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RESUMEN

Los polifenoles son compuestos bioactivos presentes en frutas, verduras y coproductos, con
importantes propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias. Se pueden
clasificar en tres grupos principales: acidos fendlicos, no flavonoides y flavonoides (incluidos
antocianinas, procianidinas, etc). Las procianidinas (PC’s), también conocidas como taninos
condensados a través de su presencia en extractos crudos han demostrado propiedades
antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias, antienvejecimiento y potencial para modular
la microbiota intestinal, siendo candidatos para ser considerados prebioticos, sin embargo, se
necesitan estudios adicionales especialmente in vitro para poder comprobarlo. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio es evaluar el efecto de procianidinas purificadas como moduladores del
crecimiento probidtico bajo simulacidon oro-gastrointestinal in vitro. Las PC’s se obtuvieron
mediante ultrasonido durante 20 minutos utilizando acetona como disolvente (70 % v/v) en una
relacion 1:10 con gramos de pulpa de café seca. A continuacion, los extractos se purificaron
mediante cromatografia en columna abierta rellena con Sephadex LH-20 utilizando caudales de
agua y etanol, hasta recuperar la fraccion de acetona, que mostr6 una alta concentracion de PC’s
(96 % p/p) cuantificada mediante la prueba de HCl-butanol. La procianidinas recuperadas
fueron secadas a 40 °C durante 24 h. Posteriormente las PC’s purificadas se sometieron a
digestion oro-gastrointestinal in vitro. Se caracterizaron las PC’s purificadas y digeridas por
medio de analisis de HPLC-ESI-MS. Para evaluar el potencial prebidtico se utilizaron cepas de
Bifidobacterium longum 'y Akkermansia muciniphila en presencia de PC’s purificadas. Para esto,
una serie de fermentaciones se llevaron a cabo en medios especificos; para B. longum man,
rogosa y sharpe (MRS) y para 4. muciniphila anaerobe basal broth (ABB), inoculados cada uno
conun 10 % del inoculo de cada bacteria correspondiente y 5 g/L de PC’s digeridas como fuente
de carbono, en la cinética en estudio se incluyd glucosa y la inulina como controles positivos.
El crecimiento bacteriano se evalué mediante mediciones del recuento viable alas 0, 3, 6, 9, 12,
24 y 48 h. A la muestra de 48 h de estas fermentaciones se le determino los acidos grasos de
cadena corta (AGCC) y se cuantificaron por medio de UPLC-MS-TQS.

En los resultados se destaca el efecto prebidtico de las PC’s digeridas con bacterias probidticas.
Con B. longum se registr6 un incremento en el crecimiento bacteriano desde 7.97 + 0.05 a 8.94
+ 0.02 Log UFC/mL tras 12 h de fermentacién con PC’s dig, correspondiente a un aumento de

aproximadamente 1.0 Log UFC/mL (7.78%108 UFC/mL), equivalente a un incremento de casi
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10 veces la biomasa bacteriana inicial, superando los valores de crecimiento observados con
inulina y glucosa. Por otro lado, para A. muciniphila se observé un efecto mas pronunciado. El
crecimiento bacteriano con PC’s dig aumento desde 7.33 + 0.07 hasta 9.00 £ 0.008 Log UFC/mL
en 12 h, alcanzando una biomasa de 1.70 Log UFC/mL (9.79 x10® UFC/mL), la mas alta entre
los tratamientos evaluados (inulina y glucosa). Los cromatogramas obtenidos del HPLC-ESI-
MS, mostraron que los picos caracteristicos de las PC’s se ven disminuidos de manera
importante con la aparicion de nuevas sefales con tiempos de retencion distintos,
interesantemente no se pudieron ionizar los compuestos generados (biotransformados) bajo las
condiciones estudiadas. Los AGCC presentes en ambas muestras son acetato (en mayor
cantidad), propionato, butirato y valerato. Ademads, se llevd a cabo un ensayo antibacteriano,
utilizando el método de difusion en disco contra Salmonella ser Typhirium (ATCC 14028), que
demostr6 que las PC’s digeridas inhiben a la bacteria patdgena, potenciando la seleccion como
posible prebidtico. Estos resultados indican que las procianidinas purificadas después de la
digestion in vitro presentan un cambio en su estructura y una vez en la microbiota intestinal,
promoviendo selectivamente el crecimiento de cepas probidticas beneficiosas como A.
muciniphila y B. longum. Lo cual sustentan a las PC’s como candidatos para ser considerados

como prebioticos e ingrediente funcional con beneficios para la salud del huésped.

Palabras clave: Polifenoles, prebioticos, Bifidobacterium longum, Akkermansia muciniphila,

pulpa de café, digestion in vitro, taninos condensados.
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ABSTRACT

Polyphenols are bioactive compounds found in fruits, vegetables and co-products, with
important antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory properties. They can be classified
into three main groups: phenolic acids, non-flavonoids and flavonoids (including anthocyanins,
procyanidins, etc.). Procyanidins (PC’s), also known as condensed tannins due to their presence
in crude extracts, have demonstrated antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory and anti-
ageing properties, as well as the potential to modulate the intestinal microbiota, making them
candidates for consideration as prebiotics. However, further studies, especially in vitro, are
needed to verify this. Therefore, the objective of this study is to evaluate the effect of purified
procyanidins as probiotic growth modulators under in vitro oro-gastrointestinal simulation. The
PC’s were obtained by ultrasound for 20 minutes using acetone as a solvent (70% v/v) ina 1:10
ratio with grams of dry coffee pulp. The extracts were then purified by open column
chromatography filled with Sephadex LH-20 using water and ethanol flows until the acetone
fraction was recovered, which showed a high concentration of PCs (96% w/w) quantified by the
HCl-butanol test.

The recovered procyanidins were dried at 40 °C for 24 hours. Subsequently, the purified PC’s
were subjected to in vitro oro-gastrointestinal digestion. The purified and digested PC’s were
characterised by HPLC-ESI-MS analysis. To evaluate the prebiotic potential, strains of
Bifidobacterium longum and Akkermansia muciniphila were used in the presence of purified
PC’s. For this purpose, a series of fermentations were carried out in specific media: for B.
longum, man, rogosa and sharpe (MRS) and for A. muciniphila, anaerobe basal broth (ABB),
each inoculated with 10% of the inoculum of each corresponding bacterium and 5 g/L of
digested PC’s as a carbon source. Glucose and inulin were included as positive controls in the
kinetics under study. Bacterial growth was evaluated by measuring viable counts at 0, 3, 6, 9,
12, 24, and 48 h. Short-chain fatty acids (SCFAs) were determined in the 48 hours sample of
these fermentations and quantified by UPLC-MS-TQS.

The results highlight the prebiotic effect of PC’s dig with probiotic bacteria. With B. longum,
an increase in bacterial growth was recorded from 7.97 + 0.05 to 8.94 + 0.02 Log CFU/mL after
12 hours of fermentation with PC dig, corresponding to an increase of approximately 1.0 Log
CFU/mL (7.78%10% CFU/mL), equivalent to an increase of almost 10 times the initial bacterial

biomass, exceeding the growth values observed with inulin and glucose. On the other hand, a
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more pronounced effect was observed for A. muciniphila. Bacterial growth with dig PC's
increased from 7.33 + 0.07 to 9.00 = 0.008 Log CFU/mL in 12 h, reaching a biomass of 1.70
Log CFU/mL (9.79 x10® CFU/mL), the highest among the treatments evaluated (inulin and
glucose). The chromatograms obtained from HPLC-ESI-MS showed that the characteristic
peaks of PC's are significantly reduced with the appearance of new signals with different
retention times. Interestingly, the compounds generated (biotransformed) could not be ionised
under the conditions studied. The SCFAs present in both samples are acetate (in greater
quantity), propionate, butyrate, and valerate. In addition, an antibacterial assay was performed
using the disc diffusion method against Salmonella ser Typhirium (ATCC 14028), which
demonstrated that digested PC's inhibit pathogenic bacteria, enhancing their selection as a
possible prebiotic. These results indicate that procyanidins purified after in vitro digestion
undergo a change in their structure and, once in the gut microbiota, selectively promote the
growth of beneficial probiotic strains such as A. muciniphila and B. longum. This supports PCs
as candidates to be considered as prebiotics and functional ingredients with health benefits for

the host.

Keywords: Polyphenols, prebiotics, Bifidobacterium longum, Akkermansia muciniphila, coffee

pulp, in vitro digestion, condensed tannins.
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1. Introduccion

La microbiota intestinal humana es un complejo ecosistema de microorganismos que desempeiia
un papel crucial en el mantenimiento de la salud y el bienestar general (Gibson et al., 2017).
Cada vez se reconoce mas que las alteraciones en la microbiota intestinal como la genética del
huésped, factores ambientales y un desorden alimenticio, contribuyen en una serie de problemas
de salud, entre los que se incluyen trastornos metabolicos, disbiosis (un desequilibrio en la
composicion y la funcion de los microrganismo intestinales), enfermedad inflamatoria
intestinal, obesidad, disfuncidon inmunitaria, etc (Grosicki, Fielding, and Lustgarten 2018;
Palepu and Dandekar 2022; Rothschild et al., 2018; Song and Chan 2019). En consecuencia,
existe un interés creciente por las estrategias destinadas a modular la microbiota intestinal y
restaurar sus funciones beneficiosas.

En este contexto, los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, aportan beneficios en la salud del huésped (Sharma et al., 2023).
Actualmente el estudio de los probioticos se ha convertido en un enfoque prometedor para tratar
la disbiosis, trastornos metabodlicos, etc. Recientemente, ha surgido un gran interés en cepas
probioticas aisladas del intestino humano como Bifidobacterium longum (protege contra
enfermedades autoinmunes como la inflamacion intestinal, la obesidad y la hiperlipidemia) y
Akkermansia muciniphila (influye beneficiosamente en enfermedades inflamatorias intestinales,
cardiovasculares, en el cancer y el antienvejecimiento), debido a que ambas cepas promueven
la produccion de AGCC, mejoran la funcion de barrera intestinal y la salud metabdlica
(Bermudez-Quifiones et al. 2021; Ropot, Karamzin, and Sergeyev 2020; Shaheen et al. 2025;
Zhai et al. 2019; C. Zhang et al. 2019). La eficacia de los probioticos en la microbiota intestinal
puede potenciarse mediante la administracion oral en la dieta de prebioticos (Alexander and
Turnbaugh 2020; Koh et al., 2016). Los prebidticos son compuestos o ingredientes que son
utilizados por la microbiota y que produce un beneficio para la salud (Deehan et al. 2024a;
Glenn R. Gibson et al. 2017a). Para ser considerado un prebiotico, un sustrato o compuesto debe
cumplir ciertos criterios de seleccion, entre ellos se incluyen ser fermentado por la microbiota
intestinal y tener un efecto beneficioso sobre la salud del huésped, asi como la estimulacion
selectiva del crecimiento de bacterias probioticas. También debe ser estable en diversas

condiciones de procesamiento de alimentos y servir como sustituto natural de los antibidticos



(Davani-Davari et al., 2019; Glenn R Gibson et al., 2017; Markowiak and Slizewska 2017). Por
ultimo, el uso de modelos in vitro que simulan el transito oro-gastrointestinal humano es un
criterio esencial para evaluar la viabilidad y la funcionalidad de los compuestos o ingredientes
antes de su seleccion como posibles prebiodticos orales y su aplicacion in vivo (Bermtdez et al.,
2021; Bove et al., 2013).

