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Resumen

El presente trabajo se enfoca en el estudio de las bifidobacterias capaces de producir
fucosidasas con potencial para utilizarse en la sintesis de oligosacéridos semejantes a los
encontrados en la leche humana.Las glicosil-hidrolasas, son enzimas capaces de sintetizar
oligosacaridos con accion prebiética. Entre estas enzimas, las fucosidasas son de especial
interés debido a que pueden ser capaces de sintetizar oligosacaridos similares a los de la
leche humana con importantes funciones bioldgicas como la inhibicién de la adhesion de
toxinas y patdégenos al tracto gastrointestinal asi como la promocion del crecimiento de
bifidobacterias coldnicas. Tales enzimas no se encuentran disponibles comercialmente, por
ello, enel presente trabajo se evalud la produccién de fucosidasas de diversas cepas de
bifidobacterias utilizando glucosa como fuentes de carbono: Bifidobacteriuminfantis 14431,
B.infantis17930, B.longum, B. bifidus, B.animalis, B. lactis, B. breve yB. adolescentis.Los
microorganismos se propagaron en medio TPY y se inocularon en medio MRS-cisteinapara
la evaluacion de la produccion de fucosidasas. Se realizaron fermentacionesde 12 h tanto
para su crecimiento como para su propagacion a fin de tener al microorganismo en fase
exponencial.El ensayo de actividad enzimatica se llevo a cabo espectrofotométricamente,
para ello se emple6 como sustrato elpara-nitrofenil-fucdsidoy se registrd el incremento de
la absorbancia con respecto al tiempo, se calculé la actividad enzimatica de las cepas
evaluadas. Las que presentaron actividad de a-L-fucosida fueron: Bifidobacteriuminfantis
17930, B.infantis14461, B.longum yB.bifidus, por otro lado, las cepas que no presentardn
actividad enzimética fueron: Bifidobacterium lactis, B.animalis, B.adolescentis, B.breve. Es
deseable evaluar en un futuro la produccion de fucosidasas en medios con diferentes
fuentes de carbono y en particular en presencia de mucina ademas de proponer un método

eficiente para la recuperacion de la enzima intracelular.
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Abstract

For some time scientists realized the great contributions and health benefits of
microorganisms classified as probiotics, so these have become important and increasingly
more products are included for the benefits they bring to the health of human. Among the
microorganisms classified as probiotics Bifidobacterium genus find the microorganism
which are more abundant in the newborn, these inhabit the intestine of humans in its infant
stage because it can be developed from the oligosaccharides present in human breast milk,
bringing great benefit to the host, such as: the reduction of pathogenic microorganisms in
the digestive tract, the production of organic acids, reduces the duration of infectious
diarrhea, microbiota balance, among others. Breast milk contains more than 130 different
oligosaccharides, which constitute the third component thereof. Most abundant
oligosaccharides in human milk are free (not conjugated) and neutral and also containing
fucose. The fraction of undigested oligosaccharides in human breast milk stimulates the
growth of bifidobacteria in the colon. This flora has beneficial effects and protection
against enteric infections, so the fucooligosaccharides are an essential part of the innate
immune system which protects against pathogens mother during lactation. as noted above
the present study assessed the enzymatic activity and the production of enzymes
fucosidases various strains belonging to this genus using glucose as a carbon source
capable of producing enzymes that can catalyze fucosidasas enzymatic reactions to
synthesize fucooligosaccharides similar to those present in the Human milk, for this
purpose were evaluated eight strains of the genus Bifidobacterium as:B.infantis 14431, B.
infantis17930,B.longum, B. bifidus,B. animalis, B.lactis, B. breve and B. adolescentis. For
growth culture media were used MRSand also for propagation TPY medium.
Fermentations of were conducted for 12 hours so as to increase its spread, in order to have
the organism in exporential phase, and thus perform the enzymatic activity assay was
performed spectrophotometrically for this fucoside Nitrophenolwas used in concentration
of Img/mL. In the cell for carrying out the test were placed 900uL of PNP-fucoside and
100pL of fermented medium. Thus was obtained the increase in absorbance over time, also
performed a standard curve for the PNP-fucoside concentration calculations, these data
further enzyme activity was calculated from the strains that showed enzymatic activity,
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nzymes were Bifidobacterium infantis 14431,B. infantis17930, B. longum and B.

L.
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1. Introduccion

Desde hace algunas décadas, los cientificos se percataron de los grandes aportes a la
salud humana de los microorganismos clasificados como probidticos, razon por la que
han cobrado gran relevancia y por ello se promueve su uso en productos alimenticios.
Entre los microorganismos clasificados como probidticos, encontramos al género
Bifidobacterium que son los méas abundante en el tracto digestivo de los recién nacidos,
ya que su desarrollo se favorece por los oligosacaridos que estan presentes en la leche
materna; en conjunto aportan grandes beneficios al hospedero como la disminucién de
microorganismos patdgenos en el tracto digestivo, la inhibicion de la adhesién de
toxinas, la produccion de acidos organicos, la reduccion de la duracion de las diarreas
infecciosas, y contribuyen a favorecer el equilibrio de la microbiota colonica. La leche
materna contiene mas de 130 oligosacaridos distintos, que constituyen el tercer
componente de ésta. Los oligosacaridos mas abundantes en la leche humana son libres
(no conjugados) y neutros, algunos de ellos contienen fucosa. La fraccion de
oligosacéridos no digerida en la leche materna estimula el crecimiento de
bifidobacterias en el colon. Esta flora tiene efectos benéficos y de proteccion frente a
infecciones entéricas, de esta manera los fucooligosacaridos son una parte esencial del
sistema inmunologico innato por el cual la madre protege de patdégenos durante la

lactancia.

Las enzimas fucosidasas son catalizadores con una elevada especificidad, se clasifican
como hidrolasas y rompen el enlace glucosidico de polisacéridos y oligosacéridos. In
vitroson capaces de sintetizar oligosacéridos de peso molecular bajo, por lo tanto, una
via para la sintesis de oligosacaridos similares a los de la leche humana es mediante el
empleo de fucosidasas, por ello es necesario realizar investigaciones y crear las
condiciones adecuadas para desarrollar las técnicas de obtencion de fucosidasas a partir
de bifidobacterias, que nos permitan sintetizar oligosacaridos similares a los de la leche
humana, para desarrollar formulas maternizadas con fucooligosacéaridos para infantes
lactantes, que les suministren estos elementos que en la actualidad ninguna férmula

maternizada comercial contiene.
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2. Bifidobacterias
2.1. Historia de las Bifidobacterias

El géneroBifidobacteriumfueidentificado y descritoen 1889 en el instituto Pasteur.
Elnombre estd formado por dos palabras que provienen del latinbifido que procede de
bifidus cuyo significado es de dos cabezas (en forma de Y), (Ishibashiycol., 1997)
ybacterium que es la palabra latinizada de la palabra griega bakteria (en forma de
baston, vara o varilla).Tissier (1900) observo y aisld de las heces de bebés una bacteria
cuya morfologia era nueva, en forma de Y. A principios del siglo pasado, la taxonomia
estaba basada en un criterio relacionado con la morfologia, por lo queTissieraisld la
primer cepa del género, a la que nombréBacillusbifidus.En Italia un investigador de
apellido Moro, aisl6 una bacteria, segun él, diferente a la que Tissier habia descubierto y
la clasificd comoLactobacillus. Més tarde, Holland(1920) la
nombroLactobacillusbifidus. A partir de su descubrimiento (1900) y hasta 1957 hubo
muy poco conocimiento en torno al microorganismo. En 1917 Winslow propuso
clasificarla en el géneroLactobacillaceae. En 1924,0rla-Jensen reconocio la existencia
del genero Bifidobacteriumy fue el responsable de la taxonomia de lasbifidobacterias ya
quelas reconocié como un taxdn separado, pero con muchas similitudes con el género
Lactobacillus.Dehnart (1957) propuso un esquema para la diferenciacién de las
bifidobacterias basado en patrones de fermentacidén de carbohidratos (Reuter, 1963). En
1974, la 8% edicion del manual Bergey reconoce aBifidobacteriumcomo género propio
formado por 11 especies (Buchanan y Gibbons, 1974), en la 9% edicién del Manual
Bergey se incluyen nuevas especies, constituyéndose el género con 33 especies, 7 de las
cuales se descubrieron e incorporaron al género en la década de los 90.En la Tabla 1
podemos observar la cronologia del descubrimiento del género Bifidobacterium
(Collado, 2004). Todos estos investigadores han contribuido al conocimiento de estos
microorganismos y gradualmente han descubierto sus caracteristicas (Venturay col.,
2004). Hoy en dia con el descubrimiento y secuenciacion del genoma completo de
Bifidobacteriumlongum en conjunto con otras iniciativas recientes para secuenciar otras
cepas del mismo genero se espera contribuir a aumentar la informacion para establecer

larelacion entre varias cepas(Venturay col., 2004).
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Tabla 1. Cronologia del descubrimiento del género Bifidobacterium (Collado, 2004).

