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1. Introducción 
 

La demanda del mercado nacional e internacional ha impulsado en los últimos años una 

nueva línea de alimentos funcionales probióticos, productos alimenticios que, además de 

su valor nutritivo intrínseco, ayudan a mantener el estado de salud general del organismo 

y a la vez pueden tener un efecto benéfico adicional, terapéutico o preventivo en el 

huésped. El concepto de alimentos funcionales, surge de la relación existente entre 

alimentación y salud así como de la posibilidad de contar con reguladores biológicos que 

disminuyan el riesgo de contraer enfermedades, donde las bacterias ácido lácticas juegan 

un papel protagónico. 

 

Los microorganismos vivos que ejercen una acción benéfica sobre la salud del huésped 

al ser administrados en cantidades adecuadas, son llamados probióticos y pertenecen 

principalmente a los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus y Streptococcus (Tannock, 

1999; Sanders, 1999).  Muchos de ellos son destruidos al pasar por el estómago, 

mientras que otros como Bifidobacterium, L. plantarum o L. acidophilus, pasan a través 

del intestino llegando hasta el colon en altas concentraciones. Muchos trabajos de 

investigación han demostrado que si la flora normal del intestino es suplementada con 

un buen número de bacterias, la salud del individuo se ve mejorada. Sin embargo existen 

factores extrínsecos que afectan la viabilidad y sobrevivencia de estos microorganismos 

como el pH (condiciones de acidez derivadas del proceso de fermentación), el oxígeno 

disuelto (especialmente para bifidobacterias), las interacciones antagónicas entre 

especies, la composición química del medio de cultivo, la concentración final de 

azúcares, el número de bacterias presentes, la temperatura, entre otros. 

 

El impacto positivo que tienen las bifidobacterias sobre la salud del hombre es bastante 

aceptado, sin embargo, los mecanismos moleculares por medio de los cuales estas 

bacterias funcionan como probióticos, están lejos de ser entendidos. Por lo tanto, es de 

suma importancia, conocer el comportamiento de estas bacterias frente a diferentes 
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sustratos y condiciones de cultivo de manera individual y no en un ambiente natural tan 

complejo como lo es el colon donde existe una mezcla de fuentes de carbono, diferentes 

condiciones de pH, interacciones con otros microorganismos, entre otros factores. 

Posteriormente, y una vez  conocido el comportamiento de las bifidobacterias en estos 

medios de cultivo simples, es importante realizar una caracterización genética con el fin 

de explorar, explotar y poder realizar inferencias de lo que pudiese ocurrir en la flora 

intestinal, para conocer los mecanismos de acción y las reacciones metabólicas 

involucradas en el proceso, identificando las enzimas clave que contribuyen a la 

obtención de sus efectos benéficos, y a posteriori, elaborar productos prebióticos y 

nutracéuticos con mejor rendimiento y efectos benéficos en el consumidor al potenciar 

sus actividades benéficas al formar parte de la flora intestinal del hombre. 

 

En el presente trabajo se estudió la influencia de la fuente de carbono: glucosa, lactosa, 

inulina y sacarosa sobre el crecimiento de Bifidobacterium infantis, se amplificaron por 

la técnica de PCR, los genes que codifican para las enzimas lactato deshidrogenasa y 

acetato kinasa que son enzimas clave en la producción de ácido láctico y ácido acético. 

Por otra parte, se extrajo y purificó el RNA total de cada cultivo en las diferentes fases 

del crecimiento en los cuatro sustratos. Este trabajo servirá como base para el estudio de 

la expresión de genes en diferentes condiciones de cultivo. 
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2. Antecedentes 
 

2.1 PROBIÓTICOS 
 

El uso de microorganismos vivos para la elaboración de alimentos, tiene una larga 

historia. El consumo de productos elaborados con leches fermentadas data de hace miles 

de años. Una de las primeras menciones se encuentra en la Biblia y en los libros 

sagrados del hinduismo, donde describen que el kéfir (leche búlgara) se originó hace 

cientos de años en las montañas del Cáucaso en Rusia. El koumiss (bebida alcohólica 

preparada a partir de leche fermentada), data del siglo VII a.C. Ambos productos siguen 

siendo parte de la dieta de las poblaciones siberianas. Los productos lácteos fermentados 

fueron utilizados como productos terapéuticos incluso antes de que se conociera la 

existencia de microorganismos aunque su uso en la elaboración de alimentos, es uno de 

los más antiguos métodos para su producción y conservación (Leahy y col., 2005). 

 

El término probiótico, es de origen griego y significa “en pro de la vida”. Este concepto 

nació a partir de las observaciones del ruso Eli Metchnikoff, (ganador del premio Nobel 

en 1907 por sus trabajos en el Instituto Pasteur), quien sugirió que es posible modificar 

la flora de nuestro organismo con el fin de reemplazar microorganismos patógenos con 

microorganismos benéficos (Metchnikoff, 1907). Lilly y Stillwell (1965) dieron el 

nombre de probiótico a los factores promotores del crecimiento producidos por 

microorganismos. Parker (1974) utilizó este término para organismos y substancias con 

efectos benéficos en animales a través de la microflora intestinal. Sin embargo, no fue 

hasta 1989, cuando la palabra probiótico fue popularizada por Fuller (1989) quien 

describió a los probióticos como: “aquellos microorganismos vivos, principalmente 

bacterias y levaduras, que son agregados como suplemento en la dieta y que benefician 

al huésped mejorando el balance microbiano de su flora intestinal”. 
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Recientemente, la OMS junto con la FAO, propusieron una definición que es 

mundialmente aceptada para el término probiótico se define como “microorganismos 

vivos que son administrados en cantidades adecuadas que confieren beneficios a la 

salud del huésped”. 

 

Para que un microorganismo sea considerado probiótico, debe reunir una serie de 

condiciones: (Collins y Gibson, 1999) 

 

 Ser de origen humano. 

 Ejercer un efecto benéfico en el huésped. 

 No ser patógeno ni tóxico. 

 Contener un gran número de células viables. 

 Ser capaz de sobrevivir  al paso por el intestino y metabolizar dentro de él. 

 Permanecer viable durante el almacenaje y uso. 

 Otorgar buenas propiedades sensoriales. 

 Debe tener la capacidad de adherirse a las mucosas y prevenir la adhesión de otros 

microorganismos patógenos. 
 

 

Los probióticos estimulan las funciones protectoras del sistema digestivo. Son también 

conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilácticos y se utilizan para 

prevenir las infecciones entéricas y gastrointestinales (Penna, 1998). Para que un 

microorganismo pueda realizar esta función de protección tiene que cumplir los 

postulados de Huchetson: ser habitante normal del intestino, tener un tiempo corto de 

reproducción, ser capaz de producir compuestos antimicrobianos y ser estable durante el 

proceso de producción, comercialización y distribución para que pueda llegar vivo al 

intestino (Pardio y col., 1994). Es importante que estos microorganismos puedan ser 

capaces de atravesar la barrera gástrica para poder multiplicarse y colonizar el intestino. 
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El efecto protector de estos microorganismos se realiza mediante 2 mecanismos: el 

antagonismo que impide la multiplicación de los patógenos y la producción de toxinas 

que imposibilitan su acción patogénica. Este antagonismo está dado por la competencia 

por los nutrientes o los sitios de adhesión. Mediante la inmuno-modulación protegen al 

huésped de las infecciones, induciendo a un aumento de la producción de 

inmunoglobulinas, aumento de la activación de las células mononucleares y de los 

linfocitos (Penna, 1998).  

 

A partir de 1986, además de la microflora tradicional del yogurt: Streptococcus 

salivarius ssp.  thermophilus y Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, se ha 

adicionado una tercera bacteria del género Bifidobacterium, algunas veces asociada con 

Lactobacillus acidophilus. Esta nueva bacteria que presentó características 

organolépticas bastante aceptables, ha llamado la atención de consumidores, 

industriales, investigadores y médicos (Ballonge, 1998) y a partir de la década de los 80, 

gracias a sus propiedades terapéuticas, los japoneses las incluyeron en sus dietas 

(Mitsuoka, 1982;  Ebissawa y col., 1987). 

 

Los investigadores se han enfocado al estudio del género Bifidobacterium como 

probióticos ya que estas bacterias, se han aislado de la flora intestinal del ser humano a 

diferencia de las bacterias que tradicionalmente se han empleado para la elaboración del 

yogurt como Lactobacillus y Streptomyces (Salminen S. y von Wright A., 1998). 
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2.2 GÉNERO Bifidobacterium 
 

Las bifidobacterias son habitantes normales del tracto gastrointestinal humano, fueron 

descubiertas por el Dr. Henry Tissier en 1899, al ser aisladas de heces fecales de niños 

alimentados con leche materna, y las llamó Bacillus bifidus communis (Tissier, 1900).  

 

Los miembros del género Bifidobacterium son bastones pleomórficos Gram-positivos, 

cuya pared celular está formada por una capa gruesa de peptidoglucano que contiene 

polisacáridos, proteínas y ácidos teicoicos (Gomes y Malcata, 1999). Son bacterias no 

móviles y no formadoras de esporas.  Presentan una morfología ramificada o bifurcada, 

tomando formas de Y y V por lo cual fueron llamadas Bifidus (Fig. 1). La naturaleza 

ramificada de las bifidobacterias no solamente depende de la cepa, sino del medio 

utilizado para su cultivo. Son bacterias anaerobias estrictas, aunque algunas cepas 

pueden ser tolerantes al oxígeno en presencia de CO2 (Scardovi y Orla-Jensen, 1986). La 

sensibilidad al oxígeno, puede diferir entre especies e incluso entre cepas de la misma 

especie (Shimamura y col., 1992; Ahn y col., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Micrografía electrónica de Bifidobacterium adolescentis.  

(Agriculture and Agri-Food Canada, Food Research and Development Centre). 
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2.3 CLASIFICACIÓN DE BIFIDOBACTERIAS 
 

Como ya se mencionó, cuando estas bacterias fueron descubiertas, fueron llamadas 

Bacillus bifidus communis (Tissier, 1900), sin embargo Orla-Jensen, un microbiólogo 

danés propuso constituir un nuevo género y llamarlas Bifidobacterium bifidus, formando 

un enlace entre las bacterias ácido lácticas y las bacterias ácido propiónicas (Orla-Jensen 

1924). Sin embargo, esto no fue un consenso y durante el siglo XX estuvieron 

clasificadas dentro del género Lactobacillus por su morfología y su característica de 

fermentativas obligadas. Gracias a la acumulación  de estudios detallados con 

hibridaciones de DNA, el contenido de G+C y sus capacidades metabólicas únicas, el 

género Bifidobacterium fue rescatado y hoy en día, las bifidobacterias forman un género 

filogenéticamente bien definido: Reino Bacteria, Filo Actinobacteria, Clase 

Actinobacteria, Subclase Actinobacteridae, Orden Bifidobacteriales, Familia 

Bifidobacteriaceae, Género Bifidobacterium.  (Klein y col., 1998; Schell y col., 2002; 

Ventura y col., 2004). 

 

Actualmente, el género Bifidobacterium contiene más de 30 especies, las cuales han sido 

aisladas principalmente del tracto gastrointestinal de varios animales y aunque se 

localizan con mayor frecuencia en el tracto gastrointestinal del hombre,  algunas 

especies como B. bifidum, B. breve, B. dentium o B. longum, pueden colonizar la vagina. 

Estas bacterias se encuentran también en algunos animales como bovinos, porcinos, 

aves, conejos, e inclusive en el intestino de abejas (Biavati y col., 2000). B. dentium se 

ha aislado de la cavidad bucal del ser humano y está asociada con caries y abscesos 

dentales. B. thermacidophlum subs.  thermacidophilum, se ha aislado de aguas sucias 

(Tabla 1). 
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Tabla 1 Hábitats de algunas especies del género Bifidobacterium. 
 