Los prebidticos mas comunes son los fructanos (Biedrzycka and Bielecka 2004), los
fructooligosacaridos (Koleva et al., 2012), los galactooligosacaridos (Panesar et al., 2018), los
xilooligosacéaridos (Palaniappan, Antony, and Emmambux 2021), los quitooligosacaridos
(Lodhi et al., 2014), la inulina (Bermudez et al., 2021), oligosacaridos de leche humana
(Okburan and Kiziler 2023), la lactulosa (Panesar and Kumari 2011), el almidén resistente
(Zaman and Sarbini 2016) y, hasta hace poco, el concepto se limitaba solo a los ya mencionados
anteriormente, pero en los ultimos afios se ha ampliado para incluir otros candidatos, como los
polifenoles de origen vegetal ya que presentan un potencial significativo como prebioticos por
sus complejas estructuras quimicas y diversas actividades biologicas (Kesavan et al., 2018).
Estos compuestos abundantes en fuentes alimenticias como frutas, verduras, frutos secos,
semillas, té, café y vino (Mithul Aravind et al. 2021a; Sayers, Wijeyesekera, and Gibson 2021;
H. Zhang and Tsao 2016), han despertado un considerable interés cientifico por sus beneficios
para la salud, incluidos los efectos prebidticos sobre la microbiota intestinal. Los polifenoles se
caracterizan quimicamente con anillos aromaticos que contienen diversos subgrupos hidroxilo
en su estructura, lo que los hace resistentes a la digestion en el tracto gastrointestinal superior
(Alves-Santos et al., 2020). Al llegar al colén interactiian con la microbiota intestinal para
desempefiar funciones cruciales como prebidticas promoviendo selectivamente el crecimiento
de bacterias probioticas y la actividad metabolica de bacterias intestinales beneficiosas como
Lacticaseibacillus, Bifidobacterium y Akkermansia, al tiempo que inhiben la proliferacion de
microorganismos nocivos. Esta modulacion selectiva contribuye a una microbiota intestinal
equilibrada y resistente (Alves-Santos et al., 2020; Moorthy et al., 2020; Rodriguez-Daza et al.,
2021; Sayers, Wijeyesekera, and Gibson 2021).

Los polifenoles se pueden clasificar en tres grupos principales: dcidos fenolicos, no flavonoides
y flavonoides (incluidos antocianinas, procianidinas, etc). Dentro de esta clasificacion destacan

las procianidinas o taninos condensados que se forman mediante la polimerizacion de tres



unidades elementales de flavan-3-ol: (+) - catequinas, (-) - epicatequinas y sus derivados (Nie
& Stiirzenbaum, 2019; Silvan et al., 2020).

Las procianidinas tienen varias funciones, entre ellas destacan las antimicrobianas,
antioxidantes, antiinflamatorias, de antienvejecimiento, y recientemente, se ha demostrado que
modulan el crecimiento de la bacteria A. muciniphila con extractos ricos en procianidinas, sin
embargo se requiere estudios que comprueben el efecto de las procianidinas purificadas y
realizar pruebas en otras cepas probidticas para demostrar este efecto modulador (Abu Zarin et
al., 2016; Junren Chen et al., 2023; Ngamsuk, Huang, and Hsu 2019; Shoji, Masumoto, and
Miura 2024).

Dado que las procianidinas estan ampliamente distribuidas en las matrices vegetales, pueden ser
extraidas de fuentes como la piel del cacahuete, la pulpa del café, las semillas de uva, las
manzanas, el espino chino, las hojas de té, la corteza de pino, la piel del lichi, etc (Castillo-
Olvera et al., 2022; Han et al., 2023; Liu et al., 2020; Okino et al., 2021; Wang et al., 2023;
Wong-Paz et al., 2021; Ye et al., 2022; Zhou et al., 2022). Resulta interesante considerar la
recuperacion de procianidinas a partir de coproductos como una alternativa sostenible para el
desarrollo de ingredientes funcionales cuya capacidad prebidtica pueda ser demostrada y
validada. Por lo tanto, este trabajo de investigacion tiene como objetivo principal evaluar el
efecto de las procianidinas purificadas de la pulpa del café como moduladores del crecimiento

probidtico bajo simulacion oro-gastrointestinal in vitro.



2. Antecedentes
2.1 La familia biotica

El intestino humano es un ecosistema complejo y dinamico, la cual incluye a la microbiota
intestinal que ha ganado cada vez mas atencion en los tltimos afios debido a su papel crucial en
el mantenimiento de la salud del ser humano, pero su composicion y funcion pueden verse
significativamente influenciadas por diversos factores, como habitos alimenticios inadecuados,
como el uso de antibioticos o la presencia de ciertas enfermedades (Chavarri et al., 2022). Los
probidticos, como bacterias beneficiosas presentes en el intestino humano, disponen de un
hébitat estable y rico en nutrientes a cambio de proporcionar beneficios para la salud del huésped
(Zotkiewicz et al., 2020). Sin embargo, los cambios en la composicion de la microbiota
intestinal, son directamente ligados a la ingesta de alimentos de baja calidad y un estilo de vida
sedentario, los cuales pueden tener graves consecuencias para la salud del huésped, por ello es
esencial mantener una composicion equilibrada de la microbiota intestinal (Sharma et al., 2023).
En este sentido, existe un gran interés en el uso de métodos seguros y no invasivos, asi como en
la interaccidon microbiana con componentes bioactivos como los prebioticos, los probidticos, los
simbidticos y sus derivados (Figura 1), que han proporcionado resultados prometedores (Palade
et al., 2022; Sharma et al., 2023).

En los ultimos afios, los investigadores han tratado de implementar un nuevo grupo denominado
“familia de los bidticos”, un término que hace referencia a los campos de la salud, la nutricién
y la tecnologia alimentaria basados en los probidticos y los prebidticos. Los probidticos son
microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, aportan beneficios
para la salud del huésped (Hill et al., 2014). En el mismo sentido, los prebioticos actian como
alimento para los probidticos, estos son utilizados selectivamente por los microorganismos del
huésped y proporcionan beneficios fisiologicos y significativos para su salud (Gibson et al.,
2017a). En cuanto a los nuevos miembros de la familia bidtica, los simbioticos conocidos como
probioticos de nueva generacion, son una mezcla de probidticos y prebiodticos que actlian en
sinergia para restaurar la microbiota intestinal (Swanson et al., 2020). Ademas, los postbiodticos
son productos solubles o moléculas bioactivas derivadas de subproductos metabolicos
secretados o liberados por la lisis bacteriana de bacterias inactivas (probidticos) que ofrecen
beneficios para la salud del huésped (Salminen et al., 2021). Con acciones especificas, los

farmabidticos son productos probiodticos con una accion farmacologica especifica y probada



sobre la salud o la enfermedad del huésped (Chaudhari and Dwivedi 2022). De los productos
derivados, los metabidticos, son metabolitos bioactivos producidos por bacterias probiodticas que
pueden modular la microbiota intestinal y mejorar la salud sin necesidad de administrar
microorganismos vivos (Jang, Lee, and Paik 2024).

No solo los probiodticos vivos generan beneficios para la salud, estos nuevos conceptos
introducen los paraprobioticos, que se refieren a células probidticas inactivas o fragmentos
celulares que pueden generar efectos beneficiosos para la salud del huésped sin requerir la
viabilidad del microorganismo (Akan et al., 2025). La produccion de algunos compuestos
también ofrece beneficios, como los nutribidticos, que son probidticos que confieren funciones
nutricionales al producir nutrientes esenciales como vitaminas, minerales, etc., y asi convertir
los precursores en metabolitos bioactivos (Chaudhari & Dwivedi, 2022). Sorprendentemente, a
estos conceptos se suman los psicobidticos, que son probiodticos que pueden influir directamente
en la salud mental a través del eje cerebro-intestino, y pueden reducir la ansiedad y la depresion
mediante la modulacion de los neurotransmisores y la inflamacién (Cocean and Vodnar 2024).
Por ultimo, los gerobioticos son postbiodticos derivados de probiodticos, o paraprobidticos, que
tienen efectos positivos sobre el envejecimiento saludable, promoviendo la longevidad y

reduciendo la inflamacion relacionada con la edad (Tsai et al., 2021).

Psicobiodticos Probioticos
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Figura 1. Familia bidtica derivada de probidticos y prebioticos.



2.2 Probioticos

La Organizacion Mundial de la Salud ha definido los probidtico como “microorganismos vivos
que, cuando se consumen en cantidades adecuadas, aportan un beneficio a la salud del huésped”
(Sharma et al., 2023). Esta definicion incluye una amplia gama de microbios y aplicaciones, al
tiempo que capta la esencia de los probidticos microbianos, viables y beneficiosos para la salud.
Es importante mencionar que, aunque los comensales del intestino suelen ser la fuente de las
cepas probioticas, hasta que estas cepas no se aislan, se caracterizan y se presenta un caso creible
de sus efectos sobre la salud, no se puede denominar “probidtico”. También son conocidos como
complementos alimenticios microbianos vivos que benefician a la salud de los consumidores,
destinados a mejorar el equilibrio microbiano intestinal, se consideran ‘“generalmente
reconocidos como seguros” (GRAS, por sus siglas en inglés), es decir, seguros para el consumo
humano (Hill et al. 2014; R. Sharma and Padwad 2020).

En este contexto, se hace referencia a cepas de una serie de especies microbianas bien estudiadas
que se administran en una dosis funcional para su uso como alimentos y suplementos en los
consumidores. Las especies reportadas que aportan beneficios generales son Bifidobacterium
(adolescentis, animalis, bifidum, breve y longum) y Lactobacillus (acidophilus, casei,
fermentum, gasseri, johnsonii, paracasei, plantarum, rhamnosus and salivarius) (Ghyselinck et
al., 2021; Hill et al., 2014; Jayanama and Theou 2020; Song et al., 2023). Entre estas destaca
particularmente Bifidobacterium longum, una de las especies mas documentadas por sus efectos
benéficos sobre la salud intestinal y el equilibrio de la microbiota intestinal. Esta cepa probidtica
puede proteger eficazmente contra enfermedades autoinmunes como la enfermedad inflamatoria
intestinal, sindromes metabdlicos como la obesidad y la hiperlipidemia, y trastornos cerebro-
intestino como el sindrome del intestino irritable y la colitis cronica (Song et al., 2020; C. Zhang
et al., 2019).

De manera complementaria, en los tltimos afios también ha cobrado relevancia Akkermansia
muciniphila, una bacteria comensal que, aunque no pertenece tradicionalmente al grupo de
probidticos clasicos, ha demostrado importantes beneficios metabolicos. A. muciniphila se ha
caracterizado por degradar la mucina y que reside en la capa mucosa del intestino, influye en el
metabolismo del huésped, fortalece la integridad de la barrera intestinal, modula la composicién
microbiana y las respuestas inmunitarias. Ademas, se ha enfatizado su papel en afecciones como

enfermedad inflamatoria intestinal, cancer, enfermedad cardiovascular y envejecimiento, reduce



la inflamacion cronica y promueve la produccion de AGCC como el propionato para la
calcificacion en la enfermedad cardiovascular (Shaheen et al. 2025; T. Zhang et al. 2019; Zhao
et al. 2024).

La eficacia de los probidticos mencionados en la microbiota intestinal puede potenciarse
mediante la administracion oral en la dieta de prebiodticos que son selectivamente utilizados por
los microorganismos del huésped confiriendo un beneficio a su salud (de Melo Pereira et al.,

2018).

2.3 Prebioticos y sus beneficios en la salud humana

Los primeros estudios en humanos demostraron que el consumo de carbohidratos conducia al
enriquecimiento de las especies de Lactobacillus en la microbiota intestinal. Estos hallazgos
también revelaron que los microorganismos anaerobicos, especialmente los que habitan en el
colon, obtenian energia mediante la fermentacion de sustratos alimentarios, y esta investigacion
ayudo a establecer el concepto de que ciertos alimentos o compuestos (mas alla de los
carbohidratos) desempefian un papel esencial en la configuracion y el mantenimiento de la
comunidad microbiana intestinal (Cheplin & Rettger, 1920). Posteriormente, Gibson &
Roberfroid (1995) introdujeron por primera vez el concepto de “prebidtico” como ingrediente
alimentario no digerible que es fermentado por los microorganismos intestinales y estimula
selectivamente el crecimiento y/o la actividad de una o un nimero limitado de bacterias en el
colon, lo que proporciona beneficios para la salud del huésped.

El concepto sigui6 evolucionando en los afios siguientes, incluyendo que solo estimulaban las
bacterias nativas o que eran alimentos fermentados que modificaban la microbiota
gastrointestinal (Rastall & Gibson, 2015; Roberfroid, 2007). En este contexto, en 2017 la ISAPP
redefinio los prebiodticos como “sustrato utilizado selectivamente por los microorganismos del
huésped que confiere un beneficio para la salud” (Gibson et al., 2017b). Hoy en dia, el debate
sobre la definicion de prebidticos continua, y la Asociacion Global de Prebioticos, un importante
centro de informacion e industria comprometido con la sensibilizacion sobre los prebidticos, sus
beneficios y la eficacia de los productos alimenticios que los contienen, propone un concepto
mas amplio de prebiodticos basado en las definiciones anteriores: “un compuesto o ingrediente

que es utilizado por la microbiota y que produce un beneficio para la salud o el rendimiento”,



dando pie a la implementacion de compuestos bioactivos como prebidticos (Deehan et al.,

2024).