Nombre Autor Afo
Bacillus bifidus Tissier 1900
Bacteroides bifidus Castellani y Chalmers 1919
Lactobacillus bifidus Manual Bergey” eds.1-4 1923-1934
Bifidobacterium bifidum Holland 1920
Bacterium bifidus Orla-Jensen 1924
Tisseria bifida Lehmanny Neumann 1927
Nocardia bifida Pribram 1929
Actinomyces bifidus Vuillemin 1931
Actinobacterium bifidum Nannizzi 1934
Lactobacillus acidophilus. Puntoni 1937
var.bifidus
Lactobacillus parabifidum Weiss y Rettger 1938
Lactobacillus bifidus Prevot 1938
Cohnistreptothrix bifidus Manual Bergey” eds.5-7 1938
Corynebacterium bifidum Negroviy Fisher 1938
Lactobacillus bifidus Olsen 1939-1957
5 grupos de bifidobacterias Gyorgy 1944
Descripcion de especies Dhnert 1949
humanas
Nuevas species animales Reuter, Mitsuoka y Scardovi 1969
Familias actinomycetae, Holdemann y Moore 1969-1972
género Bifidobacterium Manual Bergey” eds.8
constituido por 11 especies
Género Bifidobacterium Manual Bergey” eds.9 1974
constituido por 33 especies
Orden bifidobacteriales , Stackebrandt y col 1990
familia Bifidobacteriaceae
Géneros Bifidobacteriumy Stackebrandt y col 1997
Gardnella
Aeriscardovia, Parascardovia Jiang y col 2002
y Scardovia
Género Bifidobacterium Actualidad 2004

constituido 28 especies

2.2. Morfologia del género Bifidobacterium

La morfologia de este género consiste en bacilos pleomdrficos que se ubican

individualmente, en cadenas 0 en grupos, pueden adoptar diversas morfologias con

extremos en forma de espétula, forma de letra Y, Vy T, dicha morfologia es variada y

depende del medio de cultivo en el que se desarrollen.Las células no tienen capsulay no

forman esporas, no son moviles ni presentan filamentos.Todas las especies son

Grampositivas (Sela, 2011), salvoGardnerellavaginalis que presenta respuestas
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variables a la tincion de Gram. Son anaerobios estrictos, pero algunas especies pueden

tolerar el oxigeno unicamente en presencia de CO, (Collado, 2004).

Figural.Bifidobacterium longum(Optibac probioticshttp//www.optibacprobiotics.co.uk/)

2.3. Taxonomia del género Bifidobacterium.

La clasificacion de este género ha sido modificada desde su descubrimiento (1889), en
los dltimos afios han aparecido nuevas cepas y otras se han reclasificado, en la
actualidad el género se encuentra formado por 28 especies en total (Collado, 2004). La
identificacion de especies se basa en caracteristicas fenotipicas y bioquimicas tales
como la morfologia celular, perfiles de fermentacion de azlcares y la movilidad
electroforética de las enzimas, lo que constituyen la primer clave taxonémica utilizada
en cualquier clasificacion bacteriana, no obstante, su uso resulta confuso y ambiguo.Por
otra parte,se han producido cambios significativos en materia de taxonomia bacteriana
desde la introduccion de las técnicas moleculares, la exacta identificacion de muchas
especies bacterianas puede llevarse a cabo por identificacion de secuencias de genes,
principalmente el gen 16S rRNA, que es considerado la piedra angular de la taxonomia
moderna. Todas las especies pertenecientes al géneroBifidobacterium constituyen una
unidad filogenética que exhiben el 93% de identidad entre sus secuencias 16S rRNA.
En el arbol filogenético, el cluster de lasbifidobacteriasesta posicionadodentro de las
bacterias Grampositivas con méas elevado porcentaje G + C junto con otros géneros tales
como: Streptomyces, Actinomyces y Propionobacterium(Collado, 2004). En la Tabla
2se puede observar el porcentaje molar de guanina (G) y citocina (C) en algunas

bacterias en comparacion con el género Bifidobacterium.
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Tabla 2.Porcentaje molar de G + C en bacterias &cidolacticas y Bifidobacterium
(Collado, 2004).

Género Contenido de G + C (%)
Lactobacillus 34.7-50.8
Streptococcus 33-44
Leuconostoc 39-42
Bifidobacterium 55-67
Aeriscardovia 54
Parascardovia 55
Scardovia 45
Gardnerella 42-55

Por otro lado, la taxonomia polifésica se vale de diferentes tipos de datos e informacién
(fenotipica, genotipica y filogenética) para la identificacion de microorganismos.
Diversos marcadores quimiotaxonomicos (acidos grasos celulares, compuestos en la
pared celular, exopolisacéridos y lipidos polares), ademas de un amplio intervalo de
caracteristicas (morfologia, enzimologia y serologia),son utiles también para la
identificacibn de  microorganismos 'y han sido reconocidas por el
International CommitteonSystematicBacteriologycomo herramientas nuevas en la
descripcion e identificacion de especies(Ventura y col., 2004).En la Tabla 3 se aprecia
la taxonomia del género Bifidobacterium.

Tabla 3.Taxonomia del género Bifidobacterium (Collado., 2004).

Dominio Bacteria

Linaje Firmicutes

Clase Actinobacteria
Subclase Actinobacteridae

Orden Bifidobacteriales
Familia Bifidobacteraceae
Géneros Bifidobacterium (28 especies)

Gardnerella ( 1 especie)

Aeriscardovia (1 especie)

Parascardovial especie)
Scardovia (2 especies)

En 1a9% edicion del Manual Bergey se incluyen nuevas especies, constituyéndose el
género Bifidobacteriumcon 33 especies, 7 de las cuales se descubrieron e incorporaron
al género en la década de los 90. En la Tabla 4 se aprecian 29 especies de las 33 que

constituyen el género.
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Tabla 4.Lista de especies pertenecientes al género Bifidobacterium(Collado, 2004).

Especie Subespecie Referencia
B. adolescentis Reuter, 1963
B. angulatum Scardovi y Crociani, 1974
B. animalis subsp. animalis Mitsuoka 1969
Scardovi y Trovatelli, 1974

subsp. lactis Meiley col., 1997
B. asteroides Masco y col., 2004
B. bifidum Scardovi y Trovatelli, 1969
B.boum Tissier, 1900
B. breve Orla-Jensen 1924
B.catenulatum Scardoviy col., 1979
B.choerinum Reuter, 1963
B.coryneforme Scardovi y Crociani, 1974
B.cuniculi Scardoviy col., 1979
B.dentium Scardovi y Trovatelli, 1969
B.gallicum Biavatiy col., 1982
B.gallinarum Scardovi y col., 1979
B.indicum Scardovi y Crociani, 1974
B.longum subsp. longum Lauer, 1990

subsp. infantis Watabey col., 1983

subsp. suis Scardovi y Trovatelli, 1969

Sakatay col., 2002

B.magnum Scardovi y Zani, 1974
B.merycium Biavati y Mattarelli, 1991
B.minimum Biavatiy col., 1992
B.pseudocatenulatum Scardoviy col., 1979
B.pseudolongum subsp. pseudolongum Mitsuoka 1969

subsp. globosum Yaeshima y col., 1992
B.psychraerophilum Simpson y col., 2004a
B.pullorum Trovatelli y col., 1974
B.ruminatium Biavati y Mattarelli, 1991
B.saeculare Biavatiy col., 1992
B.scardovii Hoylesy col., 2002
B.subtile Biavati y col.,1992
B.thermacidophilum subsp. porcinum Zhuy col., 2003

subsp. thermacidophilum Dongy col., 2000

B.thermophilum

Mitsuoka, 1969

2.4. Habitats

El géneroBifidobacterium habita en el tracto gastrointestinal en animales y seres

humanos en coexistencia con una amplia variedad de microorganismos, la mayoria de

los cuales son anaerobios estrictos. Antes de nacer, eltracto digestivo de los
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humanosesta libre de microorganismos, una vez que comienza a ser alimentado por su
madre se inicia la colonizacion del tracto y losprimeros microorganismos que lo
pueblanson bifidobacteriasquellegan a constituir hasta el 95% de la flora intestinal en
infantes lactantes. Se ha comprobado quedespués de la primer ingesta de leche materna,
la concentracién aproximada es de 10%-10°bifidobacterias por gramo de materia fecal
(Ishibashi y col., 1997).En la Tabla 5se aprecian especies pertenecientes al género
Bifidobacteriumencontradasen humanos, animales asi como en otros habitats y en

alimentos.

