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1. RESUMEN

En nuestro intestino habita una gran variedad de microorganismos a los que denominamos
microflora intestinal o microbiota intestinal. Estos juegan un papel crucial en una
interrelacién constante con el hospedador y son capaces de digerir algunas moléculas que
nuestro organismo no es capaz, a las cuales denominamos prebidticos.

Los prebidticos tienen diferentes estructuras quimicas, pero en su mayoria son
oligosacdridos, los cuales son polimeros formados de dos a diez unidades monosacaridicas.
Debido a su importancia fisioldgica, se ha puesto un gran foco de interés en estas moléculas,
para poner de manifiesto sus efectos beneficiosos, cudles son las moléculas que demuestran
tal accion y ademds donde se centrara esta revision: cémo producirlas a nivel industrial para
poder utilizarlas.

Existen dos métodos principales de sintesis para todo este grupo de sacdridos, la sintesis
quimica y la sintesis enzimatica. Esta, demuestra numerosas ventajas frente a la primera, ya
que la sintesis quimica requiere una multitud de pasos, protecciones y desprotecciones
principalmente, y por lo tanto un bajo rendimiento y una gran cantidad de residuos. La
sintesis enzimatica mejora esta situacién con especificidad, altos rendimientos y disminucién
de los residuos.

2. OBJETIVOS

Por todo esto, centraremos el objetivo de este trabajo en la revisiéon de los procesos de
sintesis enzimatica de prebidticos con sus pros y contras. Ademas de las diferentes
estrategias utilizadas tanto a nivel de investigacién basica como industrial para fabricarlos.

3. METODOLOGIA
Para este trabajo se ha llevado a cabo una busqueda bibliografica en las bases de datos
Pubmed, Scielo, Scopus y Google Scholar. Ademas se han utilizado libros especializados en
los temas a tratar. A través de estos, se ha obtenido toda la informacion necesaria para
realizar la revision.

4. INTRODUCCION
Los hidratos de carbono son moléculas que se clasifican atendiendo a su tamafio molecular o
grado de polimerizacidon en: monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos o polisacaridos. Asi
mismo, se pueden subdividir en digestibles y no digestibles (1). Los oligosacaridos no
digestibles (NDOs) son los que demuestran actividad prebidtica, en general y se pueden
obtener por diferentes métodos (2).
Los NDOs son fermentados por la microbiota intestinal favoreciendo un crecimiento
selectivo de bacterias beneficiosas (bifidobacterias y lactobacilos), estas generan acidos
grasos de cadena corta (small chain fatty acids, SCFA) que reportan efectos beneficiosos
para la salud. Los SCFA disminuyen el pH intestinal, protegiéndolo de bacterias perniciosas
sensibles a medios ligeramente acidos. Dentro de los SCFA, el butirato ha demostrado
proteger al individuo frente al cancer de colon (3).
Por lo tanto, todos los prebidticos demuestran unas caracteristicas comunes, que son:

1. No se digieren ni se absorben en los primeros tramos del intestino (3).

2. Son el sustrato para una variedad reducida y especifica de microorganismos

beneficiosos para el huésped (3).
3. Estimulan especificamente el crecimiento de las cepas favorables para la salud (3).




4. Son compuestos con actividad reguladora en la composicién de la microbiota
intestinal (3).

Los NDOs pueden ser obtenidos de diferentes origenes naturales como microalgas marinas,

algas y agro-alimentos convencionales, siendo estas fuentes sostenibles y de escaso coste

(5).

5. EVOLUCION DEL TERMINO: “PREBIOTICO”

Este conjunto de moléculas han generado gran interés por todas las propiedades
beneficiosas que han demostrado poseer. Este interés viene de ambitos tan variados como
la nutricién, la medicina y la industria alimentaria. A lo largo de estos afos, expertos en el
tema han intentado definir este concepto, con el objetivo de atribuirle todas sus
caracteristicas. Debido a la no unanimidad en la definicién, esta ha ido evolucionando con
los afios, existiendo a dia de hoy, aun el debate (13).

En 1995, Gibson y Roberfroid propusieron la primera definicién: “es un ingrediente
alimentario no digerible que afecta beneficiosamente al hospedador al estimular
selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno o un limitado numero de especies
bacterianas en el colon, y que por lo tanto mejora la salud” (13).

En 2004, Gibson y col. revisaron el concepto y lo modificaron a: “ingredientes que al ser
fermentados selectivamente dan lugar a cambios especificos en la composicion y/o actividad
de la microbiota intestinal confiriendo beneficios tanto para la salud como para el bienestar
del individuo”. En esta definicion, se hace hincapié en tres caracteristicas que debia contener
un prebidtico. La primera, la capacidad de resistir la digestion del hospedador (acidez
estomacal, hidrélisis enzimatica y absorcion intestinal); la segunda, ser fermentados
selectivamente por microorganismos intestinales y la tercera, ser capaces de estimular
selectivamente el crecimiento y/o actividad de bacterias intestinales que estan
correlacionadas con la salud y bienestar (13).

