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1. INTRODUCCION

La demanda del mercado nacional e internacional ha impulsado en los tltimos afios una
nueva linea de alimentos funcionales probioticos, productos alimenticios que, ademas de
su valor nutritivo intrinseco, 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 relacion existente entre
alimentacion y salud asi como de la posibilidad de contar con reguladores biologicos que
disminuyan el riesgo de contraer enfermedades, donde las bacterias acido lacticas juegan

un papel protagonico.

Los microorganismos vivos que ejercen una accion benéfica sobre la salud del huésped
al ser administrados en cantidades adecuadas, son llamados probidticos y pertenecen
principalmente a los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus y Streptococcus (Tannock,
1999; Sanders, 1999). Muchos de ellos son destruidos al pasar por el estomago,
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
investigacion han demostrado que si la flora normal del intestino es suplementada con
un buen numero de bacterias, la salud del individuo se ve mejorada. Sin embargo existen
factores extrinsecos que afectan la viabilidad y sobrevivencia de estos microorganismos
como el pH (condiciones de acidez derivadas del proceso de fermentacion), el oxigeno
disuelto (especialmente para bifidobacterias), las interacciones antagdénicas entre
especies, la composicion quimica del medio de cultivo, la concentracion final de

azucares, el numero 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 probioticos, estan 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 caracterizacion 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 accién y las reacciones metabolicas
involucradas en el proceso, identificando las enzimas clave que contribuyen a la
obtencion de sus efectos benéficos, y a posteriori, elaborar productos prebidticos 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 estudio 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 produccion de acido lactico y 4cido acético.
Por otra parte, se extrajo y purifico el RNA total de cada cultivo en las diferentes fases
del crecimiento en los cuatro sustratos. Este trabajo servira como base para el estudio de

la expresion de genes en diferentes condiciones de cultivo.
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2. ANTECEDENTES

2.1 PROBIOTICOS

El uso de microorganismos vivos para la elaboracion de alimentos, tiene una larga
historia. El consumo de productos elaborados con leches fermentadas data de hace miles
de afos. Una de las primeras menciones se encuentra en la Biblia y en los libros
sagrados del hinduismo, donde describen que el kéfir (leche bulgara) se origind hace
cientos de afnos en las montafias del Cducaso en Rusia. El koumiss (bebida alcohdlica
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 lacteos fermentados
fueron utilizados como productos terapéuticos incluso antes de que se conociera la
existencia de microorganismos aunque su uso en la elaboracion de alimentos, es uno de

los més antiguos métodos para su produccion y conservacion (Leahy y col., 2005).

El término probidtico, es de origen griego y significa “en pro de la vida”. Este concepto
naci6 a partir de las observaciones del ruso Eli Metchnikoff, (ganador del premio Nobel
en 1907 por sus trabajos en el Instituto Pasteur), quien sugirié que es posible modificar
la flora de nuestro organismo con el fin de reemplazar microorganismos patégenos con
microorganismos benéficos (Metchnikoff, 1907). Lilly y Stillwell (1965) dieron el
nombre de probidtico a los factores promotores del crecimiento producidos por
microorganismos. Parker (1974) utilizd 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 probidtico fue popularizada por Fuller (1989) quien
describié a los probidticos 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 definicion que es
mundialmente aceptada para el término probiotico 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 probidtico, debe reunir una serie de

condiciones: (Collins y Gibson, 1999)

v Ser de origen humano.

v Ejercer un efecto benéfico en el huésped.

v No ser patdogeno ni tdxico.

v Contener un gran numero de células viables.

v Ser capaz de sobrevivir al paso por el intestino y metabolizar dentro de €l.

v Permanecer viable durante el almacenaje y uso.

v Otorgar buenas propiedades sensoriales.

v Debe tener la capacidad de adherirse a las mucosas y prevenir la adhesion de otros

microorganismos patogenos.

Los probioticos estimulan las funciones protectoras del sistema digestivo. Son también
conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilacticos y se utilizan para
prevenir las infecciones entéricas y gastrointestinales (Penna, 1998). Para que un
microorganismo pueda realizar esta funcién de proteccion tiene que cumplir los
postulados de Huchetson: ser habitante normal del intestino, tener un tiempo corto de
reproduccion, ser capaz de producir compuestos antimicrobianos y ser estable durante el
proceso de produccion, comercializacion y distribucion para que pueda llegar vivo al
intestino (Pardio y col., 1994). Es importante que estos microorganismos puedan ser

capaces de atravesar la barrera gastrica 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 multiplicacidén de los patogenos y la produccion de toxinas
que imposibilitan su accion patogénica. Este antagonismo estd dado por la competencia
por los nutrientes o los sitios de adhesion. Mediante la inmuno-modulacion protegen al
huésped de las infecciones, induciendo a un aumento de la produccion de
inmunoglobulinas, aumento de la activacion de las células mononucleares y de los

linfocitos (Penna, 1998).

A partir de 1986, ademas 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 presentd caracteristicas
organolépticas bastante aceptables, ha llamado la atencion 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
probidticos 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 elaboracion del

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

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

Los miembros del género Bifidobacterium son bastones pleomorficos Gram-positivos,
cuya pared celular estd formada por una capa gruesa de peptidoglucano que contiene
polisacaridos, proteinas y 4cidos teicoicos (Gomes y Malcata, 1999). Son bacterias no
moviles y no formadoras de esporas. Presentan una morfologia 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 oxigeno en presencia de CO, (Scardovi y Orla-Jensen, 1986). La
sensibilidad al oxigeno, puede diferir entre especies e incluso entre cepas de la misma

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

Figura 1. Micrografia electronica de Bifidobacterium adolescentis.
(Agriculture and Agri-Food Canada, Food Research and Development Centre).
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2.3 CLASIFICACION DE BIFIDOBACTERIAS

Como ya se menciond, cuando estas bacterias fueron descubiertas, fueron llamadas
Bacillus bifidus communis (Tissier, 1900), sin embargo Orla-Jensen, un microbidlogo
danés propuso constituir un nuevo género y llamarlas Bifidobacterium bifidus, formando
un enlace entre las bacterias acido lacticas y las bacterias acido propidnicas (Orla-Jensen
1924). Sin embargo, esto no fue un consenso y durante el siglo XX estuvieron
clasificadas dentro del género Lactobacillus por su morfologia y su caracteristica de
fermentativas obligadas. Gracias a la acumulacion de estudios detallados con
hibridaciones de DNA, el contenido de G+C y sus capacidades metabolicas tnicas, el
género Bifidobacterium fue rescatado y hoy en dia, 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 mas 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, congjos, ¢ inclusive en el intestino de abejas (Biavati y col., 2000). B. dentium se
ha aislado de la cavidad bucal del ser humano y estd asociada con caries y abscesos

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

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

Especies

Fuente

. adolescentis

. angulatum
animalis
asteroides
bifidum

boum

breve
catenulatum
choerinum
coryneforme
cuniculi
denticolens
dentium

gallicum
gallinarium
infantis
inopinatum

lactis

longum

. magnum

. merycicum

B. minimum

B. pseudocatenulatum
B. pseudolongum ssp
pseudolongum ssp. Globosum
B. psychraerophilum
B. pullorum

B. ruminantium

B. saeculare

B. scardovii

B. subtile

B. suis

B. thermacidophilum
B. thermophilum

B. thermacidophilum ssp.

S R R

Heces nifios y adultos, apéndice, caries dental y vagina
Heces adultos

Ratas, pollos, conejos y heces de becerro

Abejas

Heces de nifios y adultos y vagina

Rumiantes y heces de lechon.

Heces de nifios y vagina

Heces de nifios y adultos y vagina

Heces de lechon

Abejas

Heces de conejos

Caries dental humana

Caries dental humana, cavidad oral y heces de adultos
Heces de adultos

Heces de pollos

Heces de nifios y vagina

Caries dental humana

Leches fermentadas

Heces de nifios y adultos y vagina

Heces de conejos

Rumiantes

Aguas residuales

Heces en nifios

Lechones, ratas, pollos, rumiantes y heces de becerros
Lechones, becerros, ratas, conejos, y heces de cordero
Cerdos caccum

Heces de pollos

Rumiantes

Heces de conejos

Heces de adultos

Aguas residuales

Heces de lechones

Digestor anaerobio

Lechones, pollos, heces de rumiantes y becerro
Porcinos y heces de lechon

(Biavati y col., 2000)
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2.4 CRECIMIENTO DE BIFIDOBACTERIAS

Practicamente 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 nimero
limitado de estas bacterias (Degnan y Macfarlane, 1991). Es importante resaltar que
ciertos carbohidratos como oligo-fructosa, inulina y rafinosa son promotores especificos
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, €s necesario,
que la tripticasa y fitona estén presentes. Algunos medios para el cultivo en anaerobiosis
contienen agentes reductores como L-cisteina, tioglicolato, 4cido ascorbico y catalasa,
con el fin de prevenir la formacion de intermediarios de la reduccidon de oxigeno por la

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

Actualmente los medios de cultivo mas 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 incubacion a 37°C, en
anaerobiosis, son lisas, convexas, de contorno regular, color blanco o crema y con un

diametro de 1 a 2 mm.

