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DESCRIPCION

Nueva composicion de galactooligosacdrido y la preparacién de la misma.

La presente invencion se refiere a nuevas cepas de Bifidobacterium bifidum que producen una nueva actividad de
la enzima galactosidasa capaz de convertir la lactosa en una nueva mezcla de galactooligosacaridos. Los galactoo-
ligosacaridos son carbohidratos no digeribles, que son resistentes a las enzimas digestivas gastrointestinales de los
mamiferos, pero que son fermentados por bacterias colénicas especificas. La invencién también se refiere al uso de
una cepa bifidobacteriana para producir una nueva composicién de galactooligosacaridos que es capaz de estimular
el crecimiento de bifidobacterias en el tracto intestinal. También se refiere a una nueva composiciéon de productos de
galactooligosacaridos.

La flora intestinal humana comprende géneros microbianos patdgenos, benignos y beneficiosos. Un predominio
de los primeros puede conducir a trastornos intestinales que pueden ser tanto agudos (por ejemplo, gastroenteritis) y
crénicos (por ejemplo, la enfermedad inflamatoria del intestino, el sindrome del intestino irritable y algunos cénceres
intestinales). Se han hecho tentativas para influir en el equilibrio de la flora intestinal a favor de microorganismos
beneficiosos, tales como las bifidobacterias, afadiendo una o varias de tales cepas microbianas a un vehiculo de ali-
menticio apropiado. Tal suplemento alimenticio microbiano vivo se llama probidtico. Sin embargo, es dificil garantizar
la supervivencia de bacterias vivas en los productos de alimentacién y también después de la digestion.

Un enfoque alternativo a la manipulacién dietética de la microflora intestinal es el uso de un prebidtico, que se de-
fine como un ingrediente alimenticio no digerible que afecta beneficiosamente al huésped estimulando selectivamente
el crecimiento y/o la actividad de uno o un niimero limitado de bacterias en el colon, causando asi una mejora de la
salud del huésped.

La enorme microflora intestinal humana es adquirida en el nacimiento. El lactante alimentado con leche materna
tiene una preponderancia de bifidobacterias, que compiten facilmente con otros géneros. Esto es porque los compo-
nentes de la leche materna son estimuladores. Al contrario, el lactante alimentado con leche artificial tiene una flora
mads compleja que imita al tracto gastrointestinal adulto porque bacteroides, clostridia, bifidobacterias, lactobacilli,
cocci gram positivo, coliformes y otros grupos estdn representados todos en proporciones practicamente iguales. Las
bifidobacterias generalmente son consideradas como protectores con respeto a las grandes infecciones intestinales y
esta diferencia probablemente explica la mucho menor incidencia de infecciones en lactantes alimentados con el pecho
comparado con los que se alimentan con leche artificial.

Ciertos componentes de la flora intestinal han sido implicados en la etiologia de la enfermedad intestinal. Por
ejemplo, las micobacterias se asocian a la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerativa puede ser provocada por bacterias
reductoras de sulfato y puede haber participacién bacteriana en el desarrollo del cdncer de intestino. Claramente, seria
ventajoso si se pudiera potenciar el crecimiento selectivo de bacterias intestinales beneficiosas propias por la ingestién
de un prebidtico. Esto tendria el efecto consiguiente de que la microflora patégena seria deprimida.

Un grupo de compuestos que es clasificado como prebidticos es el de los galactooligosacaridos, que son oligo-
sacaridos que contienen galactosa de la forma Glc a1-4[8 Gal 1-6], donde n=2-5, y que son producidos a partir
de jarabe de lactosa usando la actividad de transgalactosilasa de la enzima S-galactosidasa (Crittenden, (1999) Pro-
biotics: A Critical Review. Tannock, G. (ed) Horizon Scientific Press, Wymondham, pags. 141-156). Tres productos
estan actualmente disponibles en el comercio que tienen composiciones ligeramente diferentes. El primero de estos,
los oligosacdridos transgalactosilados (TOS), es producido usando la S-galactosidasa de Aspergillus oryzae (Tanaka
et al., (1983) Bifidobacteria Microflora, 2, 17-24), y consiste en tri-, tetra-, penta- y hexa-galacto-oligosacdridos. El
segundo es Oligomate 55, que se prepara usando S-galactosidasa de A. oryzae y Streptococcus thermophilus (Ito et
al., (1990), Microbial Ecology in Health and Disease, 3, 285-292) y contiene el 36% de tri-, tetra-, penta- y hexa-
galacto-oligosacdridos, 16% de disacaridos galactosil-glucosa y galactosil-galactosa, 38% de monosacaridos y 10%
de lactosa. Finalmente, una preparacién del disacarido transgalactosilado (TD) es producida usando la 8-galactosidasa
de S. thermophilus (Ito et al., (1993), J. Nutritional Science and Vitaminolog, 39, 279-288).

Se sabe que los miembros de las bifidobacterias producen las enzimas S-galactosidasa que estdn implicadas en el
metabolismo bacteriano de lactosa. Moller, P. L. et al. en Appl. & Environ. Microbiol., (2001), 62, (5), 2276-2283
describen el aislamiento y la caracterizacion de tres genes de S-galactosidasa a partir de una cepa de Bifidobacterium
bifidum.

La publicacién de patente de EE.UU. N° US 2002/0086358 describe una nueva -galactosidasa de Bifidobacterium
bifidum, en particular una version truncada de la enzima que tiene una alta actividad transgalactosilante. Aunque se ha
demostrado que la incubacién con lactosa podria ocurrir en presencia del 0,5-60%de lactosa, el maximo rendimiento
ejemplificado del galactooligosacarido producido en reacciones de transgalactosilacién fue del 44% (mg de oligosa-
cérido producido por mg de lactosa afiadida). Ademds, a partir de la definiciéon de oligosacarido en esta publicacién
de la patente estadounidense es evidente que el producto consiste en al menos tres moléculas de azicar unidas.

Dumortier et al. en Carbohydrate Research, 201, (1990), 115-123 describen la formacién de oligosacaridos por
una reaccion de transgalactosilacion durante la hidrdlisis de lactosa con Bifidobacterium bifidum DSM 20456. Su
analisis de la estructura de la mezcla de oligosacaridos producidos mostré que los enlaces eran enlaces 8-(1—3), -
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(1—-06) y B-(1—4)-D-galactosilo. Dumortier sugiere que los compuestos producidos por Bifidobacterium bifidum estin
implicados en la adhesidn de bacterias en el intestino grueso.

