. Instituto
imentacion

| ECIALIZACION EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE PRODUCTOS
LACTEOS

—
.

| IDRATOS PREBIOTICOS DE ORIGEN LACTEO.
ARROLLO Y APLICACION EN LA INDUSTRIA
= = ALIMENTARIA®

— ——
-
—

—
G ——
— x
ot

\

-f— Instituto de Investigacion en Ciencias
de la Alimentacion

Madrid, 7-18 Mayo 2012



% CI L C S l C UNIVERSIDAD AUTONOM:
E I \

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE DE b{ADRID

Quimica y Funcionalidad de Carbohidratos y Derivados
Departamento de Bioactividad y Analisis de Alimentos

Agustin Olano Villén

Nieves Corzo Sanchez

Mar Villamiel Guerra

Fco. Javier Moreno Andujar
Antonia Montilla Corredera

Ana Isabel Ruiz Matute
Juliana Gamboa Santos
Marina Diez Municio
Roberto Megias Pérez



http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

BOHIDRATOS PREBIOTICOS de ORIGEN LACTEO:
I EFECTOS SOBRE LA FLORA INTESTINAL Y LA
FISIOLOGIA DEL HUESPED
e II. EN LA ALIMENTACION. PRESENTE Y FUTURO

Antonia Montilla Corredera.
Instituto. de Investigacion. en Clencias
de la Alimentacion.
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NUEVOS ESTILOS
DE VIDA

CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

ABANDONO DE HABITOS DE ALIMENTACION
SALUDABLES

DESEQUILIBRIOS Y DESAJUSTES

ALIMENTARIOS

APARICION DE ENFERMEDADES

ALIMENTOS FUNCIONALES



http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

'%\ ALIMENTOS FUNCIONALES CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

“Afectan beneficiosamente a una o mas funciones del organismo
mejorando el estado de bienestar o reduciendo el riesgo de enfermedad”

Gran variedad de ingredientes:

= Fitoquimicos
= Acidos grasos poliinsaturados
= Péptidos/proteinas bioactivas

= Probiéticos

Funcion
gastrointestinal

= Prebidticos

_ MinObiOta
intestinal
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MICROBIOTA INTESTINAL

Existe una clara evidencia de que la
composicion y efectos metabdlicos de la
microflora gastrointestinal (intestino
grueso) son de importancia clave para la
salud humana

CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion
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2w TRACTO e~
il . _—....
Importantes funciones biologicas:
GASTROINTESTINAL
- Mejora la biodisponibilidad de nutrientes
. T - Absorcion y secrecion de electrolitos y agua
Boca - - salivales P . -
“""“"?'1 - Degradacion de compuestos no digeribles
" S - Almacenamiento y excrecién de materiales de

desecho (perjudiciales y antinutrientes)

Estomago

Higado

Pancreas

ULTIMOS ANOS:

Intestino
delgado

Intestino
grueso

Apeéndice

Funciones coldnicas que
afectan a la salud y nutricion.

Recuperacion de la energia de los
sustratos que no se han digerido en el
intestino delgado mediante fermentacion

MICROBIOTA
INTESTINAL
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COMPOSICION DE LA MICROBIOTA

GASTROINTESTINAL
EFECTOS PERJUDICIALES

Diarrea,
estrenimiento,
Infecciones, etc.

Produccion de
carcin0genos
Colitis ulcerosa

Putrefaccion
intestinal

Z

-_Enterococci
- E._coli

CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

EFECTOS BENEFICIOSOS

Inhibicion del crecimiento de
bacterias exdgenas y perjudiciales

Favorece absorcion
de minerales

Lactobacilli

—
—+

Estimula el sistema inmune

Bifidobacteri

- Bacteroides

V.

N°/g heces (escala loQ)

Gibson y Roberfroid, 1995

Sintesis de vitaminas

ACTIVIDADES COMBINADAS
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COMPOSICION DE LA MICROBIOTA Ct “=°'%

Instituto de Investigacion en

GASTROINTESTINAL SR

e Flora gastrointestinal:

e Microorganismos patogenos o beneficiosos (comensalismo o simbiosis)
segun su relacion con el huésped

» Se establecen multiples interacciones
e Intestino grueso = organo metabdlicamente muy activo

* Un balance adecuado en el ecosistema es fundamental para nuestro
organismo

e Estado de 'normobiosis’' > en el "ecosistema" intestinal los
microorganismos potencialmente beneficios predominan

» Géneros Bifidobacterium y Lactobacillus; en estudio: Fubacterium,
Faecalibacterium y Roseburia.

e Estado de 'disbiosis' > dominan microorganismos potencialmente
dafinos, creando una situacion propensa a la enfermedad

e Bacterias indeseables: géneros Clostridia y Veionella
Roberfroid y col, (2010)
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Tracto gastrointestinal del recien nacido ............

Ciencias de la Alimentacion

- Microorganismos de la vagina y heces de la madre: bacteroides, bifidobacterias
- Diferente en ninos nacidos con cesarea: enterobacterias, retraso colonizacion
- Medio ambiente
- Tipo de lactancia
-- Materna: bacteroides, bifidobacterias y lactobacilos
-- Férmulas infantiles: bacteroides, enterobacterias,

bifidobacterias, clostridios y estreptococos

- Después del destete semejante a la del adulto


http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

L _ - _ ciaAL  CSIC
Tracto gastrointestinal del recien nacido ...

Ciencias de la Alimentacion
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Posibles causas del aumento de bifidobacterias en lactantes de leche
materna:

- Composicion en carbohidratos y particularmente oligosacaridos

- Tercer constituyente (8-12 g/L)
- 130 compuestos diferentes

- Ciertos constituyentes tales como lactoferrina y lipidos que pueden inhibir el
crecimiento de algunos microorganismos
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Nacimiento Destete Edad adulta Vejez

Fig. 1. Cambios de la flora intestinal desde el nacimiento has-
ta la vejez (Mitsuoka, 1984).
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gy Variaciones en la composicion de la flora ...

)
L intestinal dependiendo de la zona

+ La mayor parte de estudios se han realizado en heces
*  Existen diferencias significativas

- Entre el lumen y la mucosa

- Entre las diferentes partes del colon

- -ty
)
e—— - 'y

.

Colon ascendente: wf-,-'.::'.li:?/

- Mayor disponibilidad de sustrato " o Colon descendente:

- Bajo pH (AGCC y lactato) = . -t <==== - Menor concentracion de sustrato
- Transito rapido - - pH neutro

- Mas sacarolitico - Crecimiento bacteriano mas lento

- Mas proteolitico
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Principales sustratos fermentables en el intestino adulto

-Carbohidratos y/o derivados: fibra dietética, almidones resistentes, oligosa-
caridos, edulcorantes alimentarios (polialcoholes) y otros aztcares no absorbibles

-Compuestos nitrogenados: proteinas (elastina, colageno y albumina;
proteinas bacterianas liberadas en la lisis celular) y aminoacidos

Secreciones pancreaticas, bacterianas, productos de lisis, desechos de
células epiteliales y mucinas

Disponibilidad diaria total del sustrato en el colon adulto:
20-30 g carbohidratos y 5-25 g de proteina
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Composicion quirmea del sustrato
Canudad de sustrato disporuble para la fermentacion

Forma fisica del sustrato

Tiempo del transito en ¢l colon

Composicion de la flora bactenana: diversidad en las especies v numero relativo de los
diferentes upos de bacterias

Interacciones competitivas ¥ cooperativas entre bacterias
Velocidad de despolimenizacion del sustrato

Especificidad del sustrato
Estrategias de fermentacion de los sustratos por las bactenias

pH
Uso de anubioncos
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Fermentamon bacteriana .
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Productos finales \
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HUESPED: Absorcion o metabolismo / Excrecion: respiracion, heces, orina
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Instituto de Investigacion en

Fermentacion y acidos grasos de cadena corta (AGCC)

-- Acetato, Propionato, Butirato, Succinato, Formiato, Valerato, Caproato,
Lactato

-- La proporcion entre ellos depende del sustrato (40-60 g/100g), 0.3-0.5 mol/dia
-- Se absorben y estimulan la absorcion de sales y agua

-- Son metabolizados por las células epiteliales del colon, higado o musculo

-- No aparecen trazas en orina

-- Aparecen pequefas cantidades en heces
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Fermentacion y AGCC ClAL CSIC
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ACETATO
* Principal AGCC producido en el intestino, pectinas
* Metabolizado en el musculo
* Via principal del organismo para utilizar la energia de los carbohidratos no
digeridos
* Puede actuar como lipogénico y colesterolémico en el higado

PROPIONATO
*Arabinogalactanos y gomas
*Eliminado en el higado
*Podria actuar inhibiendo la lipogénesis
* In vitro, inhibe la utilizacion de acetato en la sintesis del colesterol
*En ratas y cerdos su suplementacion reduce niveles de colesterol en sangre
*En humanos, no evidencias de su efecto sobre el colesterol
* Disminucion de lipidos en sangre

xA-
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CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

Fermentacion y AGCC

BUTIRATO
* Almidones
* Efecto trofico
* Se consume en su totalidad en el epitelio intestinal
* Fuente de energia de las células epiteliales
* Regula la apoptosis , el crecimiento y la diferenciacion celular
* Puede proteger frente al cancer colon = apoptosis
* En colitis ulcerosa - defecto en el metabolismo del butirato

LACTATO
*Reduccion pH
*Control del crecimiento microbiano
*Mejora la absorcion de Ca, Mg, Fe
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 Fermentacion sacarolitica:
« AGCC: Son absorbidos en el colon

« Estimulan la absorcion de cationes y agua

« Son metabolizados por las células epiteliales del colon, el
higado y el musculo

« NO aparecen en orina y pequeias cantidades en heces.

« Efecto trofico sobre el epitelio intestinal y el intestino
delgado (pacientes con nutricion parenteral). > butirato y <
propionato.

« Gases: H2 > CH4 y CO2 = respiracion y flatos.
* Produccion rapida - desventaja sustratos fermentables.

 Fermentacion proteolitica:
* Productos: aminas, amonio, fenoles, cresoles - perjudiciales
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Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

Fisiologia y salud

Actividades enzimaticas bacterianas perjudiciales para la

salud:
B-glucuronidasa: conjugados del acido glucurdonico - carcindogenos
Azoreductasas: sustratos nitrogenados - aminas toxicas
Nitratorreductasa: genera iones nitrito de gran toxicidad.

Otros metabolitos: amonio, fenoles y cresoles

Bifidobacterias y lactobacilos
No producen cantidades significativas de dichas enzimas
Fermentacion sacarolitica
Sintesis de vitaminas: K y del grupo B
Organismos beneficiosos o bacterias probioticas

Flora intestinal saludable: previene la invasion de patéogenos
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El concepto de flora saludable

Desde Metchnikoff - bacterias intestinales beneficiosas y perjudiciales.
Bacterias perjudiciales:
« Costridios, bacterias reductoras de sulfato...
 Causan diarrea, invasion de la mucosa y activacion de carcindgenos.
Fermentacion proteolitica
Bacterias potencialmente saludables:
 Bifidobacterias y lactobacilos.
« Protegen de infecciones, protegen la barrera intestinal y estimulan el
sistema inmune. Actuan en simbiosis con el organismo mediante la
fermentacion sacarolitica

El tracto gastrointestinal humano, especialmente el colon, constituye un

COMPLEJO ECOSISTEMA BACTERIANO con cientos de

especies beneficiosas y patogenas.
Es preciso mantener uyn BALANCE ADECUADO.


http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

ALIMENTOS FUNCIONALES

PROBIOTICOS PREBIOTICOS
Suplementos de microorganismos + Compuestos que sirven
vivos beneficiosos para el organismo de sustrato para las bactenias

Cavidad | = 4 Y SIMBIOTICOS
oral : A :

l

Estémagog

l S1 sobreviven deben fijarse
Intestino a las paredes del colon
delgado |

En el tracto digestivo
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= roe =ep - N CSIC
o Probiéticos, prebidticos y simbidticos <% ~~
. ﬁ\'ﬁ Ciencias de la Alimentacién

PROBIOTICOS: son microorganismos Vvivos que, en cantidad suficiente,
poseen efectos benéficos superando los efectos de la simple nutricion.

