las bacterias probioticas presentes en la microbiota humana se debe a los
efectos positivos que ejercen en el transito luminal manteniendo homeostasis intestinal y
evitando disbiosis (perturbaciones en la composicion de la microbiota) (Hemarajata y
Versalovic 2013). Estudios recientes han relacionado la disbiosis con trastornos intestinales
(tales como, enfermedad inflamatoria del intestino, sindrome del intestino irritable (IBS) y
enfermedad celiaca) y extra intestinales (alergia, asma, sindrome metabdlico, enfermedades
cardiovasculares y obesidad) (Carding et al. 2015; Cani y Delzenne 2009). Ademas, las
bacterias probioticas también ayudan en la desintoxicacion de xenobioticos (compuestos
quimicos extrafios al organismo (van Baarlen et al. 2013; Hardy et al. 2013).

Por otra parte, en un estudio in vitro de los polifenoles en té (Epicatequina, catequina, 3-O
metilo acido galico, acido galico) se presentan efectos inhibitorios en Clostridium
perfringens, Clostridium difficile, Bacteroides spp, Clostridium spp. y Staphylococcos,
mientras Lactobacillus y Bifidobacterium son menos afectados (Lee et al. 2006). Estos
resultados presentan relacion con los obtenidos en esta investigacion ya que en el mango y
cacao se presento un efecto reductivo en Bacteroides fragillis, Bacteroides thetaromicron,
Bacteroides prevotella, esto debido a que el té posee algunos de los compuestos fenolicos
presentes en el mango (acido gallico) y cacao (epicatequina y catequina). Sin embargo, en
ambos extractos el phyla Bacteroidetes presenté un incremento poblacional. Esto se puede
explicar ya que en otros estudios realizados en ratas, el efecto de dietas enriquecidas con
taninos presentd un efecto positivo en el crecimiento de Gram negativas como
Bacteroidetes y Enterobacteriaceae y una reduccién en el nimero de Gram negativas como
C. leptum (Smith y Mackie 2004)

Al igual que este estudio, diferentes investigaciones reportan un efecto prebiético de los
compuestos fendlicos presentes en diferentes alimentos en bacterias benéficas presentes en
la microbiota intestinal humana (Anhé et al. 2015; Bialonska et al. 2010; Duefias et al.
2015; Larrosa et al. 2010). Los resultados en este estudio demuestran que los compuestos
fendlicos presentes en el mango y cacao pueden ser usados como potenciales prebidticos
dentro de nuestra dieta, favoreciendo el crecimiento de ciertas bacterias benéficas presentes
en la microbiota humana, y por consiguiente, mantener la homeostasis intestinal. No
obstante, es necesario continuar un estudio clinico para confirmar estos resultados.
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4. CONCLUSIONES

Los polifenoles del mango y cacao (galotaninos y epicatequina) ejercen un efecto
estimulatorio en el crecimiento del grupo de bacterias probidticas evaluadas
(Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum and Bifidobacterium
bifidum).

Se evidencio la existencia de actividad de tanasa en el grupo de bacterias probi6ticas
evaluadas.

Los compuestos fendlicos del cacao y mango pueden ayudar a modular la composicién
de la microbiota humana, ejerciendo efectos positivos en el crecimiento de
Bifidobacterium catenulatum, B. adolescentis, Ruminococcaceae, Euryarchaeota y
Firmicutes; y un efecto negativo en la poblacion de Bacteroides fragilis, B.
thetaiotaomicron, B. prevotella, Eubacterium hallii, E. coli y Faecalibacterium.

Los compuestos polifenolicos del mango y cacao pueden ser utilizados como
potenciales prebidticos en la dieta.
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5. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto de los compuestos fendlicos del mango y cacao en el crecimiento
individual de cada una de las bacterias probioticas evaluadas (Lactobacillus casei, L.
rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum y Bifidobacterium bifidum).

Evaluar el efecto de los compuestos fenolicos del mango y del cacao en otras bacterias
pertenecientes a la microbiota humana.

Evaluar el efecto de los compuestos fendlicos del mango y del cacao en la proporcion
de Firmicutes/Bacteroidetes en la microbiota humana.

Medir las expresiones de tanasa/acido galico descarboxilasa por (MRNA) en las
diferentes bacterias de la microbiota humana después de su incubacion con extracto de
mango.

Realizar un estudio in vivo en el cual se evalué el efecto de la ingesta de compuestos

fendlicos (provenientes de cacao y mango) acompafados de probioticos, en la
microbiota humana.
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7. ANEXOS

Anexo 1.Curva de crecimiento del grupo de bacterias probioticas (Lactobacillus casei, L.
rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum y Bifidobacterium bifidum).

bancia (600 nm)

Anexo 2. Ensayo de Rodanina

El volumen de la muestra debe ser de 1 ml. El ensayo de Rodanina se desarrolla de la
siguiente manera:
1. En un tubo de ensayo se agrega 1.5 ml de solucion de rodanina (0.667% (w/v) en
metanol) a la muestra.
2. Después de 5 minutos, se agrega 1 ml de NaOH 1 M.
3. Después de 5 minutos, se diluye con agua destilada hasta obtener un volumen final
de 10 ml
4. Se lee la absorbancia a 520 nm de longitud de onda.
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Anexo 3. Cuadros ANDEVA de los ensayos realizados.