Especies 
 

Fuente 

B. adolescentis  Heces niños y adultos, apéndice, caries dental y vagina 
B. angulatum Heces adultos 
B. animalis  Ratas, pollos, conejos y heces de becerro 
B. asteroides  Abejas 
B. bifidum  Heces de niños y adultos y vagina 
B. boum  Rumiantes y heces de lechón. 
B. breve  Heces de niños y vagina 
B. catenulatum  Heces de niños y adultos y vagina 
B. choerinum  Heces de lechón 
B. coryneforme  Abejas 
B. cuniculi  Heces de conejos 
B. denticolens  Caries dental humana 
B. dentium  Caries dental humana, cavidad oral y heces de adultos 
B. gallicum  Heces de adultos 
B. gallinarium  Heces de pollos 
B. infantis  Heces de niños y vagina 
B. inopinatum  Caries dental humana 
B. lactis  Leches fermentadas 
B. longum  Heces de niños y adultos y vagina 
B. mágnum  Heces de conejos 
B. merycicum  Rumiantes 
B. minimum  Aguas residuales 
B. pseudocatenulatum  Heces en niños 
B. pseudolongum ssp Lechones, ratas, pollos, rumiantes y heces de becerros 
pseudolongum ssp. Globosum Lechones, becerros, ratas, conejos,  y heces de cordero 
B. psychraerophilum  Cerdos caecum 
B. pullorum  Heces de pollos 
B. ruminantium  Rumiantes 
B. saeculare  Heces de conejos 
B. scardovii  Heces de adultos 
B. subtile  Aguas residuales 
B. suis  Heces de lechones 
B. thermacidophilum  Digestor anaerobio 
B. thermophilum  Lechones, pollos, heces de rumiantes y becerro 
B. thermacidophilum ssp.  Porcinos y heces de lechón 
                                   (Biavati y col., 2000) 
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2.4 CRECIMIENTO DE BIFIDOBACTERIAS 
 

Prácticamente todas las especies de bifidobacterias utilizan una gran variedad de fuentes 

de carbono como lactosa, sacarosa, glucosa, galactosa y fructosa; otros compuestos 

como, arabinosa, xilosa, manosa, manitol y sorbitol son fermentados por un número 

limitado de estas bacterias (Degnan y Macfarlane, 1991). Es importante resaltar que 

ciertos carbohidratos como oligo-fructosa, inulina y rafinosa son promotores específicos 

del crecimiento de casi todas las especies de bifidobacterias por lo que han sido 

considerados compuestos bifidogénicos (Gibson y col. 1995). 

 

Los principales ingredientes de los primeros medios de cultivo que se formularon para 

bifidobacterias, fueron tripticasa, peptona-proteosa, phytona y peptonas de carne 

(Reuter, 1963). Experimentos realizados con bifidobacterias provenientes de heces 

fecales humanas, del rumen de bovinos e intestinos de abejas, demostraron que  para 

asegurar el mantenimiento y la sobrevivencia de estos microorganismos, es necesario, 

que la tripticasa y fitona estén presentes. Algunos medios para el cultivo en anaerobiosis 

contienen agentes reductores como L-cisteína, tioglicolato, ácido ascórbico y catalasa, 

con el fin de prevenir la formación de intermediarios de la reducción de oxígeno por la 

autooxidación del medio (Carlsson y col., 1978). 

 

Actualmente los medios de cultivo más utilizados y adaptados para bifidobacterias son 

los medios TGY (tripticasa, glucosa, extracto de levadura), TPY (tripticasa, fitona, 

extracto de levadura) y TPYG (tripticasa fitona, extracto de levadura, glucosa). En 

cualquiera de estos medios, las colonias obtenidas después de la incubación a 37ºC, en 

anaerobiosis, son lisas, convexas, de contorno regular, color blanco o crema y con un 

diámetro de 1 a 2 mm. 

 

La mayoría de las bifidobacterias de origen humano crecen a una temperatura óptima 

entre 36 y 38ºC mientras que las que provienen de animales, tienen una temperatura 
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óptima de crecimiento mayor, entre 41 y 43ºC con excepción de B. thermacidophilum 

que presenta su máximo crecimiento a 49ºC (Dong y col., 2000) y  B. psychraerophilum 

que crece a temperaturas tan bajas como 4ºC  (Simpson y col., 2004). Las 

bifidobacterias son microorganismos acido-tolerantes y su pH óptimo de crecimiento 

está entre 6 y 7 aunque B. lactis y B. animalis pueden sobrevivir a pH de 3.5 

(Matsumoto y col., 2004). 

 

 

 

2.5 BIFIDOBACTERIAS EN EL SER HUMANO   
 

Las bifidobacterias son habitantes normales del tracto intestinal humano, apareciendo 

pocos días después del nacimiento, son microorganismos predominantes en el intestino 

de los bebés alimentados con leche materna, observando que éstos, tienen menores 

riesgos de padecer enfermedades diarreicas que los que se alimentan con fórmulas 

(Leahy y col., 2005). 

 

El tracto gastrointestinal, también llamado tubo digestivo, comienza en la boca y se 

extiende hasta el ano. La longitud en el hombre es de 10 a 12 metros, siendo seis o siete 

veces la longitud total del cuerpo. Las bacterias que habitan este tracto se encuentran 

adaptadas a las condiciones que prevalecen en cada segmento y por lo tanto, las 

poblaciones de bacterias son específicas en cada  lugar.  

 

La flora intestinal se deriva de la alimentación y todas las bacterias que la forman, 

trabajan en armonía para el mantenimiento de la salud. Cuando nacemos, el tracto 

gastrointestinal es estéril e inmediatamente después comienza a ser colonizado por un 

numero importante de bacterias principalmente Bifidobacterium y Lactobacillus hasta 

que el lactante comienza a ingerir alimentos sólidos. Posteriormente, E. coli se convierte 

en la bacteria predominante en el ileon distal, y la flora colónica primaria es constituida 
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por especies del género Bacteroides spp. y E. coli principalmente (Mahan y Escott, 

2000). 

 

La flora intestinal del adulto, pesa más de un kilo y está compuesta por mas de 400 

especies de microorganismos diferentes como: Bacteroiaceae, Peptococcaceae, 

Streptococci, Lactobacilli, Clostridium perfringens, Magasphaera, Eubacteria, 

Bididobacteria, Enterobacteriaceae, Vellonella, Clostridia, Fusobacteria, entre otros 

(Farmworth, 2001). 
 

La comida y la saliva  que ingerimos no son estériles e incluso, algunos de los alimentos 

contienen  microorganismos  vivos. Cada día, miles de bacterias de una gran variedad de 

familias, entran al tracto digestivo, más del 99 % de los microorganismos que se 

ingieren, son destruidos en el estómago debido a los bajos niveles de pH (entre 2.5 y 

3.0). Por esta razón, en individuos sanos, tanto en el estómago como en el duodeno, se 

encuentran bajas concentraciones de bacterias  que van de 101 a 104 células/g. Las 

bacterias que sobreviven y pasan al intestino proliferan, aunque su desarrollo es 

posteriormente frenado por las sales biliares y las enzimas proteolíticas del páncreas. 

 

El tubo digestivo continua por el intestino grueso, donde las especies microbianas 

dominantes se localizan en el colon alcanzando concentraciones de hasta 1012 células/g 

de contenido intestinal. Por el contrario, la población bacteriana es mayor (104 a 108 

células/g) en las regiones más alejadas del intestino delgado  (Fig. 2) (Ouwehand y 

Vesterlund, 2003). 

 

En el tracto gastrointestinal, también existen bacterias de la flora de tránsito o de paso, 

que no se implantan en el intestino y que se encuentran en menores concentraciones 

(104-106 células/g), estos son gérmenes potencialmente patógenos cuya toxicidad se 

inhibe con la presencia de la flora dominante. 
 

La microflora intestinal es una parte integral del sistema digestivo de todos los animales, 

las bacterias gastrointestinales obtienen la mayor parte de la energía para su 
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reproducción y crecimiento a partir de los componentes de la dieta que son resistentes al 

ataque de los fluidos digestivos, o bien absorbidos tan lentamente que las bacterias 

pueden competir con éxito por ellos.  Además, si la alimentación es rica en 

carbohidratos complejos no susceptibles a la degradación por las amilasas salivales y 

pancreáticas, la población microbiana que se desarrolla es la que sea capaz de digerir 

estos carbohidratos. Las especies bacterianas difieren en relación a sus preferencias de 

sustratos y a sus necesidades para el crecimiento. Por ello, la composición química y la 

estructura de la ingesta, determina ampliamente la distribución de la comunidad 

microbiana en el tracto intestinal (Savory 1992; Wagner y Thomas, 1987).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Microflora presente en los diferentes niveles del tracto gastrointestinal. 

 

 

 

 

 

Estómago  
101-104 bacterias/g 

Duodeno 
103 bacterias/g 

Yeyuno-ileon 
104-107 bacterias/g 

Colon 
1010-1012 bacterias/g 
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El tipo de microorganismos presentes en el intestino, evoluciona en función del sitio y 

de la alimentación ya que en cuanto mas alejado esté de la boca, la concentración de 

oxígeno es menor y el ambiente se vuelve anaerobio.  Así mismo, se ha observado que 

las especies que colonizan cada parte del tracto gastrointestinal, varían en función del 

animal y de la composición de su dieta. Por ejemplo, los herbívoros tienen una flora que 

contiene altos niveles de bacterias celulolíticas, mientras que la flora del humano tiene 

un alto contenido de bacterias amilolíticas. 

 

La capacidad del sistema digestivo para digerir y absorber nutrientes es, en parte, 

dependiente de la distribución de especies y de la población total de microorganismos 

residentes. Por ello, los cambios en la composición de la dieta o en la densidad de 

nutrientes pueden tener efectos muy importantes sobre la población microbiana 

intestinal lo que a su vez influye en la capacidad de los organismos para digerir y 

absorber nutrientes (Gibson y col., 1996; Hillman, 1999; Reid y Hillman, 1999). 

 

Un requisito indispensable para la sobrevivencia de las bifidobacterias en el colon,  es 

que estas bacterias tengan disponible una fuente de carbohidratos que no haya sido 

metabolizada en el sistema digestivo humano antes de llegar a esta región del colon 

(Reyed, 2007). 

 

Puesto que las bifidobacterias son organismos sacarolíticos, su presencia en el tracto 

gastrointestinal de adultos y niños es de suma importancia, ya que juegan un papel muy 

importante en la fermentación de carbohidratos en la región del colon donde la inulina, 

oligofructosa y rafinosa se han reportado como compuestos promotores del desarrollo de 

estos microorganismos, y gracias a su proceso fermentativo se produce el mantenimiento 

y el desarrollo de la flora bacteriana, así como de las células epiteliales (Trindade, 2003). 

 

Recientemente, el uso de medios de cultivo más complejos, ha permitido ver un cambio 

en el ecosistema del tracto gastrointestinal con importantes consecuencias en la salud del 

ser humano (Falony y col., 2006). 
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2.6 METABOLISMO DE BIFIDOBACTERIAS 
 
 

Como resultado de la fermentación de carbohidratos no digeribles por la microflora del 

colon, se produce hidrógeno, dióxido de carbono, gas metano y ácidos grasos de cadena 

corta como: acético, propiónico y butírico en una proporción molar casi constante 

60:25:20 (Titgemeyer y col., 1991). Sin embargo, es fundamentalmente responsabilidad 

de bifidobacterias y lactobacilos, la producción de estos compuestos así como de ácido 

láctico. Estos productos disminuyen el pH en el colon creando un ambiente donde las 

bacterias potencialmente patógenas no pueden crecer y desarrollarse (Cagigas y Blanco, 

2002). 

 

A diferencia de las bacterias ácido lácticas, las bifidobacterias producen ácido acético y 

ácido láctico como principales productos de fermentación en una relación molar teórica 

3:2 (Stiles y Holzapfel, 1997). Esta fermentación, la llevan a cabo mediante una 

particular ruta metabólica conocida como “ruta bifidogénica” (Fig. 3), donde la enzima 

clave es la fructosa-6-fosfato-fosfocetolasa (F6PPK) (De Vuyst, 2000).   

 

Algunos reportes han demostrado que ciertas bifidobacterias son capaces de producir 

lactato, acetato, formato, etanol e incluso, cantidades muy pequeñas de succinato aunque 

nunca se ha reportado la formación de butirato (Ballongue, 1998; Van der Meulen y col., 

2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 25 

 

 

 

 

 
Figura 3. Metabolismo de carbohidratos por bacterias ácido lacticas y bifidobacterias. 
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En esta heterofermentación está involucrada una molécula de glucosa que se fosforila 

para formar una molécula de fructosa-6-fosfato. Ésta se rompe en dos moléculas de 4 y 2 

átomos de carbono respectivamente: eritrosa-4-fosfato y acetil-fosfato. La formación de 

acetato a partir del acetil-fosfato es paralela a la formación de una heptosa-7-fosfato a 

partir de la unión de la eritrosa-4-fosfato con una triosa derivada de otra molécula de 

fructosa-6-fosfato. Posteriormente, esta heptosa es dividida en 2 moléculas de acetato y 

una molécula de piruvato que posteriormente se convierte en lactato.  En la ruta 

bifidogénica, se producen 2.5 ATP por mol de glucosa, en las rutas convencionales de 

bacterias ácido lácticas, homo y heterofermentativas el rendimiento de ATP es menor. 

Por lo tanto, el balance general de la ruta bifidogénica es: 

 

 

 

 

La formación de acetato y lactato como principales productos de la ruta bifidogénica es 

importante por los beneficios que las bifidobacterias confieren a la salud del hombre ya 

que se sabe que el acetato producido en el intestino, es transportado al hígado donde es 

utilizado para formar ATP. Mientras que el lactato posee actividad antimicrobiana 

contra un gran número de bacterias patógenas  (Roberfroid y col., 1995). 

