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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de la cepa probiotica Limosilactobacillus (L.)
reuteri CRL 1098 de metabolizar diferentes prebioticos comerciales. Ademds, se estudio el efecto de la
suplementacion en medio de cultivo MRS con dichos prebioticos a diferentes concentraciones finales
(0,5; 1,0 y 2,0% p/v). Los prebioticos empleados fueron lactulosa e inulinas con distinto grado de
polimerizacion. Nuestros resultados muestran que la cepa no fue capaz de crecer en ausencia de una
fuente de carbono. Sin embargo, fue capaz de metabolizar fructooligosacaridos, todas las inulinas
empleadas y lactulosa. Por otra parte, cuando los prebiodticos se agregaron como aditivos, la inulina HP
(de alta pureza y de alto grado de polimerizacion) y la lactulosa, mejoraron el crecimiento de la cepa con
respecto al control en caldo MRS, en las tres concentraciones mencionadas. Estos resultados nos
permiten profundizar en el estudio del metabolismo de prebioticos por cepas de bacterias ldcticas (BL) y
representan las bases para el diseiio de alimentos simbioticos.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the ability of the probiotic strain Limosilactobacillus (L.)
reuteri CRL 1098 to metabolize different commercial prebiotics. In addition, the effect of
supplementation in MRS culture medium with said prebiotics at different final concentrations (0.5, 1.0
and 2.0% w/v) was studied. The prebiotics used were lactulose and inulins with different polymerization
degrees. Our results show that the strain was not able to grow in the absence of a carbon source.
However, it was able to metabolize fructooligosaccharides, all the inulins assayed and lactulose. On the
other hand, when prebiotics were added, the HP inulin (of high purity and high degree of polymerization)
and the lactulose, improved the growth of the strain with respect to the growth in MRS broth control, at
the three mentioned concentrations. These results allow us to deepen the study of the metabolism of
prebiotics by lactic acid bacteria (BL) strains and represent the basis for the design of symbiotic foods.

Palabras claves: Bacterias lacticas-probioticos-prebioticos.

Keywords: Lactic acid bacteria-probiotics-prebiotics.
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1. INTRODUCCION

Los prebioticos se definen como “un sustrato que
es  utilizado selectivamente ~ por  los
microorganismos del huésped y que confiere un
beneficio para la salud” (Gibson et al., 2017).
Entre los microbios intestinales que pueden
metabolizar  oligosacaridos  prebidticos  se
encuentran las bacterias lacticas (BL) (Endo et
al., 2016). Actualmente, en el mercado se ofrece
una amplia gama de prebidticos de variada
composicion, tales como fructanos tipo inulina y
fructo-oligosacaridos (FOS), galacto-
oligosacaridos (GOS), lactulosa y oligosacaridos
de leche humana (HMO) (Sabater Sanchez,
2015). Sin embargo, a pesar de su importancia, en
la actualidad no ha sido estudiado con
profundidad el metabolismo prebidtico en cepas
de BAL. Es por ello que el objetivo de este
trabajo fue evaluar la capacidad de la cepa
probidtica L. reuteri CRL 1098 de metabolizar
diferentes prebiodticos comerciales. Ademas, se
estudi6 el efecto de la suplementacion con dichos
prebidticos a diferentes concentraciones, sobre el
crecimiento del probiodtico.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

Se utilizo la cepa L. reuteri CRL 1098
perteneciente a la coleccion de cultivos del
Centro de Referencias para lactobacilos
(CERELA-CONICET). Esta cepa acredita
propiedades probioticas asociadas a su potencial
para reducir el colesterol sérico, ademas de efecto
inmunoestimulante y capacidad de producir
corrinoides con actividad cobalamina (Bustos,
2016). El microorganismo fue cultivado en caldo
MRS a 37 °C previo a su uso en los diferentes
ensayos. Se emplearon los prebidticos Inulina
Orafti® GR, Inulina Orafti® HSI, inulina Orafti®
HP, FOS-P95 Orafti®, gentilmente cedidos por el
grupo Saporiti y lactulosa (Sigma-Aldrich). Los
mismos fueron esterilizados por filtracion (0,45
mm). Orafti® GR Y HSI contienen 92% y 88 de
inulina, respectivamente, y un grado de
polimerizacion (GP) > 10, mientras que HP
presenta 100 % de inulina y GP > 23. FOS-P95 es
una mezcla de fructooligosacaridos de cadena
corta con un 95% de pureza. Adicionalmente, se
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incluyé fructosa (MRS-Fru) como control para
estudiar si la cepa puede crecer en presencia de
esta hexosa como Unica fuente de carbono.

