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Efecto de un biopreparado de céscaras de frutas en el crecimiento de Lactobacillus
casei y evaluacion antagonica contra bacterias patdgenas

Diana Melina Jované Garuz

Resumen. Las cascaras de frutas son consideradas un desperdicio, sin notar que en ellas
hay nutrientes que son considerados prebioticos. Por lo tanto, pueden ser un sustrato de
crecimiento para bacterias. El objetivo de este trabajo evaluo la efectividad del uso de un
biopreparado de cascaras de papaya, banana y mango en el crecimiento de Lactobacillus
casei ATCC 431 y el efecto del mismo en la actividad antagdnica del probiotico contra
bacterias de interés alimentario. Primero se realiz6 el biopreparado y el recuento del
crecimiento de Lb. casei a concentraciones de 30, 40, 50, 60, 70% de biopreparado y caldo
MRS (control) con un pH del medio de 6.5 + 0.2; se incubd a 41 °C por 48 h en anaerobiosis.
Se realizo el ensayo de inhibicion y la medicion de los halos. Las bacterias patogenas de
este estudio fueron: Staphylococcus aureus ATCC 235923, Escherichia coli ATCC 25922
y Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Se realizo la técnica “agar spot”
y se incub6 a 41 °C durante 24 h en aerobiosis. En la fase I, no hubo diferencias
significativas en el crecimiento de Lb. casei a diferentes concentraciones de biopreparado
y caldo MRS. Se obtuvieron rangos de zonas de inhibicién de: 0.27 — 0.70, 0.30 — 0.97 y
0.33 - 1.13 cm para E. coli, S. Typhimurium y S. aureus, respectivamente. En ese sentido,
es indiferente el uso del biopreparado o MRS para el crecimiento de Lb. casei y se demostrd
que el biopreparado no contraresta la actividad antagonica del probiotico frente a estas
bacterias patégenas.

Palabras clave: Banana, biopreparado, mango, papaya, prebidtico, probidtico.

Abstract. Fruit peels are considered a waste, without realizing that there are nutrients in
them that are considered prebiotics. Therefore, they can be a growth substrate for bacteria.
That is why the objective of this work evaluated the effectiveness of the use of a bioprepared
of papaya, banana and mango peels in the growth of Lactobacillus casei ATCC 431 and
evaluated its effect on the antagonistic activity of the probiotic against bacteria of food
interest. First the bioprepared and the growth count of Lb. casei at concentrations of 30, 40,
50, 60, 70% of bioprepared and MRS broth (control) with a pH of the medium of 6.5 £ 0.2
was incubated at 41 °C for 48 h in anaerobiosis. The inhibition test and the measurement of
the halos were performed. The pathogenic bacteria of this study were: Staphylococcus
aureus ATCC 235923, Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. The “agar spot” technique was performed and incubated at 41
°C for 24 h in aerobiosis. In phase I, there were no significant differences in the growth of
Lb. casei at different concentrations of bioprepared and MRS broth. Ranges of inhibition
zones of 0.27 - 0.70, 0.30 — 0.97 and 0.33 - 1.13 cm were obtained for E. coli, S.
Typhimurium and S. aureus, respectively. In that sense, the use of bioprepared or MRS for
the growth of Lb. casei and it was shown that the bioprepared does not counteract the
antagonistic activity of the probiotic against these pathogenic bacteria.
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1. INTRODUCCION

Los probioticos son microorganismos que al ser ingeridos, tienen efecto de prevencién para
alguna patologia o disminucion de los dafios causados por ciertas enfermedades. Los
beneficios de las bacterias probioticas fueron descubiertos en el siglo pasado, alrededor del
afio 1907. En 1998, se incluy6 el término que conocemos hoy en dia como probiéticos:
“microorganismos vivos que, administrados a una dosis suficiente, confieren un efecto
beneficioso a la salud general del individuo” (Hill et al. 2014).

Algunos de los beneficios en la salud del huésped son atribuidos a la ingesta de probi6ticos
y pueden ser: prevencion de dermatitis atopica (Rosenfeldt et al. 2003), tratamiento para
diarrea aguda (Trallero et al. 2019), manejo de intolerancia a la lactosa (Vitellio et al. 2019),
reduccién de colesterol de baja densidad (Elaby et al. 2018), entre otros. Los probi6ticos,
se aplican también en el &mbito de la zootecnia, principalmente, para aumentar
rendimientos de produccion (Martinez et al. 2007). La eficacia del uso de probioticos en
los niveles de produccion primaria ha sido demostrada para varios animales de granja, como
lo son: cerdos (Duque et al. 2015), rumiantes y aves de corral. El mayor porcentaje de
mortalidad en animales se debe a patdgenos que causan enfermedades gastrointestinales;
algunos de estos patdgenos son: Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella spp.
De acuerdo con Akbar y Kumar (2011) la salmonelosis y las infecciones relacionadas con
E. coli, son las enfermedades zoondticas con mayor prevalencia en todo el mundo.