 

En algunos estudios con ratas, se ha encontrado que al ser alimentadas con inulina, se 

producen bajas concentraciones de metano pero una cantidad significante de gas 

hidrógeno, además de producirse ácidos grasos de cadena corta como acetato, 

propionato y butirato así como lactato a diferencia de las ratas que consumieron otras 

fibras como salvado de trigo, cáscaras de chícharo, avena, semillas de cacao y fibra de 

zanahoria (Davidson y col., 1998). 

 

 

 

 

2hexosas  + 5P  + 5ADP     3acetato + 2lactato +5ATP + 5H20 
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Los ácidos grasos de cadena corta, son aniones que juegan un papel esencial en la región 

del colon ya que afectan la morfología y función de los colonocitos. Al estimular la 

absorción de sodio y agua, estos compuestos minimizan los efectos de la diarrea, 

también ayudan a mejorar la motilidad del ileon e incrementan la proliferación celular 

así como también aumentan la mucosa en el flujo sanguíneo. Aunado a todo esto, los 

ácidos grasos de cadena corta, son absorbidos a través de las células epiteliales del colon 

al flujo sanguíneo, lo que se vuelve una fuente de energía y de regulación en varios 

procesos metabólicos del huésped (Reyed y col, 2007). 

 

Varios estudios han demostrado la preferencia de las bifidobacterias por ciertos sustratos 

como galacto-oligosacáridos e inclusive, algunas enzimas sintetizadas por 

bifidobacterias al crecer en estos sustratos han sido bien caracterizadas. No obstante, 

existe poca información del metabolismo y cinética de fermentación de bifidobacterias 

al utilizar diferentes fuentes de carbono (Rossi y col., 2005). 

  

Dedido a la falta de información específica, es importante conocer el comportamiento y 

metabolismo de estas bacterias al crecer en un medio de cultivo relativamente simple 

para posteriormente hacer inferencias de lo que en realidad sucede en un hábitat natural 

tan complejo como lo es el colon. Así mismo, es importante conocer los mecanismos 

moleculares por medio de los cuales estas bacterias logran llegar al intestino en cantidad 

suficiente como para implantarse y colonizar su superficie, así como conocer cuáles son 

los sustratos ideales, particularmente, los carbohidratos no digeribles que puedan 

proporcionar cantidades óptimas de sustrato para la nutrición y desarrollo de las 

bacterias del colon, activando la producción de ácidos grasos de cadena corta, ácido 

láctico y energía (Redondo, 1999). 
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2.7 PREBIÓTICOS 
 

Los oligosacáridos son carbohidratos de cadenas relativamente cortas que están 

presentes en la naturaleza. Se encuentran típicamente en plantas y también han sido 

detectados en pequeñas cantidades como azúcares libres o gluco-conjugados en la leche 

humana y en el calostro de varios animales (Bucke y Rastall., 1990).  

 

Estos compuestos, pasan sin ser digeridos a través del intestino delgado hasta el colon, 

ya que son resistentes a la hidrólisis de las enzimas digestivas humanas (α-glucosidasa, 

maltasa, isomaltasa y sacarasa) específicas para enlaces glucosídicos alfa (Trowell, 

1967; Rojas, 1994). Estos compuestos al llegar al colon se vuelven disponibles para las 

bacterias que habitan esta región. Las bacterias que son estimuladas por estos 

compuestos son benéficas por naturaleza entre las que se encuentran principalmente 

Bifidobacterium y Lactobacillus (Gibson y col., 1999, 2004). Se ha comprobado que 

estimulando selectivamente el crecimiento de ellas, se eleva el potencial de salud del 

huésped (Cagigas y Blanco, 2002). 

 

El término prebiótico fue definido en 1995 como "ingredientes alimentarios no 

digeribles de los alimentos que afectan beneficiosamente al huésped estimulando de 

forma selectiva el crecimiento y/o la actividad de una o de un limitado grupo de 

bacterias en el colon y, de este modo, mejoran la salud del organismo hospedador"  

(Gibson y Roberfroid,  1995). 

 

Para que una sustancia (o grupo de sustancias) pueda ser definida como prebiótico, debe 

cumplir los siguientes requisitos: Ser de origen vegetal, formar parte de un conjunto muy 

heterogéneo de moléculas complejas, no ser digerida por las enzimas digestivas, ser 

fermentada por las bacterias colónicas, ser osmóticamente activa (Maté, 1996). 
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Entre los oligosacáridos naturales no digeribles que cumplen con los criterios de los 

alimentos colónicos; los fructooligosacáridos son los únicos productos actualmente 

reconocidos y empleados como ingredientes alimenticios y que cumplen con los 

requisitos para ser clasificados como prebióticos. En la tabla 2 se muestran algunos 

prebióticos que se han añadido a dietas, su origen y los efectos sobre la flora del colon. 

 
Tabla 2. Selección de prebióticos añadidos o presentes en la dieta. 

Clase de 
compuesto 

 Efecto Efecto sobre la flora 
colónica 

Efecto 
sobre 

*AGCC/pH 

Duración, 
dosis del 

tratamineto 
Oligosacaridos 
Fructanos 

 
Inulina de la raiz de 
achicoria 
 
Oligofructosa, 
fructano sintético 

 
+++ 

 
+ Bifidobacteria, 
Lactobacilli 
 
- Bacteroides, 
clostridia 

 
Sí 

 
4 – 40 g/dia 

 
Galacto-
oligosacaridos 
(GOS) 
 
Oligosacaridos de 
glucosa 

 
Trans GOS, natural 
GOS de leche 
humana 
 
Dextranos y 
oligodextranos 
 
Polidextrosa 
 
 
 
Isomalto-
oligosacáridos 

 
++(+) 

 
 

++ 
 
 

++(+) 
 
 
 
 

++(+) 

 
+ Bifidobacteria, 
Lactobacilli 
 
 
+ Bifidobacteria, 
Lactobacilli 
 
+ Bifidobacteria, 
Lactobacilli 
- Bacteroides 
 
+ Bifidobacteria,  
 
 
 

 
Sí 
 
 
 

Sí 
 
 

Sí 
 
 
 

Sí 

 
3 – 10 g/dia 

 
 
 
 
 
 

4-12 g/dia 
 
 
 

13,5 g/día, 2 
semanas 

Xilo-oligosacáridos 
Oligosacáridos de 
soya 

 
Rafinosa, 
estaquiosa 

++ 
++(+) 

+ 

+bifidobacteria 
+Bofodobacteroa 
Bacteroides/eubacteria 
(dosis pequeña) 
-Clostridia 

Sí 
Sí 

 
3 – 10 g/día 

 
3 semanas 

Otros 
oligosacáridos 

Arabinoxilanos 
(grano de trigo, 
cebada: harina) 

 
+ 

 
? 

 
Sí (lento) 

 
? 

Otros 
Almidón resistente 

 
Tipo 2 y 3; de 
frijoles, papas, 
plátano y otros 

 
+ 

 
+ Bifidobacteria 
('cerdos) 

 
Sí 

 
? 

β-glucanatos 
Polímeros de 
galactomanosa  

De granos de avena 
De goma de guar 

+ 
(+) 

? 
+ Bifidobacteria, 
Lactobacilli 

Sí 
Sí 

? 
7 g /día 

2 semanas 
*AGCC: ácidos grasos de cadena corta. 
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Algunos oligosacáridos de bajo peso molecular han sido objeto de estudios recientes 

porque además de ser polisacáridos no provenientes del almidón, presentan la propiedad 

de ser la fuente de carbono para las bacterias del colon. Cuando son ingeridos, estos 

carbohidratos no son digeridos en el intestino delgado y llegan a la región ileocaecal 

prácticamente sin ser modificados (Oku y col., 1984; Nilsson y col., 1988; Ellegärd y 

col., 1997). Cuando llegan al colon, se eleva el porcentaje de sustratos disponibles para 

las bacterias que ahí habitan, lo que provoca una disminución del pH por la producción 

de ácidos grasos de cadena corta, esto favorece la eliminación de microorganismos 

patógenos (Morisse y col., 1993) 

 

Estos oligosacáridos están formados por diferentes azúcares como fructosa, galactosa, 

xilosa, isomaltosa, glucosa, entre otras. Son llamados fructo-oligosacáridos, galacto-

oligosacáridos, xilo-oligosacáridos, isomalto-oligosacáridos y oligo-dextranos, 

respectivamente. En la tabla 3 se muestra la estructura molecular de algunos 

oligosacáridos. 

 
Tabla 3. Oligasacáridos prebióticos. 

Clase de oligosacarido Estructura 
molecular 

Tipo de enlace Nombre comercial 

Fructo-oligosacáridos (Inulina) (Fr)n-Glu β-1,2 Meiologo 

Galactooligosacáridos (Ga) n –Glu β -1,4 y β−1,6 Actilight 

Isomalto-oligosacáridos (Glu) n α−1,6 Isomalto 900 

Lactulosa Ga-Fr β−1,4 MLSP/C 

Fríjol de Soya (Ga) n -Glu-Fr α−1,6 Soya 

Lactosacarosa Ga-Glu-Fr β−1,4 Nyuka-Origo 

Xilo-oligosacáridos (Xy) n β−1,4 Xilo-Oligo 

Gentio-oligosacáridos (Glu) n β−1,6 Gentosa 

*Ga, galactosa; Glu, glucosa;  Fr, fructosa; Xy, xilosa.                                                               (Gibson y Rastall, 2006) 
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2.7.1 FRUCTO-OLIGOSACÁRIDOS Y FRUCTANOS TIPO INULINA. 

 
El fructano es un nombre general utilizado para cualquier carbohidrato donde la mayoria 

de sus enlaces glucosídicos son tipo fructosil-fructosa. Son sintetizados por las plantas a 

partir de la sacarosa y generalmente presentan una unidad de glucosa al final de cadena. 

Los fructo-oligosacáridos están bien establecidos como compuestos prebióticos (Gibson 

y Rastall, 2006). 

 

La inulina es un fructo-oligosacarido que se extrae de plantas de distintas familias 

Liliaceae, Amaryllidaceae, Gramineae y Compositae (ajo, poro, maíz dulce o lechuga) 

aunque la principal fuente de inulina es la achicoria o endivia (Cichorium intybus). De 

esta planta se obtiene un polisacárido complejo [α-D-glucopiranosil-(β-D-

fructofuranosil)n-1 β-D-fructofuranósido], con un número de fructosas comprendidas 

entre 2 y 70.  

 

La inulina nativa es procesada en la industria alimentaria y transformada en fructanos 

(fructooligosacáridos ó FOS) de cadena corta con un grado de polimerización entre 2 y 

10 (normalmente 5) como resultado de la hidrólisis enzimática parcial por la inulinasa 

(EC 3.2.1.7). 

 

Estos ingredientes, además de tener las propiedades clásicas de las fibras alimentarias 

para regular el tránsito intestinal, contribuyen a la mejor absorción del calcio, a la 

estimulación de las defensas naturales de la flora intestinal (efecto bífidus) y a reducir el 

colesterol y los niveles de azúcar en sangre. 

 

Las principales propiedades de la inulina y oligofructosa son, en primer lugar, su efecto 

beneficioso común a la fibra, ya que la ingesta de estos compuestos a través de los 

alimentos contribuye a mejorar la protección y el equilibrio del intestino, estimulando el 

desarrollo de la flora intestinal a través de las bifidobacterias. En segundo lugar, mejora 

la asimilación y biodisponibilidad del calcio, lo que se traduce en una reducción de la 
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osteoporosis, ya que se ha demostrado que ambos activos vegetales aumentan tanto la 

densidad mineral del hueso como la masa ósea. En tercer lugar, actúan de forma positiva 

sobre el sistema digestivo ayudando a regular el tránsito intestinal. Por todo esto, la 

inulina y la oligofructosa son recomendables para todas las personas: niños y 

adolescentes en etapa de crecimiento, mujeres en gestación y personas de edad 

avanzada.  

 

La oligofructosa también controla el estreñimiento favoreciendo el desarrollo de 

bifidobacterias y de Bacillus subtilis en el colon, evita el crecimiento de 

microorganismos putrefactivos,  estimula la síntesis de vitaminas del complejo B, tiene 

un efecto antidiabético (por su activa potencia hipoglicémica para reducir el nivel de 

azúcar en la sangre), reduce la cantidad de colesterol y triglicéridos (contra la 

arterioesclerosis), y aporta bajo contenido calórico. 

 

 

2.7.2 GALACTO-OLIGOSACÁRIDOS. 

 

Los galacto-oligosacáridos son obtenidos por síntesis química a partir de lactosa. Una 

variedad de ellos se han utilizado como edulcorantes bajos en calorías, como aditivos en 

alimentos y cosméticos. Los galacto-oligosacáridos son más estables que los fructo-

oligosacáridos, son bifidogénicos y no cariogénicos (Shin y col., 1998; Sako y col., 

1999). 