La mayoria de las bifidobacterias de origen humano crecen a una temperatura 6ptima

entre 36 y 38°C mientras que las que provienen de animales, tienen una temperatura
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optima de crecimiento mayor, entre 41 y 43°C con excepcion de B. thermacidophilum
que presenta su maximo crecimiento a 49°C (Dong y col., 2000) y B. psychraerophilum
que crece a temperaturas tan bajas como 4°C  (Simpson y col., 2004). Las
bifidobacterias son microorganismos acido-tolerantes y su pH optimo de crecimiento
esta 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 dias 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 foérmulas

(Leahy y col., 2005).

El tracto gastrointestinal, también Ilamado 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 especificas en cada lugar.

La flora intestinal se deriva de la alimentacién y todas las bacterias que la forman,
trabajan en armonia 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 s6lidos. Posteriormente, E. coli se convierte

en la bacteria predominante en el ileon distal, y la flora coldnica 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 mas de un kilo y estd 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 dia, miles de bacterias de una gran variedad de
familias, entran al tracto digestivo, mas del 99 % de los microorganismos que se
ingieren, son destruidos en el estobmago debido a los bajos niveles de pH (entre 2.5 y
3.0). Por esta razdn, en individuos sanos, tanto en el estdbmago como en el duodeno, se
encuentran bajas concentraciones de bacterias que van de 10' a 10" células/g. Las
bacterias que sobreviven y pasan al intestino proliferan, aunque su desarrollo es

posteriormente frenado por las sales biliares y las enzimas proteoliticas del pancreas.

El tubo digestivo continua por el intestino grueso, donde las especies microbianas
dominantes se localizan en el colon alcanzando concentraciones de hasta 10" células/g
de contenido intestinal. Por el contrario, la poblacion bacteriana es mayor (10* a 10°
células/g) en las regiones mas alejadas del intestino delgado (Fig. 2) (Ouwehand y

Vesterlund, 2003).

En el tracto gastrointestinal, también existen bacterias de la flora de transito o de paso,
que no se implantan en el intestino y que se encuentran en menores concentraciones
(10*-10° células/g), estos son gérmenes potencialmente patdgenos 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 energia para su
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reproduccion 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. Ademads, si la alimentacion es rica en
carbohidratos complejos no susceptibles a la degradacion por las amilasas salivales y
pancreaticas, la poblacion microbiana que se desarrolla es la que sea capaz de digerir
estos carbohidratos. Las especies bacterianas difieren en relacion a sus preferencias de
sustratos y a sus necesidades para el crecimiento. Por ello, la composicion quimica y la
estructura de la ingesta, determina ampliamente la distribucion de la comunidad

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

Estomago i
10'-10* bacterias/g l‘ i Y

Sl 0 1l,
;h| ¥ ||[
;';'ﬂfq.____;-«* Duodeno

{ f\ 4 10° bacterias/g

'-._i-‘-':f_\ ;"':' s /_:r Colon
e 10'°-10" bacterias/g

Figura 2. Microflora presente en los diferentes niveles del tracto gastrointestinal.
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El tipo de microorganismos presentes en el intestino, evoluciona en funcion del sitio y
de la alimentacion ya que en cuanto mas alejado esté de la boca, la concentracion de
oxigeno es menor y el ambiente se vuelve anaerobio. Asi mismo, se ha observado que
las especies que colonizan cada parte del tracto gastrointestinal, varian en funcion del
animal y de la composicion de su dieta. Por ejemplo, los herbivoros tienen una flora que
contiene altos niveles de bacterias celuloliticas, mientras que la flora del humano tiene

un alto contenido de bacterias amiloliticas.

La capacidad del sistema digestivo para digerir y absorber nutrientes es, en parte,
dependiente de la distribucion de especies y de la poblacidon total de microorganismos
residentes. Por ello, los cambios en la composicion de la dieta o en la densidad de
nutrientes pueden tener efectos muy importantes sobre la poblacion 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 region del colon

(Reyed, 2007).

Puesto que las bifidobacterias son organismos sacaroliticos, su presencia en el tracto
gastrointestinal de adultos y nifios es de suma importancia, ya que juegan un papel muy
importante en la fermentacion de carbohidratos en la region 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, asi como de las células epiteliales (Trindade, 2003).

Recientemente, el uso de medios de cultivo mas 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 fermentacién de carbohidratos no digeribles por la microflora del
colon, se produce hidrogeno, diéxido de carbono, gas metano y acidos grasos de cadena
corta como: acético, propionico y butirico en una proporcién molar casi constante
60:25:20 (Titgemeyer y col., 1991). Sin embargo, es fundamentalmente responsabilidad
de bifidobacterias y lactobacilos, la produccion de estos compuestos asi como de acido
lactico. Estos productos disminuyen el pH en el colon creando un ambiente donde las
bacterias potencialmente patdogenas no pueden crecer y desarrollarse (Cagigas y Blanco,

2002).

A diferencia de las bacterias acido lacticas, las bifidobacterias producen acido acético y
acido lactico como principales productos de fermentacion en una relacion molar tedrica
3:2 (Stiles y Holzapfel, 1997). Esta fermentacion, la llevan a cabo mediante una
particular ruta metabdlica 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 pequefias de succinato aunque
nunca se ha reportado la formacion de butirato (Ballongue, 1998; Van der Meulen y col.,

2006).
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Figura 3. Metabolismo de carbohidratos por bacterias acido lacticas y bifidobacterias.
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En esta heterofermentacion estd involucrada una molécula de glucosa que se fosforila
para formar una molécula de fructosa-6-fosfato. Esta se rompe en dos moléculas de 4 y 2
atomos de carbono respectivamente: eritrosa-4-fosfato y acetil-fosfato. La formacion de
acetato a partir del acetil-fosfato es paralela a la formacion de una heptosa-7-fosfato a
partir de la union 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 acido lacticas, homo y heterofermentativas el rendimiento de ATP es menor.

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

2hexosas +5P +5ADP -> 3acetato + 2lactato +SATP + SH,0

La formacion 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 higado donde es
utilizado para formar ATP. Mientras que el lactato posee actividad antimicrobiana

contra un gran numero de bacterias patégenas (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
hidrégeno, ademés de producirse acidos grasos de cadena corta como acetato,
propionato y butirato asi como lactato a diferencia de las ratas que consumieron otras
fibras como salvado de trigo, cascaras de chicharo, avena, semillas de cacao y fibra de

zanahoria (Davidson y col., 1998).
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Los acidos grasos de cadena corta, son aniones que juegan un papel esencial en la region
del colon ya que afectan la morfologia y funcidon de los colonocitos. Al estimular la
absorcion de sodio y agua, estos compuestos minimizan los efectos de la diarrea,
también ayudan a mejorar la motilidad del ileon e incrementan la proliferacion celular
asi como también aumentan la mucosa en el flujo sanguineo. Aunado a todo esto, los
acidos grasos de cadena corta, son absorbidos a través de las células epiteliales del colon
al flujo sanguineo, lo que se vuelve una fuente de energia y de regulacion en varios

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

Varios estudios han demostrado la preferencia de las bifidobacterias por ciertos sustratos
como galacto-oligosacaridos e inclusive, algunas enzimas sintetizadas por
bifidobacterias al crecer en estos sustratos han sido bien caracterizadas. No obstante,
existe poca informacion del metabolismo y cinética de fermentacion de bifidobacterias

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

Dedido a la falta de informacion especifica, 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 habitat natural
tan complejo como lo es el colon. Asi 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, asi como conocer cuales son
los sustratos ideales, particularmente, los carbohidratos no digeribles que puedan
proporcionar cantidades Optimas de sustrato para la nutricion y desarrollo de las
bacterias del colon, activando la produccion de acidos grasos de cadena corta, acido

lactico y energia (Redondo, 1999).
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2.7 PREBIOTICOS

Los oligosacaridos son carbohidratos de cadenas relativamente cortas que estan
presentes en la naturaleza. Se encuentran tipicamente en plantas y también han sido
detectados en pequefias cantidades como azucares 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 hidrolisis de las enzimas digestivas humanas (a-glucosidasa,
maltasa, isomaltasa y sacarasa) especificas para enlaces glucosidicos alfa (Trowell,
1967; Rojas, 1994). Estos compuestos al llegar al colon se vuelven disponibles para las
bacterias que habitan esta region. 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 prebidtico 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 prebiotico, 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 coldnicas, ser osmoéticamente activa (Maté, 1996).
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Entre los oligosacéaridos naturales no digeribles que cumplen con los criterios de los
alimentos colonicos; los fructooligosacaridos son los unicos productos actualmente
reconocidos y empleados como ingredientes alimenticios y que cumplen con los
requisitos para ser clasificados como prebioticos. En la tabla 2 se muestran algunos

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

Tabla 2. Seleccion de prebiodticos afiadidos o presentes en la dieta.

