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Resumen

Los prebidticos son ingredientes alimentarios no di-
geribles (oligosacaridos) que llegan al colon y sirven de
sustrato a los microorganismos, originando energia, me-
tabolitos y micronutrientes utilizados por el hospedador
y estimulando el crecimiento selectivo de determinadas
especies beneficiosas (principalmente, bifidobacterias y
lactobacilos) de la microbiota intestinal. En este articulo
se realiza una revision sobre los carbohidratos prebio-
ticos desde diferentes perspectivas, comenzando por las
definiciones de prebioticos formuladas a lo largo de los
tltimos treinta afios por cientificos y diferentes organis-
mos internacionales. Se realiza una descripcion detallada
de los prebiéticos aceptados, como tales, que presentan
propiedades beneficiosas fundamentadas en estudios
llevados a cabo en humanos (fructanos tipo inulina y
FOS; GOS, lactulosa y oligosacaridos de leche humana),
los que se consideran prebidticos emergentes y aquellos
que se encuentran en fases iniciales de estudio. Ademas
y teniendo en cuenta que la estructura quimica de los
carbohidratos influye notablemente en sus propiedades
prebidticas, se describen las técnicas mas utilizadas para
su analisis y caracterizacion. Asimismo, se detallan los
modelos in vitro e in vivo mas utilizados para estudiar la
resistencia de los prebidticos a la digestion y la absorcion
gastrointestinal, la fermentacion de los prebiéticos en el
colon asi como los criterios a tener en cuenta para llevar
a cabo ensayos de intervencion en humanos. Por ultimo
se realiza una amplia descripcion de los efectos benefi-
ciosos de los prebioticos para la salud a nivel intestinal y
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PREBIOTICS: CONCEPT, PROPERTIES AND
BENEFICIAL EFFECTS

Abstract

Prebiotics are non-digestible food ingredients (oligo-
saccharides) that reach the colon and are used as subs-
trate by microorganisms producing energy, metabolites
and micronutrients used for the host; in addition they
also stimulate the selective growth of certain beneficial
species (mainly bifidobacteria and lactobacilli) in the
intestinal microbiota. In this article, a multidiscipli-
nary approach to understand the concept of prebiotic
carbohydrates, their properties and beneficial effects in
humans has been carried out. Definitions of prebiotics,
reported by relevant international organizations and re-
searchers, are described. A comprehensive description of
accepted prebiotics having strong scientific evidence of
their beneficial properties in humans (inulin-type fruc-
tans, FOS, GOS, lactulose and human milk oligosaccha-
rides) is reported. Emerging prebiotics and those which
are in the early stages of study have also included in this
study. Taken into account that the chemical structure
greatly influences carbohydrates prebiotic properties,
the analytical techniques used for their analysis and cha-
racterization are discussed. In vitro and in vivo models
used to evaluate the gastrointestinal digestion, absorp-
tion resistance and fermentability in the colon of prebio-
tics as well as major criteria to design robust intervention
trials in humans are described. Finally, a comprehensive
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sistémico. Como conclusion, podria decirse que la inves-
tigacion existente hasta el momento, sobre prebiéticos, es
extensa y pone de manifiesto que es necesario considerar
un gran nimero de factores para poder atribuir alegacio-
nes de salud a un prebidtico.

(Nutr Hosp 2015;31(Supl. 1):99-118)
DOI:10.3305/nh.2015.31.sup1.8715
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Introduccion

Actualmente los consumidores estdn cada vez mds
concienciados de la relacion que existe entre dieta y
salud, hecho que ha impulsado el desarrollo y la co-
mercializacién de alimentos funcionales con propie-
dades beneficiosas. El nuevo estilo de vida ha provo-
cado el abandono de determinados hdbitos saludables
de alimentacién que durante afios han formado parte
de nuestra historia y tradicion. Existe una gran va-
riedad de compuestos con una determinada actividad
funcional y que se podrian utilizar como ingredientes
alimentarios o suplementos dietéticos. De todos ellos,
los prebidticos son los que han provocado un mayor
interés en los tltimos afos, probablemente debido a
la gran incidencia de patologias relacionadas con la
funcién gastrointestinal. El mercado de los alimentos
funcionales es muy variado y concretamente el de los
prebidticos ha ido creciendo de tal forma que en 2007
se contabilizaron unos 400 productos alimenticios pre-
bidticos'. Por otra parte, el mercado global de alimen-
tos y bebidas que contienen prebidticos y probidticos
continué subiendo de forma que las ventas en el afio
2008 se incrementaron un 12,5% con respecto a las
estimadas en el afio 20072,

De entre todos los ingredientes alimentarios, los
carbohidratos no digeribles (oligo- y polisacdridos)
son los candidatos mds importantes para ser consi-
derados como prebidticos. Estos carbohidratos pue-
den estar presentes de forma natural en alimentos ta-
les como la leche y la miel, asi como en hortalizas,
verduras, frutas, cereales, legumbres y frutos secos,
pudiéndose obtener, de estos ultimos, por extraccién
directa mediante solubilizacién en agua o soluciones
acuosas (p.ej. inulinas, oligosacdridos de achicoria o
soja) y por tratamientos quimicos (utilizando 4lcalis o
dcidos) o enzimdticos [por ejemplo, la hidrélisis enzi-
mdtica de inulina para obtener los fructooligosacdridos
(FOS)]. La hidrdlisis enzimdtica suele ser la elegida
ya que se utilizan condiciones de tratamiento mds sua-
ves. En la figura 1 se indican las diferentes fuentes y
procedimientos de obtencién de los carbohidratos no
digeribles considerados prebidticos, asi como de los
potencialmente prebidticos y de los que estdn actual-
mente en estudio’.

Los carbohidratos prebidticos pueden también ob-
tenerse mediante sintesis, ya sea quimica o enzimdtica

summary of the beneficial effects of prebiotics for health
at systemic and intestinal levels is reported. The research
effort on prebiotics has been intensive in last decades and
has demonstrated that a multidisciplinary approach is
necessary in order to claim their health benefits.
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(reacciones de transglicosilacién). En esta udltima se
utilizan diferentes tipos de enzimas, como las B-fruc-
tofuranosidasas para obtener FOS, las [-galactosi-
dasas para obtener galactooligosacdridos (GOS), las
transglucosidasas para obtener isomaltooligosacdridos
(IMOS), etc. Estas enzimas pueden proceder de dife-
rentes microorganismos (hongos, levaduras y bacte-
rias) y, en las reacciones pueden dar lugar a mezclas de
oligosacdridos prebidticos de composicién y estructu-
ra (longitud de cadena, tipos de monosacdridos, grado
de ramificacién) variadas. Mediante sintesis quimica
pueden obtenerse oligosacdridos prebidticos, como la
lactulosa, disacdrido que se obtiene por isomerizacion
de la lactosa utilizando catalizadores bdsicos.

Definicion de prebidtico

Durante los ltimos 30 afios los prebiéticos han sus-
citado un gran interés entre investigadores de dmbi-
tos tan variados como la nutricion, la biomedicina, la
industria de alimentos y la administracién. A lo largo
de todos estos afios, se han propuesto diferentes defi-
niciones, persistiendo todavia hoy el debate de si éstas
reflejan todas las propiedades que pueden presentar los
prebidticos.

Los primeros estudios sobre prebidticos se remon-
tan a los afios 80 cuando investigadores japoneses de-
mostraron, en cultivos in vitro utilizando como indculo
heces humanas, que ciertos oligosacdridos no digeri-
bles (fundamentalmente FOS) eran fermentados selec-
tivamente por bifidobacterias y que ademds tenfan la
capacidad de estimular su crecimiento. Los resultados
de estas investigaciones fueron confirmados por Gib-
son y Roberfroid* investigadores que propusieron la
primera definicién de prebidtico en la que indicaron
que: “es un ingrediente alimentario no digerible que
afecta beneficiosamente al hospedador al estimular
selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno
o un limitado nimero de especies bacterianas en el
colon, y que por lo tanto mejora la salud”. En 2004,
Gibson y col.’, revisaron este concepto y definieron
de nuevo los prebidticos como: “ingredientes que al
ser fermentados selectivamente dan lugar a cambios
especificos en la composicion y/o actividad de la mi-
crobiota intestinal confiriendo beneficios tanto para la
salud como para el bienestar del individuo”.
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Fig. 1.—Representacion esquemdtica de los procesos de produccion de los oligosacdridos no digeribles. (Sako y col?, modificado.

Reproduccion con permiso de Elsevier).

Posteriormente, Roberfroid y col.5, validaron y am-
pliaron el concepto de prebidtico indicando que “son
ingredientes que producen una estimulacion selectiva
del crecimiento ylo actividad(es) de uno o de un li-
mitado niimero de géneros/especies de microorganis-
mos en la microbiota intestinal confiriendo beneficios
para la salud del hospedador”. Estos investigadores
consideran que el efecto prebidtico debe usarse para
identificar o indicar cambios selectivos en la micro-
biota intestinal ademds de efectos fisioldgicos cuando
se realizan estudios de intervencion en humanos o en
animales de experimentacion.

Diferentes organismos internacionales tales como la
Food and Agriculture Organization (FAO)’ de Nacio-
nes Unidas y la International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics (ISAPP)® también definieron
a los prebidticos como: “ingredientes alimentarios que
al ser fermentados selectivamente producen cambios
especificos en la composicion y/o actividad de la mi-
crobiota gastrointestinal confiriendo beneficios en la
salud del individuo” . Por ultimo, la World Gastroente-
rology Organisation (WGO)® definié a los prebidticos
como: “sustancias de la dieta (fundamentalmente poli-
sacdridos no amildceos y oligosacdridos no digeribles

Prebidticos; concepto, propiedades y efectos beneficiosos
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por enzimas humanas) que nutren a grupos seleccio-
nados de microorganismos que habitan en el intestino
favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas
sobre las nocivas”.

