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Abstract

In Mexico, there are fruits with low biotechnological exploitation, such as the fruit of Parmentiera
aculeata, whose uses are timber, medicinal and edible for humans and animals. In this sense, it is
important to use ingredients that nourish, promote digestive health and improve growth of livestock
production systems. Precisely, probiotics are microorganisms that confer health to the host and
there is interest in the search for new sources of substrates for them. Therefore, the objective of the
present work was to use the fruit of P. aculeata as a substrate for the growth of probiotic bacteria
in solid-state fermentation (SSF). A chemical-proximal analysis of the fruit was carried out
according to AOAC methodology. Two probiotic strains (Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei ATCC25302 and Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917) were used
for the development of SSFs using an experimental design with L9 (3*3) orthogonal arrangement
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proposed by Taguchi. Three parameters were evaluated: pH, humidity and inoculum concentration
at three levels: 4.0, 5.0 and 6.0; 50, 60 and 70%; and 5, 10 and 15%, respectively. Incubation was
carried out at 37°C for 120 hours. Growth was reported as cells/g dry bagasse (cel/gbs). From the
chemical-proximal composition of the fruit, moisture and ash values are similar to those reported;
fat and protein values are higher and carbohydrate values are lower than reported. The differences
can be attributed to the geographical area and time of fruit harvesting. The optimum growth
conditions for both strains was treatment 3: levels 1, 3 and 3 (pH 4.0, 70% moisture and 15%
inoculum). The maximum growth value was 1.42 x 10° cells/gbs for the L. plantarum subsp.
plantarum ATCC14917 strain, which exceeded 2.34 times the growth of the L. paracasei subsp.
paracasei ATCC25302 strain. After validation, we observed a value of 3.8 times higher than the
value predicted by the Taguchi model. These results provide interesting information for the area of
animal nutrition, particularly for the design of feedstuffs that improve growth in livestock
production systems.

Keywords: Chote, Solid state fermentation, Probiotics, Taguchi.

Resumen

En México existen frutos de baja explotacion biotecnoldgica, tal como el fruto de Parmentiera
aculeata, cuyos usos son el maderable, medicinal y comestible (humanos y animales). En este
sentido, es importante el uso de ingredientes que nutran, promuevan la salud digestiva y se mejore
el crecimiento en los sistemas de produccién pecuaria. Precisamente, los probidticos son
microorganismos que confieren salud al huésped y existe interés por la busqueda de nuevas fuentes
de sustratos para estos. Por lo cual, el objetivo del trabajo fue utilizar el fruto de P. aculeata como
sustrato para el crecimiento de bacterias probidticas en fermentacion en estado sélido (FES). Los
frutos se sometieron a un analisis quimico-proximal. Posteriormente se evalud el crecimiento
(células/g bagazo seco, cel/gbs) de dos cepas probidticas en el desarrollo de las FES: Lactobacillus
paracasei subesp. paracasei ATCC25302 y Lactobacillus plantarum subesp. plantarum ATCC
14917. Se aplico un disefio experimental con arreglo ortogonal L9 (33) propuesto por Taguchi. Se
evaluaron tres variables con tres niveles: pH (4.0, 5.0 y 6.0), humedad (50, 60 y 70 %) y
concentracion de inoculo (5, 10 y 15 %) y las FES se desarrollaron a 37 °C por 120 horas. De la
composicion quimico-proximal del fruto, se encontraron diferencias en el contenido de grasas y
proteinas con los reportes previos. Las condiciones 6ptimas de crecimiento en las FES para ambas
cepas fueron pH 4.0, 70% de humedad y 15% de indculo y se observo un maximo crecimiento de
1.42 x 10° cel/gbs para la cepa de L. plantarum subesp. plantarum ATCC14917 que superé 2.34
veces el crecimiento de la cepa de L. paracasei subesp. paracasei ATCC25302. Tras la validacion,
se super6 3.8 veces el valor predicho por el modelo de Taguchi. Estos resultados aportan
informacidén interesante para el area de nutricion animal, particularmente para el disefio de
alimentos que mejoren el crecimiento en los sistemas de produccion pecuaria.