2.2 Fermentacion de oligosacaridos prebioticos
por L. reuteri

Con el fin de evaluar la capacidad de la cepa CRL
1098 de fermentar prebidticos comerciales como
unica fuente de carbono, un cultivo de 16 h a 37°
C de la cepa se centrifugoé a 5000 x g y se lavd
con solucion fisiologica previo a su inoculacion
en caldo MRS control, MRS sin glucosa, MRS
sin glucosa con el agregado de los prebioticos al
2% (p/v) y MRS sin glucosa con fructosa al 2%.
Los cultivos se incubaron durante 24 h a 37° Cy
se tomaron muestras al inicio y al final para
evaluar crecimiento mediante recuento en placa.
El valor obtenido es la media de al menos tres
experimentos independientes.

2.3 Efecto de la suplementacion del medio de
cultivo con prebidticos sobre el crecimiento
bacteriano

Para estudiar el efecto de la suplementacion con
prebioticos en el crecimiento de la cepa, la misma
se inocul6 en caldo MRS con y sin el agregado de
distintas concentraciones (0,5%, 1,0% y 2,0%) de
los prebioticos evaluados en el punto anterior.
Los cultivos se incubaron durante 24 h a 37° Cy
se tomaron muestras peridodicas para evaluar
crecimiento mediante medidas de absorbancia y
recuento en placa. Ademas, se calcularon las tasas
de crecimiento (TCR) de acuerdo a la ecuacion

)

(P24—Po)
TCR = ————= 1
¢ (G24—Go) (1

donde: Py, Py = UFC/mL de L. reuteri en
presencia del prebidtico a 24 hs y tiempo inicial,
respectivamente. G4, Go = UFC/mL de L. reuteri
en presencia de glucosa a 24 h y tiempo inicial,
respectivamente. (Watson. 2013). Un valor de
TCR =1 indica que no hay diferencias respecto
del crecimiento en medio con glucosa, mientras
que un valor de TCR < 1 indica menor
crecimiento respecto del control con glucosa y
TCR >1 indica un efecto estimulante del
crecimiento de la cepa en comparacion con la
glucosa como fuente de carbono (Rubel y col.,
2014).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Fermentacion de oligosacaridos prebioticos
por L. reuteri

En la tabla 1 se muestra el crecimiento de la cepa
L. reuteri en caldo MRS control, sin glucosa y
con fructosa o diferentes prebidticos como unica
fuente de carbono. Los valores corresponden a las
medias de tres experimentos independientes +
desviacion estandar. Los deltas se calcularon
como la diferencia entre Log UFC/mL a t4 y to h,
el recuento inicial correspondié a 6,90 + 0,31 Log
UFC/mL. Diferentes letras dentro de las
columnas indican diferencias significativas para
un valor de p < 0.05 respecto del MRS (control).

Tabla 1. Crecimiento de la cepa L. reuteri CRL
1098 en medios MRS sin glucosa, MRS
control y MRS con prebidticos al 2,0 %
como Unica fuente de carbono.

ALog UFC/mL
MRS (sin glucosa) 0,11+0,31¢
MRS control 231+0,14*
MRS-GR 1.64£0.17°
MRS-HSI 1,68 £0.11°
MRS-HP 250+ 0217
MRS-FOS 250011~
MRS-fru 2,36 +0,16"
MRS-L 243£0.127

Los resultados muestran que la cepa no fue capaz
de crecer en un medio sin una fuente de carbono
(MRS sin glucosa), ya que no existen diferencias
significativas en los recuentos de colonias
comparados con el indculo inicial (valor-p >
0,05). Por otra parte, en presencia de los
prebidticos y fructosa propuestos como fuente de
carbono se observa un crecimiento significativo
(valor-p<0,05) luego de 24 h de incubacion, el
cual fue dependiente del sacarido afiadido. En
presencia de oligofructosa FOS-P95, inulina HP y
lactulosa, se observa un crecimiento comparable
con el MRS control con glucosa. En presencia de
inulinas de bajo GP (GR y HSI), el crecimiento es
menor que en el MRS control (valor-p > 0,05).
Ademas, la cepa presenta la capacidad de usar la
fructosa como fuente de carbono. Es importante
destacar que Ortiz, (2014) reporté que la cepa L.
reuteri CRL 1101 no presentd crecimiento en
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medio MRS con fructosa como unica fuente de
carbono.

