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Fermentacion de inulina por bacterias acido lacticas con
caracteristicas probioticas

Yanelys Garcia, R. Boucourt, Nereida Albelo y Odalis NUfez

Instituto de Ciencia Animal, Apartado Postal 24, San José de las Lajas, La Habana
Correo electrénico: ygarcia@ica.co.cu

Dos cepas probioticas de Lactobacillus salivarius (7 y 65) y una mezcla probiética se evaluaron in vitro, para conocer la
capacidad de fermentar la inulina (prebidtico). Se desarrollé un experimento para evaluar la capacidad de los microorganismos
de fermentar azucares simples (glucosa y fructosa). Posteriormente, se sustituy6 la fuente energética del medio MRS por
inulina. Cuando se utilizaron los aztcares simples en el medio la cepa 65 obtuvo el mayor crecimiento (P < 0.05). En el medio
con prebiotico hubo crecimiento de todas las cepas, y coincidi6 la de mayor crecimiento con la cepa 65 de Lactobacillus
salivarius (P < 0.001). Se logré la disminucién del pH del medio de cultivo, el cual se evidencié mas en las cepas 7 y 65. Los
resultados obtenidos son muy importantes, pues permitieron determinar que todas las cepas analizadas utilizan la inulina
como fuente energética. La cepa 65 de Lactobacillus salivarius fue la de mayor potencialidad para ser utilizada de forma
combinada con el prebiotico. Esto podria generar trabajos futuros dirigidos a la obtencion de productos simbiéticos, en los

que se potenciarian sus efectos.
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La composicion de la dieta influye en el control
y en la modulacion de diversas funciones en el
organismo, asi como en el tracto gastrointestinal y
en el equilibrio de su microbiota. Sin embargo,
diferentes factores como el estrés, la aplicacion
de medicamentos y el tipo de alimentacién, entre
otros, pueden crear un estado de desequilibrio que
provocaria diferentes enfermedades que influyen
en el estado fisioldgico en el hombre y los
animales. En estos Ultimos, repercuten también en
su comportamiento productivo (Bengmark 1998).
La utilizacién de probioticos y prebidticos permiten
el restablecimiento y desarrollo de la biota
bacteriana benéfica, asi como de las células
coldnicas epiteliales (Garcia et al. 2002), por lo
que constituyen una alternativa promisoria.

Los probioticos son aditivos alimentarios
formados por microorganismos vivos que tienen
efecto beneficioso en la salud del hospedero
(Schrezenmeir y De Vrese 2001). Diferentes
autores plantean que la capacidad de las bacterias
probioticas para fermentar oligosacéridos es una
caracteristica especialmente importante para estos
microorganismos (Collins y Gibson 1999 y Kaplan
y Huthins 2000).

Gibson y Roberfroid (1995) definieron al prebidtico
como un ingrediente alimentario no digerible que beneficia
al hospedero, estimulando su crecimiento y/o la actividad
de una o varias bacterias en el colon; por tanto, mejora
su salud. Existe gran variedad de compuestos prebi6ticos,
entre ellos los mas estudiados son la inulina y los

fructooligosacéridos.
1 ainiilina nartenace al artinn de lae friictanne Eci1in

glucosa terminal (Vijn y Smeekens 1999). Su
estructura no permite que sea hidrolizada en la
parte superior del tracto gastrointestinal. Se
metaboliza en el colon, selectivamente, por
bifidobacterias y lactobacilos que producen
enzimas fructofuranosidasa (Warchol et al. 2002).

En la actualidad se estimula la utilizacion
combinada de cepas probioticas con prebidticos,
para formar los productos simbioticos, en los
cuales el prebiodtico constituye una fuente
energética que incrementa la supervivencia
intestinal de las bacterias beneficiosas (Fook et
al. 1999).

Debido al considerable interés comercial e
investigativo de los prebioticos y bacterias
probidticas, el objetivo de este estudio fue estudiar
la capacidad de algunas bacterias acido-lacticas,
con caracteristicas probioticas para fermentar la
inulina.