(Teitelbaum y Walker, 2002; Tuohy y col. 2003)

Existen dudas sobre su supervivencia y del tiempo que pueden permanecer activos en el colon,
al no formar parte de la microflora asociada al epitelio

105

90 A (Vernazza, Gibson

i y Rastall, 2006)

B B adolescentis
| B infantis

u OB longum 20219
@ B longum 46

O B lactis BB12

757

60

45-

% supervivencia

30

154

o,3| 10 l 20 o,3|10 \ 20

pH 2 pH 4

Tiempo (min)

PREBIOTICOS: promueven el crecimiento selectico de bacterias enddgenas

SIMBIOTICOS: promueven la supervivencia de los probidticos y el crecimiento
selectico de bacterias enddgenas
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ciaAL  CSIC

Instituto de Investigacion en

@,%; Flora intestinal, uso de prebioticos

e Prebiodticos, ventajas:
— Estimulan /in situ el desarrollo de bacterias endogenas,
asociadas a la pared intestinal y no sélo del lumen

— Activan el metabolismo bacteriano

— Ejercen efectos fisiologicos propios

— Son seguros

— Se pueden utilizar como ingredientes en gran variedad de

alimentos
— Baratos -,
V4 A - "(L );l ~ - .
— Caracteristicas sensoriales 2§
T —
(Gopal, Prasad y Gill 2003; N
,_1

Bakker-Zierikzee y col. 2005) 3
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DEFINICION DE PREBIOTICO

Ciencias de la Alimentacion

"Un ingrediente alimentario no digerible gue es capaz de alcanzar el colon sin
ser hidrolizado o absorbido en la parte mas alta del tracto gastrointestinal. Su
aspecto clave reside en su selectividad para promover el crecimiento de

bacterias beneficiosas tales como bifidobacterias y lactobacilos a expensas de

otras indeseables tales como clostridia” (Gibson y Roberfroid, 1995)

“Un ingrediente que, al ser fermentado selectivamente, da lugar a cambios

especificos tanto en la composicion como éen la actividad de la microfiora

intestinal confiriendo beneficios tanto en la salud como en el bienestar de/
individuo” (Gibson y col,, 2004)

"Fl efecto prebiotico identifica o hace referencia a los cambios selectivos en /a

composicion de la microbiota intestinal, asi como a determinados efectos

fisiologicos, tanto en modelos experimentales y en estudios de intervencion

humana’. (Roberfroid y col,, 2010)
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? | ) CIAL CSIC
% CONDICIONES QUE HAN DE CUMPLIR LOS  femaiiinmss
INGREDIENTES PARA SER CONSIDERADOS PREBIOTICOS

Sobrevivir a las
condiciones Acidas
en el estomago

Resistentes a la

digestion en el
intestino ‘
delgado

Estimular bacterias
beneficiosas de la microflora
del colon (Bifidobacteriumy

Lactobacillus)

Ser fermentados
selectivamente
en el colon
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tigacion en

Ci dela"" t

-~ Carbohidratos: alimentos colénicos o prebioticos ‘f'f‘}dl
*" CARBOHIDRATOS NO Ingrediente/alimento aud
DIGERIBLES colénico e
Almidon resistente Si No
Polisacaridos (no almidones)
-Polisacaridos estructurales S No
-Hemicelulosas Si No
-Pectinas Si No
-Gomas Si No
Oligosacaridos no digeribles:
-Fructooligosacaridos (FOS) Si Si
-Galactooligosacaridos Si Si
(GOS)
-Lactulosa Si Si
-Oligosacaridos de la soja Si 2
-Glucooligosacaridos Si No

-Arabinooligosacaridos Si ?
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Ol g‘o acaric Dre ; e g

= GRADO DE WACION (GP)

- 3-10 (IUB-IUPAC)
-2-20 (British Nutrition Foundation)

* CLASIFICACION FISIOLOG i
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sve  Oligosacaridos bifidogenicos en industria alimentaria ... .o
pre!

Ciencias de la Alimentacion

@ '\\ 3
a\é D

B-galacto-oligosacaridos Lactosa (Glu-Gal) B-1,6-galactosidasa (EC3.2.1.23)
Lactulosa Lactosa Alcali
Lactosacarosa Lactosa y Sacarosa B-fructo-furanosidasa (EC 3.2.1.26)

Oligosacaridos de palatinosa  Sacarosa (Glu-Fruc)  Sintetasa de isomaltulosa (EC5.4.99.11)

Sacarosa B-fructo-furanosidasa (EC 3.2.1.26 y
Fructo-oligosacaridos B-fructosil-transferasa (EC 2.4.1.9)
Inulina (Glu-Fruc,) Inulinasa (EC 3.2.1.7)

Isomalto-oligosacaridos Almidén (a-Gluc,) a-amilasa (EC3.2.1.1.), a-amilasa
(EC3.2.1.2 y a-glucosidasa (EC 3.2.1.20)

Gentio-oligosacaridos Almiddn Hidrolisis acida o enzimatica y
transglucosilacion

Xilo-oligosacaridos Xilano (B-Xil,,) B-1,4-endo-xilanasa (EC3.2.1.8)

a-galacto-oligosacaridos Soya Solubilizacién directa
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Fructooligosacaridos

Sacarosa |—ansalicesilacién ,,  Isomaltulosa (palatinosa)
transglicosilacién
- Lactosacarosa
I eche de vaca sxiraccidn isomerizacion Lactulosa
\——\1 Lactosa . acic
cE Zoion - Galactooligosacarido
ransglicosilacidon
Glucosilsacarosa
Adrmdd hidralisi B . ..
. __ﬂsﬂ - transg - Ciclodextrinas

soluble » DMaltooligosacaridos

transglicosilacidn ot Isomaltooligosacaridos

Gentioligosacaridos

Dligosacaridos de la soja

HKilooligrosacaridos

L

Ohuitina Ouitoocligosacaridos

Figura I7.- Representacidn esquematica de la produccién de los chigeosacaridos no digeribles
(Sako v col., 1999, modificado)
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et Obtencidon de carbohidratos prebiotiCOS o mone

‘3\3; Ciencias de la Alimentacion

- Extraccion con agua caliente de materias primas de origen vegetal
(inulina de achicoria o pataca, SOS de soja)

- Hidralisis enzimatica parcial de oligo- o polisacaridos - FOS o XOS

- Sintesis enzimatica mediante glicosidasas = FOS, GOS, lactulosa

- Isomerizacion quimica = lactulosa

- Obtencion:
- Sistemas discontinuos o continuos, inmovilizando el enzima o
utilizando reactores de membrana.
- Medio con agua y solventes organicos.
- Purificacion:
- Métodos enzimaticos
- Fraccionamiento.
- Rendimientos: enzima, concentracion de sustrato, condiciones de
reaccion (pH, T, soporte, etc.).
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Propiedades fisicoquimicas de los o

oligosacaridos no digeribles

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

-- Menor poder edulcorante que la sacarosa (0.3-0.6 veces), segun estructura y GP
-- Modifican la viscosidad , mejorando el cuerpo y la palatabilidad, espesantes

-- Solubles y muy estables, dependiendo de la composicidn y estructura

-- Modifica el punto de congelacion de los alimentos

-- Modificar el color de los alimentos, son mas estables a la reaccion de Maillard,
no pierden actividad

-- Actian como humectantes, emulsificantes y gelificantes
-- Propiedades bacteriostaticas, agentes anticaries
-- Bajo contenido en calorias (40-50% de la sacarosa), apropiado para diabéticos

-- No son productos puros, son mezclas de oligosacaridos con distintos GP, conteniendo
ademas mono- y disacaridos

-- Existen en el mercado mundial cerca de 20 tipos de oligosacaridos no digeribles

Propiedades similares o mejores que las de las fibras dietéticas
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Contenido en inulina y oligofructosa de diversos productos

Cebolla 2-6 2-6
Pataca 16-20 16-20
Achicoria 15-20 5-10
Esparrago 1-30 1-20
Puerro 3-10 2-5
|0 0-16 3-6
Alcachofa 3-10 <1
Platano 0.3-0.7 0.3-0.7
Trigo 1-4 1-4
Centeno 0.5-1 0.5-1
Cebada 0.5-1.5 0.5-1.5
Diente de Ledn 12-15 n.d.



% LACTULOSA

ciaAL  CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

SE CONOCE SU EFECTO BIFIDOGENICO DESDE HACE MAS

DE CINCUENTA ANOS

No es hidrolizada por las enzimas del TGI
(muy baja absorcion parte alta del TGI)

=]
L]
|
|
- H /
- . e H
H '\_.
X, a
",
H aH
H

p-furanosa

SI ES METABOLIZADA POR BACTERIAS LACTICAS

_—

PRIMER OLIGOSACARIDO COMERCIALIZADO POR SUS BENEFICOS

SOBRE EL TGl

Utilizada para el tratamiento del estrefiimiento crénico y la

encefalopatia hepatica


http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

CIAL CSIC
Lactulosa - ——

Ciencias de la Alimentacion
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--No se encuentra libre en la naturaleza

--Se obtiene a partir de lactosa mediante isomerizacion en medio basico
--Rendimientos con hidroxidos 20-30%

--Dificultad: purificacion ya que parte de la lactulosa se degrada a compuestos
de bajo peso molecular que posteriormente se polimerizan (purificacion con
decolorantes, resinas de intercambio idnico...)

--Con boratos o aluminatos como catalizadores aumenta el rendimiento (80%)
y se evita la degradacion al formar complejos estables con la lactulosa.

Pero es dificil la eliminacion del catalizador

-- Mas dulce y mas soluble que la lactosa
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CIAL CSIC

w IsomerlzaCIon de Ia IaCtosa Instituto de Investigacion en
§ ‘t\j Ciencias de la Alimentacion
B (@)
N 4
C\_/d
g Montgomery y Hudson en 1930
HoH O H———OH
Ho Ny,
H
H
H OH l 0 -
H H K=o
CH,0OH
LACTOSA (4-O-b-D-galactopiranosil-D-glucosa) OH~

CH——OH

LACTULOSA (4-O-b-D-galactopiranosil-D-fructosa)
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Isomerizacion de la lactosa con boratos CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en

I i t S Ciencias de la Alimentacion

Complejo de la lactulosa con iones borato

Sintesis enzimatica: B-galactosidasa de: Bacillus circulans, Kluyveromyces lactis y
Aspergillus oryzae = Relacion molar lactosa/fructosa 1/8, rto maximo 28%
respecto a la lactosa inicial (Guerrero y col., 2011)
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GALACTOOLIGOSACARIDOS (GOS) | €At ©SIE

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

= Mezclas de oligosacaridos obtenidos a partir de LACTOSA por
transgalactosilacion enzimatica catalizada por B-galactosidasas (levaduras,
hongos, bacterias). Enlaces B(1-26), B(12>3) y B(1>4),

— CH3OH — CH;OH
OH o H O, oH
\[> / \J
b r
oH H /| O NoH H ”1
/ ] N
H H H
L H OH 'n H OH

=GOS 2-8 moléculas de galactosa con una de glucosa terminal

= Presentes de forma natural en leche humana y en menor proporcion en leche

de otros mamiferos i
= Son ingredientes alimentarios GRAS y FOSHU %

=» Microflora de bifidobacterias en nifos alimentados con leche materna
atribuible a los GOS presentes - Fl con GOS/FOS
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(1b) Transglycosylation
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" Di- u oligosacarido liberado
del sitio activo de la enzima

O-—R

Complejo B-galactosidasa-galactosa
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Obtencion de GOS. Procesos discontinuos ... ...