Fuentes de variacion Pr>F!
Efecto del extracto de Mango en el crecimiento de un grupo de bacterias probioticas
Concentracion <0.0001
Bloque 0.1454
Tiempo <0.0001
Concentracion*Tiempo <0.0001
R-cuadrado  0.92 Coeficiente de Variacion 6.15
Efecto del extracto de Cacao en el crecimiento de un grupo de bacterias probidticas
Concentracion <0.0001
Bloque 0.1150
Tiempo <0.0001
Concentracion*Tiempo <0.0001
R-cuadrado  0.99 Coeficiente de Variacion 3.78
Actividad tanasa
Concentracion <0.0001
Bloque 0.7729
Repeticion 0.8172
Tiempo <0.0001
R-cuadrado  0.99 Coeficiente de Variacion 6.37

1Pr>F=Valores menores a 0.05 presentan interaccion.
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Efecto del extracto de mango en la microbiota humana

Fuentes de variacion (Pr>F?) R
Cebadores Trt? Regﬁtml Tiempo Trt*tiempo cuaglrad
Bacteroides fragillis <0.0001 0.9745 0.0003 <0.0001 0.88
Bacteroides prevotella <0.0001 0.5282 0.0386 0.0011 0.9255
Bacteroides thetaromicron  <0.0001  0.9517 <0.0001 <0.0001 0.92
Bacteroides Vulgatus 0.0001 0.1582 0.0006 0.0076 0.88
Bacteroidetes 0.0023 0.9727 <0.0001 0.0496 0.74
Bifidobacterium <0.0001 0.4015 <0.0001 <0.0001 0.89
adolescencis
Bifidobacterium <0.0001 0.9845 0.0005 <0.0001 0.93
catenolatum
Clostridium butyricum 0.2754 0.0900 <0.0001 0.4814 0.29
Eubacterium halii 0.0003 0.0266 0.0144 0.0093 0.92
E. coli 0.0154 0.3042 <0.0001 0.0001 0.92
Euryarchaeota 0.0061 0.2929 <0.0001 0.0047 0.87
Faecalibacterium 0.7376 0.0239 0.0365 0.0022 0.81
Firmicutes 0.0561 0.4240 0.0005 0.1929 0.56
Ruminococcaceae 0.0014 0.9202 0.0002 0.0005 0.79
Verrucomicrobia 0.4525 0.2315 0.0152 0.8353 0.46
Efecto del extracto de cacao en la microbiota humana
Fuentes de variacion (Pr>F)
.. R
Cebadores Trt Regﬁtlu Tiempo Trt*tiempo cuadrad
0
Bacteroides fragillis <0.0001 0.8889 <0.0001 <0.0001 0.92
Bacteroides prevotella 0.0023 0.4017 0.0021 0.0049 0.87
Bacteroides thetaromicron ~ <0.0001  0.7793 <0.0001 <0.0001 0.97
Bacteroides Vulgatus 0.1368 0.2152 0.0140 0.3192 0.63
Bacteroidetes 0.4397 0.9799 <0.0001 0.0075 0.91
Bifidobacterium 0.0375 0.5331 0.4774 0.2889 0.53
adolescencis
Bifidobacterium 0.7376 0.2803 0.0329 0.7682 0.39
catenolatum
Clostridium butyricum 0.4020 0.0480 <0.0001 0.4130 0.55
Eubacterium halii 0.0104 0.0806 0.2930 0.0029 0.89
E. coli 0.0047 0.0007 <0.0001 <0.0001 0.98
Euryarchaeota 0.0199 0.9113 <0.0001 0.1160 0.95
Faecalibacterium 0.2278 0.0457 0.4533 0.0055 0.74
Firmicutes <0.0001 0.0011 0.1289 <0.0001 0.91
Ruminococcaceae <0.0001 0.0267 <0.0001 <0.0001 0.98
Verrucomicrobia 0.2454 0.5243 0.3208 0.3064 0.47

1Pr>F=Valores menores a 0.05 presentan interaccion.

2Trt= tratamiento
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Anexo 4. Cuantificacion de la extraccion de acidos nucleicos (ADN) de las muestras fecales
después de la incubacion con los extractos de mango y cacao.

Tratamientos Tiempo (horas) ng/pl razén 260/280

0 14.33 1.93

‘Controly 24 19.11 2.02
48 22.48 2.01

0 13.65 2.05

Controlz 24 17.54 1.98
48 26.27 1.93

0 14.33 1.93

iTCy 24 19.12 1.94
48 20.26 1.90

0 13.65 2.05

TC, 24 20.55 2.04
48 23.41 1.97

0 14.33 1.93

"TM1 24 22.09 1.98
48 19.18 2.10

0 13.65 2.05

TM2 24 22.95 1.95
48 22.17 2.05

? Controli= Medio pre reducido + cultivo de inoculacion.

4TCyi=medio pre reducido + extracto de cacao a 200 ppm de &cido galico equivalente.
"TM1= medio pre reducido + extracto de mango a 200 ppm de &cido galico equivalente.

12 Tratamientos seguidos de diferentes numeros significa el nimero de réplica de cada
tratamiento.
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