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(Resumen )
Los alimentos funcionales son una nueva generacion de alimentos que ademds de nutrir buscan potenciar la salud del consumi-
dor. Los prebidticos son ingredientes funcionales reconocidos por el Cédigo Alimentario Argentino que ejercen un efecto beneficio-
so en la salud mediante la estimulacion selectiva del crecimiento y actividad metabélica de ciertos componentes de la microbiota
colénica. Los prebidticos mds reconocidos por su seguridad y efectos en el consumidor son los fructooligosacdridos (FOS) y
galactooligosacdridos (GOS). Estos compuestos pueden extraerse de algunos alimentos o sintetizarse enzimdticamente. En este
trabajo, analizamos la actividad f-galactosidasa (8-gal) de bacterias ldcticas (BAL) como herramientas para la sintesis de
oligosacdridos prebidticos a partir de lactosa (GOS). Quince lactobacilos expresaron actividad f-gal y crecieron a expensas de
lactosa mientras que once de ellos fueron capaces de sintetizar GOS. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CRL450, fue la
cepa con mayor actividad B-gal, y sintetizé un mdximo de 41,3 % GOS con enlaces 3-(1 > 6) y f-(1 >3). Los CRL450-GOS
estimularon el desarrollo de la cepa productora y de cultivos probiédticos e incrementaron las poblaciones de lactobacilos y
bifidobacterias y la produccion de dcidos grasos de cadena corta en homogenatos colénicos de ratones usados como modelo
intestinal in vitro. Los resultados obtenidos avalan el potencial de L. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL450 para la produccion de
GOS prebidticos y alientan la optimizacion de su sintesis para formular nuevos ingredientes alimentarios funcionales.

Palabras claves: Bacterias dcido ldctica (BAL), B-galactosidasa, galactooligosacdridos (GOS), potencial prebidtico.

.

fAbstract

Functional foods are a new generation of food products that enhance consumer’s health besides basic nutrition. Prebiotics are
functional ingredients authorized by the Argentinian Food Code that produce a beneficial effect on health by stimulating the
growth and metabolic activity of some components of the colonic microbiota. Fructooligosaccharides (FOS) and galactooligosac-
charides (GOS) are the most recognized prebiotics due to their safety and health effects. These compounds can be obtained from
some foods or be enzymatically synthesized. In this work, we analyze the activity of lactic acid bacteria (LAB) 3-galactosidase
(B-gal), to select strains for the synthesis of oligosaccharides from lactose (GOS) with potential prebiotic effect. Fifteen lactobacilli
express 3-gal activities and were able to grow in lactose, whereas eleven of them were able to synthesize GOS. Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CRL450, the strain with the highest $-gal activity, synthesized a maximum of 41.3% GOS, with f3-(1
> 6) and f-(1 >3) linkages. CRL450-GOS enhanced the growth of recognized probiotics and the producer strain, and increased
the lactobacilli and bifidobacteria populations and the production of short chain fatty acids in colonic homogentes of mice used as
in vitro intestinal model. The results obtained support the potential of L. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL450 to produce
prebiotic GOS and the need to optimize their synthesis for the design of new functional food ingredients.

Keywords: Lactic acid bacteria (LAB), B-galactosidase, galactooligosacchdrides (GOS), prebiotic potential.

Introducciéon

Los prebidticos son sustratos que son utilizados selectivamente por los microorganismos de la microbiota
endogena, confiriendo beneficios para la salud (Gibson y col., 2017). Dentro de los compuestos prebioticos
mas reconocidos, los galactooligosacaridos (GOS) han demostrado ser ttiles para la modulacién de la micro-
biota coldnica hacia un equilibrio saludable, debido a que estimulan el aumento de microorganismos benefi-
ciosos como bifidobacterias y lactobacilos y la disminucién de clostridios, bacteroides y enterobacterias
(Cardelle-Cobas y col., 2009a; Roberfroid y col., 2010). Ademas los GOS inhiben la adhesion de bacterias
patdgenas al epitelio del colon, reducen el colesterol sérico y la hipertension, y previenen diferentes patolo-
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gias como cancer de colon, diabetes tipo 2, sindrome metabolico, enfermedades cardiovasculares, etc (Mac-
farlane y col., 2008; Férnandez y col., 2018, Power y col., 2014, Li y col., 2016). Los GOS han sido definidos
como carbohidratos no digeribles, formados por dos a ocho mondmeros de galactosa y una unidad de glucosa
terminal unida por enlaces glucosidicos (Chen y Ganzle, 2017; Tymczyszyn y col., 2014). En su sintesis inter-
viene la enzima [3-galactosidasa (p-gal) (EC 3.2.1.23), presente en numerosos microorganismos y muy impor-
tante desde el punto de vista tecnoldgico y por sus aplicaciones en alimentos y salud. Dependiendo de las
condiciones de reaccidén (concentracion de sustrato, actividad agua, pH, temperatura, tiempo de reaccion),
esta enzima puede catalizar la hidrolisis y la transgalactosilacion de la lactosa, resultando en diferentes mez-
clas de los galactooligosacaridos mencionados (Vonk y col., 2012; Moreno y col., 2014; Vera y col., 2016;
Zarate y col., 2013).

