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Abreviaturas

AGCC. Acidos grasos de cadena corta.

APM.Alto peso molecular.

BPM. Bajo peso molecular.

B.ad1(637). B-fructofuranosidasa recombinante 1 de B. adolescentis ATCC 15703.
B.ad2(518). B-fructofuranosidasa recombinante 2 de B. adolescentis ATCC 15703.
DNS. Acido 3,5 — dinitrosali€ilico (por sus siglas en inglés).

D.0O.600. Densidad 6ptica 600 nm.

Ell. Enfermedad inflamatoria intestinal.

FOS. Fructooligosacaridos.

GP. Grado de polimerizacién.

GRAS. Generalmente reconocido comoseguro (porisus siglas en inglés).

HMOs. Oligosacaridos de la leche humana (por sus siglas en inglés).

IPTG. Isopropil-B-p-1-tiogalactopirandsido.

MRCA. Ancestro comun mas reciente (por sus siglas en inglés).

SDS-PAGE. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato’ (por sus

siglas en inglés).

TGI. Tracto gastrointestinal.



Glosario de términos
Azucares reductores. Son aquellos azucares que poseen un grupo aldehido o
cetonadibre, y que son capaces de actuar como agentes reductores.
Cepa. Unzaislado o un grupo de aislados que pueden distinguirse de otros aislados
del mismo género y especie por caracteristicas fenotipicas o caracteristicas
genotipicas o ambas:
Fructanas. Son carbehidratos no estructurales basados en fructosa, desde
oligosacaridos y polisacaridos. En otras palabras, cualquier compuesto donde uno
o mas enlaces fructosil-fructosa (B-2,1, o B-2,6.) constituya la mayoria de los
enlaces.
Género. Categoria taxonomicaysubordinada a la familia y superior a la especie.
Inulina. Polimero de fructosa unida.mediante enlaces de tipo B-2,1.
Levana. Polimero de fructosa unida-mediante enlaces de tipo -2,6.
Prebiéticos. Una sustancia qué ‘es “ulilizado selectivamente por los
microorganismos del hospedero confiriéendole beneficios a la salud.
Probidéticos. Son microorganismos vivos que, cdando son administrados en
cantidades adecuadas confieren un beneficio para saludidel hospedero.
Raftilosa Sinergy 1. Fructosas unidas por enlaces B-2,1,7ncluye oligofructosa e
inulina en una proporcion 1:1.
Raftiline HP. Inulina de achicoria.
Zimograma. Técnica electroforética que permite observar la actividadrenzimatica

en gel.



Resumen
Objetivo: Caracterizar las propiedades bioquimicas de las 2 B-fructofuranosidasas
de la cepa Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703. Materiales y métodos: A
partir de los plasmido pET22-B.ad1(637) y pET22-B.ad2(518) clonados en la cepa
Escherichia coliRosetta™ 2, se produjeron las B-fructofuranosidasas 1 (GeneBank:
BAF40106.1) y 2'(GenBank: BAF39931.1) de B. adolescentis ATCC 15703 en su
forma recombinantery.se determinaron sus propiedades bioquimicas como pH y
temperaturas optimos, actividad sobre diferentes sustratos y estabilidad térmica. La
actividad enzimatica fue “determinada sobre Raftilosa Sinergy 1 al 1% en
amortiguador de fosfatos 100 mMpH 6.0y 5.5 a 50 °C para B.ad1(637) y Bad2(518),
respectivamente. Resultados:/El peso molecular calculado para B.ad1(637) fue de
62.5 kDa y para B.ad2 (518) fue.de 55 kDa. La temperatura 6ptima fue de 50 °C
para B.ad1(637), y un rango de 50-a-55 °G’para B.ad2(518). B.ad1(637) exhibié un
rango de pH éptimo de 5.5 a 7.0, mientras que<B.ad2(518) tuvo un pH 6ptimo de
5.5. La actividad relativa sobre los sustratos, Oligofructosa p95, Raftilosa Sinergy 1,
Agavina, Sacarosa, Levana SacB 8.3, Raftilina HP,4nulina de L. Citreum, Levana
B512 para B.ad1(637) fue de 45.0 %, 100 %, 61.7 %, 381 %, 33.8 % 29.2 %, 0.61
%, 0.61 %, mientras que para B.ad2(518) fue de 100 %, 45.9°%, 20.69 %, 5.7 %,
2.2 %, 1.7 % 0.11 % y XX%, respectivamente. Conclusiones: La.mayor actividad
enzimatica a las condiciones ensayadas fue sobre Raftilosa“.Sinergy1 para
B.ad1(637) y Oligofructosa p95 para B.ad2(518). Por lo tanto, estas enzimas se

clasifican como B-fructofuranosidasas.
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Abstract