Utilizacion de prebiéticos por la microbiota
intestinal

El intestino grueso es, en comparacién con otras
zonas del tracto gastrointestinal, un ecosistema muy
complejo que contiene un gran nimero de microor-
ganismos que se denominan microbiota intestinal. El
medio es favorable para el crecimiento de bacterias
(beneficiosas y perjudiciales) debido al pH cercano a
la neutralidad, a la alta disponibilidad de nutrientes,
asi como al trdnsito lento de los mismos. Dado que la
microbiota puede dar lugar a compuestos beneficiosos
para la salud, actualmente existe un gran interés en
usar dietas que promuevan el crecimiento de estos gru-
pos bacterianos'’. En la figura 2 pueden apreciarse los
principales metabolitos generados a partir de la utiliza-
cion de los carbohidratos prebidticos por los microor-
ganismos (fermentacién sacarolitica), en el intestino
grueso®. Tras la ingestién de un alimento se origina una
serie de gases tales como hidrégeno (H,), anhidrido
carbénico (CO,) y metano (CH,) que no tienen efec-
tos negativos, con la excepcion de producir flatulencia
e hinchazon; y 4cidos grasos de cadena corta (SCFA)
(acetato, butirato y propionato, principalmente), ade-
mds de lactato, que son beneficiosos tanto para la mi-

crobiota intestinal (disminuyendo ligeramente el pH),
como para las células intestinales (que necesitan estos
SCFA para obtener energia). Ciertos componentes de
la microbiota producen etanol que es metabolizado rd-
pidamente por otras bacterias intestinales y no ejerce
ningin efecto en el hospedador. En la figura 2, tam-
bién pueden apreciarse los productos originados por la
microbiota intestinal, como resultado del metabolismo
de las proteinas. Asi, se genera sulfuro de hidrégeno
(SH,), que puede reaccionar facilmente y tener efectos
negativos en el intestino, dcidos grasos de cadena ra-
mificada (BCFA) tales como isobutirato, isovalerato.
Se produce amoniaco (NH,), tioles, aminas, y fenoles
e indoles que son irritantes para las células intestinales,
posiblemente mutagénicos o pueden tener un efecto
negativo en el sistema inmune en altas concentracio-
nes. Una excesiva fermentacion de las proteinas, espe-
cialmente en el colon distal (el mds cercano al ano), se
ha relacionado con enfermedades tales como el cdncer
de colon o enfermedades inflamatorias del intestino.
Por todo lo expuesto, es muy importante favorecer la
fermentacidn sacarolitica en el intestino grueso.

Oligosacaridos como prebiéticos

Para que un ingrediente o alimento pueda conside-
rarse como prebidtico debe cumplir una serie de re-
quisitos tales como: 1) no ser hidrolizado o absorbido
en el tracto gastrointestinal (GIT) superior (eséfago,
estémago y duodeno) y, por lo tanto, ser resistente a
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la acidez gdstrica, a la hidrdlisis por enzimas diges-
tivas y no absorberse en el intestino delgado; ii) ser
fermentado selectivamente por bacterias beneficiosas
de la microbiota intestinal y; iii) ser capaz de inducir
efectos fisioldgicos beneficiosos para la salud*.

Los carbohidratos no digeribles pueden clasificarse
en dos tipos, colonicos (fibra alimentaria) y prebicticos.
Los ingredientes colonicos son carbohidratos que llegan
al colon, sirven como sustrato para los microorganis-
mos que lo habitan originando energia, sustratos meta-
bdlicos y micronutrientes para el hospedador. Dentro de
este grupo se incluyen los polisacdridos estructurales de
plantas, tales como pectinas, hemicelulosas o celulosa,
gomas o algunos oligosacdridos derivados de la soja,
glucooligosacdridos, arabinooligosacaridos, etc.

Los prebidticos realizan todas las actividades men-
cionadas anteriormente, pero ademds, estimulan el
crecimiento selectivo de determinadas especies be-
neficiosas (bifidobacterias, lactobacilos, etc.), de la
microbiota intestinal. Aunque en el mercado mundial
se estdn comercializando, como prebidticos, un gran
nimero de carbohidratos, solamente existe evidencia
cientifica de sus propiedades en humanos, en los fruc-
tanos tipo inulina y los FOS, los GOS, la lactulosa y
los oligosacdridos de leche humana (HMO)>!!12,

Inulina y Fructooligosacdridos (FOS)

Su férmula general puede ser GF, indicando la pre-
sencia de varias unidades de fructosa unidas a una glu-
cosa terminal mediante enlaces glicosidicos B-(2—1)
oFF, conteniendo unidades de fructosa unidas entre si,
también, por enlaces B-(2—1).

La inulina estd formada por oligosacdridos y poli-
sacdridos en los que el grado de polimerizacién (DP)
varfa de 2 a 65 unidades con un valor medio de 10
y con una estructura mayoritaria GF . También puede
contener una cantidad menor de estructuras FF .

Los FOS son oligosacdridos que se obtienen por hi-
drolisis de la inulina presente en productos vegetales,
o mediante transfructosilacién enzimdtica, a partir de
sacarosa, utilizando fructosiltransferasas. Por hidrolisis
parcial utilizando endo-inulinasas, se obtiene oligofruc-
tosa (FOS) que es una mezcla de fructanos, con una es-
tructura GF_o FF que pueden presentar un DPde 2 a7
con un promedio de 4. Los FOS, obtenidos por sintesis
enzimatica utilizando sacarosa, son una mezcla de fruc-
tanos, con una estructura GF_y en este caso los enlaces
glicosidicos pueden ser B-(2—1) o del tipo B-(2—6)".

Actualmente estd aceptado que la inulina y los
FOS no se degradan ni se absorben en el tracto gas-
trointestinal superior de tal forma que llegan intactos
al colon donde son metabolizados por la microbiota
intestinal. La configuracién B en posicién 2—1, del
carbono anomérico de la fructosa, les hace resistentes
a la hidrdlisis por las enzimas digestivas humanas'?.
Diferentes ensayos de fermentacion in vitro utilizando
cultivos puros de microorganismos o cultivos de heces

humanas, asi como ensayos en humanos, han puesto
de manifiesto que la inulina y los FOS favorecen el
crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos disminu-
yendo el de bacteroides y clostridios'®.

El reconocimiento de la inulina y los FOS como in-
gredientes GRAS (Generally Recognized as Safe) en
USA'y como FOSHU (Foods of Specified Health Use)
en Japon ha permitido que actualmente, la inulina y la
oligofructosa se utilicen sin restricciones en un gran
nimero de alimentos como yogures, bebidas, barritas
de cereales, galletas, cereales y productos de bolleria o
formando parte de alimentos simbi6ticos.

Existe una amplia variedad de productos comercia-
les, que se utilizan actualmente en la industria de ali-
mentos tal como queda reflejado en la tabla I.

Lactulosa

El prebidtico mds sencillo es la lactulosa, disacdri-
do sintético que se obtiene industrialmente mediante
isomerizacidn, en medio bdsico, de la lactosa presente
en el permeado del suero de queseria. También puede
obtenerse por sintesis enzimdtica utilizando lactosa y
fructosa y B-galactosidasas de diferentes origenes'”.

La lactulosa es resistente a las enzimas digestivas
de tal forma que no es hidrolizada, a diferencia de la
lactosa, alcanzando el colon inalterada donde es meta-
bolizada selectivamente por las bifidobacterias y lacto-
bacilos. Esta propiedad bifidogénica, se conoce desde
hace muchos afios, siendo Petuely'® el primero en usar
este carbohidrato como ingrediente en la elaboracién
de leches infantiles, para favorecer el crecimiento de
las bifidobacterias en lactantes. En los afios siguientes,
diversos autores desarrollaron nuevos productos basdn-
dose en el mismo principio y en 1961 Adachi y Patton'
recapitularon en un extenso trabajo los conocimientos
adquiridos sobre la lactulosa, poniendo de manifiesto
sus propiedades singulares como factor de crecimiento
de lactobacilos y bifidobacterias intestinales. En dife-
rentes ensayos de fermentacion in vitro y en ensayos en
humanos se demostré la baja absorcion de la lactulosa
en el intestino delgado y su metabolismo en el colon fa-
voreciendo el crecimiento de la microbiota beneficiosa
y produciendo una significativa disminucién de bacte-
roides clostridios, estreptococos y enterobacterias!’. Las
propiedades prebidticas de la lactulosa se han puesto
de manifiesto cuando se ha afiadido a alimentos como
yogures, férmulas infantiles, leche de soja, etc*?%. Sin
embargo, para utilizar la lactulosa como prebiético hay
que establecer la dosis adecuada ya que una cantidad
excesiva puede producir flatulencias y diarrea.

Recientemente se han descrito nuevos oligosacaridos
derivados de la lactulosa (OsLu)®? que al presentar
mayor peso molecular que este disacdrido pueden llegar
intactos a zonas mas distales del colon (donde es mayor
la incidencia de determinadas patologias). Diferentes
ensayos de fermentacidn in vitro utilizando cultivos pu-
ros y heces humanas, asf como ensayos in vivo utilizan-

Prebidticos; concepto, propiedades y efectos beneficiosos
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Tabla I
Inulina y FOS comerciales y empresas elaboradoras para la industria de alimentos

Prebiotico Obtencion Nombre comercial Empresas Referencias
elaboradoras
Inulina Extraccién a partir de Orafti® Inulin Beneo Orafti (Bélgica) WGO°
achicoria Frutafit Sensus (Holanda) Rodriguez Colinas *
Fibruline Cosucra (Bélgica)
FOS Sintesis enzimadtica a Actilight Beghin-Meiji (Japdn) Gibson y col. 1
(Fructo-oligosacdridos partir de sacarosa Tereos (Francia) Rodriguez Colinas *
de cadena corta; scFOS)
FOS Extraccion de cafia de Nutraflora GTC Nutrition Birkett y Francis '
(Fructo-oligosacdridos azucar o remolacha Company, Westminster, WGO°
de cadena corta; scFOS) CcO

FOS Hidrdlisis parcial de  Orafti® Oligofructose Beneo Orafti Gibson y col. 1
(Oligofructosa) inulina Frutalose Sensus Rodriguez Colinas '°
Fibrulose Cosucra
FOS Oligo-sugar Cheil Foods and Gibson y col. 1
(Oligofructosa) (jarabe/polvo) Chemicals (Corea)

Meioligo (jarabe/

Meiji Seika Kaisha,
(Japén)

Gibson y col. 1

do animales, han puesto de manifiesto las propiedades
bifidogénicas que presentan estos oligosacdridos® .