En la actualidad se han encontrado cepas de bifidobacterium que no sélo son capaces de producir una actividad
de la enzima galactosidasa que convierte la lactosa en una mezcla de galactooligosacaridos, sino que también produce
una mezcla de galactooligosacaridos que contiene hasta el 35% del disacdrido galabiosa (Gal(a1-6) - Gal). El dltimo
se conoce (véase Paton, J. C. & Paton, A. W. (1989), Clin. Microbiol. Revs., 11, 450-479; Carlsson, K. A. (1989), Ann.
Reviews Biochem., 58, 309-350.) porque es un antiadhesivo capaz de prevenir la adhesion de toxinas, por ejemplo, la
toxina Shiga, y patégenos, tales como E. coli, a la pared del intestino.

De acuerdo con la invencién se proporciona una cepa de Bifidobacterium bifidum que produce una actividad de la
enzima galactosidasa que convierta la lactosa en una mezcla de galactooligosacaridos que comprende el disacarido Gal
(a1-6)-Gal, al menos un trisacarido seleccionado a partir de Gal (81-6)-Gal (81-4)-Glc y Gal (81-3)-Gal (51-4)-Glc,
el tetrasacdrido Gal (81-6)-Gal (81-6)-Gal-(81-4)-Glc y el pentasacarido Gal (51-6)-Gal (81-6)-Gal (81-6)-Gal-(51-
4)-Glc. Preferiblemente la mezcla comprende de 20 a 35% en p/v del disacédrido, de 20 a 35% en p/v del trisacérido,
de 15 a 25% en p/v del tetrasacarido y del 10 al 20% en p/v del pentasacarido.

El término “actividad de la enzima”, como se usa en relacién con la actividad de la enzima galactosidasa de la
presente invencion, es la actividad que es el resultado de al menos una enzima galactosidasa.

Una cepa de Bifidobacterium bifidum capaz de producir una actividad de la enzima galactosidasa que convierte la
lactosa en la mezcla de galactooligosacaridos como se define anteriormente se ha depositado con el nimero de entrada
NCIMB 41171 en la Coleccién Nacional de Bacterias Industriales y Marinas, Aberdeen el 31 de marzo de 2003.

Una tal cepa depositada de Bifidobacterium bifidum, o su equivalente biolégicamente funcional, puede ser usada
para producir la mezcla de galactooligosacaridos como se define anteriormente. La mezcla de galactooligosacaridos
puede formar parte de un producto que mejore la salud del intestino promoviendo el crecimiento de bifidobacterias
en el intestino, especificamente la cepa productora de origen. Tal producto puede ser seleccionado a partir del grupo
que consiste en productos licteos (por ejemplo, leche liquida, leche en polvo tal como leche entera en polvo, leche
desnatada en polvo, leche en polvo con grasa afiadida, polvos de suero, leche materna, helado, yogur, queso, productos
lacteos fermentados), bebidas, productos de alimentacién infantil, cereales, pan, bizcochos, reposteria, tortas, suple-
mentos de alimentos, suplementos dietéticos, piensos, alimentacidn de volateria o de hecho cualquier otro alimento o
bebida.

La mezcla de oligosacédridos también puede ser usada para la preparacion de un medicamento para prevenir la
adhesion de patégenos o toxinas producidas por patdgenos a la pared intestinal. La mezcla puede ser administrada
a un paciente después de un curso de tratamiento con antibidticos, que a menudo cambia o hasta destruye la flora
intestinal sana normal, o después de cirugia del intestino, para “sembrar de nuevo” o reestablecer en el intestino la
flora normal de un intestino sano. La mezcla de galactooligosacdridos puede ser usada en combinacién con la cepa de
Bifidobacterium bifidum mencionada anteriormente o un equivalente biolégicamente funcional.

La expresion “equivalente biolégicamente funcional” se interpreta que significa una cepa de Bifidobacterium bi-
fidum que es capaz de producir una actividad de la enzima galactosidasa que convierte a la lactosa en la mezcla de
galactooligosacdridos que se define anteriormente.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién se proporciona una composicién de galactooligosacaridos que promue-
ve el crecimiento de bifidobacterias que comprende como constituyentes eficaces la mezcla de galactooligosacaridos
que se describe mas arriba.

Preferiblemente la composicion de galactooligosacaridos comprende de 20 a 35% p/v del disacérido, del 20 al 35%
en p/v del(de los) trisacarido(s), del 15 al 25% en p/v del tetrasacarido y del 10 al 20% en p/v del pentasacérido.

De acuerdo con otro aspecto mds de la invencion se proporciona un método para la fabricacién de una sustancia
que estimule el crecimiento de bifidobacterias caracterizado porque la lactosa o un material que contiene lactosa es
tratado con una cepa de Bifidobacterium bifidum como se define anteriormente.

El material que contiene lactosa adecuado puede ser seleccionado a partir de lactosa disponible en el comercio,
leche entera, leche semidesnatada, leche desnatada, suero y leche con grasa afiadida. Tales productos lacteos pueden
ser obtenidos a partir de vacas, bufalos, ovejas o cabras. La leche con grasa afiadida se define como leche entera que
ha sido desnatada para eliminar la grasa de la leche, que posteriormente es sustituida por la adicién de grasa vegetal o
aceite.

En la utilizacién de otros medios de crecimiento suplementados con sustratos carbohidratos distintos a la lactosa
se ha encontrado que para Bifidobacterium bifidum de acuerdo con la invencion se puede utilizar maltosa, rafinosa,
xilano y fructosa. El cultivo de bacterias en el medio suplementado con uno de estos carbohidratos indujo la expresion
de a-glucosidasa, a-galactosidasa, xilosidasa y (B8-fructofuranosidasa respectivamente y causandose asi la produccién
de a-glucooligosacaridos, a-galactooligosacaridos, xilooligosacaridos y fructooligosacaridos, respectivamente.
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En una investigacién que conduce a la presente invencion, fue seleccionada una bacteria derivada del intestino
para los que fueron capaces de producir galactosidasa y que tenian asf el potencial mds alto para producir galactooli-
gosacdrido(s). Por consiguiente, se ha encontrado que ciertas bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium, en
particular Bifidobacterium bifidum, no s6lo fueron capaces de producir una actividad de la enzima galactosidasa, sino
que también que la enzima podia convertir la lactosa en una mezcla de galactooligosacdridos que comprende del 20 al
35% en p/v de un disacarido, del 20 al 35% en p/v de un trisacarido, del 15 al 25% en p/v de un tetrasacarido, del 10
al 20% en p/v de un pentasacarido. Un ejemplo especifico de Bifidobacterium bifidum fue depositado el 31 de marzo
de 2003 con NCIMB, Aberdeen con el namero de entrada 41171.