Clase de Efecto Efecto sobre la flora Efecto Duracion,
compuesto colonica sobre dosis del
*AGCC/pH  tratamineto
Oligosacaridos
Fructanos Inulina de laraizde  +++ + Bifidobacteria, Si 4 —40 g/dia
achicoria Lactobacilli
Oligofructosa, - Bacteroides,
fructano sintético clostridia
Galacto- Trans GOS, natural ++(+) + Bifidobacteria, Si 3 -10 g/dia
oligosacaridos GOS de leche Lactobacilli
(GOS) humana
++
Oligosacaridos de ~ Dextranos y + Bifidobacteria, Si
glucosa oligodextranos Lactobacilli
+H()
Polidextrosa + Bifidobacteria, Si 4-12 g/dia
Lactobacilli
- Bacteroides
Isomalto- ++(+) + Bifidobacteria, Si 13,5 g/dia, 2
oligosacaridos semanas
Xilo-oligosacaridos ++  +bifidobacteria Si
Oligosacaridos de  Rafinosa, ++(+) +Bofodobacteroa Si 310 g/dia
soya estaquiosa + Bacteroides/eubacteria
(dosis pequefia) 3 semanas
-Clostridia
Otros Arabinoxilanos
oligosacaridos (grano de trigo, + ? Si (lento) ?
cebada: harina)
Otros
Almidon resistente  Tipo 2y 3; de + + Bifidobacteria Si ?
frijoles, papas, (‘cerdos)
platano y otros
[-glucanatos De granos de avena + ? Si ?
Polimeros de De goma de guar (+)  + Bifidobacteria, Si 7 g /dia
galactomanosa Lactobacilli 2 semanas

*AGCC: 4cidos grasos de cadena corta.
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Algunos oligosacaridos de bajo peso molecular han sido objeto de estudios recientes
porque ademas de ser polisacaridos no provenientes del almidon, 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 region ileocaecal
practicamente sin ser modificados (Oku y col., 1984; Nilsson y col., 1988; Ellegird y
col., 1997). Cuando llegan al colon, se eleva el porcentaje de sustratos disponibles para
las bacterias que ahi habitan, lo que provoca una disminucion del pH por la produccion
de 4cidos grasos de cadena corta, esto favorece la eliminacion de microorganismos

patdgenos (Morisse y col., 1993)

Estos oligosacaridos estan formados por diferentes azlcares como fructosa, galactosa,
xilosa, isomaltosa, glucosa, entre otras. Son llamados fructo-oligosacaridos, galacto-
oligosacaridos, xilo-oligosacaridos, isomalto-oligosacaridos y oligo-dextranos,
respectivamente. En la tabla 3 se muestra la estructura molecular de algunos

oligosacaridos.

Tabla 3. Oligasacaridos prebioticos.

Clase de oligosacarido Estructura Tipo de enlace Nombre comercial
molecular

Fructo-oligosacaridos (Inulina) (Fr),-Glu p-1,2 Meiologo
Galactooligosacaridos (Ga),, —Glu B-1,4yp-1,6 Actilight
Isomalto-oligosacaridos (Glu), o-1,6 Isomalto 900
Lactulosa Ga-Fr B-1,4 MLSP/C
Frijol de Soya (Ga) , -Glu-Fr o-1,6 Soya
Lactosacarosa Ga-Glu-Fr B-1,4 Nyuka-Origo
Xilo-oligosacaridos Xy)n B-1,4 Xilo-Oligo
Gentio-oligosacaridos (Glu), B-1,6 Gentosa

*Qa, galactosa; Glu, glucosa; Fr, fructosa; Xy, xilosa. (Gibson y Rastall, 2006)



2.7.1 FRUCTO-OLIGOSACARIDOS Y FRUCTANOS TIPO INULINA.

El fructano es un nombre general utilizado para cualquier carbohidrato donde la mayoria
de sus enlaces glucosidicos 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-oligosacaridos estan bien establecidos como compuestos prebidticos (Gibson

y Rastall, 2006).

La inulina es un fructo-oligosacarido que se extraec de plantas de distintas familias
Liliaceae, Amaryllidaceae, Gramineae y Compositae (ajo, poro, maiz dulce o lechuga)
aunque la principal fuente de inulina es la achicoria o endivia (Cichorium intybus). De
esta planta se obtiene wun polisacarido complejo [a-D-glucopiranosil-(3-D-
fructofuranosil)™' B-D-fructofurandsido], con un nimero de fructosas comprendidas

entre 2y 70.

La inulina nativa es procesada en la industria alimentaria y transformada en fructanos
(fructooligosacaridos 6 FOS) de cadena corta con un grado de polimerizacion entre 2 y
10 (normalmente 5) como resultado de la hidrélisis enzimatica parcial por la inulinasa

(EC 3.2.1.7).

Estos ingredientes, ademas de tener las propiedades cldsicas de las fibras alimentarias
para regular el transito intestinal, contribuyen a la mejor absorcion del calcio, a la
estimulacion de las defensas naturales de la flora intestinal (efecto bifidus) y a reducir el

colesterol y los niveles de azlicar en sangre.

Las principales propiedades de la inulina y oligofructosa son, en primer lugar, su efecto
beneficioso comun a la fibra, ya que la ingesta de estos compuestos a través de los
alimentos contribuye a mejorar la proteccion y el equilibrio del intestino, estimulando el
desarrollo de la flora intestinal a través de las bifidobacterias. En segundo lugar, mejora

la asimilacion y biodisponibilidad del calcio, lo que se traduce en una reduccion 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 6sea. En tercer lugar, actian de forma positiva
sobre el sistema digestivo ayudando a regular el transito intestinal. Por todo esto, la
inulina y la oligofructosa son recomendables para todas las personas: nifios y
adolescentes en etapa de crecimiento, mujeres en gestacion y personas de edad

avanzada.

La oligofructosa también controla el estrefiimiento favoreciendo el desarrollo de
bifidobacterias y de Bacillus subtilis en el colon, evita el crecimiento de
microorganismos putrefactivos, estimula la sintesis de vitaminas del complejo B, tiene
un efecto antidiabético (por su activa potencia hipoglicémica para reducir el nivel de
azGcar en la sangre), reduce la cantidad de colesterol y triglicéridos (contra la

arterioesclerosis), y aporta bajo contenido calorico.

2.7.2 GALACTO-OLIGOSACARIDOS.

Los galacto-oligosacaridos son obtenidos por sintesis quimica a partir de lactosa. Una
variedad de ellos se han utilizado como edulcorantes bajos en calorias, como aditivos en
alimentos y cosméticos. Los galacto-oligosacaridos son mas estables que los fructo-
oligosacaridos, son bifidogénicos y no cariogénicos (Shin y col., 1998; Sako y col.,

1999).

2.7.3 XILO-OLIGOSACARIDOS.

Los xilo-oligosacaridos son cadenas de moléculas de xilosa unidos por enlaces p-1,4 y
consisten principalmente de xilobiosa, xilotriosa y xilotetraosa, se encuentran
naturalmente en los germinados de bambu, frutas, vegetales, leche y miel (Vazquez y
col., 2000). Estos se obtienen también por hidrélisis quimica de xilanos y polidextrosas

o pirodextrinas.
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Los xilo-oligosacéaridos 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-oligosacaridos se han empleado en FEuropa y Estados Unidos como
condimentos alimenticios en helados, postres, galletas, pastas y alimentos para nifios,

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

2.7.4 ISOMALTO-OLIGOSACARIDOS.

Son compuestos de mondmeros de glucosa unidos por enlaces a-1,6 y ocasionalmente
a-1,4. Los isomalto-oligosacaridos 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 BENEFICOS

Mas alla de los beneficios nutricionales, los probiodticos y prebidticos 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 desordenes sistémicos.

Hasta el momento, se ha visto que las bacterias intestinales se encuentran intimamente
involucradas en el metabolismo de los nutrientes y su manipulaciéon puede realizarse
mediante la ingestion oral de bacterias vivas en alimentos como el yogurt o a través de
una estimulacion selectiva de su crecimiento via complementos alimenticios especificos

o funcionales (Cummings y Macfarlane, 1997).

La incorporacion de prebidticos especificos 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 ultimos 20 afios se ha incrementado el interés comercial y cientifico en el género
Bifidobacterium por el gran nimero 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, estrefiimiento, estimulan el
sistema inmune, reducen colesterol en sangre e inclusive juegan un papel muy

importante en la prevencion del cancer de colon. (Leahy y col., 2005)
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2.8.1 MEJORAMIENTO DEL TRANSITO GASTROINTESTINAL

El estrefiimiento es un trastorno significativo para mucha gente, y es un malestar que
prevalece entre la gente de edad adulta. Este padecimiento, cuando es una constipacion
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 transito 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 ingestion de fibra dietética
insoluble conduce a la reduccion de los tiempos de transito intestinal, lo que conduce a
que los posibles agentes carcindgenos fecales tengan menores oportunidades de
interaccion con el epitelio intestinal. Las leches fermentadas por bifidobacterias pueden

actuar de manera similar.

