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RESUMEN

Se evaluo la cinética de la fermentacion lactica desarrollada
por el cultivo prebiético Bioyogur cuando se incorpora un
sirope con fructooligosacaridos a la leche antes de la inocu-
lacion. Se adicionaron proporciones de siropede 0,3y 4 %
y en ambos casos se inocul6 con 2 % de cultivo Bioyogur
(L. acidophilus + S. thermophilus). Se determinaron los valores
de acidez y pH, tomandose muestras de la leche recién inocula-
day cada 0,5 h hasta la coagulacion. Se determiné el contenido
de azUcares alas 0y 3 h de fermentacidn y la viabilidad celular
de L. acidophilus a las 24 h. La capacidad de acidificacion fue
favorable para todas las variantes. La incorporacion del sirope
con fructooligosacéridos a la leche no inhibié el crecimiento de
los cultivos lacticos. No fue consumida la fraccién del sirope
que corresponde a los fructooligosacaridos. La viabilidad celu-
lar de L. acidophilus alcanz6 conteos en el orden de 10°ufc/mL
en todos los casos.
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ABSTRACT

Evaluation of a lactic fermentation with prebiotic syrup
The kinetic of the lactic fermentation developed by the
Bioyogur starters when syrup rich in fructooligosaccharides
(FOS) was incorporated to the milk before the inoculation
was evaluated. Syrup was used at 0, 3 and 4% and Bioyogur
starters (L. acidophilus + S. thermophilus) was inoculated
at 2% v/v. Lactic acid formation and pH values were
determined for samples collected at the recently inoculated
milk and every 0.5 h to the coagulation. The sugar contents
at 0 and 3 h and cellular viability of L. acidophilus at 24 h
were determined. Growth capacity of starters was not affected
in any of the used syrup proportions. The acidification
capacity was favorable for all variant. The syrup for growth
meanwhile the FOS fraction was intact. In all case the viability
of L. acidophilus reached counts in order of 10 ufc/mL.
Key words: acid lactic bacteria, probiotic, prebiotic,
fructooligosaccharides.

INTRODUCCION

Los alimentos funcionales han ganado gran importancia
en la industria alimentaria pues estos proporcionan be-
neficios a la salud ademas de sus bondades nutricionales
(1). Dentro de ellos han adquirido un papel relevante las
leches fermentadas con probi6ticos y prebioticos, por
los importantes efectos que tienen en la prevencion y el
tratamiento de algunas enfermedades (2).

Ciencia y Tecnologia de Alimentos Vol. 23, No.1, 2013 14




Los fructooligosacéridos (FOS) son los prebidticos que
presentan mayor interés comercial pues son los com-
ponentes alimentarios que parecen ejercer el mejor efec-
to prebidtico (2). Sus cualidades vienen dadas por cons-
tituir el sustrato mas conveniente para las bacterias
beneficiosas del tracto gastrointestinal, contribuyendo
a que el desarrollo de las mismas sea méas rapido que el
de algunos enteropatdgenos (3). De hecho, fueron los
primeros oligosacéridos no digeribles en los que se ve-
rificaron propiedades funcionales (4).

Las leches fermentadas son obtenidas a partir de la
fermentacion de bacterias lacticas entre las que se pue-
den encontrar probi6ticas. Las bacterias acido lacticas
son capaces de crecer en medios sencillos a partir de
azucares (hexosas y pentosas) produciendo &cido lac-
tico con rendimientos superiores a 85 % en especies
homolacticas (5).

En Cuba se obtiene un sirope con FOS denominado co-
mercialmente ALIDUX que tiene probadas propieda-
des prebidticas (6). En la elaboracion de cualquier pro-
ducto fermentado probidtico con la adicion de este sirope,
seria un inconveniente que durante la fermentaciony la
conservacion sea consumida la fraccion del sirope con
cualidades prebioticas por los cultivos probioticos pre-
sentes en el producto. Por ello resulta importante verifi-
car la exposicion de la fraccion prebiética al cultivo
probidtico para asi conocer si esta puede llegar intacta al
tracto gactrointestinal y ejercer su funcion en los
microorganismos presentes en ese nicho.

