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RESÚMEN

En los últimos años, se ha observado un desarrollo importante en el mercado de los alimentos funcionales que portan microorganismos vivos como las bifidobacterias. Éstos alimentos son aquellos que además de nutrir poseen efectos benéficos al organismo, siendo de interés para el mejoramiento de la salud así como reducir el riesgo de enfermar (1); productos de gran interés desde el punto de vista económico ya que las fibras dietéticas funcionales tienen alto valor agregado. Utilizando actividades enzimáticas de  bacterias amigables como las bifidobacterias, es posible obtener nuevas mezclas de sustancias prebióticas  conocidas como fibras dietéticas funcionales, como una alternativa para producir alimentos funcionales principalmente bajos en calorías, colesterol, sodio, entre otros. Los prebióticos tienen como característica que no son metabolizados por el organismo del huésped ni por otras bacterias indeseables, pero estimulan selectivamente la proliferación de bacterias amigables como las bifidobacterias y bacterias ácido lácticas LAB) en el tracto gastrointestinal  Tgi (2)
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1. INTRODUCCIÓN

En los últimos años, el conocimiento de la interacción de bacterias amigables-huésped ha dado un salto cuantitativo importante que ha repercutido en el desarrollo de  alimentos funcionales. Un alimento puede ser considerado funcional si aparte de aportar al organismo agua, material para la construcción  de moléculas complejas, minerales y vitaminas; posee beneficios sobre una o varias funciones específicas (1). El mercado japonés es el mas desarrollado en el mundo y entre las sustancias prebióticas que comercializan se encuentran los fructanos, fructo-oligosacáridos (Fos), inulinas (Gp 15-60), galacto-oligosacáridos (Gos), lactulosa, lacto-sacarosa, isomalto-oligosacáridos (Imos), oligosacáridos de soya (Oss), xilo-oligosacáridos (Xos) y gentio-oligosacáridos Geos (3, 4, 5). En México existen productos alimentarios y complementos que contienen algunas de estas fibras dietéticas. 

Existen reportes sobre los efectos de las fibras dietéticas funcionales en la salud del huésped, así como de su influencia en la composición de bacterias intestinales benéficas; las bifidobacterias consideradas las más importantes, son adquiridas inmediatamente después del nacimiento al ser expuesto el neonato al medio ambiente; conforman hasta el 90% de la microbiota intestinal (5), y durante la etapa adulta por el cambio de alimentación llegan a ser hasta el 25% del total (6). Estas bacterias están siendo consideradas potenciales para la producción de Oligosacáridos (Os) a partir de actividades de enzimas hidrolíticas como la -galactosidasay la -fructofuranosidasa, capaces de producir disacáridos y de mayor peso molecular (5); azúcares compuestos de 3 a 10 unidades monoméricas unidas por enlaces no comunes que son utilizados por las bacterias benéficas para su proliferación en el Tgi (7, 8). La presencia de bifidobacterias en niños amamantados, se debe a que la leche materna contiene una gran cantidad de Os; azúcares no digeribles, capaces de inducir el crecimiento selectivo de bacterias benéficas del Tgi de humanos y animales que ayudan al bienestar de las personas (7). 

Algunos autores han reportado evidencias del efecto de las fibras dietéticas funcionales en la modulación de la respuesta inmune, resistencia de las bifidobacterias a sales biliares en su paso por el Tgi (9, 10); sistemas de transporte específico para Fos de tres, cuatro no así para cinco unidades, obtenidos de la hidrólisis de inulina por Lactobacillus acidophilus L. rhamnosus (GG) y B. infantis (11, 12). También, encontraron que los Gos producidos por algunas especies de bifidobacterias fueron diferentes a los comerciales e incrementaron la producción de B. angulatum, B. bifidum, B. infantis y B. pseudolongum (7).  El objetivo de este trabajo fue la producción de fibras dietéticas derivadas de lactosa y sacarosa de Bifidobacterias para la producción de alimentos funcionales.