Para cultivar estas bacterias, puede ser utilizada cualquier fuente nutritiva a condicién de que pueda ser asimilada
por la bacteria. El medio de cultivo apropiado puede ser formulado con, por ejemplo, carbohidratos tales como lactosa,
sacarosa o glucosa; fuentes nutritivas inorganicas que contienen nitrégeno u organicas tales como extracto de levadura,
triptona, extracto de carne (Laboratorios Lemco) y similares; fuentes nutritivas inorgdnicas tales como fosfatos, potasio
y otros similares. Para cultivar, el pH del medio nutritivo debe estar dentro del intervalo de 6,0 a 8,0. preferiblemente
7,0y el cultivo se lleva a cabo anaerébicamente en el intervalo de temperaturas de 35 a 40°C, preferiblemente 37°C de
40 a 64 horas, preferiblemente 50 horas.

La cepa puede ser cultivada por cualquiera de los métodos de cultivo conocidos tales como cultivo en fase estacio-
naria, cultivo sumergido anaerobio o cultivo en agitacion. Las células bacterianas son cultivadas por centrifugacion o
filtracién y pueden ser usadas células tal cual como el catalizador de la reaccién sin mds tratamiento. Como una alter-
nativa, las células pueden ser usadas en un estado inmovilizado segtin un procedimiento de inmovilizacién apropiado.

La Bifidobacterium bifidum de la invencion puede ser usada para convertir la lactosa en si misma o la lactosa
contenida en un producto lacteo en la nueva composicion de galactooligosacaridos de la invencién. Después de la
conversion las células bacterianas pueden ser eliminadas por centrifugacién. Cualquier monosacarido presente puede
ser eliminado usando, por ejemplo, incubacién con la levadura Saccharomyces cerevisiae. La mezcla entonces puede
ser sometida posteriormente a centrifugacion y microfiltracién. La solucién GOS resultante entonces puede ser secada
por pulverizacién para producir un polvo.

La leche que contiene la composicién de galactooligosacdridos de la invencion producida de este modo puede ser
administrada directamente a nifios, adultos o animales. De forma alternativa, puede ser usada para producir productos
tales como pan, reposteria o similares, tal que la estabilidad de los galactooligosacaridos en condiciones dcidas y a
altas temperaturas permite que se usen sin descomposicién. De forma alternativa, puede ser afiadido polvo GOS a un
producto como se menciona anteriormente.

El polvo GOS puede ser administrado a pacientes que sufren de trastornos intestinales tales como la enfermedad
inflamatoria del intestino y el sindrome del intestino irritable, en cuyo caso el paciente pueda ingerir una dosis diaria
de 2 a 20 g, preferiblemente de 5 a 10 g, mas preferiblemente 7 g, tomada en dos dosis separadas.

De forma alternativa, la composicién de galactooligosacaridos de la invencidn puede ser mezclada con un cultivo
de Bifidobacterium bifidum de acuerdo con la invencién para producir una mezcla para mejorar la salud intestinal.
Tal mezcla es clasificada como un simbiético, que es definido como una mezcla de probidticos y prebiéticos lo que
afecta beneficiosamente al huésped mejorando la supervivencia y la implantacién del suplemento dietético microbiano
vivo en el tracto gastrointestial (véase Gibson y Roberfroid, 1995, “Dietary modulation of the human microbiota:
introducing the concept of prebiotics”. Journal of Nutrition 125,1401-1412). Tal combinacion realza la supervivencia
del probidtico en el ambiente hostil del colon ofreciendo un sustrato selectivo disponible. El probiético bacteriano
puede ser microencapsulado en el prebidtico galactooligosacérido para producir, por ejemplo, un polvo, que entonces
puede ser afiadido a productos lacteos, tal como el yogur, o ser usado como un suplemento dietético.

La ventaja de ingerir leche u otros productos que contienen la composicién de galactooligosacaridos de la invencion
es que se promueve un aumento de los niveles de bifidobacterias beneficiosos en el intestino, a costa de otras bacterias
presente menos deseables en la micoflora del intestino, tal como la clostridia. Asi, hay una disminucién en ciertas
bacterias autéctonas que podrian tener un efecto deletéreo sobre la salud del individuo. Esto entonces causaria una
reduccién de las infecciones del intestino. Esto ayuda a prevenir o a tratar la colitis, acorta los incidentes diarreicos
y reduce el riesgo de enfermedades intestinales crénicas tales como la colitis ulcerativa y el cancer. También puede
ayudar a aliviar los sintomas del sindrome del intestino irritable.

Los animales domésticos alimentados con una dieta suplementada con la composicion de galactooligosacéridos de
la invencién en, por ejemplo, la forma en polvo, pueden mostrar una mejor conversioén de peso de su alimentacion.

La presente invencién ademads serd descrita mediante la referencia a los ejemplos siguientes.
Ejemplo 1

1 L de medio (pH 7,0) que contenia 10,0 g/l de triptona, 5,0 g/l de Lab-LEMCO (extracto de carne), 5,0 g/l
de extracto de levadura, 3,0 g/l de KHPO, 0,05 g/l de cisteina HCI, 10 g/l de lactosa y 1 ml/l de Tween 80 fue

esterilizado a 121°C durante 15 minutos. Después de la esterilizacion el medio fue inoculado con 1,0% (v/v) de un
cultivo de Bifidobacterium bifidum NCIMB 41171 reciente y fue incubado en condiciones anaerobias a 37°C durante
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50 h. Las células bacterianas fueron cultivadas por centrifugacién (30000 g durante 20 minutos). Después del lavado
dos veces con tamp6n fosfato (0,02M, pH 7,0) las células estaban listas para ser usadas en reacciones de sintesis de
oligosacdridos.