Palabras clave: Chote, Fermentacion en estado solido, Probiéticos, Taguchi.
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1. Introduccién

Los pastos y forrajes son la fuente principal
de alimentacion en los sistemas de
produccion pecuaria ya que son econémicos
y aportan el 40-90% de los nutrientes. Sin
embargo, estos son influenciados por las
épocas de lluvias observandose una baja o
alta cantidad de biomasa (1). Una alternativa
para esta situacion es el ensilaje, el cual no
esta limitado por las condiciones climaticas.
El ensilaje consiste en someter a una
fermentacion acido-lactica el forraje en
condiciones anaerobias (1,2). La produccién
pecuaria para fines comerciales requiere una
nutricion animal eficiente con el apoyo de
aditivos que logren incrementar la efectividad
del alimento, disponibilidad de nutrientes y su
absorcion en el tubo digestivo, ademas de
modular la microbiota intestinal y promover
su crecimiento (3). Dentro de los aditivos que
se utilizan se encuentran los antibidticos,
enzimas, &cidos organicos, vitaminas Yy
minerales, prebidticos y probidticos, entre
otros (1,3-5). Los prebidticos se refieren a
compuestos bioactivos que, generan sinergia
junto con los probidticos y ofrecen salud al
huésped (6). Dentro de los prebidticos se
pueden encontrar la inulina,
mananooligosacaridos, fructooligosacaridos,
principalmente (7,8). Mientras tanto, los
probidticos se definen como
“microorganismos vivos que confieren salud
al huésped, cuando son administrados en
dosis adecuadas” (9,10). Actualmente, las
evidencias cientificas han demostrado que los
probidticos son una alternativa de aditivos
alimentarios que, aplicados en la
alimentacion de cerdos, son capaces de
modular la respuesta inmune y mejorar los
parametros  zootécnicos de conversion
alimenticia y ganancia de peso en los sistemas
agropecuarios (11). Ademas, existe un efecto
positivo en los cerdos destetados cuando son
intervenidos con Lactobacillus plantarum
evidenciando una ganancia de peso (12).
Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus
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acidophilus  también  ha  demostrado
influencia en la ganancia de peso y peso al
destete en cerdos (13). En relacion al ensilaje,
Lactobacillus casei var. rhamnosus se aplicd
en concentracion de 15% y el arroz cocido en
la misma concentracion para la elaboracion
de ensilados de residuos de pescado (14). En
la teméatica de encapsulados, se ha
evidenciado el efecto de la gelatina y el
almidon como matrices transportadoras de
Lactobacillus reuteri DSPV002C que se
suministraron a cerdos, demostrando que los
metabolitos de la cepa favorecen al desarrollo
de las vellosidades intestinales y por ende
mejorar la absorcién de nutrientes (15).

En México existen frutos de baja explotacion
biotecnologica, tal como el fruto de
Parmentiera aculeata (Kunth) Seem, el cual
es conocido en la Huasteca Potosina como
“chote”. Los wusos son el maderable,
medicinal y comestible para humanos y como
forraje para animales (16,17). En este sentido,
es importante el uso de ingredientes que
ademas de nutrir, promuevan la salud
digestiva y se aprovechen los nutrientes para
mejorar el crecimiento en los sistemas de
produccién pecuaria, incluyendo su bajo
costo (4). Actualmente existe un interés en la
busqueda de nuevas fuentes de sustratos de
bajo costo que funjan como sustratos para el
crecimiento de probidtico. Por tal motivo, el
objetivo del presente estudio fue utilizar el
fruto de P. aculeata como sustrato para el
crecimiento de bacterias probidticas en
fermentacion en estado sélido (FES),
estableciendo  condiciones Optimas de
crecimiento.

2. Materiales y Métodos
Microorganismos, medios de cultivo y
reactivos quimicos

Las cepas probiodticas (Lactobacillus
paracasei subesp. paracasei ATCC 25302 y
L. plantarum subesp. plantarum ATCC
14917) que se utilizaron para el desarrollo de
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las FES fueron proporcionadas por el
Departamento de Investigacion en Alimentos
de la Universidad Autonoma de Coahuila. El
medio de cultivo Man Ragosa Sharpe (MRS)
se adquirio en Merck (Darmstadt, Germany).
Todos los reactivos quimicos se adquirieron
en Productos Quimicos de Monterrey
(Monterrey, Mex) y Jalmek Cientifica (San
Nicolas de los Garza, México).

Recoleccién de frutos

La recoleccion de los frutos de P. aculeata
(H. B. & K.) Seemann se realiz6 durante el
otofio de 2018 en Rascon, S. L. P. (Latitud
2197466818 Longitud 99.26012278,299
msnm). Se tomd como criterio para su
seleccion la escala de color reportada por
Angon-Galvan (16) seleccionando aquellos
frutos parcialmente-maduros (nivel 3) y
maduros (nivel 4) con un intervalo de solidos
solubles entre 8.0-13.0 °Brix. Los frutos se
lavaron y desinfectaron con una solucién de
hipoclorito de sodio 4% durante 10 minutos.

