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RESUMEN

El objetivodd trabgjofueeva uar d comportamientodeLactobacillus
acidophilus, Lactobadillus casal y Bifidobaterium bifidus cuando
seincorporan prebidticosa medio decultivo. Seadiciond unasolu-
cion defructooligosacaridos como Unicafuente de carbono en una
proporciéndd 2%d cadoMan, Rogosaand Sharpe. Lostuboscon
medioy prebidtico seinocularon con un 2 % de monocultivosdeL.
acidophilus, L. casal y B. hifidus. Se incubaron las muestras en
condidonesdemicroerdfiliaa37 °C. SetomarondicuotasalasOy 72h
defermentacion paradeterminar € cambiodd pH 'y € contenidode
azlicares. Se evaduo d desarallo de acidez y pH de Lactobacillus
acidophilusy Lactobadillus casal cuando seadicionaun sropeque
contieneatrosazlicaresy prebidticos. Seobtuvo disminuciondepH
y de las concentraciones de los fructooligosacéridos en todas las
variantesestudiadasalas 72 h defermentacion. Losresultedosindi-
can que los microorganismos estudiados son capaces de degradar
los prehidticos presentes en @ medio de cultivo. La presencia ddl
sropeprehidtico cubanoend mediodecultivonoinhibed desarro-
llo delafermentacion de Lactobacillusacidophilusy Lactobacillus
casd.

Palabras clave: bacterias lacticas, probidticos, prebidtico,
fructooligosacéridos.
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ABSTRACT

Sudy of the behavior of probiotic lactic cultures
in the presence of prebiotics

The objetive of this work was to evaluate the behavior of
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y
Bifidobateriumbifiduswhen prebioticsareincorporated into
the culture medium. A fructooligosacharide solution was
added as unique carbon source in a proportion of 2% to the
Man, Rogosaand Sharpe broth. The tubeswith medium and
prebiotic were inoculated with 2% monoculture of L.
acidophilus, L. casei y B. bifidus. Samples were incubated
under microaerophilic conditionsat 37°C. Aliquotsweretaken
al 0and 72 h of fermentation to determinate the changein pH
and the sugar content. A decrease in pH and the
concentrations of the fructooligosacharides were obtained
in al the variants studied after 72 h of fermentation. The
results indicate that the microorganisms studied can degra-
de the prebiatics present in the culture medium.
Keywords: lactic bacteria, probiotic, prebiotic,
fructooligochacarides.

INTRODUCCION

Ladefinicion de probidticos dadapor laOM S serefie-
re a microorgani smos Vvivos que cuando son adminis-
trados en cantidad adecuada gjercen un efecto benefi-
cioso sobre lasalud del huésped (1).
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L os alimentos fermentados que contienen organismos
vivos en muchas ocasiones no cumplirian con €l con-
cepto de probidticos si no se han estudiado
especificamente sus efectos 0 no se conoce la canti-
dad que contienen. Por €l contrario, algunos alimentos
fermentados como el yogur si podrian considerarse, en
algunas circunstancias, probiéticosen funcion deagu-
nos efectos especificos, por ggemplo, por laevidencia
deque mejoraladigestion delalactosaen intolerantes;
los beneficios no dependen solo de que el producto con-
tenga menos lactosa, sino de que las bacterias
probidticas podrian incrementar, ademas, la actividad
delalactasaen el intestino delgado del consumidor (2).

Por otro lado, en laliteratura se pueden encontrar cri-
terios referidos a que un microorganismo se cataloga
como probiético si no solo gerce un efecto beneficioso
sobre el huésped sino también tiene otras cualidades
entre las que se cita la capacidad de degradar los
prebidticos.

El término «prebidtico» se refiere a ingredientes ali-
menticios que son fermentados sel ectivamente por la
biota beneficiosaintestinal y modifican su composicion
y actividad metabdlicade maneraque mejoran lasalud
del hospedero (3). El beneficio selectivo de los
prebi6ticos sobre ciertos microorganismos también se
puede encontrar en la literatura cientifica, como por
g emplo laingestion defructooligosacaridosy lainulina
favorecen de forma selectivaalas bifidobacterias pre-
sentes en |os consumidores (4).