 

 

2.7.3 XILO-OLIGOSACÁRIDOS. 

 

Los xilo-oligosacáridos son cadenas de moléculas de xilosa unidos por enlaces β-1,4 y 

consisten principalmente de xilobiosa, xilotriosa y xilotetraosa, se encuentran 

naturalmente en los germinados de bambú, frutas, vegetales, leche y miel (Vázquez y 

col., 2000). Éstos se obtienen también por hidrólisis química de xilanos y polidextrosas 

o pirodextrinas. 
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Los xilo-oligosacáridos pueden ser metabolizados por Bifidobacterium y Lactobacillus 

en cultivos puros. En experimentos con ratas, se ha observado que estimulan el 

crecimiento de bifidobacterias del colon y en el ser humano promueven selectivamente 

el crecimiento de bifidobacterias (Gibson y Rastall, 2006) 

 

Los xilo-oligosacáridos se han empleado en Europa y Estados Unidos como 

condimentos alimenticios en helados, postres, galletas, pastas y alimentos para niños, 

calculándose su consumo por persona entre 1 a 7 gramos diarios. 

 

 

2.7.4 ISOMALTO-OLIGOSACÁRIDOS. 

 

Son compuestos de monómeros de glucosa unidos por enlaces α-1,6 y ocasionalmente 

α-1,4. Los isomalto-oligosacáridos se encuentran naturalmente en varios alimentos 

fermentados como el sake, salsa de soya y miel (Yun y col., 1994).   
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2.8 EFECTOS BENÉFICOS 
 

Más allá de los beneficios nutricionales, los probióticos y prebióticos presentan 

aplicaciones farmacéuticas importantes. De hecho, un aumento en los niveles de 

bacterias que crecen en el intestino humano, ha sido relacionado como un agente causal 

o como factores que mantienen no solo un estado de enfermedad en el colon sino 

también desórdenes sistémicos. 

 

Hasta el momento, se ha visto que las bacterias intestinales se encuentran íntimamente 

involucradas en el metabolismo de los nutrientes y su manipulación puede realizarse 

mediante la ingestión oral de bacterias vivas en alimentos como el yogurt o a través de 

una estimulación selectiva de su crecimiento vía complementos alimenticios específicos 

o funcionales (Cummings y Macfarlane, 1997). 

 

La incorporación de prebióticos específicos como carbohidratos dietéticos, logra 

estimular el crecimiento de ciertos microorganismos benéficos al huésped y pueden por 

lo tanto, alterar el equilibrio de la flora normal del colon, favoreciendo un crecimiento 

de microorganismos como el caso de las bifidobacterias (Gibson y col., 1995; 

Cummings, 1998).). 

 

En los últimos 20 años se ha incrementado el interés comercial y científico en el género 

Bifidobacterium por el gran número de efectos benéficos que se le ha atribuido ya que 

estas bacterias, combaten enfermedades diarreicas, mejoran la intolerancia la lactosa, 

ayudan a combatir infecciones intestinales, colitis ulcerativa, estreñimiento, estimulan el 

sistema inmune, reducen colesterol en sangre e inclusive juegan un papel muy 

importante en la prevención del cáncer de colon. (Leahy y col., 2005) 
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2.8.1 MEJORAMIENTO DEL TRÁNSITO GASTROINTESTINAL 

 

El estreñimiento es un  trastorno significativo para mucha gente, y es un malestar que 

prevalece entre la gente de edad adulta. Este padecimiento, cuando es una constipación 

leve puede corregirse a través del consumo de productos lacteos fermentados por 

bifidobacterias (Wanitschkey col., 2003). En mujeres voluntarias que consumieron leche 

fermentada con Bifidobacterium spp., los tiempos de tránsito en el colon sigmoideo se 

aceleraron. No se pudo observar el mismo efecto con el yogurt tradicional (sin 

bifidobacterias), por lo que se demuestra la efectividad de estas bacterias para 

incrementar la motilidad del colon. Se ha demostrado, que la ingestión de fibra dietética 

insoluble conduce a la reducción de los tiempos de tránsito intestinal, lo que conduce a 

que los posibles agentes carcinógenos fecales tengan menores oportunidades de 

interacción con el epitelio intestinal. Las leches fermentadas por bifidobacterias pueden 

actuar de manera similar. 

 

 

2.8.2 REDUCCIÓN EN EL RIESGO DE CONTRAER CÁNCER 

 

Se ha demostrado que las bacterias ácido lácticas y los productos fermentados 

elaborados con ellas, tienen una actividad potencial anticarcinogénica. B. longum y B. 

infantis son agentes efectivos contra los tumores. Su mecanismo de acción se debe a la 

supresión de las enzimas bacterianas, a la activación del sistema inmune del huésped y a 

la reducción del pH intestinal. Las bifidobacterias son capaces de metabolizar los 

compuestos carcinogénicos o reaccionar con las enzimas que desarrollan la formación de 

carcinógenos. Un estudio mostró que existe una relación entre especies de 

bifidobacterias fecales y el riesgo de contraer cáncer de colon. Dada la posibilidad de 

que exista un beneficio relacionado a la alta prevalencia de esta enfermedad, el interés 

científico se ha intensificado en los últimos años, con el objetivo de determinar el papel 

potencial de las bifidobacterias para reducir el riesgo de contraer cáncer colorectal 

(Shah, 2001). 
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Evidencias indirectas en humanos muestran que el consumo de leche fermentada por 

bifidobacterias conduce a la reducción de los niveles de ciertas enzimas fecales tales 

como la β-glucuronidasa, estas enzimas se encuentran implicadas en la conversión de 

procarcinógenos a carcinógenos (Goldin y col., 1993; Ling y col., 1994). Además, los 

metabolitos de putrefacción fecal tales como el p-cresol, el indol y el amoniaco 

disminuyeron cuando los sujetos consumieron leche fermentada por B. longum y S. 

thermophilus. 

 

Estudios in vitro han investigado diversos procarcinógenos y carcinógenos (Abdelali y 

col., 1995; Cassand y col., 1994). Las bifidobacterias inhiben los nitritos y las 

nitrosaminas procarcinógenas a través de mecanismos no enzimáticos e intracelulares 

(Grill y col., 1995). También se unen a las aminas heterocíclicas (carcinógenos que se 

forman al cocinar la carne roja), y de esta forma, pueden ser eliminadas en las heces 

(Orrhage y col., 1994). 

 

Más recientemente, el interés se ha enfocado en la posible participación en la reducción 

del riesgo del cáncer mamario. Un reporte in vitro reciente mostró la inhibición del 

crecimiento de una línea celular de un cáncer mamario humano debido a la leche 

fermentada por bifidobacterias, demostrando por consiguiente, los efectos 

anticancerígenos contra el cáncer mamario (Van't Veer  y col., 1989; Lê y col., 1986). 

 

 

 

2.8.3 REDUCCIÓN DE LA INTOLERANCIA A LA LACTOSA 

 

La intolerancia a la lactosa es un problema que padece un gran porcentaje de la 

población mundial (50-70%) y se debe a los bajos niveles de β-D-galactosidasa 

intestinal. La lactosa es una sustancia osmóticamente muy activa y su presencia en el 

intestino ocasiona la salida de fluidos e iones de la mucosa intestinal hacia el exterior 



 

 37 

hasta alcanzar el equilibrio osmótico, provocando diarrea profusa (Marquina y Santos, 

2002). Los cultivos tradicionales para la elaboración de yogurt, L. Delbrueckii ssp. 

bulgaricus y S. thermophillus, contienen cantidades suficientes de β-D-galactosidasa, el 

cual, ayuda a aliviar los síntomas de la mala absorción de la lactosa al ser hidrolizada. 

La viscosidad de estos productos es elevada, lo que implica un transito lento por el tracto 

digestivo lo que ayuda a que la lactosa pueda ser digerida (Sanders, 1999). 

 

 

 

2.8.4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 

 

La microflora intestinal ejerce una barrera importante frente a las infecciones. Los 

mecanismos de acción son muy variados, modifican los niveles de adhesión celular, 

produciendo sustancias antimicrobianas, estimulan órganos linfoides asociados al tracto 

intestinal, colonizan de manera competitiva (privando a los patógenos de nutrientes e 

inhibiendo su adhesión y desarrollo), lo que se ve favorecido por la producción de ácidos 

orgánicos (ácido láctico y acético), peróxido de hidrógeno, dióxido de carbono y 

sustancias antimicrobianas conocidas como bacteriocinas (Heller y col., 2001). 

 

Saavedra y colaboradores en 1994 encontraron que los bebés alimentados con una 

fórmula adicionada con B. bifidum y S. thermophilus tuvieron una menor incidencia de 

diarrea hospitalaria y porcentajes menores de infección por rotavirus en comparación 

con bebés que tomaban una fórmula estándar. Hallazgos similares se reportaron en 

ratones tratados con B. bifidum. (Van't Veer y col., 1989) 

 

Estudios in vitro han demostrado el efecto antagonista contra varios patógenos, 

incluyendo E. coli, Shigella dysenteriae, y Yersinia enterocolitica. (Fujiwara  y col., 

1997). Solamente un estudio encontró que no existía efecto inhibitorio de una cepa de B. 

bifidum contra Helicobacter pylori (Midolo y col., 1995). 
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Este efecto antagonista puede ser dado mediante la producción de ácidos acético y 

láctico, los cuales, disminuyen el pH, que por sí solo tiene un efecto inhibitorio; y 

además algunas bifidobacterias excretan sustancias antimicrobianas con un espectro de 

actividad amplio (Gibson y col., 2004). 

 

Aunque los estudios in vivo no son fáciles de interpretar dada la dificultad para medir 

sus efectos deseados, los mecanismos se están comprendiendo mejor a través de varios 

estudios in vitro. 

 

 

 

2.8.5 PREVENCIÓN DE ENFERMEDADES DIARRÉICAS 

 

Las bifidobacterias así como otros probióticos pueden prevenir o controlar la diarrea a 

través de los efectos del sistema inmune. Además, los microorganismos probióticos 

pueden prevenir infecciones al competir con los virus o bacterias patógenas por los sitios 

de unión en las células epiteliales. (Duffy y col., 1994a; Duffy y col., 1994b; Perdigón y 

col., 1995). Los probióticos también pueden inhibir el crecimiento de bacterias 

patógenas por la producción de bacteriocinas como la nisina (Jack y col., 1995).   
 

 

 

2.8.6 ESTIMULACIÓN EL SISTEMA INMUNE 

 

Se ha probado que varios probióticos estimulan el sistema inmune. Los mecanismos de 

acción no son específicos, lo cual resulta en un aumento de la respuesta inmune hacia 

una gran variedad de antígenos.  

 

Las bifidobacterias pueden modular diversos parámetros del sistema inmune, estudios in 

vitro han demostrado la producción de interleucina (IL)-6, IL-1b, y de γ-interferón 
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(moléculas que sirven como señales entre las células durante la respuesta inmune) en las 

células mononucleares sanguíneas. 

 

Se ha observado inmunomodulación por  L.acidophillus y Bifidus, aunque el mecanismo 

no es claramente entendido (Schiffrin y col., 1995). Se ha reportado que al ingerir 

probióticos, se estimula la producción de citosina en las células sanguíneas y aumento en 

la actividad de macrófagos (Marteau y col., 1997). Por otra parte, se ha observado que 

incrementan la actividad natural de las células del hígado así como los niveles de 

inmunoglobulinas, en especial, las IgA (Sanders, 1999). 

 

 

 

2.8.7 REDUCCIÓN DE INFLAMACIÓN INTESTINAL 

 

Se calcula que 2 millones de personas en el mundo padecen inflamación intestinal, los 

síntomas de este trastorno involucran disturbios en los hábitos intestinales y en la 

inflamación de la mucosa gástrica. El consumo de bifidobacterias ejerce un efecto 

benéfico en la terapia y profilaxis de esta enfermedad (Gionchetti y col., 2000). Los 

mecanismos por los que las bifidobacterias ayudan a reducir los síntomas de este 

trastorno aún no están bien entendidos. (Shanahan, 2002; Mahida y Rolfe, 2004).  

 

 

 

2.8.8 REDUCCIÓN DEL COLESTEROL 

 

Estudios recientes han mostrado que el consumo de ciertos cultivos de productos lácteos 

puede reducir el nivel de colesterol en la sangre. El consumo de leches fermentadas con 

un alto contenido de bacterias probióticas (109), pueden reducir los niveles de colesterol 

de 3.0 a 1.5g/L en personas hipercolestéremicas (Shah, 2001). El efecto de las bacterias 

probióticas sobre la reducción del colesterol sanguíneo son aún desconocidos. Una 

hipótesis sugiere que algunas cepas de L. acidophillus pueden asimilar la molécula del 
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colesterol, esta actividad ha sido reportada  in vitro (Gilliland y col., 1985). Se ha 

sugerido que la capacidad que tienen ciertos lactobacilos y bifidobacterias para la 

desconjugación enzimática de los ácidos biliares, es un mecanismo importante en la 

regulación de niveles de colesterol sanguíneo en humanos ya que los ácidos biliares 

desconjugados  son más fáciles de excretar (De Smet, 1994). 

