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RESUMEN

El estudio se fundamentd en determinar las combinaciones apropiadas de prebio6ticos
constituidos por inulina, oligofructosa y miel que favorezcan el crecimiento del BB-12
(Bifidobacterium.) en una gelatina comercial, con la finalidad de obtener una
concentracion superior de 10° UFC del probidtico para que pueda considerarse como un
alimento funcional. En primer lugar se procedio a la activacion y estandarizacion del (BB-
12), preparacion de la gelatina e inoculacion del microorganismo. Los datos se procesaron a
través de un andlisis estadistico para determinar las combinaciones 6ptimas de prebidticos
en los cuales el BB-12 posee una concentracion igual o superior a 10° UFC/g
determinandose que en la muestras la cantidad de células viables del BB-12 supera el orden
de 10° UFC en las diluciones 10° - 10’, obteniéndose un valor entre 1,45x10" a 4,9x10’
UFC/ml, requisito indispensable para el logro de los objetivos
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SUMMARY

The study was based on determining appropriate prebiotics comprise inulin, oligofructose
and honey that favor the growth of BB-12 combinations (Bifidobacterium.) In a
commercial gelatin, in order to obtain a higher concentration of 10° UFC of probiotic for It
can be considered as a functional food. First we proceeded to the activation and
standardization (BB-12), gelatin preparation and inoculation of microorganism. The data
were processed through a statistical analysis to determine optimal combinations of prebiotic
in which the BB-12 has a less than 10° UFC/g concentration in the samples determined that
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the number of viable cells BB-12 exceeds the order of 10° UFC in dilutions 10°-10’,
obtaining a value between 1,45x10 to 4,9x10" UFC/ml, a prerequisite for achieving the
objectives.
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INTRODUCCION

En Venezuela se han desarrollado numerosos avances tecnoldgicos que permitieron
generar nuevas innovaciones en materia de alimentos, dichos avances se encuentran
orientados a introducir en el mercado alimentos que ofrezcan beneficios considerables a la
salud de las personas que los consumen (Olagnero et al., 2007). En este sentido, todo
adelanto que contribuya a mejorar la nutricion humana toma un papel importante en la
sociedad, debido a que estimula el consumo de alimentos sanos que aporten los nutrientes
necesarios para satisfacer las necesidades nutricionales de las personas y de esta manera
reducir el riesgo de sufrir enfermedades, de este modo, surge el concepto de alimento
funcional, que se define como aquel alimento que proporciona un efecto beneficioso a la
salud superior a los tradicionales (Aracenta y Gil, 2009). Bajo esta premisa, el estudio se
centrd en determinar las combinaciones apropiadas de prebioticos constituidos por inulina,
oligofructosa y miel que favorezcan el crecimiento del BB-12 (Bifidobacterium.) en una
gelatina comercial, con la finalidad de obtener una concentracién superior de 10° UFC del

probidtico para que pueda considerarse como un alimento funcional.
MATERIALES Y METODOS

Para realizar la investigacion se empled una cepa comercial de cultivo puro de BB-
12, en estado liofilizado. Las unidades experimentales estuvieron conformadas por 24
muestras de gelatina de 20 g cada una, con una formulacion de 93% gelatina, 5%
prebidticos (inulina, oligofructosa y miel) y 2% probidticos. Las muestras se dividieron en

4 grupos, analizadas en un periodo de tiempo de 0, 5, 10 y 15 dias respectivamente.
DISENO DE LA INVESTIGACION

1.- Activacion del microorganismo: se realizé incubando 1 g. del cultivo en 99 ml en

caldo Man Rogosa y Sharpe (MRS) modificado para rehidratacion, fue suplementado con



0,05 % (p/v) de L- Cisteina, como fuente esencial de nitrégeno para BB-12 y poder reducir
el potencial de oxido — reduccion del medio (condiciones anaergbicas estrictas que se
requiere para de esta manera obtener un total de 60 gr de biomasa de BB-12. Las muestras
se almacenaron en una estufa a 37°C durante 24 horas, las cuales fueron temperadas y
refrigeradas a 5 °C, para posterior centrifugacion a 5000 RPM/15 minutos, el sedimento
obtenido represento la biomasa de cultivo de BB-12 utilizada.