Aim:_To characterize the biochemical properties of the B-fructofuranosidases of
Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703. Materials and methods: From plasmids
pET22-B.ad1(637) and pET22-B.ad2(518) cloned in the Escherichia coli Rosetta™
2, produced B+fructofuranosidases 1 (GeneBank: BAF40106.1) and 2 (GenBank:
BAF39931.1) of B adolescentis ATCC 15703 in its recombinant form and
determined its biochemical properties such as pH and temperature optimum, activity
with different substrates. Enzymatic activity was determined on 1% Raftilose Sinergy
1 in 100 mM phosphate buffer pH 6.0 and 5.5 at 50 ° C for B.ad1(637) and
Bad2(518), respectively. Results: Molecular weight for B.ad1(637) was 62.5 kDa
and for B.ad2(518) it was 55_kDa.' Optimum temperature is 50 ° C for B.ad1(637),
and a range of 50 to 55 ° C for.B.ad2(548). B.ad1(637) exhibited an optimum pH
range of 5.5 to 7.0, while B.ad2(518)-had @n_optimal pH of 5.5. Relative activity on
the substrates, Oligofructose p95, Raftilose Sinergy 1, Agavin, Sucrose, Levan SacB
8.3, Raftiline HP, Inulin L. citreum, Levan,B512 for B.ad1 (637) was 45.0%, 100%,
61.7%, 38.1%, 33.8% 29.2%, 0.61%, 0.61%, while"for B.ad2(518) it was 100%,
45.9%, 20.69%, 5.7%, 2.2%, 1.7% 0.11% and XX%, respectively. Conclusions:
The highest enzyme activity under the conditions tested was Raftilose Sinergy1 for
B.ad1(637) and Oligofructose p95 for B.ad2(518). Therefore, these/enzymes are 3-

fructofuranosidases.
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1. Introduccion

1.1'Microbiota intestinal en la salud

La-microbiota del intestino humano tiene funciones esenciales para la salud
del huesped«(Tanno et al., 2019). Por lo tanto, para preservar la lozania del cuerpo
humano es impertante promover el crecimiento y mantenimiento de las bacterias
benéficas (Cionci, Baffoni, Gaggi, & Gioia, 2018) conocidas como probioticos.

Los probidticos-se definen como microorganismos vivos que administrados
en cantidades adecuadas¢= con el fin de llegar hasta el colon, donde ejercen sus
efectos - confieren beneficios«a la salud del huésped (Hill et al., 2014). Por ejemplo,
se ha demostrado que los probiéticos son capaces de reducir el crecimiento
especifico de patdbgenos mediante la’produccidon de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) (Kok & Hutkins, 2018)..0tros efectos clinicos de los probidticos incluyen:
inmunomodulacion (Abul, Azad, Sarker, & Wan, 2018), reduccioén del riesgo de
enfermedades del tracto gastrointestinal (TGl)#Como la diarrea, la enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell), la colitis ulcerativa (Cioncilet al., 2018), la enfermedad
de Crohn y el cancer de colon (Riviere, Selak, Lantingkeroy, & De Vuyst, 2016).
Ademas, se ha descrito que algunos probioticos( peseen propiedades
antimutagénicas (Chalova, Lingbeck, Kwon, & Ricke, 2008). No obstante, los
efectos de los probidticos varian entre los diferentes huéspedes._Por lo que, los
factores genéticos, el estado inmunoldgico, la presencia de comorbilidades y la
composicion de la microbiota intestinal deben ser considerados como variables que

influyen en la eficacia de los probadticos (Casaro et al., 2018). Entre los probigticos



mas representativos se encuentran las especies de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium.
1.2 Las.bifidobacterias y su relacion con los carbohidratos de la dieta

En elrafo 1900, Henry Tissier identifico por primera vez a las bifidobacterias
en las heces de lactantes alimentados con leche materna (Arboleya, Watkins,
Stanton, & Ross#2016; Wong, Sugahara, Odamaki, & Xiao, 2018). Posteriormente,
se demostré que estos microorganismos estan distribuidos en diversos nichos
ecologicos (Sun et al;, 2015; Wong et al., 2018), principalmente en el TGl de
mamiferos, aves e insectos,(Lugli et al., 2019).

Las bifidobacterias se caracterizan por ser bacterias Gram (+), sacaroliticas,
anaerobias obligatorias(Amareiti &t al., 2006), no formadoras de esporas, catalasa
(-) (Wong et al., 2018) y pleomorficas (Dhanashree, Rajashekharan, Krishnaswamy,
& Kammara, 2017). Actualmente,.se recomoce que estos microorganismos estan
conformados por 72 especies (Lugli et al., 2649). De forma general, se dividen en
seis grupos filogenéticos principales: Bifidobacterium adolescentis, B. longum, B.
pollorum, B. asteroides, B. pseudolongum, B. boum (Sun et al., 2015). También, se
sugiere que sus diferencias sustanciales son conseguencia de la adaptacion
ecolbgica entre las especies (Wong et al., 2018).

Debido a que las bifidobacterias presentes el TGl humano son'benéficas para
la salud algunas especies son consideradas como marcadores de_salud intestinal
(De Vuyst, Moens, Selak, Riviere, & Leroy, 2014). Ademas, diversos estudios han
demostrado los efectos positivos de las bifidobacterias en la salud del huesped. Por
ejemplo, la restauracion y el mantenimiento del equilibrio de la microbiota intestinal,

la inhibicion de bacterias patdgenas, el incremento en la tolerancia a la lactosa y la



prevencion de la diarrea (Airaksinen et al., 2019). También, son capaces de reducir
las_eoncentraciones de amonio, colesterol (Brusaferro et al., 2018) y glucosa en
sangre./Asimismo, sintetizan vitaminas e incrementan la absorcion de minerales a
nivel intestinal (Hill et al.,, 2014). En consecuencia, las bifidobacterias son
consideradas, cemo bacterias probidticas, y desde su descubrimiento han sido
objeto de investigacion.