 

 

 

2.8.9 SALUD  UROGENITAL 

 

El tracto urogenital de las mujeres está altamente colonizado por bacterias y por lo tanto, 

es muy susceptible a infecciones. El consumo oral de ciertos probióticos puede 

disminuir el desarrollo de infecciones provocadas por Candida y bacterias de la vagina. 

Diferentes estudios han correlacionado la salud vaginal con la presencia de lactobacilos, 

específicamente productores de peróxido de hidrógeno (Sanders, 1999). 
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2.9 ESTUDIOS MOLECULARES EN BIFIDOBACTERIAS 
 

Gracias a los avances de la biología molecular, varios grupos de investigación se han 

dedicado a estudiar el genoma de las bifidobacterias, debido a los beneficios que éstas 

han presentado sobre la salud del ser humano. Hasta el momento se conoce poco acerca 

de los mecanismos moleculares por medio de las cuales ejercen su efecto, a pesar de que 

Bifidobacterium es el género bacteriano más común en el colon humano. Sin embargo, 

se ha logrado conocer un poco la regulación de la expresión de genes (sobreexpresión o 

represión) en función de diferentes condiciones, con el fin de comprender como 

sobreviven en el tracto gastrointestinal y para conocer las interacciones moleculares y 

funcionales que existen entre ellas y el huésped (De Voos, 2002).  

 

El estudio genético de las bifidobacterias se ha ido incrementando en los últimos 10 

años, lo que ha permitido un vertiginoso avance en el conocimiento del metabolismo 

sobre la flora intestinal, lo cuál no es posible con  las técnicas clásicas de microbiología.  

 

Las especies del genéro Bifidobacterium más estudiadas a nivel molecular han sido B. 

longum, B. breve y B. infantis, aunque la mayoría de los trabajos se han centrado  en  la 

identificación de estas especies en diferentes muestras. Por otro lado, la expresión del 

gen de ß-glucosidasa y la actividad de su respectiva enzima, fueron analizadas  con 

experimentos de Northern y Western blot con el fin de elucidar los mecanismos de 

acción responsables del incremento de la actividad enzimática en presencia de celobiosa 

como fuente de carbono (Nunoura y col., 1997). 

  

También se han utilizado microarreglos de DNA para la identificación de especies de 

bacterias intestinales a partir de muestras fecales utilizando como sondas DNA 

ribosomal de la región 16S marcadas con digoxigenina. Con el desarrollo de esta técnica 

se han podido detectar las bacterias intestinales dominantes del intestino humano, entre 
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ellas, las bifidobacterias. Los resultados se confirmaron utilizando métodos de PCR 

específicos para cada bacteria (Wang y col., 2002). 

 

Hasta el momento, la única especie del género Bifidobacterium que se encuentra 

completamente secuenciada es B. longum. Lo cual ha permitido conocer que su genoma 

está formado por un total de 2.26 Mpb dentro del cual se estima que existen 

aproximadamente 1730 secuencias codificantes organizadas en un cromosoma circular 

con un alto contenido de G+C (60%).  Con esta secuencia, se han realizado análisis 

bioinformáticos que revelan ciertas características fisiológicas que podrían explicar de 

forma parcial, la adaptación de estas bacterias en el colon. Por otra parte, y utilizando 

también herramientas informáticas, se ha llevado a cabo la predicción de las secuencias 

de muchas proteínas a partir de las secuencias de núcleotidos, lo que revela de manera 

inesperada, la presencia de un gran número de proteínas involucradas en el metabolismo 

de oligosacáridos las cuales están directamente relacionadas con la  prevalencia de las 

bifidobacterias en el colon, y por consiguiente, con sus efectos benéficos (Schell y col., 

2002). 

 

Por lo anteriormente expuesto, una caracterización molecular de bifidobacterias es 

esencial para definir su actividad benéfica y explorar y explotar cualquiera  de sus 

propiedades (MacConaill y col., 2003). Sin embargo, la mayoría de los trabajos se han 

enfocado a la identificación y aislamiento de estos micoorganismos a partir de heces de 

niños y adultos utilizando como sondas, regiones de la subunidad  16S  del RNA 

ribosomal ya que la secuencia de este gen es específica para cada especie y permite 

identificar las especies  presentes en una muestra dada (Fasoli y col., 2003; Favier y col., 

2003; Vázquez, 2005).  

 

Teniendo como base el genoma de B. longum secuenciado, se puede llevar a cabo un 

ilimitado número de estudios y experimentos que nos permitan avanzar más sobre el 

conocimiento de este microorganismo así como de las especies relacionadas con él.  
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3.Justificación 
 
 

El uso de las bifidobacterias como microorgasnismos probióticos las hace suceptibles de 

ser estudiadas para conocer a fondo los mecanismos por medio de los cuales ejercen sus 

efectos benéficos en el ser humano. 

 

Es de suma importancia, estudiar el comportamiento de las bifidobacterias en su 

ambiente natural, sin embargo, el colon es un sistema bastante complejo por lo que se 

debe hacer el análisis de forma individual, utilizando diferentes condiciones de cultivo, 

con el fin de  conocer los metabolitos que ejercen los efectos positivos sobre la salud del 

ser humano, las rutas metabólicas por medio de las cuales se producen, las enzimas 

involucradas en su síntesis  y por lo tanto, los genes que codifican para ellas. Todo esto, 

nos conduce a estudiar el desarrollo de bifidobacterias durante las diferentes etapas de su 

crecimiento y la expresión de los genes involucrados en el metabolismo de 

carbohidratos. 

 

En el presente trabajo se llevó a cabo un análisis del crecimiento de B. infantis en cuatro 

diferentes sustratos. Se eligió trabajar con un azúcar simple: glucosa, dos disacáridos: 

lactosa y sacarosa; y un fructooligosacárido: inulina. Para posteriormente realizar un 

análisis de la expresión de genes involucrados en la degradación de carbohidratos. Se 

decidió iniciar con el estudio de la expresión de los genes que codifican para las enzimas 

lactato deshidrogenasa y acetato kinasa por ser las responsables de la formación de los 

principales productos de fermentación de bifidobacterias (ácido acético y ácido láctico) 

y que aparentemente están directamente relacionados con los efectos benéficos que 

presentan en el ser humano.  
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4.Objetivos 
 

4.1 OBJETIVO GENERAL  
 

Iniciar el estudio de la expresión de los genes lactato deshidrogenasa (ldh), acetato 
kinasa (ackA) y fosfocetolasa (ppk), de Bifidobacterium infantis.  
 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 

 Realizar cinéticas de crecimiento de B. infantis en cuatro diferentes sustratos. 

 Diseñar primers a partir de las secuencias nucleotídicas de los genes reportados 
en el Genebank. 

 Extraer DNA genómico de B. infantis. 

 Optimizar las condiciones de la reacción en cadena de la polimerasa para 
amplificar los genes ldh, ackA y ppk. 

 Purificar los genes amplificados por PCR. 

 Extraer y purificar RNA total de los cultivos de B. infantis en cada fase de su 
crecimiento: lag, log y estacionaria. 
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5.Estrategia General 
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6.Materiales y Métodos 
 

6.1 MICROORGANISMO Y CONDICIONES DE CULTIVO.  
 

Bifidobacterium infantis ATCC 17930 se cultivó en condiciones anaerobias en medio 

TPY (Azaola y col. 1999), agregando glucosa, lactosa, sacarosa y/o inulina al 0.5% 

como fuente de carbono, el pH se ajustó a 7.0. Se colocaron 80 mL de cada medio de 

cultivo en  frascos viales de 100 mL, la anaerobiosis se produjo burbujeando CO2 puro 

para desplazar el oxígeno presente, inmediatamente después, los viales se cerraron 

herméticamente con tapón de hule y arillo de metal  y se esterilizaron a  15 lb de presión 

durante 15 min. Los cultivos se incubaron a 37ºC, con una agitación de 120 rpm durante 

aproximadamente 50 h.  

 

 

6.2 COMPOSICIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO 
 

MEDIO TPY 
Componente Concentración 

g/L 
Azúcar 5 

Peptona de caseína 10 

Peptona de Soya 5 

Extracto de levadura 2.5 

Tween 80 1 mL 

L-cisteína 0.5 

MgCl2 ·6H20 0.5 

ZnSO4·7H20 0.25 

FeCl3 0.003 

K2HPO4 2 

CaCl2 0.15 
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6.3 CINÉTICAS DE FERMENTACIÓN 
 

Para llevar a cabo las cinéticas de fermentación, cada medio de cultivo se inoculó con B. 

infantis a una densidad óptica inicial de 0.05 (λ600 nm). Los cultivos se monitorearon 

tomando muestras de 1 mL cada 2 h y se determinó crecimiento, proteína soluble y 

consumo de azúcares en cada punto. 

Adicionalmente, se tomó una muestra de 5 mL en cada fase de crecimiento (lag, log y 

estacionaria) para la extracción de RNA total. 

 

 

 

6.3.1 CRECIMIENTO 

 

Para la determinación del crecimiento, cada muestra se  analizó en un espectrofotómetro 

(Perkin Elmer, USA), a una λ600nm con celdas desechables (Brad UV) utilizando el 

mismo medio de cultivo como blanco. 

 

 

 

6.3.2 CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNA 

 

Para la determinación de proteína, se utilizaron 500 µL de muestra, se centrifugó a 5000 

rpm/5 min en una micro centrífuga (Eppendorf  mini spin plus, Alemania). El 

sobrenadante se reservó para la cuantificación de azúcares totales. Las células se lavaron 

2 veces con dH2O, el paquete celular se resuspendió en 200 µL de TRIS 0.1M pH 7.0. 

Posteriormente, las células se lisaron en un disruptor (Genie Disruptor Scientific, USA) 

durante 2 min, con 100 µL de perlas de vidro de 0.5 mm de diámetro (Glass Vedas), 

inmediatamente después los tubos se colocaron en hielo, (este ciclo: lisis y enfiriamiento 

se repitió 3 veces con el fin de ayudar a romper las células). El lisado se centrifugó a 
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14000 rpm/10 min, se recuperó el sobrenadante y se cuantificó la proteína soluble por el 

método de Bradford utilizando el reactivo Protein Assay (BioRad). Se realizó una curva 

estándar con albúmina de suero bovino (Sigma) en un intervalo de 0 a 1 mg/mL.  

 

 

 

6.3.3 CONSUMO DE AZÚCARES TOTALES  

 

Para la determinación de azúcares totales se utilizaron 20 µL del sobrenadante obtenido 

en el apartado 6.3.2. Se colocaron en un tubo de vidrio y se agregaron 180 µL de dH2O, 

se mezcló con vortex (Termolyne Maxi mix plusTM USA). Inmediatamente después se 

adicionaron 200 µL de fenol al 5% y 1 mL de H2SO4 concentrado. La mezcla se incubó 

10 min a temperatura ambiente y se leyó en un espectrofotómetro a 490 nm (Dubois y 

col., 1956). 
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6.4 EXTRACCIÓN DE RNA 
 

6.4.1 EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE RNA 

 

Se utilizó el kit RNeasy (Qiagen) y se siguió el protocolo el cual consistió en lo 

siguiente: se tomaron 5 mL de cada uno de los cultivos de B. infantis en los diferentes 

sustratos (glucosa, lactosa, inulina y sacarosa) en las fases lag, logarítmica y estacionaria 

(8, 20 y 48 h respectivamente). Cada muestra se centrifugó a 5000 rpm/5 min para 

obtener las células (no más de 1x109) y se quitó el exceso de medio con una pipeta. El 

pellet se resuspendió en 100 µL de regulador TE con 3 mg/mL de lisozima (Research 

Organics) y se mezcló vigorosamente con vortex, se incubó durante 10 min a 37ºC y se 

mezcló cada 3 min. Después de la incubación se agregaron 350 µL de regulador RLT 

(por cada mL de RLT se agregaron 10 µL de β-mercaptoetanol) y 250 µL de etanol 

absoluto, se mezcló con pipeta. La mezcla se colocó en una columna y se centrifugó a 

10000 rpm/15 s, el filtrado fue desechado y se agregaron 700 µL de solución RW1 en la 

columna, se centrifugó a 10000 rpm/15 s. La columna se colocó en un tubo nuevo y se 

agregaron 500 µL de solución RPE, se centrifugó a 10000 rpm/2 min, la columna se 

colocó en un tubo eppendorf nuevo y se eluyó con 30 µL de agua libre de RNAsas 

centrifugando a 14000 rpm/1 min. 
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6.5  AMPLIFICACIÓN DE GENES 
 

6.5.1 DISEÑO DE PRIMERS 

 

Los primers se diseñaron a partir las secuencias nucleotídicas de los genes de ldh, ackA 

y ppk de B. longum reportada en el banco de genes (Genebank).  Se eligieron 16 

nucleótidos del inicio y 16 nucleótidos del fin de la región codificante de cada uno de los 

genes. Éstos fueron sintetizados por la compañía Bioselec S.A de C.V.  