2.- Preparacion de las unidades experimentales e incubacion del BB-12: La distribucion
de los ingredientes para la elaboracion de las muestras se realiz6 tomando en cuenta un
disefio estadistico simplex rejilla las cuales se reflejan en la tabla 1. Se procedi6 a la
reparacion de la gelatina, luego se pesaron 10 g de biomasa y se dividieron en 24 muestras
de 0,4 g. Se tomaron seis (6) vasos precipitado y se identificaron como M1, My, M3, My, M5
y Mg, dichas muestras hacen referencia a las unidades experimentales 1, 2, 3, 4, 5y 6 que
se estudio por cuadriplicado (4 veces). Distribuidos los grupos se procedié a inocular a cada
tubo de ensayo 0,4 g de biomasa con BB-12 y se refrigeraron a 4°C, luego se evaluaron
cada 5 dias.

Tabla 1. Cantidad de ingredientes para la preparacion de muestras.

Unid Exp Prebiéticos 5% (g)

(209) X, Oligf. X, Inulina X3 Miel Gelatina 93% Probiético 2%

100% 1Unid 4Unid 1Unid 4Unid 1Unid 4Unid 1Unid 4Unid 1Unid 4Unid
1 0 0 1 4 0 0 18,6 74,4 04 1,6
2 1 4 0 0 0 0 18,6 74,4 04 1,6
3 0,5 2 0 0 0,5 2 18,6 74,4 0.4 1,6
4 0 0 0 0 1 4 18,6 74,4 04 1,6
5 0,5 2 0,5 2 0 0 18,6 74,4 0.4 1,6
6 0 0 0,5 2 0,5 2 18,6 74,4 0.4 1,6

3.- Dilucién y siembra del probidtico en capsulas de petri: los recuentos se iniciaron a
las 48 hrs de la incubacion, realizando diluciones de 10°, 10° y 10" en un periodo de tiempo
de 5, 10 y 15 dias.

4.- Procesamiento y analisis de datos: Los datos obtenidos fueron procesados a través de
un analisis estadistico empleando el método probabilistico de Weibull, siguiendo el
procedimiento establecidos por Giménez et al., (2008) y Fernandez y Garcia, (2010). El

indicador utilizado fue las Log ufc/g de BB-12 en la gelatina en el tiempo, medidos en



intervalos de 5 dias, considerdndose como muestra inaceptable aquellas que contenian
recuentos inferiores a Log 6 (1*10° ufc/ml de BB-12 ). Los resultados del analisis de riesgo
de Weibull fueron tratados en el software STATISTICA 8.0, siguiendo lo descrito por
Gacula y Singh, (1984). El criterio para establecer la estabilidad en la gelatina, se fijé como
el tiempo en que el 50 % de las muestra fueron inaceptables, esta probabilidad corresponde

a un acumulativo de riesgo de 63,2.

RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Reporte de recuentos obtenidos en el analisis experimental: La Tabla 2 muestra los
resultados o recuentos (ufc/g) de BB-12 presente en la gelatina, medidos en el tiempo a
temperatura de refrigeracion (aprox. 4 °C). La supervivencia del BB-12 en las gelatinas
durante los primeros 15 dias de ensayo, se encuentran dentro del limite critico considerado
por Sanz (2007), Langhendries et al. (1995), para aportar beneficios de salud y ser
considerado un alimento probiotico o producto funcional. Adicionalmente se observa que la
mayor sobrevivencia en las gelatinas con 0,59 de inulina y 0,5 g de miel, obtuvo log
recuentos de 7,84 + 0,21 a los 15 dias de almacenamiento, valores que cumplen con el
limite critico de calidad funcional del producto (log 6) (Tabla 2).

Tabla 2. Respuesta de la poblacion o recuentos (ufc/g) de BB-12 presente en las gelatinas,
medidos en el tiempo a temperatura de refrigeracion (aprox. 4 °C).

Dias  Oligofructosa Inulina Miel Olig/ inulina Olig/ miel Inulina/ miel
0 6,25+0,03 6,25 +0,03 6,25+0,03 6,25+0,03 6,25+0,03 6,25 +0,03
5 7,77+0,12 6,51+0,12 5,13+0,17 6,90+0,18 7,49+0,15 5,33%0,15
10 8,44+0,4 8,38+0,12 7,73+0,20 8,360,12 7,96+0,17 7,60+0,18
15 7,44+0,15 7,49+0,12 7,61+0,18 7,69+0,25 6,40+0,17 7,84+0,21

Tabla 3. Valores de Probabilidad de los modelos lineal y cuadratico de los recuentos del BB-
12 para los dias 5, 10 y 15 de almacenamiento de la gelatina.