2.3.1 Criterios de seleccion de prebioticos.

La seleccion de compuestos o ingredientes con potencial prebidtico debe basarse en criterios
cientificos que garanticen su funcionalidad, seguridad y evidencia de beneficio para la salud
(Deehan et al. 2024b).

El primer criterio es la resistencia a los procesos digestivos, que deben presentar resistencia a la
acidez gastrica, la hidrdlisis por enzimas de mamiferos y la absorcion gastrointestinal. Es
esencial verificarlo mediante métodos in vitro e in vivo para que sea aceptado como candidato
prebidtico (Ellegérd, Andersson, and Bosaeus 1997; Glenn R. Gibson et al., 2010) El segundo
criterio a mencionar es la fermentacion selectiva por bacterias beneficiosas en el colon, para
saber que el candidato prebiodtico ha sido consumido por el microorganismo se cuantifica en
funcion del tiempo utilizando métodos quimicos, fisicoquimicos o enzimaticos. Se recomienda
la fermentaciéon in vivo de carbohidratos no digeribles para estudios de laboratorio y con
animales (Parente et al., 2022). El tercer y cuarto criterio se abordan conjuntamente, ya que se
ha requerido la estimulacion selectiva del crecimiento y/o la actividad de las bacterias
intestinales y, a su vez, estan potencialmente asociados con la salud y el bienestar del huésped
(Valcheva and Dieleman 2016). El criterio final asume que los prebioticos deben ser capaces de
soportar las condiciones de procesamiento de los alimentos disponibles para el metabolismo
bacteriano en el intestino (Wang, 2009), y es importante que las condiciones de procesamiento
del alimento modelo al que se afaden los prebidticos presenten estabilidad para los
consumidores, ya que, cuando entran en contacto con la microbiota intestinal, los prebidticos
candidatos tienen una actividad positiva si son metabolizados correctamente por los probidticos
(por ejemplo, Lacticaseibacillus, Bifidobacterium, Akkermansia, etc.), pero no por otras
bacterias intestinales como las patdégenas (Sharma et al., 2023; Zhang et al., 2019). Asi, los
criterios para seleccionar un ingrediente alimentario como candidato a prebiotico se resumen en

la figura 2.



1. Resistencia a la 9 Fermentacion 3. Efectos 4. Estimulacion 3. Efit?\})é:]sgzd en
digestion en la parte : : . beneficos en la selectiva del .
. . por la microbiota . S condiciones de
superior del tracto intestinal salud del crecimiento de rocesamiento de
digestivo. ) huesped. probidticos. P alimentos

Figura 2. Requisitos para los posibles prebioticos (Markowiak and Slizewska 2017).

2.3.2 Fuentes prebidticas convencionales y de nueva generacion.

Los prebidticos han recibido atencion recientemente y se han implementado en el desarrollo de
alimentos funcionales (Neri-Numa et al., 2020). Los que maés interés despiertan y que se utilizan
por sus efectos beneficiosos para la salud son los carbohidratos no digeribles, como los
galactooligosacaridos (GOS) y los fructooligosacaridos (FOS), que son GRAS (Gibson et al.,
2017b; Kumar et al., 2015). Las investigaciones, los conceptos y los criterios de seleccion
recientes permiten la inclusion de nuevos prebioticos, entre los que se encuentran compuestos
bioactivos como los polifenoles, que han demostrado beneficios para la salud del huésped
(Nguyen et al., 2022). A continuacion se describe cada tipo de prebidtico (figura 3).

Los fructanos son polimeros naturales de fructosa que se utilizan en alimentos funcionales por
sus propiedades prebioticas y sus beneficios para la salud del organismo. Son compuestos
hidrosolubles de origen vegetal derivados de la sacarosa (Yoo et al., 2024). Se clasifican en dos
tipos segun su estructura: inulina (enlace f2—1), levan (enlace f2—6) y graminana (enlaces
B2—1 y B2—6) (Bartolomeo et al., 2013). Dentro del grupo mas amplio de los oligosacaridos,
los fructooligosacaridos (FOS), mas conocidos como FOS, que es el nombre comin de los
oligomeros de fructosa, son una serie de homologos derivados de la sacarosa, normalmente
designados con la férmula quimica GFn, que consisten en 1-kestosa (GF2), nistosa (GF3) y 1F-
B-fructofuranosil nistosa (GF4) con dos, tres y cuatro unidades de fructosilo unidas a la posicion
B-2,1 de la glucosa, respectivamente. Ademas, los galactooligosacaridos, conocidos
principalmente como GOS, son carbohidratos no digeribles compuestos por entre 3 y 10 0 més
moléculas de galactosa y una molécula terminal de glucosa. Se producen mediante la catélisis
de glicosidasas hidrolasas, normalmente con lactosa como sustrato, lo que da como resultado
una mezcla de GOS con diferentes niveles de polimerizacion (Panesar et al., 2018). Los
Xilooligosacaridos (XOS) son oligosacéridos lineales con unidades de d-xilosa unidas por
cuatro enlaces glicosidicos B-1, su grado de polimerizacion es de 2 a 12 y se componen de

xilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa, xilopentosa, xilohexosa y xilohepatosa (Palaniappan, Antony,



and Emmambux 2021). Las propiedades prebiodticas dependen de su estructura, el tipo de
azucares y el grado de polimerizacion (Riley et al., 2016). Ademads, los Quitooligosacaridos
(COS) son oligdomeros de quitosano formados por la hidrolisis del quitosano con enlaces
glicosidicos inestables, lo que se refiere a un grado de polimerizaciéon y un alto peso molecular
(Lodhi et al., 2014), los COS tienen una gran ventaja debido a su solubilidad y menor peso
molecular, lo que permite mdas aplicaciones bioldgicas, incluida la modulacion de la
composicion de la microbiota intestinal mediante el aumento de Bacteroides y la inhibicion de
Proteobacteria y Actinobacteria (Liu et al., 2020). Por otro lado, la lactulosa es un polisacarido
artificial compuesto por fructosa y galactosa, obtenido mediante la isomerizacion de la lactosa
(Karakan, Tuohy, and Janssen-van Solingen 2021), métodos para elaborar la lactulosa incluyen
técnicas quimicas, enzimaticas y de electrooxidacion (Ait-Aissa and Aider 2014). Es importante
mencionar que el interés por la lactulosa se debe a que es resistente a la hidrdlisis por los
disacéridos que se encuentran en el intestino humano, por lo que llega intacta al colon, donde
las bacterias probioticas, principalmente Bifidobacterium y Lacticaseibacillus, la metabolizan
selectivamente para formar 4cido lactico, dioxido de carbono, gas y AGCC (Panesar & Kumari,
2011). EL siguientes es el almidon resistente (RS), que son almidones y productos de
degradacion del almidén que no pueden ser absorbidos en el intestino delgado de huéspedes
sanos, el almidon con propiedades digestibles se fermenta facilmente en la microbiota intestinal,
produciendo lactato y acetato, mientras que el almidon resistente se fermenta mas facilmente,
produciendo butirato y acetato (Klostermann et al., 2024).

Hasta hace poco, el concepto se limitaba a ciertos carbohidratos no digeribles, pero en los
ultimos afios se ha ampliado para incluir otros candidatos, como los polifenoles de origen
vegetal ya que presentan un potencial significativo como prebidticos por sus complejas
estructuras quimicas y diversas actividades biologicas (Kesavan et al. 2018).

Los polifenoles son metabolitos quimicos secundarios y los principales contribuyentes a la
bioactividad antioxidante de las plantas, y son ricos en muchos alimentos vegetales, como frutas,
verduras, cereales, café y t¢ (Juanyun Chen et al., 2024; Mithul Aravind et al., 2021; Sayers,
Wijeyesekera, and Gibson 2021). Se caracterizan por tener un anillo aromético con uno o mas
grupos hidroxilo en su estructura quimica (Alves-Santos et al. 2020). Multiples estudios han
demostrado que su consumo puede modular favorablemente la composiciéon microbiana

intestinal, proliferando bacterias probidticas beneficiosas como Lacticaseibacillus,
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Bifidobacterium y Akkermansia, y al mismo tiempo inhibiendo microorganismos patdégenos o
proinflamatorios (Alves-Santos et al., 2020; Moorthy et al., 2020; Rodriguez-Daza et al., 2021;
Sayers, Wijeyesekera, and Gibson 2021). Una vez ingeridos, los polifenoles solo se absorben
parcialmente en el intestino delgado; una parte llega al colon, donde son metabolizados por la
microbiota intestinal en diversos compuestos bioactivos y estas transformaciones microbianas
generan metabolitos fendlicos y, de forma indirecta, promueven la produccion de AGCC, ambos
con propiedades antiinflamatorias, antioxidantes e inmunomoduladores (Zhang et al., 2023).
Los polifenoles se pueden clasificar en tres grupos principales: acidos fenolicos, no flavonoides
y flavonoides (incluidos antocianinas, procianidinas, etc). Dentro de esta clasificacion destacan
las procianidinas o taninos condensados que se forman mediante la polimerizacion de tres
unidades elementales de flavan-3-ol: (+) - catequinas, (-) - epicatequinas y sus derivados (Nie
& Stiirzenbaum, 2019; Silvan et al., 2020). Masumoto et al., (2016) reportaron que la ingesta de
procianidinas, un subgrupo especifico de polifenoles se asocid con un incremento significativo
en la abundancia de Akkermansia muciniphila.

Si bien estos hallazgos ponen en evidencia el potencial prebidtico de los polifenoles, se
requieren mas investigaciones in vitro e in vivo de compuestos aislados como las procianidinas

para confirmar su potencial funcional (Alves-Santos et al., 2020).
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Figura 3. Tipos de prebioticos convencionales y de nueva generacion.

2.4 Potencial prebiotico de las procianidinas

Las procianidinas (PC’s) o taninos condensados, uno de los polifenoles mas consumidos en la

dieta humana, se forman por la polimerizacion de tres unidades elementales de flavan-3-ol: (+)

- catequinas, (-) - epicatequinas y sus derivados (Figura 4) (Nie & Stlirzenbaum, 2019; Silvan

et al., 2020). Debido a las diferentes caracteristicas de sus enlaces, se dividen en procianidinas

de tipo A y B: los mondmeros unidos por enlaces éter en las posiciones C2-O-C7/C2-O-C5 y

C4-C8/C6 son de tipo A, por otro lado, los mondémeros unidos por un enlace de C4-C8 o C4-C6

son de tipo B y, finalmente, los enlaces C4-C8/C4—C6 son de tipo C, sus estructuras se muestran

en la figura 4 (Chen et al., 2024). Las procianidinas son una clase de compuestos polifenolicos

que se encuentran en los alimentos de origen vegetal y pueden extraerse de fuentes como la piel
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del cacahuete, la pulpa del café, las semillas de uva, las manzanas, el espino, las hojas de té, la
corteza de pino, la piel del lichi, etc. (Castillo-Olvera et al., 2022; Han et al., 2023; Liu et al.,
2020; Okino et al., 2021; Wang et al., 2023; Wong-Paz et al., 2021; Ye et al., 2022; Zhou et al.,
2022).

Aunque tradicionalmente se clasifican como antioxidantes y antimicrobianas, nuevas
investigaciones sugieren que las procianidinas pueden ser moduladoras selectivas de la
microbiota intestinal, lo que ofrece un mayor potencial de beneficios para la salud, inflamacioén
intestinal y la funcidn de barrera (Redondo-Castillejo et al., 2023). El consumo de procianidinas
previene la obesidad y modifica la composicion de la microbiota intestinal (Zheng et al., 2018).
Se confirmé que el consumo de procianidina tipo B2 reduce el aumento de peso y mejora la
resistencia a la insulina en ratones obesos y diabéticos, y disminuye significativamente las
bacterias Bacteroidetes en la microbiota intestinal, al mismo tiempo que mejora la microbiota
intestinal, aumentando significativamente las proporciones de 4. muciniphila (Xing et al.,
2019). De igual forma se ha demostrado que las procianidinas de tipo A no solo mejoran la
integridad de la barrera intestinal y reducen los marcadores inflamatorios, sino que también
promueven el crecimiento de bacterias beneficiosas como Lacticaseibacillus, Bifidobacterium,
A. muciniphila, Lachnospiraceae y Roseburia (Huang et al., 2022; Liu et al., 2022; Man et al.,
2020.; Tuohy et al., 2012; Zheng et al., 2018). El metabolismo microbiano de las procianidinas
desempefia un papel importante en su funcionalidad, ya que la mayoria de las procianidinas no
se absorben en el intestino delgado y llegan al colon, donde son degradadas por las bacterias
intestinales en metabolitos fenolicos bioactivos, como los acidos valerolactonicos y los acidos
fenolicos, que estan asociados con efectos antioxidantes, antiinflamatorios y reguladores del

metabolismo (Ou et al., 2014).
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Figura 4. Unidades monoméricas de procianidina: a) (+) — catequinas, b) (-) — epicatequinas,
¢) PC’s tipo A, d) PC’s tipo B y PC’s tipo C e) (Silvan et al., 2022)
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2.4.1 Procianidinas de pulpa de café.