2.8.2 REDUCCION EN EL RIESGO DE CONTRAER CANCER

Se ha demostrado que las bacterias acido lacticas 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 accion se debe a la
supresion de las enzimas bacterianas, a la activacion del sistema inmune del huésped y a
la reduccion del pH intestinal. Las bifidobacterias son capaces de metabolizar los
compuestos carcinogénicos o reaccionar con las enzimas que desarrollan la formacion de
carcinogenos. Un estudio mostrd que existe una relacion entre especies de
bifidobacterias fecales y el riesgo de contraer cancer de colon. Dada la posibilidad de
que exista un beneficio relacionado a la alta prevalencia de esta enfermedad, el interés
cientifico se ha intensificado en los ultimos afios, con el objetivo de determinar el papel
potencial de las bifidobacterias para reducir el riesgo de contraer cdncer colorectal

(Shah, 2001).
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Evidencias indirectas en humanos muestran que el consumo de leche fermentada por
bifidobacterias conduce a la reduccion de los niveles de ciertas enzimas fecales tales
como la pB-glucuronidasa, estas enzimas se encuentran implicadas en la conversion de
procarcindgenos a carcinégenos (Goldin y col., 1993; Ling y col., 1994). Ademas, los
metabolitos de putrefaccion 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 procarcindgenos y carcinogenos (Abdelali y
col.,, 1995; Cassand y col.,, 1994). Las bifidobacterias inhiben los nitritos y las
nitrosaminas procarcindgenas a través de mecanismos no enzimaticos e intracelulares
(Grill y col., 1995). También se unen a las aminas heterociclicas (carcindgenos que se
forman al cocinar la carne roja), y de esta forma, pueden ser eliminadas en las heces

(Orrhage y col., 1994).

Mas recientemente, el interés se ha enfocado en la posible participacion en la reduccion
del riesgo del cancer mamario. Un reporte in vitro reciente mostrd la inhibicion del
crecimiento de una linea celular de un céncer mamario humano debido a la leche
fermentada por bifidobacterias, demostrando por consiguiente, los efectos

anticancerigenos contra el cancer mamario (Van't Veer y col., 1989; L& y col., 1986).

2.8.3 REDUCCION DE LA INTOLERANCIA A LA LACTOSA

La intolerancia a la lactosa es un problema que padece un gran porcentaje de la
poblacion mundial (50-70%) y se debe a los bajos niveles de P-D-galactosidasa
intestinal. La lactosa es una sustancia osmoéticamente muy activa y su presencia en el

intestino ocasiona la salida de fluidos e iones de la mucosa intestinal hacia el exterior
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hasta alcanzar el equilibrio osmético, provocando diarrea profusa (Marquina y Santos,
2002). Los cultivos tradicionales para la elaboracion de yogurt, L. Delbrueckii ssp.
bulgaricus y S. thermophillus, contienen cantidades suficientes de f-D-galactosidasa, el
cual, ayuda a aliviar los sintomas de la mala absorcion 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 accion son muy variados, modifican los niveles de adhesion celular,
produciendo sustancias antimicrobianas, estimulan 6rganos linfoides asociados al tracto
intestinal, colonizan de manera competitiva (privando a los patégenos de nutrientes e
inhibiendo su adhesion y desarrollo), lo que se ve favorecido por la produccion de acidos
organicos (&cido lactico y acético), peroxido de hidréogeno, didoxido de carbono y

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

Saavedra y colaboradores en 1994 encontraron que los bebés alimentados con una
formula adicionada con B. bifidum y S. thermophilus tuvieron una menor incidencia de
diarrea hospitalaria y porcentajes menores de infeccion por rotavirus en comparacion
con bebés que tomaban una formula estandar. 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 patdogenos,
incluyendo E. coli, Shigella dysenteriae, y Yersinia enterocolitica. (Fujiwara y col.,
1997). Solamente un estudio encontrd que no existia 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 produccion de 4cidos acético y
lactico, los cuales, disminuyen el pH, que por si solo tiene un efecto inhibitorio; y
ademads algunas bifidobacterias excretan sustancias antimicrobianas con un espectro de

actividad amplio (Gibson y col., 2004).

Aunque los estudios in vivo no son faciles de interpretar dada la dificultad para medir
sus efectos deseados, los mecanismos se estan comprendiendo mejor a través de varios

estudios in vitro.

2.8.5 PREVENCION DE ENFERMEDADES DIARREICAS

Las bifidobacterias asi como otros probidticos pueden prevenir o controlar la diarrea a
través de los efectos del sistema inmune. Ademas, los microorganismos probidticos
pueden prevenir infecciones al competir con los virus o bacterias patogenas por los sitios
de union en las células epiteliales. (Dufty y col., 1994a; Duffy y col., 1994b; Perdigon y
col., 1995). Los probiodticos también pueden inhibir el crecimiento de bacterias

patogenas por la produccion de bacteriocinas como la nisina (Jack y col., 1995).

2.8.6 ESTIMULACION EL SISTEMA INMUNE

Se ha probado que varios probidticos estimulan el sistema inmune. Los mecanismos de
accion no son especificos, lo cual resulta en un aumento de la respuesta inmune hacia

una gran variedad de antigenos.

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

vitro han demostrado la produccioén de interleucina (IL)-6, IL-1b, y de y-interferén
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(moléculas que sirven como sefiales entre las células durante la respuesta inmune) en las

c¢lulas mononucleares sanguineas.

Se ha observado inmunomodulacién por L.acidophillus y Bifidus, aunque el mecanismo
no es claramente entendido (Schiffrin y col., 1995). Se ha reportado que al ingerir
probiodticos, se estimula la produccion de citosina en las células sanguineas y aumento en
la actividad de macréfagos (Marteau y col., 1997). Por otra parte, se ha observado que
incrementan la actividad natural de las células del higado asi como los niveles de

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

2.8.7 REDUCCION DE INFLAMACION INTESTINAL

Se calcula que 2 millones de personas en el mundo padecen inflamacion intestinal, los
sintomas de este trastorno involucran disturbios en los hébitos intestinales y en la
inflamacion de la mucosa gastrica. 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 sintomas de este

trastorno atn no estan bien entendidos. (Shanahan, 2002; Mahida y Rolfe, 2004).

2.8.8 REDUCCION DEL COLESTEROL

Estudios recientes han mostrado que el consumo de ciertos cultivos de productos lacteos
puede reducir el nivel de colesterol en la sangre. El consumo de leches fermentadas con
un alto contenido de bacterias probioticas (10%), pueden reducir los niveles de colesterol
de 3.0 a 1.5g/L en personas hipercolestéremicas (Shah, 2001). El efecto de las bacterias
probiodticas sobre la reduccion del colesterol sanguineo son alin desconocidos. Una

hipdtesis 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
desconjugacion enzimatica de los acidos biliares, es un mecanismo importante en la
regulacion de niveles de colesterol sanguineo en humanos ya que los 4cidos biliares

desconjugados son mas faciles de excretar (De Smet, 1994).

2.8.9 SALUD UROGENITAL

El tracto urogenital de las mujeres esta altamente colonizado por bacterias y por lo tanto,
es muy susceptible a infecciones. El consumo oral de ciertos probiodticos 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,

especificamente productores de peroxido de hidrogeno (Sanders, 1999).
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2.9 ESTUDIOS MOLECULARES EN BIFIDOBACTERIAS

Gracias a los avances de la biologia molecular, varios grupos de investigacion 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 mas comun en el colon humano. Sin embargo,
se ha logrado conocer un poco la regulacion de la expresion de genes (sobreexpresion o
represion) en funcion 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 ultimos 10
afios, lo que ha permitido un vertiginoso avance en el conocimiento del metabolismo

sobre la flora intestinal, lo cudl no es posible con las técnicas clasicas de microbiologia.

Las especies del genéro Bifidobacterium mas estudiadas a nivel molecular han sido B.
longum, B. breve y B. infantis, aunque la mayoria de los trabajos se han centrado en la
identificacion de estas especies en diferentes muestras. Por otro lado, la expresion del
gen de B-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
accion responsables del incremento de la actividad enzimatica en presencia de celobiosa

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

También se han utilizado microarreglos de DNA para la identificacion de especies de
bacterias intestinales a partir de muestras fecales utilizando como sondas DNA
ribosomal de la region 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

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

Hasta el momento, la unica especie del género Bifidobacterium que se encuentra
completamente secuenciada es B. longum. Lo cual ha permitido conocer que su genoma
esta 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 andlisis
bioinformaticos que revelan ciertas caracteristicas fisioldgicas que podrian explicar de
forma parcial, la adaptacion de estas bacterias en el colon. Por otra parte, y utilizando
también herramientas informaticas, se ha llevado a cabo la prediccion de las secuencias
de muchas proteinas a partir de las secuencias de nucleotidos, lo que revela de manera
inesperada, la presencia de un gran numero de proteinas involucradas en el metabolismo
de oligosacaridos las cuales estan 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 caracterizacion 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 mayoria de los trabajos se han
enfocado a la identificacion y aislamiento de estos micoorganismos a partir de heces de
nifios y adultos utilizando como sondas, regiones de la subunidad 16S del RNA
ribosomal ya que la secuencia de este gen es especifica para cada especie y permite
identificar las especies presentes en una muestra dada (Fasoli y col., 2003; Favier y col.,

2003; Vazquez, 2005).