Por otra parte; la composicién y funcionalidad de la microbiota del TGl
humano ocurre desde el nacimiento, y es relativamente estable a los dos afios de
vida. Actinobacteria, Protegbacteria y Firmicutes son los principales filos en la
infancia (Turroni, Duranti, et al 4#2014). El género Bifidobacterium pertenece al filo
de las Actinobacterias y representa entre el 60 y el 70 % de la microbiota intestinal
en los recién nacidos, destacando las especies: B. bifidum, B. infantis, B. breve y B.
longum (Turroni, Ventura, et al.,.2014). No obstante, la colonizacion del TGI por
parte de las bifidobacterias es dependiente de factores extrinsecos, tales como la
transferencia vertical entre el tracto vaginal, la placenta y el liquido amnidtico; la
edad gestacional; y la lactancia materna exclusiva (Mifani et al., 2017).

De igual forma, se ha demostrado que existesuna asociacion entre la
disminucién del numero y variedad de especies de” _bifidobacterias con
enfermedades como la obesidad y el sindrome de intestino irritable {(Arboleya et al.,
2016). También se ha observado que hay una diferencia en la composicion de la
microbiota intestinal de las personas que padecen alergias en comparagion con los
individuos sanos, pues los niveles altos de bifidobacterias se asocian con.estos
ultimos (Casaro et al., 2018). Asimismo, la variabilidad entre individuos, las

alteraciones en el estilo de vida, la dieta y la medicacion con antibi6ticos tienen



efecto en la composicion y la funcion de la microbiota. Igualmente, la edad juega un
papel importante. Por ejemplo, en los adultos los niveles de bifidobacterias
disminuyen signfiicativamente hasta < 5%, pero permanecen estables (Arboleya et
al., 2016).Incluso, la composicion de especies de bifiodbacterias en el TGI del
adulto es diferente al TGl del infante, las especies que destacan son B. catenulatum,
B. longum subspfdongum y B. adolescentis (Milani et al., 2017), siendo esta ultima
especie predominanie en el TGl adulto. Del mismo modo, durante la vejez ocurre
un nuevo decremento. Por todo lo anterior, se han explorado tratamientos
enfocados a reestablecer la’microbiota intestinal mediante la adicién de diversas
especies de bifidobacterias mediante suplementos comerciales (Liu, Cao, & Zhang,
2015). Sin embargo, las diferencias en la distribucion de las especies de
bifidobacterias en los diversos_grupos etarios esta relacionada con el contenido de
genes involucrados en el metabolismo .de carbohidratos especificos. Asi, las
especies que predominan en el TGl de)nifos; como B. breve y B. longum subsp.
infantis poseen genes que estan involucrados en‘eliconsumo de oligosacaridos de
la leche humana (HMOs, por sus siglas en ingles) En contraste, las especies
sobresalientes del TGl de adultos, como B. longum subsp:longum y B. adolescentis
contienen un alto numero de genes implicados en la degradacion de carbohidratos
de la dieta (Milani et al., 2016). De modo que, el conocimiento de la capacidad
metabdlica de las bifidobacterias aunado a la evidencia de quefestas bacterias
proporcionan beneficios al huésped han fomentado al desarrollo “de™diversos
enfoques para estimular su crecimiento y/o actividad en el colon a traves de
sustancias presentes o suplementadas en la dieta (Kuo, 2017). A estas sustancias

se les denomina como prebidticos y son definidas como sustratos que son



selectivamente utilizados por los microorganismos del huésped confiriéndole un
beneficio para la salud (Gibson, Hutkins, & Prescott, 2017). Con base a este
concepto, las bifiodobacterias utilizan selectivamente prebidticos (Tanno et al.,

2019) comorlas fructanas para su crecimiento.

1.3 Las fructanas son carbohidratos bifidogénicos.

Como se gmenciond previamente, la dieta modifica la composicion de las
bifidobacterias en el;TGl. Esto se debe a que ciertos componentes de los alimentos,
como los carbohidratos complejos que resisten la acidez gastrica, la hidrolisis por
enzimas de mamiferos e incluso la absorcién intestinal son accesibles solo a ser
fermentados por parte de la microbiota del colon (Gibson, Probert, Loo, Rastall, &
Roberfroid, 2004). Particularmente, algunos de estos sustratos como las fructanas
han demostrado ser prebioticos” bifidogénicos. Las fructanas son polisacaridos no
estructurales que se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes reinos como
las plantas, las bacterias y algunos hongos. Estes polisacaridos estan compuestos
de fructosas unidas mediante enlaces fructosil-fructosa de tipo B, por lo que no
pueden ser hidrolizados por las enzimas de mamiferes y permanecen intactos a su
paso por el TGl (Versluys, Kirtel, Toksoy Oner, & Van dan Ende, 2018).

Las fructanas se pueden clasificar por su origen, grade de polimerizacion
(GP) y tipo de enlace predominante. De acuerdo con este ultimo criterio existen tres
tipos, si el enlace entre las fructosas es de tipo -(2,1) son llamadas inulinas; en
cambio si es -(2,6) son llamadas levanas y si contienen ambos tipos de-enlace son
llamadas graminanas o fructanas mezcladas (Apolinario et al., 2014). La‘agavina,

una fructana obtenida del planta de agave originaria de México, pertenece a.este



ultimo grupo. Con respecto al GP, si las fructanas tienen un grado de polimerizacion
<10Se les conoce como fructooligosacaridos (FOS).