La industria lactea cubana ha incorporado
microorganismos probidticos, formando parte de las
leches fermentadas que se comercializan por parte de
las empresas de productos lacteos. El banco de cepas
que suministraestos probi6ticos estdubicado en el Ins-
tituto de Investigaciones parala IndustriaAlimenticia
(I11A). El Centro de Ingenieria Genética de La Haba-
na disefié un método para la discriminacion de bacte-
rias probi 6ticas basado en el cambio de pH del medioy
ladegradacién delas fracciones prebidticas. A las bac-
terias probioticas disponibles en el cepario del 111A se
le han realizado todas |as pruebas disponibles que las
avalan como probi6ticas, pero nuncase habian someti-
do aesta prueba. Por |o antes expuesto, se decidio6 lle-
var a cabo esta etapa de investigacion persiguiendo el
objetivo de evaluar el comportamiento de bacterias
|&cti cas probi6ticas cuando se incorporaun jarabe con
prebioticosa medio decultivo.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio serealiz en e Instituto de Investigacio-
nes parala IndustriaAlimenticia en colaboracion con
el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de
Santi Spiritusy el deLaHabana. Losmaterialesy cul-
tivos microbianos que se utilizaron durante | os experi-
mentos fueron medios de cultivo: Caldo Man, Rogosa
and Sharpe (MRS) con 2 % de glucosay el equivalen-
te sin glucosa, ambos preparados por componentes;
cultivos de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casel y Biofidobacterium bifidus, procedentes del
Banco de Cepas del 111A; cultivos de LsdA de G.
diazotrophicus (pAL S5), cepa procedente del Cepario
del CIGB; bromotimol azul como indicador (pH menor
de 6: amarillo, de 6 a 7-verde y mayor de 7-azul) ad-
quirido de Sigma Co., EE.UU. y producto prebiotico
marcaMie ogo procedente de Chinacuyacomposicionfue
denigtosa (0,52 %), kestosa (0,42 %), sacarosa (0,03 %) y
glucosa (0,03 %). Las soluciones de trabajo fueron es-
terilizadas por filtracion.

Se empled e caldo de MRS con 2 % de glucosa como
control positivo del medio para descartar la presencia
de algun componente en el medio que afectara o bene-
ficiarael crecimiento del microorganismo. Seadiciono
a 2% el producto prebidtico al caldo MRS sin glucosa
paralaredizar laevaluacion del consumo del prebidtico
por las bacterias |&cticas empleadas. Se seleccionaron
para el estudio los cultivos L. acidophilus, L. casel, y
B. bifidus por formar parte de la gama de bacterias
lécticas del banco de cepas del I11A que tienen carac-
teristicas probidticas. La cepa LsdA de G.
diazotrophicus (pALS5) fue empleada en €l estudio
como control pues la misma es incapaz de degradar
losFOSYy si no hay suficientesazlicares simpleslibres
en el medio pues no debe desarrollar cambio de colo-
racion con indicador de pH.

Los medios de cultivo fueron inoculados con 1 % de
cultivos de bacterias |acticasy de LsdA eincubados a
37 °C durante 72 h. Serecolectaron las variantes estu-
diadasalas0y 72 h'y se verificaron los azlicares no
consumidos por cromatografialiquidadeataresolucion.
L as determinaciones se efectuaron a partir de 20 UL de
muestra en una columnaAminex HPX 42-C (BioRad,
Richmond) a una temperatura de trabajo de 81,7 °C.
Como fase movil se utilizé agua destilada con pureza
para HPLC, con unavelocidad de 0,6 mL/miny una
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presion de 5,2 x 10° Pa. Se empled un detector de indi-
ce de refraccion Knauer Differential Refractometer
modelo IPICNOUO2.

A las72 hselesadiciono el bromotimol azul alostubos
cultivados para verificar mediante el cambio de colo-
racion la presencia de écido producto de lafermenta-
cién. Se consideraron positivos | os tubos con cambios
de coloracién de verde aamarillo.

Serealiz6 evaluacion del crecimiento deL. acidophilus
y L. casel en presenciade un sirope prebitico cubano
en el medio de cultivo. Para esta evaluacion, se em-
pled e sirope prebidtico obtenido en laplantade sorbitol
de Camaguiey. El sirope contenia fructosa 2,6 % m/m,
glucosa 18,8 % m/m, sacarosa 20,4 % m/m, fraccion
prebiotica (kestosa54,4 % m/my nistosa 3,8 % m/m).
El siropeseadicioné a 4 % al medio MRS sin glucosa
y seutiliz6 como patrén el mismo medio con glucosaal
2 %. Las dos variantes de medios fueron inoculadas
con 1 % de monocultivos de L. acidophilusy L. casei.
Se incubaron a 37 °C durante 24 h. Se determind la
acidez (5) y e pH (6) alas0, 3, 6 y 24 h deincubacion.

Serealiz6 un andlisisde varianzade clasificacion sim-
ple. Se empled la prueba de comparaciones multiples
de Duncan para comparar |os valores medios de pH y
de acidez obtenidos alas0, 3, 6 y 24 h de incubacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

LaFig. 1 muestra que el crecimiento de las bacterias
acido l&cticas promovio un cambio de color del medio
desde uncolor verdeinicial (pH 6,5) aamarillo (pH por
debajo de 6) enel cddo MRS con € producto prebiético.

Debido a metabolismo fermentativo de estas bacte-
rias se excretan &cidos al medio de cultivo promovien-
do la acidificacion del mismo. Esta es la razon por la
que el medio con laadicién debromotimol desarroll6 el
cambio de coloracion. Esteresultado sugiere quelasbac-
terias &cido | &cticas estudiadas fueron capaces de degra-
dar |os prebiéticos presentes en e medio de cultivo.