 

 

6.5.2 EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE DNA 

 

Se utilizó un cultivo de B. infantis de 45 mL en medio TPY glucosa al 0.5% con una 

densidad óptica de 3.0, el cual se centrifugó a 5000 rpm/5 min, el pellet se lavó 2 veces 

con Tris 0.1M pH 7, posteriormente se agregaron 500 mL de Tris 0.1M y 100 µL de 

perlas de vidrio, las células se lisaron en disruptor durante 2 min, inmediatamente 

después los tubos se colocaron en hielo, (la lisis y el enfriameinto se repitió 3 veces de 

manera alternada). Se centrífugó a 14000 rpm/15 min y el sobrenadante se recuperó en 

un tubo eppendorf nuevo, inmediatamente después se agregaron 500 µL de fenol 

saturado con 10 mM de Tris-HCl (Sigma), el tubo se mezcló suavemente y se centrífugó 

a 3000 rpm/3 min, se recuperó la fase acuosa en un tubo eppendorf nuevo y se agregaron 

500 µL de una mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) (Sigma), 

nuevamente se mezcló suavemente y se centrifugó a 3000 rpm/3 min, se recuperó la fase 

acuosa y se agregaron 3 volúmenes de isopropanol y 1/10 de acetato de sodio 3M, esta 

mezcla se centrifugó a 14000 rpm/20 min, se desechó el sobrenadante y el pellet se lavó 

con 200 µL de etanol absoluto frío, se centrifugó nuevamente y se desechó el etanol, el 

DNA se disolvió en 30 µL de agua estéril. Se observó en un gel de agarosa al 1%.  
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6.5.3 PREPARACIÓN DE GELES DE AGAROSA 

 

Los geles de agarosa se prepararon disolviendo 0.2 g de agarosa en 20 mL de dH2O en 

un matraz Erlenmeyer de 125 mL, llevando a ebullición en un horno de microondas. 

Posteriormente se agregaron 0.4 mL de TAE 50X y se llevó a un volúmen de 20 mL con 

dH2O. Esta mezcla se vació en el molde, una vez solidificado el gel, se cargaron las 

muestras con 1/10 de regulador de muestra. Las muestras se hicieron migrar a 50 V, 

posteriormente el gel se tiñó con una solución de bromuro de etidio y el DNA se observó 

en un transiluminador con luz ultra violeta. 

 

 

6.5.4 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

 

Para  amplificar  los genes ldh, ackA y ppk por PCR se utilizaron 47 µL de una mezcla 

de supermix pcr taq polimerasa (Invitrogen) cuya composición consiste en: 22 U/mL de 

Taq DNA Polimerasa, 22mM de Tris HCl  a pH 8.4 55mM KCl, 1.65mM  MgCl2, 

220µM de  dGTP, 220µM de dATP, 220µM de dDTP y 220µM de dCTP. A esta mezcla 

se agregó 1µL de cada uno de los primers a una concentración de 10 pmol/mL y 1 µL de 

DNA de B. infantis como molde, a una concentración de 20 ng/µL. Las reacciones se 

llevaron a cabo en un termociclador (Thermo, USA). Las condiciones de reacción se 

muestran en la figura 4. Después de la reacción, las muestras se observaron en un gel de 

agarosa al 1% . 
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Figura 4. Condiciones de reacción para amplificar por PCR los genes ldh, ackA y ppk de B. infantis. 
 

 

 

 

6.5.5 PURIFICACIÓN DE PRODUCTOS DE PCR 

 

Se utilizó el kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) y se siguió  el protocolo que 

consistió en cortar la banda del gel y colocarla en un tubo eppendorf, al cual se le 

agregaron 300 µL de solución QX1, se incubó a 50°C hasta que el gel se fundió 

completamente. La muestra se colocó en una columna Qiaquick y se centrifugó a 14000 

rpm/1 min, posteriormente el filtrado se descartó y se adicionaron 700 µL de solución 

PE, se centrifugó a las mismas condiciones. Con el fin de eliminar completamente la 

solución PE se centrifugó nuevamente durante 1 min, la columna se colocó en un tubo 

nuevo y se adicionaron 30 µL de solución EB. El DNA fue recuperado en un tubo nuevo 

libre de DNAsas, centrifugando a 14000 rpm/1 min. 
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7. Resultados y Discusión 
 

 

7.1 CINÉTICAS DE CRECIMIENTO 
 

Todos los medios fueron inoculados con un cultivo fresco de B. infantis de 24 h a una 

DO inicial de 0.05. El crecimiento de B. infantis en cada uno de los cuatros sustratos 

(glucosa, lactosa, inulina y sacarosa) se monitoreó durante aproximadamente 50 h, las 

muestras se leyeron en un espectrofotómetro a una λ de 600 nm. 

 

Las cinéticas de crecimiento en cada sustrato se realizaron 8 veces y cada muestra para 

determinación de crecimiento, proteína, y consumo de azúcares fue analizada por 

triplicado. Al realizar un análisis estadístico, se obtuvieron coeficientes de variación 

menores al 5%, lo cual indica que los experimentos fueron reproducibles y pueden ser 

utilizados en forma rutinaria en el laboratorio para experimetos futuros. 

 

Los resultados de las cinéticas de crecimiento en los cuatro sustratos, fueron comparados 

entre ellos y se observó que B. infantis presentó una fase lag de aproximadamente 13 h 

al crecer en lactosa, inulina y sacarosa. Sin embargo, al crecer en glucosa, la fase lag fue 

de aproximadamente 10 h. Esto nos indica que la bacteria se adaptó al medio de cultivo, 

de manera similar en los 4 sustratos aunque esto fue más rápido en glucosa (Fig. 5). 

 

En las mismas figuras se muestra que al crecer en glucosa, lactosa y sacarosa, se alcanzó 

la fase estacionaria entre las 25 y 30 h, sin embargo, cuando creció en inulina, la fase 

estacionaria fue alcanzada en menor tiempo (aproximadamente 20 h). 

 

En cuanto a la concentración celular, B. infantis alcanzó un mayor número de células al 

crecer en lactosa y sacarosa, lo cual puede deberse a que esta bacteria fue aislada de 
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niños alimentados con leche que contiene lactosa como principal fuente de carbono. 

Estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores, quienes observaron un 

mayor rendimiento celular en cepas de Bifidobacterium en lactosa que en glucosa (Jun y 

col., 1995; Teak-Bum y col., 2003), por lo que esta cepa, podría ser suceptible de ser 

utilizada en la elaboración de productos lácteos con el fin de mejorar la intolerancia a la 

lactosa y digestibilidad de estos productos. Se ha reportado que las bifidobacterias 

producen grandes cantidades de estas enzimas (Ming y col., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 5. Cinéticas de  crecimiento de B. infantis ATCC 17930 en medio TPY utilizando  
A) Glucosa,  B) Lactosa,  C) Inulina y D) Sacarosa como fuentes de carbono al 0.5%. 
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Por otra parte, se observó que B. infantis alcanzó menor concentración celular al crecer 

en glucosa e inulina, aunque sorprendentemente en glucosa fue donde se presentó el 

menor crecimiento que en los otros tres sustratos casi 5 veces menor que en sacarosa, 4 

veces menor que en lactosa y menos de la mitad que en inulina (Fig. 5). 

 

La  inulina como otros oligosacáridos, ha sido considerada un buen sustrato para la 

mayoría de las especies de bacteroides y bifidobacterias excepto para B. bifidum y 

algunas cepas de B. longum (Bouhnik y col., 1996). La cepa de B. infantis utilizada en 

este estudio, presentó poco crecimiento en inulina, en comparación con el crecimiento 

en lactosa o sacarosa pero mayor que al utilizar glucosa como sustrato.  

 

La longitud de la cadena de los oligosacáridos es un factor determinante para el 

crecimiento de algunas especies de bifidobacterias debido a la inherente actividad de la 

enzima inulinasa, por lo que estos compuestos  al no poder ser digeridos más que a 

través de las bacterias del colon, se puede alterar de manera específica el crecimiento de 

una comunidad donde predominen ciertas especies de bifidobacterias  (Bouhnik y col., 

1996). 

 

Estudios de fermentación in vitro con monocultivos de diferentes bacterias intestinales, 

entre ellas algunas bifidobacterias, han demostrado que al crecer en diferentes 

compuestos, como frijol de soya, oligosacáridos, estaquiosa, rafinosa, 

fructooligosacáridos y glucosa,  las bifidobacterias tienen preferencia por los 

carbohidratos de alto peso molecular (Saito y col., 1992).  

 
 
 
Se ha observado que los 4 sustratos utilizados en este trabajo, son buenas fuentes de 

carbono para el crecimiento de B. infantis, sin embargo diversos estudios realizados in 

vitro e in vivo, han demostrado que los oligosacaridos como la inulina son los sustratos 



 

 56 

preferidos de las bifidobacterias (Cummings y col., 1998), lo cual no fue posible 

apreciar en las gráficas. Esto puede ser debido a que es un medio sintético muy diferente 

al ambiente del colon en donde estas bacterias se desarrollan óptimamente en simbiosis 

con otras muchas especies (Reyed, 2007). 

 

El pH óptimo para el crecimiento de bifidobacterias está entre valores de 6.5 y 7.0, sin 

embargo, con valores de pH de 4.5 a 5.0 y de 8.0 a 8.5 se ha visto que el crecimiento es 

muy limitado o nulo (Scardovi, 1986). Esto nos hace pensar que el crecimineto de la 

cepa utilizada en este trabajo, fue inhibido por el pH ya que al crecer en glucosa, lactosa 

y sacarosa el pH del medio descendió a valores cercanos a 4.0, y al crecer en inulina el 

pH del medio descendió a valores cercanos a 5.0. 

 

En estudios comparativos de fermentaciones en un lote de B. adolescentis al crecer en 

glucosa, galactosa y lactosa como única fuente de carbono, se observó un crecimiento 

exponencial contínuo y la fase estacionaria se alcanzó cuando la fuente de carbono se 

agotó después de 17, 9 y 12 h respectivamente. Sin embargo, en estos experimentos el 

pH se controló y se mantuvo durante toda la fermentación a un valor de 5.5. 

 

 

7.2 CINÉTICAS DE CONSUMO DE AZÚCARES. 
 

El consumo de azúcares fue determinado por el método de Dubois, el cual ha sido 

utilizado durante muchos años por su fácil aplicación y resultados confiables, está 

fundamentado en la determinación de azúcares totales (Dubois, 1956), a diferencia de 

otros métodos como DNS que sólo sirve para cuantificar azúcares reductores, por lo 

tanto, este método fue elegido porque dos de los sustratos utilizados en los medios de 

cultivo no son azúcares reductores. 

 

Los medios de cultivo se prepararon con 5 g/L de cada sustrato, sin embargo, al 

determinar la cantidad de azúcar en el medio de cultivo antes de ser inoculado con B. 
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infantis (t0), los datos fueron diferentes, glucosa: 4.8 g/L, lactosa: 3.5 g/L, inulina: 3.4 

g/L y sacarosa: 4.5 g/L. Esta diferencia pudo deberse a la sensibilidad del método 

analítico para cuantificar los azúcares presentes, ya que los medios se prepararon 

pesando cada sustrato en una balanza granataria. 

 

 

Al graficar el consumo de azúcares de B. infantis en función del tiempo, se observó que 

glucosa, inulina y sacarosa no se consumieron en su totalidad (Fig. 6, 8 y 9), su consumo 

fue de 93%, 85% y 92% respectivamente, ésto pudo deberse a otros factores que no 

permitieron que las bifidobacterias continuaran con el crecimiento, como la presencia de 

oxígeno en el medio o por la producción de algún metabolito o la disminución del pH. 

En cambio, la lactosa fue consumida al 100% (Fig. 9), lo cual confirma que es el sustrato 

ideal para B. infantis, por haber sido aislada de heces de niños alimentados con leche. 

  

En las mismas gráficas se observa que el crecimiento en sacarosa fue ligeramente 

mayor: 13% más que en lactosa, esto se explica al observar el consumo de azúcares, ya 

que B. infantis fue capaz de consumir todo el sustrato contenido en el medio preparado 

con lactosa, en cambio, en el medio con sacarosa, el consumo fue de aproximadamente 

83% (Fig. 7 y 9). 

 

Desjardins y colaboradores (1990) observaron que el crecimiento de Bifidobacterium 

ssp. fue detenido por la acumulación de lactato y acetato en el medio de crecimiento, sin 

embargo en este trabajo no se monitoreó la presencia de éstos en las cinéticas de 

crecimiento. 
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7.3 CINÉTICAS DE PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS 
 

La determinación de proteína de B. infantis en las cinéticas de crecimiento se llevó a 

cabo para corroborar los datos de crecimiento obtenidos por espectrofotometría. Para 

realizar este experimento, se tomó una muestra de 200 µL en cada tiempo. Las células se 

lavaron y se lisaron como se describió anteriormente y la proteína intracelular se 

determinó por el método de Bradford. 