Tanto los FOS como la inulina son sustancias generalmente reconocidas
como seguras (GRAS, por sus siglas en inglés) y han sido extensamente estudiadas
por sus propiedades biolégicas y nutricionales en la fisiologia humana, tanto en
ensayos in vitro como.in vivo, en modelos animales, en individuos sanos y en sujetos
con trastornos metabélicos, (Ackerman, Craft, & Townsend, 2017). Por ejemplo, los
estudios acerca de los FOS y de la inulina han demostrado reducir los niveles
séricos de colesterol y triglicéridos y el incremento en la absorcién de iones de Ca?*
y Mg?* (Tddero, Rechia, & @uimardes, 2019). Con relaciéon a la agavina,
recientemente ha sido empleada en ensayos clinicos como coadyuvante de la dieta
baja en calorias para el control.de peso en individuos con obesidad y asociada con
simvastatina para el tratamiento.de_la dislipidemia mixta. En ambos casos, sus
efectos incluyeron la disminucién de losiniveles de triglicéridos y de colesterol total
(Mart, Barrera-dur, Gonz, & Hern, 2016; Padilla-Canberos, Barragén-AIvarez, Diaz-
Martinez, Rathod, & Flores-Fernandez, 2018). Por otrolado, la levana también ha
demostrado disminuir el nivel de colesterol sérico en ratas. Ademas, disminuyé el
peso corporal, moduld la funcion inmunoldgica y aumento la-absorcion de minerales
(Oner, Hernandez, & Combie, 2016). A pesar de estas evidenciagicientificas, las
aplicaciones de la levana han sido orientadas en la industria (cosmética a la
elaboracion de productos belleza y cuidado personal y en la industria farmacéutica
se han limitado a su aplicacibn como coadyuvante en la encapsulacion de
medicamentos mas que a su aprovechamiento por sus propiedades prebidticas

(Srikanth, Reddy, Siddartha, Ramaiah, & Uppuluri, 2015).



Los efectos benéficos de las fructanas estan relacionados a la habilidad de
ciertos microorganismos como las bifidobacterias para fermentar dichos sustratos y
producCirmetabolitos particulares a partir de ellos (Di Bartolomeo & Van den Ende,
2015). Losranalisis derivados de la informacion obtenida a partir de proyectos de
secuenciacion @e genomas de bifidobacterias han sugerido que su capacidad de
fermentar carbohidratos complejos es extensa (Milani et al., 2016). Por
consiguiente, diversos_estudios in vitro han evaluado la capacidad de diversas
cepas de bifidobacterias para usar fructanas como fuente de carbono. Por ejemplo,
Rossi et al., en 2005 evaluaron-la capacidad de 55 cepas de bifidobacterias para
crecer en medios suplementadoscon FOS e inulina. La mayoria de las cepas creci6
en FOS, pero solo 8 fueron capaces de utilizar, como fuente de carbono, inulina con
un GP promedio de 25 unidades’, entre ellas, B. adolescentis ATCC 15703. Selak
et al., en 2016 analizaron 190 cepas,.y s0lo™0 crecieron en medios suplementados
con inulina (~ GP 12 - 65), de las cuales 9 eran.de la especie B. adolescentis. Por
otro lado, Thomson, Medina, Ortuzar, Gétteland & )Garrido, en 2018 evaluaron el
crecimiento celular de 5 bacterias representativas del) TGl adulto en inulina y el
mayor crecimiento celular se observo con la cepa B. adolescentis ATCC 15700. Por
ultimo, Riviere, Selak, Geirnaert, Van den Abbeele, & De Vuysi.en 2018 analizaron
el crecimiento de 18 cepas sobre fructanas y B. adolescentis B72 fue capaz de
degradar todas las fracciones de FOS y fue la unica en degradar inulina. En
contraste, pocos son los estudios donde se han identificado cepas capaces de
aprovechar agavinas o levanas como fuente de carbono. Velazquez-Martinez.et al.,
en 2014 desmotraron que B. adolescentis ATCC 15703 fue capaz de utilizar tres

fracciones de fructanas de agave con diferente GP [AFF3 (GP 2 — 22) AFF2 (GP 2



- 40) y AFF1 (GP 3 - 60)] y Marx, Winkler, & Hartmeier, en 2000 evaluaron el
crecimiento de 4 cepas de bifidobacterias en medios suplementados con FOS de
tipo fevana de bajo peso molecular (BPM, GP 2 - 20) y encontraron que B.
adolescentis,DSM 20083 (ATCC 15703) logré un mayor crecimiento y una mayor
acidificacion del medio, aunque no se observd crecimiento cuando el medio fue
suplementado con'levana de alto peso molecular (APM).

Estos estudies’in vitro demuestran que no todas las bifidobacterias tienen la
capacidad de metabolizar una amplia variedad de fructanas. Algunos autores
proponen que las diferencias’se atribuyen al peso molecular de la fructana y no al
tipo de enlace, aunado a la expresion de enzimas hidroliticas (Marx et al., 2000;
Rossi et al., 2005). Por otro,parte, los estudios de protedmica han permitido
identificar diferentes tipos de proteinas’'y enzimas asociadas al metabolismo de las
fructanas en las bifidobacterias. Entre ellasvarios tipos de exo y endo-glicosidasas
asi como proteinas de union a carbohidratos«(Kim et al., 2013; Wong et al., 2018).
1.4 Las B-fructofuranosidasas facilitan el aprovechamiento de las fructanas.