Posteriormente Roberfroid y col. ampliaron el concepto a: “son ingredientes que producen
una estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad(es) de uno o de un limitado numero
de géneros/especies de microorganismos en la microbiota intestinal confiriendo beneficios
para la salud del hospedador” (13).

En 2008, la Food and Drug Organisation (FAO) definié los prebidticos como: “ingredientes
alimentarios que al ser fermentados selectivamente producen cambios especificos en la
composicion y/o actividad de la microbiota gastrointestinal confiriendo beneficios en la salud
del individuo” (13).

Por ultimo, la World Gastroenterology Organisation (WGQO) asumio que los prebidticos eran:
“sustancias de la dieta (fundamentalmente polisacdridos no amildceos y oligosacdridos no
digeribles por enzimas humanas) que nutren a grupos seleccionados de microorganismos que
habitan en el intestino favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas sobre las
nocivas” (13).

En definitiva, llegar a un consenso de una definicion permite acotar el concepto y encuadrar
a las moléculas de forma sencilla dentro de su grupo. Asi tenemos que los principales grupos
de prebidticos son: Fructooligosacaridos y galactooligosacaridos, a los cuales se afadiran los
prebidticos de nueva generacién o emergentes, que se comentara mas adelante.




6. ENZIMAS UTILES EN LA SINTESIS DE PREBIOTICOS

Existe gran variedad de enzimas que se encuentran implicadas en la sintesis de prebidticos, a
destacar, glucosidasas, galactosidasas, fructofuranosidasas, quitinasas, entre otras. Todas
ellas presentan una caracteristica en comun que las hace clave en la sintesis de prebiéticos,
la promiscuidad de accidn; esto es, todas ellas son enzimas que de forma nativa tienen
accién hidrolitica, pero bajo determinadas condiciones del medio, como son el pH, la
temperatura, la inmovilizacién, la concentracién de sustrato aceptor y donador, etc, la
enzima es capaz de adquirir la accidn opuesta a la hidrdlisis, esta es, la sintesis.

La inmovilizacion es una de las principales estrategias para aumentar el rendimiento del
proceso. A continuacion, se hard hincapié en diferentes métodos de trabajo con enzimas
libres e inmovilizadas, centrando las ventajas y desventajas de cada uno.

6.1. Células enteras

El principal motivo para usar células enteras en vez de enzimas purificadas es el bajo coste,
evitando el proceso de purificacion o sintesis de la enzima. Ademas, la propia célula confiere
estabilidad a la enzima, regenerando coenzimas, cofactores, etc, en el caso de necesitarlos y
otros posibles sustratos necesarios en la bioactividad de la enzima.

En contraposiciéon, la membrana celular puede suponer un problema de permeabilidad tanto
para la entrada de sustrato como para la salida de producto. Esto se solventa con procesos
de permeabilizacion celular (7,8).

Un ejemplo es la sintesis de una mezcla de galactooligosacéaridos partiendo de lactosa como
sustrato, en el que células de Bifidobacterium bifidum a 392 y pH 6,8 produjeron, tras 1,5
horas fermentando, una cantidad de GOS de 99 mg/ml de los cuales: 25% fue disacarido,
35% trisacarido, 25% tetrasacarido y 15% pentasacarido (9).

6.2. Enzima purificada

Presentan desventajas frente a las células enteras como una menor estabilidad y un mayor
coste. En cambio, no necesitan el proceso de permeabilizacién y el producto se obtiene
directamente en el medio de reaccién.

Ya que la principal desventaja de este método es la estabilidad, se subsana por medio del
proceso denominado inmovilizacién, el cual se basa en la adhesién de la enzima por medios
fisicos o quimicos a un soporte inerte (10).

6.2.1. Métodos de inmovilizacién por retencion fisica

Dentro de estos métodos encontramos la adsorcidn y el atrapamiento como sus principales
representantes. Los métodos fisicos son a menudo menos costosos y no producen un
cambio quimico en la enzima (10).

6.2.1.1 Adsorcién
Se establece entre un soporte inerte y la enzima mediante interacciones tales como puentes
de hidrégeno, interacciones hidrofdbicas, idnicas e incluso de quelacidn. Hay factores que
influyen directamente en este proceso como son:
e El pH del medio, ya que determinara las cargas tanto del soporte como de la enzima.
e La fuerza idnica, nos permitird la desorcidn de la enzima al soporte. Esto es debido a
gue los iones se unen con una mayor fuerza al soporte que la enzima.