Materiales y Métodos

Microorganismos y medios de cultivo: Se utilizaron
dos cepas de Lactobacillus salivarius (7 y 65),
autoctonas de la mucosa del ciego de pollos de ceba,
provenientes del cepario de bacterias &cido lacticas del
Instituto de Ciencia Animal de Cuba y una mezcla
probidtica de Enterococcus faecium, DSM 16211,
Lactobacillus reuteri, DSM 16350, Lactobacillus
salivarius ssp. Salivarius, DSM 16351, Pediococcus
acidilactici, DSM 16210 y Bifidobacterium animalis,
DSM 16284, que se encontraba liofilizado. Como fuente
energética, se empled la glucosa (BDH) y la fructosa
(RDH) v como nrehidtico 1a intilina (RDH)
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la glucosa por fructosa. Se esterilizaron a una atmoésfera
de presién durante 20 min. En la preparacion del medio
MRS-inulina, se siguié la metodologia descrita por
Kaplan y Hutkins (2000).

Procedimiento: Para investigar la influencia de
diferentes fuentes de carbohidratos en el crecimiento de
las bacterias probioticas se desarrollaron dos
experimentos in vitro. Se activaron las cepas estudiadas
en medio MRS liquido y se incubaron a 37 °C, durante
24 h.

Para evaluar el crecimiento de estas bacterias
probidticas en presencia de dos monémeros como fuente
energética (glucosa y fructosa), se tomd 1 mL de los
tubos de cultivo de cada una de las cepas que se
evaluarian y se sembré en medio MRS y MRS-fructosa.
La relacion de inoculacion fue de 1/10 (v/v) y el pH
inicial fue de 6.2. La incubacion se realizé durante 24 h,
a 37 °C.

Posteriormente, se realizé un segundo experimento
para evaluar la capacidad de los microorganismos
estudiados de fermentar una fuente prebidtica. Se tomé
1 mL de los tubos de cultivo de cada una de las cepasy
se sembr6 en medio MRS-inulina. La relacion de
inoculacion fue de 1/10 (v/v) y el pH inicial, de 6.2. La
incubacion se realiz6 durante 24 h, a 37 °C.

Al final de la incubacién de ambos experimentos, se
determind el crecimiento microbiano por estimacion de
densidad Optica en un espectrofotometro, a una longitud
de onda de 625 nm. Para el pH del medio de cultivo, se
utilizé un pH metro digital, marca WTA.

Tratamiento estadistico: Se utilizaron tres réplicas
que se procesaron mediante andlisis de varianza de
clasificacion simple, para determinar diferencias
significativas. Para la comparacion de medias, se aplico
la décima de comparacion de Duncan (1955), segun el
programa estadistico computarizado ANALEST (1998)
version 2.0.

Resultados y Discusidn

Todos los microorganismos que se evaluaron fueron
capaces de fermentar los mondémeros de glucosa y
fructosa (tabla 1). La cepa 65 de Lactobacillus
salivarius, en estas condiciones experimentales, tuvo
mayor capacidad para asimilar los carbohidratos, lo que
le permitio lograr el mejor crecimiento (P < 0.05). El
menor crecimiento lo obtuvo la mezcla probidtica en
el medio con glucosay la cepa 7 de Lactobacillus
salivarius, cuando se utilizé la fructosa como fuente
energética.

La capacidad de estas cepas de asimilar los dos
mondmeros de azlcares sugiere que estos
microorganismos tienen diferentes rutas metabolicas
para la obtencidn de energia, a partir de estos
carbohidratos, ya que tuvieron muy poco crecimiento
cuando se eliminaron estos azlcares en el
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capacidad de fermentar diferentes carbohidratos.
Brizuela (2003) determing el perfil de fermentacién de
carbohidratos de dos cepas de Lactobacillus
rhamnnosus y encontrd que estos microorganismaos son
capaces de asimilar diferentes azlcares, dentro de ellos
la glucosa y la fructosa. Sin embargo, van der Meulen
et al. (2006) encontraron que la glucosa y la fructuosa
no eran buenos sustratos para la cepa DN 173 010, de
Bifidobacterium animalis. Por esto, el metabolismo del
azucar en las bacterias acido lacticas depende de la
especie y de la cepa especifica (Kuwuhara et al. 2004).

La cepa 65, de Lactobacillus salivarius, logré la
mayor disminucion del pH (P < 0.05) (tabla 2), lo que
indica que es capaz de generar mayor cantidad de acidos,
producto de la fermentacion de las fuentes de
carbohidratos analizadas.

La tabla 3 muestra que todas las cepas evaluadas
fueron capaces de crecer en presencia de inulina en el
medio de cultivo. La cepa 65 de Lactobacillus salivarius
fue la que alcanzé mayor crecimiento (P < 0.01), por lo
que utilizé de forma més eficiente esta fuente de energia
en las condiciones impuestas por el medio de cultivo.