Teniendo como base el genoma de B. longum secuenciado, se puede llevar a cabo un
ilimitado numero de estudios y experimentos que nos permitan avanzar mas sobre el

conocimiento de este microorganismo asi como de las especies relacionadas con él.
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3.JUSTIFICACION

El uso de las bifidobacterias como microorgasnismos probioticos 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 analisis 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 metabolicas por medio de las cuales se producen, las enzimas
involucradas en su sintesis 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 expresion de los genes involucrados en el metabolismo de

carbohidratos.

En el presente trabajo se llevo a cabo un analisis del crecimiento de B. infantis en cuatro
diferentes sustratos. Se eligi6 trabajar con un azucar simple: glucosa, dos disacaridos:
lactosa y sacarosa; y un fructooligosacarido: inulina. Para posteriormente realizar un
analisis de la expresion de genes involucrados en la degradacion de carbohidratos. Se
decidio iniciar con el estudio de la expresion de los genes que codifican para las enzimas
lactato deshidrogenasa y acetato kinasa por ser las responsables de la formacion de los
principales productos de fermentacion de bifidobacterias (acido acético y acido lactico)
y que aparentemente estdn 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 expresion de los genes lactato deshidrogenasa (/dh), acetato
kinasa (ackA) y fosfocetolasa (ppk), de Bifidobacterium infantis.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Realizar cinéticas de crecimiento de B. infantis en cuatro diferentes sustratos.

v' Disefiar primers a partir de las secuencias nucleotidicas de los genes reportados
en el Genebank.

v’ Extraer DNA genomico de B. infantis.

v' Optimizar las condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa para
amplificar los genes ldh, ackA 'y ppk.

v" Purificar los genes amplificados por PCR.

v’ 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

Bifidobacterium infantis

'

Cultivo en diferentes sustratos
(glucosa, lactosa, inulina y sacarosa)

v

Cinéticas de
Crecimiento

Crecimiento
(Doéoonm)

Proteina intracelular
(Bradford)

|

Consumo de azicares
(Dubois)

*Se realizard en trabajos posteriores.

V

Expresion de genes

| 2 — 4

Extraccion DNA Extraccion RNA

o NORTHERN

BLOT *
Diseno de

primers

PCR
(Amplificacion de genes
Idh, ackAy ppk)

v

SECUENCIACION Y ANALISIS *
POR BLAST

CLONACION DE GENES *
(ldh, ackA'y ppK)
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6.MATERIALES Y METODOS

6.1 MICROORGANISMO Y CONDICIONES DE CULTIVO.

Bifidobacterium infantis ATCC 17930 se cultivo 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 ajusté a 7.0. Se colocaron 80 mL de cada medio de
cultivo en frascos viales de 100 mL, la anaerobiosis se produjo burbujeando CO; puro
para desplazar el oxigeno presente, inmediatamente después, los viales se cerraron
herméticamente con tapon de hule y arillo de metal y se esterilizaron a 15 1b de presion
durante 15 min. Los cultivos se incubaron a 37°C, con una agitacién de 120 rpm durante

aproximadamente 50 h.

6.2 COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO

MEDIO TPY
Componente Concentracion
g/L
Azucar 5
Peptona de caseina 10
Peptona de Soya 5
Extracto de levadura 25
Tween 80 1mL
L-cisteina 0.5
MgClz 6H20 05
ZnS04-7H20 0.25
FeCls 0.003
KoHPO4 2
CaClz 0.15
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6.3 CINETICAS DE FERMENTACION

Para llevar a cabo las cinéticas de fermentacion, cada medio de cultivo se inoculd con B.
infantis a una densidad Optica inicial de 0.05 (A¢o0 nm). LOS cultivos se monitorearon
tomando muestras de 1 mL cada 2 h y se determind crecimiento, proteina soluble y
consumo de azucares en cada punto.

Adicionalmente, se tom6 una muestra de 5 mL en cada fase de crecimiento (lag, log y

estacionaria) para la extraccion de RNA total.

6.3.1 CRECIMIENTO

Para la determinacion del crecimiento, cada muestra se analizd en un espectrofotdmetro
(Perkin Elmer, USA), a una Ag¢oonm con celdas desechables (Brad UV) utilizando el

mismo medio de cultivo como blanco.

6.3.2 CUANTIFICACION DE PROTEINA

Para la determinacion de proteina, se utilizaron 500 uLL de muestra, se centrifugé a 5000
rpm/5 min en una micro centrifuga (Eppendorf mini spin plus, Alemania). El
sobrenadante se reservo para la cuantificacion de azlcares totales. Las células se lavaron
2 veces con dH,O, el paquete celular se resuspendi6é en 200 uL. de TRIS 0.1M pH 7.0.
Posteriormente, las células se lisaron en un disruptor (Genie Disruptor Scientific, USA)
durante 2 min, con 100 uL de perlas de vidro de 0.5 mm de diametro (Glass Vedas),
inmediatamente después los tubos se colocaron en hielo, (este ciclo: lisis y enfiriamiento

se repitid 3 veces con el fin de ayudar a romper las células). El lisado se centrifugd a
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14000 rpm/10 min, se recupero el sobrenadante y se cuantifico la proteina soluble por el
método de Bradford utilizando el reactivo Protein Assay (BioRad). Se realizo una curva

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

6.3.3 CONSUMO DE AZUCARES TOTALES

Para la determinacion de azicares totales se utilizaron 20 uL del sobrenadante obtenido
en el apartado 6.3.2. Se colocaron en un tubo de vidrio y se agregaron 180 uL de dH,O,
se mezcld con vortex (Termolyne Maxi mix plus'™ USA). Inmediatamente después se
adicionaron 200 uL de fenol al 5% y 1 mL de H,SO,4 concentrado. La mezcla se incubd
10 min a temperatura ambiente y se leyd en un espectrofotometro a 490 nm (Dubois y

col., 1956).
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6.4 EXTRACCION DE RNA

6.4.1 EXTRACCION Y PURIFICACION DE RNA

Se utilizo el kit RNeasy (Qiagen) y se siguio el protocolo el cual consistio 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, logaritmica y estacionaria
(8, 20 y 48 h respectivamente). Cada muestra se centrifugé a 5000 rpm/5 min para
obtener las células (no mas de 1x10%) y se quité el exceso de medio con una pipeta. El
pellet se resuspendi6é en 100 uL. de regulador TE con 3 mg/mL de lisozima (Research
Organics) y se mezcld vigorosamente con vortex, se incub6 durante 10 min a 37°C y se
mezclo cada 3 min. Después de la incubacion se agregaron 350 uL de regulador RLT
(por cada mL de RLT se agregaron 10 uL de P-mercaptoetanol) y 250 uL de etanol
absoluto, se mezclo con pipeta. La mezcla se colocd en una columna y se centrifugd a
10000 rpm/15 s, el filtrado fue desechado y se agregaron 700 uL de solucion RW1 en la
columna, se centrifugd a 10000 rpm/15 s. La columna se colocd en un tubo nuevo y se
agregaron 500 uL de solucion RPE, se centrifugd a 10000 rpm/2 min, la columna se
coloco en un tubo eppendorf nuevo y se eluyo con 30 uL de agua libre de RNAsas

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

6.5.1 DISENO DE PRIMERS

Los primers se disefiaron a partir las secuencias nucleotidicas de los genes de Idh, ackA
y ppk de B. longum reportada en el banco de genes (Genebank). Se eligieron 16
nucleétidos del inicio y 16 nucledtidos del fin de la region codificante de cada uno de los

genes. Estos fueron sintetizados por la compafiia Bioselec S.A de C.V.

6.5.2 EXTRACCION Y PURIFICACION DE DNA

Se utiliz6 un cultivo de B. infantis de 45 mL en medio TPY glucosa al 0.5% con una
densidad optica de 3.0, el cual se centrifugdé a 5000 rpm/5 min, el pellet se lavd 2 veces
con Tris 0.1M pH 7, posteriormente se agregaron 500 mL de Tris 0.1M y 100 uL 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 repitid 3 veces de
manera alternada). Se centrifug6 a 14000 rpm/15 min y el sobrenadante se recuperd en
un tubo eppendorf nuevo, inmediatamente después se agregaron 500 ul de fenol
saturado con 10 mM de Tris-HCI (Sigma), el tubo se mezcld suavemente y se centrifugd
a 3000 rpm/3 min, se recuper6 la fase acuosa en un tubo eppendorf nuevo y se agregaron
500 uL de una mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (Sigma),
nuevamente se mezcld suavemente y se centrifugd a 3000 rpm/3 min, se recuper? la fase
acuosa y se agregaron 3 volumenes de isopropanol y 1/10 de acetato de sodio 3M, esta
mezcla se centrifugéd a 14000 rpm/20 min, se deseché el sobrenadante y el pellet se lavod
con 200 uL de etanol absoluto frio, se centrifugd nuevamente y se desecho el etanol, el

DNA se disolvio en 30 uL de agua estéril. Se observo en un gel de agarosa al 1%.
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6.5.3 PREPARACION DE GELES DE AGAROSA

Los geles de agarosa se prepararon disolviendo 0.2 g de agarosa en 20 mL de dH,O en
un matraz Erlenmeyer de 125 mL, llevando a ebullicién en un horno de microondas.
Posteriormente se agregaron 0.4 mL de TAE 50X y se llevo a un volimen de 20 mL con
dH,0O. Esta mezcla se vacio 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 tid con una solucion de bromuro de etidio y el DNA se observo

en un transiluminador con luz ultra violeta.