Entre los inconvenientes que muestra la adsorcidn se encuentran los siguientes: a menudo
resulta complicado el control de las variables que permiten la optimizacién del proceso,
ademas debido a que la unién del complejo soporte-enzima es reversible, los derivados
obtenidos son poco estables (10).

6.2.1.2 Atrapamiento

Este proceso consiste en la retencidn fisica de la enzima en el interior de liposomas/micelas
(membranas semipermeables), matrices porosas o geles (como geles de poliacrilamida,
resinas de poliuretano, alginato, quitosano, etc.) El proceso es diferente segun si se quiere
encapsular a la enzima o atraparla en una matriz (10).

El tamano de las microcapsulas esta comprendido entre 1 y 100 um y su membrana solo
permite la transferencia de sustrato y producto, nunca de enzima (10).

El principal inconveniente es que se necesita una concentracidon alta de enzima en la
disolucion (10 mg/L aproximadamente), pero a su favor, se pueden encapsular
simultdneamente varias enzimas para reacciones mas complejas (10).

Para llevar a cabo el atrapamiento en la matriz se suspende la enzima en una solucién en la
gue el mondmero se encuentra disuelto. A continuacion se procede a la polimerizacidon que
dependiendo del tipo de polimero puede ser por medio de un cambio de temperatura, pH o
incluso la adicién de un reactivo determinado. Es un proceso sencillo y reproducible, el Unico
punto vital es comprobar que las condiciones del proceso no son incompatibles con la
naturaleza enzimatica y controlar el tamafio del poro, que debe ser al menos dos veces el
tamarfio del eje mayor de la enzima (10).

6.2.2. Métodos de inmovilizacidén por unién quimica
Aqui los representantes son la unién covalente simple y el cross-linking o entrecruzamiento.
Los métodos quimicos son mas costosos pero mucho mas estables que los fisicos (10).

6.2.2.1 Unidn covalente simple
Dentro de los métodos quimicos es el mas antiguo y mas experimentado, por lo tanto esta
muy optimizado. Existen gran variedad de soportes, orgdnicos, inorgdnicos, cada uno con
unas caracteristicas de reaccion especificas y al igual que en el atrapamiento, estas
condiciones deben ser compatibles con la enzima en cuestion. Ademdas en este método se
necesita tener en cuenta la estructura de la enzima y es necesario conocer bien el centro de
reaccion, ya que puede ser inactivado en la unién al soporte. Para evitar esto, se puede
afiadir un sustrato que se una al centro activo, bloqueandolo (inhibidor competitivo).
La unién de la enzima al soporte se lleva a cabo mediante un ataque nucleofilico de
determinados aminoacidos de la superficie de la enzima, principalmente lisina y cisteina
aunque pueden ser otros, sobre grupos electrofilos, previamente activados, del soporte (10).
Este método tiene como ventajas:

e Sencillez (10)

e Laenzimainmovilizada permanece constante a lo largo del tiempo (10)

e El complejo soporte-enzima puede usarse en reactores de todo tipo, en continuo,

lechos fluldos, etc (10)
e Mayor resistencia general de la enzima, a la temperatura y al pH. Esto es debido a
que su estructura terciaria se encuentra estabilizada por las uniones al soporte (10)

Pero como ya se ha explicado, es necesario un gran conocimiento de la estructura de la
enzima, tanto a nivel del centro activo como a nivel de los aminodcidos superficiales que
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formaran los enlaces con el soporte. Sin este conocimiento, la inactivacidn por distorsién de
la estructura terciaria es probable (10).

6.2.2.2 Cross-linking o entrecruzamiento

En este método, la enzima es el propio soporte, para que esto sea posible se utilizan
reactivos bifuncionales que generan puentes intermoleculares (entre enzimas). El agente
mas utilizado, encargado de esta accion es el glutaraldehido, el cual hace de doble
electréfilo para los aminoacidos nucledfilos superficiales de dos enzimas (10).

7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los prebidticos se encuentran divididos en dos grandes grupos: aquellos que ya han
demostrado su accién serian los que denominaremos clasicos y son: oligémeros de fructosa
basados en la inulina, los galactooligosacaridos (GOSs) y la lactulosa, mientras que los fuco-,
quito-, gentio-, xilo- , entre otros, forman parte de los prebidticos emergentes. Existen otros
con grandes aplicaciones prebidticas como la maltodextrina, rafinosa, arabinosa, los
arabinoxilanos y alcoholes de azucares (manitol y sorbitol) (4).

7.1 PREBIOTICOS CLASICOS

FRUCTOOLIGOSACARIDOS (FOS)

Conforma uno de los grupos prebidticos mas explorados y, por lo tanto, con mejor
conocimiento de sus beneficios para la salud. Entre otros, ayuda a reducir los niveles de
colesterol y mejora la absorcion de algunos minerales como Mg+? y Ca+?