Las células bacterianas (40 unidades de actividad de -galactosidasa) fueron resuspendidas en 100 ml de tampdn
fosfato (0,02M, pH 7,0) conteniendo 50 g de lactosa. Se permitié a la reaccién proceder a 40°C y después de 7 h
la mezcla consistié en 35% (p/v) de productos de hidrélisis (glucosa, galactosa), 37% (p/v) de lactosa 'y 18% (p/v)
de galactooligosacaridos con un grado de polimerizacion entre 2-5. Después de eliminar las células bacterianas por
centrifugacion (3000 g durante 20 minutos), los monosacaridos (glucosa y galactosa) fueron eliminados por la incuba-
cién con la levadura Saccharomyces cerevisiae. La levadura posteriormente fue eliminada por centrifugacién (10000
g durante 10 minutos) y la mezcla entonces fue filtrada por un filtro de microfiltracién de 0,1 um para asegurar la ca-
lidad microbiolégica del producto. La solucién de azicar entonces fue secada por pulverizacién para obtener la forma
en polvo. Los productos fueron analizados cuantitativamente por cromatografia liquida de alta resolucién usando un
sistema LaChrom de Merck-Hitachi (Merck, Poole, Dorset, Reino Unido) equipado con una columna Carbohydrate
de APEX (Cromatograffa Jones, Mid Glamorgan, Reino Unido) y un detector de IR LaChrom de Merck-Hitachi. Fue
usado acetonitrilo del 70% (v/v) como un eluente a 25°C y con un caudal de 0,8 ml/min. La mezcla de galactooligo-
sacaridos comprendi6 25% de Gal-Gal, 35% de Gal-Gal-Glc, 24% de Gal-Gal-Gal-Glc y 16% de Gal-Gal-Gal-Gal-
Glc.

Ejemplo 2

Fueron preparadas células NCIMB 41171 de Bifidobacterium bifidum de acuerdo con el Ejemplo 1 y fueron afiadi-
das a 500 ml de leche desnatada en un tanque agitado, fueron afiadidas (300 unidades de actividad de galactosidasa).
Se permiti6 a la conversion de lactosa proceder a 40°C. Después de 8h la concentracién de galactooligosacaridos era
del 22% (p/v) y la mezcla comprendié 28% de Gal-Gal, 32% de Gal-Gal-Glc, 21 % de Gal-Gal-Gal-Glc y 19% de
Gal-Gal-Gal-Gal-Glc.

Ejemplo 3
Modelo intestinal in vitro

Las condiciones en el colon fueron simuladas en una cuba de fermentacién continua de tres etapas (Macfarlane et
al., 1998, Microbial Ecology, 35, 180-187) inoculada con homogeneizado fecal del 10% (phi) de voluntarios humanos
sanos en un medio de crecimiento sin y con 1% (p/v) de la mezcla de GOS preparada de acuerdo con el Ejemplo 1
(Tabla 2). El modelo consisti6 en tres recipientes, VI, V2 y V3, con volimenes respectivos de operacion de 270, 300 y
300 ml. La temperatura fue puesta a 37°C y junto con el pH fue controlada automaticamente. El pH del cultivo en los
tres recipientes fue mantenido en 5,5, 6,2 y 6,8, respectivamente. Cada cuba de fermentacion fue agitada magnética-
mente y fue mantenida en condiciones anaerobias agitando continuamente con O,-libre de N, (15 ml/min). El medio
de crecimiento contenia los siguientes ingredientes: 8 g/l de almidoén, 4 g/l de mucina, 3 g/l de caseina, 5 g/l de agua
de peptona, 5 g/I de agua de triptona, 0,4 g/l de bilis N°3, 4,5 g/l de levadura, 0,005 g/l de FeSO,, 4,5 g/l de NaCl,
4,5 g/1 de KCI, 0,5 g/l de KH,PO,, 1,25 g/l de MgSO,-7H,0, 0,15 g/l de CaCl,-6H,0, 1,5 g/l de NaHCO;, 1 ml de
Tween 80, 0,05 g/l de Hemina, 0,8 g/l de Cisteina-HCI. El medio fue alimentado a VI por una bomba peristaltica y VI
secuencialmente suministré a V2 y V3 a través de una serie de tubos. El sistema fue operado a un tiempo de retencién
de aproximadamente 36 horas. El modelo intestinal fue dejado de la noche a la mafiana para equilibrarlo antes de que
la bomba media fuera encendida y fue activada durante al menos 10 dias antes de que el medio que contenia el sustrato
de ensayo fuera introducido y entonces fue dejado durante 10 dias mds. Las muestras fueron tomadas al principio y
al final de cada ciclo. El volumen de la muestra eliminado fue 5 ml y esta cantidad fue usada para la enumeracion del
grupo bacteriano.

Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)

Las diferencias de las poblaciones bacterianas fueron evaluadas mediante el uso de FISH con sondas de oligonu-
cleotidos disefiadas para modificar regiones diagnésticas de 16S rRNA. Estos fueron sintetizados comercialmente y
marcados con el marcador fluorescente Cy3 (proporcionado por Eurogentec Ltd del Reino Unido). Las sondas molecu-
lares utilizadas se presentan en la Tabla 1. Para el recuento total bacteriano fue usado el dcido nucleico 4,6-diamidino-
2-fenilindola (DAPI). Las muestras obtenidas a partir de los recipientes de fermentacién fueron diluidas en parafor-
maldehido del 4% (p/v) y fueron fijadas de la noche a la mafana a 4°C. Las células entonces fueron centrifugadas a
1500 x g durante 5 minutos, fueron lavadas dos veces con solucién salina tamponada de fosfato (PBS; 0,1 M, pH 7,0),
fueron resuspendidas en una mezcla de PBS/etanol 99% (1:1 p/v) y fueron almacenados a - 20°C durante al menos 1
hora. La suspension de células entonces fue afadida a la mezcla de hibridizacion y fue dejada de la noche a la manana
para hibridarse a la temperatura apropiada para cada sonda. La mezcla hibridada fue filtrada al vacio usando un filtro
de membrana de 0,2, um de Isopore (Corporaciéon Millipore, Herts, Reino Unido). El filtro fue eliminado, colocado
en un portaobjetos con SlowFade (Sondas Moleculares, Eugan, OR, EE.UU.) y fue examinado con un microscopio
fluorescente (Eclipse Nicon, E400). Las células marcadas con DAPI fueron examinadas bajo luz UV y las células hi-
bridadas fueron vistas usando un filtro de DMS510. Para cada diapositiva fueron contados al menos 15 campos visuales
diferentes.
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TABLA 1

Sondas de oligonucleotidos usadas para la caracterizacion de la microflora intestinal usando FISH