Las procianidinas son una clase de compuestos polifenolicos distribuidos en la naturaleza, se
encuentran principalmente en frutas, semillas, corteza y diversos coproductos agroindustriales,
como la cascara de litchi y la pulpa de café (Valencia-Hernandez et al. 2021; Yang et al. 2021).
La pulpa de café, que representa hasta un 40 % del peso seco del fruto, ha sido identificada
como una fuente particularmente rica en PC’s. Los estudios de caracterizacion estructural han
demostrado que las PC’s presentes en este material estan formadas principalmente por unidades
de (-)-epicatequina unidas por enlaces C4-C8 y C4-C6, con grados de polimerizacion promedio
entre 6 y 9 (Ramirez-Coronel et al., 2004; Wong-Paz et al., 2021). Estas caracteristicas
estructurales son importantes, ya que el grado de polimerizacion influye tanto en la bioactividad
como en la biodisponibilidad.

La caracterizacion mediante técnicas avanzadas como HPLC-ESI-MS, floroglucindlisis y
tioglucolisis han revelado la presencia de dimeros, trimeros y pentameros, incluyendo un
trimero tipo A (m/z 863), descrito por primera vez en pulpa de café por (Wong-Paz et al. 2021).
Estos compuestos presentan una estructura quimica basada en flavan-3-oles con enlaces
interflavanicos que determinan su capacidad antioxidante y su posible resistencia a la digestion
intestinal, permitiendo su llegada al colon donde pueden modular la microbiota intestinal
(Véazquez-Nuiiez et al. 2025).

El rendimiento, la estabilidad y la bioactividad relativamente altos de estos compuestos hacen
de la pulpa de café una materia prima atractiva para estudios in vitro destinados a explorar

efectos prebidticos y otros beneficios para la salud.
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3. Justificacion

Los polifenoles son compuestos bioactivos de gran interés cientifico por su capacidad de
modular la microbiota intestinal y su efecto prebiotico. Estos metabolitos secundarios estan
ampliamente distribuidos en fuentes vegetales como los coproductos agroindustriales, dentro de
los que destaca la pulpa de café que ha despertado un interés creciente como fuente sostenible
de polifenoles. Estos polifenoles pueden favorecer el crecimiento y la actividad de
microorganismos beneficiosos, contribuyendo al mantenimiento de la salud intestinal. No
obstante, gran parte de la evidencia se base en el uso de extractos, lo que dificulta atribuir los
efectos observados a compuestos especificos. Su aprovechamiento permite atender
problematicas ambientales relacionadas con la generacion de residuos contaminantes, a la vez
que se le da un valor agregado. En este sentido, se presenta la oportunidad de realizar
investigaciones empleando polifenoles aislados y purificados, particularmente en ensayos in
vitro. Es por ello, que la presente investigacion busca estudiar de manera unitaria los polifenoles
purificados de la pulpa de café como posibles moduladores de probiodticos en ensayos in vitro

simulando la digestion oro-gastrointestinal.
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4. Hipotesis

Las procianidinas (PC’s) extraidas de la pulpa de café (Coffea arabica) presentan efecto como
moduladores del crecimiento probidtico bajo simulacion del transito oro-gastrointestinal in

vitro.

17



5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de procianidinas purificadas como moduladores del crecimiento probidtico

bajo simulacion oro-gastrointestinal in vitro.

5.2 Objetivos especificos

1. Extraer y purificar procianidinas a partir de la pulpa de café.
2. Evaluar efecto de las procianidinas como modulador en el crecimiento probidtico.
3. Simular el transito oro-gastrointestinal in vitro de las procianidinas y su efecto sobre el

crecimiento probidtico.
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6. Materiales y métodos

6.1 Recoleccion y preparacion del material vegetal.

La pulpa de café fresca se obtuvo del municipio de Xilitla, S.L.P., México en agosto del 2023 y
fue trasladada inmediatamente al Laboratorio de Investigacion de Alimentos (FEPZH —
UASLP). La muestra se deshidraté en un horno convencional 40°C durante 72 h. Posteriormente
se molio hasta obtener un polvo fino y se almacen6 en bolsas herméticas cerradas en condiciones

de oscuridad hasta su uso.

6.2 Extraccion asistida por ultrasonido (EAU) de procianidinas

La extraccion de procianidinas se llevd a cabo segiin la metodologia descrita por Ramirez-
Coronel et al., (2004), Wong-Paz et al., (2021) y Valencia-Herndndez et al., (2025). La
extraccion se realizé utilizando 1 L de acetona acuosa como disolvente (70 % v/v) y 100 g de
pulpa de café seca. El método aplicado consistié en la sonicacion en un bafio ultrasénico a
40kHz (Branson) a temperatura ambiente durante 10 minutos. El extracto de acetona se filtro

con un filtro de papel Whatman No. 1 y se concentrd por evaporacion al vacio a 50 °C.

6.3 Purificacion de procianidinas con columna de Sephadex LH-20.

La recuperacion de fracciones de procianidinas a partir de extractos crudos se realizo utilizando
el método Sephadex LH-20 (Zhou et al., 2011, 2014). En primer lugar, los extractos crudos
concentrados se pasaron a través de una columna empaquetada con Sephadex LH-20
(previamente equilibrado con agua). Posteriormente, se realizé la elucion en la columna
utilizando los siguientes disolventes: agua (400 ml); etanol (350 ml); acetona acuosa (70 %, v/v)
(300 ml) para obtener la fraccion rica en procianidinas. Las fracciones se recuperaron
manualmente utilizando cada disolvente mencionado. La fracciéon de acetona se concentrd en
un rotaevaporador para eliminar el disolvente organico y se sometié a secado (40 °C, 24 h), y
luego se almaceno en viales para su posterior implementacion. Las fracciones de agua y etanol

se desecharon.

6.4 Determinacion de procianidinas (prueba de HCIl-butanol).

La determinacion del contenido de procianidinas se llevd a cabo mediante la técnica
ampliamente utilizada de HCl-butanol (Porter, Hrstich, and Chan 1985). Primeramente, se
afiadieron 250 pl de muestra junto con 1.5 ml de HCl-butanol y 50 pl de reactivo férrico, se

agitd la mezcla de reaccion en un vortex y se colocd en un bafio de agua a 95 °C durante 40
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minutos. Se dejo enfriar durante 30 minutos y, a continuacion, se leyo la absorbancia a una
longitud de onda de 550 nm. Tras la lectura, se determin6 el nimero de procianidinas utilizando

la curva estandar con el estandar de procianidina C1 (Wong et al., 2021).

6.5 Analisis HPLC-ESI-MS para caracterizacion de procianidinas.

Los analisis por cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa se realizaron en un
sistema Varian HPLC que incluye un muestreador automatico (Varian ProStar 410, EE. UU.),
una bomba ternaria (Varian ProStar 2301, EE. UU.) y un detector de PDA (Varian ProStar 330,
EE. UU.). También se utilizd un espectrometro de masas de trampa de iones de cromatdgrafo
liquido (Varian 500-MS IT Mass Spectrometer, EE. UU.), equipado con una fuente de iones de
electropulverizacion. Las muestras de PC’S se prepararon a 5g/L de las cuales se tomaron 5 pLL
y se inyectaran en una columna de Denali C18 (150 mm 2.1 mm, 3um, Grace, EE. UU.). La
temperatura del horno se mantuvo en 30 °C. Los eluyentes fueron 4cido férmico (0,2 %, v/v;
disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). Se aplico el siguiente gradiente: inicial, 3% B; 0-5
min, 9% B lineal; 5-15 min, 16% B lineal; 15-45 min, 50% B lineal. La columna se lavo y
reacondiciono. El caudal se mantuvo en 0,2 ml/min y la elucidn se controld a 245, 280, 320 y
550 nm. Todo el efluente (0.2 mL/min) fue inyectado en la fuente del espectrometro de masas,
sin division. Todos los experimentos de EM se llevaron a cabo en modo negativo [M-H]-1. El
nitrogeno se utilizé como gas nebulizador y el helio como gas amortiguador. Los pardmetros de
fuente de iones fueron: voltaje de pulverizacion 5.0 kV y, voltaje capilar y temperatura 90.0 V
y 350 °C, respectivamente. Los datos se recopilaron y procesaran utilizando el software MS
Workstation (V 6.9). Las muestras se analizaron en primer lugar en modo de barrido completo

adquirido en el rango m/z 50-2000 (Hernandez et al., 2025).

6.6 Cinéticas de fermentacion con cepas probidticas

Para la evaluacion del potencial probiotico, se utilizaron para la simulacion de fermentacion
coldnica las cepas: Bifidobacterium subsp. longum DSM20219 y Akkermansia muciniphila
DSMZ-22959 proporcionadas por la unidad de servicio de Alimentos Funcionales, del
Laboratorio Nacional Conahcyt para la evaluacion de productos Bioticos (LaNAEPBi)-TecnM-
Instituto Tecnologico de Durango. Estabas cepas se encontraban congeladas en una mezcla al
30 % V/V de glicerol. Para la reactivacion de B. longum se prepard caldo MRS 51g/L (Sigma-
Aldrich) y se suplement6 con 0.5 g/L de L-cisteina (Sigma-Aldrich). En el caso de 4.

muciniphila, se prepar6 como medio de cultivo 35.4 g/L. de caldo anaerobio basal (OXOID)
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enriquecido con 5 g/L de glucosa. Las cepas fueron incubadas en estufa de CO; a una
concentracion de 10% a 37 °C por 24 h.

Para realizar las fermentaciones fue necesario la formulacion de dos medios de cultivo
adecuados para cada cepa. Para B. longum se formul6 un medio de cultivo MRS compuesto por
10 g/L de peptona de caseina (MCD LAB), 8 g/L de extracto de carne (MCD LAB), 4 g/L de
extracto de levadura (MCD LAB), 2 g/L de fosfato de potasio dibasico (Sigma-Aldrich), 5 g/L
de acetato de sodio trihidratado (Fermont), 2 g/L de citrato de triamonio (Sigma-Aldrich), 0.2
g/L de sulfato de magnesio heptahidratado (MEYER), 0.384 g/L de sulfato de manganeso
monohidratado (MEYER), 1 mL/L de Tween 80 al 0.01% (MEYER), 0.5 g/L de L-cisteina
(Sigma-Aldrich) y 5 g/L de las PC’S como fuente de carbono. Para la cepa de A. muciniphila se
formul6 un medio compuesto por 35.4 g/L de caldo anaerobio basal (OXOID) y 5 g/L de las
PC’s. Ambos medios se esterilizaron a 15 psi durante 15 min. Estas fermentaciones se llevaron
a cabo con un volumen de trabajo de 1mL y fueron inoculadas con 10% de cada cepa con un
crecimiento de 12 h. Los cultivos fueron incubados en una atmédsfera de 10% de CO2 a 37°C
durante 48 h. Estas fermentaciones se realizaron por duplicado.

Durante la fermentacion, se realiz6 la evaluacion del cambio de pH y cinéticas de crecimiento
por la técnica de cuenta viable por microgota en placa (Tong, 2012) a las 0, 24 y 48 h. Las placas
Petri, fueron preparadas con 51 g/L de medio de MRS (Sigma-Aldrich), 0.5 g/L de L-cisteina
(Sigma-Aldrich) y 13 g/L de agar bacteriologico (MCD LAB) para B. longum,; mientras que
para A. muciniphila se utilizaron 35.4 g/L de caldo anaerobio basal (OXOID), 5 g/L. de glucosa
y 12 g/L de agar bacteriologico (MCD LAB). Las placas una vez inoculadas se incubaron a 37
°C, 10% de CO: por 48 h.