Grdfica de formacion de GOS

lactosa
100 \ /

80

Ciencias de la Alimentacion

% de azlicares

—o— Lactosa

——=— MonoS

—»— Oftros DiS
TriS

—x— TetraS

—o— Total GOS

Tiempo (h)

B-galactosidasa hipertermofila de Caldocellum saccharolyticum a

700C, 70% La - GOS 60%; selectividad 2.0
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ciaAL  CSIC

@% Obtencion de GOS. Procesos discontinuos ...
’J%\ Ciencias de la Alimentacion

* (-galactosidasas de microorganismos probidticos B-GOS

sintetizados mejor metabolizados por probioticos (rastai y
col. 2005) 13

(Rabiau y col 2001)

0,7+ [0 GOS comercial
Velo [I m GOS B angulatum
0,4 T T T T f

e Células enteras, enzimas modificadas, adsorcion del
aceptor...

* Obtencion directa de permeado = composicion salina
(Monitiilla y col. 2012)
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- Obtencion de GOS. Procesos continuos ...

" F‘ .\3 Ciencias de la Alimentacion

¥ Enzimas inmovilizadas

— Ventajas
e Abaratar costes
* Facilitar el escalado industrial
e Mayor termoestabilidad del enzima
e Productos de composicion definida

+ Inconvenientes
= Menor rendimiento y/o menor GP =» transferencia de masa
(Lopez-Leyva y Guzman, 1995, Rustom y col. 1998; Mahoney, 1998)

r Buenos soportes
= Eupergit C (Petzelbauer, Splechtna y Nidetzki, 2002)
+ Perlas de quitosano (Gaur y col. 2006, Chen, Duan y Sheu, 2006)

r Enzimas hipertermofilas (T>70°C)
r De Sulfolobus solfataricusy Pyrococcus furiosus
= Ventajas: > solubilidad de lactosa y < riesgo de contaminacion
= Inconvenientes: glicosilacion (RM) y caramelizacion
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CIAL CSIC

%g; Obtencion de GOS. Procesos continuos ...

w

e Enzima inmovilizada = fibra de algodon
mercerizada con polietilen-imina:

— Mayor cantidad de enzima inmovilizada
— Sin pérdida de actividad o rendimiento
— Sistema con mayor productividad

Microorganismo Soporte Lag/L 60S Productividad Referencia
%o g/L/h
B. circulans 45.6 40 4.2 Mozaffar y col 1986
B. singularis quitosano 100 55 4.4 Shin, Park y Yang, 1998
K.lactis UF-Romicon 200 31 13.7 Foday Lopez-Leiva, 2000

A. oryzae Algoddn/GA 200 217 80 Albayrak y Yang 2002a
A. oryzae Algoddn/GA 400 26.6 106 Albayrak y Yang 2002a
A. oryzae Algodén/GA/PET 400 26 6000 Albayrak y Yang 2002b

Productividad de GOS en continuo (Albayrak y Yang, 2002)


http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

CIAL CSIC

;%cg Obtencion de GOS. Procesos continuos .o

e Reactor de membrana de ultrafiltracion (UF):
— Permeado = se retira producto
— Retenido = recicla el enzima

— B-galactosidasa de K /actis, La 31% =» 40% GOS (Czemak y col. 2004)

Enzima (retenido)
155
_ Membrana UF
w -:' - . - ~ J_

Solucién de Reactor g.,imgq Producto
lactosa (permeado)
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o% Obtencién de GOS con solventes organicos A

g 43\3 Ciencias de la Alimentacion

e Menor actividad de agua = mayor transgalactosilacion
e Factores: solvente, concentracion, enzima (Finch y Ion, 1997; Crout y Vic, 1998)
e Resultados negativos (Chen y col. 2003; Kim y col. 2006; Cruz-Guerrero y col. 2006)
e Resultados positivos:

— A oryzae, La 45% = GOS 51% (sistema micelar reverso, 31% en agua) (Chen SX

y col. 2001)
— K Jactis inmovilizada (Duolite A-568, hexanol), > selectividad (Maugard y col.

2003)

Solvente  Conversién de 7% 60S % hidrélisis Selectividad

lactosa (60S/hidrélisis)
Agua 96 €D) 74 ©.30)
Hexanol 87 59
Hexamediol 89 2 87 0.02
DEGDE 86 26 60 0.43
Glycerol 19 2 17 0.01

DEGD: dietilén-glicol dietil-éter
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y Procesos de purificacion CIAL

CSIC

Instituto de Investigacion en

ﬁ\} M étod OS e n zi m éti COS Ciencias de la Alimentacion

* Purificacion =» procesos complejos

e Sulfolobus solfataricus = 41% GOS

97% GOS rto 25%

(Splechtna y col. 2001)

celobiosa-deshidrogenasa

B-lactosa » ac lactobidnico
mediador redox mediador redox Composicion de GOS (%) % de
(forma oxigada) (forma reducida) REEaE ST e rolifas
oxidacion oxidacion
HZO < OZ Disacaridos 37 40 6
Lacasa Trisacaridos 47 47 14
Tetrasacaridos 16 13 25
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CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

- Procesos de purificacion
Métodos enzimaticos

e f3-galactosidasa Bacillus sp = GOS, glu, gal y lac

e Fermentacion Kluyveromyces marxianus. metabolizan
monosacaridos y disacaridos, (Cheng y col. 2006):

% de azucares

Antes de la Después de la
fermentacion fermentacion
Total GOS 37.6 30.6)
Disac. 6.7 0.4
Trisac. 24.1 23.5
Tetrasac. 6.8 6.7
Glucosa 17.4 0.3
Galactosa 4.7 0.5
Lactosa 40.3 0

GOS en la mezcla % 38
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stituto de Investigacion en
encias de la Alimentacion

| - o : : CIAL CSIC
%?) Procesos de purificacion. Fraccionamiento .

e Teécnicas cromatograficas
e UF, monosacaridos < 5%, pérdidas > 50%

Nanofiltracion: monosacaridos 3-14%, disacaridos y
oligosacaridos 73-96%

(Goulas y col, 2002; Goulas, Grandison y Rastall, 2003)

100

OUF-CA-1
B NF-CA-50

NF-CA-50
& X . UF-CA-1
N ® ®
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pe  Procesos de purificacion. Fraccionamiento ..o

) Ciencias de la Alimentacion

Y,
%

Comparison of fractionation techniques to obtain prebiotic

galactooligosaccharides INTEATIONAL
- - b b | IEPLIRMAL

Oswaldo Hernandez®, Ana 1. Ruiz-Matute ¢, Agustin Olano®, F. Javier Moreno ™", M. Luz Sanz* | sareminse

*Instituto de Quimicn Oreanice General Consejo Superior de fmestigaciones Clenfificas (CSIC), O fuan de la Gerva 3, 28006 Madrid, Spain

T Instituto de Fermentadones Industriales, Consejo Superior de Inves igaciones Clentificas (CSKC), O Juan de la Gerva 3 28006 Madrid, Spain

<+ Comparacion 4 técnicas de fraccionamiento :
= Diafiltracion (500 y 1000 Da) no mostroé selectividad entre mono-, di- y
oligosacaridos.
= Levaduras (Saccharomyces cerevisiae) eliminaba los monosacaridos.

= Carbon activo: diferente selectividad segun la concentracion del etanol (1-15%)
» 8% se recuperaba el 90% de GOS
« 10% se eliminan los disacaridos, pero se recupera el 53% de los trisacaridos.

= SEC: Fracciones de GOS segun GP mas puras (Hernandez y col,, 2009).

Table 1
Com parison of concentrations (mg g~ initial GOS mixture) and percentage of recovery (in bradets) for each group of @rbohydrates obtained at the optimum fractionation
nditions for all the studied techniques. Errors are expressed as standard deviations (n = 3).

1 \ =i
Vivinal-GOS™ (% recovery), mg g

Initial GOS mixture® Yeast” Charcoal activated® SEC
Monossccharides 190.7 £ 47 (100) 0.0 (0.0) 0.0 (0.0} 175.4 £ 22 (923 £ 11}
Disaccharides 2520 + 34.3 (100} 2701 + 12.4 (1081 + 5.0) 164 + 1.6 (&G + 0.6) 2025 + 101 (81O + 41)
Trisaccharides 1328 + 104 (100} 1322 + B3 (100.7 + 6.4) GB.0 + BS5 (523 + 6.0) 1156 + 10,0 (B89 + 7.7)
Tetrasaccharides 145.3 + 168 (100} 1441 = 6.7 (1029 + 4.8) 1246 + 1.3 (892 + 0.9) 121.3 + 6.8 (866 = 49)

* Driginal sample of Vivinal-GOS®,
" Yeast treatment after 10 h of incubation.
© Second desorption with 50% (v/v) ethanol for charcoal activated treatment after a first extraction with 10 (v v ) ethanol.
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Formacion de GOS con Formacien de GOS con
enlaces mayoritariamente enlaces mayoritariamente
P{1—4). Utihzacion de (- R '611' it B(1—6). Utlhzacion de B-
galactosidasas de Bacillus galactosidasas de
cireulans o  Crytptococcus + Aspergillus  orymae  y/o
lawrentiz. Streptococcus thermophalus.
Decoloracion

CHyOH

e o B

A
Gal B(1—4) Gal B(1—4) Gle Filtracién Gal f(1-96) Gal Pl:l-H-} Gle
(4"-galactosil-lactosa) (6'-galactosil-lactosa)

Y
Concentracion =—# Secado

| l

Jarabe de GOS GOS en polvo
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Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

Efectos de los prebioticos sobre la flora
intestinal y la fisiologia del huésped
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%%; FUNCIONES FISIOLOGICAS DE LOS PREBIOTICOS o inestigscionen

Ciencias de la Alimentacion

No-digestibilidad

.

Fermentacion en el intestino grueso

l l

——
- e E X =
Buenas condiciones Gl Absorcion minerales:
- Frecuencia de deposiciones (Ca, Mg, Fe) Inmunomodulacion:
- Menor estrefiimiento -Aumento de la - Prevencion de alergias
_Incremento selectivo de densidad de los huesos - Prevencion del cancer
bifidobacterias y lactobacilos -Mejora de la anemia
- Resistencia a patégenos
(Alegacion aprobada FOSHU
(Alegacion aprobada FOSHU 1993) 2002)
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Actividad bifidogénica de los
prebioticos

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion
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¢
salud humana
Actlan como
Reducen los niveles de inmunomoduladores.
amonio sanguineo Promueven el ataque contra
céelulas malignas
> 7p)
<
Y
=
Niveles de : Ny
O Inhiben el crecimiento de
colesterol g e iy
sanguineo mas bajo @) e oo enela =

o
LL
m

Involucradas en la Restablecen la flora

sintesis de vitaminas, durante una terapia

(grupo B, acido falico) con antibioticos
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ACTIVIDAD BIFIDOGENICA DE LOS . -5

Instituto de Investigacion en

PREBIOTICOS

Ny

€L

200N
| EA "

« Favorece la proliferacion de bifidobacterias y lactobacilos

« Generan AGCC = descenso de pH, inhibe patégenos (Mussato y
Mancilha, 2007).