Sonda Secuencia Género objetivo Temperatura Referencia
Bac 303 5'-CCAATGTGGGGGACCTT-3' Bacteroides spp. 45°C Langendijk et a/.
(1995) App.
Environ. Microbiol.,
61, 3069-3075.
Bif 164 5'-CATCCGGCATTACCACCC-3' Bifidobacterium spp. 50°C Manz et al. (1996)
Microbiology, 142,
1097-1106.
Chis 150  5'-AAAGGAAGAUUAAUACCGCAUA-3'  Grupo Clostridium 50°C Franks et al. (1998)
histolyticum Appl. Environ.
Microbiol., 64, 3336-
3345.
Lab 158 5'-GGTATTAGCA(T/C)CTGTTTCCA-3 Lactobacillus/Enterococcus 45°C Hamsen et al.
spp. (1999) Microbiol.
Ecol. Health Dis.,
11, 3-12.
Resultados
TABLA 2

Poblaciones bacterianas seguin se determinan por FISH en un modelo intestinal in vitro cuando fue usado GOS
comercial (Vivinal (RTM)) como sustrato a 7 g por dia

V1 \'7 V3
Tiempo (dias) 1 105 21 1 105 21 1 10,5 21
Bacteria Total (log no.) 95 95 96 95 94 95 9,5 94 96
Bifidobacterium spp. 80 79 83 80 80 83 8,0 8,0 8,2
Lactobacillus spp 7.2 7.2 7.1 7.0 7.0 71 7.0 7.0 6.9
Bacteroides spp 8,1 8,1 75 80 82 7.5 8.0 8.1 7.9
Grupo Clostridium histolyticum 6,8 6,9 7.1 6.9 6,8 70 6.9 6,8 7,0
TABLA 3

Poblaciones bacterianas segiin se determina por FISH en un modelo intestinal in vitro cuando el GOS sintetizado de

la presente invencion fue usado como un sustrato a 7 g por dia

V1 V2 V3
Tiempo (dias) 1 105 21 1 105 21 1 10,5 21
Bacteria Total {iog no.) 84 987 96 984 85 96 96 95 9,5
Bifidobacterium spp. 8,1 80 89 80 80 87 82 82 8.4
Lactobacillus spp 74 76 76 73 73 15 14 73 7.3
Bacteroides spp 80 8.2 8.2 8.0 8.1 8.1 7.8 7.8 7.8
Grupo Clostridium histolyticum 68 70 68 68 68 867 70 70 6.8
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Conclusion

A partir de la Tabla 3, puede observarse que la mezcla GOS de la presente invencién muestra mejores propiedades
prebidticas, (es decir, un aumento mayor de las Bifidobacterias, asi como una disminucién en bacteroides que el GOS
comercial equivalente (véase la Tabla 2). El efecto prebi6tico era mas fuerte en el recipiente 1 (V1) y 2 (V2), lo que
se explica por el hecho de que el GOS de la presente invencidn consiste en oligosacaridos de peso moleculares bajos.

Ejemplo 4
Andlisis de metilacion

Los productos de sintesis de galactooligosacaridos preparados de acuerdo con el Ejemplo 1 fueron purificados por
filtracion en gel en una columna de Biogel P2 (Pharmacia) eluido con 3 mlmin~' de agua.

Las posiciones del enlace para las preparaciones de galacto-oligosacdridos respectivos fueron determinadas por
analisis de metilacién. Las muestras liofilizadas (5-6 mg) fueron dispersadas en dimetilsulféxido seco (DMSO) a 20°C
durante 16 h después de insuflar argén. Fueron metilados por la adicién secuencial de hidréxido de sodio pulverizado
(0,5 g) y yodometano (4 ml) (Ciucanu y Kerek, 1984; MacCormick et al., 1993). Después de la extraccién con elucién
con un cartucho C18-unido (Sep-Pak, Waters, Wafford, Reino Unido), los carbohidratos metilados fueron secados,
extraidos en CHCIl;/CH;0H (1:1, v:v), y fueron evaporados hasta sequedad. Las muestras fueron hidrolizadas usan-
do 4cido trifluoroacético (Blakeney et al., 1983), y fueron convertidas a acetatos de alditol parcialmente metilados
(PMAA) por la reduccién con NaBD4 y la acetilacién con anhidrido acético y N-metilimidazol (Alberscheim et al.,
1967).

Los PMAA fueron analizados por CG en una columna de 50% de cianopropil-metilo- 50% de fenil-metil-polisilo-
xano reticulado-unido (Chromatrography Thames, Maidenhead, Reino Unido) utilizando un detector de ionizacién de
llama y un programa de temperaturas: 55°C (2 minutos), +45°C min™!' (1,9 minutos), 140°C (2 minutos), +2°C min™"
(35 minutos), 210°C (40 minutos). Los PMAA fueron identificados midiendo sus tiempos de retencién en relacién
con hexaacetato de mio-inositol, y comparando los tiempos de retencién relativos con los de los estdndares externos.
Una mezcla de estdndares para cada azicar fue preparada por metilacién calculada de metil-glicésidos (Doares et al.,
1991). Las 4reas de los picos fueron representadas como cantidades molares relativas usando factores de respuesta de
carbono eficaces (Sweet et al., 1975).

Las identidades de PMAA fueron confirmadas por sus espectros de masa de su electro-ionizacién. (Carpita y Shia,
1989). El andlisis de CG-MS fue realizado en un CG idéntico en serie con un espectrometro de masas 1 S Analytical
Trio de Fisons, usando una fuente de temperatura de 200°C y un potencial de ionizacién de 70 eV.

Para determinar la configuracién anomérica del producto de sintesis, los oligosacaridos fueron tratados con a-
Galactosidasa o B-Galactosidasa (Melibiase; Sigma) en las condiciones Optimas sugeridas durante 30 minutos. Los
productos de reaccién fueron analizados por HPLC.

Resultados

A partir del andlisis anterior la estructura del oligosacarido fue estimada que era para la fraccion del tetrasacarido
Gal (B 1-6)-Gal (B 1-6) - Gal (8 1-4)-Glc, la fraccién del trisacdrido Gal (8 1-6) - Gal (8 1-4)-Glc; Gal (8 1-3)- Gal (8
1-4)-Glc y la fraccién del disacédrido Gal (8 1-4)-Glc (sustrato de lactosa); Gal (8 1-3)-Glc; Gal (8 1-3)-Gal; Gal (8 1-
6)-Gal; Gal (o 1-6)-Gal (galabiosa).

Gal: galactosa, Glc: glucosa.