El cocultivo de Lactobacillus acidophilus y
Streptococcus thermophilus, conocido también en
Cuba como cultivo Bioyogur, es el que se utiliza para la
elaboracion de la mayoria de las leches fermentadas
probidticas que se comercializan en el territorio nacio-
nal. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue eva-
luar la cinética de la fermentacion desarrollada por el
cultivo Bioyogur cuando se incorpora un sirope con
fructooligosacéridos a la leche antes de la inoculacion.

MATERIALES Y METODOS

En la leche de vaca encontramos alrededor de 4,7 %
de azucar (lactosa) algunos autores plantean que si se
incorpora a esta otro tipo de azUcar en el proceso de

elaboracién de leches fermentadas, puede ocurrir la
inhibicion del crecimiento de la bacteria acido lactica
que se emplee como inéculo (7).

Sobre la base de los resultados obtenidos en trabajos
anteriores (8) resultd necesario evaluar el crecimiento
del cultivo de Bioyogur con 3 % del sirope ALIDUX
(sirope FOS-G). Se utiliz6 como referencia una va-
riante con 4 % de sirope FOS-G, pues este valor se
corresponde con 2 % de FOS recomendado por algu-
nos autores para el consumo humano (9).

Disefio del experimento

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado, don-
de las variables independientes seleccionadas fueron
los porcetajes de sirope FOS-G (0, 3y 4 %) y el tiem-
po de fermentacion. Se realizaron cinco corridas ex-
perimentales de 5 kg cada una. Como variables res-
puesta en los disefios mencionados se selecciond: aci-
dez, pH y viabilidad. También se determiné de forma
cualitativa el consumo de azlcares. Las variables de
control seleccionadas fueron: la temperatura (45 °C) y
los sdlidos totales.

Para la preparacion de la leche pasteurizada con sirope
FOS-G, se disolvieron en la cantidad adecuada de agua
la leche descremada en polvo (LDP) y la leche entera
en polvo (LEP) con el propésito de lograr una leche
recombinada de 2,5 % de grasa y 8,5 % de solidos no
grasos, cumpliendo con la composicion normada para
leches fermentadas cubanas (10). Se elaboraron tres
variantes: unasin sirope (utilizada como control), y otras
dos con 3y 4 % de sirope FOS-G. Se utiliz6 un agitador
abaja velocidad para lograr una rapida disolucion. Pos-
teriormente se pasteurizé a 90 °C durante 5 min y se
refrescd hasta la temperatura de inoculacion (45 °C).

Las diferentes variantes de leches pasteurizadas con
sirope FOS-G se inocularon con 2 % de cultivo Bioyogur
y se distribuyeron en tubos de 15 mL. La temperatura
de incubacion fue de 45 °C y se realizé la determinacion
de acidez y pH (11, 12), tomando muestras cada 30 min
hasta la coagulacion. Se contruyeron las curvas de pH 'y
acidez en funcion del tiempo de fermentacion. Para la
determinacién de la viabilidad celular (13) se tomaron
muestras a las 24 h de fermentacion.
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Los métodos estadisticos utilizados para detectar las
diferencias entre los valores de pH, acidez y viabilidad,
fueron el andlisis de varianza de clasificacion simple y
prueba de rangos miltiples de Duncan.