« Producen nutrientes: vitaminas de tipo B (B1, B2, B6 y B12, acido
nicotinico y acido folico) (Gibson y Roberfroid, 1995; Kasper, 1996).
¢,Biodisponibilidad? (Vitoria Mifiana, 2007)

« Facilidad de utilizacion de los prebioticos:
« Velocidad de fermentacion
« Monosacaridos, tipos de enlace y peso molecular. (GP)
« Rapida: zonas proximas del colon
« Lentos: zonas distales.
« Estudio de las propiedades prebioticas:
a) In vitro: cultivos puros, mezclas, fecales: discontinuo o continuo
b) In vivo: en animales: axénicos o con flora humana.

C) In vivo: en humanos, heces
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ACTIVIDAD BIFIDOGENICA DE LA LACTULOSA |......coco.

Ciencias de la Alimentacion

Antes Durante la ingesta Después

3 g/dia Lu en adultos (Mizota, 1996)

Numerosos estudios en nifios y adultos: no absorcion, bifidogénico (Petuely,
1957; Rutloffy col. 1967; Ballonge y col., 1997; Aider y Halleux, 2007)
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Changes in the fecal microflora induced by
ingestion of 4 g of lactulose

[_] Bifidobacteria [__] Bacteroides
Ly Eubacteria = Others

Mizota et al.. Milchwissenschaft 57: 312 (2002)
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ACTIVIDAD BIFIDOGENICA DE LA LACTULOSA

ciaAL  CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion
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Braun, OH (1965) en T. Mizota. Bull IDF , 212,69 (1987)
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= ciaAL  CSIC
ACTIVIDAD BIFIDOGENICA DE LA LACTULOSA | ......ccoe

Ciencias de la Alimentacion

=» FOormulas infantiles + 0,5% Lactulosa: estimulacion de bifidobacterias a
niveles similares a ninos alimentados con leche materna.

\

Incorporacion 1%: EFECTO LAXANTE

* F| con lactulosa =» estables hasta 16 semanas a 38°C

= Yogur con Lu: - Mejora el transito intestinal y aumenta la produccion
fecal en voluntarios humanos.

- Reduce el periodo de incubacion en la produccion de bio-
yogur (Lactobacillus y Bifidobacterium).

- Mantenimiento de bifidobacterias durante el
almacenamiento del yogur
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CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

CIAL

ACTIVIDAD BIFIDOGENICA DE LOS GOS

Estudios positivos /n vitro, in vivo con animales y humanos
1,3

Velocidad
de crecimiento H
0,7 0 GOS comercial
@ GOS B angulatum

0,4 . . ‘ . . ‘ . .

GOS obtenidos con B-galactosidasas de microorganismos
probioticos mejor metabolizados que los GOS comerciales


http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

7 ciaAL  CSIC
ACTIVIDAD BIFIDOGENICA DE LOS GOS | v vrcece

2
&}gﬁ

Mayor efecto que probidticos:
2,4 g/d de GOS > 3*101° ufc de Bifidobacterium lactis

(Gopal, Prasad y Gill, 2003)

Recuento de microorganismos en heces

o 9 H Leche
..g B Leche+GOS
(o)) O Leche+prob
O S

7‘

14d | 21d| 28d| 14d| 21d| 28d| 14d| 21d| 28d

Bifidobasterias Lactobacilos | Anaerobios totales
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ACTIVIDAD BIFID'OGENICA DE LOS
PREBIOTICOS

® Respuesta bifidogénica a los prebidticos

CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

— Segun el namero inicial de bifidobacterias; mayor efecto en

individuos con niveles bajos (Bouhnik y col. 2004)

— Aumenta hasta un maximo, ~10,3 log ufc/g de heces

(Rycroft, y col. 2001)

— Dosis efectiva menor: 2,5 g/d 6’-galactosil-lactosa (Miisuoka, 1992)

12+

114 —

Bouhnik y col, 2004: —

log ufc/g

O Placebo
O FOS
O GOS
O Lactulosal

10
Recuento de 8-
microorganismos en heces

77 _‘

6 |
Bifidobacterias

0d 7d

0d

7d

Totales
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Recuento de bacterias en heces

©

log ufc/ml

o

|® Fl+preb |
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y ACTIVIDAD BIFIDOGENICA DE LOS
G PREBIOTICOS

AGCC (mmol/Kg)

100+

90

80

70+

60
40 v

ciaAL  CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

5d 4s

8s

O FI+prob O FI B FI+preb O L materna

Ac Lactico (mmol/Kg)

Produccion de AGCC y lactico tras s
la ingestion de formulas infantiles
con probioticos, prebioticos.
Comparacion con leche materna

40
30-

20

(Boehm y col. 2004, 10] ﬂ
Bakker-Zierikzee y col. 2005) ;

5d 4s

8s

16s
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ciaAL  CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

Efecto de los prebioticos
Indice prebiotico (IP)
IP = A Bif+ A Lac+ A_.Eub- A Bac- A.Clo —(A Atp)
Bif: bifidobacterias;
Lac: lactobacilos;
Eub: eubacterias;
Bac: bacteroides;
Clo: clostridia
(Atp: Atopobium)
Problemas:
Todos los grupos el mismo peso
¢Otros grupos?: Escherichia, fusobacteria, peptococci, peptostreptococci...
Productos del metabolismo (AGCC, produccion de gas,...), biomarcadores.

Cultivo fecal estandarizado vy liofilizado (Rastall et al. 2005).
(Palframan, Gibson y Rastall, 2003)
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ciaAL  CSIC

Instituto de Investigacion en

Efecto de los prebioticos
Indice prebiotico (IP)

- FOS, inulina, lactulosa, GOS, en cultivo discontinuo

Rycroft y col. 2001

Crecimiento de un cultivo fecal sobre prebiéticos  Indice prebiético

11
] 54 . ol

3 101 = 4 B
(8]
2 = O FOS
o a 4
S Inulina 3
5 O Lactulosa
D
S gl L 0GOS 2

|:I_’_‘ :

0
8 ‘ ' P

B tot Bifb Lact Bact Clos
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|\ — ¥CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias tacion

®  Indice Prebiético

P
(pH 6.8; 2%)
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Otras actividades fisiologicas
de los prebioticos

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion
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% Efecto prebiodtico: Actividades fisiologicas

» Mejora o estabilizacion de la flora bacteriana

» Mejora de la funcion intestinal: motilidad, excrecion fecal

CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

» Incremento de la absorcion de minerales y de la salud de los huesos

» Modulacidon/regulacion del sistema inmune

» Mejora de la funcion barrera en el intestino, reduccion de metabolitos

endotoxicos.

» Efecto protector frente a infecciones del TGI, respiratorio y urogenital

» Tratamiento de la encefalopatia hepatica
» Tentativamente:

* Reduccion del riesgo de obesidad y diabetes tipo 2

* Reduccion del riesgo de padecer cancer

* Reduccion del riesgo y/o mejora de la inflamacion intestinal

* Modulacion de la produccion de péeptidos gastrointestinales

relacionados con la saciedad
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| CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en

90 Alivio del estrefnimiento cronico

e AGCC = mayor absorcion de agua y sales, estimulan los
movimientos peristalticos = efecto laxante

(Avery, Brogden y Davies, 1972; Sako, Matsumoto y Tanaka, 1999, Friiz y col.
2005)

— Efecto de la lactulosa sobre el estrenimiento (Bouhnik y col. 2004b):

d14 d?28
< 4 veces/semana 22 % 13 %
Dificultad 44% 20 %

— FI prebioticas = heces con menor consistencia de forma dosis-
dependiente y frecuencia de defecacion mayor

(Fanaro y col. 2005; Moro y col. 2006)
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| e . e CIAL CSIC
% Alivio del estrenimiento cronico e

irritabilidad del colon e

Tratamiento: 3 semanas ( 4 — 15 g/dia)
EXito: no necesitar laxante en tres semanas siguientes I Fallos

J Exitos

Control

(Glucosa)

0 50 100 (%)

(Casparis, AW y col., 1968)
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Efecto protector frente a infecciones en el tracto | CIAL ?S'C

gastrointestinal, respiratorio y urogenital

« Mecanismos de las bacterias acido-lacticas para reducir las infecciones:

* Produccion de AGCC y ac lactico - bajada de pH, condiciones
desfavorables para los patégenos.

« Especies de lactobacilos y bifidobacterias excretan antibiéticos
naturales, bacteriocinas.

* Mejora de la respuesta inmune
« Competicion por los nutrientes

« Bloqueo de los sitios de adhesion de los patdgenos a la superficie
epitelial en el tracto gastrointestinal.

(Gibson y col., 2005).
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Incremento en la absorcion de minerales | o mesmmen

Ciencias de la Alimentacion

N
L&A

Los oligosacaridos prebioticos interaccionan con Fe, Cay Mg y son liberados en
el colon

Los AGCC, butirato, estimulan el crecimiento de las células epiteliales del colon,
e incrementan la capacidad de absorcion del epitelio.

Especial relevancia para ancianos y mujeres posmenopausicas previniendo el
riesgo de osteoporosis y anemia.

« Con fructanos (Hirayama, 2002), GOS (Sako y col., 1999) y lactulosa
(Scholz-Ahrens y col., 2001) se incrementa la absorcion de calcio en
adolescentes y/o mujeres posmenopausicas.

« Lactulosa: 24 hombres voluntarios adultos, con una ingesta de 4 g de
lactulosa, 300 mg de Ca y 150 mg de Mg, la absorcion de estos minerales
aumentaba sin efectos secundarios (Seki y col., 2007).

« Lactulosay GOS: los AGCC, lactato, succinato mejoran la solubilidad de
Ca y Mg en mujeres posmenopausicas (van den Heuvel y col. 1999, 2000)
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; : = CIAL CSIC
B Mejora del metabolismo de lipidos

Ciencias de la Alimentacion

» Los oligosacaridos prebioticos reducen los niveles de colesterol,
trigliceridos y fosfolipidos en la sangre minimizando asi el
riesgo de padecer diabetes y obesidad.

« Cepas de Lactobacillus acidophilus asimilan el colesterol

« Otras cepas inhiben la absorcion del mismo a través de la
pared intestinal

 Los AGCC pueden provocar cambios en el metabolismo
lipidico en el higado

(Conway, 2001).
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Instituto de Investigacion en

RedUCCIGn del rlesgo de padecer Céncer Ciencias de la Alimentacion

Prevencion del cancer de colon
Mizota y col. 1992, Ito y col. 1993

G60S Lactulosa
0d 7d 0d 7d
pH 6.35 6.10 6.47 6.33
Contenido en agua (%) 80.8 82.0 72.8 74.2
Amonio (umol/g) 36.4 20.4 46.1 38.8
p-cresol (nmol/g) 90.8 30.7 63.0 23.3
Indol (n/mol/g) 89.5 62.8 70.3 38.7

Reduccion del pH:

Reduccion de la actividad B-glucuronidasa y de los acidos biliares
secundarios (Sako, Matsumoto y Tanaka, 1999)

Activacion glutation-S-transferasa > desintoxicacion celular, eliminaciéon
de xenobiodticos, carcindbgenos
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&

Reduccion del riesgo de padecer cancer

Efecto del consumo (20g/dia) de lactulosa en la flora
microbiana de heces (log. u.f.c./ml)

PLACEBO| LACTULOSA
Bacteroides 10.1 6.2
Bifidobacterias 8.4 11.5
Clostridios 5.9 3.6
Coliformes 6.5 4.8
Lactobacilos 6.4 8.2
Streptococos 6.0 7.1

CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

» El crecimiento bacteriano aumenta el peso del bolo fecal, disminuyendo el
tiempo de transito intestinal y de exposicion a carcinégenos potenciales.