Estos beneficios nos indican que la importancia de los probi6ticos radica principalmente,
en la reduccidon o inhibicion de bacterias patdgenas. Se han descrito tres mecanismos de
antagonismo microbiano: Interferencia con la colonizacion: el establecimiento vy
proliferacion de un microorganismo depende de su capacidad de adhesion y adaptacion al
medio (Suérez 2015). Mientras mas bacterias de una especie, estén adaptadas a un medio,
mas dificil ser4 para otras, colonizarlo. EI segundo mecanismo es la produccion de
compuestos antimicrobianos: las bacterias al consumir ciertos nutrientes tienen la capacidad
de producir una gran cantidad de compuestos o sustancias con capacidades antibidticas. Y,
por ultimo, la coagregacion con patdgenos: Algunos miembros se adhieren a organismos
extrafios/patdgenos e impiden su establecimiento en los medios (Suarez 2015).

El efecto antag6nico que presenta frente a otras bacterias ha conseguido despertar el interés
de muchos cientificos con el fin de reducir el uso de antibioticos sub-terapéuticos. Los
antibidticos han sido uno de los descubrimientos méas grandes en la historia de la medicina.

Sin embargo, el mismo factor aliviante, en su momento, ha provocado una alerta debido al
el uso excesivo e indebido de una amplia variedad de antibiéticos (Ventola 2015). El uso
incorrecto de los antibidticos, sean estos terapéuticos o sub-terapéuticos, ha provocado la
reduccion de la eficiencia de estos y actualmente muchos antibioticos son productos
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ineficientes. Estudios anteriores demuestran la aparicion de cepas de patdégenos con genes
de resistencia frente a antibioticos a los que hace un tiempo eran susceptibles (Alos 2015).

La resistencia de patdgenos ante antibidticos nos ha llevado a la basqueda de alternativas
al uso de estos, las cuales deben enfocarse en productos naturales con propiedades similares
o iguales a la de los antibioticos. Algunas de las alternativas son el uso de probioticos junto
con alimentos funcionales como prebidticos y para mejores resultados la creacion de un
ambiente simbidtico.

Segun Olagnero et al. (2007), los prebidticos son ingredientes no digeribles de los alimentos
que estimulan de forma selectiva el crecimiento y/o actividad metabolica de cepas de
bacterias coldnicas. Son compuestos grandes que no pueden ser digeridas por las digestivas
y al momento de llegar al intestino grueso, son degradados por la microflora bacteriana.

Siempre ha sido prioridad la basqueda de opciones econdmicas y con el mismo efecto que
los menos accesibles ha sido probado, en diferentes ocasiones, que el uso de probidticos
aislados de fermentos comerciales es menos eficiente que los obtenidos de sistemas
gastrointestinales de animales, heces y demas (Cabezas 2009). Por consiguiente, se han
encontrado métodos alternativos de propagacion de probidticos y produccion de
subproductos con propiedades antimicrobianas a través de fermentacion bacteriana, en
medios con propiedades prebidticas. Estos nuevos métodos alternativos, pueden suponer el
fin de los desperdicios o residuos de plantas agroindustriales como lo son la cascara de pifia
que, en un estudio realizado por Cloutier (2010) fue demostrado que es una buena
alternativa para el crecimiento de Lactobacillus casei subespecie rhamnosus y produccion
de &cido lactico por fermentacion. Otro de los sustratos utilizados para la propagacion de
probidticos es la melaza de cafia (Ossa et al. 2010).

Si bien es cierto las cascaras de frutas contienen compuestos prebidticos como la fibra
dietética que incluye a polisacéridos, inulina, fructooligosacéridos, galactooligosacaridos y
almidones resistentes. De los anteriormente mencionados, la inulina, los
fructooligosacéridos y los galactooligosacaridos, son considerados prebioticos; los demas
actuan como sustrato fermentable (Oliveira y Gonzalez 2007).