6.7 Evaluacion del potencial prebidtico de las PC’s

6.7.1 Pretratamiento de digestion in vitro

La digestion de las procianidinas se llevo a cabo siguiendo el método de simulacion del transito
oro-gastrointestinal in vitro propuesto por Bove et al., (2012) con ligeras modificaciones.

Para emular el efecto de la saliva, se agregd lisozima obtenida de la clara de huevo de gallina
(Sigma-Aldrich) (0.15 g/L), a una solucién electrolitica gastrica con 500 mg de la muestra de
PC'’s. Posteriormente, se recred el ambiente gastrico incorporando pepsina (Sigma-Aldrich) (3

g/L). El pH se ajusté mediante adiciones sucesivas de HCl 2 M o NaHCO3 1 M, segtn fuera
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necesario, hasta alcanzar un pH de 3, y se incubd bajo agitaciéon a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, la solucion se ajusté a pH 2 y se incub6 durante otros 30 minutos.

Para simular el entorno intestinal, se introdujeron sales biliares (3 g/L) y pancreatina (1 g/L)
(Sigma-Aldrich). El pH de la solucion se ajustd a un rango de 6.5 a 6.7 y se incub6 bajo las
mismas condiciones durante 1 hora. Finalmente, se emul6 el proceso de absorcion en el intestino
delgado diluyendo las muestras en una solucion electrolitica intestinal, donde se mantuvieron
en incubacion durante 30 minutos, en las mismas condiciones de agitacion y temperatura.

Una vez finalizada la simulacion, la solucion del digerido de las PC’s se recuperaron por
centrifugacion a 6000 rpm durante 5 minutos y se sec6 a 30 °C en una estufa de conveccion por
24 h. A estas PC’s-dig obtenidas se les realiz6 un andlisis de caracterizacion por HPCL-ESI-MS
descrito en la seccion 6.5 y posteriormente fueron utilizadas como fuente de carbono de las
cepas probidticas seleccionadas. Para esto, se procedid a desarrollar una nueva cinética de
fermentacion bajo las condiciones descritas anteriormente (seccion 6.6), con ligeras
modificaciones, siendo esta vez la cuantificacion por medio de la cuenta viable por microgota
con los siguientes tiempos de 0, 3, 6, 9, 12, 24 y 48 h. Adicionalmente se cuantificaron la
cantidad de procianidinas por medio de la técnica de HCI-butanol a las 0 y 48 h de la cinética.
En el tiempo final de esta fermentacion a las 48 h se tomd 1 mL de cada cultivo por triplicado
para la cuantificacion de AGCC por medio de UPLC-MS-TQS, se conservaron en congelacion
a -20 °C hasta su analisis.

Por ultimo, se determinaron los pardmetros cinéticos de crecimiento de B. longum y A.
muciniphila, a los que se aplico el modelo de Gompertz, utilizado para describir el crecimiento
microbiano (Menchetti et al., 2020). Este modelo permitié estimar pardmetros clave como la

tasa de crecimiento especifico maxima. El modelo matematico utilizado fue:

Y = YM*(Y0/YM) *exp(-K*X))
donde:
* YO0 es la poblacién inicial (mismas unidades que Y)
*  YM es la poblacion maxima (mismas unidades que Y)
» K determina el tiempo de retraso (inverso de las unidades de tiempo X)

* 1/Kes el valor X del punto de inflexion
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Los datos experimentales se ajustaron al modelo mediante regresion no lineal utilizando el

software Prism 9.

6.8 Cuantificacion de la produccion de Acidos Grasos de Cadena Corta (AGCC).

Para la cuantificacion de AGCC se llevo a cabo una derivatizacion de las muestras de acuerdo
con el método propuesto por Han et al., (2015). Se tomo6 una alicuota de 40 uL de la muestra a
una concentracion de 5g/L y se le adicionaron 20 pL de una soluciéon 200 mM de 3
nitrofenilhidrazina (3NPH) y 20 pL de una solucion 120 mM de N-(3-dimetilaminopropil)-N-
etilcarbodimida (EDC) (el EDC se disuelve en una solucion de piridina al 6%). Esta mezcla de
80 pL se incub6 a 40°C durante 30 minutos en un bafio seco. Posteriormente se colocaron en
hielo durante 1 minuto para luego adicionar 120 pL de una mezcla acetronitrilo: agua (1:10).
Por ultimo, la muestras se filtraron con acrodiscos de PVDF, 13 MM 0.45 pm y se colocaron en
viales con septa pre-horadada para su inyeccion en el equipo de cromatografia.

La cuantificacion de los acidos grasos de cadena corta se llevo a cabo en un sistema de Acquity
UPLC (Agua Corp., Milford, MA, EE. UU.) acoplado a un espectrometro de masas con tindem
Xevo TQ-S triple cuadrupolo (Waters Corp. Milford, Massachusetts, USA.). El sistema LC esta
equipado con un colector de muestra (20 °C) y bomba de sistema binario. Para la separacion
cromatografica se utilizo una columna HSS C18 SB (2.1 x 100 mm, 1.7 pm) empleando como
fase movil: solvente “A” agua con acido formico (100:0.01 v/v) y solvente B acetonitrilo con
acido férmico (100:0.01, v/v). La velocidad de flujo fue de 0.35 mL/min, la temperatura de la
columna fue de 40 °C. Se inyectaron muestras de 0.2 pL.

La concentracion de los AGCC (acetato, propionato, butirato, y valerato) se cuantifico por

medio de curvas estandar elaboradas a partir de soluciones patron de concentracidon conocida.

6.9 Evaluacion de la actividad antibacteriana de las procianidinas contra la bacteria

Salmonella ser Typhirium (ATCC 14028).

Para la evaluacion de la capacidad antibacteriana de las procianidinas purificadas y digeridas,
se prepararon dos soluciones con DMSO (30% v/v) a concentraciones de 5 y 10 g/L, para
posteriormente someterse al ensayo contra una de las bacterias patdgenas mas comunes en la
microbiota intestinal, proporcionada por el Laboratorio de Investigacion de Alimentos de la
FEPZH-UASLP y correspondiente a la coleccion de microorganismos del Laboratorio Estatal

de Salud Publica (COEPRIS). Una asada de la bacteria Salmonella ser Typhirium (ATCC
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14028), fue inoculada en 5 mL en caldo nutritivo y se incubo a 35°C durante 24 h para su
revitalizacion. Una vez activada la bacteria se inoculo una asada en placas de agar Muller Hinton
y se incubo a 35°C por 24 h nuevamente. Posteriormente se tomaron una asada de inoculo y se
transfirieron a tubos de vidrio con 5 mL de solucion salina (0.855) hasta alcanzar una turbidez
cercana a 0.5 segin la escala de Mac Farland (1.5 x 108 UFC/mL) medida en un
espectrofotometro. Finalmente se llevo a cabo la determinacion de la actividad antibacteriana
contra S. typhi utilizando el método de difusion en disco por triplicado. Se prepararon de nuevo
placas de agar Muller Hinton y se inocularon con la suspension previamente ajustada de cada
indculo en toda la superficie (césped), utilizando un hisopo estéril. A continuacion, se colocaron
en las placas de agar los discos de papel filtro estéril impregnados con las concentraciones de
las PC’s purificas y digeridas a 5 y 10 g/L. Tras 15 minutos de reposo, las placas inoculadas se
incubaron a 35°C durante 24 h. Se utilizaron discos de papel filtro con DMSO (10 y 30% v/v)
como control negativo y ampicilina (5 y 10 g/L) como control positivo. Tras 24 h de incubacion
a 37°C, se midio el radio de los halos de inhibicidon y se expresé en mm de inhibicioén (Cockerill,

2012).
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7. Resultados y discusion

7.1 Purificacion y determinacion de procianidinas (PC’s)

Las PC’s se obtuvieron a partir de pulpa de café seca mediante un proceso de extraccion y
purificacion cromatografica, utilizando una columna empaquetada con Sephadex LH-20. Esta
metodologia se basé en estudios descritos por Ramirez-Coronel et al., (2004) y Wong-Paz et al.,
(2021), con modificaciones en las condiciones de elucion y el volumen de disolvente. Durante
la purificacion, se aplicaron tres fases de elucion sucesivas: agua, etanol y acetona al 70 %,
siendo esta ultima, la fraccion de interés debido a su contenido reportado de procianidinas
(Wong-Paz et al., 2021). La cuantificacion se realizdé mediante el método colorimétrico HCI-
butanol, una prueba especifica para la deteccion de flavan-3-oles condensados. De los resultados
obtenidos por cada 100 g de pulpa de café se obtuvieron 32 mg de fraccién de acetona que
corresponde a las PC’s purificadas (0.32% respecto al peso seco de la pulpa de café). De esta
fraccion se prepard una muestra a 500 ppm a la cual se le realiz6 la reaccion de HCl-butanol
resultando en 490.35 mg PC-1/L (96 % de pureza) de las PC’s. Del mismo modo, Wong-Paz et
al., (2021) lograron una fraccion con un 98 % de pureza de procianidinas implementando
extraccion asistida con ultrasonido. Recientemente Bamikale et al., (2025) reportaron una
pureza del 98.9 % pero implementado un método hibrido de extraccion (extraccion asistida por
microondas y ultrasonido). Por tanto, el porcentaje de pureza en esta investigacion es similar a
lo reportado en diversos estudios, comprobando la eficiencia del método de extraccion y
procesos de purificacion.

Por otro lado, aunque el rendimiento mencionado puede parecer bajo, es coherente con informes
previos sobre matrices vegetales ricas en polifenoles, especialmente cuando se utilizan métodos
de purificacion especificos que eliminan otros compuestos no fendlicos. Por ejemplo, Ramirez-
Coronel et al., (2004) informaron proantocianidinas a partir de pulpa de café fresca del 0.48%,
determinado por cromatografia de alta resolucion. De forma similar Valencia-Hernandez et al.,
(2025b) describieron rendimientos entre 0.25 y 0.52% en funcidn del solvente utilizado (etanol
o acetona acuosa) y del grado de polimerizacion de las PC’s. Mas recientemente Bamikale et
al., (2025) optimizaron un proceso hibrido de extraccion por microondas y ultrasonido,
alcanzado una recuperacion del 0.61% de PC’s totales en base seca. En este contexto, el
rendimiento del 0.32% reportado en este estudio se ubica dentro del rango inferior pero

comparable con valores reportados en la literatura, considerando ademas que el proceso priorizo
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la selectividad y pureza del extracto sobre la cantidad total recuperada, por lo que el rendimiento
obtenido refleja una extraccion selectiva para obtener compuestos de alta pureza sobre el

volumen total recuperado.

7.1.2 Analisis de procianidinas mediante HPLC-ESI-MS.

La fraccion de acetona (70%) después de la purificacion en Sephadex LH-20 se analizo mediante
HPLC-ESI-MS para identificar los pesos moleculares (m/z) y los tiempos de retencion (t;) de
las PC’s presentes en la muestra. La identificacion de los compuestos se basé en el analisis de
masas y en los datos cientificos de la literatura existente. Como se muestra en la tabla 1, en la
fraccion de acetona al 70% se detectaron dos iones destacados. El primero, con una carga
molecular de 863 m/z y un t; de 34.7 minutos, correspondiente al trimero de PC’s tipo A. El
segundo con 865 m/z y un t; de 34.9 minutos, indica la presencia de la PC’s CI1.

Estos hallazgos ponen en relieve la presencia de diferentes tipos de PC’s en la fraccion
implementada para este estudio. Investigaciones anteriores han documentado la extraccion,
purificacion parcial y caracterizacion de las PC’s de la pulpa de café utilizando HPLC-ESI-MS,
lo que respalda los hallazgos de este estudio (Bamikale et al. 2025; Valencia-Hernandez et al.
2025a; Wong-Paz et al. 2021). Se ha reportado que los trimeros de PC’s poseen una serie de
actividades bioldgicas, entre las que se incluye la neuroproteccion, propiedades
anticancerigenas, efectos analgésicos, antiinflamatorias, antimicrobianas y antioxidantes (Qiao

et al. 2020a, 2020b; Wen et al. 2022).

Tabla 1. Caracterizacion e identificacion mediante HPLC-ESI-MS/MS de las principales

procianidinas oligoméricas presentes en la fraccion de acetona purificada con Sephadex LH-20.

tr (min) Masa-carga (m/z) Compuesto tentativo
34.7 863 Trimero de procianidina tipo A
34.9 865 Procianidina C1
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7.2 Evaluacion de las procianidinas purificadas como moduladores en el crecimiento
probidtico.