J. Ballongue, C. Schumann , P. Quignon . Scan. J.Gastroent.,32, supp.222, 41-44(1997)


http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

Y
g,;ﬁ&\‘ '

o

Reduccion del riesgo de padecer cancer

CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

Efecto del consumo (20g/dia) de lactulosa en las caracteristicas
bioquimicas de las heces ( expresado en % de variacion respecto

al placebo)
LACTULOSA
Enzimas:

Azorreductasa -44
7-o-deshidrolasa -40
B-glucuronidasa -38
Nitrorreductasa -43

Ureasa -22

Compuestos
aromaticos:

Cresol -55
Indol -60
Fenol -56

Escatol -52

LACTULOSA

J. Ballongue, C. Schumann , P.
Quignon . Scan. J.Gastroent.,32,

supp.222, 41-44(1997)

Acidos grasos de
cadena corta:

Acético +33
Propionico -15
Butirico -8

Lactico +30
pH -15
Humedad +11
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i0 i csIC
G Reduccion de los sintomas de la S

 u encefalopatia hepatica

Ciencias de la Alimentacion

e |Las bifidobacterias consumen sustancias nitrogenadas, el pH acido
inhibe a los microorganismos proteoliticos =» evita la formacion de
toxinas cerebrales.

(Avery, Brogden y Davies, 19/72; Matsumoto y col. 1990; De Preter y

col. 2006)
Cerebro
NH; NH,
Amonio (umol/g)
NH,
0d 7d A (%) \ A
60S 36.4 20.4 - 44 )
Higado
Lactulosa 46.1 38.8 -16

Mizotay col. 1992; Ito y col. 1993

p

Intestino
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B Modulacion del sistema inmune ...
ﬁ\ Ciencias de la Alimentacion

 Elmecanismo de accion no se ha establecido. Hipotesis:

* Las bacterias acido lacticas, la pared celular o los componentes
citoplasmaticos de las mismas penetran en las células epiteliales
intestinales activando el tejido linfatico asociado al mismo
(Manning y Gibson, 2004).

— FI prebiodticas (6 g/L) = El nivel de inmunoglobulina secretora A
tiende a aumentar (Bakker-Zierikzee y col. 2006)

— Menor incidencia de dermatitis atopica (Moro y col. 2006)

— Menor incidencia de infecciones de las vias respiratorias (Bruzzese y
col. 2004)

Aptamill |

eche para la tes
Desde el 1" dia
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Enfermedades intestinales cronicas

Ciencias de la Alimentacion
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« Sindrome del colon irritable (IBS)

* Trastorno funcional del intestino: dolor crénico, recurrente o
malestar abdominal sin anormalidades estructurales.

« Sintomas: distension abdominal, calambres, dolor, hinchazon,
flatulencia y cambios en la frecuencia y la forma de las heces.

 Ingrediente prebiodticos:
Modulan el transito por el intestino,
Disminuye la actividad de putrefaccion,
Previene infecciones gastrointestinales
Mitiga la respuesta inflamatoria.
* Pocos estudios publicados - mejoraron los sintomas

 Son necesarios mas estudios.
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»
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- Enfermedades relacionadas con la inflamacion del colon (IBD) >
colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn

« Causadas por una exacerbada respuesta inmune de la mucosa a
la microbiota gastrointestinal en personas genéticamente
susceptibles.

« Estado de disbiosis = bajas concentraciones de bifidobacterias
en el lumen y la mucosa,

« El uso de prebidticos es prometedor
« Aumenta el nimero de bifidobacterias
« Aumenta la produccion de AGCC
« Favorece la formacion de citoquinas inmuno-reguladoras.
* Numerosos estudios piloto - beneficio potencial
« Ningun estudio a gran escala concluyente.

 Sin problemas de seguridad.
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Ciencias de la Alimentacion

»‘&;/f{i
r
F(,;\\, \

RO
5

« Oligosacaridos prebiodticos: los efectos beneficiosos para la salud son
similares a los producidos por la ingesta de la fibra alimentaria:

* Incrementan el bolo fecal,
* Reducen el tiempo de transito intestinal,
« Controlan el nivel de glucosa
* Modulan el metabolismo de triglicéridos
(Roberfroid y Slavin, 2000; Santos, 2002).
* Ventajas adicionales:
« Requieren una dosis diaria mas baja
« No causan diarrea si se consumen las cantidades recomendadas,

« Son ligeramente dulces, su textura y gusto es mas agradable,
solubles en agua, fisicamente estables y faciles de incorporar en
alimentos y bebidas

(Tomomatsu, 1994).
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CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en

LACTULOSA / GOS DERIVADOS DE LA LACTULOSA

10 g /dia :
- Estimulacion significativa de bifidobacterias

- Disminucion de clostridias (Tuohy y col., 2002)

Inconvenientes
- Sustrato de la microflora en los primeros tramos del colon

- Rapida fermentacion.
- Gran produccion puntual de gas

BUSQUEDA DE NUEVOS PREBIOTICOS
DERIVADOS DE LA LACTULOSA:

Mayor GP por lo tanto fermentaran en zonas mas
distales del colon.
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g | OLIGOSACARIDOS DERIVADOS DE LA LACTULOSA |5 .
%\YE Ciencias de la Alimentacion

IHidrélisis y transgalactosilacion DE_LACTULOSA con
B-galactosidasas de diferente origen

dp-galactosidasa de Kluyveromyces lactis
Up-galactosidasa de Aspergillus aculeatus
Lp-galactosidasa de Aspergillus oryzae

alsomerizacion de galactooligosacaridos (GOS-La)

O Hidrolisis y transgalactosilacion de la lactosa
O Isomerizacion de los GOS obtenidos

(Cardelle-Cobas y col., 2008)
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330 J. Agric. Food Chem, Vol 56, No. 8, 2008

Figure 2. (a~d) Effect of temperature on oligosaccharide production during the enzymatic hydrolysis of lactulose (650 /L) with Pectinex Ultra SP-L (16
units/mL) in 0.1 M buffer phosphate, pH 6.5: (#) 40 °C; (a) 50 °C; () 60 °C. HRTOS, high retention time oligosaccharides; OS, oligosaccharides.
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Tabla R15.- Cambios en las poblaciones 'l:-;-:tlrunu (Log

o) e

Cilulas/mL) de los cultivos fecales in

8 S ot

vitro tras 10 horas de incubacién en presencia de los diferentes substratos ¢ Indice prebidtico

(P1) para dichas muestras.

\E Bacteri ! Bifidobacteri 8 des  Clostridi Fabacteri Lactobacillus  Atopobi P

7,83 (0,16
5,52 (0,29t
561024
5,15 (0,06)
560023

875 jogp

8,41 (0,158
798 (023
5.24 [0,00P
§.15 (006
544 (025p
524 (0201

7,50 fo,12)"
7,25 [o,01 p
7,15 (0,10
782 {021
7,18 007k

718 (0085

5,36 (0,13
8,03 (0,15
7,71 0,46
783 (0,36
5,15 (0,14
735 (0,11
1pid

651028 5250012

755 (0,09
798 (0,15
764 (013
7,76 (0,15
759 (0,184

156 (0,77
826 (021
1,70 (008
01 (023
152028
T ia (005

*Letras distintas representan diferencias sipruficativas con respecto al tiempo 0 (P< 0,05)

56
20,45
563
16,15
1345
1255
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Tabla R19- Acidos grasos de cadena corta (SCFAs) (mM) producidos después de 10 h de
fermentacion con lactulosa; fracciones de oligosacaridos denivados de lactosa (GOS-1, GOS-2) v
lactulosa (GOS-3, GOS-4) y las fracciones de la mezcla comercial VivinalGOS (n=3) (A/P)=
relacion acido acético/acido propionico).

vor -r or or or —wT: Tocd
1 e g e s A/P
oh 350(015) 294(029)  125(004) - - 235(0,15)  7,66*(0,25)
Lactulosa 11,46(457) 2337(501)  11,00(2,65) 17(0,71)  060(020) 2,12(0,03) 45,13*(2,13)
VivinalGOS  12,39(393) 3520(345) 5,76 (4,65) 205(1,17)  025(009)  402(146) 55,65 (5,59)
GOS-1  561(025) 1025(443)  199(0,51) - - 515(0,57) 17,56 (4,54)
GOS-2  10,18(337) 2660(490)  636(347) - 415(1,30)  43,13%(1,02)
GOS-3  1195(249) 32,52(399)  1273(664) - 255(0,88) 57,23 (107)
GOS-4  1201(273) 31,61(3,72 10,54 (4,64 - 299(0,71)  54,16" (524

*Letras distintas representan diferencias signmificativas con respecto al tiempo 0 (P< 0,05)
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\ o OLIGOSACARIDOS DERIVADOS DE LA LACTULOSA

Lu + Aspergillus oryzae

Actividad bifidogénica

Tabla 4. Grado de enriquecimiento (definido como nimero de bandas
electroforéticas correspondientes al grupo de Bifidobacterias tras analisis
de DGGE), asi como los indices de Shannon y Evenness (relativos a la
diversidad poblacional) de muestras procedentes de ciego de ratas

tratadas con una dieta control, lactulosa, GOS-Lactosa o GOS-Lactulosa

tras 14 dias de tratamiento.

Enriquecimiento indice de Indice de
Muestras (wimero de biodiversidad bmdl.\'ers:dnd
bandas Sh Evenness
electroforétdcas) annon
1.20 10 2.3 0.72
1.22 9 2.2 0.69
Control 1.23 10 2.3 0.72
119 8 208 0.65
Media (3D) 9,25 (0.96) 2.22(0.10) 0.70 (0.03)
219 10 2.3 0.72
220 10 23 072
Lactulosa 221 10 23 072
2.23 11 2.4 0.75
Media (SD)) 10.25 (0.5) 2.33(0.05) 0.73 (0.02)
420 13 2.56 081
Gos 422 13 2.56 081
- 423 14 2.64 083
Lactulosa 12 12 2.48 078
Media (SD) 13 (0.82) 2.56 (0.07) 0.81 (0.02)
5.1 9 2.2 0.69
5.6 10 23 072
GOS-Lactosa 5.7 10 23 0.72
5.8 10 23 0.72
Media (SD)) 9.75(0.5) 228 (0.05) 0.71 (0.02)

La Figura 3 muestra los cromatogramas obtenidos tras analisis por GC-MS dsl
contenido en frisacaridos: A) de GOS-Lactulosa en el ileon terminal del grupo de
ratas que consumiercn este producto, B) de GOS-lLactulosa en la dieta
suministrada, y C) de GOS-Lactulosa en las heces del grupo de ratas que

consumiaron este producto.