Para hidrolizar a las fructanas las bifidobaCterias poseen enzimas con
actividad fructanasa, conocidas como B-fructofuranosidasas. Estas pertenecen a la
familia 32 de las glicosil hidrolasas (Bujacz, Jedrzejczak-Krzepkowska, Bielecki,
Redzynia, & Bujacz, 2011). Tedricamente, las B-fructofuranosidasas permiten a las
bifidobacterias hidrolizar a los FOS, a la inulina y a la levana. A pesar.de ello, tal y
como se describio anteriormente, existen diferencias en la capacidad de las
bifidobacterias para metabolizar fructanas (Rossi et al., 2005) y se ha prouesto que

esto se debe a que las bifidobacterias se han adaptado especificamente al niCho



donde habitan (Sun et al., 2015; Wong et al., 2018) y posiblemente las propiedades
bioguimicas especificas de las p-fructofuranosidasas juegan un papel importante en
esta “ adaptacion. Por consiguiente, algunas B-fructofuranosidasas han sido
caracterizadas en su forma nativa o producidas por sistemas de expresion
heterdlogos. (Tal es el caso de las B-FFasas nativas de las cepas B. longum
JCM7007, B. adolescentis G1 'y B. longum subsp. infantis ATCC 15697 (Imamura,
Hisamitsu, & Kobashi™ 1994; Muramatsu, Onodera, Kikuchi, & Shiomi, 1994;
Warchol et al., 2002), y de las B-fructofuranosidasas recombinantes de las cepas B.
longum subsp. infantis ATCE,15697, B. lactis DSM 10140, B. longum KN29.1, B.
longum JCM1217, B. adolescentis G1 y B. breve UCC2003 (Avila-Fernandez,
Cuevas-Juarez, Rodriguez-Al€gria, Olvera, & Lopez-Munguia, 2016; Ehrmann,
Korakli, & Vogel, 2003; Jedrzejezakfkrzepkowska, Tkaczuk, & Bielecki, 2011;
Omori, Toshima, Keiji Ueno, Kei MuramatSugiMasanori Kikuchi, 2010; Omori et al.,
2010; Ryan, Fitzgerald, & Van, 2008). En general, se ha establecido que el pH
optimo de estas enzimas se encuentra enel rango.acido, de 5.7 a 6.5, mientras que
su temperatura optima se encuentra en el rango de.37 a 55 °C. Aunque en la
mayoria de los reportes se menciona la caracterizacion de una sola -
fructofuranosidasa, se sabe que la cepa B. longum subsp.(infantis ATCC 15697
posee dos p-fructofuranosidasas, de acuerdo con el analisis® de protedmica
reportado por Kim et al., en 2013, donde describieron la expresion deJas proteinas
de B. longum subsp. infantis ATCC 15697 utilizando como fuente de”carbono

diferentes carbohidratos prebidticos.



Por otra parte, Avila-Fernandez et al., en 2016 aislaron, clonaron, expresaron
y\caracterizaron una de las enzimas y la denominaron B.longum_I1. Esta enzima
es, de las pB-fructofuranosidasas de bifidobacterias reportadas hasta el momento, la
que tiene mayor peso molecular, posee mayor estabilidad térmica y metaboliza una
amplia variedad, de fructanas largas y de estructura compleja. Posteriormente,
Morales-Contrera$ &Avila-Fernandez, en 2018 caracterizaron parcialmente la otra
B-fructofuranosidasardenominada B.longum_12, la cual tiene un peso similar a las
demas reportadas y aunque*también metaboliza una amplia variedad de fructanas
aun no se conoce su estabilidadtérmica, por lo que no se sabe si esta caracteristica
es propia de las enzimas defla cepa o si se conserva solo en aquellas [3-
fructofuranosidasas que tienensun'mayor peso molecular.

Con el fin de saber si lasCapacidad de una cepa para metabolizar fructanas
largas y de estructura compleja-esta asociada a un determinado tipo de pB-
fructofuranosidasa se requiere caractérizar laactividad sobre diferentes sustratos y
las propiedades bioquimicas de estas enzimas(a partir de varias cepas. Por tal
motivo, se buscd intencionadamente si existen otras’cepas de bifidobacterias que
posean 2 enzimas con caracteristicas estructurales similares para caracterizarlas y
compararlas con las reportadas. Sorprendentemente, se encoentré qué la cepa B.
adolescentis ATCC 15703 posee también 2 enzimas de tipo B-fructofuranosidasa,
una de 637 aminoacidos, B.ad1(637) y otra de 518, B.ad2(518), muy similares en
tamafo a las enzimas de la cepa B. longum subsp. infantis ATCC 15697, con un
porcentaje de identidad relativamente bajo: 75% entre B.longum_I1 y B.ad41(637) y

87 % entre B.longum_I2 y B.ad2(518). Por lo cual se decidi¢ caracterizar a las/B-
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fructofuranosidasas de B. adolescentis ATCC 15703 en su forma recombinante y
comparar sus propiedades bioquimicas. Asimismo, esta cepa ademas posee
caracteristicas interesantes que se resumen a continuacion.
1.5 Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703