Referencias
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Ejemplo 5
Materiales y Métodos

La linea celular HT29 fue obtenida a partir de la Coleccion Europea de Cultivos de Células para Microbiologia
Aplicada e Investigacion. Las soluciones madre de células fueron cultivadas a 37°C en CO, del 5% humedecido en
un medio estdndar que contenia medio Eagle modificado de Dulbecco con alta concentracién de glucosa (DMEM)
suplementado con el 5% (v/v) de suero bovino fetal (FBS), penicilina 100 mM, estreptomicina 0,1 M, aminoécidos no
esenciales (NEAA x 100) y a-glutamina 200 mM. Las células fueron alimentadas de nuevo cada 48 h y fueron pasadas
antes de que la confluencia fuera alcanzada.

Ensayo de sensibilidad de oligosacdridos

Fue usado medio estandar de suero (1% v/v) suplementado con diferentes concentraciones de oligosacaridos (0,01,
0,1, 1, 10, 100 mM) para el ensayo de sensibilidad de oligosacdrido de acuerdo con Olano-Martin et al., 2003).
Las células fueron alimentadas de nuevo el medio experimental (que contenia el oligosacérido de interés) a diario,
y la medida de células adherentes fue realizada por la eliminacién del medio experimental y lavando las células
con solucién salina tamponada de fosfato libre de Ca** (pH 7,9, 6 gL™"). Las células adherentes fueron entonces
tripsinizadas y fueron neutralizadas con un volumen igual de medio de suero estandar. La suspensién de las células
fue diluida en Isoton II y las células fueron introducidas en un Contador Coulter. El porcentaje de supervivencia de las
células fue calculado como sigue (Figura 1).

% de supervivencia = (absorbancia media de células tratadas/absorbancia media de control) x 100

Ensayo de adhesion

Fueron cultivadas células HT29 en placas de cultivo de tejido de 12 pocillos hasta una confluencia > del 90%
usando medio estandar. Para la dltima alimentacidn de las células antes de la realizacién del ensayo, fue usado medio
sin antibidtico.

Fueron cultivados patégenos anaerdbicamente en medio de cultivo de células sin antibidtico para al menos tres
subcultivos. El dia del ensayo, el medio de cultivo de tejido reciente pre-reducido fue inoculado con 10% de un cultivo
patégeno de noche y fue incubado durante 4 h antes del ensayo.

La solucién madre de los oligosacaridos de ensayo fue preparada a una concentraciéon de 5 M en solucién salina
de tampo6n fosfato y fue esterilizada con filtro.

Una dilucién 1/1000 del cultivo patégeno de 4 h, fue preparada en PBS y fue enumerada por recuento de placa. El
medio fue aspirado de la placa de cultivo de tejido y las células fueron lavadas una vez en PBS (1 ml).

Para cada oligosacdrido de ensayo, una solucién de 0,5 ml de oligosacarido (5 M) fue afiadida a tres pocillos. La
solucidn salina tamponada de fosfato (PBS) sin ningtin oligosacarido fue incluida como control. 0,5 ml de suspensién
de cultivo fueron afiadidos a todos los pocillos, la placa fue mezclada fuertemene y fue incubada aerébicamente a 37°C
durante 2 h.

El cultivo fue aspirado, y todos los pocillos fueron lavados tres veces en PBS estéril (1 ml por pocillo). Después
del lavado final, el PBS fue aspirado y fueron afiadidos 70 ul de una solucién de tripsina/EDTA a cada pocillo, fue
mezclado y se dejo sedimentar 5 minutos a 37°C.

1 ml de PBS fue afadido por pocillo y se mezclé con la pipeta para asegurarse de que todas las células fueran
eliminadas del fondo del pocillo y de que los grumos fueran rotos.

1 ml de la suspensién de células fue pipeteada en una botella universal de MRD (Diluyente de Recuperacién
Miéximo) y luego se diluyé como es apropiado. Las diluciones fueron puestas en placas en agar de recuento en placa
(PCA) y fueron incubadas a 37°C durante 24 h.

Después de la incubacién, las colonias fueron enumeradas y la inhibiciéon de adhesiéon fue calculada como la
relacion de bacterias (c.f.u ml™!) presentes en la muestra respecto al control (PBS) (Figura 2).
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Conclusion
Los resultados mostrados en la Figura 2 indican una fuerte inhibicién de la adhesién de E. coli EPEC y S. typhi-
murium en presencia de la fraccién de disacdridos, cuya inhibicién estd también presente en la mezcla de GOS. Hay

un efecto de antiadhesion inferior en presencia de la fraccion mds alta que del trisacarido (> tri) de la mezcla frente a
S. typhimurium.

El ensayo de sensibilidad del oligosacarido se realiza para asegurarse de que la mezcla de oligosacaridos no es
toxica para las células HT29 (Figura 1).

Referencias

Olano-Martin E., Williams M. R., Gibson G. R., Rastall RA. 2003. Pectins and pecticoligosaccharides inhibit
Escherichia coli 0157: H7 Shiga toxin as directed towards the human colonic cell line HT29. FEMS Microbiol Letters
218 (1): 101-105.

Figura 1. Capacidad de supervivencia celular al ser afectada por la adicién de diferentes concentraciones de oligo-
sacdridos (0,01-100 mM) después de 24 y 48 h de incubacién.

Ensayo de sensibilidad de oligosacaridos
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Figura 2. Efecto de la mezcla de oligosacaridos (TODOS) y de las diferentes fracciones de la mezcla sobre la
adhesion de E. coli EPEC, E. coli VTEC y Salmonella typhimurium respecto a células HT29.

Efecto de las fracciones de oligosacaridos en la adhesién de bacterias
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Ejemplo 6

El producto GOS usado en este examen fue fabricado como se describe antes (Ejemplo 1) y la inulina fue obtenida
de Orafti (Bélgica).

Cuarenta cerdos machos destetados fueron comprados en JSR Genetics Ltd, Southburn, Driffield, Yorkshire. YO25
9ED.

A la llegada de los cerdos de la Universidad de Reading fueron alojados en grupos en cuatro grupos de diez cerdos
durante un periodo de siete dias después de su transporte para dar tiempo a que los cerdos se aclimatasen a la unidad
y ala dieta. El peso promedio de los cerdos en su suministro fue de 14,70 kg.

Después de un periodo de aclimatacion de siete dias los cerdos fueron transferidos a un lecho individual, dentro de
la misma unidad. El peso promedio de los cerdos en el lecho individual fue de 17,46 kg.

Los cerdos fueron identificados por un dnico marcaje en la oreja, también fueron enumerados individualmente
usando un marcador de reserva impermeable. Cada pluma individual fue enumerada con el mismo nimero de identi-
ficacién que el usado para marcar cada cerdo.