Capacidad inmunomoduladora

CIAL

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

CSIC

La Figura 10 muestra el efecto de los GOS-Lactulosa en la expresion (mRNA) de

marcadores

inmunclégicos en  secciones  de

ileon

de

los  animales de

experimentacion (ratas Wistar). Los resultados se muestran como expresion

relativa respecto a f-actina.
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Isomerizacion

GOS con cetosas
Fraccionamiento: FSC,
carbon activo, Bio-gel

Trisacaridos Tetrasacaridos

Monosacaridos Disacaridos
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OLIGOSACARIDOS DERIVADOS DE LA LACTULOSA

| &4

* \ia isomerizacion
— Lactosa = lactulosa
— Galactosa - tagatosa

¥ Los cambios conocidos son positivos:
+ Lactulosa = prebiotico reconocido

+ Tagatosa,

r Favorece la produccion de acido
butirico, metabolizado por el epitelio del
colon y regulador de su desarrollo celular
(Salminen y col. 1998, Bertelsen, Jensen y
Buemann, 1999)

oH CH,OH
CH:OH

HO Io] aH O

OH oH
CHyOH

CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion
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Oligosacaridos de la leche humana (HMOS) | ...

Ciencias de la Alimentacion

- La leche humana contiene un gran numero de oligosacaridos
iIncluyendo GOS. Tienen un DP 3-10 (8-12 g/L)

- Sus estructuras no son totalmente conocidas pero se sabe que estan
formados por unidades de glucosa, galactosa, fucosa, N-acetil-
galactosamina, N-acetil-glucosaminay acido sialico

- En contraste, la leche de vaca contiene muy pocos oligosacaridos

- Se ha demostrado que los HMOs son un factor muy importante para el
control del desarrollo intestinal de los bebés

-- Efectos sistémicos en el torrente sanguineo
* Selectinas antiinflamatorio
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sialyllactose or fucosyllactose, or complex high-molecular-weight glycans.

Figure 1 Structural composition of milk oligosaccharides. Milk oligosaccharides can be short-chain trisaccharides, e.g.,

oM I T8 BoACO

sialyllactoses fucosyllactoses
™ 51-4 :‘l 1-4
Sia a2-3/6 Gal p1-4 Gic Fuc a1-2/3 Gal 14 Glc
complex milk oligosaccharides
Sia a2-36 41 , .
[ 1-3 13~ 014
A p1-4 p16
Fuc a1-2/34 n1-15

( Gal $1-3/4 GIlcNAG ), $1-3/6 Gal i 14 Glc

Monosaccharide key
® o« glucose
Gal galactose
[l GkNAc  N-acetylglucosamine
A Fu fucose
® se sialic acid
(hare N-acety: or N-ghycoy-
neuraminic acd)

pathogen

bacterial lectin
“glycocalyx” @
L 4

Efecto prebidtico
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B8 Obtencion de otros Galactooligosacaridos :uumes:

%.d*é\\w

Enzima sustrato Galactooligosacaridos
a-galactosidasa Melibiosa a-D-gal-(1—6)-a-D-gal-(1—6)-a-D-glu
(Candida guillermondi) Lactosa a-D-gal-(1—6)-B-D-gal-(1—4)-a-D-glu
Maltosa a-D-gal-(1—6)-a-D-glu-(1—4)-a-D-glu
Sacarosa a-D-gal-(1—6)-a-D-glu-(1—2)-p-D-fru
B—galactosidasa (Aspergillus Lactosa B-D-gal-(1—6)-D-glcNAC

oryzae, E. coli) " B-D-gal-(1—4)-D-glcNAc

N-acetil-lactosamina

B—galactosidasa Lactosa B-D-gal-(1—8)-NeuAC

(Bacillus circulans) 5 B-D-gal-(1—9)-NeuAC
Ac. Acetilneuraminico B-D-gal-(1—3)- B-D-gal (1—8)-NeuAC

B—galactosidasa Lactosa B-D-gal-(1—3)- glcUA
+ B-D-gal-(1—4)-B-D-gal-(1—3)-glcUA

(Bacillus circulans)
Ac. Glucurédnico
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- Synthesis and Characterization of a Potential Prebiotic Trisaccharide
from Cheese Whey Permeate and Sucrose by Leuconostoc
mesenteroides Dextransucrase

Marina Diez-Municio,” Antonia Montilla,” M. Luisa ‘]inmam-::n,t Nieves Corzo,” Agustin Olano,”
and F. Javier Moreno®"

N
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- Sacaro!
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Figure 3 HPAEC-PAD profile of transglyc csflation reaction based on sucrose:dactose (30%:30%) catalyzed by destramsucesse from L mesenteraides
B312F (0.8 UmL™") at 30 °C, in 20 mM sodium acetate bufer at pH 52, for 24 b Labeled peaks are as follows: 1, glacose; 2, fructose; 3, lencoose;
4, lactose; and 5 (2-a-pglocopywranosyl-lactose. *The inset shows 3 zoom area of the eluted minor acceptor-resction produds of degree of
polymenzation above 3.
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ciaAL  CSIC

¥, Isomalto-oligosacaridos (IMOS)
% Ciencias de la Alimentacion

-- Se producen a partir del almidon utilizando dos etapas enzimaticas
N (Showa Sangyo Lta)

o-amilasa B-amilasa (maltosa)
s Malt00lig0sacaridos s  (IMOS)
a-glucosidasa (a-1,6-glucosa)

almidon
-- Mejoran las caracteristicas higroscopicas y reoldgicas de los productos a los
gue se incorporan

-- Previenen la caries: inhiben la sintesis de glucanos por parte de
Streptococcus mutans

Presentes en soja, miel, sake

Parcialmente digeridos
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: — csIC
.Y Maltooligosacaridos (MOS) =l
s B

-- Son carbohidratos que tienen 2-7 unidades de glucosa unidas por a-1, 4

® CH,OH °CH,0OH

Maltose

-- Su ingestion mejora el estado del colon en el hombre

-- Jarabes ricos en maltotetraosa reduce niveles intestinales de
Clostridium perfringensy enterobacterias

-- Son hidrolizados por enzimas digestivas: no son considerados
prebidticos estrictos

-- Alta solubilidad, viscosidad elevada, bajo poder edulcorante, no son
higroscopicos:
-- Aglomerantes
-- Sustitutos de grasas
-- Mejorantes de textura
-- Espesantes


http://www.hobbybrouwen.nl/artikel/maltose.JPG
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Xilooligosacaridos (XOS)

-- Son polimeros de D-xilanos formados por B-1, 4 xilosas

HO Ho

xylooligosaccharides

(n equals the number of xylose units)
H.OH 3

-- Presentes en bamboo, mieles, frutas...

-- Se producen a partlr de mazorcas de maiz, madera, paja, bagazo, salvado
| ‘ xilanasas Uso

||~Fracuon soluble| 1 mmm) 5jimentario

Hidrotermolisis ( )

-- En humanos se ha visto que aumentan el nimero de bifidobacterias

-- Resultados contradictorios en ratones

CSIC
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B Oligosacaridos de la soja (SOS):
) a~-galactosidos
Soja Proteina de soja
Suero de soja @;‘p
Monosacaridos Disacaridos
-glucosa -sacarosa
-fructosa

Sacarosa + n Galactosa (a-1-6)
- rafinosa s | NO digeridos en el TGI superior
- estaquiosa llegan intactos al colon

- verbascosa, ajugosa 5

-- Ensayos /n vitro e in vivo han indicado un aumento en el nUmero de
bifidobacterias tras su ingestion



http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

g Caracter prebiotico de CIAL CSIC
B distintos oligosacaridos e e
Recuento bacteriano (log,,ufc/g) durante la fermentacion de
distintos prebioticos en cultivo durante 5h / 24h con heces.
Grupo Inoculo FOS Inulin XO0S Lactulosa IMO GOS SOS
Totales 10.62 10.88/10.72 10.98/10.60 10.90/10.65 10.81/10.62 10.81/10.57 10.86/10.65 10.88/10.51
Bifidobacteria 9.61 10.28/10.23 10.20/10.06 10.42/10.26 10.40/1035 10.37/10.35 10.33/10.33 10.39/10.27
Clostridios 9.08 9.76/8.70 9.40/8.92 9.64/8.90 9.47/8.70 9.04/8.79 9.26/8.43 9.24/8.58
Bacteroides 9.51 10.15/9.77 10.01/9.76 10.07/9.85 10.09/9.72 10.05/9.80 10.01/9.70 10.03/9.81
Lactobacilos 9.08 9.52/9.07 9.02/9.06 8.93/8.94 8.88//8.89 9.03/8.77 9.03/8.7 9.23/9.13
Estreptococos 8.46 8.75/8.57 8.71/8.67 8.67/8.77 8.34/8.44 8.61/8.5 8.56/8.43 8.48/8.49
Coliformes 8.25 8.57/8.49 8.86/8.78 8.61/8.26 8.69/8.33 8.50/8.24 8.52/8.10 8.47/8.15

C.E Rycroft y col. J. Appl. Microbiol. 91, 878 (2001)
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Caracter prebiotico de CIAL © CSIC
distintos oligosacéaridos e

IP determinado en CULTIVOS al 1%, pH 7.0

Carbohidrato

FOS

Inulina

XOS

Lactulosa

IMO

GOS

SOS

Rycroft y col. J. Appl

( 5 horas)

. Microb., .91, 878 (2001)

IP

( 24 horas)

2531

1.82

230

4.90

895

3.76

4.36
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Caracter prebiotico de CIAL
%«‘\{dzf . = = 7 . Inistitz._lto de Inves_tigacién. en
iy distintos oligosacaridos
Produccidon de acidos grasos de cadena corta y acido
lactico (mmol/l) durante la fermentacion de distintos
prebioticos en cultivo durante 5h / 24h con heces.
Acido FOS Inulin XOS$ Lactulosa IMO GOS SOS
Lactico | 3.7/10.12 [4.71/12.09]7.30/17.91(7.72/24.34| 7.6/10.35 [10.17/23.0| 9.64/8.90
Propidnico | 2.14/6.96 | 2.27/7.59 | 5.39/7.21 | 2.82/7.43 | 4.99/5.22 | 5.21/5.22 | 5.58/5.64
Acético |18.75/29.1]14.76/22.2|15.15/26.7 |17.78/38.9 | 33.69/39.4 20.11/36.0 | 18.92/32.8
Butirico | 1.34/3.50 | 2.20/4.20 | 1.73/1.75 | 1.58/1.51 | 1.65/1.52 | 1.52/1.15 | 1.52/1.20

Fructo-oligosacéaridos (FOS); xilo-oligosacaridos (XOS); Isomalto-oligosacaridos (IMO);
galacto-oligosacaridos (GOS); Oligosacaridos de soja (SOS)

C.E Rycroft y col. J. Appl. Microbiol. 91, 878 (2001)

CSIC
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Caracter prebiotico de
distintos oligosacaridos
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i i la Alimentacion

LOS PREBIOTICOS EN LA INDUSTRIA
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: . ClIAL CSIC
Alimentos funcionales

Futuro muy prometedor, los problemas de salud crecen

Enfermedades con importante componente dietético -
cardiovasculares, cancer de colon, osteoporosis, obesidad

Estudio del impacto de la dieta en la salud
Preocupacion por el bienestar y la dieta
Alimentos funcionales en 2002 = 50 billones de
dolares (Playne y col. 2003)

[jg/(t.' (4 }[[‘}
u;&&“‘”" "y
N — ﬂ |
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e 2 - . claAL  CSIC
Los prebioticos en la industria

Ciencias de la Alimentacion

'.-‘49,__'/’4 -
fd 6N
e

&Y
3
[

« Binomio alimentacion-salud
« Paises industrializados: avances tecnologicos y nuevos
conocimientos cientificos = produccion de alimentos funcionales
« Paises en desarrollo: alimentos con potencial para prevenir
enfermedades como las infecciones intestinales
« Multiples posibilidades:
* Ingredientes con actividad biologica
« Eliminacion o modificacion de constituyentes
« Amplia gama de productos comercializados (Olano y Juarez,
2005).
« Los consumidores necesitan informacion
« Criterios cientificos en los que se basan sus potenciales
beneficios para la salud
* Propiedades de cada alimento
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- =5 : : CIAL CSIC
Alimentos para la funcion gastrointestinal ...«

encias de la Alimentacion

Interés hacia la funcion gastrointestinal (afios 90)