B. adoletentis ATCC 15703 fue aislado de las heces de un adulto en el afio
de 1963 y fue designado 8 afios después en The American Type Culture Collection
(ATCC) como B. adolescentis E194a = ATCC 15703. Esta cepa ha demostrado
tener caracteristicas bioquimicas peculiares debido a su capacidad para
metabolizar una amplia variedad de fructanas (Marx et al., 2000; Rossi et al., 2005;
Velazquez-Martinez et al., 2014).)De igual manera, los estudios han demostrado
que esta cepa posee propiedades probidticas importantes en la prevencion y/o
tratamiento de enfermedades~Qastrointestinales tales como la inhibicion de la
adherencia de Escherichia coli- enterotoxigénica, E. coli enteropatogena vy
Clostridium difficile a las células epiteliales“del. intestino (Karetkin et al., 2019).
Asimismo, en trastornos cardiometabdlicos y(enfermedades autoinmunes, el
tratamiento preventivo administrado por via oral con la cepa viva de B. adolescentis
ATCC 15703 demostro reducir la afluencia de eosinofilos en la via area en un
modelo experimental de inflamacion alérgica con ratones Balb/e: Probablemente, B.
adolescentis ATCC 15703 induce la tolerancia especifica a alérgenos a través de la
produccion de IL-10 (Casaro et al., 2018). También, se ha demostrado que B.
adolescentis ATCC 15703 produce compuesto bioactivos extracelulares-en la fase
exponencial de crecimiento con propiedades antimutagénicas en contra, del

Benzo[a]pireno, un hidrocarburo policiclico aromatico mutagénico, usado como
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indicador de altos niveles de contaminacion ambiental (Chalova et al., 2008). Por
ultimo se ha descrito como adyuvante del tratamiento de trastornos mentales como
la ansiedad y la depresion (Jang, Jang, Han, & Kim, 2018). A pesar de ello, es
menos freeuente usar a B. adolescentis como probiético (Casaro et al., 2018). Por
lo tanto, una caracterizaciéon mas detallada de esta cepa respecto a la capacidad de
sus enzimas para_.metabolizar fructanas largas y de estructura compleja
incrementara el coneeimiento que se tiene de ella y contribuira a definir si puede ser

candidata para la elaboracidén de productos para su comercializacion.
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2. Planteamiento del problema

Es bien sabido que el habitat donde se desarrolla la microbiota intestinal
tiende.a moldear el genoma de los microorganismos para su adaptacion al entorno.
Dicho de otra forma, las diferencias que existen entre las especies que conforman
la microbiota intestinal son consecuencia de la adquisicion y/o perdida de genes a
través del tiempo que’le permiten competir contra otras especies en un ambiente en
particular. Asi pues,felanalisis del genoma de las bifidobacterias sugiere una alta
capacidad para fermentar carbohidratos complejos. Entre ellos, las fructanas, que
destacan por su capacidad prebiotica y su valor comercial. Estos polimeros de
fructosa estimulan el crecimiento\de las bifidobacterias en el TGl humano. Aunque,
diversos estudios demuestran® que no todas las cepas tienen la capacidad de
degradar una amplia variedad«de-fructanas. Por ello, surge el interés por investigar
a que se deben estas diferencias entre, cepas y entender como las bifidobacterias
aprovechan estas fuentes de carbono para sus€recimiento y competitividad en el
nicho ecoldgico que habitan. Para ello, se han estudiado las B-fructofuranosidasas,
enzimas involucradas en la degradacién de fructanas. En particular, se ha reportado
que la cepa B. longum subsp. infantis ATCC 15697 metaboliza fructanas largas y
de estructura compleja y posee 2 B-fructofuranosidasas;\una de ellas con
caracteristicas bioquimicas peculiares, incluidas la estabilidad térmica a 50 °C por
horas y actividad sobre diversas fructanas. Sin embargo, no se sabe si st capacidad
para metabolizar fructanas largas y de estructura compleja esta asociada a un
determinado tipo de B-fructofuranosidasa, por lo tanto, se requiere caracterizar las

propiedades de las B-fructofuranosidasas de otras especies. En este estudio se
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caracterizaran las 2 B-fructofuranosidasas de la cepa B. adolescentis ATCC 15703

cha finalidad.
L 3



3. Justificacion

El analisis de los genomas de bifidobacterias reportados hasta el momento
en la base de datos del NCBI, sugiere que la cepa B. adolescentis ATCC 15703,
posee 2 f-~fructofuranosidasas, con un 27% de identidad entre ellas, las cuales no
han sido caracterizadas. Estas enzimas poseen un tamafo similar a las enzimas de
la cepa B. longum /ATCC 15697. No obstante, presentan entre ellas y con otras
reportadas de un 13‘astin 25% de diferencias a nivel de secuencia de aminoacidos.
Por otra parte, B. adolescentis es la especie bifidobacteriana mas abundante del
grupo etario de jévenes y_-adultos, por lo cual, seria interesante estudiar las
caracteristicas de las enzimas de.esta cepa en su forma recombinante y comparar
sus propiedades bioquimicas-€onlas de la cepa B. longum subsp. infantis ATCC
15697 a fin de incrementar la“infoermacion respecto de la especie B. adolescentis,
cuyo uso en la industria alimenticia es escase.en comparacion con otras especies.
Asimismo, la caracterizacion de estas_enzimas nos permitira establecer si la
capacidad de metabolizar fructanas largas y de estructura compleja esta asociada
a un determinado tipo de B-fructofuranosidasa o a algunas cepas en particular,

confiriéndoles caracteristicas metabdlicas distintas.

4. Hipétesis
Las caracteristicas moleculares y bioquimicas de las 2 B-fructofuranosidasas de la

cepa B. adolescentis ATCC 15703, asi como su capacidad para-metabolizar

fructanas diversas, difieren entre si.
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5. Objetivos

5.1 0Objetivo general.
Establecer las similitudes y diferencias en las caracteristicas moleculares y

bioquimicas.de las B-fructofuranosidasas de la cepa B. adolescentis ATCC 15703.