6.5.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para amplificar los genes ldh, ackA y ppk por PCR se utilizaron 47 uLL de una mezcla
de supermix pcr taq polimerasa (Invitrogen) cuya composicion consiste en: 22 U/mL de
Taq DNA Polimerasa, 22mM de Tris HCI a pH 8.4 55mM KCl, 1.65mM MgCl,,
220uM de dGTP, 220uM de dATP, 220uM de dDTP y 220uM de dCTP. A esta mezcla
se agregd 1uL de cada uno de los primers a una concentracion de 10 pmol/mL y 1 uL de
DNA de B. infantis como molde, a una concentracion de 20 ng/uL. Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador (Thermo, USA). Las condiciones de reaccidon se
muestran en la figura 4. Después de la reaccion, las muestras se observaron en un gel de

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

6.5.5 PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

Se utilizé el kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) y se sigui6 el protocolo que
consistid en cortar la banda del gel y colocarla en un tubo eppendorf, al cual se le
agregaron 300 pL de solucion QXI1, se incubd a 50°C hasta que el gel se fundid
completamente. La muestra se colocd en una columna Qiaquick y se centrifugé a 14000
rpm/1 min, posteriormente el filtrado se descartd y se adicionaron 700 uL de solucion
PE, se centrifug6 a las mismas condiciones. Con el fin de eliminar completamente la
solucion PE se centrifugd nuevamente durante 1 min, la columna se colocé en un tubo

nuevo y se adicionaron 30 uL de solucion 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 DISCUSION

7.1 CINETICAS 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 monitore6 durante aproximadamente 50 h, las

muestras se leyeron en un espectrofotometro a una A de 600 nm.

Las cinéticas de crecimiento en cada sustrato se realizaron 8 veces y cada muestra para
determinacion de crecimiento, proteina, y consumo de azucares fue analizada por
triplicado. Al realizar un andlisis estadistico, se obtuvieron coeficientes de variacion
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 observé que B. infantis present6 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 adapt6 al medio de cultivo,

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

En las mismas figuras se muestra que al crecer en glucosa, lactosa y sacarosa, se alcanzd
la fase estacionaria entre las 25 y 30 h, sin embargo, cuando crecié en inulina, la fase

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

En cuanto a la concentracion celular, B. infantis alcanzé un mayor niimero de células al

crecer en lactosa y sacarosa, lo cual puede deberse a que esta bacteria fue aislada de

53



nifos 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, podria ser suceptible de ser

utilizada en la elaboracion de productos lacteos 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).
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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 observd que B. infantis alcanzé menor concentracion celular al crecer
en glucosa e inulina, aunque sorprendentemente en glucosa fue donde se presento 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 oligosacaridos, ha sido considerada un buen sustrato para la
mayoria 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, presentd poco crecimiento en inulina, en comparacion con el crecimiento

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

La longitud de la cadena de los oligosacaridos 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 mas que a
traves de las bacterias del colon, se puede alterar de manera especifica el crecimiento de
una comunidad donde predominen ciertas especies de bifidobacterias (Bouhnik y col.,

1996).

Estudios de fermentacion in vitro con monocultivos de diferentes bacterias intestinales,
entre ellas algunas bifidobacterias, han demostrado que al crecer en diferentes
compuestos, como frijol de soya, oligosacaridos, estaquiosa, rafinosa,
fructooligosacaridos 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
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preferidos de las bifidobacterias (Cummings y col., 1998), lo cual no fue posible
apreciar en las gréaficas. Esto puede ser debido a que es un medio sintético muy diferente
al ambiente del colon en donde estas bacterias se desarrollan dptimamente en simbiosis

con otras muchas especies (Reyed, 2007).

El pH optimo para el crecimiento de bifidobacterias estd 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 descendi6 a valores cercanos a 4.0, y al crecer en inulina el

pH del medio descendi6 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 unica fuente de carbono, se observo un crecimiento
exponencial continuo y la fase estacionaria se alcanzé cuando la fuente de carbono se
agoto después de 17, 9 y 12 h respectivamente. Sin embargo, en estos experimentos el

pH se control6 y se mantuvo durante toda la fermentacion a un valor de 5.5.

7.2 CINETICAS DE CONSUMO DE AZUCARES.

El consumo de azucares fue determinado por el método de Dubois, el cual ha sido
utilizado durante muchos afos por su facil aplicacion y resultados confiables, esta
fundamentado en la determinacion de azucares totales (Dubois, 1956), a diferencia de
otros métodos como DNS que solo sirve para cuantificar aztcares reductores, por lo
tanto, este método fue elegido porque dos de los sustratos utilizados en los medios de

cultivo no son azucares reductores.

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

determinar la cantidad de azucar en el medio de cultivo antes de ser inoculado con B.
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infantis (to), 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
analitico para cuantificar los azucares presentes, ya que los medios se prepararon

pesando cada sustrato en una balanza granataria.

Al graficar el consumo de azucares de B. infantis en funcion del tiempo, se observo 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
oxigeno en el medio o por la produccion de algun metabolito o la disminucién 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 nifios alimentados con leche.

En las mismas graficas se observa que el crecimiento en sacarosa fue ligeramente
mayor: 13% mas que en lactosa, esto se explica al observar el consumo de azucares, 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. 7y 9).

Desjardins y colaboradores (1990) observaron que el crecimiento de Bifidobacterium
ssp. fue detenido por la acumulacion de lactato y acetato en el medio de crecimiento, sin
embargo en este trabajo no se monitore6 la presencia de éstos en las cinéticas de

crecimiento.
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7.3 CINETICAS DE PRODUCCION DE PROTEINAS

La determinacién de proteina de B. infantis en las cinéticas de crecimiento se llevo a
cabo para corroborar los datos de crecimiento obtenidos por espectrofotometria. Para
realizar este experimento, se tomoé una muestra de 200 uL en cada tiempo. Las células se
lavaron y se lisaron como se describid anteriormente y la proteina intracelular se

determino 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 espectrofotometria, al igual que en la
cinética de crecimiento, la produccidon de proteinas 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 proteina intracelular.

De manera paralela, se podria llevar a cabo un analisis de las proteinas producidas por B.
infantis a lo largo de su crecimineto en cada fuente de carbono, observando el cambio en
el patron de produccion de estas proteinas por electroforesis desnaturalizante (SDS-
PAGE), esto con el fin de analizar la expresion de las enzimas lactato deshidrogenasa,
acetato kinasa y fosfocetolasa que son codificadas por los genes amplificados en este

trabajo.
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Figura 6. Cinéticas de crecimiento, produccion de proteinas y consumo de azicares de B. infantis

ATCC 17930 en medio TPY- Glucosa al 0.5%.
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Figura 7. Cinéticas de crecimiento, produccion de proteinas y consumo de azicares de B. infantis

ATCC 17930 en medio TPY- Lactosa al 0.5%.
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7.4 EXTRACCION DE RNA

Una vez que se llevaron a cabo las cinéticas de fermentacion de B. infantis utilizando
glucosa, lactosa, inulina y sacarosa como fuentes de carbono, se procedid a realizar la
extraccion del RNA total. Para esto se tomaron muestras de cada cultivo en las
diferentes etapas del crecimiento (fases lag, logaritmica y estacionaria), se observd que
la calidad del RNA extraido fue muy buena pues los RNA ribosomales se ven integros y

no presentan degradacion (Fig. 10).

Estas muestras de RNA serdn utilizados en trabajos posteriores, para realizar
experimentos de expresion de genes, ya que los RNA mensajeros pueden ser localizados
por hibridaciones con sondas especificas, lo cual nos puede indicar los niveles de
expresion en una condicion de crecimiento dada. Este tipo de experimentos puede
ampliar la informacion sobre los mecanismos moleculares que son pieza clave de las

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

lactosa inulina sacarosa

log lag log

Figura 10. Extraccion y purificacion de RNA total de B. infantis en las fases lag, log y estacionaria
de cada cinética de fermentacion al utilizar glucosa, lactosa, inulina y sacarosa como sustratos.
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7.5 EXTRACCION DE DNA

Se obtuvo DNA de B. infantis el cual se utilizo como DNA molde para los experimentos
de PCR (Fig. 11).

pb

12216

3054 ——

1636

1018

506 ——

Figura 11. Extraccion y purificacién 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 DISENO DE PRIMERS

El disefio de primers para amplificar la region codificante de los genes Idh y ackA'y
ppk, se llevd a cabo tomando como base las secuencias nucleotidicas de B. longum
reportadas en el GeneBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Cada secuencia se analizd con el programa ORF finder para localizar los marcos abiertos
de lectura y por consiguiente, la region codificante de cada uno. Una vez localizados el
inicio y el fin de cada gen, se eligieron 16 nucledtidos de cada region 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 nucleo6tidos

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).