Estos resultados sugieren que las bacterias que se
estudiaron tienen las enzimas capaces de hidrolizar los
enlaces B (2-1) de la inulina, con el consiguiente
metabolismo de los monémeros liberados en el medio de
cultivo. Muchas investigaciones indican que diferentes
especies de Lactobacillus, Streptococus vy
Bifidobacterium son capaces de metabolizar
fructooligosacaridos e inulina (Ehrmann et al. 2003 y
Kaplan y Hutkins 2003). En otro estudio, Kaplan y
Hutkins (2000) compararon la capacidad de fermentar
oligofructanos entre diferentes bacterias acido lacticas
y encontraron que la mayoria de las especies del género
Lactobacillus y Bifidobacterium crecian en presencia del
prebidtico.

Hartemink (1999) informé la capacidad del
Lactobacillus salivarius ssp de fermentar otros
oligosacaridos no digestibles, como lactitol, lactu-
losa, rafinosa y transgalactooligosacéarido. Este
microorganismo tiene potencialidades para utilizar
diferentes fuentes prebioticas, lo que le confiere
posibilidades para ser utilizado en la obtencion de un
producto simbidtico. Otro indicador importante durante
la fermentacion es el pH del medio (tabla 4), por la
produccion de acidos que genera.

Las dos cepas de Lactobacillus salivarius lograron
la mayor disminucidon de pH en el medio de cultivo con
inulina. La cepa 65 coincidié con mayor crecimiento
bacterial. Urias y Lépez (2004) también obtuvieron
disminucién del pH en el medio de cultivo con Inulina
Merk e Inulina Holm, al evaluar Lactobacillus casei
(0.65y 0.95, respectivamente) y Bifidobacterium breve
(0.23 'y 0.70, respectivamente).

Diferentes investiaadores han nlanteado ague durante
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Tabla 1. Crecimiento de microorganismos probi6ticos con el empleo de la glucosa y la fructosa

como fuente energética.

Microorganismos

Densidad 6ptica glucosa

Densidad dptica fructosa

Lactobacillus salivarius cepa 7

Lactobacillus salivarius cepa 65
Mezcla probidtica
EE £

5.09° 2.59
8.46° 7.18°
2.94% 4,65
0.16*** 0.14***

abc Medias con letras diferentes en lamisma columna difierena P<0.05 (Duncan 1955)

***Pp<0.001

Tabla 2. Disminucidn del pH en los medios de cultivo donde se utiliza la glucosa y la fructosa.

Microorganismos Glucosa Fructosa
Lactobacillus salivarius cepa 7 0.693° 0.600?
Lactobacillus salivarius cepa 65 0.753° 0.716"
Mezcla probidtica 0.660° 0.706°
EE + 0.006*** 0.004***

ab¢ Medias con letras diferentes en la misma columna difierena P <0.05 (Duncan 1955)

***P<0.001

Tabla 3. Crecimiento de bacterias acido lacticas mediante el uso de la
inulina como fuente energética.

Microorganismos

Densidad GOptica

Lactobacillus salivarius cepa 7
Lactobacillus salivarius cepa 65

Mezcla probiética
EE +

0.496*
1.016°

0.686"
0.044***

abc \edias con letras diferentes en la misma columna difierena P<0.01

(Duncan 1955)
***P<(0.001

Tabla 4. Capacidad de disminucion del pH por los microorganismos
probidticos en el medio MRS-inulina.

Microorganismos Inulina
Lactobacillus salivarius cepa 7 0.746°
Lactobacillus salivarius cepa 65 0.736°
Mezcla probibtica 0.393%
EE + 0.007***
abc Medias con letras diferentes en la misma columna difierena P<0.05
(Duncan 1955)
***P<(0.001

potencialmente patégenas, por lo que se generan
efectos beneficiosos en el hospedero (Gauthier 2002
y Roe et al. 2002).

Los resultados obtenidos permitieron determinar que
todas las cepas evaluadas son capaces de utilizar la
inulina como fuente energética. La cepa 65 de
Lactobacillus salivarius fue la de mayor poten-cialidad

Esta cepa podria generar trabajos futuros para la
obtencion de productos simbidticos, en los que se
potenciarian sus efectos.
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