El microorganismo empleado como control (cepa
LsdA) mostro el comportamiento esperado. Crecio en
el medio con € producto prebidtico a expensas de los
azucares més simples sin producir una biomasa que
lograra sintetizar &cidos que promovieran un cambio
de coloracién en el medio al adicionarleel bromotimal.
Este resultado sirvié como indicador de que durante
las condiciones del estudio las fracciones de FOS no
se descompusieron en azlicares simplesy solo sufrie-
ron modificacion por laaccion microbiana.

La Fig. 2 muestra las fracciones de los prebidticos
(nistosay kestosa) que se detectaron en el caldo MRS
despuésdelas 72 h deincubacion. Se puede visualizar
ladisminucién delas concentraciones delos FOS debi-
do al desarrollo de los microorganismos probiéticos a
expensas de los mismos. De |os tres microorganismos
estudiados el que consumié mayor cantidad de
prebidticos fue B. bifidum. La fermentacion de estos
prebi6ticos por parte de |os microorganismos en estu-
dio confirmae resultado obtenido del cambiodecoloracion
en & medio cuando se le adiciono € indicador de pH. El
comportamiento delas bacterias estudiadas resultd smilar
a publicado (7), donde proponen estosexperimentos como
un método paradiscriminar cepas probidticas.L os resul -
tados de esta parte del estudio permiten confirmar una
de las cualidades que deben tener las bacterias acido

L. casei L
acidophilus

0h oh 72h

72h

B. bifidum LsdA de G
diazotrophicus
Oh 72h oh 72 h

Fig. 1. Caldo MRS con FOS y los microorganismos estudiados a las 0 h y después
de 72 h de incubacion con la adicion del bromotimol azul.
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Fig. 2. Cromatograma de las fracciones de los azlcares presentes en € caldo MRS con FOS des-
pués de 72 h de incubacion. Medio MRS control (negro), B. bifidum (azul) L. acidophilus (verde),
L. casel (naranja).

l&cticas para ser consideradas probidticas. Por estas
razones sirven como complemento paralasotras prue-
bas que se le han realizado a estas bacterias del banco
de cepas del I11A que las avalan como probidticas.

LasFig. 3y 4 presentan | osresultados del seguimiento
de laacidez y el pH desarrollados por L. casel y L.
acidophilus en los caldos con prebidticos y sin
prebidticos (control con glucosa) durante las 24 h de
incubacion. No se pudo hacer la evaluacion de la aci-
dez y e pH de B. bifidum pues esta cepa presentd
problemas en el proceso de reactivacion y el banco de
cepas del 111A no pudo garantizar nuevos cultivos

hay un aumento de laacidez y unadisminucion del pH
en el medio decultivo enlamedidaen que seincrementa
el tiempo de incubacion. Este comportamiento esta
acorde a metabolismo fermentativo de las bacterias
estudiadas. El andlisis estadistico realizado arroj6 que
entrelosvaloresdeacidez y pH desarrollados por cada
variante en los puntos de estudio (3, 6 y 24 h) no se
encontraron diferencias significativas para p < 0,05.
Sinembargo, esvalido sefialar que durantetodo €l pro-
ceso de incubacion |os mayores valores de acidez en-
contrados corresponden a la variante que contenia L.
acidophilus en lamayoria de los puntos analizados. A
las 24 h sealcanzaron val ores de &cido | &ctico quefue-

liofilizados. Se observa que para todas las variantes  ron  significativamente diferente entre los

1.00
g
E -+ L. actdophiis + MRS + glucom
2
:E 0.50 - L acidophilus + MRS +FOS
i « L. casei+ MRS + glucosa
=
= — L casei+ MRS+ FOS
=

0.00 -

1] 3 6 24
Tiempo (h) |

Fig. 3. Variacién de la acidez con respecto al tiempo de incubacion de los cultivos probidticos en
los caldos de MRS con prebiéticos (FOS) y con glucosa (control).
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24
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Fig. 4. Variacion del pH con respecto al tiempo de incubacién de los cultivos probidticos en los
caldos de MRS con prebidticos (FOS) y con glucosa (control).

microorganismos. Este resultado puede ser debido a
que L. casai es un heterofermentativo y produce una
menor cantidad de &cido |4ctico por mol de glucosa
consumido que L. acidophilus.

Por otraparte, en el comportamiento del pH (Fig. 4) se
puede observar que los menoresvalores correspondie-
ron a medio fermentado por L. casei. Los valores de
pH alcanzados a las 24 h por |as leches fermentadas
fueron significativamente diferentes entre los
microorganismos. Este resultado puede ser debido ala
cualidad proteoliticade L. casei y alosotros productos
de su metabolismo (8) que pueden proveer un mayor
numero de iones H libres en el medio de cultivo.

Estos resultados indican que cuando se incorpora €l
sirope FOS en el medio de cultivo no ocurre unainhibi-
ciondel crecimiento delasbacterias, € sirope prebidtico
cubano no afecta el crecimiento de éstas probioticos
por lo que pueden ser empleados para la elaboracion
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