Los resultados de la tabla 2 muestran el efecto de las PC’s purificadas como moduladores del
crecimiento probiotico de B. longum y A. muciniphila a las 0 y 48 horas de incubacién, en
comparacion con la glucosa como fuente unica fuente de carbono. En términos del logaritmo de
unidades formadoras de colonias (Log UFC/mL) para ambos casos, el crecimiento de B. longum
con PC’s paso de 8.014+0.02 a 8.204+0.00, equivalente a un incremento de 0.190
(5.70x107 UFC/mL), menor a lo obtenido con glucosa de 7.935+0.05 a 8.477+0.00, con
incremento de 0.542 (2.14x10% UFC/mL). Por otro lado 4. muciniphila mostro un aumento de
8.121 + 0.07 a 8.881 + 0.002, correspondiente a 0.760 (6.28x10%® UFC/mL), mayor a los
resultados con glucosa de 7.418+0.007 a 7.999+0.04, con incremento de 0.581
(7.35x107 UFC/mL). Estos resultados evidencian un efecto de las PC’s como promotoras del
crecimiento microbiano probidtico en mayor medida sobre A. muciniphila comparado con el
sustrato convencional glucosa.

El comportamiento observado sugiere que las PC’s pueden ser metabolizadas para generar
condiciones favorables para el crecimiento de las bacterias probidticas. Estos resultados son
relevantes porque, segin estudios previos, la mayor parte de la investigacion sobre polifenoles
y microbiota se ha enfocado en extractos complejos (como de cacao, te, manzana o uva) pero
no en PC’s purificadas (Rodriguez-Daza et al., 2021; Shoji, Masumoto, and Miura 2024). La
evidencia actual indica que los polifenoles, incluidos los compuestos tipo PC’s, pueden servir
como compuestos selectivos para géneros beneficiosos como Bifidobacterium y Akkermansia,
promoviendo la proliferacion y posiblemente la produccion de metabolitos fermentativos
beneficiosos para el huésped (Alves-Santos et al., 2020).

En cuanto al pH, se observo un descenso moderado en ambos casos con PC’s de 5.920+0.01 a
5.403+0.01 para B. longum y de 5.897+0.001 a 5.783+0.001 para A. muciniphila. Cuando las
bacterias probidticas fermentan compuestos o carbohidratos complejos, el descenso de pH suele
ser menor comparado con azlicares simples como la glucosa. El cambio de pH con glucosa como
fuente de carbono para B. longum fue de 5.550+0.01 a 3.823+0.01 y para 4. muciniphila de
6.017+0.06 a 4.243+0.01. Esto se debe a que la fermentacion de carbohidratos o compuestos
complejos tiende a generar menos acido lactico y mas AGCC (acetato, propionato o butirato)
los cuales modifican en menor medida el pH de una solucidon (Garcia-Nufiez et al., 2022;

Macfarlane and Macfarlane 2003; Reichardt et al., 2018).
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Dado que no se ha encontrado informacion sobre estudios de la accion prebidtica directa de
PC’s extraidas de la pulpa en estas cepas probioticas, estos resultados adquieren un valor
exploratorio importante representando una primera evidencia experimental de que las PC’s
purificadas de la pulpa de café pueden estimular el crecimiento de probiodticos que son clave en
la salud intestinal humana. Esto justifica la continuacion de la investigacion hacia la evaluacion

del efecto prebidtico de las PC’s tras la digestion oro-gastrointestinal in vitro.
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Tabla 2. Efecto de los PC’s purificadas como moduladores del crecimiento probidtico por B. longum y A. muciniphila.

Log UFC/mL pH
Bacteria Fuente de Carbono
Oh 48 h A Oh 48 h
de biomasa
PC’s 8.014 +0.02 8.204 = 0.00 0.190 5.9+0.01 5.4+0.01
B.1
ongum Glucosa 7.935 4 0.05 8.477 + 0.00 0.542 5.5+ 0.00 3.8+ 0.01
PC’s 8.121+0.07 8.881 + 0.02 0.760 58+0.01 5.7+0.01
A. muciniphila

Glucosa 7.418 +0.07 7.999 + 0.04 0.581 6.0 + 0.06 42 +0.01
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7.3 Simulacion del transito oro-gastrointestinal in vitro de las procianidinas y su efecto
prebiotico.

7.3.1 Simulacion del transito oro-gastrointestinal in vitro

La simulacion del transito oro-gastrointestinal in vitro se llevo a cabo con el fin de evaluar la
estabilidad y el comportamiento de las PC’s purificadas frente a condiciones fisioldgicas
simuladas del proceso digestivo humano. Para ello, se adicionaron 500 mg de PC’s purificadas
en la simulacion in vitro y, tras finalizar la digestion, se recuperaron 435 mg del material seco.
De manera visual, no se observaron perdidas apreciables ni cambios notorios en el aspecto del
extracto, lo que sugiere que las PC’s presentan una alta resistencia a la degradacion directa bajo
condiciones del modelo empleado (figura 5). No obstante, es reconocido que los polifenoles de
estructura compleja pueden sufrir transformaciones parciales durante la digestion
gastrointestinal, principalmente por la accion de las enzimas, el pH variable y las sales biliares.
Estas modificaciones pueden incluir reordenamiento en enlaces interflavanicos, oxidacion o
despolimerizacion parcial, sin que necesariamente ocurra una pérdida total del compuesto o de
su actividad bioldgica (Cavia et al. 2023; Tagliazucchi et al. 2010).

Por lo tanto, aunque la masa final recuperada no muestra una disminucion significativa respecto

a la inicial, es probable que ocurran cambios intra e intermoleculares en la estructura de las PC’s

empleadas. Dichas transformaciones fueron estudiadas por medio del HPLC-ESI-MS.

g L

4

L1 2 joq. B 4 5

Y
Fase oral Fase gastrica Fase intestinal

Figura 5. Simulacion del transito oro-gastrointestinal in vitro.
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7.3.2 Propuesta del metabolismo y cambio en la estructura de las procianidinas antes y

después de la digestion oro-gastrointestinal in vitro por HPLC-ESI-MS

Para la caracterizacion por medio del HPLC-ESI-MS se emplearon PC’s purificadas (figura 6A)
y PC’s sometidas a la digestion oro-gastrointestinal in vitro (figura 6B). Ambas muestras se
prepararon a una concentracion de 5000 ppm, la cual fue seleccionada en funcién de la cantidad
a implementar en los ensayos posteriores en la evaluacion de la modulacion de bacterias
probioticas. Los perfiles obtenidos permiten comparar los cambios estructurales de las PC’s
antes y después de la digestion, con el objetivo de comprender como estas transformaciones
pueden influir en su biodisponibilidad y en el potencial de ser aprovechadas por la microbiota
intestinal.

Las PC’s estan compuestas por unidades de catequina y epicatequina; cuando se ingieren, se
someten a un metabolismo extenso en el tracto intestinal antes de su absorcion. Su destino
metabolico estd influenciado por el grado de polimerizacion, la interaccidon con la microbiota
intestinal y las transformaciones enzimaticas (Dasiman et al., 2022). Como se report6 en la
seccion 7.1.2, las PC’s purificadas fueron caracterizadas por medio del HPLC-ESI-MS donde
se identificaron la presencia de 2 tipos de PC’s, la primera con una carga molecular de 863 m/z
y un t;de 34.7 minutos, correspondiente al trimero de PC’s tipo A. El segundo con 865 m/z y un
t: de 34.9 minutos, indica la presencia de la PC’s C1.

Con base en la literatura cuando se ingieren este tipo de procianidinas, se ha reportado que estas
presentan un complejo proceso metabolico a través del tracto digestivo, aunque hasta la fecha
no esté esclarecido su proceso de transformacion en su totalidad. Se cree que inicialmente, en
la cavidad bucal, los procesos de hidrdlisis estan mediados por enzimas salivales como la
lisozima, que liberan formas mas simples, aunque la estructura polimérica principal permanece
estable (Shoji, Masumoto, and Miura 2024). A continuacion, en el estdmago, en un entorno
acido (pH 2), se ha reportado que se produce una hidrdlisis limitada y/o autooxidacion, lo que
produce una despolimerizacion parcial de las procianidinas, como demuestran los estudios que
informan de su estabilidad en condiciones gastricas simuladas (Rios et al., 2002; Yongchuang
Zhang et al., 2025). Al llegar al intestino delgado, se produce una hidrélisis enzimatica
adicional, que libera monémeros, procianidinas metiladas y formas conjugadas, algunas de las
cuales atraviesan la barrera intestinal y pasan a la circulacion portal y sistémica, mientras que la

mayoria continta su transito hacia el colon (Han et al., 2023). El intestino grueso se convierte
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en el principal lugar de metabolizacion, donde las procianidinas no absorbidas se someten a
fermentacion por bacterias beneficiosas para ejercer un efecto de mejora en la salud en el
huésped y, durante este proceso, se degradan en metabolitos fendlicos de bajo peso molecular,
como acidos fenilacéticos, acidos valerolactonicos y acidos fendlicos simples (Ou et al., 2014;
Yaxiong Wang et al., 2025).

Interesantemente, tras la digestion oro-gastrointestinal in vifro, en esta investigacion, el
cromatograma obtenido evidencia cambios significativos en el perfil de las PC’s (Figura 7B).
Los picos principales caracteristicos de las PC’s se ven disminuidos de manera importante con
la aparicion de nuevas sefiales con tiempos de retencion distintos, desafortunadamente los
nuevos compuestos generados (biotransformados) no se pudieron ionizar bajo las condiciones
estudiadas en el HPLC-ESI-MS, lo que indica que las condiciones enzimaticas y el ambiente
gastrico promovieron la biotransformacion de las PC’s purificadas (Anexo 1).

La figura 7 resume este proceso: comienza con la ingestion de alimentos ricos en procianidinas,
pasa por las etapas de hidrolisis salival y gastrica, seguida de la absorcion parcial en el intestino
delgado y, finalmente, la fermentacion activa en el colon, donde se generan metabolitos
fenolicos que pueden ser absorbidos, metabolizados en el higado, distribuidos en la circulacion
general o excretados en la orina. Los metabolitos resultantes no solo aumentan la
biodisponibilidad de los polifenoles, sino que también ejercen funciones antioxidantes y
antiinflamatorias y confirman el efecto prebidtico, lo que repercute positivamente en la
composicion de la microbiota intestinal al proliferar bacterias beneficiosas que mejoran la salud
del huésped (Niwano et al., 2022).

En conjunto, este metabolismo brinda importancia al tener en cuenta no solo la estructura inicial
de las PC’s, sino también sus productos de fermentacion microbiana como factores clave en su
efecto prebidtico y sus beneficios para la salud humana. Aun queda mucho por investigar sobre
el metabolismo de las PC’s en el tracto intestinal, lo que da lugar a futuras investigaciones para
dar continuidad a trabajos anteriores con el fin de comprender la biotransformacion de las PC’s
cuando son consumidas y absorbidas por la microbiota intestinal.

No obstante, aunque la presente investigacion respalda la biotransformacion de las PC’s durante
la digestion, persisten interrogantes sobre los mecanismos exactos de transformacion y la
contribucion especifica de cada metabolito en la modulaciéon microbiana. Se requieren mas

estudios que integren modelos dindmicos de digestion in vitro e in vivo, junto con andlisis
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metabolomicos avanzados, para comprender en detalle como estas transformaciones impactan

en la biodisponibilidad y la relacion con bacterias intestinales de interés.
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Figura 6. Cromatogramas por HPLC-ESI-MS de PC'’s purificadas (A) y PC’s después de la

digestion in vitro (B) en concentracion de 5000 ppm.
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Figura 7. Propuesta de la biotransformacion de las procianidinas en el huésped.
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7.3.3 Efecto prebiotico de las PC’s digeridas en el crecimiento de bacterias probioticas.

La evaluacion del efecto prebidtico de las PC’s digeridas (PC’s dig) se llevd a cabo
comparandolas con una fuente prebiotica ya reconocida como lo es la inulina y una fuente de
carbono convencional, la glucosa, frente a las bacterias Bifidobacterium longum 'y Akkermansia
muciniphila. Este enfoque permitié determinar la capacidad de las PC’s dig para modular el
crecimiento probiodtico y compararlas contra un prebidtico ampliamente reconocido.