A diez cerdos se les asign6 una de cuatro dietas, una dieta control (NEG), una dieta suplementada con 1,6% (p/p)
de GOS preparado de acuerdo con el Ejemplo 1 respecto a la dieta control, dieta suplementada con 4% (p/p) de GOS
frente a la dieta control o dieta suplementada con 1,6% (p/p) de inulina respecto a la dieta control.

Los cerdos fueron acostados sobre aserrin en todo el estudio, también les fue proporcionada paja como un enrique-
cimiento ambiental ya que era un juguete que ayudaba a aliviaba el aburrimiento.

En todo el estudio los cerdos recibieron peletes de Deltawean 15 NGP (ABN, ABN House, Aptdo. de correos

250, Oundle Rd, Woodston, Peterborough. PE 9QF) una alimentacién completa suficiente para alimentar ad libitum a
cerdos en edad de crecimiento.

10
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Composicion nutritiva/mineral de Deltawean ISNGP

Nutriente Inclusion
Aceite 3,3%
Proteinas 19,2%
Fibra 2.8%
Ceniza 4.8%
Humedad 13,8%
Vitamina A 9500 u.i./kg
Vitamina E, a-tocoferol 100 u.i/kg
Vitamina D3 1850 u.i/kg
Selenita de sodio, selenio 0,30 mg/kg
Lisina 1,32%
Sulfato de cuprico, cobre 170 mg/kg

El alimento de los cerdos también contenia antioxidantes permitidos, HidroxiAnisol Butilado (BHA), hidroxiTo-
lueno Butilado (BHT) y Etoxiquina.

Los cerdos fueron asignados al azar para el tratamiento aunque dos o tres cerdos fueron colocados con el mismo
tratamiento dietético individualmente dentro del misma drea de pluma de grupo. Los cerdos fueron agrupados de este
modo para evitar confundir tratamientos debido a la fuga de cerdos de un grupo individual, es decir, que se pudieran
robar el alimento que contenia el tratamiento de la dieta correcto para aquel cerdo particular. Los cerdos individual-
mente colocados, en los grupos de dos o tres, con el mismo tratamiento, fueron asignados al azar en toda la unidad.

Fueron recogidas muestras fecales de cada cerdo al principio y después de cuatro semanas de alimentacién con las
dietas de ensayo, y las poblaciones microbianas fecales fueron determinadas usando FISH (Tabla 4) como se describe
antes (Ejemplo 3). Al final del experimento, los cerdos fueron sacrificados para obtener muestras del contenido del
colon proximal y distal. el valor del pH (Tabla 5), 4cidos grasos de cadena corta (SCFA) (Tabla 6) y las poblaciones
microbianas (Tabla 7) fueron determinadas en el contenido del colon proximal y distal. Se muestran los datos como
el promedio + desviacién tipica. Las diferencias fueron analizadas por la prueba t-Student. Las diferencias fueron
consideradas significativas para P <0,05.

TABLA 4

Efecto del tratamiento prebidtico y de la dieta sobre la poblacion microbiana en heces de cerdos al principio y
después de cuatro semanas del periodo experimental

Tiempo 0* Tiempo 4 semanas
NEG' 1,6% GOS' 4% GOS' Inulina’
Bacteria Total 8,75+0,22 8,97+0,24 8,99+0,23 8,97+0,28 8,95+0,28

Bifidobacterium spp.  6,48+0,29  6,91+0,25° 7.07£0,23°  7,3410,21*°  7,4510,24%°°
Lactobacillus spp. 6,33+0,25 6,55+0,23 6,93:0,16°  7,170,24*° 6,9410,26*°

Bacteroides spp. 7,27+0,23 7,750,24° 7,8410,27° 7,8510,22° 8,04+0,18°
Grupo Clostridium 7,4310,33 8,0410,24° 8,1410,25° 8,3340,28° 8,22+0,23°
histolyticum

Cfu logs/g de heces; Cada valor es el promedio + SD, * n=40, T n=10; las diferencias
fueron analizadas por la prueba t-Student. El promedio en una fila con superindices
significan diferente (P <0,05)

2 de NEG, " de GOS 1,6%, ° a partir del tiempo 0.

TABLA 5

Efecto del tratamiento prebidtico y de la dieta en el pH de muestras del colon proximal y distal

NEG 1,6% GOS 4% GOS8 inulina
Colon proximal 5,7120,16 5,65+0,11 5,49+0,14%°° 5,90+0,27
Colon distal 7,16£0,04 7.1620,03 7,16+0,04 7,1220,02

Cada valor es el promedio + SD, n=10. Las diferencias fueron analizadas por la prueba t-Student. El prome-
dio en una fila con superindices significan diferente (P <0,05)* de NEG, ® de GOS 1,6%, © de inulina.

11
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Conclusion

Tabla 5: hay una caida en el pH del colon proximal en presencia de GOS (para 1,6% y especialmente para 4%)
que en combinacién con los datos de SCFA (Tabla 6) sugiere que el producto GOS alcanza el colon proximal (los
productos de fermentacién han aumentado).

Tabla 7: la presencia de GOS (4%) muestra un aumento significativo de los niimeros de poblacién de bacterias
beneficiosas (bifidobacterias, lactobacilli) en el colon proximal. Este aumento de los niimeros de poblacién es inferior
en la parte distal y en las muestras fecales, que pueden ser explicadas por el hecho de que el producto GOS parece ser
fermentado principalmente en el colon proximal. El tratamiento con GOS 1,6% mostré tendencias similares.

En el colon proximal puede observarse un aumento del niimero poblacién de bifidobacterias asi como un aumento
de la produccion de 4cido acético (el producto de fermentacién principal de la bifidobacteria). Esto sugiere que el
producto de GOS es muy selectivo respecto a la especie bifidobacteria.

Ejemplo 7
Estudios de casos
Estudio del caso 1
Enfermedad inflamatoria del intestino (IBD)

Un paciente femenino de 43 afios con colitis ulcerativa diagnosticada (una de las dos formas principales de la IBD)
es citado como un estudio del caso sobre los efectos del producto de GOS, preparado de acuerdo con el Ejemplo 1.

El paciente habia sufrido la colitis ulcerativa durante 5 afios y estuvo sin medicacion previa, y durante, el periodo
de prueba. El agente antinflamatorio sulfasalazina se habia usado antes, pero sin el efecto positivo. El paciente tenia
dificultad en la digestion de productos de alimentacion, estaba bajo una dieta estdndar, sufrida de nduseas, diarrea y
dolor abdominal. Este provenia del intestino grueso del lado izquierdo, lo que se correlacion6 con el diagndstico de
colitis basada en la inflamacidn del colon descendente.