Debido a la problematica anterior, se decidid utilizar las cascaras de tres frutas maduras:
papaya (Carica papaya), banana (Musa paradisiaca) y mango (Mangifera indica L.) para
elaborar un subproducto llamado biopreparado para el cultivo de Lactobacillus casei. Los
objetivos de este trabajo fueron:

e Evaluar la efectividad del uso de un biopreparado de céscaras de frutas en el
crecimiento de Lactobacillus casei.

e Evaluar el efecto del biopreparado de cascara de frutas en la actividad antagénica de
Lactobacillus casei.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion y detalles del estudio.

La realizacion del estudio se llevo a cabo en la Escuela Agricola Panamericana. Las
preparaciones de las muestras se realizaron en el Departamento de Agroindustria
Alimentaria en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos.

Elaboracion del biopreparado.

Fueron utilizadas las céscaras de tres frutas: papaya, banano y mango. En el siguiente flujo
de proceso (Figura 1), seran mostrados todos los pasos para la elaboracién del biopreparado
(BP), partiendo del residuo (céscaras).

Lavado de las cascaras

Pesado de las cascaras

Licuado

Filtrado

Ajustar pH

Esterilizado

Figura 1. Flujo de proceso para la elaboracion del biopreparado de frutas.

Lavado de las cascaras. Las cascaras fueron lavadas para evitar cualquier tipo de
contaminacion, sea ésta, restos de pulpa u otras particulas.



Pesado de cascaras. Se pesaron 56 gramos de céscara de cada fruta, para un total de 168
gramos de frutas, para una proporcion 1:1:1.

Licuado/triturado. Las cascaras fueron colocadas en una licuadora para poder obtener
particulas mas pequefias y, a su vez, para facilitar la filtracion del biopreparado. A los 168
gramos de solidos se le adiciono, poco a poco, 336 mL de agua para tener una relacion 1:2
(mezcla de céascara de frutas:agua).

Filtrado. La filtracidn se realiz6 a través de cuatro filtros con mallas diferentes, cada vez
de menor area. Los tamafios de las mallas fueron 42/cm?, 99/cm?, 132/cm?y 2500/cm?.

Ajuste de pH. El pH del biopreparado se ajusto, tomando como referencia el del caldo
MRS (6.5 +0.2).

Esterilizado. La esterilizacion se realizd en calor himedo a 121 °C, durante 12 minutos.

Cultivos microbianos.

Cepa probiotica. Para la activacion de la cepa probidtica, se coloc6 un gramo de las
capsulas de la cepa Lactobacillus casei ATCC 431 en un tubo con caldo Man Rogosa y
Sharpe (MRS, Acumedia), el mismo se incub6 a 37 °C durante 24 horas. Se realizo la
siembra por estria en agar MRS para el aislamiento de la bacteria, posteriormente, se incub6
a 37 °C durante 48 horas. Pasado este tiempo, se tomd una colonia aislada con ayuda del
asa de inoculacién y se sacudié en caldo MRS. Se incub6 a 37 °C durante un periodo de 24
horas. Esta etapa de activacion, se realiz6 en condiciones de aerobiosis (Figura 2).

[ ] ¢ ¢
e @
Capsulas de Caldo MRS Aislamiento en estria Caldo MRS
Lactobacillus casei (37 °C/24h) (37 °C/48h) (37°C/24h)
o0*
[ ]

Figura 2. Pasos para la activacién de cepa probidtica, Lb. casei ATCC 431.

Cepas patdgenas. Se utilizaron tres bacterias patdgenas: Staphylococcus aureus ATCC
235923, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028. Se activaron partiendo de cultivos de trabajo del cepario del Laboratorio de
Microbiologia de Zamorano. Con el asa de inoculacion, se raspd levemente la superficie
del agar de cada cepa y se sumergio en un tubo con Caldo Soya Tripticasa (CST). Se
incubaron en condiciones aerobias durante 24 horas a 37 °C. Se realiz0 la siembra por estria
en platos con Agar Cuenta Estandar (ACE), para el aislamiento y se incubaron en
condiciones aerobias durante 24 horas a 37 °C. Se seleccion0 la colonia més representativa,
segun su color, tamafio, y forma. Con el asa de inoculacién se sacudi6 en CST e incubados
en condiciones aerobias durante 24 horas a 37 °C (Figura 3).
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./ Agar inclinado con Aislamiento en
bacterias patégenas estria (37 °C/24h)
i !{ . Cultivo patégeno
- e - activado
Caldo Soya Tripticasa Caldo Soya Tripticasa
(37 °C/24h) (37 °C/24h)

Figura 3. Pasos para la activacion de cepas patdgenas, en este caso: Staphylococcus aureus
ATCC 235923, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028.