2. MATERIAL Y MÉTODOS

Las cepas utilizadas fueron Bifidobacterium bifidum, B. lactis Bb-12, B. infantis ATCC 17930, B. breve ATCC 15700, B. animalis ATCC 25527, B. animalis  27536, B. longum ATCC 15707, B. adolescentis ATCC 15703. Todas, fueron conservadas a -70°C en solución de glicerol al 20% y leche descremada al 10%. Las bacterias fueron activadas en caldo MRS (Difco) adicionado con L-cisteína 0.05% (p/v), Na2CO3 0.02% y CaCl2.7H2O 0.01%, durante 12 h a 37(C en una cámara anaerobia (Forma Scientific, USA) con una atmósfera de 5% de CO2, 10% de H2, y 85% de Nitrógeno. El medio de cultivo para su crecimiento fue el TPYG. Para inducir las actividades enzimáticas, se sustituyó la glucosa por sacarosa (TPYS) o lactosa (TPYL) del medio TPYG, se ajustó el pH a 7.0 y se colocó en frascos viales de 100 mL con 80 mL volumen final (vf), el oxígeno fue desplazado del medio al burbujear CO2 puro. Los frascos fueron tapados, sellados con tapas de aluminio y esterilizados. 

Para todos los casos, el inóculo se preparó transfiriendo el 5% de caldo con células del medio activo a medio TPYG, se incubaron por 12 h a 39°C, en una incubadora orbital (Gellemkamp, USA) con agitación de 200 rpm. Para las fermentaciones, se sembró el 5% (v/v) del inóculo en los medios TPYS y TPYL para inducir a las enzimas hidrolíticas -galactosidasa y -fructofuranosidasa. Estas, fueron incubadas bajo las mismas condiciones. Al final de la fermentación, las muestras se centrifugaron en frío a 9,000 rpm por 15 min; las células fueron separadas y lavadas con agua peptonada 0.1% (2 veces más). Posteriormente, fueron resuspendidas en solución salina isotónica peptonada (SSIP) para determinar la cuenta viable en placas de MRS (UFC/mL).

La producción de fibras funcionales a partir de las actividades enzimáticas de bifidobacterias, se realizó en solución al 30% de lactosa o sacarosa en amortiguador de fosfatos pH 7.0 a la que se le agregó una suspensión  de 1 x 1010 UFC/mL de células de cada cepa. La reacción se realizó a temperatura de 50°C por 12 h. Las fibras funcionales fueron identificadas por cromatografía en capa fina (TLC), en placas de sílica gel  F254 (Merck) que fueron eluidas en  una mezcla de solventes de butanol, 2-propanol, agua en proporción 3:12:4, se dejaron secar y los azúcares fueron visualizados con anisaldehido a temperatura de 100°C por 5 min. También, fueron cuantificadas por HPLC (5); utilizando detector de índice de refracción (Refractomonitor IV), columna de 250 x 8 mm (Grom de resina 2H de 8 µm), temperatura ambiente, fase móvil de H2SO4 0.02 m.L-1, velocidad de flujo de 0.4 mL. min-1. Las muestras fueron centrifugadas en frío bajo las mismas condiciones, diluidas en fase móvil, filtradas por 0.22 µm (Millipore) y almacenadas a -20°C hasta su análisis. El sistema fue calibrado entre 0.625 y 15 gL-1 con azúcares de referencia. 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Se estudiaron 8 cepas de bifidobacterias como fuentes para la producción de fibras dietéticas derivadas de lactosa y sacarosa, a partir de las actividades de la -galactosidasa que produce galactooligosacáridos (Gos) y la -fructofuranosidasa que produce fructooligosacáridos (Fos). En la figura 1 se muestra la producción de Gos (A) y Fos (B) por TLC, a partir de B. longum observándose manchas que no corresponden a la lactosa que tiene un grado de polimerización  (Gp) de  2, es probables que los Gos derivados de lactosa al presentar incremento en su concentración, después de un periodo de tiempo, fueron Os de bajo peso molecular pero con unión glucosídica diferente; Asimismo, se presentaron manchas mayor a 4 Gp, principalmente en la producción de Fos (Figura 1B).

Los resultados obtenidos para la producción Gos y Fos de bifidobacterias, muestran que B. lactis y B. longum  fueron las que mayor cantidad de Os produjeron en ambos sustratos (Figura 2A y Figura 2B), con un grado de polimerización (Gp) de 3 y 4. Sin embargo, existen evidencias de la presencia de Os mayores de 4 Gp y de 2 Gp derivados de lactosa (Tabla 2).
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Figura 1. Identificación de Gos (A) durante 12 h y Fos (B) por 8 h por TLC a partir de B. longum utilizando azúcares de referencia: lactosa (L), galactosa (Ga), glucosa (G), estaquita (E), rafinosa (R), fructosa (F) y sacarosa (S).