Ademads, por todas las propiedades que presenta, la
lactulosa se utiliza no solo en nutricién, como prebi6-
tico, sino también como medicamento para el trata-
miento del estrefiimiento crénico o de la encefalopatia
portal hepdtica?.

La lactulosa también estd considerada en Japon
como un ingrediente FOSHU?!. Por otra parte la EFSA
(European Food Safety Agency)® ha reconocido que
reduce el tiempo de transito intestinal y recomienda
una ingesta de al menos 10 g, en una sola toma, para
obtener dicho efecto. Existe una gran variedad de pro-
ductos comerciales que contienen lactulosa®, que se
utilizan actualmente en la industria farmacéutica y ali-
mentaria tal como queda reflejado en la tabla II.

Galactooligosacdridos (GOS)

Los GOS son compuestos obtenidos industrial-
mente a partir de la lactosa del permeado de suero de
queseria, mediante transglicosilacién catalizada por
B-galactosidasas (lactasas). Estas enzimas, en deter-
minadas condiciones, son capaces de catalizar tanto la
hidrolisis de la lactosa como la formacién de un enlace
B-glicosidico entre la galactosa liberada en la hidr6li-
sis y la lactosa u otros carbohidratos presentes en el
medio de reaccién. Los GOS también se encuentran de
forma natural en la leche humana y animal.

Estos oligosacdridos contienen de 2-10 moléculas
de galactosa unidas a una glucosa terminal y se dife-
rencian entre si en la longitud de la cadena y en el tipo
de enlace’’. En los primeros trabajos de elaboracién
y evaluacién de los GOS se usaba la terminologia de

TOS (oligosacdridos obtenidos por transgalactosila-
cién). La composicién de la mezcla de GOS resultante
depende del tipo de enzima utilizado, de la concen-
tracion y naturaleza del sustrato y de las condiciones
de reaccién (pH, temperatura y tiempo)*>-**. Estos azu-
cares presentan un reconocido cardcter prebidtico, ya
que estimulan el crecimiento de bacterias ldcticas y
bifidobacterias en el intestino humano®.

Los GOS también han sido reconocidos, en todos
los paises de la Unién Europea, como ingredientes ali-

Tabla IT
Lactulosa comercial y empresas elaboradoras para
la industria farmaceiitica y de alimentos (Playne y
Crittenden’)

Nombre comercial Empresas elaboradoras

Duphalac (jarabe)
Bifiteral (jarabe)
Chromulac (jarabe)
Cephulac (jarabe)
Lactulose (en polvo)

Solvay Pharmaceuticals GmH,
Hannover Germany

MLS-50 (jarabe)
MLP-40 (en polvo)
MLC-A (en polvo)
MLC-H (en polvo)

Milei lactulose (jarabe)

Morinaga Milk Industry Co.
Higashihara. Kanagawa, Japon

Lactulose MIP (jarabe) Chephasar Chem-Pharm

Ingbert, Germany

Danilax (jarabe) Danipharm A/S Denmark

Fresenius Pharma Austria
GMBH, Austria

Laevolac (jarabe)

Regulact Laboratorios Server, México
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mentarios y no como aditivos debido a su presencia de
forma natural en la leche materna y estdn considerados
en USA, por la FDA, como GRAS y en Japén como
FOSHU?*. Se utilizan en la elaboracién de leches mater-
nizadas (junto con FOS) con objeto de imitar los efectos
de la leche humana sobre la microbiota de los lactantes.

Debido a las posibles propiedades beneficiosas para
la salud asociadas al consumo de estos prebidticos, la
demanda de alimentos que los contienen se ha incre-
mentado enormemente, particularmente en Japon y
Europa®. Por ello, se han realizado numerosos estu-
dios encaminados a optimizar su produccién especial-
mente mediante transgalactosilacion via enzimdtica,
ya que la sintesis quimica es muy tediosa**-*. En la ta-
bla III puede observarse la gran variedad existente, en
cuanto a productos comerciales se refiere, de los GOS

Oligosacdridos de leche humana (HMO)

La leche humana contiene hasta un 10% de carbohi-
dratos de los cuales la lactosa es el mayoritario (55-70
g/L) mientras que los HMO se encuentran en concentra-
ciones comprendidas entre 12-14 g/L, siendo el calostro
el que posee los mayores niveles de oligosacdridos (22-
24 g/L). La fraccién que constituye los HMO es muy
compleja ya que estd formada por al menos 1000 compo-
nentes, estando la, gran mayoria de ellos, en cantidades
muy bajas. A estos oligosacdridos se les ha considerado
como los primeros prebidticos, ya que se ha comprobado
que son los responsables del alto nimero de bifidobac-
terias presentes en heces de lactantes y también se les
conoce como “factor bifidogénico”. Hasta el momento
se han identificado mas de 200 HMO, de los cuales solo

que se usan actualmente en la industria de alimentos.

Tabla ITT

80 han podido ser totalmente caracterizados**.

GOS comerciales y empresas elaboradoras para la industria de alimentos

Nombre comercial del Empresas Procedencia de .
L . Referencias
prebidtico elaboradoras B-galactosidasas
Bimuno Clasado Ltd Milton Keynes, Bifidobacterium bifidum Lamsal 2
(en jarabe y en polvo) UK Torres y col. ¥

Sangwan y col. ¥

Cup-oligo H-70 (jarabe)
Cup-oligo P (en polvo)

Nissin Sugar Manufacturing Cryptococus laurentii

Compny Tokio Japén

Lamsal *
Playne y Crittenden *
Torres y col. ¥
Sangwan y col. ¥

Dairygold GOS

Dairygold Food Ingredients
(Irlanda)

Sangwan y col. ¥

Garakutoorigo (jarabe)
(origomeito 55 N)

San-ei Sucrochemical Co., Ltd

Playne y Crittenden *

Oligomate 50

Oligomate 55 (jarabe)
Oligomate 55 P ( polvo)
TOS-100

Aspergillus oryzae y
Streptococcus thermophiles

Yakult Honsha(Tokyo, Japén)  Sporobolomyces singularis y
Kluyveromyces lactis

Ito y col. #

Lamsal 2
Torres y col. ¥
Sangwan y col. ¥
Otieno

Promovita GOS

Fayrefield Food, Crece, UK
First milk ingredients,

Aspergillus oryzae

Lamsal 2
Torres y col. ¥

Paisley UK Sangwan y col. ¥
Purimune GTC Nutrition Bacillus circulans Lamsal 2
(United States) Torres y col. ¥
Sangwan y col. ¥
P7L Snow Brabdt Milk Products Sangwan y col. ¥
(Japon)
Transgalactosylated:
- oligosacdridos Aspergillus oryzae Torres y col. ¥
-disacdridos Streptococcus thermophilus
Vivinal-GOS; Borculo Domo Ingredients Bacillus circulans Lamsal >
TOS syrup (Friesland Foods Domo) Playne y Crittenden *

(Zwolle, The Netherlands)

Torres y col. ¥
Sangwan y col. ¥
Otieno *
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Los HMO estdn constituidos, principalmente, por
una molécula de lactosa en su extremo reductor a la
que, mediante la accion de diferentes glicosil-transfe-
rasas, se unen distintos carbohidratos. Al igual que los
GOS, los HMO neutros estdn compuestos de glucosa
y galactosa pero también contienen varias unidades
de N-acetil-glucosamina y fucosa. Los HMO 4cidos
contienen, ademads de los carbohidratos mencionados
anteriormente, unidades de acido N-acetil-neuraminico
(también conocido como dcido sidlico)*>S. La presen-
cia del 4cido sidlico y de la fucosa en posicion terminal
convierte a estos oligosacdridos en no digeribles por las
enzimas digestivas y, por tanto, llegan intactos al colon
donde son metabolizados por la microbiota intestinal.
Ademds, los HMO que contienen fucosa y dcido sidlico
comparten estructuras con glicanos (mucina) del epite-
lio intestinal de lactantes. Estos glicanos son receptores
de patdgenos por lo que, la presencia de estos oligosa-
céridos en la leche materna supone un mecanismo de
defensa?’. Aunque los beneficios que aporta el consu-
mo de dichos oligosacdridos son considerados unicos,
su utilizacion en la elaboracién de alimentos a gran es-
cala es practicamente imposible dado su escaso conte-
nido en las leches de origen animal (vaca, oveja, cabra,
biifala). Por ello existe un gran interés en el desarrollo
de procedimientos de sintesis de oligosacaridos deriva-
dos de lactosa que presenten propiedades prebidticas.

Carbohidratos prebidticos emergentes

En la actualidad hay un creciente interés en la bus-
queda y comercializacién de nuevos oligosacdridos

prebidticos con propiedades funcionales mejoradas.
Algunos de ellos estdn disponibles comercialmente
(Tabla IV) y ya se consideran, en cierta medida, pre-
bidticos a pesar de no haber suficientes evidencias
cientificas, mientras que otros estdn todavia en una
fase inicial de estudio.