Viabilidad de la cepa probidtica. Para ambas fases del estudio, fueron utilizados 10 pl,
por lo tanto, era necesario saber un aproximado de cuantas unidades formadoras de colonias
estaban presentes en ese volumen. Se realizaron las respectivas diluciones decimales con
buffer de fosfato estéril. Se realizo la técnica de siembra por superficie en platos Petri con
agar MRS por triplicado. Las placas fueron colocadas en la incubadora a 37 °C por un
tiempo de 24 - 48 h en condiciones aerobias. Los resultados se expresaron en log UFC/m.

Fase I. Evaluacion de la efectividad del uso del biopreparado a diferentes
concentraciones para el crecimiento de Lactobacillus casei.

Crecimiento de Lactobacillus casei a diferentes concentraciones del biopreparado. El
cultivo de Lb. casei activado se transfirio a seis tubos con diferentes concentraciones del
biopreparado a evaluar. A cada tratamiento, se le adicionaron 10 ul del probioético,
anteriormente activado. Los tratamientos fueron:

30% biopreparado + 70% buffer de fosfato.

40% biopreparado + 60% buffer de fosfato.

50% biopreparado + 50% buffer de fosfato.

60% biopreparado + 40% buffer de fosfato.

70% biopreparado + 30% buffer de fosfato.

Caldo MRS (control)

Cada uno de los tratamientos se incubd a una temperatura de 37 °C durante 24 horas en
condiciones anaerobias.

Conteo de Lb. casei a diferentes concentraciones del biopreparado. La cantidad de
celulas viables en el medio, se determiné a través de diluciones decimales en buffer de
fosfato estéril. Se realizd la técnica de simbra por superficie en platos de agar MRS por
triplicado. Las placas fueron colocadas en la incubadora a 41 °C por un tiempo de 24 - 48
h en condiciones anaerobias.



Fase 11. Evaluacion del efecto antagonico contra bacterias patdgenas.

Luego de la activacion de Lb. casei y las bacterias patogenas, se procedio al desarrollo de
los ensayos de inhibicion. Se contaba con 18 platos con agar MRS, a los cuales se les coloco
una gota de 10 pL del cultivo probidtico que se desarrollaron en las diferentes
concentraciones del biopreparado en el centro de la placa. Se dejo6 secar en una camara de
flujo laminar y fueron incubadas a 41 °C en condiciones anaerobicas por 18 h. Pasado este
tiempo, se le coloco una doble capa de AST. La doble capa estaba conformada por 9 ml de
Agar Soya Tripticasa y 1 ml del patégeno activado. Posteriormente, los 18 platos fueron
colocados en la incubadora a 41 °C por 18 h, en condiciones aerobicas.

La actividad antagonica para el crecimiento microbiano de los patdgenos se verificé por la
formacion de zonas transparentes mayores de 0.1 cm alrededor de la gota que contenia Lb.
casei. Los didametros de los halos de inhibicion en cada patdgeno fueron medidos y
expresados en centimetros.

Disefio experimental y analisis estadisticos.

Fase 1. Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA). En el estudio se evaluaron
cinco tratamientos que fueron las concentraciones diferentes del biopreparado de fruta (30,
40, 50, 60 y 70%) y caldo MRS (control). Se realizaron tres repeticiones para un total de 24
unidades experimentales. Los recuentos de Lb. casei (log UFC/ml) obtenidos fueron
sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA) con una separacion de medias Duncan,
usando el programa “Statistical Analysis Software” (SAS® version 9.4) con un nivel de
confianza del 95%.

Fase Il. Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) con un arreglo factorial de 6
x 3 (cinco diferentes concentraciones y un control, 30, 40, 50, 60 y 70% respectivamente
del biopreparado de cascaras de frutas y caldo MRS) y tres microorganismos
(Staphylococcus aureus, Salmonella enterica serovar Typhimurium y Escherichia coli),
obteniéndose un total de 18 tratamientos. Se establecieron tres repeticiones para un total de
54 unidades experimentales. Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de
varianza (ANDEVA\) para evaluar la significancia del modelo y una separacion de medias
a través del método de cuadrados minimos (LSMeans) usando el programa “Statistical
Analysis Software” (SAS® version 9.4) con un nivel de confianza del 95%.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1|. Evaluacion de la efectividad del uso del biopreparado a diferentes
concentraciones para el crecimiento de Lactobacillus casei.