Una dosis de GOS de 7 g/dia total a diario (en 2 dosis separadas) fue ingerida. A los 4 dias de la toma, los sintomas
comenzaron mejorar. El paciente fue capaz de digerir su dieta mejor, los dolores intestinales comenzaron a aliviarse
y se redujeron las nduseas. No se realiz6 ningtn andlisis clinico por endoscopia, pero sin embargo la sensacién de
bienestar del paciente fue mejorada notablemente. El tinico cambio en la dieta fue la adicién de GOS. Seis semanas
mas tarde, este efecto habia sido mantenido.

Aunque no hubo un estudio con placebo controlado, multiples pacientes, este caso del estudio proporciona pruebas
fundamentadas respecto a los efectos positivos de los prebidticos GOS en la forma del IBD principal.

Caso del estudio 2

Sindrome del intestino irritable (IBS)

Un varén de 27 afios que habia sufrido de IBS durante 3 afios estuvo ingiriendo durante 3 semanas 7 g/dia de GOS
preparado de acuerdo con el Ejemplo 1 en dos dosis separadas. Antes de este periodo €l experimentd flatulencias,
estrefiimiento, dolor intestinal y cansancio. Estos son los sintomas cldsicos asociados con el IBS. El paciente no habia
ingerido antibidticos durante 6 meses y estaba bajo una dieta de trigo/gluten y libre de azicar.

Después del aporte prebidtico, un alivio marcado de estos sintomas ocurrié a los 3 dias y se ha mantenido. El
sujeto relata una mejora dramadtica de su bienestar global y de su salud intestinal, dijo: “Estoy ahora listo para correr

un maratén”. El es capaz de ingerir una dieta normal sin dificultades.

Este informe no es un ensayo controlado, pero actia realmente como pruebas fundamentadas mostrando lo que
GOS puede mejorar la condicién del IBS y restaurar al paciente una mejor calidad de vida.
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Bifidobacterium bifidum depositada con el nimero de entrada NCIMB 41171 en la Coleccién
Nacional de Bacterias Industriales y Maritimas, Aberdeen, Reino Unido el 31 de marzo de 2003 que produce una
actividad de la enzima galactosidasa que convierte a la lactosa en una mezcla de galactooligosacdridos que comprende
el disacdrido Gal (a1-6)-Gal, al menos un trisacdrido seleccionado a partir de Gal (81-6)-Gal (81-4)-Glc y Gal (81-3)-
Gal (B1-4)-Glc, el tetrasacdrido Gal (81-6)-Gal (81-6)-Gal-(81-4)-Glc y el pentasacdrido Gal (81-6)-Gal (81-6)-Gal
(B1-6)-Gal-(B1-4)-Glc.

2. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la mezcla de galactooligosacdridos comprende del 20 al
35% en p/v del disacarido, del 20 al 35% en p/v del trisacarido, del 15 al 25% en p/v del tetrasacarido y del 10 al 20%
en p/v del pentasacdrido.

3. Una composicién de galactooligosacdridos para estimular el crecimiento especifico de bifidobacterias que com-
prende, como constituyentes eficaces, una mezcla que comprende el disacarido Gal («1-6)-Gal, al menos un trisacdrido
seleccionado a partir de Gal (81-6)-Gal (81-4)-Glc y Gal (81-3)-Gal (81-4)-Glc, el tetrasacdrido Gal (81-6)-Gal (81-
6)-Gal-(81-4)-Glc y el pentasacarido Gal (81-6)-Gal (81-6)-Gal (81-6)-Gal-(51-4)-Glc.

4. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 3, que comprende del 20 al 35% en p/v del disacérido, 20-35%
en p/v del trisacarido, 15-25% en p/v del tetrasacérido y 10-20% en p/v del pentasacdrido.

5. Una composicién para mejorar la salud intestinal que comprende un cultivo de la cepa de Bifidobacterium
bifidum de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2 en combinacién con la composicién de acuerdo con
las reivindicaciones 3 6 4.

6. Una composicién para estimular el crecimiento de bifidobacterias de acuerdo con cualquiera de las reivindica-
ciones 3 a 5, para uso en un método de tratamiento de un ser humano o animal mediante terapia.

7. El uso de la composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 en la preparacién de un
medicamento para prevenir la adhesion de patégenos o toxinas producidas por patégenos a la pared intestinal.

8. El uso de la composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en la preparacién de un
medicamento para reestablecer una flora intestinal normal después del tratamiento con antibidticos o cirugia.

9. El uso de la composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 en la preparacién de un
medicamento para tratar trastornos intestinales, por ejemplo, la enfermedad inflamatoria del intestino o el sindrome
del intestino irritable.

10. El uso de una cepa de Bifidobacterium bifidum de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2 para
producir la mezcla de galactooligosacdridos que se define en la reivindicacién 3 o la reivindicacién 4.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que 1a mezcla de galactooligosacaridos es parte de un producto
para mejorar la salud intestinal.

12. El uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que el producto es seleccionado a partir del grupo que consiste
en productos lacteos, bebidas, productos de alimentacion infantil, cereales, bizcochos, reposteria, tortas, suplementos
alimenticios, suplementos dietéticos, piensos, alimentacion de volateria o cualquier otro alimento o bebida.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que el producto lacteo es seleccionado a partir del grupo que
consiste en leche liquida, leche en polvo, leche entera en polvo, leche desnatada en polvo, leche en polvo con grasa
afiadida, polvo de suero, leche para bebés, helado, yogur, queso y productos lacteos fermentados.

14. Un método para la fabricacién de una sustancia para estimular el crecimiento de bifidobacterias caracterizado
porque la lactosa o un material que contiene lactosa es tratado con una cepa de Bifidobacterium bifidum de acuerdo
con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2.

15. El método de acuerdo con la reivindicacién 14, en el que el material que contiene lactosa es seleccionado a
partir del grupo que consiste en lactosa disponible en el comercio, leche entera, leche semidesnatada, leche desnatada,
suero y leche con grasa afiadida.

16. El método de acuerdo con la reivindicacidon 15, en el que la leche es obtenida a partir de ganado, bufalos, ovejas
o cabras.

17. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en el que después de la eliminacién de
las células de Bifidobacterium bifidum la sustancia se seca por pulverizacion para producir un polvo.

14
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Ensayo de sensibilidad de oligosacaridos
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Efecto de las fracciones de oligosacaridos en la adhesion de bacterias
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