Xilooligosacdridos (XOS)

Los XOS son oligosacdridos formados por cadenas
de D-xilosa unidas por enlaces 3-(1—4) que se obtie-
nen por hidrdlisis de xilano presente en la hemicelulo-
sa. En algunos casos presentan sustituyentes como 4ci-
dos urénicos, grupos acetilo y residuos de arabinosa.
En este ultimo caso, reciben el nombre de arabinoxi-
looligosacdridos (AXOS). Los estudios in vitro®4 e
in vivo tanto en animales™ como de intervencién en
humanos>'-* han puesto de manifiesto que los XOS
tienen efecto bifidogénico. Ademads, se les atribuyen
otras propiedades beneficiosas tales como disminuir
los niveles de glucosa, colesterol total y LDL en pa-
cientes con diabetes mellitus tipo 2%; actividad antimi-
crobiana® o actividad inmunomoduladora®.

Lactosacarosa (LS)

La LS es un trisacdrido no reductor que se usa como
edulcorante artificial. Es resistente a la digestion en el
estdmago e intestino delgado y, en estudios realizados
in vivo con animales (pollos, perros y gatos), se ha de-
mostrado que su ingesta aumenta el nimero de bifi-

Tabla IV
Otros productos prebidticos comerciales y empresas elaboradoras para la industria de alimentos

Prebidtico

Almidon resistente

Nombre comercial

Hi-Maize resistant starch

Empresas Elaboradoras

National Starch*

a-Glucooligosacdridos

BioEcolians

Solabia

Gentio-oligosacdridos

Gentose 45 (L), 80 (L) y 80 (P)

Nihon Shokuhin Co., (Jap6n)

Isomaltooligosacaridos

Isomalto: 500 (L), 900 (L) y 900 (P)

Showa Sangyo Co. (Jap6n)

“

Panorup (L)

Hayashibara Shoji Inc. (Japén)

“ Panorich (L); Biotose 50 (L)

Nihon Shokuhin Co., (Japén)

Lactosacarosa

Nyuka-Origo LS 40, 55 (L)

Ensuiko Sugar Refining Co.,

Nyuka-Origo LS 55 (P)

Pet Oligo L55 (L y P)

Newka-Oligo LS : 35y 55 (L)
Newka-Oligo LS 55 (P)

Oligosacdridos de soja

Soya-oligo (L)

The Calpis Food Industry Co., (Jap6n)

Xilooligosacdridos

Xylo-oligo 20, 35,95 (P)

Suntory Ltd, Japon

Xylo-oligo 70 (L)

*Tomado de WGO 9. El resto de informacién tomado de Gibson y col."”

L: en jarabe; P: en polvo.
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dobacterias (y en algunos casos lactobacilos) y hace
descender algunos clostridios incluido el Clostridium
perfringens y estafilococos® . En los escasos estu-
dios clinicos publicados>*®, también se ha observado
el efecto bifidogénico.

Aunque se usa en Japdn para elaborar alimentos fun-
cionales y los resultados sobre su selectividad pueden
ser prometedores, todavia no hay suficiente evidencia
cientifica (hay pocos estudios y con poblaciones muy
reducidas) como para ser considerado un prebiGtico®'.

Isomaltoooligosacdridos (IMOS)

Los IMOS se obtienen a partir del almidén en
un proceso que consta de dos etapas. En una pri-
mera, las enzimas o-amilasa y pululanasa generan
a-(1—4)-maltooligosacdridos a partir de almidén vy,
en una segunda, una transglucosidasa transforma estos
oligémeros en ¢-(1—6)-isomaltooligosacdridos, obte-
niéndose como producto una mezcla heterogénea de
o-(1-4) y a-(1—6)-oligosacdridos®.

Estos oligosacdridos se digieren lentamente, por lo
que pueden alcanzar el colon donde son parcialmente
fermentados®. Mediante la realizacién de estudios in
vitro®% e in vivo, con animales®”’, y humanos’7? se
han puesto de manifiesto sus propiedades bifidogénicas.

Por otra parte, también se les atribuyen otras pro-
piedades tales como disminuir los niveles de colesterol
total y triglicéridos en pacientes tratados con hemodid-
lisis™ y la estimulacion del sistema inmune en ratones™.

Oligosacdridos de soja

Las semillas de soja son una fuente importante de
oligosacdridos como rafinosa y estaquiosa. Estos oli-
gosacdridos se denominan también o-galactdsidos,
a-galactooligosacdridos u oligosacdridos de la familia
de la rafinosa. Estudios in vitro han demostrado que
las enzimas digestivas humanas no pueden hidrolizar
este tipo de oligosacdridos, por carecer de o-galacto-
sidasa, por lo que pueden alcanzar el colon intactos
donde son fermentados por las bifidobacterias™7¢. Los
trabajos realizados con humanos indican que estos oli-
gosacdridos presentan actividad prebidtica” 7 y, en un
estudio in vivo llevado a cabo con animales, Chen y
col.” sugirieron que estos oligosacdridos pueden redu-
cir significativamente los niveles de glucosa y lipidos
en sangre y el estrés oxidativo.

Glucooligosacdridos

Los glucooligosacdridos son carbohidratos lineales
de unidades de glucosa unidas con enlaces o-(1—6)
que presentan ademds ramificaciones en o-(1—2) y
0o-(1—3). Se pueden obtener a partir de sacarosa en
presencia de maltosa por sintesis enzimdtica (usando

dextranosacarasas) o por sintesis bioldgica mediante
el microorganismo Leuconostoc mesenteroides. En
ensayos con humanos y con animales, se ha puesto de
manifiesto que estos enlaces glucosidicos son resisten-
tes a la hidrolisis por las enzimas digestivas®. Ademds,
en estudios de fermentacion in vitro, se ha demostrado
que presentan propiedades bifidogénicas, ya que fa-
vorecen el crecimiento de bifidobacterias frente al de
bacterias perjudiciales>8!-%,

Candidatos a prebidticos en fase de estudio
Pectooligosacdridos (POS)

Los POS se obtienen por despolimerizacién par-
cial de la pectina, heteropolisacdrido ramificado de
elevada complejidad estructural. Dada su estructura
y composicién (con distintos tipos de enlaces o y J3,
y hasta 14 monosacdridos diferentes), a partir de la
pectina se pueden obtener distintos tipos de productos,
incluyendo oligogalacturénidos (OGalA), GOS, arabi-
nooligosacdridos (AraOS), ramnogalacturonoligosa-
cdridos (RhaGalAOS) y arabinogalactooligosacdridos
(AraGalOS). Ademds, pueden estar esterificados con
grupos metilo y/o acetilo e incluso con 4cido fertlico.

Hasta el momento son muy escasos los estudios
realizados sobre las propiedades prebidticas de estos
oligosacdridos, realizandose, en la mayoria de los tra-
bajos, ensayos in vitro utilizando mezclas complejas de
oligémeros, por lo que no existen evidencias suficien-
tes sobre todo su potencial. Sin embargo, se ha podido
comprobar que los POS tienen propiedades prebidticas
y que éstas dependen de sus caracteristicas fisico-qui-
micas®®. Estudios in vitro, usando tanto cepas puras
representativas de los principales géneros de la micro-
biota intestinal®-* como cultivos con heces®, permitie-
ron comprobar que los oligdmeros neutros (AraOS y
GOS) presentan un fuerte efecto bifidogénico (incluso
similar a la inulina). Actualmente, no hay publicados
resultados de ensayos con animales y, en los pocos es-
tudios de intervencién humana que se han realizado, se
utilizaron mezclas de POS 4cidos, GOS y FOS. Se ha
podido comprobar que la adicion de POS a férmulas
infantiles potencia el efecto bifidogénico de los dos tl-
timos prebidticos mencionados®; produce un aumento
del niimero de bacterias totales y de bifidobacterias, en
nifios pretérmino®'; y un incremento de las bifidobacte-
rias y un descenso de patdgenos pertenecientes al grupo
Clostridium lituseburense/Clostridium histolyticum®>.
Ademds de su potencial prebidtico, se ha publicado que
algunos tipos de POS tienen propiedades inmunoldgi-
cas, anti-adherentes e incluso anticancerigenas.

Polidextrosa (PDX)

La PDX es un polimero de glucosa altamente rami-
ficado con un DP medio de 12 y un amplio espectro de
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enlaces y se emplea como ingrediente alimentario, con-
siderdndose seguro y bien tolerado. Se han realizado
estudios in vitro e in vivo en los que se ha demostrado
que la PDX es poco digerible y poco absorbible en el
tracto gastrointestinal humano® 5. Existe también un
nimero importante de estudios de intervencién en hu-
manos, aunque son muy pocos los que evalian el efec-
to del consumo de PDX sobre microbiota. En general,
parece claro que la adicién de mezclas de PDX/GOS a
formulas infantiles mejora la consistencia de las heces
y tiene un efecto bifidogénico similar al de la leche
materna®“, pero no estd suficientemente demostrado
que el efecto bifidogénico se deba a la PDX y no a los
GOS, ya que, por ejemplo, también se ha observado
un pobre crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos
en PDX en comparacién con el producido por GOS
o lactulosa. Serd necesario llevar a cabo mds estudios
orientados a valorar los efectos en la microbiota in-
testinal. La EFSA® rechazd las alegaciones relativas a
la mejora de la salud intestinal y al efecto prebidtico/
bifidogénico de la PDX por no encontrar lo suficiente-
mente consistentes las relaciones causa-efecto entre el
consumo de PDX y los beneficios producidos.