Las bacterias acido lacticas (BAL) han sido ampliamente estudiadas debido a su papel en la fermentacién y
biopreservacion de los alimentos y por su potencial como probiéticos para la salud humana. (Douillard y de
Vos, 2014). También han sido reconocidas como inocuas por autoridades internacionales (GRAS status para
la FDA y QPS para la EFSA), lo que permite el uso seguro de sus enzimas para aplicaciones en alimentos. En
este sentido, pocos estudios se han enfocado en la sintesis de GOS por la 3-gal de BAL. Esta capacidad solo ha
sido reportada para Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, Limosilactobacillus reuteri y Lactiplantibacillus
plantarum, (Splechtna y col., 2006; Nguyen y col., 2007; Gobinath y Igbal y col., 2010; Lu y col., 2012; Prapulla,
2014; Carevic¢ y col., 2018). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad hidrolitica y trans-
glicosilica de cepas de BAL aisladas de productos argentinos para seleccionar aquella capaz de producir GOS
con un potencial prebidtico mayor que las mezclas de GOS obtenidas convencionalmente con enzimas fungi-
cas.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Glucosa, galactosa, fructosa, lactosa, rafinosa, estaquiosa, o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG) y el
carbon activado fueron adquiridos a Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EE. UU.). La enzima {-gal de Kluyve-
romyces lactis (Lactozym®Pure 6500L) fue proporcionada por Novozymes (Dittingen, Suiza), el jarabe Vivi-
nal®-GOS por Friesland Campina Domo (Paises Bajos) y el medio de cultivo MRS y acetonitrilo grado HPLC
fueron adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemania).

Cepas bacterianas

Se usaron once cepas de bacterias lacticas (BAL) pertenecientes a la coleccion de cultivos de CERELA-CONI-
CET (CRL) aisladas a partir de productos lacteos (quesos y yogurt). Las cepas, se activaron en caldo MRS a
37 °C mediante tres transferencias sucesivas cada 24 h antes de su uso experimental. Lacticaseibacillus casei
CRL431° (CERELA-CONICET, Chr.Hansen), Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12° (Chr.Hansen) y
Escherichia coli C3 (Instituto de Microbiologia “Luis Verna” de la Universidad de Tucuman) fueron usadas
para ensayar la actividad prebiotica de los oligosacaridos.

Determinacion de la actividad -galactosidasa

La actividad hidrolitica $-gal (U mg—1 de proteina) de las cepas se evalud en extractos libres de células (ELC)
obtenidos por disrupciéon mecanica, mediante un método colorimétrico que mide la hidroélisis del sustrato
sintético ONPG a 420 nm (Sabater y col., 2019). La actividad transglicosilica se determiné cualitativamente
por TLC. Cada ELC se mezcld (1:1) con lactosa (300 g L-1 concentracién final) y se incubé durante 8 h.
Alicuotas (2 pL) de cada mezcla de reaccion fueron sembradas en placas de gel de silice y se us6 como fase
movil una mezcla de butanol, metanol y agua (70: 20: 10). Las placas de TLC se revelaron rociando acido
sulfurico al 5% y a-naftol al 0,5 % en etanol y calentando durante 30 min a 100 °C.

Produccion de galactooligosacaridos.