La estructura de los FOS se compone de una serie de moléculas de fructosa (2-60) unidas por
enlaces B (2-1) o B (2-6) seguidas siempre de una glucosa terminal, asi tenemos moléculas
relativamente simples como la 1-kestosa (2 fructosas + 1 glucosa), la nistosa (3 fructosas + 1
glucosa) y la fructosilnistosa (4 fructosas + 1 glucosa) (11).

Existen diferentes tipos de FOS, destacamos los inulin-FOS ('F-FOS), los levan-FOS (°F-FOS) y
los neo-FOS (°G-FOS). La diferencia entre las clases es el tipo de enlace que une las unidades
monosacaridicas de fructosa. Si bien los enlaces B (2-1) dan lugar a los inulin-FOS y los 3 (2-6)
a los levan-FQS, la estructura de los neo-FOS es mas compleja, debido a que los enlaces que
unen la glucosa y la fructosa no son lineales, esto da lugar a un nimero mayor de
posibilidades para elongar la cadena lineal de fructosa en ambas direcciones: § (2-1) y B (2-
6). Los neo-FOS tienen mayor efecto prebidtico y mayor estabilidad que los otros tipos,
dentro de los neo-FOS encontramos neo-kestosa, neo-nistosa y neo-fructosilnistosa (11).

CH20H Neo-Kestosa

1-Kestosa

CH,0H

Figura 1. Estructura quimica de la neo-kestosa y la 1-kestosa



La sintesis de este grupo de compuestos mediante enzimas presenta beneficios en tiempo y
coste, lo que las hace iddneas para esta tarea. Existen diferentes métodos para la sintesis y
se comentardn mas especificamente a continuacion:
e Utilizando sacarosa como sustrato
La sacarosa o también conocida como sucrosa, es un disacdrido compuesto por dos
monosacaridos: glucosa y fructosa.

CH,OH
CH,OH
O 0
OH HO
OH 0 CH,0H
OH OH

Figura 2. Estructura quimica de la sacarosa (22)

Las enzimas que se encargan de catalizar la reaccion biosintética de FOSs utilizando
sacarosa como sustrato se denominan fructosil-transferasas (FTasa) o
fructofuranosidasas (11).
La reaccion catalizada se basa en la transfructosilacion de la sacarosa, para ello la
sacarosa tiene que ser hidrolizada y una fructosa es transferida a un aceptor que
puede ser la propia sacarosa u otro fructooligosacarido. La FTasa hidroliza en enlace
o (1-2) de la sucrosa y sintetiza enlaces B (2-1) o B (2-6) que dan lugar a los FOSs.
La naturaleza de los FOS, depende tanto de la enzima sintetizadora como de las
condiciones de reaccién: temperatura, pH, liquidos idnicos, etc (11).
Las fructosil-transferasas se pueden obtener de plantas, bacterias y hongos.
Dependiendo de la fuente daran lugar a un tipo u otro de fructooligosacaridos (11).
Una enzima proveniente del Reino Plantae es la fructan:fructan 6-glucose-fructosil-
transferasa (G6 -FFT) encargada de producir neo-fructanos. Para ello, transfiere una
molécula de glucosa a una de fructosa a través de enlaces B (2-6) (12).

e Utilizando levano como sustrato
El levano es un polimero de la D-fructosa con enlaces B (2-6). Las enzimas que se
encargan de sintetizar los FOS se denominan levanasas y son altamente especificas
para el levano.

Figura 3. Estructura quimica del levano
Han sido aisladas multitud de levanasas del Reino Bacteria. Destacamos la
endolevanasa proveniente de B. subtilis 168, la cual muestra un alto nivel de
especificidad por los enlaces B (2-6) (11).
e Utilizando inulina como sustrato
La inulina, mas que una molécula es un grupo heterogéneo de moléculas que
comparten una estructura comun.
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Figura 4. Estructura quimica de la inulina (23)

Quimicamente, este grupo estd formado por una sucesion de unidades
monosacaridicas de fructosa unidas por enlace B (2-1) y acabadas en una molécula
de glucosa unida por un enlace a (1-2) (11).