LINEAL CUADRATICO
Dia de Alm. F-valor p-valor F-valor p-valor
5 20,03 0,0005 183,23 0,0000
10 8,05 0,0099 1,64 0,2768
15 1,05 0,3890 5792,36 0,0000

La Tabla 3 muestra los resultados de los recuentos del BB-12 en un periodo de 5, 10

y 15 dias de almacenamiento de la gelatina (previa transformacion de la variable), el



modelo lineal consta de términos de primer orden para cada uno de los componentes y el
modelo cuadrético afiade productos cruzados entre pares de componentes. Al observar el P-
valor de los modelos involucrados se obtiene que las ecuaciones cuadraticas son las de
mayor adecuacion para predecir las respuestas de los cambios del BB-12, ya que p-valor es
inferior a 0,05 (Tabla 3). Por lo tanto las predicciones de las combinaciones de los
componentes de la mezcla se establecieron con los modelos cuadraticos. En la Tabla 4, se
observa los coeficientes de determinacion de los modelos estudiados (R?), los mismos
indican buena capacidad de prediccion de los modelos poblacionales planteados ya que,
estos son superiores al 80% y los valores son cercanos al R? adjuntados. Es decir, que los
componentes oligofructosa, inulina y miel explican las respuestas Log recuento de BB-12
en el tiempo de estudio, en los porcentajes que indica la Tabla 4. De igual manera se

visualiza que los R? de mayor significancia los poseen los modelos cuadraticos.

Tabla 4. Coeficientes de determinacion de los modelos lineales y cuadraticos para los
diferentes dias de almacenamientos estudiados.

LINEAL CUADRATICO
Dia de almacenamiento R’ R’ adjuntado R’ R? adjuntado
5 81,66 77,58 99,80 99,64
10 64,13 56,16 80,30 73,89
15 18,92 0,91 99,97 99,95

2.- Efectos de las mezclas de oligofructosa, inulina y miel sobre los recuentos de BB-12
en la gelatina.  En la Figura 1, se evidencia que al aumentar en la concentracion la
oligofructosa se incrementa los valores de la concentracion de BB-12 en la gelatina, ya que
como se observa en el grafico de trazas este es el Unico ingrediente de la mezcla que
incrementa las ufc/g de BB-12. A su vez se visualiza que los componentes inulina y miel
solo actlian a concentraciones bajas en la mezcla ya que a medida que se incrementa el
porcentaje esta causa un efecto negativo en la sobrevivencia del BB-12 en la gelatina,
teniendo efecto méas acentuado en el factor concentracion de miel. Por lo antes expuesto se
puede inferir que el prebidtico que beneficia considerablemente al BB-12 durante los

primeros 5 dias de almacenamiento, es la oligofructosa.



81F

1 Componentes
—— 1 — OLIGOFRUCTOSA

R A3 _ // I INULINA
I RN 2 MIEL
£ E—— / 1
S 66 < =
2 e — ]
A eE s . E

51E E

0 02 04 06 08 1

Desviacion de la Mezcla referencia*

Ecuacion del modelo, considerando pseudo componentes, para el dia 5 del ensayo
Log (ufc/g) = 7,775*A+ 6,51*B + 5,125*C - 0,97*A*B + 4,16*A*C - 1,97*B*C

Figura 1. Modelo cuadratico de mezcla durante 5 dias de almacenamiento, correspondiente a la
variable respuesta Log (ufc/g) de BB-12, en funcion de los factores: Oligofructosa (A), Inulina (B)
y Miel (C). Figura Gréfico de trazas, *Mezcla referencial 0,33g A; 0,33g B; 0,33g C. R%= 0,9995
(p<0,05).