Para la sintesis de GOS, los ELC de BAL conteniendo -gal (1,3 U mL-1) se mezclaron con lactosa (300 g L—-
1),y se incubaron a 45 °C, pH 6.5 durante 5 h, inactivando la reaccién por calentamiento (95°C, 2 min) (Saba-
ter y col., 2019). La enzima de Kluyveromyces lactis (Lactozym) fue utilizada en las mismas condiciones con
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fines comparativos. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis. Las reacciones se realizaron por
duplicado y las muestras se analizaron dos veces.

Determinacion de actividad prebiotica de CRL450-GOS.
Crecimiento de cepas bacterianas a expensas de oligosacaridos.

L. bulgaricus CRL450 (productora de GOS) y dos cepas probidticas L. casei CRL431 y B. animalis subsp. lactis
BB-12 fueron inoculadas al 2% (v/v) (DO600 inicial ¥ 0.1) en caldo MRS sin glucosa, suplementado con
glucosa, Vivinal-GOS y CRL450-GOS a una concentracion final de 0,5% (p/v). Los cultivos se incubaron a 37
°C durante 24 h. El crecimiento se evalué midiendo incremento en el tiempo de la absorbancia a 600 nm en
un lector de microplaca automatizado (Varioskan Flash) y descenso de pH con un pHmetro Altronix TPXI.

Indice Prebiético

El potencial prebidtico de los GOS sintetizados por L. bulgaricus CRL450 fue determinado cuantitativamente
mediante un indice de actividad prebiotica (PAS por sus siglas en inglés), un método basado en el cambio en
la biomasa celular después de 24 h de crecimiento de un cepa de interés (BAL y bifidobacterias) sobre el
prebiotico en estudio o glucosa, comparado con el cambio de biomasa de una cepa entérica (Escherichia coli)
cultivada en iguales condiciones (Huebner y col., 2007). El PAS de Vivinal-GOS y CRL450-GOS se calculo6
como:

PP24-PPy _ EP24-EPy

PG24-PGy  EGx-EGy

PAS =

donde PP0 y PP24 es la biomasa probidtica (DO600) en prebidticos seleccionados a las 0 h y 24 h de fermen-
tacion. PGO y PG24 es la DO600 probidtica en glucosa después de 0 h y 24 h respectivamente. EPO, EP24 y
EGO, EG24 es la biomasa de E. coli en prebidticos y glucosa a las 0 h y 24 h, respectivamente. La concentra-
cién de carbohidratos fue monitoreado por GC-FID.

Fermentacion in vitro de GOS por la microbiota coldnica de ratones adultos C57BL/6

Ratones adultos C57BL/6 alimentados con una dieta convencional, fueron sacrificados y su contenido coldni-
co fue suspendido al 10 % (p/v) en solucién salina (NaCl 0,9%). El homogenato obtenido fue fraccionado y
suplementado con CRL450-GOS y Vivinal-GOS (0,5% concentracion final) y las mezclas resultantes fueron
incubadas 24 h a 37°C en anaerobiosis. Los cambios en las poblaciones de lactobacilos y bifidobacterias
fueron determinados por recuento en placa empleando medios de cultivo selectivos, Rogosa Agar y
TOS-propionato-agar suplementado con 0,2% LiCl, para el recuento de lactobacilos y bifidobacterias respec-
tivamente. La actividad metabdlica de la microbiota se evalué cuantificando la produccién de acidos organi-
cos por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC-RID).

Determinacion de carbohidratos y acidos organicos
Cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID).

El contenido de carbohidratos fue determinado por GC-FID (Sabater y col., 2019). Los oligosacaridos se
analizaron como oximas trimetilsililadas en un cromatégrafo de gases (Agilent Technologies 7890A; Wilmin-
gton, DE, EE. UU.) equipado con una columna capilar de silice fundida DB-5HT, ligada, de fase reticulada
(30 m x 0,25 mm d.i. y 0,25 um de espesor de pelicula, J&W Scientific, Folson, California, EE. UU.). La tem-
peratura del horno fue inicialmente 180 °C aument6 a una velocidad de 3 °C min-1 a 350 °C y luego se man-
tuvo durante 25 min. Las temperaturas del inyector y del detector se fijaron a 280 y 355 °C, respectivamente.
las inyecciones se realizaron en modo dividido (1 : 20) usando nitrégeno a 1 mL min—1 como gas portador.
La adquisicién e integracion de datos se realizaron con el software Agilent ChemStation Rev. B.03.01.

Cromatografia Liquida de alta resolucion con deteccion del indice de refraccion (RID).