Antes de la inoculacion se realizo el recuento, el cual tenia una carga inicial de 4.99 £ 1.16
log UFC/mI, promedio de tres repeticiones. El pH inicial del biopreparado de céscara de
frutas era correspondia a 4.73 £ 0.29, el cual se ajusté a 6.5 £ 0.2. En el cuadro 1 se puede
observar que no existen diferencias significativas entre la proliferacion y crecimiento de
Lb. casei dado en las diferentes concentraciones del biopreparado de cascara de frutas y el
caldo MRS, el cual es destinado para bacterias acido-lacticas. El caldo MRS es un medio
de enriquecimiento selectivo para lactobacilos (Man et al. 1960). La composicién del caldo
y el agar MRS permite el 6ptimo desarrollo de estas bacterias: la peptona y el extracto de
carne son la fuente de nitrogeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales necesarios
por la bacteria; el extracto de levadura es fuente de vitamina, especificamente, del complejo
B y la glucosa, es la fuente fermentable.

Los resultados tabulados en el cuadro 1 indican que los recuentos finales de los tratamientos
presentaron un incremento dos a tres unidades logaritmicas después de incubacion a 41°C
por un tiempo de 24 — 48 horas en condiciones anaerobicas. Se logré incrementar el
desarrollo microbiano de Lb. casei, a partir de medios no lacticos, al igual que en el caldo
MRS.

Cuadro 1. Recuento de Lactobacillus casei ATCC 431 en diferentes concentraciones del
biopreparado, como tratamientos; y en caldo MRS, como control. Datos expresados en log
UFC/ml.

Concentracion BP (%0) Log UFC/ml + DE (NS)

Caldo MRS 7.74+£1.25
50%: 5 ml BP + 5 ml BF 7.62+0.73
60%: 6 ml BP + 4 ml BF 7.54 +£0.63
70%: 7 ml BP + 3 ml BF 7.44 £0.75
40%: 4 ml BP + 6 ml BF 741+0.75
30%: 3 ml BP + 7 ml BF 7.41 +0.53

Coeficiente de variacion (%) 8.24

NS: No se presentan diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P > 0.05).
BP: Biopreparado de cascara de frutas; BF: Buffer de fosfato.



Se puede especular que el biopreparado de céscara de fruta de papaya, banano y mango,
puede llegar a ser un reemplazo para el caldo MRS, el cual supone ser una inversion mayor,
tomando en cuenta que, segun los resultados, el crecimiento de Lb. casei no es dependiente
de la concentracion de biopreparado utilizado y no tiene diferencias estadisticas con
relacion al caldo MRS.

De acuerdo a Wood y Holzapfel (1995) las bacterias del género Lactobacilli son
estrictamente fermentativas y tienen requerimientos nutricionales complejos (aminoacidos,
péptidos, sales, derivados de &cidos nucleicos y vitaminas). Estos autores también indican
que, con glucosa como fuente de carbono, pueden ser homofermentativas, con una
produccion de &cido lactico del 85% o heterofermentativas, produciendo cido lactico, CO»,
etanol y/o &cido acético.

En un estudio mas minucioso, Kulp y Lorenz (2003) mencionan que, de acuerdo a sus
propiedades fermentativas, Lactobacillus casei es parte del grupo B. Este grupo es
homofermentativo facultativo, fermentan hexosas hasta acido lactico, via Embden
Meyerhof Parnas (EMP) y fermentan pentosas y gluconato hasta &cido l4ctico y acético, via
fosfogluconato.

En general, para su multiplicacion, las bacterias acido lacticas requieren azlcares como
glucosa y lactosa, aminoécidos y vitaminas (Vasquez et al. 2009). Es importante destacar
que las cascaras fueron retiradas de frutos maduros y cada una de ellas tiene compuestos
que son aprovechados por las bacterias.