Exopolisacdridos bacterianos (EPS)

Los polimeros de carbohidratos de origen bacteria-
no, denominados exopolisacdridos por su acumulacién
en la superficie celular o en el medio de cultivo, son
sustratos resistentes a la digestion gdstrica y fermenta-
bles por la microbiota intestinal, por lo que podrian ser
buenos candidatos prebidticos. En el caso de bacterias
Gram-positivas, se han descrito dos tipos de polime-
ros seguin su composicién quimica y modo de sintesis:
homopolisacdridos (HoPS: o- y B-glucanos y B-fruc-
tanos) y heteropolisacdridos (HePS). Entre los HoPS,
existe una clasificacion secundaria en funcién del tipo
y posicion del enlace entre monosacdridos. A modo de
ejemplo en el contexto de prebidticos, el dextrano es
un o-glucano (D-glucosa (1—6) producido por Leu-
conostoc mesenteroides), y entre los B-fructanos estdn
el tipo inulina [D-fructosa (2—1), de Lactobacillus
reuteri] o tipo levano [D-fructosa (2—6), de Lactoba-
cillus sanfranciscensis] que pueden asemejarse en su
composicion a FOS, aunque de mayor tamafio.

A excepcion de algunos HoPS, la aplicacion de es-
tos EPS, como ingredientes prebidticos en alimenta-
cion, no es viable actualmente debido a la limitacion
que supone su escasa produccion, pero son polimeros
con un alto potencial debido a otras propiedades fun-
cionales adicionales, por ejemplo, como moduladores
de la respuesta inmune'®,

Polisacdridos de macroalgas

Dentro de los nuevos carbohidratos de interés por su
potencial efecto prebidtico in vitro e in vivo se encuen-

tran los polisacdridos de macroalgas marinas'®-'%, Su
estructura quimica es muy variada. Las algas verdes
(Chlorophyta) contienen heteropolisacaridos sulfatados
denominados ulvanos'®. Los principales polisacdridos
de las algas pardas (Heterokontophyta, Pheophyceae)
son laminarina, alginatos y fucoidanos/fucanos. Las
algas rojas (Rhodophyta) poseen galactanos-sulfatados
como agar o carragenanos, dependiendo de la especie.

Desde el punto de vista nutricional todos ellos son
polisacdridos no digeribles, resistentes a las enzimas
digestivas, y forman parte del complejo fibra, pudien-
do ser fermentados por la microbiota coldnica!®. El
potencial prebidtico de los polisacdridos de algas se
ha estudiado in vivo en animales de laboratorio ali-
mentados con algas enteras'®1% o con polisacdridos
purificados!'®?,

Tradicionalmente, las algas y sus polisacdridos se
consumen en Oriente como parte de la dieta, mientras
que en occidente se usan principalmente como ingre-
dientes alimentarios por su capacidad espesante y ge-
lificante. Para poder hacer alegaciones en salud hacen
falta mds estudios en humanos.

Andlisis y caracterizacion de
carbohidratos prebiéticos

En general, cuando se lleva a cabo la sintesis enzi-
madtica o la extraccion de fuentes naturales de los pre-
bidticos, se obtienen mezclas complejas que pueden
presentar carbohidratos con diferentes grados de poli-
merizacion e incluso isomeros que dificultan enorme-
mente la caracterizacion de los mismos.

La estructura de los carbohidratos prebidticos, es
decir la composicién en monosacdridos, el tipo de en-
lace glicosidico y el peso molecular, ejerce una gran in-
fluencia en las propiedades que estos pueden presentar.
En la hoja de ruta que establece la FAO’ para evaluar
y comprobar las propiedades de los prebidticos, para
su utilizacion en alimentos, indica que deben de carac-
terizarse adecuadamente, ademds de considerar otros
factores tales como la procedencia (origen y fuente
de obtencion), la pureza y la composicion quimica del
prebidtico. Por ello, es necesario disponer de técnicas
analiticas adecuadas que permitan aislar, identificar y
caracterizar los carbohidratos prebidticos facilitando de
esta forma el estudio que permita relacionar la influen-
cia de la estructura en la funcion de los mismos.

En primer lugar, es importante disponer de metodo-
logfas para realizar la preparacion de la muestra (puri-
ficacidn, fraccionamiento, etc.) asi como optimizarlas.
En ocasiones, se emplean diversas técnicas de fraccio-
namiento, tales como cromatografia de exclusiéon mo-
lecular (SEC) o de intercambio idnico, tratamientos
con carbon activo o con microorganismos (p.ej. leva-
duras) para el fraccionamiento de carbohidratos previo
a su andlisis'"”’, facilitando as{ su caracterizacion.

Actualmente, para la determinacidn de aziicares tota-
les en los oligosacdridos, se utilizan métodos enzimati-
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cos o colorimétricos como el del fenol-sulfurico, antro-
na-sulfurico, dinitro-salicilico, etc'®. Sin embargo, las
técnicas cromatogrdficas (incluidas la cromatografia
de gases y de liquidos), electroforéticas, espectromé-
tricas o espectroscdpicas son las mds empleadas para
la caracterizacion de carbohidratos prebidticos, tanto a
nivel cualitativo (determinacion de su estructura) como
cuantitativo (determinacion de su concentracion).

La cromatografia de gases (GC) es una técnica con
un alto poder de resolucidn, sensibilidad y selectividad
y ademds, junto con el acoplamiento a espectrome-
tros de masas, hace que sea una técnica muy versatil
para la caracterizacién de carbohidratos prebidticos'®.
La cromatografia de gases se emplea principalmente
para el andlisis de carbohidratos de bajo peso mole-
cular (generalmente hasta tetrasacdridos) mediante
columnas basadas en metilpolisiloxano'®!"!. Sin em-
bargo, el empleo de columnas con grupos carborano
presentes en la estructura principal del polisiloxano,
resistentes a temperaturas elevadas, permite extender
su aplicacion a oligosacdridos con DP de hasta 8. Esta
técnica también se emplea para determinar la compo-
sicién monomérica de oligo- y polisacdridos mediante
procesos de hidrdlisis, tanto dcida como enzimdtica,
seguidos por la derivatizacién de los monosacdridos
liberados''?. Es necesario también destacar el uso de
la cromatografia de gases para el andlisis estructural
de carbohidratos prebidticos de alto peso molecular!'?’.

La cromatograffa de liquidos (HPLC) es la técnica
mds utilizada para el andlisis de oligosacdridos pre-
bidticos por su alta versatilidad y multiples modos de
operacién. Aunque la derivatizacion de los carbohidra-
tos no es imprescindible para su andlisis por HPLC,
puede realizarse tanto antes (pre-columna) como des-
pués de la separacion (post-columna) para facilitar su
deteccion (inclusién de grupos croméforos o fluors-
foros que permiten la deteccion mediante ultravioleta
o fluorescencia) e incluso la separacion (aumento de
la retencidn y la resolucion). Se han utilizado muchos
modos de operacién para el andlisis de carbohidratos
prebidticos, sin embargo los mds comunes son la cro-
matograffa de intercambio anidnico de alta eficacia
(HPAEC)»!13114 ]a cromatografia de intercambio i6-
nico-exclusion molecular'®, y la cromatografia de in-
teraccidn hidrofilica (HILIC)'%"1¢, Los detectores mds
usados para el andlisis de oligosacdridos prebidticos
son el de indice de refraccion (RID), el evaporativo de
dispersion de luz (ELSD) y el detector amperométrico
de pulsos (PAD), este dltimo empleado para HPAEC.
Los acoplamientos de HPLC con espectrometria de
masas permiten ademds determinar el grado de poli-
merizacién de los oligosacdridos y en algunos casos
obtener informacidn sobre sus enlaces glicosidicos'®.

La espectrometria de masas (MS) se puede emplear
mediante su acoplamiento a GC o HPLC o como técni-
ca independiente para la caracterizacion de prebidticos.
La fuente de ionizacion mds comun para acoplamien-
tos con GC es el impacto electrénico (EI) que propor-
ciona fragmentos m/z apropiados para la identificacion

de las estructuras, mientras que la ionizacion por elec-
trospray (ESI) o la ionizacién quimica a presién atmos-
férica (APCI) son los mds empleados en acoplamientos
con HPLC, dando lugar dnicamente a la formacion del
ion cuasi-molecular. En estos dltimos casos, los anali-
zadores de cuadrupolo (Q) unicamente proporcionan
informacion del grado de polimerizacién de los oli-
gosacdridos. Sin embargo, el empleo de analizadores
hibridos o en tdindem (QTOF, QqQ, etc.) da lugar a la
obtencién de datos de MS? y facilita la caracterizacion
estructural de disacdridos'"”. Los analizadores de tram-
pa ionica permiten ademds la obtencion de datos de
MS" de oligosacdridos de mayor DP'®. La disociacién
inducida por colisién (CID) es el método de fragmen-
tacion mds comun para la caracterizaciéon de prebio-
ticos'"®1° aunque otros métodos como la disociacién
por transferencia de electrones (ETD), la disociacién
por captura de electrones (ECD) y la disociacién por
infrarrojo multifotén (IRMPD) pueden también apli-
carse. La desorcion/ionizacion ldser asistida por matriz
(MALDI) con el analizador de tiempo de vuelo (TOF)
permite la determinacion del grado de polimerizacion
de oligosacdridos de alto peso molecular'?.

La resonancia magnética nuclear (NMR) es otra de
las técnicas mds empleadas para la caracterizacion es-
tructural de carbohidratos prebidticos. Existen varios
tipos de NMR basadas en relajacion de spin nuclear,
constantes de acoplamiento escalares o dipolares y si-
mulaciones de dindmica molecular que permiten la ca-
racterizacidn fiable y eficaz de carbohidratos prebidti-
cos'?!. Sin embargo, esta técnica es especialmente dtil
para la caracterizacion de carbohidratos puros, aunque
ocasionalmente se ha aplicado a mezclas de oligosa-
cdridos'”. Por tanto, resulta altamente recomendable
un proceso previo de fraccionamiento de dichos car-
bohidratos, que puede ser llevado a cabo mediante
procedimientos tales como cromatografia de exclusion
molecular, empleo de carbdn activo, técnicas de mem-
brana, etc'??> (Herndndez y col., 2009).