En la figura 1 se observan las TCR luego de la
incubacion por 24 h en los medios de cultivo con
los carbohidratos prebidticos mencionados
anteriormente, en comparacion con el crecimiento
en medio MRS (con glucosa como fuente de
carbono). Se observa que las TCR para la inulina
HP, FOS-P95, fructosa y lactulosa presentan un
valor > 1 y no difieren significativamente entre
estas (valor-p < 0,05) luego de la incubacion por
24 h. Por otro lado, los valores de TCR < 1
correspondientes a inulina GR y HSI sugieren que
la cepa fermenta estos prebidticos con menor
eficiencia que la glucosa. Se ha sugerido que el
crecimiento y la viabilidad de los -cultivos
probiodticos en presencia de un sustrato prebidtico
depende tanto de la cepa probiodtica considerada
como del grado de polimerizacion del prebidtico
(Palacio, 2015).

>
»
=

——T

Tasa de crecimiente
=
=

GR HISI HP FOSIP95 Fructosa Lachl.losa

Figura 1. Tasa de crecimiento de L. reuteri CRL
1098 relativa a la glucosa en los distintos medios
durante 24 h de incubacidon en microaerofilia a
37° C. Letras diferentes indican diferencias

significativas (valor-p<0,05).

En este sentido, Watson et al., (2013) evaluaron
el crecimiento de distintas cepas del género
Lactobacillus en medio MRS con distintos
carbohidratos prebidticos como unica fuente de
carbono/energia, donde se observd perfiles de
crecimiento  diferenciados segin el género
estudiado. En general, los datos de crecimiento in
vitro obtenidos por este autor, muestran que FOS,
FOS/inulina e inulina resultaron sustratos de
crecimiento bastante pobres para la mayoria de
los lactobacilos ensayados. Por el contrario, la
lactulosa, permitié crecimientos de intermedios a
buenos, para quince de sesenta y cinco de las
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cepas lacticas ensayadas. En particular, las cuatro
cepas de L. reuteri (antes Lactobacillus reuteri),
ATCC 55730, DSM 17938, DSM 20016 y DSM
20053 presentaron buen desarrollo microbiano en
el medio MRS convencional y con lactulosa con
DOgoonm final > a 0,8, lo que coincide con
nuestros hallazgos. Para FOS las cepas mostraron
un ligero crecimiento con DOgoonm finales entre
0,3-0,5, excepto la cepa DSM20053 que no
presentd desarrollo. De manera remarcable,
ninguna de las cepas de L. reuteri evaluadas por
Watson et al., (2013) presentd crecimiento en
inulina HP, mientras que nuestros resultados
muestran buen desarrollo de la cepa CRL 1098 en
presencia de este prebidtico.

3.2 Efecto de suplementacion del medio de
cultivo con prebioticos sobre el crecimiento
bacteriano

En esta etapa, nos propusimos evaluar si el
agregado de prebiodticos comerciales al medio de
cultivo convencional, era capaz de potenciar el
crecimiento de L. reuteri CRL 1098. En la figura
2, se muestran las curvas de crecimiento
obtenidas en medio MRS y adicionado con
prebioticos comerciales a diferentes
concentraciones. En la tabla 2 se muestran los
recuentos de colonias luego de 24 h de
incubacioén, expresados como Log UFC/mL.