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

gtcgacgcgg
ctcgtattca
cagccagatg
gcggtcgaaa
gctggctccce
gatgatggca
agtccattga
aacattacca
ttatagagtg
gaggttcatc
ccggtgecegt
tcgtgcttga
gctccagctt
acgccgacat
agctcgttgg
ctccgaacgc
agaagctcac
ctcgtctgcecg
acatcgccgg
gcgtccccat
gcgaggagat
ccaccaacta
ccaaccgcat
gcatgtccgt
tctccgacaa

tcaatgacgt
acaaggccga
cgttcatcgt
gtctgctgcecce
tgatctctcg
tacagcttga
ctaacgtgat
tacggttgtc
aagacgttag

gttggcggac
tcaggcggac
ctccgcectat
ggtcccgcecat
tgtacgcgaa
agcggacgtt
aaacatcaca
aaacagggtg
ttacaaggcc

catclatggeg

gaaactaccg

tggctccacc
agacatcgcc
ctacccgacc
ggtcgtcatc
cgctaccgtc
catctacatg
cggtctgccce
cttcctgatt
cgagcacggc
gtgcgactgg
ccaccaggaa
cgccatcggce
tctgccecgtg
gccgaccctce
ggagctcgcecc

clecagttcgg

cttctgaltaa

tcgacctacc
tttttatacc

ggagggggag
gaagtgctcg

tttgtaggcc
ctgctgaatg
ctatagccct
cgcaggcaat

ctcgccttcg
aaggagcgceg
gtgtccatcg
accgctggtce
aacatcctca
ctcatcacca
gagaaccaga
gcccagcaga
gactccgaag
accccgctge
gtcaagaacg
atgtccggcecg
agctccatgce
ctcaaccgtc
gctctgaagc
aaaatcgctg
ttcaccttgt
ctcccgttgg
cgggctcgag
cctgcag

atcgaaggca
gaggcgactc
accggtgagg
gtgcatgtca
tacggcaagg
gatgcccatc
gtatattcgt
gtgtgccggt
tgccattcat
ttaagcccac
ccgctgccca
tggaagccga
acggttccga
cgcgtcagaa
aggccatcat
acccggtcga
tcttcggttce
ccggcgtcaa
tccecgetgtyg
ccggccacga
ccgcttacaa
tcgacatcat
tcaaggactt
agggcgtcaa
gctctgccga
tacggagcgc
gcggcacgaa
gagcattttt
ctggaaggtg

cggcctcgat
gtgaacgact
gattggacga
acgctctgcect
tagacaaggt
ttgcgctcag
gagcgctaac
agcaaaacgt
cagcagaccg
gaagcttgct
gcgtggcatc
agtgctcgac
cgatcctgag
gccgggtcag
gccgaacctg
catcgctacc
cggcaccaac
cgtcaagaac
ggagtccgcecce
tccgctcgac
gatcatcaac
cgaagccgtce
ccacggcatc
caacaccatc
gacgctgaag
ctttcgcacc
aatcgcacac
tattcgtgga
gtgtggggga

tccgegtatt
cgccgcgctg
gctgcgtacc
gccgtatacc
ggagtaccgc
gtggtcgaac
aaccgttgaa
cttagcgggt
cctttgaaga
gttattggtg
gctcgcgaga
atgcagcatg
atctgccgeg
tctcgtcecttg
gtcaaggtgg
cacgtggctc
ctggactccg
gtgcacgcct
accatcggtg
gccgacaagc
ggtaagggtyg
ctgcacgaca
tccgacatct
aacaccccgg
gaaaccgccg
gcagcaagac
gtacagcgat
gttcgttgga
ccgagaccgg

Figura 12. Secuencia nucleotidica del gen /dh de B. longum donde se muestran enmarcados los
nucleétidos utilizados como primers para amplificar por PCR la region codificante de 962 pb.



7.6.2 ACETATO KINASA (ackA)
(Genebank No. de acceso NC004307).

ORIGIN

1 latggcgaaaa

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201

ccgtectftgt

gatctcgaat
gacggccact
gaccacgagc
tctgaggctg
aagccggccce
ccgctgcaca
gttccgcaga
acctacgcgce
ggcacctccce
ggcctgaagc
ggcaagccgg
cgtaccggtg
gtggacgagc
ggcgatttgc
ctggatgtct
ggctgcgacg
atggtgtgcg
cgctccaagg
ccgacgaacg
gacacctacg

ccggcgaagg
acaagcacga
agggtctgaa
gcattgtcgce
tcgtgaccaa
acggaccgga
tcttcgtcectt
tgaacaagga
acgagtacat
agatcgtttt
ttgagacctc
acatcgaccc
ttgacgccct
gtgaggttca
acgtgcaccg
tgatcacctt
acaagctcgce
aaccgcgcat
aagagctggce

catcaattcc
cctcgcecttcec
gtacaacggc
gcgcgtgcectc
cgtcggccac
caagaccatc
ggccaagggc
cgattcctcc
aatcgccgat
ctcctccgtg
gcacatcggc
catgggtctg
ggctgtggtc
gttcaacaag
ccgtctggtg
catcgtcagce
caccgctggce
tccgttcecgge
catctccact
catcgcccgce

gcaalcacett

cgccaagtaa

ggctccagct
ggcctcgtceg
gaaaagcacg
ggcttcttcg
cgtgtggtgce
aaccaggtca
gccgaagtca
ttcttcttcece
cagtaccaca
gtgccggacg
aacggcgcectt
accccgcttg
ttccacctga
cgttccggcea
tccgagggca
tacatcggca
gtgggcgaga
gtcaagctgg
ccggactcecct
aagtccgccg

cgatcaagta
agaagatcgg
agcttgaaga
aggagtacgg
agggtggctc
aggatctggc
tgcgctccect
agctgccgaa
tccgceccgceta
tcatcggcaa
ccgcttcecge
agggcctgat
tccgcaacgce
tgatgggcat
atgaggacgc
actacaccta
acgacgacgt
acgaggagaa
ccgtgatcat
caatcgccga

ccagctggtt
tgagccggtc
gccgattcac
cccgaacctg
tatcttcccg
tgtgctcgcece
gctgccggac
ggccgccagce
cggcgcccac
gccggctgaa
tgaggtctcc
gatgggcggc
ccacatgaac
gaccggctat
caagctggct
ccagatgggt
ggtccgcaag
gaacgccacc
cgccgtgatt
agccggcacec

Figura 13. Secuencia nucleotidica del gen ackA de B. longum muestran enmarcados los nucleétidos
utilizados como primers para amplificar por PCR la region codificante de 1230 pb.
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7.6.3 FOSFOCETOLASA (ppk)
(Genebank No. de acceso NC004307)

ORIGIN

1 [atgacgagtc

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

ctgttalttgg

gccctcgaag
tatctgcgtt
ctggtgggcec
ttcattgctg
gccggtacct
aaggacgaag
tcccacttceg
ctgtcccacg
ggcgacggcg
aacccgcgceca
aacccgacca
ggttacgagc
cgtcgcttcg
gctcagaccg
ggctggacct
caggtgccgce
ctcgagtcct
cttgccttca
gtgatccgca
gagtacggcc
gacatcatca
aaccgtctgce
gacgaggtcg
cagatggaag
tacgagtcct
gctaccgtcc
tcccacgttt
gtcctgctga
gcgaacatgc
atcatcgctg
ctcgagaagg
gaggtcgtgc
aagctgaagg
cagtccgcca
gccgacaagc
tacgaccgtc
accaccccgt
gctctgcgca
cgtgatgagg
tgggtgtact

gcgttgacaa
ccaacccgcet
actggggcac
accacggcca
cccagtccta
ctggtctgca
ctccggagac
cttacggcgc
aggctgagac
ccgacggtat
tcctgtcecg
cctacgagtt
ccgagctgtg
acaacgtgca
gcccgaagta
tggcttccge
acaagccgga
tgccgaaggg
acgacctgaa
acggctgggg
agaacaaccc
aggcttccta
acgagcacat
gcttcctcga
tcgtccacgt
gcgagattcc
ggcgtcagga
acaagtgctt
tgctggccat
gtaagcagcc
gtgccgccgce
ttgccgcececge
aactgggcat
aggagaacga
cggtgctgtt
cgaaccacga
acgacatggt
tgatcgacgc
ccttccagtt
ccggcgtgaa