Las enzimas encargadas de escindir los enlaces B (2-1) de la inulina, se denominan
inulinasas. Dentro de estas, se reconocen dos tipos: las exoinulinasas y las
endoinulinasas. Las primeras, se encargan de liberar la fructosa terminal y tienen uso
en la industria alimentaria (mas especificamente en la fabricacién de sirope). Las
segundas, son las que tienen interés en la sintesis de prebidticos, ya que hidrolizan
los enlaces B (2-1) de las fructosas internas, dando lugar una variedad amplia de
moléculas como la inulotriosa (F3), inulotetrosa (F4), inulopentosa (F5), etc. Se han
reportado multitud de organismos que contienen estas enzimas como bacterias,
hongos y levaduras (11).
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(GF-4)

Figura 5. Proceso de transfructosilacion a partir de sacarosa e inulina (19)

Aplicaciones de los FOSs
Los fructooligosacaridos son conocidos como el sustrato preferente de los probidticos

. Entre

sus beneficios para la salud encontramos crecimiento selectivo de bacterias no patédgenas,
ademas han demostrado disminuir la colonizacién por Clostridium difficile, disminuyendo el
riesgo de diarreas asociadas. En combinacién con GOS se han investigado para controlar los

sintomas de los infantes fenilcetonuricos.
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El consumo regular de estas moléculas reduce la liberacién de carcinégenos, debido a las B-
glucuronidasas intestinales, reduciendo asi la incidencia de cancer de colon (11).
Actualmente, son usados en la industria alimentaria ya que presentan caracteristicas
similares a la sacarosa, con un 30% menos de dulzor y mayor capacidad de retencién hidrica,
por esto se usan en productos sin azlcares afiadidos como helados, yogures y productos de
panaderia (11).

Por ultimo, debido al aumento de produccién de acidos grasos de cadena corta se acidifica el
lumen intestinal dando lugar a un aumento de la biodisponibilidad de ciertos minerales
como el calcio, que favorece la densificacién dsea y por otro lado disminuye la supervivencia
de la flora patégena (11).

GALACTOOLIGOSACARIDOS (GOS)

Los galactooligosacaridos (GOS) son carbohidratos sintetizados a partir de la lactosa y
compuestos de 2 a 8 unidades monosacaridicas. Los enlaces B (1-3) y B (1-4) que unen los
residuos hacen este grupo de moléculas no digeribles para el ser humano, ya que las
enzimas propias del tracto digestivo son especificas hacia enlaces a. Por esto, los GOS son
aprovechados Unicamente por las bacterias coldnicas, fomentando un crecimiento selectivo
de las especies beneficiosas (6).

Para llevar a cabo la sintesis enzimatica de un GOS, fundamentalmente se pueden usar dos
tipos de enzimas, las glicosil-transferasas y las glicosidasas (hidrolasas). Las ventajas de las
glicosidasas es la experiencia de uso y el coste, mientras que las glicosil-transferasas son mas
especificas, ya que su accidn fisioldgica es la sintesis.

Para entender la reaccion enzimatica pondremos el ejemplo de una B-galactosidasa. En
principio, la lactosa se une a la enzima y forma el complejo ENZIMA-LACTOSA reversible,
este complejo evoluciona hacia el intermedio de reaccién (irreversiblemente) liberando el
residuo de glucosa. A partir de aqui, el intermedio ENZIMA-GALACTOSA puede seguir dos
caminos: el primero y mas fisiolégico la disociacién del complejo y formacion de GALACTOSA
(hidrdlisis); y un segundo camino, la incorporacion de una o mas moléculas de lactosa
formando los GOS (transglicosidacién) (6).

=]

| E-Lac complejo |
l@ Glu

E-Gal complejo

Transglicosidacion Hidrolisis

Lactosa ‘ A Agua

+ | Lac

| GOSs

+| Glu |[+| Gal |
——

Producto mayoritario Producto minoritario

Figura 6. Reaccidn de hidrdlisis y transglicosidacion (21)

Se han llevado a cabo muchos estudios con enzimas termoestables para la sintesis de GOS,
sin embargo, solo unos pocos estudios han arrojado éxito usando [-galactosidasas
recombinantes. Por ejemplo, las obtenidas de Geobacillus stearothermophilus, Pyrococcus
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furiosus, T. maritima y Thermus spp. presentan numerosas ventajas frente a las enzimas
nativas, en cuanto a facilidad de purificacidn, produccion a gran escala, incrementos de
actividad, etc. (15).

Existe gran interés en la sintesis de estos prebidticos por la industria alimentaria, ya que se
encuentran en la leche humana y por lo tanto, se convierten en un ingrediente esencial en
las leches de férmula (15).

La leche humana contiene aproximadamente un 1% de oligosacaridos de leche humana
(HMO, human milk oligosaccharides) siendo el tercer componente mas abundante después
de la lactosa y la grasa. Se calcula que la proporcién de GOS y FOS es de 9:1 en la leche
humana, ayudando al infante a construir una microflora sana y evitando asi infecciones
gastrointestinales (15).