Tabla 5.Lista de especies del género Bifidobacterium presentes en base a su origen(Biavatiy

B.pseudolongum
B.psychraerophilum
B.pullorum
B.ruminatium
B.saeculare
B.subtile
B.thermacidophilum
B.thermophilum

col., 2000).
Humanos Animales Medio ambiente
yAlimentos
B.adolescentis B.animalis B. choerinum
B.angulatum B. asteroides B. minimum
B.bifidum B.boum B. subtile
B. breve B. choerinum
B.catenulatum B. coryneforme
B.dentium B.cuniculi
B.gallicum B.gallicum
B.longum B.gallinarum
B. pseudocatenulatun B.indicum
B.pseudolongum B.longum
B.scardovii B. magnum
B.merycium

2.5. Fisiologia

Las bifidobacterias tienen temperaturas 6ptimas de crecimiento entre 37 y 41°C, ningln
crecimiento ocurre a temperaturas inferiores a 20°C ni a temperaturas superiores a 45°C
y no hay diferencia en cuanto a este parametro entre cepas de origen humano y animal.
Las bifidobacteriasson microorganismos ligeramente tolerantes a medios acidos, el pH

Optimo de crecimiento esta entre 6.5 y 7, ningln crecimiento se registra a pH superior a
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8.5 ni apH inferior a 4.5. Las bifidobacterias son microorganismos anaerobios estrictos,

aunque susensibilidad al oxigeno depende de la especie y cepa(Biavati y col., 2004).

2.6. Caracteristicasbioquimicas y metabolismo de las hexosas

Las bacterias del género Bifidobacterium difieren de otras del tipo &cido lacticasen que
ademéas de producir acido lactico también producen acido acético. Las hexosas son
degradadas Unicamente por la via de la fructosa-6-fosfato(Scardovi y Trovatelli
en1965). En dicha ruta la enzima aldolasa y la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa estan
ausentes, mientras que la fructosa-6-fosfato-fosfocetolasa es la enzima caracteristica del
metabolismo de los azucares por el género Bifidobacterium(BiavatiyMattarelli., 2006).
Generalmente son microorganismos catalasa negativos, no reducen los nitratos, no
fermentan el glicerol, no destruyen las proteinas coaguladas tampoco forman indol,
coagula la leche sin formacion de gas, no produce &cidos a partir de ramnosa, eritrol,
adonitol y glicerol, por otro lado lascepas de origen humano son capaces de sintetizar
vitaminascomo tiamina (B1), riboflavina (B2), vitamina B6, acido félico (B9), y acido
nicotinico. Cinco de estas vitaminas son sintetizadas (excepto riboflavina) por muchas
especies de manera abundante, sobre todo la B6, laB9 y la B12. Algunos investigadores
aseguran queB.Bifidusy B.infantis son excelentes productores de vitaminas, mientras
que B.breve yB.longum solo producen pequefias cantidades y B.adolescentis no sintetiza
ninguna de estas vitaminas.B.brevey B.infantisproducen grandes cantidades de &cido

nicotinico y biotina (Collado, 2004).

2.7. Estructura celular

La pared celular del género Bifidobacteriumposee la estructura tipica de las bacterias
Gram-positivas, esta formada por una capa de peptidoglicano que contiene
polisacéridos, proteinas y é&cido teicoico. La composicion de aminoacidos de los
tetrapéptidos basicos de mureina varia entre las especies y las cepas de la misma
especie, generalmente la L-alanina, el &cido D-glutamico, la L-ornitina y la D-alanina
constituyen los tetrapeptidos, sin embargo, la L-ornitina puede ser sustituida por lisina
en algunas cepas. Por otro lado, la glucosa, la galactosa y la ramnosa son componentes
de los polisacéaridos de las paredes celulares en el género Bifidobacterium con

diferencias cualitativas y cualitativas entre las diversas especies (Biavatiy col., 2004).
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2.8. Requerimientos nutricionales

Varios aspectos nutricionales concernientes a los requerimientos complejos de
nitrogeno, vitaminas, factores de crecimiento y metales, han sido estudiados
extensamente. La N-acetilglucosamina y la N-acetillactosamina, que son componentes
de la leche humana, estimulan el crecimiento de lasbifidobacterias. Se ha demostrado
que cuando los medios de cultivo tienen exceso de N-acetilglucosamina, las paredes de
las células de estas bacterias presenta una morfologia mas regular, quiza la limitacion de
N-acetilglucosamina provoque que lasbifidobacterias asuman una morfologia
ramificada, ya que es el precursor de la biosintesis de peptidoglucanos. La proliferacion
de bifidobacterias en el intestino delgado de los infantes es estimulado por los
componentes de las glicoproteinas; por otro lado, sabemos que la lactulosa es un factor
efectivo de crecimiento y es usado en una amplia variedad de alimentos como factor
bifidogénico. La lactulosa es fé&cilmente metabolizada por todas las especies de
bifidobacterias y su crecimiento a partir de esta fuente de carbono puede conducir a la
formacién de células con formade Y o V (Figura 1)(Biavati y col., 2000).La mayoria de
las bifidobacterias son capaces de usar las sales de amonio(NH**) como su Gnica fuente
de nitrégeno (N) (Hassinen y col., 1951). B. bifidumcrece solamente en presencia de
magnesio (Mg), manganeso (Mn) y sobre todo deHierro (Fe). El Fe es asimilado porB.
bifidumen sus dos formas oxidadas(Fe*"y Fe**), lo cual depende de la acidez del medio

(Bezkorovainy y col., 1996).

2.9. Medios de cultivo para el crecimiento de las bifidobacterias

El primer medio de cultivo minimo desarrollado para su crecimiento (MRS) fue
desarrollado por Man-Rogosa y Sharp en 1960 (De Man vy col., 1960).Las exigencias
nutritivas asi como la necesidad de un medio anaerobio hacen que el cultivo de
lasbifidobacterias sea complicado. En la actualidad se han desarrollado una gran
cantidad de medios de cultivo para su crecimiento, entre los cuales se pueden identificar
dos tipos de medios de cultivo para el aislamiento, cultivo y caracterizacion de este

microorganismo: medios no selectivos y selectivos.

Medios no selectivos: generalmente estos medios estdn constituidos por diversas
sustancias como extractos de carne, peptona, extracto de levadura, zumo de tomate,

sangre de caballo y leche, etc., para favorecer el crecimiento de las bifidobacterias.
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Ademas estos medios son adicionados con sustancias para disminuir el potencial redox,
como la cisteina, la cistina, el &cido ascorbico, el sulfato de sodio, etc. Dentro de este
tipo de medios de cultivo destaca el medio de cultivo TPY (triptona, peptona, extracto
de levadura) que fue creado por Scardovi en 1986. Este autor menciona que es el mas
adecuado para el aislamiento y cultivo de bifidobacterias cualquiera que sea su origen
(humano y animal). En la Tabla 6 se puede apreciar los medios selectivos mas

empleados para el crecimiento de las bifidobacterias.

Tabla 6.Medios no selectivos empleados para el cultivo
de bifidobacterias(Collado, 2004).

Medio Autor

Man, Rogosa y Sharpe (MRS) De Many col., 1960
Agar jugo de tomate

Agar reforzado para clostridios Willis y col., 1973
Briggsliver (BL) Mitsuokay col., 1984
Agar de Sangre Columbia Comercial
Triptona-peptona-extracto de levadura Scardovi, 1986
(TPY) agar

Medios selectivos. Los requerimientos fisicos de las bifidobacterias son diversos, la
reciente incorporacion de estos microorganismos a los productos lacteos fermentados ha
favorecido el desarrollo de medios de cultivo para diferenciar el género
Bifidobacteriumde otros géneros vinculados con los productos lacteos; inicialmente se
empled el &cido ascdrbico y el sodio como sustancias selectivas. Chang y col., (1983),
modificaron el medio de cultivo MRS-agar, el medio contenia cisteina y tinta china para
aislar especies de bifidobacterias, por otro lado Matteuzziy col.,(1983) adicionaron 80
Mg de kanamicina/mL con el mismo objetivo. Sonoikey col.,(1986) utilizaron el
principio de que las bifidobacterias son capaces de metabolizar diversas clases de
carbohidratos como son fructo-oligosacaridos y galactosil-oligosacéridos; treinta y dos
especies han podido desarrollarse en este medio que contiene oligosacaridos del tipo de
lostrans-galactosidos como fuente de carbono. En el Tabla 7se muestran los medios de

cultivo selectivos utilizados para el crecimiento de bifidobacterias.

