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RESUMEN

Se evalud el comportamiento de Lactobacillus acidophilus
y Streptococcus thermophilus cuando se incorpora un sirope
con fructooligosacaridos al medio de fermentacién como
Unica fuente de carbono. Se adiciono el sirope en proporcio-
nesde 2, 3y 6 % al medio Caldo Man, Rogosa and Sharpe y
se inoculé a 2 % con monocultivo de L. acidophilus en unos
casos y en otros con cocultivo de L. acidophilus y S.
thermophilus. Se tomaron muestras cada 8 h durante las 24 h
de fermentacion y se determind acidez, pH y contenido de
azlcares. Con la adicion del sirope con fructooligosacaridos
al medio de fermentacion no se inhibi6 el crecimiento de los
cultivos lacticos empleados. La capacidad de acidificacion
fue favorable para ambos cultivos, observandose un mejor
comportamiento con el cocultivo. Durante las 24 h de fer-
mentacion, ambos cultivos consumieron preferentemente
mono y disacaridos quedando intacta la fraccion del sirope
que corresponde a los fructooligosacaridos.
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prebioticos, fructooligosacaridos.

*Oxalis Rodriguez Martinez: Licenciada en Microbiologia (U.H.
2002). Investigador Agregado. Mdster en Ciencias Microbioldgicas (U.H.
2007). Labora actualmente en la calidad microbioldgica de productos
ldcteos vy sus derivados vy el desarrollo de productos con probidticos y
prebidticos.

ABSTRACT

Influence of syrup with prebiotic on the growth of lactic
culture

The growth of Lactobacillus acidophilus and Streptococcus
thermophilus when syrup rich in fructooligosaccharides (FOS)
was incorporated to the fermentation medium as unique
carbon source was evaluated. Syrup was added at 2, 3 and 6%
to the Man, Rogosa and Sharpe medium broth and inoculated
later with 2% v/v of a L. acidophilus monoculture or with a co-
culture including L. acidophilus and S. thermophilus. Lactic
acid formation, pH values and sugar contents were determined
for samples collected at 8 and 24 h. Growth capacity of mono
or co-culture was not affected in any of the used syrup
proportions. The growth rate, expressed as the acidification
capacity, evaluated at the different times, was favorable for
both cultures; however, co-culture displayed a better behavior
than monoculture. After 24 h fermentation, both cultures
consumed preferentially mono and disaccharides components
of the syrup for growth meanwhile the FOS fraction was intact.
Key words: acid lactic bacteria, probiotic, prebiotic,
fructooligosaccharides.
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INTRODUCCION

En la actualidad se busca que el alimento proporcione
componentes funcionales al organismo por encima de
su valor nutricional original (1). Dentro de los alimen-
tos funcionales han adquirido un papel relevante los
probidticos y prebioticos, con importantes efectos en la
prevencion y el tratamiento de enfermedades (2).

Los fructooligosacaridos (FOS) son los prebi6ticos que
presentan mayor interés comercial pues son los com-
ponentes alimentarios que parecen ejercer el mejor
efecto prebidtico (2). Sus cualidades vienen dadas por
constituir el sustrato méas conveniente para las bacte-
rias beneficiosas del tracto gastrointestinal contribuyen-
do a que el desarrollo de las mismas sea mas rapido
que el de algunos enteropatégenos (3). De hecho, fue-
ron los primeros oligosacaridos no digeribles en los que
se verificaron propiedades funcionales (4). Las bacte-
rias cido lacticas son capaces de crecer en medios
sencillos a partir de azlcares (hexosas y pentosas) pro-
duciendo &cido lctico con rendimientos superiores a
85 % en especies homolécticas (5). A los productos
obtenidos de la combinacion de los probidticos y
prebidticos se han definido como simbidticos. Los efec-
tos beneficiosos de esta combinacion ain no estan cla-
ramente demostrados, algunos investigadores opinan que
los simbidticos son de gran importancia y pueden ofre-
cer ventajas al mejorar la supervivencia e implantacion
de los probidticos en el tracto intestinal, debido a que su
sustrato especifico esté disponible desde el momento de
la ingestion (1, 6, 7).