gcltggcgaca

acgagtga

caccccttgg
gtactggcgc
gatgaaggag
tacccctggce
gaacaccgtg
cctggacggc
gaagttcttc
cccgggcetcece
catcatggac
cggcccgctg
cgtgctgccg
catctccgac
cgtcgctggce
ggagaccatc
ccgtceccegttce
catcgacggc
ccgcgacacc
agagctgttc
cgagctgcgt
gctgccgaac
ccagctcgag
gcgcgacttce
cgaagtcacc
gcacgtctcc
ggcttacctg
gatcgactcc
gtggcgcaag
ccacaacggc
ccacaacgac
cgccgagaag
tgctgccacc
ttgggattgg
cggcgatgtc
caagttcaag
cgaggctctg
cgcgtaccac
caacttcaac
tcgtgtcaac
cgacaagtac
cgccgtcecgac
caccgacaag

aagaagctca
gttgccaact
cccttcaccce
ctgaacttcc
atcatcatgg
acctacaccg
cgtcagttct
atccacgagg
aacccgagcec
gctaccggct
atcctgcacc
gaagagctcc
ttcgatgatg
tgggacgaga
tacccgatgce
aagaagaccg
gaggcccact
gacgccaacg
atcggtgcca
ctcgaggact
gccacccgta
cgcatcttcg
aacaagcagt
ggccaggtcg
ctgaccggtc
atgctgaacc
ccgattgcect
ttctcccacc
cacgtcatcg
tgctacaagt
tggctgaccc
gcttccaccg
ccgactcagg
gttgtgaacg
accgacgagg
tcctacgcectce
gtccacggct
cgcatcgacc
gccgacaaga
aacggctacg
aagggtgccg

acgctccggt
acctttccat
gcgaagatgt
tcatcggcca
gcccgggceca
agaccttccc
cttacccggg
gtggtgagct
tgtttgtccc
ggcagtccaa
tcaacggcta
acgagttctt
aggaccacat
tctgcgacat
tgatcttccg
agggctcctg
tcgaggttct
gtgctgtcaa
acccgaacgc
acgaggtcaa
ccctgggtgce
gaccggatga
gggatgccgg
ttgagcagct
gtcacggcat
agcacgccaa
ccatgaacct
aggatccggg
gcatctactt
ccaccaacaa
tggacgaggc
ccaagaacaa
agatcatggc
ttgccgacct
agttcgccga
acgacgtgcg
acgaggagga
gctacgagct
tcgacgagct
atcacccgga
tcaccgctac

ttccgaggaa
cggccagatt
gaagcaccgt
catcaaccgt
cggtggccceg
gaagatcacc
cggcattccg
gggttacgct
ggccatcgtc
caagctcgtg
caagatcgcc
ccacggcatg
gtccatccac
caaggccacc
caccccgaag
gcgttcccac
caagaactgg
ggacgacgtc
caacggtggt
ggaagtggct
ctacactcgc
gaccgcttcce
ctacatctcc
gtccgagcac
ctggagctcc
gtggcttgag
gctggtctcc
tgtcacctcc
cgccaccgat
gatcaacgcc
tcgtgccgag
cgatgaggcc
tgcttccgac
gctctccectg
catcttcacc
tggcctgatc
gggctccacc
gaccgctgag
cgagaagttc
ctacaccgac
cgccgctacc
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Figura 14. Secuencia nucleotidica del gen ppK de B. longum donde muestran enmarcados los
nucleétidos utilizados como primers para amplificar por PCR la regién codificante de 2478 pb.

7.7 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Los primers que se utilizaron para amplificar los genes Idh, ackA y ppk se muestran en
la tabla 4. De cada uno de ellos se prepar6 una solucién a una concentracion de 20
pmol/ul. Se calcul6 la Tm para determinar la temperatura de alineamiento con el DNA

molde en la reaccion de PCR por medio de la siguiente ecuacion:

T = (Tml+ Tm?2) 4
2
Tabla 4. Primers utilizados para amplificar los genes Idh, ackA 'y ppk.
Primer Secuencia Tm Gen a amplificar Tamafio del
gen

LDHI1 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 amplificacion 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 /dh, se obtuvieron dos bandas una de ellas muy por

69



debajo del tamafo esperado. Para el gen ackA, se obtuvieron también dos bandas, una
de ellas muy cerca del tamaio 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 inespecificas, una de ellas, la mas
intensa arriba de 1000 pb, la banda de mayor tamafio se aproximé al tamafio esperado

(2478 pb) (Fig. 15).

pb
12216 —

3054——

1636 —

1018 —

506 —

Figura 15. Gel de agarosa al 1%. Amplificacion de los genes ldh, ackA y ppk utilizando una Tm de
38°C. Carriles: M-marcador 1 Kb, 1-Idh, 2-ackA, 3-pkk.

Las reacciones de PCR se optimizaron modificando la Tm hasta que se amplificaron
cada uno de los genes Idh y ackA. El gen ppk no logré 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 afiadir nucledtidos cuando las dos cadenas de DNA se comienzan a
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unir nuevamente, lo que representa un impedimento fisico para que se complete la etapa
de extension. Para superar esto se recomienda utilizar en trabajos posteriores, una
enzima polimerasa disefiada para amplificar fragmentos de DNA grandes, o afnadir algin
reactivo como formamida o dimetil sulféxido que ayuden a la desnaturalizacion del

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

Posteriormente los genes amplificados se purificaron cortando cada una de las bandas de
los geles de agarosa, para lo cual se utilizé un kit de purificacion como se describid en

materiales y métodos (Fig. 16).

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

Se corto la banda del gel preparativo (ackA) y se procedi6 a purificar con el kit Qiaquik de Qiagen.

Los fragmentos de DNA correspondientes a los genes Idh y ackA, una vez amplificados
y purificados (Fig. 17), se secuenciaron siguiendo el protocolo indicado en materiales y

métodos.
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pb
12216 —

3054 —

1636——
1018 —

506——

Figura 17. Gel de agarosa al 1%. Genes ldh y ackA purificados.
Carriles: M-marcador 1 Kb, 1-gen Idh, 3- gen ackA, 4- gen ackA.

Hasta el momento, se han obtenido los elementos necesarios para realizar un estudio de
expresion 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 /dh, ackA y ppk, se
realizard 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 permitird
que los fragmentos de DNA hibriden con su correspondientes RNA por apareamiento de
bases. Con esto se conocerd en que momento de las fases del crecimiento de B. infantis
estd ocurriendo una sintesis de los transcritos o lo que hemos llamado la expresion 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 4dcidos grasos de cadena corta,

estan 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
fermentacion 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 formacion de estos acidos grasos de cadena corta por las bacterias del intestino
humano, es regulada por factores ambientales, microbioldgicos y propios de la dieta. Sin
embargo, la disponibilidad del sustrato, el tipo de especies bacterianas presentes en la
flora y el tiempo del transito gastrointestinal, determinan las cantidades y el tipo de
acidos grasos de cadena corta que se producen en los individuos. La produccion de la
mayoria de este tipo de &cidos grasos deriva de la degradacion de carbohidratos
complejos ademés de que el metabolismo del hidrégeno en bacterias afecta la forma en
que estos acidos grasos de cadena corta son formados, esto se ha visto por los efectos de
los aceptores inorganicos de electrones como el nitrato y el sulfato en los procesos de
fermentacion los cuales permiten la formacion de compuestos mas oxidados como el
acetato y no de acidos grasos mas 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 fermentacién. El acetato y formato son los
principales productos de fermentacion de bifidobacterias bajo condiciones limitadas de
fuentes de carbono, mientras que el acetato y el lactato son producidos cuando el

sustrato esta 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 comprension de los mecanismos moleculares de
bifidobacterias. El unico gendoma de bifidobacterias que se ha secuenciado
completamente hasta el momento es el de B. longum (Schell y col., 2002), el cual por
analisis informaticos, se sabe que consta de 1730 genes que codifican para proteinas.

Esta informacién puede dar indicios del comportamiento de esta especie en funcion de
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su ambiente en el tracto gastrointestinal y de sus interacciones con el huésped. Con el
analisis de secuencias, Schell y colaboradores (2002), reportan que B. longum tiene un
excesivo numero de genes involucrados con el metabolismo de carbohidratos
(aproximadamente 8% del genoma). Estos datos representan 30% mas 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 utiliz6 toda la lactosa presente en el medio de cultivo, no asi los otros
tres sustratos (glucosa, inulina y sacarosa).

Valores de pH cercanos a 5.0 inhiben el crecimiento de B. infantis.

Se extrajo y purific6 RNA de cada una de las cinéticas de fermentacion 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

Optimizar la amplificacion del gen ppk.
Clonar los genes Idh, ackA aislados en el presente trabajo.

Llevar a cabo el andlisis de la expresion de genes /dh, ackA y ppk en cada una de
las fases del crecimiento de B. infantis en diferentes sustratos.

Monitorear la formacion de lactato y acetato durante el crecimiento de B. infantis
por cromatografia (HPLC o TLC).

Analizar por electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) el patron de expresion
de proteinas en cada cinética de crecimiento.

Determinar las actividades de las enzimas lactato deshidrogenasa, acetato kinasa
y fosfocetolasa para correlacionarlos con los datos de expresion de los genes
respectivos.

Determinar la actividad de algunas enzimas clave del metabolismo de azucares
de B. infantis como f-galactosidasa o inulinasa al crecer en diferentes
oligosacaridos.
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