En todos los ensayos, se observa una curva de
tipo sigmoidea lo que coincide con el crecimiento
bacteriano tedrico. En fase exponencial de
crecimiento (hasta 5 h de incubacién) no se
observan diferencias significativas con respecto al
control, excepto cuando se agregd lactulosa al
medio de cultivo (valor-p > 0,05) (Figura 2). En
fase estacionaria de crecimiento (16 h) se observa
una diferencia con respecto al control (valor-p <
0,05) para los prebidticos inulina HP y lactulosa,
sin diferencias entre las tres concentraciones
evaluadas. Las inulinas GR y HSI no mostraron
diferencias respecto del MRS control, excepto
para MRS-GR al 2,0 % (valor-p < 0,05). A 24 h
de incubacion se mantienen las diferencias en el
crecimiento entre inulina HP y lactulosa, con
respecto al control MRS. Similares resultados, se
observaron para inulina GR y HSI, sin diferencias
significativas entre estos prebioticos y el control.

-
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Figura 2. Curva de crecimiento de la cepa CRL

1098 en medio MRS (color naranja),
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suplementado con prebidticos a distintas
concentraciones (0,5 % lineas rojas, 1,0 % azules
y 2,0 % amarillas). El simbolo “*” en la grafica
significa que existe diferencia significativa entre
los ensayos de suplementacion y el control MRS
(valor-p < 0,05).

Tabla 2. Crecimiento de L. reuteri CRL 1098 en
MRS control y MRS suplementado con
prebidticos a distintas concentraciones
después de 24 h de incubacion.

Inélfl{na Inglsl?a Inﬁl;)na Lactulosa

Control 926+ 926+ 926+ 926+

MRS 0,]4A 0’14A 0’14A 0’14A
ON;E}SdZI 933+ 917+ 934+ 944+
pr'ebi(:')tico 0,01% 0,07* 0,018 0,058
11\/(1)1;Sd21 932+ 9,19+ 939+ 953z
pr.ebil:')tico 0,07% 0,13 0,04%  0,02°
ZN(I)f‘}Sd-::l 936+ 920+ 941+ 9,59+
pr.ebit')tico 0,02° 0,08* 0,055 0,028

Las TCR nos permiten analizar mejor los
resultados obtenidos. En la figura 3 se muestran
los valores obtenidos para los ensayos de
suplementacion. Inulina HP, GR y lactulosa
muestran una TCR > 1, para las tres
concentraciones ensayadas, es decir que todos los
prebiodticos potenciaron el crecimiento de la cepa
CRL 1098, salvo la inulina HSI que no difirié
significativamente del control en ninguna
concentracion evaluada es decir ya que se observa
una TRC = 1. A la menor concentracion evaluada
(0,5) %, no existen diferencias significativas entre
inulina GR, HP y lactulosa. En presencia de 1,0 y
2,0 % de prebioticos, la mayor TCR corresponde
a la lactulosa, seguidas de las inulinas GR y HP
(figura3 By C).
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A)

Tasa de crecimiento

Lactulosa

B)

Tasa de crecimiento

Lactulosa

Tasa de crecimiento

GR HP HSI Lactulosa

Figura 3. Tasas de crecimiento relativas para los

ensayos de suplementacion a  distintas
concentraciones. A) corresponde al 0,5 % de la
suplementacion, B) al 1,0 % y C) 2,0 %.

4 CONLUSIONES

Nuestros resultados muestran que la cepa
probidtica L. reuteri CRL 1098 fue capaz de
crecer en presencia de todas las inulinas
evaluadas y de lactulosa, observandose los
mejores resultados con inulina HP, FOS-P95 y
lactulosa. En efecto, se registraron los mayores
valores de Log UFC/mL (9,40; 9,40 y 9,33
respectivamente).
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Por otra parte, se observa que el agregado de los
prebioticos inulina HP y lactulosa al medio MRS
mejora el desarrollo de la cepa L. reuteri CRL
1098, de manera dependiente de la concentracion
del prebidtico, obteniéndose un mejor crecimiento
con respecto a la glucosa como unica fuente de
carbono. Las TCR relativo demostraron que a la
concentracion del 2,0 % de lactulosa como
suplemento  mejora  considerablemente el
crecimiento de la cepa, difiriendo
significativamente del resto de prebidticos.

Estos resultados nos permiten profundizar en el
estudio del metabolismo de prebidticos por cepas
de bacterias lacticas y representan las bases para
el disefio de alimentos sinbioticos.
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