Analisis quimico-proximal del fruto

La caracterizacion del fruto se realizo de
acuerdo con las metodologias de la AOAC
International  (Association of  Official
Agricultural ~ Chemists)  (18,19). La
determinacion de humedad se realizé por el
método 925.09 a 110 °C por 3 h. La
determinacion de cenizas el método 923.03 a
600 °C por 3 h. La determinacion de proteina
cruda se cuantificé por el método Kjeldahl
(método 954.01). La determinacion de grasas
se realiz6 utilizando el sistema Soxhlet por el
método 920.39 vy, el porcentaje de
carbohidratos se obtuvo mediante diferencias

Mayo - Junio 2023

de porcentajes. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.

Evaluacion del crecimiento de dos cepas de
Lactobacillus en FES

a) Preparacion del material vegetal e

inoculo

Previo al desarrollo de las FES, el material
vegetal se corto en rodajas y se sometieron a
un proceso de secado durante 24 h en un
deshidratador NESCO Gardenmaster FD-
1010 PC (Wisconsin, USA). En seguida los
frutos secos se pulverizaron en una licuadora
Oster 6854-13 (Boca Raton, Florida).
Posteriormente el material pulverizado se
esterilizo a 121°C, 15 Ib de presion durante
20 minutos. Mientras tanto, 100 pL de cada
una de las cepas de Lactobacillus crio-
conservadas en glicerol-leche descremada se
activé en 10 mL de caldo MRS. Las cepas se
incubaron a 37 °C por 24 h. Posteriormente,
se prepararon los in6culos para las FES que
consistieron en resembrar las cepas en caldo
MRS a 37 °C un periodo estricto de 16 h con
una concentracion de 8.55 x108-1.04 x 10°
cel/mL.

b) Disefio experimental

Se realiz6 un disefio experimental con arreglo
ortogonal L9 (3%) propuesto por Taguchi (20)
con la finalidad de encontrar las condiciones
Optimas donde se expresa el mayor
crecimiento (mayor concentracion celular)
durante las FES. Para lo cual se evaluaron tres
factores con tres niveles: pH (4.0, 5.0 y 6.0),
porcentaje de humedad (50, 60 y 70 %) y
concentracion de inoculo (5, 10 y 15 %)
(Tabla 1).

Tabla 1. Disefio experimental usando un arreglo ortogonal L9 (33).

Tratamiento pH % Humedad %o indculo

Ajuste de las variables en los reactores

1 1 1 1
2 1 2 2
3 1 3 3
4 2 1 2
5 2 2 3
6 2 3 1

5.0 gbs + 4.5 mL H,O* + 0.5 mL de indculo
4.0 gbs + 5.0 mL H,O* + 1.0 mL de in6culo
3.0 gbs + 5.5 mL H,O* + 1.5 mL de inéculo
5.0 gbs + 4.0 mL H,O* + 1.0 mL de in6culo
4.0 gbs + 4.5 mL H,O* + 1.5 mL de indculo
3.0 gbs + 6.5 mL H,O* + 0.5 mL de in6culo
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7 3 1 3 5.0 gbs + 3.5 mL H,O* + 1.5 mL de in6culo
8 3 2 1 4.0 gbs + 5.5 mL H20* + 0.5 mL de indculo
9 3 3 2 3.0 gbs + 6.0 mL H,O* + 1.0 mL de inéculo

Nota: Niveles 1, 2 y 3 corresponden a pH 4.0, 5.0 y 6.0; humedad del 50, 60 y 70 %, y concentracion de inéculo inicial de 5, 10 y 15 % (v/v),
respectivamente. * Para ajustar el valor de pH deseado, el agua destilada estéril se acidifico con HCI 0.1 M.

Fermentacion en estado sélido

Se utilizaron tubos coénicos de 15 mL como
reactores conteniendo 10 g de material
hdimedo, los cuales fueron acondicionados
con el pH, porcentaje de humedad vy
concentracion de indculo como se establecid
en el disefio experimental (Tabla 1). La
incubacidn se realiz6 a 37 °C por 120 horas y
cada tratamiento se realizd por triplicado.
Una vez finalizado el tiempo de
fermentacion, se realizaron diluciones 1:10,
para lo cual se tomo 1 g de bagazo fermentado
y se homogeniz6 en 9 mL de agua estéril. Se
realizaron las diluciones seriadas necesarias
para realizar el conteo celular en camara de
Neubauer. El crecimiento de las cepas
evaluadas se expreso en células por gramo de
bagazo seco (Cel/gbs), considerando las
concentraciones iniciales de cada tratamiento
y los gramos de bagazo utilizados en los tubos
conicos.