3. Probioticos

En la literatura se pueden encontrar diversas definiciones de la palabra probidtico. La

definicién ha ido ewvolucionando a lo largo del tiempo, Fric desarrollé una definicion
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méas completa (Fric, 2007): los probidticos son microorganismos no patdgenos, la
mayoria de origen humano, los cuales proporcionan beneficios a la salud del hospedero,
ademaés incrementan la capacidad de prevenir o mejorar algunas enfermedades cuando

son suministrados en concentraciones adecuadas.

En la actualidad los microorganismos considerados como probidticos pertenecen en su
mayoriaa los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Los probi6ticos poseen tres
mecanismos para promover la salud humana.

I.  Proporcionando productos finales de la fermentacién anaerdbica de los
carbohidratos tales como: &cidos organicos que pueden ser absorbidos por el
hospedero, estos productos finales son capaces de influir en el estado de animo,
niveles de energiay en las capacidades cognitivas del ser humano.

IIl.  Compiten exitosamente con los agentes patdgenos.

I1l.  Estimulan la respuesta inmune del hospedero.

Es importante resaltar que los beneficios en la salud que proporcionan los probidticos se
atribuyen a cepas especificas y no a especies o géneros en particular (Figueroa y col.,
2011).
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Tabla 7.Medios de cultivo selectivos empleados para el cultivo debifidobacterias(Collado,

2004).
Medio Autor
RCA Agar reforzado para Clostridios (pH 5.0) Willis y col., 1973
BSI (Panomomicina, neomicina, propionato sddico, cloruro ¢

. Mitsuoka y col.,1965
litio)

NPLN (Panomomicina, neomicina, acido nalidixico,
cloruro de litio)

Acido nalidixico, riboflavina, cido piruvico Tanaka y Mutai, 1980
YN-6 (&cido nalidixico, neomicina y verde de bromocresol) Resnick y Levin ,1981

Sonoikey col., 1986

Teraguchiy col., 1978

TOS (Transgalacto-oligosacéridos agar)

BIM-25 (a.nalidixico, polimixina, kanamicina, acido

. . . . Mud Pares, 1988
iodoacético y trifeniltetrazolio) unoa y rares

Acido propionico pH 5.0 Beerens, 1990
Dicloxacilina Sozziy col., 1990
X-a Gal Chevalier,1991

LP (cloruro de litio y propionato sédico) Lapierrey col., 1992
MMRS Arroyo y col., 1994
RCA con azul prussia Ghoddushi y Robinson,1996
Transgalacto-oligosacaridos y propionato sédico Jiycol., 1994
Sangre, glucosa agar con oxgall y gentamicina Limy col., 1995
BFM Nebray col., 1999
MRS-BCD (MRS con oxgall, cisteina y dicloxacilina) Ingham, 1999
TPY con 50ug/ mLmupirosina Simpson y col., 2004b

En el tracto intestinal humano habitan mas de 400 especies bacterianas que inciden en la
prevencion de enfermedades. En la Figura 2 se observa la cantidad aproximada de
bifidobacterias y otros microorganismos presentes en el tracto digestivo del ser humano
en las diversas etapas de la vida, junto conlos cambios de la microbiota en diversas
etapas de la vida.En pocos afios los probioticos han evolucionado de forma importante,
la seleccion de una cepa como probidtico requiere que sus efectos fisioldgicos benéficos
para el ser humano sean demostrados, que la cepa sea de origen humano y de uso seguro
para el mismo, que sea estable al &cido y la bilis, y que se adhiera a las células de la
mucosa intestinal, asi como que reduzca la presencia de agentes patdgenos en el tracto
digestivo y que colabore para formar una flora intestinal equilibrada. Como ya se
menciond, las bifidobacterias, entre otros géneros, son microorgaismos que cumplen
con estos requisitos y que por ende, son clasificados como probidticos se encuentran las
bacterias acido lactico, las cepas clasificadas como probdticos (Amores y col 2004).
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Figura2. Cambio de la flora intestinal en las diversas etapas de la vida (Mitsuoka, 1978).

3.1. Mecanismos de accion de los probioticos (bifidobacterias) para

proteger al ser humano

Diversos experimentos llevados a cabo con animales y estudios in vitrohan demostrado
que las bifidobacterias ejercen una accion protectora contra la adherencia, colonizacién
y reproduccion de los microorganismos y agentes entero patdégenos, En la Tabla 8.Se
agrupan los principales mecanismos de proteccion, al ser humano, por las
bifidobacterias y otros probidticosmediante diversos mecanismos de accion. Entre los
mecanismos mas significativos que se han propuesto estan los siguientes:

i.  La privacion de los nutrientes a los microorganismos patdgenos: los nutrientes
se encuentran presentes en cantidad muy limitada en el intestino si las
bifidobacterias y los probidticos consumen dichos nutrientes, por lo tanto limitan
su proliferacion.

ii.  Bloqueo de receptores: las bifidobacterias compiten con los microorganismos
patdgenos no solo por los nutrientes también por el espacio fisico, por lo tanto se
cree que las bifidobacterias y los otros probidticos pueden inhibir la adherencia
de los microorganismos patdgenos a los sitios receptores por medio de un
mecanismo de obstruccion estérica o de bloqueo especifico del receptor, con lo
que se evita la colonizacion de microorganismos patdgenos, debido a la
inhibicion competitiva en los sitios de adhesion.

iii.  Produccion de sustancias con actividad antimicrobiana: las bifidobacterias,
lactobacilos y estreptococos producen diversas sustancias antimicrobianas como

son:bacteriocinas, acidos grasos wolatiles de cadena corta, perdxidos de
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hidrogeno y é&cidos lécticos, con ello reducen el pH luminal y se sabe que
inhiben el desarrollo de microorganismos patégenos que no soportan el medio
acido y este es el principal mecanismo empleado por bifidobacterias y demas
probidticos para inhibir el crecimiento de los microorganismos patdgenos como
E.coli, Streptococcusy Salmonella.

Tabla 8.Bifidobacterias y otros probidticosque presentanmecanismos de accion y deproteccion

al ser humano(Amoresy col., 2004)

Inmunomoduladora

antimicrobiana

Accion Mecanismo Ejemplo
Prevencién de la Bloqueo de receptores especificos L.rhamnosus GG,
colonizaciénpor (adherencia) y L. plantarum,
microorganismos competencia por nutriente S.boulardii

patdgenos
Actividad Produccion de sustancias L.rhamnosus GG,

Con actividad antimicrobiana. S.boulardii
(H,0O, bacteriocinas, acidos organicos)
Regulacion de la respuesta

inmunitaria humoral y celular

L.rhamnosusGG,
L.acidophilus,
Bifidobacterium spp.
S.thermophillus,
Lactobacillus
spp,Bifidobacterium.

Spp.

Actividad
enzimatica

Disminucién de la actividad
enzimatica asociadas con la sintesis de
lactosas, procarcinégenos, etc.

Regulacion de la respuesta inmunitaria: estudios recientes in vitro han
demostrado que las bifidobacterias y los microorganismos probidticos producen
metabolitos que modifican directamente la permeabilidad epitelial y refuerzan la
integridad de la barrera, pueden restaurar una permeabilidad epitelial perturbada
y fortalecer la barrera intestinal. Por otra parte, diversos investigadores han
demostrado la capacidad antitumoral que tienen las bifidobacterias y los
microorganismos probidticos.

Disminucion de la actividad enzimatica: no se sabe con exactitud el mecanismo
de accion, sin embargo se ha demostrado la capacidad de los probidticos para
disminuir la actividad enzimatica de la B-glucoronidasa que esta vinculadas con
la sintesis de procarcin6genos (Amores y col., 2004).

L.

ESPECIALIZACION EN BIOTECNOLOGIA

Paginal4




EVALUACION DE LA PRODUCCION DE FUCOSIDASAS POR BIFIDOBACTERIAS

4. Oligosacaridos deleche humana (OSLH)

La leche humana esta constituida aproximadamente por 10% de carbohidratos de los
cuales la lactosa es el componente mas abundante (55-70 g/L); el resto de los
carbohidratos son oligosacaridos presentes en una concentracién de 12-13 g/L,
constituidos en su mayoria por 3-10 unidades de monosacaridos. Estas moléculas son
consideradas como importantes prebidtico ya que son el factor determinante de la
presencia de bifidobacterias en la microflora col6nica de los infantes lactantes. La
fraccién de oligosacaridos de leche humana es extremadamente compleja y esta
constituida al menos de 1000 componentes distintos; de estos al menos 90 han sido
aislados e identificados (Venema, 2011). Los OSLH son sintetizados en el aparato de
Golgi de las células, en los alveolos de las glandulas mamarias. En la leche humana
estan presentes principalmente cinco monosacaridos: D-glucosa (Glc), D-galactosa
(Gal), N-acetilglucosamina (GIcNAc), L-fucosa (Fuc) y &cido N-acetil neuramico o
acido sialico (Neu5Ac). Los OSLH se clasifican en dos grupos: los trisacaridos de
cadena corta como la sialil-lactosa y la fucosil-lactosa, y los oligosacaridos complejos
que tienen un peso molecular elevado (Figura 3). Las estructuras de éstos, asi como las
de sus isomeros, son muy diversas y complejas, estan formados por diferentes azlcares
y enlaces glucosidicos, pero comparten algunas caracteristicas como el hecho de que
todos tienen residuos de lactosa en el extremo reductor (GalB1-4Glc) y fucosao &cido

salico en el extremo no reductor.