 

Los datos obtenidos se graficaron, donde se puede observar una tendencia similar a la 

observada en las cinéticas de crecimiento por espectrofotometría, al igual que en la 

cinética de crecimiento, la producción de proteínas en los medios de lactosa y sacarosa 

fue mayor que en la de glucosa e inulina respectivamente (Fig. 6, 7, 8 y 9). Esto 

confirma los resultados de crecimiento donde se observa mayor densidad celular, 

tenemos por lo tanto mayor cantidad de proteína intracelular. 

 

De manera paralela, se podría llevar a cabo un análisis de las proteínas producidas por B. 

infantis a lo largo de su crecimineto en cada fuente de carbono, observando el cambio en 

el patrón de producción de estas proteínas por electroforesis desnaturalizante (SDS-

PAGE), esto con el fin de analizar la expresión de las enzimas lactato deshidrogenasa, 

acetato kinasa y fosfocetolasa que son codificadas por los genes amplificados en este 

trabajo. 
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*Las flechas rojas indican las tomas de muestra para la extracción de RNA. 
 
 
 

Figura 6. Cinéticas de crecimiento, producción de proteínas y consumo de azúcares de B. infantis 
ATCC 17930 en medio TPY- Glucosa al 0.5%.  
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*Las flechas rojas indican las tomas de muestra para la extracción de RNA.  

 

 
Figura 7. Cinéticas de crecimiento, producción de proteínas y consumo de azúcares de B. infantis 

ATCC 17930 en medio TPY- Lactosa al 0.5%.  
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*Las flechas rojas indican las tomas de muestra para la extracción de RNA.  
 
 
 
 

Figura 8. Cinéticas de crecimiento, producción de proteínas y consumo de azúcares de B. infantis 
ATCC 17930 en medio TPY- Inulina al 0.5%.  
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*Las flechas rojas indican las tomas de muestra para la extracción de RNA.  

 

 

 
Figura 9. Cinéticas de crecimiento, producción de proteínas y consumo de azúcares de B. infantis 

ATCC 17930 en medio TPY- Sacarosa al 0.5%.  
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7.4 EXTRACCIÓN DE RNA 
 

Una vez que se llevaron a cabo las cinéticas de fermentación de B. infantis utilizando 

glucosa, lactosa, inulina y sacarosa como fuentes de carbono, se procedió a realizar la 

extracción del RNA total. Para esto se tomaron muestras de cada cultivo en las 

diferentes etapas del crecimiento (fases lag, logarítmica y estacionaria), se observó que 

la calidad del RNA extraído fue muy buena pues los RNA ribosomales  se ven íntegros y 

no presentan degradación (Fig. 10). 

 

Estas muestras de RNA serán utilizados en trabajos posteriores, para realizar 

experimentos de expresión de genes, ya que los RNA mensajeros pueden ser localizados 

por hibridaciones con sondas específicas, lo cual nos puede indicar los niveles de 

expresión en una condición de crecimiento dada. Este tipo de experimentos puede 

ampliar la información sobre los mecanismos moleculares que son pieza clave de las 

interacciones benéficas en el tracto gastrointestinal (Schell, 2002). 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 
Figura 10. Extracción y purificación de RNA total de B. infantis en las fases lag, log y estacionaria  

de cada cinética de fermentación al utilizar glucosa, lactosa, inulina y sacarosa como sustratos. 
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7.5 EXTRACCIÓN DE DNA 
 

Se obtuvo DNA de B. infantis el cual se utilizó como DNA molde para los experimentos 

de PCR (Fig. 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Extracción y purificación de DNA de B. infantis a partir de un cultivo en glucosa al 0.5%. 

Carriles M- marcador de 1kb 1-DNA de B. infantis. 
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7.6 DISEÑO DE PRIMERS 
 

El diseño de primers para amplificar la región codificante de los genes ldh  y ackA y 

ppk, se llevó a cabo tomando como base las secuencias nucleotídicas de B. longum 

reportadas en el GeneBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI). 

Cada secuencia se analizó con el programa ORF finder para localizar los marcos abiertos 

de lectura y por consiguiente, la región codificante de cada uno. Una vez localizados el 

inicio y el fin de cada gen, se eligieron 16 nucleótidos de cada región y se sintetizaron 

por la empresa Bioselect S.A. de C.V. En las figuras 12, 13 y 14 se muestran los datos 

obtenidos del GeneBank para cada secuencia y se indican enmarcados los nucleótidos 

que se utilizaron como base para sintetizar los primers para amplificar cada gen.  
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7.6.1 LACTATO DESHIDROGENASA (ldh) 
(Genebank No. de acceso M33585). 
 

 
 

Figura 12. Secuencia nucleotídica del gen ldh de B. longum donde se muestran enmarcados los 
nucleótidos utilizados como primers para amplificar por PCR la región codificante de 962 pb.  

 
 

 

 

  

ORIGIN       

        1 gtcgacgcgg tcaatgacgt gttggcggac atcgaaggca cggcctcgat tccgcgtatt 

       61 ctcgtattca acaaggccga tcaggcggac gaggcgactc gtgaacgact cgccgcgctg 

      121 cagccagatg cgttcatcgt ctccgcctat accggtgagg gattggacga gctgcgtacc 

      181 gcggtcgaaa gtctgctgcc ggtcccgcat gtgcatgtca acgctctgct gccgtatacc 

      241 gctggctccc tgatctctcg tgtacgcgaa tacggcaagg tagacaaggt ggagtaccgc 

      301 gatgatggca tacagcttga agcggacgtt gatgcccatc ttgcgctcag gtggtcgaac 

      361 agtccattga ctaacgtgat aaacatcaca gtatattcgt gagcgctaac aaccgttgaa 

      421 aacattacca tacggttgtc aaacagggtg gtgtgccggt agcaaaacgt cttagcgggt 

      481 ttatagagtg aagacgttag ttacaaggcc tgccattcat cagcagaccg cctttgaaga 

      541 gaggttcatc catcatggcg gaaactaccg ttaagcccac gaagcttgct gttattggtg 

      601 ccggtgccgt tggctccacc ctcgccttcg ccgctgccca gcgtggcatc gctcgcgaga 

      661 tcgtgcttga agacatcgcc aaggagcgcg tggaagccga agtgctcgac atgcagcatg 

      721 gctccagctt ctacccgacc gtgtccatcg acggttccga cgatcctgag atctgccgcg 

      781 acgccgacat ggtcgtcatc accgctggtc cgcgtcagaa gccgggtcag tctcgtcttg 

      841 agctcgttgg cgctaccgtc aacatcctca aggccatcat gccgaacctg gtcaaggtgg 

      901 ctccgaacgc catctacatg ctcatcacca acccggtcga catcgctacc cacgtggctc 

      961 agaagctcac cggtctgccc gagaaccaga tcttcggttc cggcaccaac ctggactccg 

     1021 ctcgtctgcg cttcctgatt gcccagcaga ccggcgtcaa cgtcaagaac gtgcacgcct 

     1081 acatcgccgg cgagcacggc gactccgaag tcccgctgtg ggagtccgcc accatcggtg 

     1141 gcgtccccat gtgcgactgg accccgctgc ccggccacga tccgctcgac gccgacaagc 

     1201 gcgaggagat ccaccaggaa gtcaagaacg ccgcttacaa gatcatcaac ggtaagggtg 

     1261 ccaccaacta cgccatcggc atgtccggcg tcgacatcat cgaagccgtc ctgcacgaca 

     1321 ccaaccgcat tctgcccgtg agctccatgc tcaaggactt ccacggcatc tccgacatct 

     1381 gcatgtccgt gccgaccctc ctcaaccgtc agggcgtcaa caacaccatc aacaccccgg 

     1441 tctccgacaa ggagctcgcc gctctgaagc gctctgccga gacgctgaag gaaaccgccg 

     1501 cccagttcgg cttctgataa aaaatcgctg tacggagcgc ctttcgcacc gcagcaagac 

     1561 tcgacctacc tttgtaggcc ttcaccttgt gcggcacgaa aatcgcacac gtacagcgat 

     1621 tttttatacc ctgctgaatg ctcccgttgg gagcattttt tattcgtgga gttcgttgga 

     1681 ggagggggag ctatagccct cgggctcgag ctggaaggtg gtgtggggga ccgagaccgg 

     1741 gaagtgctcg cgcaggcaat cctgcag 
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7.6.2 ACETATO KINASA (ackA) 
(Genebank No. de acceso NC004307). 
 

 

 

 
 

Figura 13. Secuencia nucleotídica del gen ackA de B. longum muestran enmarcados los nucleótidos 
utilizados como primers para amplificar por PCR la región codificante de 1230 pb.  

 

 

 

 

 

 

 

 ORIGIN       

        1 atggcgaaaa ccgtccttgt catcaattcc ggctccagct cgatcaagta ccagctggtt 

       61 gatctcgaat ccggcgaagg cctcgcttcc ggcctcgtcg agaagatcgg tgagccggtc 

      121 gacggccact acaagcacga gtacaacggc gaaaagcacg agcttgaaga gccgattcac 

      181 gaccacgagc agggtctgaa gcgcgtgctc ggcttcttcg aggagtacgg cccgaacctg 

      241 tctgaggctg gcattgtcgc cgtcggccac cgtgtggtgc agggtggctc tatcttcccg 

      301 aagccggccc tcgtgaccaa caagaccatc aaccaggtca aggatctggc tgtgctcgcc 

      361 ccgctgcaca acggaccgga ggccaagggc gccgaagtca tgcgctccct gctgccggac 

      421 gttccgcaga tcttcgtctt cgattcctcc ttcttcttcc agctgccgaa ggccgccagc 

      481 acctacgcgc tgaacaagga aatcgccgat cagtaccaca tccgccgcta cggcgcccac 

      541 ggcacctccc acgagtacat ctcctccgtg gtgccggacg tcatcggcaa gccggctgaa 

      601 ggcctgaagc agatcgtttt gcacatcggc aacggcgctt ccgcttccgc tgaggtctcc 

      661 ggcaagccgg ttgagacctc catgggtctg accccgcttg agggcctgat gatgggcggc 

      721 cgtaccggtg acatcgaccc ggctgtggtc ttccacctga tccgcaacgc ccacatgaac 

      781 gtggacgagc ttgacgccct gttcaacaag cgttccggca tgatgggcat gaccggctat 

      841 ggcgatttgc gtgaggttca ccgtctggtg tccgagggca atgaggacgc caagctggct 

      901 ctggatgtct acgtgcaccg catcgtcagc tacatcggca actacaccta ccagatgggt 

      961 ggctgcgacg tgatcacctt caccgctggc gtgggcgaga acgacgacgt ggtccgcaag 

     1021 atggtgtgcg acaagctcgc tccgttcggc gtcaagctgg acgaggagaa gaacgccacc 

     1081 cgctccaagg aaccgcgcat catctccact ccggactcct ccgtgatcat cgccgtgatt 

     1141 ccgacgaacg aagagctggc catcgcccgc aagtccgccg caatcgccga agccggcacc 

     1201 gacacctacg gcaacacctt cgccaagtaa 
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7.6.3 FOSFOCETOLASA (ppk) 
(Genebank No. de acceso NC004307) 

 
 