Posteriormente se analizé de forma cualitativa por
cromatografia de capa fina (CCF) el consumo de azu-
cares en las muestras con sirope de FOS-G en el mo-
mento de la inoculacion (tiempo=0 h) y después de
coagulada la leche. Las determinaciones realizadas por
CCF se efectuaron tomando muestras de las cinco
corridas y se puntearon en placas de gel de silice. Se
utilizé como marcador el sirope FOS-G para indicar los
puntos correspondientes a cada azlcar en los
cromatogramas. La fase movil utilizada fue una mez-
cla de acetona-agua (9:1, v/v). Los azucares con
fructosa en su estructura se detectaron asperjando la
placa con una solucién de urea 3 % (m/v), acido fosfo-
rico 1 mol/L en butanol saturado con agua y calentada
a 80 °C por 20 min para el desarrollo del color.

0,7

RESULTADOS Y DISCUSION

Las Figuras 1 y 2 muestran la capacidad de produc-
cion de acido lactico y la disminucién del pH del cultivo
Bioyogur en leche suplementada con sirope FOS-G,
respectivamente. Se puede observar que las variantes
con 3 y 4 % de Sirope FOS-G desarrollaron durante
toda la fermentacidn valores de acidez y pH similares
a los de la variante sin sirope FOS-G. Estadisticamente
no se encontraron diferencias significativas para p<0,05
entre los valores obtenidos para las tres variantes en
ninguno de los tiempos de fermentacion que se anali-
zaron. Este hecho se explica debido a que las bacterias
utilizadas tienen activo el sistema enzimdtico para la
degradacion de la lactosa y por otra parte presentan
constitutivamente el sistema enzimatico para la degra-
dacion de la glucosa.

/L
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Fig. 1. Variacién de la acidez con relacion al tiempo de la leche suplementada con diferentes porcentajes
de sirope FOS-G.
Letras distintas indican diferencias significativas para p = 0,05.
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Fig. 2. Variacion del pH con relacién al tiempo de la leche suplementada con diferentes porcentajes de
sirope FOS-G.

Letras distintas indican diferencias significativas para p < 0,05.

En todas las variantes a medida que transcurria el tiem-
po aumentaba la acidez y disminuia el pH del medio. Al
ocurrir la coagulacion, aproximadamente a las 2,5 h de
fermentacion, se alcanzaron valores de acidez en el
rango de 0,43 a 0,46 % de acido lactico y valores de
pH entre 5,30 y 5,22. Con el transcurso de la fermen-
tacion lactica, ya a las 24 h se alcanzaron valores de
acidez en el rango de 0,60 a 0,63 % de acido lactico y
el pH alcanzo un valor promedio entre 4,82 y 5,00. Los
resultados obtenidos se corresponden con los reporta-
dos por otros investigadores (14) cuando estudiaron el
comportamiento de la acidez y el pH desarrollado por
el cultivo Bioyogur para la elaboracién de leches fer-
mentadas dietéticas.

La adicion del sirope FOS-G en las dos variantes estu-
diadas no tienen un efecto marcado sobre el pH y la
acidez de la leche con respecto a la variante sin sirope
FOS-G. Este hecho se explica debido a que las bacte-
rias utilizadas tienen activo el sistema enzimatico para
la degradacién de la lactosa y por otra parte presentan
constitutivamente el sistema enzimatico para la degra-
dacion de la glucosa.

Este resultado es indicativo de que los microorganismos
utilizados en el estudio son capaces de realizar la fer-
mentacion de igual forma en la leche con sirope FOS-
G que en la leche sin sirope (control), ya que en ambos
casos se evidencia la produccion del acido lactico en
igual medida aunque desde el punto de vista molecular
pudiera considerarse que en el caso de la leche con
sirope FOS-G este comportamiento es debido a que el
operon lactosa pudiera estar reprimido por la presen-
cia de glucosa en el medio.