Sialil-lactosa fucosil-lactosa  oligosacaridos complejos.
Menoscaxidos de leche homana
. Glc ghicosa
O Gal glactosa
02:3 ~f1-4 012 ~B14 < Il GlNx« N-acetilghicosamina
28 ‘013: . Sia « 2-36 §1-3 B1-3,~ B14
5 [ B1-4 516 A Puc fucosa
Sia a 2-3/6 Gal p 1-4 Gl¢ Fuc a 1-2/3 Gal B 1-4 Gle ) T
A =118 @ sn §cido sialico

Fuc a 1-2/3/4
(Gal B 1-3/4 GicNAc), 8 1-3/6 Gal § 1-4

Figura 3. Composicidn estructural de los oligosacaridos de leche humana que pueden ser
agrupados en trisacaridos de cadena corta (Sialil-lactosa y Fucosil-lactosa) y oligosacaridos
complejos (Namy col., 2011).

La galactosa de la lactosa puede ser sialilada con un enlace a-(2,3) o a-(2,6) para formar
la 3"sialil-lactosa y la 6"sialil-lactosa respectivamente, también puede ser fucosilada con

enlaces 0-(1,2), a-(1,3) para formar la 2’fucosil-lactosa y la 3’fucosil-lactosa; estos
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trisacéridos se consideran como oligosacéaridos nucleo a partir de los cuales se sintetizan
los oligosacéridos complejos de la leche humana que pueden ser lineales o ramificados
(Namy col., 2011).

4.1. Oligosacaridos de leche humanay bifidobacterias

La reciente secuenciacién del genoma de Bifidobacterium infantis ha proporcionado una
mayor comprensién acerca su relacion con losOSLHy su crecimiento en estos sustratos.
Se sabe que estos compuestos estimulan el desarrollo de las bifidobacterias. Sela (2008)
reportd que esta especie posee 43 Kb yun cluster que codifica para cuatro glicosil-
hidrolasas necesarias para romper los OSLH en sus monosacéridos constituyentes
(sialidasas, fucosidasas, galactosidasas y hexosaminidasas), asi como genes
relacionados con el transporte de oligosacaridos; en la Figura 4 se observan los pares de
bases que codifican las enzimas antes mencionadas.De esta forma comienza la

degradacion de los OSLH para ser asimilados por las bifidobacterias.

0 10 kb 20k o0 kb 0k
I I | I |

[i-galactosidasa Facosidusn SBP Zinlidasa [-hesosamindidaca

Blon 213) . (ion, 2348 (Bion_2355)

Pl Y ae (GeEGGEE 0 a @ Em0E000
o | T | 5

TRG TRG SEP SBP  THRG

Figura 4. Pares de bases (Kb) que codifican glicosil-hidrolasas requeridos para metabolizar

oligosacaridos de leche humana (Chichlowskiy col., 2011).
El analisis protedmico reveld que los genes en este locus son inducidos para llevar a
cabo la sintesis de las enzimas que hidrolizan los OSLH. Entre las diversas funciones
que desempeifian los OSLH en las bifidobacterias, esta la de formar parte de la parde
celular, se ha demostrado que la acetilglucosamina obtenidad de la hidrélisis de los
OSLH pasa a formar parte de la pared celular. Otros componentes de la leche humana
que favorecen el predominio de la flora bifidogenason: la lactoferrina, los nucledtidos,
ciertasproteinas y el fosforo. Son bifidégenos, debido a que promueven el desarrollo de
las bifidobacterias (Mifiana, 2007).
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5. Fucosidasas

Las fucosidasas son esenciales y por consiguiente son enzimas abundantes en todos los
organismos vivientes que cuentan con procesos para el metabolismo de carbohidratos.
Estas enzimas pertenecen a las Ilamadas glicosidasas las cuales desempefian una
funcién hidrolitica. In vivo rompen enlaces glucosidicos para formar monosacaridos u
oligosacaridos y poseen un alta especificidad, aunque también se ha observado que bajo
ciertas condiciones in vitro, tiene la capacidad de formar enlaces glucosidicos. Su peso
molecular varia de 20 a 100 kDa y la mayoria de las fucosidasas trabaja a pH muy

cercano a la neutralidad (Zhiang y col., 2003).

5.1. Clasificacion y mecanimos de reaccion

En 1991, Henrissat propuso una clasificacion de las glicosidasas a las cuales pertenecen
las a-fucosidasas, basadas en la secuencia de aminoacidos similares. Las glicosidasas
con un alto grado de homologia en su secuencia fueron asignadas en las mismas
familias y se clasifican empleando los siguentes criterios:

I.  Las caracteristicas estructurales del plegado de la enzima.

Il.  Larelacion evolutiva entre las enzimas.
IIl.  Sumecanismo catalitico.
Toda esta clasificacion es complementaria ala de lalnternational Union of Biochemistry
and Molecular Biology(lUBMB), basada en la especificidad del sustrato de la enzima.
En la actualidad mas de 100 familias estan clasificadas.Aunque la informacion es muy
limitada acerca de las enzimas de las bifidobacterias, es conocida la estructura de méas
de 50 familias de glicohidrolasas que pueden ser de gran utilidad en la clasificacion de
las enzimas producidas por el género Bifidobacterium (Lambertus y col., 2008). Labase
de datos de enzimas activas de los carbohidratos(CAZY) ofreceuna listaactualizada
delasfamiliasglucésido-hidrolasas. Actualmente se han clasificado en esta base de datos,
dos L-fucosidasas en dos familias de enzimas que son GH29 y GH95 (glycoside
hidrolase) (Ashida y col.,, 2009).Las fucosidasas (glucdsido hidrolasas)sonun
grupoampliodeenzimasque hidrolizanelenlace glucosidicoentre doso mas carbohidratos,
o entre un carbohidratoy una fraccionno-carbohidrato.Esta clasificacién sebasa
ensimilitudes de secuenciade aminoacidosy su relacion directa con plegamientos, tal
clasificacion:
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(i) Refleja las caracteristicas estructurales de estas enzimas, mejorque solo
tomar en cuenta la especificidad de sustrato.
(i) Ayuda arewelar las relaciones evolutivas entre estas enzimas.
(iii) Proporciona una herramienta atil para obtener informacion sobre el
mecanismo de reaccion.
(iv) llustra la dificultad de derivar las relaciones entre miembros de la familia'y
laespecificidad de sustrato.
Segun la IUBMB, estas enzimas pueden ser clasificadas por la especificidad del sustrato
0 por su mecanismo de accién (Naterciay col., 2012). Existen dos tipos de a-L-
fucosidasas: las exo-fucosidasas y las endo-fucosidasas. Las primeras hidrolizan enlaces
glucosidicos en los extremos de las cadenas de oligosacéridos, mientras que las
segundas ejercen su accion hidrolitica en medio de las cadenas de oligosacaridos
(Zhiang y col., 2003). Por su mecanismo de reaccion se clasifican como a-fucosidasas
de retencidén o de inversionen los cuales se obtiene como resultado la retencion o la
inversion de la configuracion anomerica. Por otro lado, el tipo de reaccion quimica

involucrada en dichos mecanismos es una sustitucion nucleofilica de primer orden.

5.2. Las Fucosidasas en el géneroBifidobacterium

Se han reportado diversos estudios sobre el genoma de B. bifidum y B. infantis en los
gue se encontraron los sitios que codifican para las fucosidasas (Tabla 9). Turroni y col
(2010) secuenciaron el genoma de B. bifidum PRL2010 y lo compararon con el de otras
cepas: 324B, 85B, D5M 20456, 156B, A8, L22 y D119. Se encontr6 que en la
PRL2010, la 324B, la 156B, la L22 y la D19 coincidieron en la expresion de los genes
que codifican para la produccion de fucosidasas, favorecida por la presencia de mucina
en el medio.