Evaluacion del efecto prebiético

Se ha desarrollado un gran nimero de modelos para
evaluar la fermentacién (o biodegradabilidad) intesti-
nal de los prebidticos previamente caracterizados (ori-
gen, fuente, pureza composicion quimica y estructura).
En la figura 3 se reflejan las diferentes fases a seguir
para evaluar y validar el cardcter prebiético de un com-
puesto. En primer lugar, se realizan estudios in vitro,
para el escrutinio y seleccion de sustratos con poten-
cial prebidtico, que posteriormente serdn validados en
modelos animales. Para finalizar, el sustrato seleccio-
nado con los modelos anteriores, serfa candidato para
llevar a cabo los estudios de intervencién en humanos
que permitan evaluar su eficacia en el sitio de accién
y demostrar cientificamente su capacidad prebidtica.
La FAO’ en su hoja de ruta para la evaluacién de las
propiedades de prebidticos también indica que debe de
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realizarse una caracterizacion funcional del prebiético
mediante la utilizacién de diferentes modelos.

Resistencia de los prebidticos a la
digestion gastro-intestinal

Se han desarrollado una serie de modelos para estu-
diar la resistencia de los candidatos a prebidticos a la
digestion y absorcién, al menos parcial, en el tracto gas-
trointestinal superior'?. Los modelos in vitro siguen un
diagrama comuin que consiste en simular las condiciones
de acidez (pH < 2,0) y alto contenido en enzimas gds-
tricas (incluyendo la saliva) y pancredticas, empleando
condiciones de temperatura (37 °C), motilidad y tiem-
po de transito que mimeticen las condiciones fisiol6gi-
cas humanas. En los estudios in vivo los candidatos a
prebidticos son administrados por via oral a animales
(generalmente roedores) libres de microorganismos, o a
animales que han sido previamente tratados con un an-
tibidtico para suprimir la microbiota intestinal. Se usan
marcadores indigeribles para valorar, por un lado, la di-
gestibilidad ileal de los oligosacdridos (para cuantificar
lo que llega sin digerir al comienzo del intestino grueso)
y, por otro lado, para evaluar su fermentabilidad (en el
intestino grueso) al cuantificar la presencia/ausencia de
los oligosacdridos en las muestras fecales.

Fermentacion de prebidticos en el colon
El estudio de la capacidad de prebidticos para mo-

dular la composicion de la microbiota intestinal y/o la
produccion de compuestos que pudieran ser beneficio-

sos para la salud, como los SCFA, requiere el estudio
de muestras de origen fecal y de tejidos o contenidos
intestinales asi como el manejo de una serie de técni-
cas analiticas que van desde las cldsicas mds simples a
las nuevas “Omicas”.

Tradicionalmente se han empleado técnicas mi-
crobiolégicas dependientes de cultivo (medios selec-
tivos y/o diferenciales) para el recuento de bacterias
cultivables de la microbiota como Bifidobacterium
y Lactobacillus, y mds recienttemente Bacteroides y
Clostridium. Desde hace mds de una década el empleo
de técnicas moleculares, generalmente basadas en la
secuencia del gen que codifica el 16S rRNA, ha permi-
tido ampliar el conocimiento relativo a la composicion
de la microbiota intestinal cultivable y no cultivable!,
Los métodos mds utilizados para cuantificar (enume-
rar) distintos grupos y especies bacterianas son la PCR
cuantitativa (qQPCR) y FISH (hibridacién fluorescente
in situ), lo que requiere marcadores genéticos especi-
ficos (primers y sondas fluorescentes, respectivamen-
te). En el caso de FISH, el recuento celular se puede
realizar por microscopia de fluorescencia o mediante
citometria de flujo.

El andlisis funcional del metaboloma proporciona
informacidn relevante sobre la formacion de metabo-
litos derivados de la actividad de la microbiota intes-
tinal. Este andlisis puede ser especifico (centrado en
un grupo de compuestos) o no selectivo, pudiéndose
determinar y cuantificar un nimero elevado de com-
puestos de diversa naturaleza (SCFA, dcidos orgdni-
cos, carbohidratos, péptidos, aminodcidos, vitaminas,
etc.)!. Por otro lado, si hay disponibles sustratos
prebidticos marcados (por ejemplo con *C) se pue-
den emplear en cultivos inoculados con homogenei-

Sustratos con potencial prebidtico

Escrutinio: modelos in vitro

» Fermentacion por cepa tinica (probidticos)

® Cultivo discontinuo (pH no controlado)
® Cultivo continuo (pH controlado)
+ Simple (condicion unica)
+ Muiltiple (“gut model”)

Validacién: modelos in vivo/

Demostracion:
humanos

Sustrato prebidtico

l

Comercializacion

* Fermentacion por homogeneizados fecales (microbiota)

Fig. 3.—Hoja de ruta para la evaluacion del
potencial prebidtico de nuevos sustratos.
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zados fecales para determinar las especies bacterianas
que los estdn utilizando y cuantificar la generacion de
SCFA marcados. Ademds, este sistema se puede em-
plear en animales de experimentacidn y, dado que par-
te de los SCFA se absorben en el intestino y pasan a
sangre, se podrian cuantificar los niveles de marcaje
radioactivo circulantes.

Modelos de fermentacion in vitro

Para estudiar la biodegradacién de compuestos con
potencial prebidtico es muy util el empleo de sistemas
de fermentacion in vitro que pueden alcanzar diver-
sos grados de complejidad. El modelo mds simple, y
ampliamente utilizado en el contexto de los primeros
estudios con prebidticos, consiste en evaluar el com-
portamiento, como indculo, de cultivos simples defi-
nidos (de cepa unica) generalmente pertenecientes a
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium en pre-
sencia del sustrato. Actualmente, se tiende a analizar
la evolucién de la microbiota intestinal en su conjunto
empleando, principalmente, homogenizados de origen
fecal de individuos donantes sanos que han dado su
consentimiento informado para suministrar la muestra.
Estos homogenizados fecales se utilizan para inocular
un medio de cultivo basal que, después de un proce-
so de estabilizacién en condiciones anaerdbicas a 37
°C, es suplementado con el prebidtico a estudiar para
seguir, en tiempos definidos, la dindmica (diversidad
y/o nimero) de las poblaciones microbianas asi como
su actividad metabdlica (perfil de SCFA) por las téc-
nicas descritas anteriormente. La tecnologfa empleada
para llevar a cabo las fermentaciones in vitro implica
la utilizacién de biorreactores, generalmente vasijas de
volumen pequefio (< 250 mL), para realizar cultivos
en discontinuo (batch) a pH no controlado, o para cul-
tivos en continuo a pH controlado que pueden ser sim-
ples (para estudiar una condicién tnica) o multiples.
Entre los sistemas muiltiples, es frecuente la utilizacion
de modelos de fermentacidn continuos o dindmicos
(gut model) que constan de diversas vasijas para si-
mular las condiciones de las distintas partes del colon
en funcién de los valores de pH: colon ascendente (o
proximal) pH ~5,6-5,9, colon transverso pH ~6,1-6,4
y colon descendente (o distal) pH ~6,6-6,9. Algunas
versiones mds complejas incluyen otros biorreacto-
res que simulan las condiciones del estémago (pH <
2 y presencia de oxigeno) y las del intestino delgado
(adicion de jugo intestinal y subida progresiva del pH)
previas a las condiciones del colon!?**!%, Finalmente,
los nuevos modelos que se estdn desarrollando inten-
tan incluir componentes del hospedador, como mucus
o mucinas asi como lineas celulares de colon (Caco2,
HT?29, etc.), para estudiar la posible interaccion pre-
bidtico, microbiota y hospedador'®-"*!. Sin embargo,
este dltimo desarrollo metodoldgico para simular las
condiciones in vivo es complejo y, por el momento, el
siguiente paso seria el uso de modelos animales una

vez seleccionado in vitro un candidato con potencial
prebidtico.

Modelos de fermentacion in vivo (animales)

Los ensayos in vivo con animales de experimenta-
cion son ttiles para confirmar el efecto de los prebidti-
cos sobre la dindmica y actividad de la microbiota in-
testinal y también para estudiar posibles mecanismos
de accion'®. Con estos objetivos, el modelo animal
mds empleado es el de roedor (ratén y rata), aunque
también hay estudios con animales domésticos y de
granja para validar potenciales prebidticos para su uti-
lizacién en alimentacién animal. En un estudio tipico
con roedores estdndar “sanos”, el candidato prebidtico
se suministra por via oral, en agua o en comida, o por
sonda gdstrica y durante el periodo de intervencién
se pueden recoger muestras de heces para analizar la
dindmica de la microbiota intestinal. Tras sacrificar
los animales al final del ensayo, se procede al andlisis
completo del contenido intestinal, contenido cecal y
tejidos, pudiendo emplear estudios histolégicos com-
plementarios, ademds de las técnicas descritas ante-
riormente. Estos estudios también permiten descartar
posibles efectos adversos debidos al consumo del
prebidtico, por ejemplo, visualizando al microscopio
el estado del tejido intestinal del grupo de animales
alimentados con el prebidtico respecto al control.

Por otro lado, se han empleado animales libres de
microorganismos (germ-free animals) que se colo-
nizan con microbiota humana (gnotobiotic animals),
permitiendo de este modo estudiar in vivo el efecto
de potenciales prebidticos, considerando, ademads, las
consecuentes diferencias debidas al organismo ani-
mal. Finalmente, para demostrar los efectos relaciona-
dos con la ingesta de determinados prebidticos, sobre
ciertas disfunciones fisioldgicas o enfermedades, se
emplean modelos animales especificos modificados
genéticamente o inducidos para simular, por ejemplo,
cancer de coldn, enfermedades inflamatorias intesti-
nales, sindrome metabdlico, diabetes, u osteoporosis,
entre otros'¥.