En el caso de B. longum, se registr6 un incremento en el crecimiento bacteriano desde 7.97+0.05
a 8.94+0.02 Log UFC/mL tras 12 h de fermentacion con PC’s dig, correspondiente a un aumento
de aproximadamente 1.0 Log UFC/mL (7.78x10% UFC/mL), equivalente a un incremento de
casi 10 veces la biomasa bacteriana inicial. Este valor es menor al alcanzado con inulina de 1.30
Log UFC/mL (5.58 x108 UFC/mL), y superior al obtenido con glucosa de 0.75 Log UFC/mL
(3.92 x108 UFC/mL), lo que sugiere que las PC’s dig pueden estimular el crecimiento de B.
longum similarmente que con la inulina un prebidtico reconocido en el mercado. El pH
descendi6é de 6.48+0.01 a 5.79+0.01 con las PC’s dig, de manera similar de 6.70+0.01 a
5.96+0.00 para la inulina, indicando la produccién de AGCC propios de la fermentacién cuando
se implementan compuestos complejos (Reichardt et al., 2018). Por otro lado, el descenso fue
mas pronunciado para la glucosa de 5.55 + 0.00 a 3.82 + 0.01 indicando la presencia de acido
lactico que es caracteristico para acidificar este tipo de fermentacion, pero no para una mayor
produccion de metabolitos benéficos (Tabasco et al., 2011). Asimismo, se observé un consumo
del 70% de las PC’s dig iniciales de 505 a 151 mg/mL en la modulacion del crecimiento de B.
longum al tiempo final de la fermentacion (Tabla 3).

Para A. muciniphila, se observé un efecto mas pronunciado. El crecimiento bacteriano con PC’s
dig aumento desde 7.3340.07 hasta 9.00+0.008 Log UFC/mL en 12 h, alcanzando una biomasa
de 1.70 Log UFC/mL (9.79 x10% UFC/mL), la mas alta entre los tratamientos evaluados, y
superando incluso a la inulina con un A en biomasa de 1.30 (4.07x10%8 UFC/mL) y glucosa con
1.20 (3.89x10® UFC/mL). Este hallazgo refuerza el hecho de que las PC’s dig estimulan de
forma mas efectiva el crecimiento de A. muciniphila, lo que resulta de suma importancia ya que
esta bacteria es clave en la regulacion del metabolismo energético y la integridad de la mucosa
intestinal (T. Zhang et al. 2019; Zhao et al. 2024). El pH disminuyo de 6.34 + 0.02 a 6.10 +
0.03, similar al de la inulina de 6.97+0.00 a 6.31+0.02, los cuales son valores menos drasticos

que el observado con glucosa (hasta 4.24+0.01), lo cual sugiere un perfil fermentativo mas
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equilibrado y compatible con un ambiente intestinal saludable (Macfarlane and Macfarlane
2003; Shaheen et al., 2025). El contenido de PC’s se redujo de 505 a 229 mg/L, lo que
comprueba en consumo de las PC’s dig durante la fermentacioén por parte de A. muciniphila
(Tabla 3). Este comportamiento ha sido descrito en estudios recientes, donde A. muciniphila
puede transformar PC’s de alto peso molecular en metabolitos mas simples (Alves-Santos et al.
2020; Shoji, Masumoto, and Miura 2024).

Los parametros cinéticos derivados del modelo de Gompertz (Tabla 4) respaldan lo reportado
anteriormente. En B. longum, los valores maximos de crecimiento (YM) fueron 8.734 + 0.021
para inulina, 8.693 + 0.011 para PC’s dig y 8.567 + 0.08 para glucosa. Aunque el crecimiento
maximo alcanzado con los PC’s dig fue ligeramente menor que con inulina, la diferencia entre
ambos fue minima, lo que indica que las PC’s dig mantienen una capacidad fermentativa
comparable a la del prebidtico de referencia. Este resultado evidencia que las PC’s dig son
utilizados de manera eficiente por la bacteria, permitiendo alcanzar densidades celulares
elevadas y superiores a las obtenidas con glucosa. En conjunto, el YM observado para los PC’s
dig respalda su potencial funcional, ya que confirma que estos compuestos favorecen el
crecimiento microbiano y pueden actuar como una fuente viable de carbono con caracteristicas
prebidticas. Se observo una estabilidad del modelo (R?) elevados (0.9761, 0.8021 y 0.9121,
respectivamente). Estos resultados confirman la alta capacidad predictiva del modelo y con ello
que las PC’s dig presentan un cinética comparable a la inulina, aunque con una ligera reduccioén
en la velocidad especifica (K=0.4497+0.024 frente a 0.4517+0.050 para inulina).

Para A. muciniphila, las PC’s dig presentaron el mayor valor de crecimiento maximo (YM),
alcanzando 8.737+0.023, lo que representa el desempeiio mas eficiente entre los tratamientos
evaluados. Este valor supero ligeramente al obtenido con inulina (8.700+0.018), un prebidtico
bien establecido, lo que sugiere que las PC’s dig son capaces de sostener un nivel de
proliferacién microbiana igual o incluso superior al del sustrato de referencia. Por otra parte, la
glucosa mostré un YM considerablemente menor (8.627£3.979), ademas de una alta
variabilidad, indicando que no constituye una fuente de carbono 6ptima para promover el
crecimiento de A. muciniphila bajo las condiciones evaluadas. En conjunto, estos resultados
evidencian que los PC’s dig poseen una alta capacidad fermentativa y favorecen un crecimiento
robusto de A. muciniphila, respaldando su potencial funcional y sugiriendo un efecto prebiotico

particularmente relevante para esta especie bacteriana.
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Por otro lado, se presentd una estabilidad en el modelo para inulina y PC’s dig (R? de 0.9881 y
0.9287, respectivamente). Las PC’s dig potenciaron el crecimiento méximo alcanzable de la
cepa, con una velocidad de crecimiento de K=0.3817+0.018, similar al de la inulina
K=0.3844+0.05. El tratamiento con glucosa presento inestabilidad en el ajuste, lo que sugiere
una menor adecuacion de esta fuente de carbono al metabolismo de la bacteria.

La cinética de crecimiento bacteriano para B. longum y A. muciniphila con las distintas fuentes
de carbono en estudio se muestran en la figura 8. En general, ambas bacterias siguieron una
curva tipica de crecimiento microbiano, con una fase exponencial inicial entre 0 y 12 horas,
seguida de una fase estacionaria estable. En el caso de B. longum (figura 8A), el crecimiento fue
mas rapido durante las primeras 6 horas en los tratamientos con inulina y PC’s digeridas,
alcanzando valores cercanos a 8.8-8.9 Log UFC/mL a las 12 horas. La glucosa, en cambio,
presentd un incremento mas limitado (8.6 Log UFC/mL), lo que indica que las PC’s dig
favorecieron un metabolismo fermentativo mas sostenido. A partir de las 12 horas, las curvas
de inulina y PC’s dig se mantuvieron relativamente estables, lo cual sugiere que estas fuentes
de carbono mantienen un suministro progresivo de compuestos fermentables, evitando una caida
abrupta del crecimiento, como si ocurri6 con la glucosa.

Hasta el momento, la evidencia disponible sobre el efecto modulador de las PC’s en el
crecimiento de B. longum es limitada. Si bien diversas investigaciones han demostrado que los
polifenoles pueden favorecer el crecimiento de especies bifidobacterium (Alves-Santos et al.
2020; Calabriso et al. 2023; Plamada and Vodnar 2021). El presente estudio aporta evidencia
cientifica para comprender su posible papel como modulador especificos de esta cepa
probiotica. Sin embargo, es importante mencionar que no se encontraron estudios que confirmen
que las PC’s modulen el crecimiento de B. longum, lo que convierte a este trabajo de
investigacion en uno de los primeros en informar al respecto.

Por su parte, 4. muciniphila (figura 8B) presentd6 un comportamiento cinético aun mas
destacado, con un crecimiento exponencial sostenido y un aumento de biomasa superior al de
los otros tratamientos. El medio suplementado con PC’s dig alcanzé un valor méximo de 9.0
Log UFC/mL a las 12 horas, superando a los tratamientos con inulina (8.7 Log UFC/mL) y
glucosa (8.5 Log UFC/mL). Este incremento representa un aumento adicional de biomasa
bacteriana respecto a la inulina, lo que demuestra la alta capacidad de A. muciniphila para

aprovechar las PC’s dig como fuente de carbono alternativa. Ademas, el crecimiento se mantuvo
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estable hasta las 48 horas, lo cual contrasta con la ligera disminucién observada en los
tratamientos con inulina y glucosa, sugiriendo que las PC’s dig proporcionaron una liberacion
progresiva de sustratos fermentables y una fermentacion mas controlada. El patron observado
coincide con investigaciones que han demostrado la interaccion positiva entre compuestos
polifenolicos y A. muciniphila. Anhé et al., (2015) reportaron que extractos ricos en polifenoles
del arandano, incrementan significativamente la abundancia de Akkermansia spp. en modelos
murinos, mejorando la integridad intestinal y la homeostasis metabolica. De igual forma, Shoji,
Masumoto, and Miura (2024) describieron que los polifenoles complejos, incluidos los taninos
condensados y procianidinas, pueden ser parcialmente metabolizados por A. muciniphila,
generando compuestos fenolicos de bajo peso molecular que promueven su propio crecimiento.
En conjunto, los hallazgos obtenidos indican que las PC’s dig poseen un efecto prebiotico
comparable al de la inulina, con un impacto particularmente destacado sobre A. muciniphila.
Este comportamiento sugiere un papel relevante de las PC’s como agentes moduladores

selectivos de la microbiota intestinal.
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Tabla 3. Resultados de crecimiento bacteriano de A. muciniphila 'y B. longum con distintas fuentes de carbono, cambio de pH de 0 a 12

h y cuantificacion de PC’s al inicio y termino de fermentacion.

Log UFC/mL mg PC-1/L
Bacteria Fuente de
Carbono 0Oh 12 h A biomasa 0Oh 12 h Oh 48 h
del12 h
Inulina 7.49 £+ 0.08 8.77 £0.00 1.30a 6.70 £ 0.01 5.96 + 0.00 - -
B. longum PC’s dig 7.97 £0.05 8.94 +0.02 1.00b 6.48 £ 0.01 5.79 £ 0.01 505 +£0.01 151 £0.02
Glucosa 7.94 +£0.05 8.68 £0.07 0.75¢ 5.55+0.00 3.82+0.01 - -
Inulina 7.31+£0.05 8.63 £0.01 1.30b 6.97 £ 0.00 6.31 +0.02 - -
A. muciniphila PC’s dig 7.33+0.07 9.00+0.08 1.70 a 6.34 £0.02 6.10+0.03 505 £0.01 229 +£0.02
Glucosa 7.42 +£0.07 8.59 +£0.11 1.20b 6.02 +£0.06 4.24 +0.01 - -
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Tabla 4. Concentraciones de equilibrio previstas y parametros cinéticos obtenidos en el modelo cinético de dos sitios de Gompertz.

Bacteria Fuente de Carbono YO0 YM K 1/K R?
Inulina 7.504+0.05b 8.734+0.02 a 0.4517+0.05a 2214+023b 0.9761
B. longum PC’s Dig 7.969 £0.05 a 8.693+0.01 a 0.4497+0.02 a 2.224+0.12b  0.8021
Glucosa 7.935+0.04 a 8.567+0.01b 0.2840 £0.02 b 3.539+£0.28a 0.9121
Inulina 7.316+0.03 b 8.700+0.02 a 0.3844+0.05b 2.602+0.38 a 0.9881
A. muciniphila PC’s Dig 7.318+0.04 b 8.737+0.02a 0.3817+0.02 b 2.620+0.12 a 0.9287
Glucosa 7.698 £0.44 a 8.627+398 a 0.4040 £0.41 a Inestable b 0.7237
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Figura 8. Evaluacion del potencial prebiotico mediante cinética de crecimiento con inulina, PC’
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Akkermansia muciniphila.
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7.3.4. Cuantificacién de la produccién de Acidos Grasos de Cadena Corta

La produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) tras 48 h de fermentacion in vitro con
B. longum y A. muciniphila en medios suplementados con PC’s dig e inulina se presenta en la
tabla 5. Los principales AGCC que se lograron identificar son el acetato, propionato, butirato y
valerato.