Tabla 9. Estudios del genoma del género Bifidobacteriumque demostraron zonas que codifican
para fucosidasas.

Cepa Referencia

B. longum subsp. infantis 15697 Selay col. 2008

B. longum subsp infantis LoCascioy col. 2010
B.bifidum PRL2010 Turroni y col., 2010.
B.infantis ATCC 15697 Selay col., 2012.
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Se han caracterizado algunas fucosidasas. En la Tabla 10 se muestran algunas

caracteristicas de las fucosidasas que han sido clonadas deBifidobacteriumbifidum.

Tabla 10.Fucosidasas clonadas del género Bifidobacterium.

Cepa Enzima Familia Referencia
B. bifidumJCM 1254 1,2-a-L-fucosidasa. GH 95 Katayama y col., 2004.
B. bifidum 1,2- o -L-fucosidase GH95 Nagae y col. 2007
B. bifidumJCM1254 1,3-1,4-0-L-fucosidase GH 24 Ashida y col., 2009.

GH family: familia glucésido hidrolasa.

5.3. Absorcion de carbohidratos e induccion de enzimas en el género
Bifidobacterium

El género Bifidobacteriumjuega un papel muy importante en la fermentacion de los
carbohidratos en el colon; la mayoria de los oligosacaridos y los polisacéridos son
degradados a monosacaridos e ingresan a la via de las hexosas para convertirse en acido
acetico y &cido lactico asi como acidos grasos de cadena corta. Las a-fucosidasas
pueden encontrarse extracelularmente, asociadas a la membrana bacteriana o
intracelularmente, con actividad asociada a polisacaridos complejos como la mucina y
ligada a un extenso conjunto de transportadores de azucares anidados en las membranas.
En lasFiguras 5y 6se muestran el mecanismo por el cual las fucosidasas producidas por
Bifidobacteriumlongum, rompen las moléculas de los carbohidratos para introducirlas al
interior de las células. Se presume que este podria ser el modo de accién de las

fucosidasas intracelulares o ligadas a la pared celular (Lambertusy col., 2008).

Figura 5.Mecanismo de degradacion de la molécula de arabino-xilano porBifidobacterium
longum (Lambertus y col., 2008).
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Figura 6.Mecanismo de actuacion de la a-amilasa parala degradacionde
almiddn (Lambertusy col., 2008).
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6. Justificacion

Los beneficios potenciales a la salud de los oligosacéridos de leche humana han sido
estudiados con un enfoque en su efecto prebidtico. A pesar del hecho de que los
oligosacaridos de leche humana juegan un papel clave por su impacto benéfico en los
lactantes, estan ausentes de las formulas maternizadas debido a la falta de métodos de
produccién industrial. Actualmente en las férmulas maternizadas se adicionan
galactooligosacéaridos y fructooligosacaridos como una alternativa para promover una
microbiota bacteriana en los lactantes que les permita estar protegidos de los
microorganismos patdgenos; sin embargo, es de suma importancia crear los medios y
técnicas cientificas adecuadas para poder suministrar a los lactantes los
fucooligosacaridospresentes en la leche humana, por otro lado las bifidobacterias
forman parte de la microbiota natural de el tracto digestivo, y una caracteristica de los
microorganismos considerados como probioticos es que son bacterias aisladas del tracto
digestivo de un individuo saludable e introducidas nuevamente en el intestino, a través
de algin vehiculo alimenticio. El vehiculo méas comin son las leches fermentadas como
lo son: yogurt, kéfir, yakult. Las bifidobacterias han demostrado ser microorganismos
clasificados como microorganismos generalmente reconocidos como seguros(GRAS), y
cumplen con los requerimientos de laFederal Drug Administration (FDA U.S.A.): no ser
patégenos ni asociados con la produccion de toxinas dicha institucion considera GRAS
a una enzima producida por un microorganismo GRAS. Es por ello que las
bifidobacterias son un probidtico conveniente para la sintesis de oligosacaridos.

En el presente proyecto se evaluara la presencia de fucosidasas en diversas especies de
bifidobacterias, con el objetivo de obtenerlas para emplearlas en la sintesis de
fucooligosécaridos y posteriormente disefiar formulas maternizadas apropiadas que

proporcionen a los lactantes los oligosacaridos necesarios para su sana alimentacion.
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7. Hipotesis

Las bifidobacterias son capaces de producir fucosidasas que puedan ser empleadas en la

sintesis de fucooligosacaridos semejantes a los encontrados en la leche humana.

8. Objetivos

8.1.General

Evaluar la actividad de la enzima a-L-fucosidasa en ocho cepas de bifidobacterias:
Bifidobacterium infantis17930, Bifidobacterium infantis 14431 ,Bifidobacteriumlongum,
Bifidobacteriumbifidus,Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium

animalisBifidobacterium breve yBifidobacterium adolescentis.

8.2. Particulares

1. Determinarla produccion extracelular de a-fucosidasa de cada cepa en MRS.

2. Determinar la produccion extracelular de a-fucosidasa de cada cepa en MRS.

3. Determinar la produccion de a-fucosidasa de cada cepa en MRS con las células
integras.

4. Elaborar las curvas de crecimiento de las cepas con actividad fucosidasa.
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9. Desarrollo experimental.

Determinacién de la
actividad de
o-L-fucosidasas en
bifidobacterias

intracelularen un
extracelular extracto obtenido
porruptura
mecanica

intracelular con

céelulas integras

I.  Determinacién extracelular de fucosidasas en bifidobacterias.

Tomar 1.5 mL del medio de
activacion e inocular 20 mL de
MRS-cyteinaburbujedo con
Co,

12h, 37 C, 200 rpm

500 L de la cepa (stock)en
20 mL de MRS-cisteina
burbujeado con CO,

10 h 37 C a 200 rpm

recuperacion y filtracion 0.22 ym 10 000 rpm, 30 min, 4 C

100 pL de sobrenadante + 900 L de PNP-fuc,
37 C

registrar DO a 410 nm cada 10 s por 3 min
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Determinacion de actividad fucosidasas intracelular.

eguir el diagrama | hastala

centrifugacion amortiguador de fosfatos

0.1MpH7

el paquete celular lavado a
una concentracion de 150 mg

5 ciclos de 2 min a4 800 rpm de celulas/mL

100 uL de sobrenadante + 900
de las células rotas uL de PNP-fuc, 37 C

registrar DO a 410 nm cada h
porl2h
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IIl.  Determinacién de fucosidasas intracelularen células completas.

seguir el diagrama | hasta

la centrifugacion amortiguador de fosfatos 0.1

MpH7

100 pL de sobrenadante+ 900 pL el paquete celular lavado

de PNP-fuc, 37 C auna concentracion de

registrar DO cada 1/2 h hasta 150 150 mg de celulas/mL
min

las muestrasa 10 000 rpma
4 Cpor 10 min y registrar
absorbanciaa410 nm
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10. Materialesy Métodos

10.1. Microorganismos

Las cepas utilizadas en este estudio forman parte del cepario de la UAM-Xochimilco y

fueron proporcionadas amablemente por

la Dra.

Rina Gonzalez-Cervantes:

Bifidobacterium infantis17930, B. infantis 14431, B. longum, B. bifidus, B. lactis, B.

animalis, B. breveyB. Adolescentis.

10.2. Medios de cultivo.

MRS. El medio de cultivo MRS-cisteina se prepar6 y se distribuy6 con 20 mL del medio

en botellas seroldgicos; asi mismo, se burbujed con CO, durante un minuto por frasco y

fue sellado con tapones de goma y anillos de aluminio; los botellass se esterilizaronen

autoclave a una temperatura de 120°C durante 15 minutos. Este medio fue empleado

para la activacion del microorganismo. En la Tabla 11 se puede observar la composicion

del medio de cultivo MRS (De Man y col; 1960)

Tabla 11.Composicién del medio de cultivo MRS.

Componentes Cantidad

(g/L)

Peptona 10.0
Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4.0
D-glucosa 20.0
Acetato sodico 5.0
Citrato triamonico 2.0
Sulfato magnésico 0.2
Sulfato manganoso 0.05
Agar bacteriologico 17.0
Polisorbato 80 1mL
L-cisteina 0.5

TPY. El medio sepreparé y distribuy6 en frascos serologicos con 20 ml, ademas se

burbuje6 con CO, cada frasco durante un minuto y fue sellado con tapones de gomay

anillos de aluminio; el medio se esterilizd en autoclave a una temperatura de 120°C

durante 15 minutos. Este medio se empled para el crecimiento del microorganismo, con
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el objetivo de propagarlo.En la Tabla 12 se puede observar la composicion del medio de

cultivo TPY.