En Cuba se obtiene un sirope con FOS denominado
comercialmente ALIDUX que tiene probadas propie-
dades prebioticas. En la elaboracion de cualquier pro-
ducto fermentado probidtico con la adicion de este
sirope, seria un inconveniente que durante la fermen-
tacion y la conservacion sea consumida la fraccion del
sirope con cualidades prebidticas por los cultivos
probidticos presentes en el producto. Es importante
verificar la exposicion de la fraccion prebidtica al culti-
vo probidtico para conocer si esta puede Ilegar intacta
al tracto gactrointestinal y ejercer su funcion en los
microorganismos presentes en ese nicho. El cocultivo
de Lactobacillus acidophilus y Streptococcus cono-
cido también en Cuba como cultivo Bioyogur, es el que
se utiliza para la elaboracion de la mayoria de las le-

ches fermentadas probidticas que se comercializan en
el territorio nacional. Es por ello que el objetivo de este
trabajo fue evaluar el comportamiento de L.
acidophilus y S. thermophilus cuando se incorpora
un sirope con fructooligosacéridos al medio de fermen-
tacion como Unica fuente de carbono.

MATERIALES Y METODOS

En los ensayos se utilizé medio de cultivo Caldo Man,
Rogosa and Sharpe (MRS) procedente del BIOCEN
(Cuba), cultivo Bioyogur (cocultivo de L. acidophilus
y S. thermophilus) y monocultivo de L. acidophilus,
procedentes del Banco de Cepas del Instituto de In-
vestigaciones para la Industria Alimenticia y un sirope
FOS-G producido en el Instituto de Investigaciones del
AzUcar, cuyo nombre comercial es ALIDUX. Este
sirope FOS-G contiene fructosa 2,6 % m/m, glucosa 18,8
% m/m, sacarosa 20,4 % m/m, kestosa 54,4 % m/my
nistosa 3,8 % m/m. Sobre la base de la ingesta diaria
recomendada de los FOS (nifios hasta 0,7 g y adultos
hasta 1,5 g) (8), se incorpord el sirope en proporciones
de 2, 3y 6 % al caldo MRS. Se utilizaron dos patrones,
uno compuesto por caldo MRSy 2 % de glucosa y otro
solo por caldo MRS. Se emple6 2 % de in6culo de mo-
nocultivo de L. acidophilus en unos casos y en otros de
cultivo de Bioyogur. Las variantes fueron incubadas du-
rante 24 h a las temperaturas optimas de crecimiento de
los cultivos de L. acidophilus y Bioyogur: 37 y 45 °C,
respectivamente. Se tomaron muestras cada 8 h duran-
te toda la fermentacion para la determinacion de acidez
(9) y pH (20). Se recolectaron las variantes estudiadas
alas 0y 24 hy se cuantificaron los aztcares no consu-
midos por cromatografia liquida de alta resolucion. Las
determinaciones se efectuaron a partir de 20 i L de mues-
tra en una columna Aminex HPX 42-C (BioRad,
Richmond) a una temperatura de trabajo de 81,7 °C.
Como fase mdvil se utiliz6 agua destilada con pureza
para HPLC, con una velocidad de 0,6 mL/min y una
presion de 5,2 x 10°Pa. Se empled un detector de indice
de refraccion Knauer Differential-Refractometer (mo-
delo IPICNOUQ2). Los resultados se analizaron con
ayuda del paquete informatico BioCrom, version 3.0
(CIGB, La Habana). Se elaboraron las curvas de pH y
acidez en funcion del tiempo de fermentacion y se
grafico el consumo de azucares a las 0 y 24 h. Se rea-
liz6 un andlisis de varianza de clasificacion simple y
prueba de comparaciones maltiples de Duncan para
comparar los valores de pH y los valores de acidez
obtenidos cada 8 h.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las Figs. 1 y 2 presentan los valores de acidez y pH
desarrollados por el monocultivo de L. acidophilus cuan-
do se incorporaron en el medio de cultivo 2, 3y 6 % de
sirope FOS-G y se utilizaron como controles medio su-
plementado con 2 % de glucosa y sin fuente de carbono,
respectivamente.