Entrada masiva en el mercado

Lactobacilos

Carbohidratos

. Bifidobacterias
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ciaAL  CSIC

g%; Composicion de lactulosa comercial s .
: agua
siropes

Otros carbohidratos

lactulosa

Productos
en polvo

0 50 100
concentracion ( % , w/w)
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| cliaL  CSIC
ke C = mw s ogm Instituto de Investigacion en
%ﬁ% Alimentos simbioticos con lactulosa

* Yogures LB con lactulosa, aumentan el nUmero de L acidophilusy
B bifidumy puede prevenir la flatulencia. Laxante suave
(Ozer, Akin y Ozer, 2005)

* Leche fermentada: desnatada concentrada (11% lactosa):
B infantis (dosis terapeutica:107ufc/mL) = 2.10%ufc/mL)

GOS 11g/L GOS (Roy y col, 2002)
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/= Applications of lactulose

Food and nutrition

- infant formula
- health foods

Infant formula Soft drink
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ciaAL  CSIC

Productos con lactulosa

Ciencias de la Alimentacion

e Example of product

ITROFTTRIiT

M
L%"Eée

S VLS

2T RN Bk

I—=Ik

szUTBLLOL
REGIERR geenRES

L4, TTL e i
Lactage /v n

4g Lactulose
350mg Calcium
175mg Magnesium
/2 sachets/day
For postmenopausal women


http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

/= Applications of lactulose

Pharmaceuticals
- for hepatic encephalopathy
- for chronic constipation

Powder form
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/e Applications of lactulose

Animal feed
- piglets
- cattle
- dogs and cats

Dog food Cat milk
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Glicosidasas. Preparados enzimaticos [CAL ©>I¢

Instituto de Investigacion en

co m e rc i a I eS Ciencias de la Alimentacion

-
“‘\

\ S 1
B

« Glicosidasas: microorganismos, plantas y animales, dependiendo
sus propiedades de su origen (Mahoney, 1998).

« Microorganismos, ventajas: facil manipulacion, gran velocidad de
multiplicacion y gran rendimiento en la produccion.

 fB-galactosidasas
« Kluyveromyces latis: Maxilact (DMS Food Specialities) y
Lactozym (Novozymes)
« Aspergillus oryzae.: Biolacta
« Bacillus circulans: Biolacta

 PB-Fructosidasas:
« Aspergillus aculeatus: Pectinex Ultra SP-L
(Novozymes).Extracto multienzimatico (actividad
pectinolitica, B-galactosidasa, fructosidasa...)
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B-galactosidasas. Preparados ClAL CSIC

enzimaticos comerciales

Ciencias de la Alimentacion

Preparados enzimaticos comerciales con actividad B-galactosidasa

Obtencion leches bajas en lactosa

\
Maxilact (DMS Foods Specialities) |  Extractos puros de p-galactosidasas de
\  Kluyveromyces lactis

Lactozym (Novozymes)

Biolactasa-NTL (Biocon) = Bacillus circulans

Lactase 14DS (Biocon) = Aspergillus oryzae %;
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Tabla I5. — Galactochgosaca ' ales (medificade de Gibsen y cel., 2000).
Contenmido en

Producto esentaclorn oligosacaridos (p/p) Fabricante
Jarabe (75% de . ;
. . 57% (jarabe) Friesland Food
Vivinal GOS carbohidratos) 29% (polvo) Domo, Netherlands
Folvo
Bimuno Polvo y Jarabe 52% (polvo) Clasade Ldt.
. Jarabe (75% de W alult Honsha Co.
Oliromate 55 55%
£ € carbohidratos) - Ldt, Japan
Yalkult Honsha Co.
Oligomate 35P Polvo ~55% Lid I::a:
TOS-100 Polve ~99% Y“l“;j‘: f;’“Sh“ Co.
apan
Nissin Sugar
. Jarabe (75% de .
Cup-Oligo H-70 : T0% Manufacturing Co.
tos) Ltd, Japan
Nissin Sugar
Cup-Olhgoe P T0% Manufacturing Co.

Ltd, Japan
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INDUSTRIAS: mezclas de tri-, tetra-, penta-, hexa-sacaridos

B-Galactosidasas de distinto origen:

BIMUNO: Bifidobacterium bifidum : GOS enlaces B(1—3)

CUP-OLIGO: Cryptococcus laurentii GOS con enlaces

VIVINAL GOS: Bacillus circulans B(1—4)

OLIGOMATE Asperqgillus oryzae y Streptococcus

thermophilus: GOS con enlaces B(1—4)
B(1—06)
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CIAL CSIC
GOS comerciales instittode invesigacion o

Mezclas de GOS obtenidas

- -

Disacaridos DP 3-6

Alolactosa l

Otros : ot
Trisacaridos

4’-galactosil-lactosa
6’-galactosil-lactosa

Ejemplo, Oligomate 55 (Aspergillus oryzaey Streptococcus thermophilus):
Puede utilizarse como conservador: viscosidad y presion osmotica

-36% de tri-, tetra, penta- y hexagalactooligosacaridos,

-16% de disacaridos galactosa-glucosa, galactosa-galactosa

-38% monosacaridos ,
-10% de lactosa JAPON: Yakult Onza y Snow Brand

EUROPA: Borculo Whey Products
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-- Mezclas muy estables a la temperatura y el pH

- 160°C 10 min pH 2
- Almacenamientos largos a temperatura ambiente (pH acido)

-- Mayor estabilidad que los FOS

-- Reaccion de Maillard no parece afectar a la actividad prebidtica
(Hernandez-Hernandez, 2011)

-- Se utilizan como edulcorantes solos o en productos lacteos fermentados,
pan, mermeladas, bebidas...



http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

@g‘{ Alimentos con GOS Tl T
® |Leche concentrada baja en
lactosa y con GOS; lactosa

inicial 16,7 %, Aspergillus
oryzae S
(Chen, Hsu y Chiang, 2002) \(_‘

® Mazada en polvo con GOS,
lactosa inicial: 24,1%;
Kluyveromyces lactis

(Curda y col. 2006)

® Leche baja en lactosa (90%
hidrolizada) - 10 g/L GOS

(Ruiz-Matute y col. 2012)
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;,%3 INULINA Y OLIGOFRUCTOSA

e Europa - Orafti, "BENEO™”

ciaAL  CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

— En el envase aparece: “garantiza que ese producto contiene la
cantidad suficiente de inulina y oligofructosa para tener un efecto

positivo en tu sistema digestivo”.

apisérum m
i
e
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CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en

% AI i m e ntos Si m b i 6ti COS Ciencias de la Alimentacion

-- Mezclas de pro y prebioticos = afectan beneficiosamente al huésped
mejorando la supervivencia e implantacion de los probidticos y de la flora presente
en el tracto gastrointestinal

-- No se han caracterizado con detalle

-- Pueden tener efecto sinérgico

-- La mayor parte de las combinaciones: oligofructosa

-- En Japdn y Europa se estan empezando a comercializar leches fermentadas con
probioticos y GOS o lactulosa adicionados

-- Bifidobacterias + FOS 6 GOS reduce el cancer de
colon en animales de experimentacion mas
eficazmente
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—<— B infantis ufc/g —— B infantis %GOS
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- Ingesta de prebioticos

I \, X o . A . <
3 Ciencias de la Alimentacion
s

"y

¢

e Administracion de los prebidticos, aspectos de
seguridad

— Consumo excesivo (> 20g/dia en adultos) = diarrea
osmotica, molestias intestinales, flatulencia

— Dosis segura ~0,3 g/Kg peso corporal
(Tuohy y col. 2003)

— Ingestas de 10 g/dia de oligosacaridos no provoca efectos
secundarios importantes

(Bouhnik y col. 2004):

Oligosacdrido Exceso de Hinchazén  Expulsion de Dolor
flato gases abdominal

Placebo 2.63 0.25 2.25 1.25
FOS 3.88 2.38 2.25 1.50
Inulina 5.25 2,63 1.13 1.25
GOS 3.63 1.38 0.75 1.00
Lactulosa 5.75 1.63 1.13 1.25

0, sin sintomas; 1-7, medios; 8-14, moderados; 15-21, severos
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Ingesta de prebioticos o —

Ciencias de la Alimentacion

- Dosis adecuada para dar lugar a propiedades bifidogénicas:
- Varia dependiendo del tipo de oligosacarido

< 15 g/dia incremento de bifidobacterias en el colon

- Efecto bifidogénico:
- Nivel inicial de bifidobacterias
- Edad del individuo = Ancianos: 2,5 g/dia GOS
- Estado de salud = Individuos sanos: 10 g/dia GOS

- Cuestion: tiempo que persiste el efecto bifidogénico (Bouhnik y col., 1997).
- En animales hasta que deja de administrarse el prebiotico (Santosy
col., 2006).
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TENDENCIAS EN INV,ESTIGACI(')N SOBRE
PREBIOTICOS

flora intestinal salud
prebidticos

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion
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s Posibles lineas de evolucion AT

ESTRUCTURA/FUNCION: Influencia de los enlaces glicosidicos

= Busqueda de nuevos oligosacaridos con propiedades prebidticas
mejoradas:

& Qligosacaridos con la misma configuracion anomérica pero distinto
enlace glicosidico poseen diferentes propiedades de fermentacion.
No todos los monosacaridos actuan del mismo modo con respecto
a la flora intestinal y sus rutas metabodlicas varian con las especies

= Jransgalacto-oligosacaridos (TOS) con enlaces B(1-6) y B(1-3) han
mostrado ser selectivamente fermentados por bifidobacterias de
forma mas rapida que oligosacaridos con enlaces B(1-4)
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Posibles lineas de evolucion

Ciencias de la Alimentacion

ESTRUCTURA/FUNCION: Influencia del peso molecular

* Polisacaridos: son fermentados por las bacterias del colon y actuan
como fibra, pero no son nhecesariamente selectivos.

e Prebioticos: son oligosacaridos con excepcion de la inulina.
e FOS se metabolizan mas rapido que la inulina.
e Xilano: no se metabolizan selectivamente en el intestino. Los

xilo-oligosacaridos, son prebioticos comerciales en el mercado
japonés.

e IMOs de DP3 tienen mayor actividad prebiotica que IMOs de DP2.

e Determinadas especies de Lactobacillus y Bifidobacterium no son
capaces de wusar FOS DP5, aunque pueden emplear los
correspondientes tri- y tetrasacaridos.
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e Mezclas de prebioticos para su uso secuencial por
parte de la microflora:

— La actividad bacteriana varia segun los sustratos
disponibles, el potencial red-ox, pH, O, presente

Colon ascendente:
abundancia de
nutrienfes, crecimiento _
rapido, produccion de
AGCC - pH dcido

{ Colon descendente:
. menos nutrientes,

{ / «— menor crecimiento,
mayor pH
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Ciencias de la Alimentacion

e Mezclas de prebioticos para su uso secuencial por
parte de la microflora

— La dosis y el pH del medio afectan a la actividad de
los prebioticos (Palframan, Gibson y Rastall, 2002)

Sustrato Condiciones incremento ufc/mLOhy 24 h

(pH / p/v) Totales Bifidobacterias Bacteroides Lactobacilos Clostridia IP
FOS 6.8/ 1% 0.28 0.63 -0.24 0 0.04 1.73
GOS 6 /2% 0.42 1.19 -0.20 -0.20 0.18 5.19
Lactulosa 6 /2% 0.39 1.05 -0.31 0.15 0.11 4.68