Tabla 12.Composiciéndel medio de cultivo TPY.

Componentes Cantidad
(9/L)
Peptona de caseina 10
extracto de levadura 2.5
peptona de soya 5
L-cisteina 0.5
glucosa 5
tween 80, 1ml
K,HPO, 2
MgCl,.6H,0 0.5
ZnS0O, 0.25
CaCl, 0.125
FeCls 0.03

Medio Kabel. ElI medio se prepard y distribuyo en frascos seroldégicos con 5 ml y cada
frasco se burbujed con CO, durante un minuto y fue sellado con tapones de goma y
anillos de aluminio; se esterilizd el medio en autoclave a una temperatura de 120°C
durante 15 minutos. Este medio (Tabla 13)se empleé para la fermentacion del

microorganismo con diferentes fuentes de carbono (Kabel y col., 2002).

Tabla 13.Composicién del medio de cultivo Kabel.

Componentess Cantidad
(9/L)
Base de nitrégeno 6.7
L-cisteina 0.5
Tween 80 Iml
Solucidn de sales al 40%
C&C'g 0.2
K,HPO,
KH,PO, 1
NaHCO; 10
NaCl 2
N-Z-amina 0.5
Tioglicolato 0.05
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10.3. Preparacion del Stock

Para la activacion de los microorganismos, tomoun tubo del stockcon 500 pL de la cepa
y se agrego a un frasco serologico estéril con 20 mL de medio de cultivo MRS-cisteina.
El periodo de activacion fue de 10 h a37°C y 200 rpm. Después de 10 h, se
transfirieron1.25 mL del medio de cultivo MRS fermentado, a un frasco seroldgico con
20 mL de medio de cultivo TPY. El periodo de crecimiento fue de 12 h a37°C y 200
rpm. Una vez concluido este periodo se centrifugd todo el medio fermentado, a una
velocidad de 8 000 rpm a 4°C por 15 min. Transcurrido el tiempo, se elimind el
sobrenadante y el boton de células se resuspendio en 10 mL de solucion salina isotonica
(0.85%), se llevd de nuevo a centrifugacion en las condiciones antes mencionadas. Se
elimind de nuevo el sobrenadante y el paquete celular, se mezclé con 3 mL de MRS-
glicerol (1:1 v/v) y se homogenizd, para finalmente dispensar 500 pL (microorganismo-
MRS-glicerol) un tuboEppendorf (6 en total). Se conservaron los tubos a -20°C, para su
usoposterior.

10.4. Determinacion de curva de crecimiento

Para la curva de crecimiento, se inoculd un eppendorff del stock (500 uL) en MRS-
cisteina con un volumen de 20 mL y se incubddurante 10 h,para su activacion,
concluido este periodo se transfirieron 1.5 mL a otro frasco de 20 mL de MRS-glucosa,
para su crecimiento, durante 12 hy finalmente se transfirieron 1.5 mL a otro frasco de
MRS-glucosa el cual fue llevado a 37°C y 200 rpm para realizar la curva de

crecimiento, en el que se registrd laabsorbancia a 660 nmy el pH.

10.5. Ensayo para la determinacion de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica fue determinada espectrofotométricamente. El ensayo
enzimatico fue llevado a cabo usando 4-nitrofenil a-L-fucopiranosido (PNP-fucosa),
como sustrato sintético, compuesto fendlico que tiene un grupo nitro en la posicion
para, con respecto al grupo hidroxiloy una molécula de fucosa, la cual sera hidrolizada
en presencia de la enzima a-fucosidasas. El 4-nitrofenol al ser liberado por la ruptura
enzimatica del PNP-fucosido, produce una coloracion amarilla que tiene un méaximo de

absorbancia de 410 nm (Martearena, 2007).Para ello se prepard una solucion de
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1mg/mL de PNP-fucosa en buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7 (K;HPO, y KH,POy,). El

tubo con la mezca de reaccion contenia 900 pL de PNP-F con 100 pL de muestra.

HSC% fucosidasa GHO
—0 H—}—OH
0 Ymo-{_)o, S 9 |
Ho NO, HO——H
§ hidrolisis H——©H
HO OH CHs
PNP-Fucosido P-NITROFENOL FUCOSA

Figura 7.Hidrdlisis de PNP-fucosido por medio de la fucosidasa.

10.6. Determinacion de la actividad extracelular

Una vez fermentado el medio, secentrifugd (20mL) a 10000 rpm a 4°Cpor 30 min. El
sobrenadante se separd del boton de céulas y se filtroa través de una membrana de
0.22um. Por otra parte, el boton de células fue resuspendido en buffer de fosfatos 0.1M
pH 7 y almacenado en congelacion para su empleoposterior (para la determinacion de la
actividad enzimética intracelular por ruptura celular). Se tomaron 100 pL del
sobrenadantey se mezclaron con 900 uL. dePNP-fucosay se midio la absorbancia a 410

nm.

10.7. Determinacion de la actividad enzimatica intracelular por
ruptura mecanica.

El boton de células obtenido de la determinacion de la actividad enzimatica extracelular,
se mezcld con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7 en cantidad suficiente para obtener
una concentracion final de 150 mg de biomasa/mL. En un tubo se colocaron las perlas
de vidrio de 0.1 mm (perlas de vidrio sin lavar de <106 pum) junto con la suspension
celular (1 mL). Inmediatamente los tubos se llevaron al congelador durante 10 min para
posteriormente proceder a la ruptura celular en un aparato mini-beadbeater (marca
Biospec), a cada tubo se le aplicaron 5 ciclos a una velocidad de 4800 rpm y durante 2
min/ciclo. Una vez concluida la ruptura, se centrifugaron los viales a 10000 rpm a 4°C
por 30 min. Al final del tratamiento, se filtr6 el medio a traves de una membrana de
0.22 pm.Para la determinacion de la actividad enziméatica se mezclaron100uL del

filtrado con 900 pl de PNP-fucosa.
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10.8. Determinacion de la actividad enzimatica en células completas.

Después de ser activado el microorganismo durante 24 h en medio de cultivo MRS-
cisteina, el medio se centrifug6 a 10000 rpm a 4°Cpor 30 min. El sobrenadante se
elimind y el boton de células se mezcl6 con buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7 en cantidad
suficiente para obtener una concentracion de 150 mg de biomasa/mL. Se mezclaron 100
pL de la suspension celular con 900 pL de PNP-fucosido y se llevd a un bafio maria a
37°C.Se realiz6 una cinética de 150 minutos, se registro la absorbanciaa 410 nm cada

30 min.
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11. Resultados y Discusion

11.1. Determinacion de la actividad enzimatica extracelular en medio
Kabel

Se evaluo la actividad de o-fucosidasa deBifidobacterium breve, Bifidobacterium lactis
y Bifidobacterium longum en medio Kabel con 5 diferentes fuentes de carbono (Tablas
14, 15 y 16). Los resultados obtenidos del analisis de la actividad enzimética de las
muestrasla reaccion con el PNP-Fucosido se muestran para cada fermentaciéna 24, 30 y
40 h,con las diferentes fuentes de carbono y se observa que los valores calculados de las
pendientes son muy pequefios en todos los casos, para los tres microorganismos.Los
resultados obtenidos en estos ensayos presentaron importantes desviaciones entre los
duplicados, lo cual no permitio ver la diferencia entre los valores obtenidos a lo largo
del tiempo (valores no mostrados). Por otro lado, la fuente de carbono suministrada en
el medio fue de 5 g/L, menor al de otros medios reportados para el crecimiento de

bifidobacterias. Por ello, se decidid trabajar solo con medio MRSque cuenta con una

concentracion de 20 g/L de glucosa.