Beneficios de los GOS
Debido a que los GOS, junto a los FOS, son los oligosacaridos no digestibles mas estudiados,
son los que agrupan mayores beneficios reconocidos. Estos beneficios son el resultado de
dos posibles mecanismos de accidon. El primero se basa en la promocion de la proliferacién
selectiva de los géneros bifidobacterium (bifidogénesis) y lactobacillus; este hecho tiene
repercusiones positivas que hablaremos mas especificamente. En el segundo mecanismo de
accién esta implicada la produccién de SCFA (short chain fatty acids), los cuales muestra
correlacién con efectos beneficiosos que se mostraran a continuacién (15).
e Modulacién de la microflora
Como se ha mencionado anteriormente, la bifidogénesis es el proceso por el que se
estimula el crecimiento selectivo del género bifidobacterium, el cual es considerado
el género dominante en la microflora del infante alimentado con leche humana. Esto
difiere de los neonatos alimentados con leche de vaca o de formula (sin prebidticos
anadidos), en los cuales es habitual encontrar, entre la microbiota, clostridium y
enterococco y otras moléculas perjudiciales como aminas, amonio y fenoles (15).

e Modulacidn del sistema inmune
Una gran parte del sistema inmune se encuentra alojado en el tracto gastrointestinal,
donde interacciona directamente con la microflora coldnica. El butirato (SCFA)
parece ser el principal protagonista en esta accién, ya que es capaz de servir como
nutriente basico de los colonocitos e inducir la apoptosis en colonocitos
malignizados, ademds inhibe la produccién de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-
1B, and TNF-a), incrementa la produccién de IL-10 (citoquina antiinflamatoria) y
mejora la actividad de las células NK (15).

e Alergia
Se ha notificado un aumento de la incidencia de alergias en las ultimas tres décadas
existe, al parecer, una relacién con la microbiota intestinal. La dermatitis atdpica es
un signo temprano de infantes propensos a padecer alergias alimentarias
Un estudio en el que se proporciond a infantes con riesgo de atopia una mezcla de
GOS y FOS (9:1) ademas de 4 cepas de bacterias probidticas (L. rhamnosus GG, L.
rhamnosus LC705, Bif. breve BB99, Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii
JS) demostré una disminucidon de enfermedades relacionadas con la inmunoglobulina
E, tales como alergias, eccemas y atopias (15).

e Actividad antipatégena

11



Algunos estudios han demostrado la accion antipatégena de los GOS, ya que inhiben
la infeccion e inflamacién del tracto gastrointestinal. Para ello, son capaces de
impedir la adhesion de las bacterias patégenas o de sus toxinas al epitelio intestinal.
Los GOS tienen estructuras similares a las que usan las bacterias para adherirse al
epitelio Gl, interfiriendo con estas y ejerciendo asi su accidén antipatdgena.

Los a-GOS de la leche humana, tienen propiedades antiadhesivas y ademds son
capaces de neutralizar las toxinas. Los B-GOS han demostrado contener actividad
antiadhesiva especifica para E. coli enteropatégena y Salmonella enterica serovar
Typhimurium (15).

Ventajas funcionales de los GOS
Debido al incremento del uso de GOS como aditivos funcionales, se hace necesario resaltar
sus ventajas competitivas con los otros prebidticos.
1. Los galactooligosacaridos son 100% solubles en agua y se disuelven bien en leche, sin
aportar viscosidad a la mezcla (15).
2. El sabor de los galactooligosacaridos es neutro o ligeramente dulce y no interfiere
con la textura (15).
3. La estabilidad a pHs bajos de los GOS es remarcable, siendo estable a pH 2 y 372C
varios meses (15).
4. Son estables también frente a temperaturas altas, esto es debido a sus enlaces
5. No son hidrolizados ni por el pH acido estomacal, ni por enzimas pancreaticas. Por
esto, tienen un indice glucémico y caldérico muy bajo. Les hace adecuados en dietas
hipocaldricas y bajas en glucosa (15).

7.2 PREBIOTICOS EMERGENTES

FUCOSILOLIGOSACARIDOS (FucOS)
La fucosilacion es un tipo de glicosilacién, donde la fucosa es afiadida a N-glicanos, O-
glicanos o glicolipidos. La fucosilacion esta implicada en procesos patoldgicos que incluyen el
sistema inmune inducido por inflamacién o cdncer. Estos prebidticos se encuentran
principalmente en la leche materna y se incluyen dentro del grupo de oligosacdridos de la
leche humana (HMO, human milk oligosaccharides) (14).
Efectos beneficiosos
e Prevencion de la diarrea infantil, para ello actian como receptor homodlogo
inhibiendo la adhesién de microorganismos enteropatégenos como E. coli, V.
cholerae y Salmonella fyris, al epitelio intestinal (14).
e Se ha comprobado que FucOS, como la 2’-fucosil-lactosa y la 2’-fucosilgalactosa estan
relacionados con la modulacién neuronal potenciando a largo plazo la memoria (14).