Los valores de acidez y pH iniciales (t=0) fueron simila-
res para las cinco variantes y estadisticamente no mos-
traron diferencias significativas (p<0,05). Se observa que
amedida que transcurri6 el tiempo, aumentd la acidez y
disminuy6 el pH, excepto en la variante 4 correspon-
diente al medio MRS sin fuente de carbono. Este resul-
tado evidencia que, al menos, uno de los azlcares pre-
sentes en el sirope fue metabolizado por la bacteria para
su crecimiento y produccion de acido lactico.

Acidez (% acido lactico)

Tiempo (h)

—®— Variante 1 (2 % de sirope FOS-G)
—e— ariante 2 (3 % de sirope FOS-G)
__a Variante 3 (6 % de sirope FOS-G)
—¥— Variante 4 (control sin azlcares)

—%— "Variante 5 (2 % de glucosa)

Fig. 1. Variacién en el tiempo de los valores de acidez
del caldo MRS suplementado con diferentes porcentajes

de sirope FOS-G y monocultivo de L. acidophilus.
Letras distintas indican diferencias significativas

para p<0,05.

La Fig. 1 muestra que a las 8 h de transcurrida la fer-
mentacion se alcanzaron valores de acidez en el rango
de 0,46 a 0,66 % de &cido lactico para todas las varian-
tes. Los mayores valores correspondieron a la varian-
te 3 (6 % de sirope) con 0,65 % de &cido lactico y la
variante 5 (2 % de glucosa) con 0,66 % de acido lacti-
co, los cuales no mostraron diferencias significativas
(p<0,05) entre ellos. Esta conversion, similar en las
variantes 3y 5, es un resultado esperado pues las pro-
porciones de glucosa en ambos medios son las méas
cercanas con respecto al resto de las variantes. Sin
embargo, se detectaron diferencias significativas
(p<0,05) entre todos los valores de acidez desarrolla-
dos por las variantes 1, 2 y 4, y de estas con respecto a
las variantes 3 y 5. La comparacion entre los valores
de acidez de las diferentes variantes a las 16 h de la
fermentacion mostr6 el mismo resultado estadistico que
el de las 8 h. Alas 16 h los mayores valores correspon-
dieron al igual que en el tiempo anterior a la variante 3
(0,83 % de acido lactico) y variante 5 (0,86 % de &cido
lactico).

Al final del estudio (24 h), los valores de acidez alcan-
zados por todas las muestras fueron significativamente
diferentes (p<0,05); correspondiendo la mayor acidez
a la variante 5 (1,01 % de &cido lactico), sequida de la
variante 3 con 0,92 % de &cido lactico.

La Fig. 2 refleja que los valores de pH desarrollados
por L. acidophilus durante las 24 h de fermentacién no
fueron significativamente diferentes (p<0,05) entre las
cinco variantes. Aunque se debe sefialar que los me-
nores valores de pH correspondieron a la variante 5
(pH=4,36) y variante 3 (pH= 4,51). Este resultado era
de esperar al ser estas variantes las que en el medio de
cultivo tienen mayor proporcion de sirope y por lo tan-
to, es mayor la cantidad de azucares fermentables dis-
ponibles para ser utilizadas por el microorganismo, lo
gue motivé una mayor produccién de &cido lactico.

Las Figs. 3y 4 exhiben el curso temporal de los valo-
res de acidez y pH como resultado del crecimiento del
cultivo Bioyogur al incorporar en el medio los mismos
porcentajes de sirope FOS-G empleados en el estudio
con el monocultivo de L. acidophilus.