Estudios de intervencion en humanos

Para finalizar con la hoja de ruta que permite de-
mostrar cientificamente la eficacia de los prebidticos,
serfa necesario llevar a cabo estudios estdndar de eva-
luacién clinica de fase 2 (demostracion de eficacia) en
humanos. En primer lugar, hay que definir el resultado
principal (y secundarios, si hubiera) que se espera con-
seguir con el estudio de intervencion con el prebidtico.
También hay que definir el tamafio de muestra (pobla-
cién) necesario para demostrar con significacion es-
tadistica el resultado(s) que se espera obtener y hay
que proponer los pardmetros fisioldgicos a medir para
demostrar el efecto. El disefio experimental del estudio
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de intervencién debe ser doble-ciego, aleatorizado y
controlado con placebo’.

A modo de ejemplo, en el caso de que el estudio de
intervencion estuviera disefiado para evaluar la efica-
cia de un prebidtico sobre la funcién gastrointestinal,
se pueden realizar estudios mecanisticos, que miden
respuestas especificas a estimulos de prueba. Actual-
mente, existe la metodologia para evaluar distintos ti-
pos de respuestas digestivas: intraluminales (volumen
de gas o heces, productos metabdlicos, composicion
- actividad metabdlica de la microbiota), sensitivas
(cognitiva - hedonista), motoras (motilidad - trdnsi-
to) y de la funcién de membrana (secrecion - absor-
Ccién) 13134,

Efectos beneficiosos de los prebidticos

Algunos estudios sugieren que los prebidticos po-
drian ejercer efectos fisiolégicos beneficiosos para la
salud y el bienestar del organismo, en relacién con su
capacidad para modular la microbiota intestinal. Estos
efectos pueden ser ejercidos no sélo en el colon, sino
también en todo el organismo contribuyendo, de esta
forma, a reducir el riesgo de padecer ciertas enferme-
dades intestinales o sistémicas.

Entre los efectos producidos en el colon, cabe men-
cionar, que los prebidticos estimulan el crecimiento de
bacterias fermentativas (bifidobacterias y lactobacilos)
con efectos beneficiosos; generan SCFA que producen
un descenso de pH, controlando el desarrollo de ciertas
comunidades que pueden generar efectos perjudicia-
les (p. ej. algunas especies de Bacteroides, Fusobac-
terium y Clostridium spp.'*13%). Las bifidobacterias
no producen butirato pero estimulan el crecimiento de
bacterias productoras de este SCFA en el colon, como
son las eubacterias'*’. Ademds, los prebidticos actian
sobre determinadas funciones intestinales reduciendo
el tiempo de transito intestinal, al producir un aumen-
to del volumen del bolo fecal y del nimero de depo-
siciones. Esto es debido a que los SCFA se absorben
eficazmente y son utilizados por las células epiteliales
del colon estimulando la secrecion de agua y de sales.

Ademds, existen datos que apoyan el hecho de que
la ingesta de prebidticos podria reducir el riesgo de pa-
decer ciertas enfermedades intestinales tales como el
sindrome de intestino irritable (Irritable bowel syndro-
me IBS) y de enfermedades inflamatorias intestinales
(Inflammatory bowel disease IBD) como la colitis ul-
cerosa, la enfermedad de Crohn y la pouchitis. El sin-
drome de intestino irritable es un desorden funcional
del colon que se manifiesta por dolor abdominal, ma-
lestar, distension, sensacion de hinchazon, flatulencia
y cambios variables en la frecuencia y en la forma de
las deposiciones. Estudios recientes han descrito dife-
rencias en la composicion de la microbiota intestinal
entre pacientes con sintomas digestivos funcionales
y sujetos sanos, pero los resultados no son totalmente
concordantes. Se ha observado, en estos pacientes, una

reduccion de la microbiota beneficiosa (lactobacilos
y bifidobacterias) combinada con un incremento del
nimero de enterobacterias, coliformes, bacteroides, y
diferentes especies de firmicutes'*. Por otra parte, no
estd muy claro que los prebidticos sean adecuados para
el tratamiento o la mejoria de la sintomatologia en esta
enfermedad ya que, ademds de los SCFA originados
por la microbiota durante la fermentacion de los mis-
mos, también se producen gases (diéxido de carbono,
metano e hidrégeno), que pueden exacerbarla'”’. Por
tanto, son necesarios mds estudios para determinar el
papel de los prebidticos en la fisiopatologia y mejoria
de los sintomas en la IBS.

Por otro lado, en la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa existe una inflamacion de la pared intestinal
que se manifiesta por sintomas tales como diarrea (fre-
cuentemente con sangre y moco en las heces), dolor
abdominal, fiebre, pérdida de peso y formacion de fis-
tulas. Y si bien, factores genéticos y ambientales pa-
recen estar implicados, en el desarrollo de estas dos
enfermedades inflamatorias, el papel de la microbiota
intestinal en su génesis atin estd por dilucidar. As{, al-
gunos estudios han descrito niveles reducidos de bifi-
dobacterias y un incremento de microorganismos con
efectos potencialmente perjudiciales asi como altera-
ciones de la respuesta inmune en estos pacientes. Ade-
mds, en animales de experimentacién se ha observa-
do que la ingesta de prebidticos (inulina, GOS, FOS)
produce un descenso en los niveles de marcadores in-
flamatorios, traduciéndose este hecho, en una mejora
de la inflamacién de la mucosa intestinal. En algunos
ensayos en humanos se ha observado que la ingesta de
inulina, FOS o la combinacidon de ambos se asocia con
mejoria tanto en la exploracion endoscdpica como en
la histologfa de las lesiones'*!¥".

Los prebidticos podrian también tener un efecto
protector frente a infecciones intestinales. Se han des-
crito varios mecanismos, uno de ellos se basa en la li-
beracion, por parte de muchas especies de lactobacilos
y bifidobacterias, de agentes antimicrobianos (SCFA
y péptidos) de amplio espectro de accién. También se
han utilizado prebidticos conjuntamente con probidti-
cos, en estudios in vitro, obteniendo muy buenos re-
sultados de inhibicién de microorganismos patégenos.
Otro mecanismo de accion se puede atribuir a las pro-
piedades antiadherentes que presentan los prebidticos
bloqueando los lugares donde se adhieren los microor-
ganismos patégenos o sus toxinas en las células epite-
liales, actuando por lo tanto, como andlogos de los re-
ceptores?. Por ejemplo, los GOS contienen estructuras
similares a las encontradas en las microvellosidades
que intervienen en la unién con la adhesina bacteria-
na; asi las bacterias se unen a los GOS evitando que
se adhieran al epitelio colénico®. Los prebidticos po-
drian ejercer un efecto protector frente a la diarrea del
viajero o la diarrea post tratamiento antibiético. En el
primer caso, se ha observado, en un grupo de personas
que viajaban a destinos con alto o medio riesgo, que la
ingestion de prebidticos dos semanas antes del viaje,
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disminuye la duracién de la diarrea asi como la severi-
dad de la sintomatologia frente a un grupo al que se le
administré placebo!'. Los antibidticos pueden producir
un desequilibrio en la microbiota intestinal (disbiosis
intestinal). Diferentes estudios muestran que las dietas
con prebidticos favorecen el crecimiento de las bac-
terias intestinales con efectos potencialmente benefi-
ciosos'?.

También se ha especulado sobre la influencia que
ejercen los carbohidratos prebidticos en la carcinogé-
nesis. Diferentes estudios han puesto en evidencia la
disminucion del riesgo de padecer cdncer de colon, sin
embargo son necesarios mds ensayos para confirmar
estos datos. La secuencia de las fases involucradas en
el desarrollo de este tipo de cdncer es muy compleja y
en su génesis estdn involucrados factores genéticos y
ambientales. De los factores ambientales, la dieta pa-
rece jugar un papel fundamental, asi varios estudios
relacionan el consumo de dietas ricas en carne proce-
sada o ingestas elevadas de alcohol con un incremento
del riesgo, mientras que dietas ricas en fibra y leche lo
reducen'?.

Por otra parte, se ha descrito que la microbiota
puede interaccionar en la secuencia del desarrollo de
un tumor, ya que puede producir, por si misma, com-
puestos carcinogénicos y/o enzimas capaces de liberar
sustancias carcinégénicas. Asi, las B-glucuronidasas
utilizan conjugados del dcido glucurdnico; las azo- y
nitrorreductasas reducen sustratos nitrogenados a ami-
nas, que son generalmente mas téxicos que los produc-
tos de origen, y la nitrato reductasa genera el anion ni-
trito. También la produccién de metabolitos en heces,
tales como el amoniaco originado a partir de proteinas
y de la urea, se relaciona con la formacién de tumores.
Otros como fenoles y cresoles son también potenciales
promotores de enfermedades del colon. Las bifidobac-
terias y los lactobacilos no producen cantidades signi-
ficativas de dichas enzimas'®.

