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I ntroduccion.

Los probidticos se aplican Unicamente a microorganiSmos
vivos que presentan un efecto benéfico clinicamente
establecido, con capacidad de sobrevivir durante su transito
por el Tracto gastrointestinal Tgi (1). Las bifidobacterias y
bacterias &cido lacticas (BAL) son las més estudiadas (1).
Las bifidobacterias son consideradas fuentes potenciales de
produccidn de Oligosacéridos Os (2,3) a partir de actividad
glicosiltransferasa de la B-galactosidasa (2) y de la -
fructofuranosidasa. Las enzimas hidroliticas, como las -
galactosidasas, son capaces de polimerizar |os disacaridos de
mayor peso molecular, como son los llamados Os (2,3).
Estos son azlicares no digeribles capaces de inducir el
crecimiento selectivo de bacterias nativas del tracto
gastrointestinal  de humanos y animales, consideradas
sustancias prebidticas y entre ellas, los derivados de lactosa
y sacarosa son de gran importancia. El objetivo de este
trabajo es identificar y cuantificar por TLC y HPLC los
posibles Os producidos por actividad glicosiltransferasa a
partir de las enzimas [3-galactosidasa y -fructofuranosidasa,
inducidas en cepas de Bifidobacterias.

M etodologia.

Las cepas utilizadas fueron Bifidobacterium bifidum, B.
lactis (Bb-12), B. infantis (ATCC 17930), B. breve (ATCC
15700), B. animalis (ATCC 25527, 27536), B. longum
(ATCC 15707), B. adolescentis (ATCC 15703) conservadas
a -70°C hasta su uso. Para la induccién de las actividades
enziméticas, se utilizé lactosa o sacarosa en el medio de
cultivo TPYG en frascos viales gaseados con CO, para
mantener las condiciones anaerobias. La concentracion
celular a fina de la fermentacién se midié por cuenta en
placa en medio MRS modificado. Para la produccion de
oligosacaridos, se utilizd lactosa o sacarosa a 30% en
amortiguador de fosfatos a pH 7.0, una concentracion celular
de 1x10™UFC/mL a 50°C y agitacién de 200 rpm. La
reaccién fue parada con H,SO,4 0.01 N. Las muestras fueron
centrifugadas, filtradas por membranas de 0.22 um
(Millipore) y almacenadas a -20°C hasta su andlisis. La
cuantificacion de los Oligosacaridos se realizé por HPLC y
por TLC. Los estandares utilizados fueron lactosa, sacarosa,
estaquiosa, rafinosa, fructosa, glucosa y galactosa, segin €l
caso.

Resultados y discusion.

En la figura 1 se muestran los resultados de la obtencion de
Os obtenidos a partir de lactosa y de sacarosa. Las cepas con
mayo produccion fueron B. lactis y B. longum en ambos

sustratos, Figura 1A y Figura 1B. Las otras cepas, presentan
mayor concentracion de oligosacaridos derivados de
sacarosa pero no de lactosa.
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Figura 1. Produccién de Gos (A) y Fos (B) a partir de enzimas 3-
gal y B-fructofuranosidasa de diferentes cepas de Bifidobacterias.

En la figura 2 se muestran los Os obtenidos y azlcares de
referencia por TLC a partir de lactosa (Figura 2A) y sacarosa
(Figura2B) de B. longum.
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Figura. 2. Identificacién por TLC de Os derivados de lactosa por12
h (A) y sacarosa por 8 h (B) a partir de B. longum.

Conclusiones.

Las cepas de B. lactis y B. longum mostraron ser mejores
para la produccion de Os en ambos sustratos. En lafigura 2
se observa que las manchas correspondientes a lactosa son
también de lactulosa (Os de bajo peso molecular). Hay
evidencias de Os de mayor grado de polimerizacion, sin
embargo no fueron cuantificados.
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