Seguidamente, se destacan aspectos importantes de algunas de las céscaras de los frutos
utilizados. Segun Ajila et al. (2007) la cascara del mango constituye, aproximadamente, del
15 al 20% de la fruta, la cual contiene compuestos como polifenoles, carotenoides, enzimas
y fibra dietaria. La fibra dietaria se encuentra en las paredes de las células vegetales y son
considerados hidratos de carbono analogos, los cuales son resistentes a la digestion y
absorcion en el intestino delgado con una completa o parcial fermentacion en el intestino
grueso (Institute of Medicine (US) Panel of Macronutrients y Institute of Medicine (US)
Standing Committee on the Scientific Evaluation of Dietary Reference Intakes 2001). La
fibra incluye polisacaridos, oligosacaridos y ligninas; todas pueden ser fermentadas por
bacterias a excepcion de la lignina y, de manera general, las fibras solubles son mayormente
fermentadas que las fibras insolubles (Trowell et al. 1976).

De acuerdo a Marques et al. (2010), la cascara de mango es considerada una fuente
importante de proteinas, carbohidratos y fibras, asi como de elementos minerales. También
nos menciona que, segun la composicion proximal de su estudio, la cascara de mango
contiene aproximadamente 1.24 g de proteina, 12.89 g de carbohidratos totales y 0.99 g de
minerales; todo esto en base a 100 g de cascara de mango.

En el estudio realizado por Rocha et al. (2001), el mayor contenido de almidén en un mango
se registra en el estadio I con un 6.81% Yy, el menor contenido, equivalente a 3.04%, en el
estadio V. Safiudo et al. (1997), indican que en los frutos el almidon acumulado se degrada
y se convierte en azlcares solubles, disminuye la acidez y hay una degradacion paulatina
de las paredes celulares.



En cuanto a banana, Vu et al. (2017), indican que la cascara de la misma es el principal
subproducto del procesamiento de esta fruta y representa del 35 — 38% del peso total de la
fruta entera. Segan el analisis bromatoldgico de la cascara de banano descrito por Pilco et
al. (2018), se obtuvo un contenido de 8.30% de carbohidratos de, 0.87% de fibra y 1.55%
de cenizas. Oblitas et al. (2018), midieron el contenido mineral el cual indico que el
principal mineral fue el potasio con 4207 mg/100g en base humeda y el segundo mineral
maés abundante fue el calcio con 436.3 mg/g. Aquino et al. (2016), argumentan que el mayor
porcentaje de azucares solubles se encuentran en cascaras maduras (glucosa y fructosa) y
que el contenido de almidon se reduce drasticamente en esta etapa. Son ellos quienes
también determinan que la cantidad de carotenoides, flavonoides, vitaminas C y minerales
es mayor en cascaras maduras. A su vez, indican que los compuestos fenolicos son 3.2 veces
mayor en cascaras maduras que en inmaduras.

Autores como Rinaldi et al. (2010), nos indican que la cascara y la semilla de la papaya son
los subproductos principales del procesamiento de esta fruta. Fueron ellos quienes
realizaron un estudio en el cual describen, en porcentajes, la composicion proximal de la
cascara de papaya. Se muestra que el contenido de proteina representaba el 4.0 + 0.1%, la
fibra bruta el 1.7 + 0.2%, sélidos totales el 12.3 £ 0.8% y carbohidratos el 4.7 + 0.7%.

De las composiciones anteriormente mencionadas, las bacterias transformaran mas rapido
los azucares simples que los demés componentes debido a que necesitan mas tiempo en el
cual usaran enzimas como aldosas y hexosa isomerasas para desdoblar componentes mas
complejos (Wood y Holzapfel 1995). Quintero et al. (2013) recalcan que, durante el periodo
de maduracién de las frutas, hay una reduccion en la cantidad de acidos organicos y de
almidon; de manera simultanea, un aumento en la cantidad de sélidos solubles.

Como se menciond anteriormente, en las cascaras de frutas, hay compuestos considerados
prebidticos , como lo son los FOS/inulina y GOS. Watson et al. (2013), quienes realizaron
un estudio en el cual determinaron la utilizacion selectiva de los carbohidratos por
lactobacilli; en el cual demostraron que el crecimiento de Lb casei Shirota fue respaldado
por todos los carbohidratos. También mencionan que Lactobacillus paracasei CRL-431 fue
capaz de destacarse entre las 32 cepas acido lacticas por crecer en presencia de FOS;
también demostrd ser capaz de crecer en presencia de GOS. Este estudio llevado a cabo por
estos autores, permite especulaciones como que la bacteria utilizada en el presente estudio,
no tiene dificultades para fermentar los componentes prebi6ticos presentes en las cascaras
de estas tres frutas maduras.

Fase 1. Evaluacion del efecto antagdnico contra bacterias patdgenas.