® FI con mezclas 9/1 de GOS/inulina = determinacion de la
zona de influencia en el colon

* Estudio de condiciones optimas de actuacion de otros
prebioticos =» asociaciones sinergicas y alcance
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e Optimizacion del proceso de obtencion de GOS

— Enzimas mas eficaces = GOS > GP y > rendimiento

e Glicosintasas —~ sintetizan oligosacaridos sin hidrolizarlos
(Jakeman y Withers, 2002, Perugino y col. 2005)
— Busqueda de nuevas glicosintasas - relacion k;,,./Ki;,0>20
— Sustratos - azucares no modificados

e Glicosiltransferasas, estereoespecificas, altos rendimientos
(Barreteau, 2006)

— Enl cultives ealulziras — czleslr corrle) stistrziie)

— Acoplamiento de reacciones para eliminar lactosa

— Sistemas de inmovilizacion sin problemas de transferencia de
masa.
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Ciencias de la Alimentacion

— Previenen la adhesion de patogenos a la pared intestinal (Kunz y
Rudloff, 2006)

— Para FI maternizadas

— Combinacion de enzimas: glicosiltransferasa y B-galactosidasa en
cultivos celulares y monomeros simples como sustratos

SCH OH ='*c|-|3
= H
4= H 1 A 1
CH iH H
H .y
Glucoss Galactosa Fucoss
Monomeros presentes CH_OH

en los oligosacaridos de HO

Leche humana HO
COoH
i
I'- hu
iH
=5 N=g—CH,
4] H 3
N-Acetyl-glucozamine M- Acatyl-galactosamine M-Acatyl-ne uraminic acid

= sialic acid
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Técnicas Peso molecular Enlaces y/o
composicion

Carbon activo
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e Efecto de los prebioticos en el metabolismo a nivel de
especie.
— Desarrollo de alimentos simbioticos con prebioticos y
probidticos especificos = mejorar supervivencia de
probidticos (Hernandez-Hernandez, y col., 2012)

* Estudio de especies de otros géneros beneficiosos, como
eubacterias productoras de acido butirico, hay cepas
proteoliticas
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CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

G Tendencias en investigacion sobre prebioticos

-- No se debe hacer generalizaciones para todos los prebidticos ni todas las
personas:

-- Elaboracion de ingredientes especificos segun la edad

10 L

Para ancianos =» disminuye el  |::
numero de bifidobacterias a partir |-
de 55-60 anos

=%
T

=)
T

Fig. 1. Cambios de la flora intestinal desde el nacimiento has-
ta la vejez (Mitsuoka, 1984).

-- Personas con enfermedades gastrointestinales
-- Mujeres postmenopausicas

-- Estudio de sustratos enddgenos con propiedades
prebidticas (mucinas) para mimetizarlos
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Instituto de Investigacion en

&l‘é’ = = = LY 4 L 4 - Ciencias de la Alimentacion
% Tendencias en investigacion sobre prebioticos

=> Efecto de los prebidticos sobre:

* Fisiologia del huésped:

-« Desarrollar métodos aplicables al estudio de la microflora en
humanos

« Caracterizar la microflora normal y sus actividades en personas
sanas de todas las edades

- Identificar cambios en la composicion de la microflora y actividades
asociadas con las principales disfunciones del intestino

- Identificar factores dietéticos que conducen a cambios en la
microflora y los mecanismos que conducen a una mejora de la
salud.

* Flora la mucosa gastrointestinal:
- Desarrollar nuevas metodologias para estudiar la funcion y
cambios en la mucosa en humanos
« Caracterizar la flora asociada con la mucosa sana
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%° Tendencias en investigacion sobre prebioticos
=>» Produccion de AGCC por la flora intestinal:

* Mecanismo de produccion de las poblaciones bacterianas
intestinales anaerobias, porqué producen diferentes cantidades y
proporciones de AGCC

- Papel del butirato en la diferenciacion celular y el crecimiento de las
células epiteliales del intestino, particularmente los genes implicados y
la respuesta de los mismos

- Papel del acetato en el metabolismo y su regulacion

- Velocidad de produccion de AGCC /n vivoy su relacion con la
produccion de hidrégeno y el crecimiento microbiano.
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&ﬁ Instituto de Investigacion en

Ciencias de la Alimentacion

® Tendencias en investigacion sobre prebioticos

- Dieta, cancer y sistema inmune:

-Determinar el papel de la flora con respecto a la carcinogénesis
-Mecanismos de modulacion por prebidticos y probioticos
-Desarrollo de nuevos biomarcadores de carcinogénesis colorectal

*Influencia de la dieta y de la flora en alteraciones del DNA en la mucosa
intestinal.

Estudio del tejido linfocitico asociado al intestino (GALT), herramientas
para su analisis

Estudio de la influencia de los factores dietéticos vy la flora intestinal sobre
la regulacion de la funcion inmune en individuos sanos y enfermos

Desarrollo de biomarcadores para la funcion inmune


http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72

CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

¥
% Tendencias en investigacion sobre prebioético

Modo de actuacion de los prebioticos:
« El consumo de ingredientes bioactivos benefician la salud
« Numerosos estudios /in vitro, con animales y clinicos

- El mecanismo de actuacion no esta en muchos casos consolidado.
- Complejidad de las multiples interacciones entre los
constituyentes de los alimentos durante el proceso digestivo y las
repercusiones en el metabolismo de los mismos
« Los diferentes estilos de vida, edad, estado de salud y habitos
alimentarios entre poblaciones e individuos

« Un ingrediente bioactivo no es necesariamente eficaz para todos
los consumidores

« Multitud de aspectos de la relacion alimentacion/salud requieren
investigacion

En resumen = La modificacion de la flora mediante la
dieta ofrece una gran oportunidad para el desarrollado de
alimentos funcionales
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- CSIC
Herramientas para el desarrollo de !

Prebioticos

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion
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— Técnicas biotecnologicas para su obtencion
— Conocimiento del metabolismo de los oligosacaridos
por parte de la microflora intestinal

V,: Colon ascendente L

V,: Colon medio !-+
V5: Colon descendente 3

— Técnicas moleculares para el
analisis de la microflora intestinal

— Técnicas analiticas mas potentes
(HPAEC-MS; HILIC-MS)


http://images.google.es/imgres?imgurl=http://jarrowprobiotics.com/images/human-digestive-tract_iStock_000006470831XSmall.jpg&imgrefurl=http://jarrowprobiotics.com/how_prebiotics_work.php&usg=__QiV9DLzPvrcZdjRJ4CRYJInuKzY=&h=400&w=300&sz=64&hl=es&start=85&tbnid=2BcBePTN5cDJYM:&tbnh=124&tbnw=93&prev=/images?q=galactooligosaccharides&gbv=2&ndsp=18&hl=es&sa=N&start=72
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FERMENTACION

ciaAL  CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion

Cultivos puros Cultivos mixtos

- Informacion del comportamiento
individual de las bacterias

Microorganismos del TGI

- Competitividad bacteriana

(beneficiosos y perjudiciales) Inoculos fecales
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.; TECNICAS LA DETERMINACION DEL CARACTER
%?3 PREBIOTICO: ESTUDIOS IN VITRO

Sistemas de
cultivo

Disolucion ’@ Carbohidratos

Heces + PBS
(1:10)

Medio basal

ciaAL  CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion
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o TECNICAS LA DETERMINACION DEL CARACTER
U PREBIOTICO: ESTUDIOS IN VITRO

- Quimiostato,

 Sistema modelo del intestino
 Proximal, transversal y distal

- Ajuste de los parametros fisico-
quimicos
« Validado

CIAL CSIC

Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacion
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Instituto de Investigacion en

e PREBIOTICO: ESTUDIOS IN VIVO

- Experimentacion animal: ratas, ratones, cerdos, primates,...
« Gnobidticas
« Inoculadas con flora fecal humana (HFA)

« Estudios en humanos:
« Inconveniente >solo se dispone de las heces
* No representativas de todo el intestino
- Dificiles de analizar = Técnicas de Biologia Molecular

:

1}

« Pacientes con ileostomia conocimiento de la
absorcion y/o degradacion de prebioticos en el
estdmago y en el intestino.
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TECNICAS LA DETERMINACION DEL CARACTER

ciaAL  CSIC

Instituto de Investigacion en

PREBIOTICO: ESTUDIOS IN VIVO

e Ensayos clinicos aleatorios y controlados (RCTs) para el
estudio de:

— La absorcion de minerales

— B
—S=
—=E

metabolismo lipidico
cancer de colon
sistema inmune

— Dosis efectivas en cada caso

Para obtener evidencias de los efectos beneficiosos de
los prebioticos son necesarios mas ensayos clinicos
randomizados doble ciego con placebo y controlados
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)| TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA LA [clAL CSIC

Instituto de Investigacion en

%% | DETERMINACION DE POBLACIONES BACTERIANAS | i

« Técnicas tradicionales de recuento en cultivos

« Muchos microorganismos no pueden ser detectados, no todas
las bacterias son cultivables

« Técnicas de Biologia Molecular: proporcionan mayor informacion y
fiabilidad. Usan como moléculas diana el ARNr 16S

« Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real
(q-RT-PCR)

 Fluorescencia con hibridacion /n situ (FISH): filogenia,
morfologia, localizacion, abundancia y actividad de las bacterias.
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Instituto de Investigacion en

DETERMINACION DE POBLACIONES BACTERIANAS | a5

Bacterias totales
4, 6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI)

Bifidobacteria
Tincion fluorescente Cy3
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CIAI. CSIC

;,gv Analisis y caracterizacion de carbohidratos ...

d la Almet

e Complejo = variedad de estructuras, isomeros, ramificaciones

e Analisis, técnicas de separacion

— Cromatografia de gases (CG)
e Resolucidn y sensibilidad

¢ Columnas convencionales:
— 25-30 m, T max 320°C =» 600 Da, GP 3-4
(Knudsen y Li, 1991; Smart, 1991,
Stevenson y col. 1996)
— 8-10m, Tmax 360°C = 1200 Da, GP 6-7

(Karoutis y Tyler, 1992, Montilla y col. 2006)

® CG de alta temperatura:

pA

250 7
200 7
150 1

100 7

0

) 11 12

10 15 20 24 30 35 40 min

— Columnas de alta estabilidad térmica (T max 480°C) recubrimiento < 0.05 yum = 2500

Da, GP 12-14

(Carlsson y col. 1992; Joye y Hoebregs, 2000)

— Separacion por peso molecular y enlace glicosidico = Metilacion

= { &

“
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| CIAL CSIC
BS Analisis y caracterizacién de carbohidratos sz

e Teécnicas espectroscopicas = analisis 5
estructural s
— Resonancia Magnética s o
Nuclear

(Prakash y col. 1989; Kimura y col. 1995; Yanahira y
col, 1995, Onishi y col. 1996, Perrin y col. 2000,
Bridiau y col. 2006; Moniilla y col. 2009)

- Espectrometna de masas
e ESI - oligos. permetilados, ESI-Q-ITMS
Weiskopf y col. 1997
- oligos. leche humana, ESI-TOF, Bahr y
Karas, 1999

© MALDI - oligos. de gentibiosa, MALDI-TOF,
Sanz y col. 2006

o CG/MS — Sanz, Sanz y Martinez-Castro, 2004

° CL/MS — Bruggink y col. 2005
o HILIC/MS - Hernandez y col. 2012
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