Las concentraciones de acidos organicos resultado del metabolismo de las bacterias de la microbio6ta colénica
de ratones C57bl/6 se analizaron en un HPLC-RID (Knauer, Alemania). Con columna Rezex ROA (300 mm
x 7,8 mm y tamano de particula de 8 pm, Phenomenex Torrance, USA) y la separacion fue realizado en un
modo isocratico a 55 °C usando H2504 0,01 M como la fase mévil, a un caudal de 0,6 mL min—1. La obten-
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cién y el procesamiento de datos se realizaron con Software Windows Basic Edition v.3.05 EuroChrom.
Analisis estadistico

Los analisis se realizaron por duplicado y los datos se expresaron como media + DE. En todos los ensayos se
aplico el analisis de varianza de una via (ANOVA), el test de Tukey (p < 0,05) y el coeficiente de correlacién
de Pearson. Todos los analisis estadisticos se realizaron en R v3.5.0.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion de la actividad p-galactosidasa

Se evaluo la actividad hidrolitica de los ELC de 11 cepas de BAL de origen lacteo (L. plantarum, n = 3; L. para-
casei, n = 3; L. bulgaricus, n = 4; L. acidophilus, n = 1) pertenecientes a la colecciéon de cultivos del CERE-
LA-CONICET. Nueve cepas fueron capaces de crecer a expensas de lactosa y expresaron actividad p-gal.
Entre ellas, la cepa L. bulgaricus CRL450 mostré valores significativamente mas altos de actividad especifica
(2,06 U mg—-1) que los otros microorganismos evaluados, indicando que esta propiedad es cepa dependiente
y no una caracteristica de especie (Figura 1). En cuanto a la actividad transglicosilasa, 6 cepas de BAL fueron
capaces de sintetizar oligosacaridos, lo cual se vio reflejado en los cromatogramas en capa fina (TLC) en la
posicion correspondiente a los oligosacaridos (Vivinal-GOS fue utilizado como estandar). Actualmente, la
mayoria de los GOS comerciales se sintetizan con enzimas fungicas de los géneros Aspergillus o Kluyveromy-
ces o bacterianas del género Bacillus (Chen y Génzle, 2017). Sin embargo, la composicién de mondmeros y
los enlaces entre las unidades de D-galactosa pueden variar dependiendo de la fuente de enzima y las condi-
ciones de reaccion, afectando su potencial prebidtico (Chen y Ginzle, 2017; Cardelle-Cobas y col., 2011). Al
respecto, se ha postulado que los GOS sintetizados por bifidobacterias y lactobacilos tendrian mayor poten-
cial prebidtico y selectividad especifica al ser mas facilmente fermentados por sus mismos géneros bacteria-
nos (Osman y col., 2010). Entre las cepas capaces de sintetizar GOS seleccionamos a L. bulgaricus CRL450
para estudiar las caracteristicas de los GOS producidos.

Sintesis de oligosacaridos a partir de lactosa

La composicion de la mezcla de oligosacaridos sintetizados por la CRL450-p-gal y Lactozym a partir de 300
g L-1 lactosa a 45 °C, pH 6,5 y 5 horas fue analizada por GC-FID (Figura 2). En el perfil cromatografico de
ambas mezclas se pudo evidenciar la presencia de monosacaridos, disacaridos como lactosa, alolactosa
(B-D-Galp-(1 > 6)-D-Glu) y 6-galactobiosa (B-D-Galp-(1 > 6)-D-Gal); los trisacaridos 6X-galactosil-lactosa
(B-D-Galp-(1 > 6)-lactosa) y 3X-galactosil-lactosa (p-D-Galp-(1 > 3) lactosa). Se ha demostrado que otras
especies de Lactobacillus producen enlaces f-(1 > 6) y B-(1 > 3) en sus productos de reaccion de transglicosi-
lacion. (Splechtna y col., 2006; Igbal y col., 2010; Kittibunchakul y col., 2018). Esta caracteristica es importante
debido a que se ha demostrado en estudios recientes sobre digestibilidad de compuestos prebiéticos utilizan-
do vesiculas de membrana de borde en cepillo de intestino delgado de cerdo (BBMV), que el enlace (1 > 6)
posee mayor resistencia a la digestion gastrointestinal (Ferreira-Lazarte y col., 2019). El contenido de
CRL450-GOS totales (%) al finalizar la reaccion fue de 41.3%. La composicion porcentual de la mezcla fue:
35.9 % de lactosa, 7.7% de alolactosa, 0.9% de 6-galactobiosa, 4.2% de otros di-GOS, 11.2% de 6-galactosil
lactosa, 7.1% de 3-galactosil lactosa y 7.3% de otros tri-GOS. El contenido de GOS totales en la mezcla de
Lactozym fue de 36.9 % con una composicion porcentual de 44.8% de lactosa, 8% de alolactosa, 4.5% de 6-ga-
lactosil lactosa, 0.9 % de 4"GaLa, 12.9% 6 GalLa.