Segun se muestra en el cuadro 2, la zona de inhibicion expresada en centimetros de las
placas correspondientes a Lb. casei contra E. coli, muestran que no existen diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos o concentraciones de biopreparado y caldo
MRS. En otras palabras, es indiferente llevar a cabo el crecimiento de Lb. casei en caldo
MRS o en las diferentes concentraciones de biopreparado para realizar este ensayo. Los
datos de medicion de las zonas de inhibicion obtenidos en este estudio, difieren con los
datos obtenidos por Musikasang et al. (2009), quienes obtuvieron rangos de zona de
inhibicién para E. coli de 0.8 a 2.5 cm. Al igual que en el estudio realizado por Ngoc et al.
(2003), el efecto inhibitorio fue menos efectivo para E. coli en la técnica de inhibicion
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realizada (agar spot test). Sanchez et al. (2011) comprobaron que cepas de Lactobacillus
sp, tienen propiedades antimicrobianas frente a E. coli ATCC 25922, al igual que en el
presente estudio. Estos autores determinaron la producciéon de acidos orgénicos que
inhibieron el crecimiento de E. coli, por lo que podemos atribuir la actividad antimicrobiana
a los mismos.

Cuadro 2. Zona inhibitoria (cm) correspondiente a Lactobacillus casei ATCC 431 contra
Escherichia coli ATCC 25922.

Tratamiento (%0) Halo de inhibicion (cm) + DE (NS)

Caldo MRS 0.70 £ 0.37
70%: 7 ml BP + 3 ml BF 0.53+£0.19
50%: 5 ml BP + 5 ml BF 0.47 £ 0.05
40%: 4 ml BP + 6 ml BF 0.43+0.12
60%: 6 ml BP + 4 ml BF 0.40+0.16
30%: 3 ml BP + 7 ml BF 0.27 +0.17

Coeficiente de variacion (%o) 46.15

NS: No se presentan diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P > 0.05).
BP: Biopreparado de cascaras de frutas; BF: Buffer de fosfato.

De acuerdo con los datos de zona de inhibicion (Cuadro 3) de las placas correspondientes
a Lb. casei contra Salmonella Typhimurium, se indica que hubo diferencias significativas.
De ambas bacterias Gram negativas, Salmonella spp., obtuvo una media mayor de halo de
inhibicion (0.65 cm), lo cual difiere con Velraeds et al. (1996), quienes registran poco
potencial antimicrobiano en contra de bacterias Gram negativas. Makras y Vuyst (2006),
indican que este antagonismo se le puede atribuir a la produccién de acidos organicos,
particularmente, acido lactico y acido acético.

De acuerdo con los autores, estos acidos organicos tienen una fuerte actividad antagonica
contra bacterias Gram negativas. Amorcho (2011), argumenta que la actividad inhibitoria
frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium puede deberse a componentes celulares,
exclusion competitiva por nutrientes y presencia de acido lactico, sumado al pH bajo.
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Cuadro 3. Zona inhibitoria (cm) correspondiente a Lactobacillus casei ATCC 431 contra
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.

Tratamiento (%0) Halo de inhibicion (cm) + DE

Caldo MRS 0.97 £0.192
70%: 7 ml BP + 3 ml BF 0.80 £0.162
50%: 5 ml BP + 5 ml BF 0.63 + 0.33%®
30%: 3 ml BP + 7 ml BF 0.60 + 0.24%
40%: 4 ml BP + 6 ml BF 0.57 + 0.26%
60%: 6 ml BP + 4 ml BF 0.30 + 0.16"

Coeficiente de variacion (%o) 46.15

a: | etras diferentes presentan diferencias estadisticas entre tratamientos (P < 0.05).
BP: Biopreparado de cascaras de frutas; BF: Buffer de fosfato.

El cuadro 4 indica que hay diferencias significativas entre los tratamientos. Los datos
reflejados en el cuadro 4, coinciden con los datos obtenidos por Musikasang et al. (2009),
quienes obtuvieron zonas de inhibicion para S. aureus de 0.6 — 2.4 cm. Sanchez y Pefia
(2016) en un estudio similar, atribuyen la actividad inhibitoria de bacterias acido lacticas
contra Staphylococcus aureus ATCC 235923 a la produccién de compuestos como
peroxido de hidrégeno. El H2O2 genera radicales que causan la peroxidacion de los lipidos
de la membrana, por ende, la susceptibilidad de bacterias patogenas.