La -galactosidasa y la -fructofuranosidasa, son capaces de polimerizar disacáridos hasta la formación de Os y estos son utilizados para la proliferación de bacterias benéficas en el Tgi (11,12); B. longum, B. infantis, poseen sistemas de trasporte específico para el uso de Os (5, 12).
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Figura 1. Producción máxima de fibras dietéticas  funcionales derivadas de lactosa Gos (A) y sacarosa Fos (B) a partir de la inducción de la -galactosida y la -fructofuranosidasa de Bifidobacterias con un Gp de 3 y 4.

	Tabla 1. Fibras dietéticas funcionales derivadas de sacarosa

	Concentración en 
	B. adolescentis
	B. animalis
	B. animalis
	B. bifidum
	B. breve
	B. infantis
	B. lactis
	B. longum

	porcentaje %
	
	27536
	25527
	
	
	
	
	

	total 
	1.34
	8.73
	4.54
	7.23
	3.19
	4.15
	3.59
	3.94

	Gp ( 4
	0.03
	0.18
	---
	---
	---
	---
	---
	---

	Gp 4 
	0.26
	1.58
	3.77
	3.24
	3.19
	3.20
	3.59
	3.12

	Gp 3 
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---

	Gp 2 
	1.05
	7.03
	0.77
	3.99
	---
	0.95
	---
	0.82

	Gp = grado de polimerización


Existen evidencias de la presencia de Os de mayor Gp al no contar con azúcares de referencia mayores a 4 Gp solo se graficaron de 3 y 4 (Figura 2A y 2B). Sin embargo, el incremento de la producción de Os de bajo peso molecular (Gp 2) favoreció la producción de Fos totales en 6 cepas no así para B.breve y B. lactis (Tabla 1).

	Tabla 2. Fibras dietéticas funcionales derivadas de lactosa

	Concentración en 
	B. adolescentis
	B. animalis
	B. animalis
	B. bifidum
	B. breve
	B. infantis
	B. lactis
	B. longum

	porcentaje %
	
	27536
	25527
	
	
	
	
	

	total 
	5.17
	5.26
	6.54
	5.99
	10.33
	13.15
	9.55
	7.02

	Gp ( 4
	---
	0.09
	0.5
	0.01
	0.04
	0.23
	0.5
	0.15

	Gp 4 
	 0.27
	0.38
	0.50
	0.41
	0.43
	0.16
	0.50
	0.31

	Gp 3 
	0.11
	0.89
	2.60
	1.16
	0.25
	---
	2.89
	2.72

	Gp 2 
	4.79
	3.99
	3.44
	4.42
	9.65
	12.99
	6.16
	3.99

	Gp = grado de polimerización


En todos los casos se favoreció la producción de Gos de diferentes Gp; siendo mayor para los Os de bajo peso molecular (Gp 2), disminuyendo para Os con Gp de 3 y ( 4. La producción de Gos totales fue alta para B. infantis, disminuyendo para B. breve, B. lactis y B. longum, siendo el 40% menos para las cepas restantes (Tabla 2).

4. CONCLUSIONES

Es posible detectar y cuantificar la producción de fibras funcionales derivadas de lactosa y sacarosa, Las técnicas cromatográficas mostraron correlación y aumento en la producción de Gos y Fos de diferentes grados de polimerización en ambos sustratos, para las bifidobacterias. Siendo mayor la producción de Gos con Gp de 2 y 3, y  para Fos con Gp de 4.

Es posible obtener oligosacáridos a partir de la reacción de glicosiltransferasa de bifidobacterias. Sin embargo, las condiciones de reacción son diferentes a las del Tgi. Pero en productos lácteos, es posible producir oligosacáridos además de ser un vehículo para la administración de bacterias benéficas como las bifidobacterias, confiriéndole al  producto características de un alimento funcional. El diseño de alimentos funcionales a partir del uso de bifidobacterias para producir fibras dietéticas permitirá mayor estabilidad del producto, mejorando así la sobrevivencia y colonización de bacterias benéficas en el Tgi
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