5.2 Objetivos especificos
a) Realizar la~ garacterizacion molecular de las p-fructofuranosidasas
B.ad1(637) y B:ad2(518).
b) Producir y purificar das proteinas recombinantes B.ad1(637) y B.ad2(518).
c) Analizar el comportamiento electroforético de B.ad1(637) y B.ad2(518) en
geles de actividad enzimatica:
d) Determinar las caractgristicas bioquimicas de la enzima y su afinidad por

diferentes sustratos
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6. Materiales y métodos

6.1 ldentificacion de B-fructofuranosidasas en bifidobacterias mediante la
mineria de datos y elaboracion del dendograma.
Sel analizaron los genomas completos de las cepas de bifidobacterias

secuenciadas_y' depositadas en el NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov), para

obtener las secuencias pertenecientes a la familia glicosil hidrolasa 32 (GH32), a la
cual pertenecen las” B-fructofuranosidasas. Se recuperaron 170 secuencias
pertenecientes a 138 cepas-diferentes. De ellas, 99 fueron secuencias idénticas y
se eliminaron para este estudio./A partir de las 71 secuencias restantes y agregando
la invertasa de Thermotoga maritima ATCC 43589 (PDB 1W2T_A) se realizé un
alineamiento con el software”protein-protein BLAST del NCBI. Posteriormente, con
la informacion del alineamiento; ‘Se construyé un dendograma con base en la
distancia genética de las secuencias “amalizadas utilizando los parametros

preestablecidos del algoritmo Blast Tree:

6.2 Construccion del modelo tridimensional de'B.ad1(637) y B.ad2(518)
A partir de las 2 secuencias seleccionadas del'genoma de B. adolescentis
ATCC 15703 se generaron los modelos tridimensionales~en el servidor de I-

TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSERRK mediante el

modelamiento por homologia utilizando como plantilla la estructdra cristalografica
de la B-fructofuranosidasa de B. longum KN29.1 (PDB: 3PIG_A) reportada por

Bujacz, Jedrzejczak-Krzepkowska, Bielecki, Redzynia, & Bujacz en 201g
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6.3 Construccion de los plasmidos pET22-B.ad1(637) y pET22-B.ad2(518).

Los genes que codifican las B-fructofuranosidasas B. ad1(637) y B.ad2(518)
de la” cepa B. adolescentis ATCC 15703 con numero de acceso GeneBank:
BAF40106¢ty y BAF39931.1, respectivamente, fueron sintetizados con el uso
preferencial degcodones para Escherichia coli por la compafiia GenScript y clonados
en el vector de expresion pET-22b(+) en los sitios de restriccion Ndel y Xhol. Los
plasmidos pET22-B.ad1(637) y pET22-B.ad2(518) fueron introducidos en células
competentes de E. coli Rosetta™ 2. Las clonas transformadas se seleccionaron en
placas de agar Luria-Bertapi“(LB) adicionadas con ampicilina a una concentracién
final de 100 pg/mL.

6.4 Cultivo de células transformadas de E. coli Rosetta™ 2.

Se prepararon, por duplicado, 2 matraces con 15 y 150 mL de medio de
cultivo LB (Triptona 1%, Extracto-de.levadara 0.5%, NaCl 0.5%). Inmediatamente,
los cuatro matraces fueron esterilizados en un“Autoclave Vitale Class CD 21 con los
valores patrones del programa “Liquidos”. Luego,(se /atemperaron los matraces y se
afadi6 a cada uno ampicilina para alcanzar una coneéntracion final de 100 pug/mL.

El preindculo se realizd afnadiendo células de E. coli Rosetta™ 2,
transformadas con el plasmido pET22-B.ad1(637) o con el plasmido pET22-
B.ad2(518), a un matraz con 15 mL de cultivo LB estéril adicionado‘eon ampicilina.
El preindculo se incubo durante toda la noche a 37 °C con agitacién‘constante de
150 rpm.

Posteriormente, se cuantific el crecimiento de ambos preindculos a’600 nm

en un espectrofotometro OPTIZEN POP UV/VIS y se agrego la cantidad necesaria
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de cada preindculo, para iniciar a una densidad 6ptica (D.O.e00) de 0.05, a cada
matraz de 150 mL de cultivo LB con ampicilina 100 pg/mL y se incubaron a 37 °C
con agitacion constante de 150 rpm hasta alcanzar una D.O.s00 de 0.6. En ese
momento,«se indujo la expresidn de las proteinas B.ad1(637) y B.ad2(518)
afiadiendo 1. mM de Isopropil-B-p-1-tiogalactopirandsido (IPTG) e incubando
durante 14 horasra22 °C con agitacion constante de 150 rpm.

6.5 Obtencion del extracto enzimatico.

Las células se recuperaron por medio de centrifugacion (15 minutos a 7,530
rom a 4 °C) en una centrifuga 5430 R eppendorf. Posteriormente, las células se
lavaron 2 veces con 15 mL amortiguador de fosfatos 100 mM pH 6.0. Luego se
suspendieron con la cantidad.necesaria de amortiguador de fosfatos 100 mM pH
6.0 para alcanzar una D.O.s0o"de_3x10% células. La suspencion fue sometida a
ruptura mecanica por medio de un-sonicader 130-Watt Ultrasonic Processor Modelo
CV18 (cuatro ciclos de 10 s encendido!/ 30*s_apagado a 60% de amplitud). Los
restos celulares se separaron del extracto proteico soluble por medio de
centrifugacion en una centrifuga 5430 R eppendorf (10yminutos a 14,000 rpm a 4
°C). Los extractos enzimaticos se separaron con unamicropipeta de los restos
ceulares y se conservaron bajo refrigeracién a 4 °C.