Reacciones de sintesis de FucOS

La enzima que cataliza la sintesis de lo fucosiloligosacaridos se denomina a-1,2Fucosil-
transferasa (FucT2) y se puede obtener de diversos microorganismos como Helicobacter
pylori, E. coli BL21, entre otros. La reaccidn catalizada consta de la hidrélisis de la fucosa de
la molécula donadora (GDP-L-fucose) y posterior transferencia a la molécula aceptora
(galactosa, glucosa, lactosa, celobiosa y agarobiosa) (14).
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Figura 7. (A)Reaccidn enzimatica de la sintesis de 2’-fucosilgalactosa mediante FucT2, usando galactosa como
molécula aceptora y GDP-L-fucosa como molécula donadora. (B)Estructura quimica de algunas de las posibles
moléculas aceptoras que son reconocidas por FucT2. (14)

XILOOLIGOSACARIDOS (XOS)

El xilano es el polimero de tipo hemicelulosa (heteropolisacarido formado por cadenas
polisacaridicas que estdn a su vez conformadas por un Unico tipo de monosacarido) mas
comun en nuestro planeta. Representa un tercio del carbdn organico renovable,
convirtiéndole en un perfecto candidato para ser una fuente asequible de materia organica
(16).

El xilano tiene un esqueleto constituido por B-p-xilopiranosa unidas por enlaces 3-1,4 dentro
del Reino vegetal terrestre, aunque podemos encontrar enlaces B-1,3 en ecosistemas
marinos (16). A menudo, aparecen sustituyentes de tipo muy variado: acido glucurénico,
arabinosas, rhamnosas, galactosas, etc. Estos sustituyentes hacen que exista una gran
variedad de xilanos y el conocimiento de ellos nos permite un mayor control para su
posterior uso. La fuente principal de los xilanos es la biomasa y actualmente, existe un
interés especial para el uso de la mayor parte de sustancias obtenidas de esta, aumentando
asi su productividad y los xilanos como prebidticos pueden ser un ejemplo de esto (17).
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Las enzimas encargadas de hidrolizar el esqueleto carbonatado se denominan xilanasas y
pueden tener tanto actividad endo (capaces de hidrolizar en el interior del polisacarido)
como exo (hidrolizan en el exterior) (16).

Adaptacién enzimatica y estabilidad

Ya hemos comentado anteriormente que la estabilidad enzimatica es un parametro muy
importante a tener en cuenta. Al tener estructura proteica, cabe la posibilidad de que la
molécula se desnaturalice. Posibles estimulos desnaturalizantes son principalmente la
temperatura y el pH, por lo tanto encontrar enzimas adaptadas a medios acidos/alcalinos o
gue sean termoestables es un gran avance a nivel industrial por facilitar el proceso.

Los xilanos son moléculas poco solubles en agua y un aumento de la temperatura de
reaccion aumenta la solubilidad de estos y facilita la interaccién enzima-sustrato. Para esto,
muchas xilanasas termoestables han sido estudiadas y utilizadas, como por ejemplo, la
rXynA recombinante de Bacillus subtilis cepa 168 o TfGH11 de Thermobifida fusca. Estas
enzimas son ricas en residuos hidrofébicos y se cree que su termoestabilidad esta
directamente relacionada con estas fuerzas hidrofdbicas. En otros ejemplos es debido a un
gran numero de puentes disulfuro que estabilizan la estructura incluso a altas temperaturas.
Si bien, las explicaciones son muy variadas, tanto como la procedencia de las enzimas y su
estructura quimica (16).

Por supuesto otra forma de estabilizar las enzimas tiene relacién con la inmovilizacién de
estas, como se comentd en la introduccién. Por ejemplo, la inmovilizacién de la xilanasa de
Aspergillus versicolor por medio de enlace covalente en un derivado de la agarosa (glioxil-
agarosa) aumento su estabilidad (factor de estabilidad de 240 en comparacion a la enzima
soluble) y el rendimiento en un 18% (16).
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QUITOOLIGOSACARIDOS (COS)

La quitina es el polisacarido, después de la celulosa, mas abundante en la naturaleza. Estd
compuesto por unidades de N-acetilglucosamina unidas por enlaces B-1,4. Se encuentra
principalmente en el exoesqueleto de crustaceos e insectos y en la pared celular de hongos.
Existen tres polimorfos de la quitina (o, B, y) que difieren en el grado de hidratacion y en el

tamario (18).
CH3
y OH

e

H o=c
CH3
Figura 10. Estructura quimica de la quitina (20)

El interés en este grupo de moléculas surge de una idea similar a los XOS, la conversién de
un producto de desecho (conchas y exoesqueletos de productos marinos) en un producto de
valor que puede ser utilizado en numerosas industrias como industria alimentaria, ingenieria
tisular (debido a que es un producto biocompatible), nanotecnologia, etc. Ademas la quitina
es utilizada como fuente de glucosamina, medicamento de uso humano para el tratamiento
del dolor articular en dolencias como la osteoartritis.