Viabilidad celular de L. acidophilus contenido en
Bioyogur después de 24 h de fermentacion en le-
che con diferentes porcentajes de sirope FOS-G

La Tabla 1 muestra los conteos celulares de L.
acidophilus presente en el cultivo de Bioyogur obteni-
da después de las 24 h de fermentacion de la leche con
diferentes porcentajes de Sirope FOS-G. En todos los
casos la viabilidad se mantuvo por encima de 10% ufc/
mL. Estadisticamente no se encontraron diferencias sig-
nificativas para p<0,05 entre las variantes de 4 y 3 % de
sirope FOS-G, no siendo asi con respecto al control.
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Tabla 1. Viabilidad de L. acidophilus en el cultivo de Bioyogur después de transcurridas las 24 h de
fermentacién en leche con diferentes porcentajes de sirope FOS-G

Variantes Viabilidad de L. acidophilus (ufc/mL)
Variante 1 (Sirope FOS-G, 3 %) 62x10 °a
Variante 2 (Sirope FOS-G, 4 %) 68x10"a
Control (Sirope FOS-G, 0 %) 35x10"b

Letras distintas indican diferencias significativas para p < 0,05

Los valores de viabilidad obtenidos indican que hay una
estimulacion de la produccion de células cuando hay
presencia de Sirope FOS-G en el medio. Este resulta-
do pudiera estar dado por la disponibilidad de glucosa
en el sirope FOS-G que permite su entrada directaa la
célula y consumo para la obtencién de energia
metabdlica. Esto no ocurre asi en la leche sin sirope ya
que debe ocurrir primero la degradacion de la lactosa
para dejar libre la glucosa y después es que la bacteria
realiza la fermentacion a partir de este monosacérido.
Resultados similares fueron obtenidos por otros inves-
tigadores (14) cuando compararon la viabilidad celular
de Bifidobacterium bifidus en dos leches fermenta-
das: una que se le adiciond inulina antes de la fermen-
tacion y una sin inulina. A las 24 h de fermentacion
obtuvieron mayor conteo de B. bifidus en la leche fer-
mentada con inulina. Los resultados obtenidos sugie-
ren que 3 % de sirope FOS-G continla siendo el méas
recomendable a utilizar para el desarrollo de una leche
fermentada simbidtica, ya que las variaciones tanto de
acidificacion de la leche como de la viabilidad celular
del probidtico no son significativamente diferentes con
respecto a cuando se emplea 4 % de sirope FOS-G. Se
decidio continuar el estudio de consumo de azucares
con la variante de 3 % que es la mas econémica y se
encuentra también propuesta en la literatura consulta-
da (9). La Fig. 3 muestra una imagen de la CCF donde
se separan los principales componentes del sirope FOS-
G presentes en la leche en el momento de inoculacion
y después de la coagulacion. Por la intensidad de las
manchas no hay consumo apreciable de los compo-
nentes del sirope durante la fermentacion. Este resul-
tado cualitativo coincide con los encontrados durante
el curso temporal de consumo de azUcares en caldo
MRS (8). En ese estudio también se observa que en
las primeras 3 h de fermentacion no existen diferen-
cias significativas en las concentraciones de los azlca-
res presentes en el caldo MRS.

Fracciones
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Fig. 3. Separacion por cromatografia de capa fina de los azlcares

presentes en laleche con 3 % de sirope FOS-G: antes (0O h) y
después de la coagulacién (3 h).

M es un marcador que indica la migracion de los diferentes azucares.

Es importante destacar que la fraccion de FOS-G no
se consume, al menos apreciablemente, durante la fer-
mentacion hasta la coagulacion. Esto sugiere que la
fraccion prebidtica puede llegar al tracto gastrointestinal
de forma intacta para ejercer su accion beneficiosa en
el organismo del consumidor.

CONCLUSIONES

Con el desarrollo de la acidez y el pH se pudo compro-
bar que la capacidad de acidificacion fue favorable para
todas las variantes. La incorporacion del sirope con
fructooligosacéridos a la leche no inhibié el crecimien-
to de los cultivos lacticos lograndose conteos celulares
de L. acidophilus hasta el orden de 10% ufc/mL en
todos los casos. Mediante la determinacion cualitativa
del consumo de los azlcares se comprob6 que no fue
consumida la fraccion del sirope que corresponde a los
fructooligosacéridos.
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