Tabla 14.Actividad enzimatica de la fermentacion deBifidobacterium brevesobre diferentes

sustratos.
Sustrato Actividad enzimatica

(Abs/s)

Fucosa 24 1.65 x 10®

Fucosa 30 45 x10°
Fucosa 40 2x 10
Mucina 24 2 x 10°
Mucina 30 6x 10
Mucina 40 7x10°
Glucosa 24 5x 10°
Glucosa 30 1x 10"

Lactosa 24 1.45x 10®

Lactosa 30 5.45x 10°
Lactosa 40 9x10°
Galactosa 24 5x 10
Galactosa 30 1.5 x 10

Galactosa 40 3.95x 10®
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Tabla 15. Actividad Enzimatica en la fermentacion deBifidobacterium lactis sobre diferentes

sustratos.
Sustrato Actividad enzimatica
(Abs/s)
Fucosa 24 7 x 10°
Fucosa 30 8x 10®
Fucosa 40 35x10°
Mucina 24 1.95x 10°
Mucina 30 2x 10°
Mucina 40 2x 10°
Glucosa 24 1.4 x10°
Glucosa 30 2x10°
Glucosa 40 1x 10°
Galactosa 24 6x 10
Galactosa 30 5x 10
Galactosa 40 1.1x 10®
Lactosa 24 8.5 x107
Lactosa 30 6.5 x 10°
Lactosa 40 2.5 x10°

Tabla 16.Actividad enzimaticaen la fermentacion de Bifidobacterium longum sobre diferentes

sustratos.
Sustrato Actividad enzimatica
(Abs/s)
Fucosa 24 1.2 x 10°
Fucosa 40 5x 10°
Mucina 24 1.1 x 10™
Mucina 30 6x 10°
Mucina 40 1.35x 10™
Glucosa 24 8x 107
Glucosa 30 2x 10
Glucosa 40 9.5 x 10°
Galactosa 24 3x 10
Galactosa 30 4.7 x 10
Galactosa 40 6.5 x 10°
Lactosa 24 2.5 x10”
Lactosa 30 2x10°
Lactosa 40 9x 10
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11.2. Determinacion de la actividad enzimatica extracelular en medio
MRS

Para determinar la actividad enzimatica se obtuvo una curva patrén de ONP con la
siguiente ecuacion Y=1.8266X, que permitio transformar las absorbancias en
concentraciones de ONP (umol/mL) para graficar todas las concentraciones en funcion
del tiempo y calcular la pendiente obtenida en la ecuacion, que es la velocidad de
reaccion de la fucosidasa presente. En la Tabla 17 se pueden apreciar las actividades
enzimaticas obtenidas a partir de los valores del anexo (seccion 14.1) para los ocho
cepas estudiadas .La actividad enzimatica méas alta es la correspondiente a la
Bifidobacterium breve 1 x 10 pmol ONP/mL *min. En la literatura se menciona que
las bifidobacterias (B. infantis y B. bifidum) producen enzimas o-L-fucosidasas que
pueden encontrarse extracelularmente asociadas a la membrana bacteriana (ancladas) o

intracelularmente(Lambertus y col., 2008).

Tabla 17.Actividad enzimatica extracelular de las diferentescepas debifidobacterias evaluadas.

Cepa Velocidad
(umol ONP/mL * min)

B. longum 3.9x10°

B. infantis 14431 8.1x10”

B. infantis 17930 6.0x10°

B. lactis 1.0x10%

B. animalis 7.0x10°

B. adolescentis 9.0x10°

B. bifidus 1.0x10™

B. breve 1.0x10™"

11.3. Determinacion de la actividad enzimatica intracelular en B.
infantispor ruptura mecanica en medio MRS

La literatura menciona que el género Bifidobacterium, por sus caracteristicas genéticas,
puede sintetizar in vivo enzimas a-L-fucosidasas intracelulares y extracelulares ancladas
a la pared celular (transmembranal) (Lambertus y col., 2008). La actividad enzimatica
intracelular determinada en células rotas de B. infantis17930fue de 8.9 x 10?umol/mL *
min. Los datos que permitieron el célculo de esta actividad se muestran en Anexo
(seccién 14.1). A partir de este valor y en base al peso de las células himedas, se

determind la actividad especifica que fue de 5.9X10*umol/mg biomasa* min.
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11.4. Determinacion de la actividad enzimatica intracelular con la
célula completa en medio MRS.

Los ensayos para la determinacion de la actividad enzimética intracelular con células se
realizaron en las ocho cepas. En laTabla 18 se puede apreciar los resultados obtenidos
de la determinacion de la actividade enzimética a las 24 h de fermentacion. En esta tabla
se aprecia claramente que la cepa con mayor actividad enziméatica fue
Bifidobacteriumlongumseguida, en orden descendente por B.infantis17930, B.infantis
14431 y B.bifidus.En la fermentacion deB. adolescentis, B. lactis, B. breve y B. animalis

no se obtuvo actividad enzimatica.

Tabla 18.Actividad enzimatica y especifica deB.longum, B. infantis 1739, B.infantis 14431 y

B.bifidus.
Cepa Actividad enzimética Actividad especifica
(umol/mL * min) (umol/mg biomasa* min)
B. longum 2.9655 1.63X10”
B. infantis 17930 2.4386 1.98X10*
B. infantis14431 0.3308 2.20X10°
B. bifidus 0.283 1.89 X10°

Los resultados de las actividades enziméticas, confirmaron la presencia de enzimas a-L-
fucosidasas en células cultivadas en el medio MRS. En cuanto al ensayo para la
determinacion de actividad enzimatica intracelular en Bifidobacterium infantis17930, se
encontrd actividad, sin embargo, dado que solo se pudo llevar a cabo una sola
determinacién, no es un resultado concluyente. Se puede inferir que en los dos casos
antes mencionados se producen enzimas constitutivas, a diferencias de las enzimas
reportadas previamente (Tablal0) las cuales fueron obtenidaspor clonacion y, por tanto
inducidas, segun Katayama y col. (2004) y Ashida y col. (2009). Cuando la actividad se
midié en ceélulas completas, se obtuvo mayor actividad enzimatica,lo que nos hace
pensar que la enzima estd anclada a la pared celular externa, como lo explica Lambertus
y col. (2008) quien reporto la existencia de enzimas transmembranales. En contraste, en
el ensayo mecanico las enzimas posiblemente son destruidas durante el tratamiento, por

ello, se encontré menor actividad enzimatica.

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se observd que la

concentracion de bacterias es importante para lograr la reproducibilidad de las técnicas
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montadas. Durante la fermentacion deBifidobacteriuminfantis17930, Bifidobacterium
infantis14461, Bifidobacteriumlongum y Bifidobacterium bifidus, se pudo observar
autoagregacion intermedia y elevada, que es la recomendada alcanzar para obtener la
concentracion de microorganismos adecuada para mejorar la reproducibilidad en los
ensayos (Morshedur y col., 2008).

11.5. Crecimiento en medio con glucosa como fuente de carbono

La finalidad de realizar las curvas de crecimiento para las diversas cepas fue comprobar
si las cepas crecian con la fuente de carbono suministrada.Las curvas de crecimiento y
de pH de las ocho cepas evaluadas se muestran en las Figuras 8 y 9.En la figura 8 se
puede apreciar que la Bifidobacterium bifidus fue la cepa que presentd el mayor
crecimiento, seguida en orden descendente por B. infantis 14431, B.longum y
finalmente B.infantis17930. En la figura 9 se puede apreciar que la cepa de
Bifidobacterium adolescentis obtuvo la mayor absorbancia, sequido de B.animalis, B.
breve y finalmente B.lactis. Todos los microorganismos comienzan su fase exponencial
de crecimiento entre las 2 y las 4 h de fermentacion. Por otro parte, en las figuras 8 y 9
tambien se puede observarque la disminucion del pH es similar para todas las cepas. Se
puede apreciar como al aumentar la concentracion de microorganismos disminuye el pH
por la produccion de &cido durante la fermentacion; en la parte final de las curvas de
pH, se las células ya no son capaces de crecer y se puede producir la muerte de los
microorganismos asi como la lisis. Cabe sefialar que estos microorganismos son
heterofermentativos y producen acido acético y lactico como producto final de la via de
las hexosas (Pokusaevay col., 2011).
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en MRS.
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12. Conclusiones

e En B. longum, B. infantis17930,B. infantis 14431 yB. bifidus se encontrd
actividad enzimatica de a-L-fucosidasascon las células completas.

e Bifidobacterum longum presentd la mayor actividad enziméatica en células

completas.

e Se determind la actividad extracelular de las 8 cepas en cinco sustratos con una
baja concentracion de fuente de carbono (5 g/L) y no se encontré actividad en
ningln caso.

e Se encontrd actividad enzimética intracelularcuando se hizo la ruptura mecéanica

con células deBifidobacterium infantis17930.
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14. Anexo

14.1. Actividad enzimatica extracelular e
bifidobacterias.
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Figura .Actividad enzimatica extracelular deB. longum, B.infantis 14431,

B.infantis17930y B. lactis.
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Figura.Actividad enzimatica extracelular de B.bifidobacterium,B.animalis,

B.adolescentis, B.bifidus y B.breve.
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Figura.Determinacion de la actividad enzimatica intracelular de
Bifidobacterium infantis17930.
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Figura.Actividad enzimatica de Bifidobacterium longum,
B.infantis17930,B.infantis 14431y B.bifidusen células completas.
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14.2. Curva patron de4 para nitrofenol fucosido

Curva patron a partir de la cual se calcularon las concentraciones de PNP liberado en el
ensayo de actividad enzimética en células completas.
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Figura 155.Curva patron de 4-para Nitrofenolfucosido
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