El principal inconveniente de la quitina es su insolubilidad en agua. Este problema se
subsana con sus derivados (18).

El tratamiento de la quitina con un medio basico, deriva en un subproducto parcialmente
deacetilado denominado quitosano. Este derivado esta constituido por unidades de N-
acetilglucosamina y N-glucosamina unidas por enlaces B-1,4 y mantiene la insolubilidad en
agua, pero es soluble en disoluciones acuosas de acidos organicos (via formaciéon de la sal
soluble). Al contrario que la quitina, el quitosano es un producto infrecuentemente
encontrado en la naturaleza, sélo puede ser hallado en la pared celular de algunos hongos
como los de la clase Zygomycetes (18).

Los enlaces glicosidicos que se encuentran en el quitosano son bastante débiles y pueden
ser degradados facilmente, dando lugar a oligdmeros de quitosano que denominamos
quitooligosacaridos (COS). Estos derivados del quitosano tienen la misma estructura que su
predecesor pero con un grado de polimerizacién menor a 20 y un peso medio menor a 3,9
kDa, ademads son solubles en agua. Estos COS pueden ser aplicados en un gran abanico de
campos: medicina, cosmética, agricultura y alimentacidn, entre otros (18).

Existen diferentes métodos de sintesis de COS, destacando los métodos fisicos, como los
ultrasonidos o los rayos gamma, los métodos quimicos, como la hidrdlisis acida y los
métodos enzimaticos, en los que nos centraremos en el siguiente apartado (18).

Sintesis enzimatica de COS

La sintesis enzimatica puede ser mediada por diferentes tipos de enzimas, a saber,
guitinasas y quitosanasas. La sintesis enzimatica presenta unas cuantas ventajas que la hace
sutilmente ventajosa como método de sintesis frente a la sintesis clasica. Entre estos,
destacamos la especificidad de la hidrdlisis y por lo tanto reproducibilidad del proceso,
ademas los métodos enzimaticos son mas suaves que los quimicos/fisicos, generando menos
residuos, controlando el peso molecular obtenido y el grado de polimerizacién del producto
(18).
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Efecto prebidtico

Los COS con un grado de polimerizacidon de 2-8 y un peso molecular menor a 1,5 kDa reldnen
todas las caracteristicas de un prebidtico: no es hidrolizado por las enzimas humanas, es
capaz de llegar hasta el colén donde se encuentra la mayor parte de la microbiota intestinal
y es degradado por estas, fomentando el crecimiento selectivo de los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus (18).

8. CONCLUSIONES

Los prebidticos son ingredientes funcionales con multiples beneficios en la salud humana:
sistema inmune, sistema gastrointestinal, biodisponibilidad mineral, entre otros. La
experiencia de uso ha evidenciado su seguridad y su utilidad en diferentes etapas vitales del
ser humano, como en la lactancia artificial y en algunos procesos infecciosos,
principalmente.

Ademas, llegar a una definicion undnime ha resultado ser un punto de interés por parte de
la comunidad cientifica y expertos en el tema, ya que, gracias a ella, se permite globalizar y
unificar el conocimiento de este campo; siendo capaces asi de clasificar correctamente
moléculas dentro de esta categoria.

Los métodos de inmovilizacion de enzimas han demostrado ser prometedores en gran parte
de procesos biocataliticos, mostrando especial importancia la unidn covalente a un soporte
gue nos permita recuperar y reutilizar la enzima, ademas de ser capaces de unir gran
cantidad de enzimas a un mismo soporte.

Por ultimo, destacar la importancia de la sostenibilidad que nuestro planeta exige, los
prebidticos emergentes o de nueva generacién arrojan numerosas ventajas relacionadas con
este concepto. El hecho de ser capaces de convertir la biomasa en productos utiles y
rentables y aplicarlos a numerosos campos, como la medicina, biomedicina, nutricion,
cosmética, nos permite avanzar hacia ese concepto de sostenibilidad y quimica verde, que
tan necesarios son en la actualidad.

Existe gran variedad de prebidticos y a medida que avanza el conocimiento de
microorganismos, enzimas, diferentes sustratos potenciales, seremos capaces de sintetizar
prebidticos de forma mas rapida, barata y en consecuencia, mas eficiente.

Este trabajo ha querido poner de manifiesto, las caracteristicas basicas de los prebidticos,
sus efectos beneficiosos en la salud humana y ademas hacer un repaso por los grupos de
prebidticos con mas experiencia de uso (clasicos) y algunos otros que, de cara al futuro,
parecen ser prometedores (emergentes).
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