 ORIGIN       

        1 atgacgagtc ctgttattgg caccccttgg aagaagctca acgctccggt ttccgaggaa 

       61 gccctcgaag gcgttgacaa gtactggcgc gttgccaact acctttccat cggccagatt 

      121 tatctgcgtt ccaacccgct gatgaaggag cccttcaccc gcgaagatgt gaagcaccgt 

      181 ctggtgggcc actggggcac tacccctggc ctgaacttcc tcatcggcca catcaaccgt 

      241 ttcattgctg accacggcca gaacaccgtg atcatcatgg gcccgggcca cggtggcccg 

      301 gccggtacct cccagtccta cctggacggc acctacaccg agaccttccc gaagatcacc 

      361 aaggacgaag ctggtctgca gaagttcttc cgtcagttct cttacccggg cggcattccg 

      421 tcccacttcg ctccggagac cccgggctcc atccacgagg gtggtgagct gggttacgct 

      481 ctgtcccacg cttacggcgc catcatggac aacccgagcc tgtttgtccc ggccatcgtc 

      541 ggcgacggcg aggctgagac cggcccgctg gctaccggct ggcagtccaa caagctcgtg 

      601 aacccgcgca ccgacggtat cgtgctgccg atcctgcacc tcaacggcta caagatcgcc 

      661 aacccgacca tcctgtcccg catctccgac gaagagctcc acgagttctt ccacggcatg 

      721 ggttacgagc cctacgagtt cgtcgctggc ttcgatgatg aggaccacat gtccatccac 

      781 cgtcgcttcg ccgagctgtg ggagaccatc tgggacgaga tctgcgacat caaggccacc 

      841 gctcagaccg acaacgtgca ccgtccgttc tacccgatgc tgatcttccg caccccgaag 

      901 ggctggacct gcccgaagta catcgacggc aagaagaccg agggctcctg gcgttcccac 

      961 caggtgccgc tggcttccgc ccgcgacacc gaggcccact tcgaggttct caagaactgg 

     1021 ctcgagtcct acaagccgga agagctgttc gacgccaacg gtgctgtcaa ggacgacgtc 

     1081 cttgccttca tgccgaaggg cgagctgcgt atcggtgcca acccgaacgc caacggtggt 

     1141 gtgatccgca acgacctgaa gctgccgaac ctcgaggact acgaggtcaa ggaagtggct 

     1201 gagtacggcc acggctgggg ccagctcgag gccacccgta ccctgggtgc ctacactcgc 

     1261 gacatcatca agaacaaccc gcgcgacttc cgcatcttcg gaccggatga gaccgcttcc 

     1321 aaccgtctgc aggcttccta cgaagtcacc aacaagcagt gggatgccgg ctacatctcc 

     1381 gacgaggtcg acgagcacat gcacgtctcc ggccaggtcg ttgagcagct gtccgagcac 

     1441 cagatggaag gcttcctcga ggcttacctg ctgaccggtc gtcacggcat ctggagctcc 

     1501 tacgagtcct tcgtccacgt gatcgactcc atgctgaacc agcacgccaa gtggcttgag 

     1561 gctaccgtcc gcgagattcc gtggcgcaag ccgattgcct ccatgaacct gctggtctcc 

     1621 tcccacgttt ggcgtcagga ccacaacggc ttctcccacc aggatccggg tgtcacctcc 

     1681 gtcctgctga acaagtgctt ccacaacgac cacgtcatcg gcatctactt cgccaccgat 

     1741 gcgaacatgc tgctggccat cgccgagaag tgctacaagt ccaccaacaa gatcaacgcc 

     1801 atcatcgctg gtaagcagcc tgctgccacc tggctgaccc tggacgaggc tcgtgccgag 

     1861 ctcgagaagg gtgccgccgc ttgggattgg gcttccaccg ccaagaacaa cgatgaggcc 

     1921 gaggtcgtgc ttgccgccgc cggcgatgtc ccgactcagg agatcatggc tgcttccgac 

     1981 aagctgaagg aactgggcat caagttcaag gttgtgaacg ttgccgacct gctctccctg 

     2041 cagtccgcca aggagaacga cgaggctctg accgacgagg agttcgccga catcttcacc 

     2101 gccgacaagc cggtgctgtt cgcgtaccac tcctacgctc acgacgtgcg tggcctgatc 

     2161 tacgaccgtc cgaaccacga caacttcaac gtccacggct acgaggagga gggctccacc 

     2221 accaccccgt acgacatggt tcgtgtcaac cgcatcgacc gctacgagct gaccgctgag 

     2281 gctctgcgca tgatcgacgc cgacaagtac gccgacaaga tcgacgagct cgagaagttc 

     2341 cgtgatgagg ccttccagtt cgccgtcgac aacggctacg atcacccgga ctacaccgac 

     2401 tgggtgtact ccggcgtgaa caccgacaag aagggtgccg tcaccgctac cgccgctacc 

     2461 gctggcgaca acgagtga 
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Figura 14. Secuencia nucleotídica del gen ppK de B. longum donde muestran enmarcados los 
nucleótidos utilizados como primers para amplificar por PCR la región codificante de 2478 pb.  

 

7.7 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 
 

Los primers que se utilizaron para amplificar los genes ldh, ackA y ppk se muestran en 

la tabla 4. De cada uno de ellos se preparó una solución a una concentración de 20 

pmol/µl. Se calculó la Tm para determinar la temperatura de alineamiento con el DNA 

molde en la reacción de PCR por medio de la siguiente ecuación: 

 

 

 

! 

Tm =
(Tm1+ Tm2)

2
" 4  

 

 

 

 
Tabla 4. Primers utilizados para amplificar los genes ldh, ackA y ppk. 

Primer Secuencia Tm Gen a amplificar Tamaño del 

gen 

LDH1 5’ATGGCGGAAACTACCG3’ 41°C LACTATO DESHIDROGENASA 962 pb 

LDH2 5’TCAGAAGCCGAACTGG3’  “  

ACK1 5’ATGGCGAAAACCGTCC3’ 38°C ACETATO KINASA 1230 pb 

ACK2 5’TTACTTGGCGAAGGTG3’  “  

PPK1 5’ATGACGAGTCCTGTTA3’ 39°C FOSFOCETOLASA 2478 pb 

PPK2 5’TCACTCGTTGTCGCCA3’  “  

 

 

 

Para optimizar la amplificación de los genes, se utilizaron los DNA purificados de B. 

infantis, la Tm utilizada en el primer experimento fue de 38°C para los tres genes. A esta 

temperatura, al amplificar el gen ldh, se obtuvieron dos bandas una de ellas muy por 
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debajo del tamaño esperado.  Para el gen ackA, se obtuvieron también dos bandas, una 

de ellas muy cerca del tamaño esperado de 1230 pb y la otra menor, de 

aproximadamente 750 pb. En cuanto al gen ppk, se esperaba amplificar una banda de 

2478 pb, sin embargo se obtuvieron varias bandas inespecíficas, una de ellas, la más 

intensa arriba de 1000 pb, la banda de mayor tamaño se aproximó al tamaño esperado 

(2478 pb) (Fig. 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15. Gel de agarosa al 1%. Amplificación de los genes ldh, ackA y ppk utilizando una Tm de 

38°C. Carriles: M-marcador 1 Kb, 1-ldh, 2-ackA, 3-pkk. 
  
 

 

 
Las reacciones de PCR se optimizaron modificando la Tm hasta que se amplificaron 

cada uno de los genes  ldh y ackA. El gen ppk no logró amplificarse de manera 

satisfactoria, lo cual puede deberse a que el contenido de G+C del genoma de las 

bifidobacterias es aproximadamente de un 60%, lo que ocaiona que al amplificar 

fragmentos de DNA tan grandes como el del gen ppk (2478 pb), la enzima polimerasa 

no logre terminar de añadir nucleótidos cuando las dos cadenas de DNA se comienzan a 

 M     1     2     3 
12216 

3054 

1636 

1018 

pb 

506 
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unir nuevamente, lo que representa un impedimento físico para que se complete la etapa 

de extensión. Para superar esto se recomienda  utilizar en trabajos posteriores, una 

enzima polimerasa diseñada para amplificar fragmentos de DNA grandes, o añadir algún 

reactivo como formamida o dimetil sulfóxido que ayuden a la desnaturalización del 

DNA y mantener las cadenas de éste separadas durante más tiempo. 

 

 

Posteriormente los genes amplificados se purificaron cortando cada una de las bandas de 

los geles de agarosa, para lo cual se utilizó un kit de purificación como se describió en 

materiales y métodos (Fig. 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 16. Proceso de purificación de los fragmentos de PCR.  
 

Se cortó la banda del gel preparativo (ackA) y se procedió a purificar con el kit Qiaquik de Qiagen. 
 

 

 

Los fragmentos de DNA correspondientes a los genes ldh y ackA, una vez amplificados 

y purificados (Fig. 17), se secuenciaron siguiendo el protocolo indicado en materiales y 

métodos. 
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Figura 17. Gel de agarosa al 1%. Genes ldh y ackA purificados.  

Carriles: M-marcador 1 Kb, 1-gen ldh,  3- gen ackA,  4- gen ackA. 
 

 

Hasta el momento, se han obtenido los elementos necesarios para realizar un estudio de 

expresión de genes de B. infantis en diferentes condiciones de cultivo. Con el RNA y los 

fragmentos de DNA que corresponden a cada uno de los genes ldh, ackA y ppk, se 

realizará en trabajos posteriores, experimentos tipo Northern blot, lo cual involucra 

efectuar electroforesis en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes y libres de 

RNAsas, transferir los RNA a una membrana y ésta hibridarla con los fragmentos de 

PCR, previamente marcados con un compuesto radiactivo o fluorescente. Esto permitirá 

que los fragmentos de DNA hibriden con su correspondientes RNA por apareamiento de 

bases. Con esto se conocerá en que momento de las fases del crecimiento de B. infantis 

está ocurriendo una síntesis de los transcritos o lo que hemos llamado la expresión de los 

correspondientes genes.  

 

Las enzimas lactato deshidrogenasa y acetato kinasa que son codificadas por los genes 

ldh y ackA respectivamente, tienen como sustrato el piruvato, éstas forman lactato y 

acetato como productos finales del metabolismo de bifidobacterias. En varios trabajos, 

se ha reportado que estos compuestos junto con otros ácidos grasos de cadena corta, 

están directamente involucrados con los efectos benéficos de las bifidobacterias en el 
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huésped. Estos compustos pueden tambien ser intermediarios en el proceso global de 

fermentación de la microflora y son utilizados por otras especies microbianas del 

ecosistema y no son necesariamente acumulados ni utilizados en el intestino por el 

huésped (Bernalier y col., 1999). 
 
La formación de estos ácidos grasos de cadena corta por las bacterias del intestino 

humano, es regulada por factores ambientales, microbiológicos y propios de la dieta. Sin 

embargo, la disponibilidad del sustrato, el tipo de especies bacterianas presentes en la 

flora y el tiempo del tránsito gastrointestinal, determinan las cantidades y el tipo de 

ácidos grasos de cadena corta que se producen en los individuos. La producción de la 

mayoría de este tipo de ácidos grasos deriva de la degradación de carbohidratos 

complejos además de que el metabolismo del hidrógeno en bacterias afecta la forma en 

que estos ácidos grasos de cadena corta son formados, esto se ha visto por los efectos de 

los aceptores inorgánicos de electrones como el nitrato y el sulfato en los procesos de 

fermentación los cuales permiten la formación de compuestos más oxidados como el 

acetato y no de ácidos grasos más reducidos como el butirato  (MacFarlane y 

MacFarlane, 2003). 

 

En estudios realizados en cultivos puros de bacterias del tracto gastrointestinal, se ha 

demostrado que la disponibilidad de la fuente de carbono y la velocidad de crecimiento 

afectan directamente el curso de la fermentación. El acetato y formato son los 

principales productos de fermentación de bifidobacterias bajo condiciones limitadas de 

fuentes de carbono, mientras que el acetato y el lactato son producidos cuando el 

sustrato está en exceso (MacFarlene y MacFarlane, 2003). 

 

La falta de herramientas genéticas y la diversidad de los estudios realizados de manera 

aislada han impedido el desarrollo y la comprensión de los mecanismos moleculares de 

bifidobacterias. El único genóma de bifidobacterias que se ha secuenciado 

completamente hasta el momento es el de B. longum (Schell y col., 2002), el cual por 

análisis informáticos, se sabe que consta de 1730 genes que codifican para proteínas. 

Esta información puede dar indicios del comportamiento de esta especie en función de 
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su ambiente en el tracto gastrointestinal y de sus interacciones con el huésped. Con el 

análisis de secuencias, Schell y colaboradores (2002), reportan que B. longum tiene un 

excesivo número de genes involucrados con el metabolismo de carbohidratos 

(aproximadamente 8% del genoma). Estos datos representan 30% más de los que 

contienen otros microorganismos como E. coli, L. lactis, y B. subtilis, entre otros.  
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8. Conclusiones 
 

 

 El crecimiento de B.  infantis se ve favorecido al utilizar lactosa y sacarosa como 
fuentes de carbono, sin embargo, se obtiene menor crecimiento al utilizar 
glucosa. 

 B. infantis utilizó toda la lactosa presente en el medio de cultivo, no así los otros 
tres sustratos (glucosa, inulina y sacarosa). 

 Valores de pH cercanos a 5.0 inhiben el crecimiento de B. infantis. 

 Se extrajo y purificó RNA de cada una de las cinéticas de fermentación de B. 
infantis en las tres fases de su crecimiento. 

 Se optimizaron las condiciones de PCR para amplificar los genes ldh y ackA de 
B. infantis. 
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9. Perspectivas 

 

o Optimizar la amplificación del gen ppk. 

o Clonar los genes ldh, ackA aislados en el presente trabajo. 

o Llevar a cabo el análisis de la expresión de genes ldh, ackA y ppk en cada una de 
las fases del crecimiento de B. infantis en diferentes sustratos. 

o Monitorear la formación de lactato y acetato durante el crecimiento de B. infantis 
por cromatografía (HPLC o TLC). 

o Analizar por electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) el patrón de expresión 
de proteínas en cada cinética de crecimiento. 

o Determinar las actividades de las enzimas lactato deshidrogenasa, acetato kinasa 
y fosfocetolasa para correlacionarlos con los datos de expresión de los genes 
respectivos. 

o Determinar la actividad de algunas enzimas clave del metabolismo de azúcares 
de B. infantis como β-galactosidasa o inulinasa al crecer en diferentes 
oligosacáridos. 
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