A la vista de las investigaciones, la posible protec-
cion que ejercen los prebidticos frente al cdncer de
colon puede deberse a la produccién de metabolitos
como los SCFA, especialmente butirato, en la fermen-
tacion por de la microbiota intestinal. El butirato estd
implicado en los mecanismos que controlan la apopto-
sis, la divisidn y la proliferacién celular. El propionato
es otro metabolito originado en la fermentacion de los
carbohidratos prebidticos y se ha descrito que tiene
propiedades anti-inflamatorias que pueden jugar un
papel en la génesis del cancer de colon'#%140,

También se ha estudiado ampliamente la capacidad
inmunomoduladora de los prebidticos. Sin embargo no
se ha establecido el mecanismo por el cual tiene lugar
este efecto, ya que los marcadores a utilizar deben se-
leccionarse con mucho cuidado debido a su variacién
y a que dependen, en gran medida, de las condiciones
del estudio. La respuesta inmune involucra a un nu-
mero variable de células con diferente funcionalidad
que dan lugar a, por ejemplo, eliminar al patégeno
implicado en una infeccion. Por ello en esta respuesta

no hay un tnico marcador inmunoldgico que refleje o
permita predecir una resistencia individual a la infec-
cion. Existen varias hipdtesis y una de ellas propone
que las bacterias dcido ldcticas, o bien la pared celular
o los componentes citoplasmadticos de las mismas pe-
netran en las células epiteliales intestinales activando
el tejido linfético asociado al mismo'*!. Otras hipétesis
estdn relacionadas con la propiedad que tienen los pre-
bidticos de favorecer el crecimiento de determinados
géneros o especies de microorganismos con efectos
potencialmente beneficiosos frente a la disminucién
de otros, ya que este hecho podria cambiar el perfil
colectivo inmuno-interactivo de la microbiota. Varios
estudios que han utilizado animales libres de gérmenes
y gnotobidticos han puesto de manifiesto que la micro-
biota es esencial para un éptimo desarrollo estructural
y funcional del sistema inmune®. También, los SCFA
originados a partir de la fermentacion de los prebidti-
cos pueden interactuar con las células relacionadas con
la respuesta inmune. Se ha comprobado que el 4cido
butirico puede suprimir la proliferacion de linfocitos
e inhibir la produccién de citoquinas*. Otra hipéGtesis
indica que la modulacién de la respuesta inmune, por
parte de los prebidticos, podria ser debida a que éstos
se unen a unos posibles receptores en las células rela-
cionadas, sin embargo no hay evidencia suficiente de
la presencia de estos receptores.

Por otra parte, en paises desarrollados se ha obser-
vado un aumento de la prevalencia de las enfermeda-
des alérgicas, en probable relacién con un incremento
de la proteccidn de los nifios frente a microorganismos
(hipotesis de higiene excesiva) dando lugar a cambios
en su microbiota, asi como al aumento del uso y abuso
de antibidticos. Diferentes estudios han puesto de ma-
nifiesto la relacion existente entre microbiota coldnica
y desarrollo de alergias, especialmente en el eczema
y la alergia a alimentos'*. Se ha comprobado que ni-
fios alérgicos presentan una microbiota con menores
niveles de lactobacilos y bifidobacterias. Por ello la
ingesta de prebidticos podria disminuir el desarrollo
de estas patologias favoreciendo el crecimiento de es-
tos microorganismos. Recientemente se ha estudiado
el efecto de una mezcla de prebidticos (Vivinal-GOS:
inulina; 90:10) en la incidencia de la dermatitis atopica
en lactantes demostrdndose una reduccion de la inci-
dencia y un aumento significativo de bifidobacterias
en la microbiota fecal, no observdndose ningin cam-
bio significativo en el nimero de lactobacilos*.

Los prebidticos también favorecen la absorcién de
minerales tales como el calcio, magnesio, zinc y el
hierro debido a la capacidad de unirse a ellos impi-
diendo, de este modo, su absorcion en el intestino del-
gado alcanzando el colon donde son liberados y pos-
teriormente absorbidos'*'. La deficiencia de calcio estd
asociada a una deficiente mineralizacion ésea y la de
hierro a anemia microcitica e hipocrémica. Asimismo,
el zinc es necesario para el desarrollo y maduracién del
esqueleto. Una mejor absorcion del calcio estd asocia-
da a que la fermentacién de los prebidticos, por parte
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de la microbiota intestinal, produce SCFA y baja el
pH luminal aumentando la biodisponibilidad y la ab-
sorcidn pasiva del calcio a través de los colonocitos!'2
También se ha comprobado que la biodisponibilidad
del calcio mejora cuando se libera por hidrdlisis del
complejo “fitato de calcio” por la accion de las fita-
sas bacterianas presentes en la microbiota beneficio-
sa y cuando el calcio se vuelve mds soluble gracias al
aumento de agua en el colon, producido por el efecto
osmdtico que tienen los prebidticos'*®. El aumento de
la absorcidn del calcio repercute favorablemente en la
salud del hueso fortaleciendo la masa dsea y retardan-
do la osteoporosis siendo este hecho de especial in-
terés en periodos de crecimiento, donde se alcanza el
pico de masa dsea, en mujeres postmenopdusicas y en
personas mayores.

El hierro se encuentra unido al 4cido fitico y existe
una relacion inversa entre cantidad de este dcido en la
dieta y su absorcion. Se necesitan muy pequeifias can-
tidades de este dcido (0,7%) en la dieta para reducir a
la mitad la absorcién de este mineral. Los prebidticos
estimulan la absorcion de hierro en el colon, por el au-
mento de la fraccion soluble en las células. En el caso
del zinc, también estd unido al 4cido fitico que inhibe
su absorcion. En estudios en humanos se ha comproba-
do que los fitatos estdn altamente relacionados con una
disminucion de la absorcidn de zinc en jévenes sanos y
personas mayores. Los prebidticos estimulan la biodis-
ponibilidad del zinc. Por ello su administracién en la
dieta restablece la absorcién de este mineral'?’.

Ademds, se atribuyen a los prebidticos, otra serie
de propiedades relacionadas con determinadas enfer-
medades sistémicas. Los carbohidratos prebidticos
(GOS, FOS, inulina) reducen la presién arterial, asi
como los niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos
y fosfolipidos en sangre; ademds de la sintesis de tri-
glicéridos y 4cidos grasos en el higado minimizando el
riesgo de desarrollar diabetes, obesidad y ateroescle-
rosis**!4, Por otra parte, los cambios producidos en el
metabolismo lipidico pueden ser una consecuencia de
la produccién de SCFA, que pueden inducir cambios
metabdlicos en el higado.

Los prebidticos y concretamente la lactulosa, tam-
bién se utilizan en el tratamiento de la encefalopatia
portal sistémica, enfermedad que afecta al sistema
nervioso central, por la elevacién del contenido de
amonfaco en sangre. Estd provocada por el amonfaco
y otras neurotoxinas generadas por ciertas bacterias
gastrointestinales y puede deberse a una ingesta alta
de protefnas en la dieta. Los prebidticos restablecen
la microbiota beneficiosa e inhiben el crecimiento de
bacterias productoras de amoniaco. En el caso de pa-
cientes con cirrosis se han utilizado XOS'* y lactulo-
sa'* para controlar los niveles de amonifaco y fenoles
libres en sangre.

A pesar de los numerosos efectos beneficiosos que
pueden ejercer los oligosacdridos prebidticos, hay que
considerar la importancia que tiene el establecimiento
de la ingesta adecuada para evitar efectos adversos ya

que, si ésta es excesiva, podria provocar molestias in-
testinales, diarrea y flatulencia. Se ha demostrado que
una ingesta por encima de 20 g/dia de GOS podria pro-
vocar diarrea’. Para establecer la ingesta adecuada, hay
que tener en cuenta el tipo de oligosacdrido, aunque en
la mayoria de los casos una ingesta de 15 g/dia puede
incrementar la poblacidn de bifidobacterias'*. Por otra
parte, también habria que tener en cuenta la microbio-
ta de cada individuo, Roberfroid!'* establecié que una
ingesta diaria de prebidticos no es tan determinante en
el efecto bifidogénico, sino que estd directamente rela-
cionada con el nimero de bifidobacterias/g presentes
en el organismo antes de empezar la suplementacion
con el prebidtico en la dieta. Hay estudios que han
demostrado que una ingesta de 10 g/dia de GOS, en
individuos sanos de edad media, seria suficiente para
ejercer el efecto bifidogénico. Sin embargo, si el ni-
mero de bifidobacterias de partida es bajo, como po-
dria ser el caso de personas mayores, la ingesta de 2,5
g/dfa serfa suficiente para producir un aumento en la
poblacidn de las bifidobacterias.

Perspectivas futuras de investigacion

En este articulo se pone de manifiesto que la inves-
tigacidn existente sobre prebidticos, hasta el momento,
es extensa y variada. De hecho se ha mostrado que ha
de tenerse en cuenta un gran nimero de factores para
asignar y demostrar las alegaciones de salud que se
formulan en cada uno de los estudios realizados y para
cada carbohidrato considerado. Sin embargo, a nuestro
entender, todavia queda un importante trabajo multi-
disciplinar que realizar, orientado a profundizar en los
aspectos siguientes:

i) Mejora de los métodos de andlisis y de deteccidn
para caracterizar correctamente los carbohidratos pre-
bidticos facilitando, de esta forma, la asignacion de pro-
piedades bioactivas y posible disefio de prebidticos de
segunda generacidn con beneficios concretos de salud;

ii) Definicién de biomarcadores para seleccionar
los grupos microbianos, beneficiosos para la salud, en
funcion de la fermentacidn del prebidtico;

iii) Ensayos de intervencién en humanos bien dise-
fados, robustos y de buena calidad que permitan va-
lorar el efecto del consumo de los prebidticos en la
selectividad, incluyendo para ello un mayor nimero
de grupos bacterianos. Los estudios mecanisticos uti-
lizando biomarcadores objetivos podrian ser de gran
utilidad;

iv) Establecimiento de la ingesta diaria del prebio-
tico para desarrollar la actividad o las actividades atri-
buidas al mismo, asi como la monitorizacién de los
posibles efectos adversos o secundarios a largo plazo
del prebidtico ingerido;

v) Estudio de nuevas aplicaciones de los prebidticos
en la prevencidn y tratamiento de enfermedades como
la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2, las alteraciones
inmunitarias (alergias, etc.), entre otras.
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