La tendencia general de este resultado indica un com-
portamiento similar al obtenido en el estudio con el mo-
nocultivo, que evidencia un aumento de la acidez y una

disminucion del pH en el medio de cultivo en la medida
en que se incrementa el tiempo de fermentacion, ex-
cepto para la variante 4.
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Fig. 2. Variacion en el tiempo de los valores de pH del Fig. 3. Variacion en el tiempo de los valores de acidez.
caldo MRS suplementado con diferentes porcentajes del caldo MRS suplementado con diferentes porcentajes
de sirope FOS-G y monocultivo de L. acidophilus. de sirope FOS-G y cultivo de Bioyogur.
Letras distintas indican diferencias significativas Letras distintas indican diferencias significativas para p<0,05.
para p<0,05. 60
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Los valores de acidez desarrollados en este caso fue- oo
ron superiores a los obtenidos en la fermentacion con 54
el monocultivo. 52

- 50

Es vélido analizar que este comportamiento de los S 48
microorganismos durante la fermentacion puede de- 46

berse a que ocurra algun tipo de relacion sinérgica en- a4
tre L. acidophilus y S. thermophilus, similar a la que
existe entre este Ultimo y Lactobacillus bulgaricus
durante la fermentacion del yogur. Tiempo (h)

—=m— Variante 1 (2 % de sirope FOS-G)

Estos resultados indican que cuando se utiliza el sirope

FOS-G a 6 %, el comportamiento se acerca al que se —e— "' \Variante 2 (3 % de sirope FOS-G)
obtiene con el crecimiento de estos microorganismos

en el medio de cultivo tradicional (2 % glucosa, varian- —a—" Variante 3 (6 % de sirope FOS-G)
te 5). EI comportamiento de la acidez y el pH es espe-

rado, pues cuando en el medio de cultivo hay mayor ' Variante 4 (control sin azlcares)

cantidad de azUcares simples como en las variantes 3
y 5, si no hay sustancias inhibitorias del crecimiento

microbiano, debe haber una mayor produccién de &ci-

do lactico. Fig. 4. Variacién en el tiempo de los valores de pH
del caldo MRS suplementado con diferentes porcentajes
de sirope FOS-G y cultivo de Bioyogur.
Letras distintas indican diferencias significativas para p<0,05

—%—" Variante 5 (2 % de glucosa)
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Las Fig. 1 a4 muestran que el comportamiento es indi-
cativo de que tanto L. acidophilus en monocultivo como
en cocultivo, con S. thermophilus, es capaz de produ-
cir acido lactico a partir de la fermentacién de al me-
nos uno de los azicares presentes en el medio de cul-
tivo con los porcentajes de sirope empleados en el es-
tudio. Estos resultados se corresponden con lo indica-
do por otros investigadores (6) que demostraron en sus

estudios que las bacterias acido lacticas son capaces
de crecer en medios sencillos a partir de aziicares sen-
cillos produciendo acido lactico.

La Fig. 5 refleja que los resultados obtenidos sobre el
consumo de aziicares por parte de las bacterias lacticas
utilizadas en este estudio, cuando fueron cultivadas a
los diferentes porcentajes del Sirope FOS-G.

a) 2 % sirope FOS-G

b) 3 % sirope FOS-G
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Fig. 5. Consumo de azticares por los cultivos de L. acidophilus y Bioyogur durante
el crecimiento en medio MRS suplementado con diferentes concentraciones de sirope FOS-G.
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En todos los casos resulta coincidente que a las 24 h de
fermentacion hubo consumo preferencial de
monosacaridos simples como glucosa y fructosa, mien-
tras que la fraccion de FOS se mantuvo intacta. En el
caso del Bioyogur, cuando se emplearon las variantes
con 2, 3y 6 % de sirope FOS-G, se observo un ligero
consumo de sacarosa respecto a esas mismas varian-
tes con el cultivo de L. acidophilus. Este comporta-

miento puede deberse a que al agotarse la glucosa y
fructosa, los microorganismos comienzan a consumir
preferentemente la sacarosa. Este resultado es similar
al informado por otros investigadores (11) cuando es-
tudiaron el consumo preferencial de azlcares por la
bacteria Lactobacillus plantarum.

CONCLUSIONES

No hubo inhibicién del crecimiento de L. acidophilus
y S. thermophilus cuando se les adicioné al medio el
2, 3y 6 % del sirope con FOS. Durante las 24 h de
fermentacion los cultivos lacticos estudiados no consu-
men la fraccion de FOS presente en el medio.
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