Anélisis estadistico y validacion del
experimento

El analisis de varianza (ANOVA) se realiz
en el software Statistica 7 (Statsoft, Tulsa,
OK, USA). La validacion del experimento se
realizd para aquella cepa que presento el
mayor crecimiento y con las mejores
condiciones de pH, humedad y concentracion
del indculo, tras el analisis estadistico y
predichas por el modelo de Taguchi.

3. Resultados y Discusion

Los resultados del analisis quimico-proximal
del fruto (Tabla 2) muestran un contenido de
humedad similar a lo que se ha reportado por
otros autores (16). Mientras que, el valor de
cenizas es de 0.92%, es ligeramente superior
al reportado por Angén-Galvan (16) con un
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intervalo de 0.49-0.62%, pero inferior a lo
reportado por Villar-Herrera (21). En cuanto
al contenido de proteinas, los resultados
obtenidos son 1.23-13 veces superiores a los
reportados  previamente, los  cuales
corresponden a valores de 3.46% y 0.33-
0.40%, respectivamente (16,21). Por otra
parte, el contenido de grasa del fruto
analizado es superior a lo que reportan otros
autores: 1.3 veces superior (16) y hasta 167-
125 veces superior (21). Mientras tanto, el
contenido de carbohidratos obtenido es 1.95-
2.38 veces inferior a lo reportado
anteriormente:  8.7-10.6 % (16). Las
diferencias en el andlisis quimico-proximal
pueden deberse a los factores abidticos de las
zonas geograficas(Oaxaca y Chiapas) y
temporada del afio de recoleccion (primavera-

verano), puesto que las condiciones
climaticas influyen en la composicion
nutricional de las frutas, tales como

intensidad de la luz, temperatura, lluvias, tipo
de suelo donde se desarrolla la planta, por
mencionar algunos (22).

Tabla 2. Resultados del analisis quimico-proximal
del fruto de P. aculeata.

Parametro Porcentaje (%)
Humedad 85.33+0.82
Cenizas 0.92+£0.19
Proteinas 4,29 £ 0.00
Grasas 5.02+£1.08
Carbohidratos 4.44 +0.00
Total 100.00

Tras el desarrollo de las FES, se observé que
las condiciones Optimas de crecimiento para
ambas cepas fue el tratamiento 3: niveles 1, 3
y 3 que corresponden a pH 4.0, 70% de
humedad y 15% de inéculo (Fig. 1). El valor
maximo de crecimiento fue de 1.42 x 10° +
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2.03 x 108 cel/gbs para la cepa de L. plantarum
subesp. plantarum ATCC14917, la cual
super0 2.34 veces el crecimiento de la cepa de
L. paracasei subesp. paracasei ATCC25302
(Tabla 3). Mientras tanto, el menor
crecimiento fue de 9.00 x 10" + 2.00 x 10’
Cel/ghs y 1.80 x 108+ 1.00 x 107 cel/gbs para
L. paracasei subesp. paracasei ATCC25302
y L. plantarum subesp. plantarum
ATCC14917 durante el tratamiento 1 (pH
4.0, humedad 50% e indculo 5%),
respectivamente.  Para el  desarrollo
bacteriano, el pH es un factor importante que
se puede encontrar en el intervalo neutro (pH
6.5-7.0), o bien, tratdndose de lactobacilos en
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pH 4.0 (23). Este valor inicial fue el preferido
por ambas cepas de Lactobacillus. Los
microorganismos requieren de agua para su
crecimiento. En el caso de las bacterias, los
valores necesarios de humedad son superiores
a 60%, ya que a porcentajes menores el
crecimiento se inhibe (24). Lo anterior se
comprobdé al observar que las cepas de
Lactobacillus prefirieron humedades de 70%
y los menores crecimientos se observaron en
una humedad del 50%. Finalmente, la
concentracion del inéculo inicial causa un
mayor crecimiento y/o variable de respuesta
que se esté evaluando cuando la
concentracion de inoculo es del 15% (25).

m L. paracasei subesp. paracasei ATCC25302

1.6E+09
1.4E+09 -

1.2E+09

1.0E+09

o o
o o
m m
+ o+
o o
® ®

4.0E+08

Crecimiento (Cel/gbs

2.0E+08

0.0E+00

L. plantarum subesp. plantarum ATCC14917

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tratamiento

Figura 1. Resultados del disefio experimental del modelo de Taguchi para las FES usando el bagazo de P. aculeata
como sustrato para el crecimiento de dos cepas probidticas.