En B. longum, tanto la inulina como las PC’s dig promovieron una alta produccion de acetato
(>5.0 mM/L), metabolito principal asociado con el crecimiento de esta especie (C. Zhang et al.,
2019). Sin embargo, las PC’s dig estimularon mayores concentraciones de propionato (0.061 +
0.014 mM/L) y valerato (1.115 + 0.174 mM/L) que la inulina, la cual produjo solo 0.017 +£0.014
mM/L y 0.013 £ 0.001 mM/L, respectivamente. Aunque el butirato fue mas alto con la inulina
(0.381 = 0.195 mM/L) que con PC’s dig (0.151 £ 0.008 mM/L), la mayor produccién de
propionato y valerato indica un cambio en el perfil fermentativo derivado del metabolismo
diferencial de las PC’s dig. Estudios previos han reportado resultados similares, donde extractos
ricos en polifenoles aumentaron la produccion de AGCC, especialmente propionato y valerato,
al modular la fermentacion de Bifidobacterium (Z. He et al. 2022; Zahid et al. 2023).

En A. muciniphila, el perfil de AGCC mostr6 una marcada respuesta al uso de PC’s dig. Al igual
que en B. longum, la produccion de acetato fue superior a 5.0 mM/L con ambas fuentes de
carbono. Sin embargo, las PC’s dig produjeron significativamente mayor el valerato (1.846 +
1.317 mM/L) en comparaciéon con la inulina (0.28 = 0.018 mM/L), lo que representa un
incremento de mas de seis veces. Se propone la activacion de rutas fermentativas asociadas a la
degradacion de compuestos fenolicos complejos, tal como se ha descrito en estudios recientes
donde A. muciniphila metaboliza polifenoles para generar ACGG y derivados con efectos
antiinflamatorios y moduladores del metabolismo energético (Anhé et al. 2015; Chadaideh et
al. n.d.; Roopchand et al. 2015; Shaheen et al. 2025). Asimismo, la produccién de propionato
(0.027 = 0.007 mM/L) y butirato (0.079 £ 0.003 mM/L) fue menor que con inulina, pero la
capacidad de producir valerato en niveles elevados resalta una via metabdlica diferenciada.

Al comparar ambas bacterias utilizando PC’s dig, se observa que A. muciniphila produjo
mayores concentraciones de valerato (1.846 mM/L) que B. longum (1.115 mM/L), mientras que
la produccién de propionato fue mas alta en B. longum. Esto indica que las PC’s dig favorecen
la especializacion metabodlica de cada microorganismo: B. longum canaliza los fenoles hacia la

sintesis de propionato y A. muciniphila hacia la de valerato. Este comportamiento coincide con
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estudios donde se ha observado que las procianidinas actian como moduladores selectivos del
microbioma intestinal, estimulando la produccion de AGCC de forma especie-dependiente

(Ruiz-Alvarez, Cattero, and Desjardins 2025; Shoji, Masumoto, and Miura 2024).

Los AGCC generados, especialmente el acetato, propionato y valerato, son compuestos clave
para la salud intestinal y sistémica (Blaak et al. 2020; Du et al. 2024; J. He et al. 2020). El
acetato participa en la regulacion del pH intestinal y en la sintesis de lipidos (L. Liu, Fu, and Li
2019; Zigtek, Celewicz, and Szczuko 2021); el propionato contribuye al control de la glucemia
y al metabolismo hepético (Yoshida, Ishii, and Akagawa 2019); y el valerato, se asocia con
efectos antiinflamatorios y regeneracion epitelial intestinal (Moting Liu et al. 2024; X. Wang et

al. 2024).

La produccion de estos metabolitos confirma la actividad prebidtica de las PC’s, respaldando su
potencial como fuente funcional capaz de modular positivamente el metabolismo bacteriano y
generar compuestos bioactivos beneficiosos para la salud humana. El incremento de acetato y
valerato observado, especialmente por 4. muciniphila, sustenta a las PC’s como prebiético,

diferenciandose del efecto clasico de la inulina.

Tabla S. Evaluacion del potencial prebidtico a través de la produccion de AGCC (mM/L) por

B. longum 'y A. muciniphila a partir del consumo de inulina y PC’s como su Unica Fuente de

carbono.
Concentracion Bifidobacterium longum Akkermansia muciniphila
de AGCC Inulina PC’s Inulina PC’s
Acetato >5.0 >5.0 >5.0 >5.0
Propionato 0.017+0.014 0.061 £0.014 0.045 +0.044 0.027 £ 0.007
Butirato 0.381+0.195 0.151 +0.008 0.235+0.253 0.079 +0.003
Valerato 0.013 +0.001 1.115+0.174 0.028 £0.018 1.846 +1.317
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7.4 Actividad antibacteriana de los PC’s purificadas y digeridas para su aplicacion como
prebidtico natural.

Para reforzar el enfoque funcional de las PC’s como prebioticos, se evalué su efecto
antimicrobiano contra Salmonella ser Typhirium (ATCC 14028), patdgeno de relevancia clinica
por provocar cambios importantes en la transcripcion microbiana y la respuesta inmunitaria del
huésped (Yan Zhang et al., 2018). La figura 9 muestra la inhibicion del crecimiento de S. typhi
con el control negativo de 10 y 30 % de DMSO (figura 9A), la muestra de estudio de PC’s dig
(figura 9B) y de PC’s purificadas (figura 9C) a 5y 10 g/L, con control positivo de un antibidtico
estandar conocido como ampicilina (figura 9D), lo que permite comparar la eficacia relativa del
extracto.

En el control negativo con DMSO, no se detectd formacion de halos de inhibicion, confirmando
que este solvente no presenta actividad antimicrobiana. En contraste las PC’s dig mostraron
halos de inhibicion evidentes en ambas concentraciones, siendo el didmetro mayor en 10 g/L
(10mm + 0.001) comparadas con el control positivo de ampicilina a 5g/L (11mm + 0.001), no
se mostré diferencia significativa, potenciando la actividad antibacteriana frente a un antibidtico
comercial (anexo). En la concentracion de PC’s dig a 5 g/L se obtuvieron 8 mm = 0.02, por otro
lado, las PC’s purificadas presentaron halos de inhibicion en ambas concentraciones a 5y 10
g/L (5mm £ 0.001 y 6 mm = 0.02 respectivamente) y no presentaron diferencia significativa
entre las dos. Estos resultados confirman que la digestion oro-gastrointestinal in vitro potencia
ain mas la actividad antibacteriana de las PC’s, probablemente debido a la liberacion de
metabolitos fenolicos mas pequefios y bioactivos durante el proceso de la digestion, asi como a
la modificacion estructural de las PC’s. Finalmente, en el control positivo con ampicilina, se
observaron halos de inhibiciéon amplios y bien definidos, con un incremento marcado en 10 g/L
(17.5 mm + 0.001) en comparacion con 5 g/L (11 mm + 0.001). Los resultados obtenidos de las
PC’s se comprueban con el andlisis estadistico Anova de una via (Anexo) y concuerdan con
informes recientes sobre polifenoles especificos obtenidos de fuentes vegetales. Por ejemplo,
Owolabi et al., (2024) demostraron que las procianidinas ejercen efectos antimicrobianos a
través de mecanismos de alteracion de la permeabilidad de la membrana, quelacion de ionenes
esenciales y desnaturalizacion de proteinas bacterianas. Si bien la mayoria de los estudios han
utilizado extractos de hojas o frutos, las fracciones enriquecidas en flavan-3-oles (como las

catequinas y las procianidinas) muestran actividad contra cepas multirresistentes (Agarwal et
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al., 2020). Esta investigacion supone una importante contribucién, dado que S. #phi ha
desarrollado una resistencia cada vez mayor a multiples antibioticos tradicionales (Karkey,
Thwaites, and Baker 2018).

La eficacia observada con las PC’s dig también puede estar relacionada con su posible cambio
en la estructura quimica tras la digestion in vitro y, por lo tanto, presentar una mayor
accesibilidad a bacterias criticas como S. #yphi. En concreto, los oligobmeros de PC’s han
demostrado una mayor capacidad para interactuar con la membrana de las bacterias patdgenas
que los polimeros mas pesados (Chadaideh et al., 2021).

Ademas, la actividad observada en concentraciones tan bajas como 5 g/L refuerza el potencial
de estos compuestos no solo como prebioticos, sino también como agentes antimicrobianos, con

el objetivo principal de beneficiar la salud del huésped.
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Figura 9. Evaluacion antibacteriana mediante el método de difusion en disco: control negativo
(DMSO) (A); PC’s purificadas (B); PC’s digeridas (C), y control positivo (ampicilina) (D)
frente a la bacteria S. typhi.
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8. Conclusiones

Los resultados de este estudio demuestran que la pulpa de café constituye un coproducto con
potencial para la obtencion de PC’s mediante la purificacién por cromatografia en Sephadex
LH-20, alcanzando una pureza del 96 % y un rendimiento de 0.32 %. Se identificaron claramente
por medio de HPLC-ESI-MS dos principales tipos de PC’s (trimero de tipo A y C) en la muestra
purificada. La caracterizacion de las PC’s purificas y digeridas por medio del HPLC-ESI-MS
sugiere que, tras la simulacion oro-gastro-intestinal, presentaron transformaciones parciales, sin
embargo, los iones no pudieron ser identificados por medio del andlisis, por lo que se requieren
estudios posteriores para comprender el posible reordenamiento en enlaces interflavanicos,
oxidacion, despolimerizacion parcial o polimerizacion del compuesto.

Las PC’s demostraron un efecto prebiotico antes y después de su digestion in vitro, al ser usadas
como unica fuente de carbono para las bacterias B. longum y A. muciniphila, haciendo evidente
que las PC’s dig favorecian su crecimiento alcanzando niveles de biomasa similares o superiores
a los obtenidos con inulina, un prebiotico comercial de referencia. Ademas, las PC’s mostraron
tener actividad antimicrobiana significativa contra S. #yphi, una bacteria patdgena comun en la
microbiota intestinal.

Finalmente se puede decir que las PC’s purificadas de pulpa de café cumplen con criterios de
seleccion y pueden ser consideradas como un nuevo prebiodtico que podria conferir un beneficio
a la salud del huésped al ser selectivamente utilizadas por los microorganismos probiéticos y no

por patogenos.
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10. Anexo 1

Figura 10. Cromatogramas de PC’s purificadas a 5000 ppm, 577 m/z representan el EIC para
procianidinas.
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Figura 11. Cromatogramas de PC’s purificadas a 5000 ppm, 863 m/z representan el EIC para
procianidinas.
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Figura 12. Cromatogramas de PC’s purificadas a 5000 ppm, 865 m/z representan el EIC para
procianidinas.

66



Figura 13. Cromatogramas de PC’s purificadas a 5000 ppm, 1153 m/z representan el EIC para
procianidinas.
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Figura 14. Cromatogramas de PC’s digeridas a 5000 ppm, 577 m/z representan el EIC para
procianidinas.
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Figura 15. Cromatogramas de PC’s purificadas a 5000 ppm, 863 m/z representan el EIC para
procianidinas.
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Figura 16. Cromatogramas de PC’s purificadas a 5000 ppm, 865 m/z representan el EIC para
procianidinas.
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Figura 17. Cromatogramas de PC’s purificadas a 5000 ppm, 1441 m/z representan el EIC para
procianidinas.
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Figura 18. Cromatogramas de PC’s purificadas a 5000 ppm, 1553 m/z representan el EIC para
procianidinas.

72



Radio de

—
Y. VG

\4
O QO O
MCRRAN ,@é

NP\

'9

0

Q O

C

QQ

Figura 19. Analisis estadistico de la evaluacion antibacteriana mediante el método de difusion
en disco con las siguientes concentraciones de PC: 5y 10 g/l (A), control negativo con DMSO
(B) y control positivo con ampicilina (C) frente a bacterias como S. typhi mediante la prueba de
Anova.
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CHAPTER 6

Sustainable and Innovative
Food Packing Materials Based in
Agroindustrial By-Products
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ABSTRACT

The utilization of agroindustrial by-products and alternative materials in
the evolution of novel food packaging represents a sustainable approach,
given the substantial environmental problems associated with certain
conventional materials. Concurrently, contemporary food industries
necessitate the evolution of innovative packaging designs to align with
consumer preferences. In this context, the incorporation of sustainable
packaging materials, such as biopolymers derived from plant-based
sources, proves instrumental in the creation of edible films, bioadhesives,
coatings, plastic films, and various other emerging forms of food pack-
aging. This strategic integration aims to mitigate the accumulation of
food wastes generated across diverse industries. This chapter elucidates
the pivotal role played by innovative food packaging in addressing and
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