Determinacion de la capacidad prebidtica de CRL450-GOS

Se espera que los compuestos prebiéticos accedan en elevada proporcion al intestino grueso para estimular el
crecimiento y el metabolismo de bacterias beneficiosas como lactobacilos o bifidobacterias (Marin-Manzano
y col,, 2013). En este sentido, producir GOS empleando CRL450-[-gal podria ser importante para estimular
su propia proliferaciéon en un producto alimenticio u otros lactobacilos en el tracto intestinal. Por lo tanto,
evaluamos la capacidad de L. bulgaricus CRL450 para crecer a expensas de sus propios GOS (CRL450-GOS),
GOS comerciales (Vivinal GOS) y glucosa como control positivo (como control negativo se usé medio
desprovisto de carbohidratos). El maximo desarrollo de este microorganismo se observé en los oligosacaridos
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sintetizados por su propia -gal (9,75 + 0,22 log UFC/ml), aunque en este sustrato la fase de latencia fue la mas
larga (7.3240.12 h) y se necesité mayor tiempo para alcanzar la fase estacionaria (24 h) que en los otros sustra-
tos (Tabla 1). Otros estudios también han informado que cepas de Bifidobacterium y Propionibacterium
fermentan preferiblemente GOS antes que azticares mas facilmente metabolizables como glucosa, galactosa o
lactosa (Gopal y col., 2001; Amaretti y col., 2007; Barboza y col., 2009; Sabater y col., 2019).

Para probar la capacidad prebiética de la mezcla de oligosacaridos sintetizados en otros microorganismos se
realizaron ensayos con cultivos puros de probiéticos reconocidos como las cepas Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12 y Lactobacillus. casei CRL431. Las cepas se inocularon en medios que contenfan como
fuente de carbono Vivinal-GOS y CRL450-GOS. El crecimiento y metabolismo se evaluaron midiendo la
absorbancia a 600 nm y cambios en los valores de pH del medio de crecimiento (Figura 3, Tabla 2). Para tener
una actividad prebidtica, el carbohidrato estudiado debe ser metabolizado por la cepa de prueba preferente-
mente mejor que la glucosa. Ambos probidticos pudieron desarrollarse en GOS, como lo demuestra el
aumento en DO600 y la disminucién en el pH de los medios (Figura 3, Tabla 2). Cuando se determin¢ el
indice prebidtico (PAS) utilizando como sustratos las mezclas de oligosacaridos no purificados, se observé un
valor positivo para todas las cepas y condiciones probadas (Tabla 3). Esto se debié al mayor crecimiento de las
cepas benéficas probadas con respecto a la enterobacteria en los oligosacaridos testeados. Las poblaciones de
lactobacilos (CRL431 y CRL 450) mostraron mayor incremento en biomasa con los oligosacaridos produci-
dos por L. bulgaricus CRL 450 mientras que los oligosacaridos comerciales Vivinal-GOS, favorecieron en
mayor medida el crecimiento de las bifidobacterias (Figura 3).

Fermentacion in vitro de GOS por la microbiota coldnica de ratones adultos C57BL/6