Tabla 3. Resultados experimentales de las FES durante la aplicacion del modelo de Taguchi y validacion del

método.
Cepas evaluadas Cel/ gbs
Experimental  Esperado  Validado
L. paracasei subesp. paracasei ATCC25302  6.06 x 108 5.88x10® NR |
L. plantarum subesp. plantarum ATCC 14917 1.42 x 10° 1.26 x 10° 4.986x 102’)9
*5.06 x 1

NR: no realizado, *valor obtenido a las 144 h
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De acuerdo con el ANOVA realizado se
obtuvo que la relacion sefial/ruido de los
factores por nivel para la cepa de L. paracasei
subesp. paracasei ATCC25302 se mejoran
cuando se utiliza un pH de 4.0, humedad de
70% y una concentracion de indculo de 15%
(Fig. 2a). Mientras que, para la cepa de L.
plantarum subesp. plantarum ATCC14917 se
aprecia un comportamiento similar con las
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mismas condiciones de pH y humedad; y para
la concentracion de inoculo con 10 0 15% de
concentracion (Fig. 2b). Para ambas cepas, el
factor que mayor aportacion tiene en los
resultados obtenidos es la humedad con un
valor de 63-79% y compartiendo un valor
similar de aportacion con la concentracion de
indculo (8-12%) (Fig. 2b y 2c).

5E8
4.5E8

4E8

3.5E8

3E8

2.5E8

Relacién Sefal/Ruido

2E8

1.5E8

1E8

1E9

9E8

8E8

7E8

6E8

5E8

4E8

3E8

2E8

pH %Humedad %In6culo

8% °

1E8

1 2 3 1 2 3 1 2 3
pH %Humedad %In6culo

= pH

= Humedad
In6culo

mError

Figura 2. Resultados del analisis de Taguchi durante las FES usando el bagazo de P. aculeata como sustrato para el
crecimiento de dos cepas probi6ticas. Relacion sefial/ruido de los factores por nivel y aportaciones de cada nivel en
la variable de respuesta para las cepas de L. paracasei subesp. paracasei ATCC 25302 (izquieda) y L. plantarum
subesp. plantarum ATCC14917 (derecha). Anélisis estadistico para L. paracasei Mean=31198E4 Sigma=16446E4
MS Error=8082E12 df=2 y para L. plantarum Mean=58488E4 Sigma=40602E4 MS Error=5298E13 df=2

Tras la validacién, se observé que se supero
3.8 veces el valor predicho por el modelo de
Taguchi ensayo desarrollado en las
condiciones éptimas de crecimiento. Estos
resultados aportan informacion interesante
para el area de nutricion animal,
particularmente para el disefio de alimentos
que mejoren el crecimiento en los sistemas de
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produccion pecuaria. Ademas, existen pocos
reportes acerca del crecimiento de bacterias
en medio solido. Sin embargo, se ha ensayado
el crecimiento de cepas probidticas, tales
como L. acidophilus, Lactobacillus paracaseli
subsp. paracasei, y dos cultivos mixtos
denominados YOMIXTM 205 LYO vy
CHOOZITTM MY 800, en matrices solidas
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como el polen de abejas donde, L. acidophilus
registro la mayor supervivencia con valores
de 102 UFC/mL (26). Otros autores han
investigado la viabilidad celular de
Lactobacillus  plantarum LPBM10 vy
Lactobacillus casei ATCC 393 utilizando
como sustrato la pulpa de uchuva y glucosa
14% (p/p) que tras 15 dias presentaron
valores de 3.23 x 10° y 7.88 x 108 UFC/mL,
respectivamente. Ademas, se han realizado
barras a base de cereales como matriz so6lida
para la formulacion con probioticos vy
prebiodticos,  especificamente  Weissella
confusa (19). En el area de ensilaje, se ha
utilizado Lactobacillus plantarum para la
fermentacion, conservacion y calidad de
ensilaje de maiz y sorgo, por mencionar
algunos (27,28). Ademas del uso de L.
paracasei para el ensilaje de zacate elefante y
palocote tropical (29).

4. Conclusiones

En este estudio del fruto de P. aculeata se
evidencio su aplicacién como Unica fuente de
nutrientes para el crecimiento de L. paracaseli
subesp. paracasei ATCC25302 y L.
plantarum subesp. plantarum ATCC14917.
Este fruto puede ser una alternativa de
sustrato para trabajos futuros en el area de la
nutricion animal, particularmente en el
ensilaje y por ende mejorar la nutricion y
crecimiento en los sistemas de produccion
pecuaria.
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