Cuadro 4. Zona inhibitoria (cm) correspondiente a Lactobacillus casei ATCC 431 contra
Staphylococcus aureus ATCC 235923.

Tratamiento (%) Halo de inhibicion (cm) + DE

Caldo MRS 1.13+0.122
40%: 4 ml BP + 6 ml BF 0.80 + 0.51%
70%: 7 ml BP + 3 ml BF 0.77 £ 0.24%®
50%: 5 ml BP + 5 ml BF 0.73 £ 0.47%
30%: 3 ml BP + 7 ml BF 0.70 + 0.36%
60%: 6 ml BP + 4 ml BF 0.33+0.17°

Coeficiente de variacion (%) 46.15

a-: | etras diferentes presentan diferencias estadisticas entre tratamientos (P < 0.05).
BP: Biopreparado de cascaras de frutas; BF: Buffer de fosfato.

De acuerdo a Sari et al. (2018), quienes se enfocaron en bacterias patdgenas Gram positivas
frente a Lactobacillus casei, obtuvo resultados que demostraron si se exhibi6 una actividad
antagonica de parte de la bacteria acido-lactica. La fermentacién produce moléculas
organicas de bajo peso molecular con actividad antagonica (Walter 2008). La acumulacion
de estas sustancias provoca un descenso en el pH del medio. La forma no disociada del
acido lactico penetra las paredes celulares donde se promueve la disociacion, se liberan
iones de hidrégeno y el anion correspondiente. Es debido a esto que hay interferencia en el
metabolismo e inhibicion de crecimiento celular.
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La zona inhibitoria fue variable en cada una de las bacterias evaluadas. Este estudio no
evalud la naturaleza de las sustancias con propiedades antagonicas que son producidas
como mecanismo de accién por Lb. casei. Segun diferentes estudios escritos por varios
autores, se recalca que pueden estar presentes acidos organicos (acido lactico), peréxido de
hidrdgeno, dioxido de carbono, diacetilo, acetaldehido y sustancias de naturaleza proteica
antimicrobiana, llamadas bacteriocinas, por lo que es necesario darle un seguimiento a este
estudio (Lewus et al. 1991).
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4. CONCLUSIONES

e Se demostrd que el biopreparado de residuos agroindustriales como lo son las cascaras
de frutas (papaya, mango y banana), presenta propiedades prebidticas para
Lactobacillus casei.

e Se concluy6é que el biopreparado de céscara de frutas no contraresta la actividad
antagonica de Lactobacillus casei ATCC 431 contra Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 235923 y Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar un analisis fisico-quimico del biopreparado para determinar los
microcomponentes y macrocomponentes del mismo.

Cuantificar la cantidad de acidos organicos y bacteriocina producida por la bacteria para
comprobar si la actividad antagénica es directamente causada por Lb. casei y sus
subproductos o por los compuestos presentes en las cascaras de frutas.

Comprobar el efecto antagonico de Lb. casei inmersa en el biopreparado de cascara de
fruta mediante otros métodos de inhibicién como: difusion en pozo y el método de
Kirby-Bauer.

Realizar un andlisis de costos tanto para el biopreparado de cascaras de frutas, como

para el caldo MRS, con el fin de determinar si es posible la reduccién de costos mediante
la utilizacion de un biopreparado de cascara de frutas.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Fotografia de la siembra por estria de las tres bacterias patdgenas, después de 24
horas de incubacion a 37 °C.

Anexo 2. Fotografia de los tubos de ensayo con las diferentes concentraciones del
biopreparado de frutas (caldo MRS, 30, 40, 50, 60 y 70%).
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Anexo 3. Fotografia de la gota de 10 microlitros del biopreparado inoculado con
Lactobacillus casei en los diferentes tratamientos.

Anexo 4. Fotografia de las placas para los ensayos de inhibicion en la cdmara de flujo
laminar para su secado completo.

Anexo 5. Cuadro resumen del andlisis de varianza para la fase I.

R-Square Coeff Var Root MSE LOG Mean
0.64 8.24 0.62 7.53
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Anexo 6. Separacion de medias para la fase | del estudio con el programa SAS.

Duncan Grouping Mean N TRT

A 7.7375 4 C
A 7.6200 4 50%
A 7.5375 4 60%
A 7.4375 4 70%
A 7.4125 4 30%
A 7.4125 4 40%

Anexo 7. Cuadro resumen del analisis de varianza de la fase I1.

R-Square Coeff Var Root MSE DH Mean

0.58 46.15 0.29 0.62
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