El principal sitio blanco de los prebidticos es el intestino grueso, en donde seran fermentados selectivamente
por microrganismos beneficiosos de la microbiota enddgena, como lactobacilos y bifidobacterias, producto-
res de acidos grasos de cadena corta (acético, propionico y butirico). La suplementacion de los homogenatos
colénicos de ratones C57BL/6 con los nuevos oligosacaridos sintentizados por L. bulgaricus CRL 450
(CRL450-GOS) produjo incrementos similares en los recuentos de lactobacilos y bifidobacterias y en la
concentracion total de acidos organicos (Tabla 3) que los observados con los GOS prebidticos comerciales
Vivinal-GOS usados como referencia. La fermentacion de estos sustratos produjo diferentes perfiles de acidos
organicos lo cual puede estar relacionado a cambios en la composicion de la microbiota que involucra a otros
grupos microbianos no analizados. La fermentacion de CRL450-GOS produjo mayor incremento de acidos
propionico y butirico que Vivinal-GOS, mientras que éste elevo en mayor medida la produccion de acidos
lactico y acético (Tabla 3). Todos los acidos grasos volatiles cumplen importantes funciones fisioldgicas
relacionadas al metabolismo energético, absorcion de electrolitos, ciclo celular de los colonicitos, entre otras,
por lo que su incremento es un efecto buscado mediante la manipulacién dietaria. Al respecto, otros autores
han demostrado el incremento de AGV por diferentes prebidticos como lactulosa, GOS y Oslu (oligosacari-
dos de lactulosa) tanto en ensayos in vitro como in vivo (Rycroft y col., 2001; Macfarlane y col. 2008, Cardelle
Cobas y col., 2009) poniendo de manifiesto los potenciales beneficios para la salud que esto puede implicar.
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren también que los nuevos oligosacaridos sintetizados por BAL
(CRL450-GOS) podrian actuar favorablemente en la composicion y actividad metabolica de la microbiota
intestinal.

CONCLUSIONES

En las ultimas décadas el interés de los consumidores por una dieta saludable ha incrementado la necesidad
de la industria alimentaria de desarrollar nuevos productos funcionales, que mas alla de su papel nutricional
basico aporten beneficios para la salud. Al respecto, los microrganismos probiéticos y los compuestos prebio-
ticos son ingredientes funcionales que ya han sido reconocidos por el Cédigo Alimentario Argentino lo que
allana el camino en el desarrollo de nuevos productos. Entre lo prebiéticos reconocidos, los GOS ocupan un
lugar preponderante por su similitud con los oligosacaridos de la leche materna (HMO) y resultan de gran
interés como aditivos alimentarios. Al presente, se usan mayormente enzimas fungicas para la sintesis y/o
compuestos importados, por lo que resulta de interés la sintesis usando enzimas de microorganismos autdcto-
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nos y que ademas proveen mayor selectividad de fermentaciéon para la microbiota del consumidor. En este
sentido, la cepa lactea L. bulgaricus CRL450, fue capaz de producir una mezcla de oligosacaridos a partir de
lactosa (GOS) compuesta principalmente por trisacaridos con enlaces p(1 > 6) y (1 > 3). Estos CRL450-GOS
estimularon el crecimiento de la cepa productora y de cepas probidticas reconocidas (CRL431 y BB12) e
incrementaron las poblaciones de lactobacilos y bifidobacterias en homogenatos colénicos murinos, como
también la produccion de acidos grasos de cadena corta beneficiosos para la fisiologia intestinal. Actualmen-
te, trabajamos en la optimizacion de la sintesis y los efectos in vivo de los GOS sintetizados para confirmar los
alentadores resultados obtenidos en modelos in vitro.
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Tabla 1. Parametros relacionados con el crecimiento de L. bulgaricus CRL450 a expensas de diferentes
fuentes de carbono. Los datos son medias de dos ensayos independientes (+DE). * pH inicial 6.5 + 0.1. a, b,
Diferencias estadisticamente significativas en cada columna

Maximo .
Parametros Log UFC/mL Fase lag (h) ph™)
crec. (h)
Glu 18 8.13+0.18  2.83+£0.07°  0.079+0.001"
Vivinal-GOS 10 7.84+0.02*°  2.494+0.02*  0.145+0.014°
CRL450-GOS 24 9.75+0.22°  7.3240.12°  0.151 £0.016°

Tabla 2. Puntuaciones de actividad prebiotica (PAS) y pH final de probidticos seleccionados y L. bulgari-
cus CRL 450 en oligosacaridos. pH inicial 6.5 £ 0.1.

L. bulgaricus CRL450 L. casei CRL 431 B. animalis BB12
PAS pH PAS pH PAS pH

Vivinal-GOS 1.0(0.1) 5.6(0.1) 1.1(0.1) 3.8(0.1) |0.8(0.0) 5.8(0.1)

CRLA450-GOS 09(0.2) 4.3(0.0) 1.2(0.0) 4.1(0.0) |0.1(0.1) 4.5(0.2)
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