En la Figura 2 y 3, se presentan las graficas correspondientes a la variacion del Log (ufc/g)
de BB-12 en la gelatina durante 10 y 15 dias de almacenamiento respectivamente, en
ambos tiempos (10 y 15 dias) se observa el efecto parabdlico y participativo prebidtica que
posee la inulina en cuanto al mayor recuento de BB-12 en la gelatina, incluso teniendo la
mayor referencia al final del ensayo. Este comportamiento del efecto probiético de la
inulina en recuento a los 15 dias de la experimentacién y la incorporacién de la miel como
factor importante en las postrimerias del ensayo (15 dias), hace inferir que se debe al
consumo selectivo de los BB-12 de la oligofructosa como fuente de energia inicial (10
dias), y luego por el grado de complejidad de cada carbohidrato, el BB-12 lo utiliza para su

mantenimiento dentro de la matriz de la gelatina.
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Ecuacion del modelo, considerando pseudo componentes, para el dia 10 del ensayo
Log (ufc/g) = 8,49*A + 8,38*B + 7,725*C - 0,3*A*B - 0,61*A*C - 1,83*B*C

Figura 2. Modelo cuadratico de mezcla durante el dia 10 de almacenamiento,
correspondiente a la variable respuesta Log (ufc/g) de BB-12, en funcion de los factores:
Oligofructosa (A), Inulina (B) y Miel (C). Figura Grafico de trazas, *Mezcla referencial
0,33g A; 0,33g B; 0,33g C. R?=0,8030 (p<0,05).
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Ecuacion del modelo, considerando pseudo componentes, para el dia 15 del ensayo
Log (ufc/g) = 7,44*A + 7,495*B + 7,605*C + 0,89*A*B - 4,51*A*C + 1,16*B*C

Figura 3. Modelo cuadratico de mezcla durante el dia 15 de almacenamiento, correspondiente a la
variable respuesta Log (ufc/g) de BB-12, en funcidn de los factores: Oligofructosa (A), Inulina (B)
y Miel (C). Figura superior: Grafico de contornos; Figura inferior: Grafico de trazas, *Mezcla
referencial 0,33g A; 0,33g B; 0,33g C. R?*= 0,9997 (p<0,05).

3.- Seleccién de las combinaciones de oligofructosa, inulina y miel en la gelatina
comercial:  En esta etapa se procesaron y analizaron los datos obtenidos del analisis
experimental para conseguir las combinaciones Optimas de cada grupo de muestras. Se
derivo del contraste y evaluacion de las variables de respuestas estudiadas, segun los
resultados obtenidos, se seleccionaron tres formulaciones de gelatina que garantizaron la
maxima respuesta (tabla 5), si se desea comercializar el producto entre los primeros diez
dias de su elaboracion se debe seleccionar la formulacion B o C, ya que la oligofructosa es
el factor predominante en el mantenimiento de BB-12 en la gelatina. Pero si es el caso de
una comercializacién en anaquel la formulacion A es la adecuada ya que, los BB-12 usan

estos prebidticos cuando no tienen una fuente primaria de facilidad.



Tabla 5. Formulaciones éptimas establecidas con los tres modelos cuadréaticos a diferentes
dias de almacenamiento.

Formulacion Oligofructosa (g) Inulina (g) Miel (g) Log (ufc/g) BB-12.
A - 0,45 0,55 7,84
B 1,00 - - 8,49
C 0,82 0,18 - 7,91
CONCLUSION

Durante la evaluacion de las interacciones del BB-12 con los prebidticos, se evidencio
que el componente que beneficia considerablemente al BB-12 durante los primeros 5 dias
de almacenamiento, es la oligofructosa. Sin embargo, durante los dias 10 y 15 de
almacenamiento se observo que la inulina ofrecié el mayor recuento de BB-12 en la
gelatina. Este comportamiento de la inulina a los 15 dias de la experimentacion y
posteriormente la incorporacion de la miel, hace inferir que se debe al consumo selectivo de
los BB-12 de la oligofructosa como fuente de energia inicial (10 dias) y posteriormente el
consumo de inulina y la miel como fuente secundaria. Las formulaciones obtenidas ofrecen
distintas alternativas para la elaboracion del producto dependiendo del tipo de
comercializacion y del tiempo en anaquel. En este sentido, la vida Util y estabilidad del
producto utilizando como método la ecuacion de Weibull, establece que las formulaciones

poseen una vida Gtil comprendida entre 46 a 49 dias aproximadamente.
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