6.6 Purificacion de las proteinas B.ad1(637) y B.ad2(518).

Se utilizé una columna HiTrap™ HP (1 mL) previamente tratada-con NiSO4
0.1 My equilibrada con el amortiguador de union A (fosfato de sodio 20'mM, 0.5 M
de NaCl y 20 mM de Imidazol, pH 7.0). Cada extracto enzimatico se diluyé 125 con

el amortiguador de union y se recircul6 2 veces en la columna. Luego, la columnha
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fue lavada con 10 volumenes de amortiguador de unidon y 5 volumenes con
amortiguador de unién B (fosfato de sodio 20 mM, 0.5 M de NaCl y 40 mM de
Imidazols pH 7.0). Posteriormente se realizé la elucion de las proteinas usando 5 mL
de amortiguador de elucion en un gradiente lineal de Imidazol al 20, 50, 60 y 100%
(100, 250, 300 500 mM de Imidazol, respectivamente, fosfato de sodio 20 mM, 0.5
M de NaCl, pH 7.0).a un flujo de 1 mL/min. Las fracciones puras se unieron y
dializaron mediante-una membrana semipermeable de 12 kDa contra una solucion

amortiguadora de fosfatos 100 mM pH 6.0 durante 24 horas a 4 °C.

6.7 Preparacion de geles para electroforesis de proteinas.

Las proteinas puras fueron analizadas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12% con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), segun los propuesto
por Laemmli (1970); con algunas_madificaciones. Se colocaron 30 yg de cada
muestra con amortiguador de carga con concentracion final de 1X. La electroforesis
se desarrollo utilizando una camara(de Bio*Rad a 10 mA. Los geles se tifieron
utilizando el reactivo GelCode Blue Stain (Thermo Scientific), y se destifieron
siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor:

6.8 Cuantificaciéon de proteina.

La proteina total del extracto enzimatico y la proteina pura se determinoé por
el método de Bradford usando el sistema Protein Assay (Bio-Rad), una curva
estandar de seroalbumina bovina (Sigma) y un espectrofotrometro-OPFIZEN POP

UV/VIS a 595 nm.
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6.9 Ensayo estandar de actividad enzimatica.

Se midio la velocidad de liberacion del poder reductor obtenidor a partir de la
hidrolisis del sustrato mediante la técnica de acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) (Miller
1959). La actividad enzimatica para B.ad1(637) y B.ad2(518) se determin6 a pH 6.0
y 5.5 respectivamente, en buffer de fosfatos 100 mM a 50 °C, con una concentracion
final de sustrato de % (p/v) en un volumen final de reaccion de 500 pL. Los ensayos
se realizaron por duplicado. A 50 pL de muestra o su dilucidn, segun el caso, se le
agregaron 50 yL de reactivoode DNS, se calentaron a 95 °C durante 5 minutos y se
enfriaron en hielo durante ‘etros-5 minutos. Luego, se agregaron 500 pL de agua 'y
se midié la absorbancia a 540 nmen un UV/VIS Espectrofotometro OPTIZEN POP.
Una unidad de actividad enzimatica se defini6 como la cantidad de extracto
enzimatico o enzima pura requerida para.obtener un pmol de azucares reductores
equivalentes a fructosa por minuto.

6.10 Efecto de la temperatura y pH y estabilidad térmica.

El efecto de la temperatura sobre 1a actividad enzimatica se evalué midiendo
la actividad de las enzimas a pH 6.0, bajo las condicienes descritas previamente, en
un rango de temperaturas de 25 a 60 °C, utilizando Raftilosa Sinergy 1 al 1% (p/v)
como sustrato.

El efecto del pH se determin6é a la temperatura 6ptima obtenida, con los
valores de pH en el rango de 4.5 a 8.0, utilizando Raftilosa Sinergy1_al 1% (p/v)
como sustrato utilizando diferentes amortiguadores: acetatos (pH 4.5 — 5:8)) fosfatos

(pH 5.5 — 8.0).
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La estabilidad térmica se evalu6 incubando las enzimas durante 15 minutos
a\pHOptimo y a las temperaturas de 45 y 50 °C para B.ad1(637); y 50 y 55 °C para
B.ad2(518). Después del periodo de incubacion se tomaron muestras de la enzima

y se determind la actividad residual. Los ensayos se realizaron por duplicado.

6.11 Actividad relativa sobre diferentes sustratos.

Para analizar.la preferencia de cada B-fructofuranosidasa sobre diferentes
sustraros se utilizaron como sustratos fructanas con diferentes estructuras y grados
de polimerizacion: Oligofructosa p95, Raftilosa Sinergy 1, Agavina, Raftilina HP,
Inulina de Leuconostoc citreum, Levana SacB 8.3, Levana B512, y Sacarosa. Las
condiciones utilizadas para todos\los sustratos fueron las mismas que las del ensayo

estandar de actividad enzimatieca reportado en la seccion 6.9.

6.12 Zimogramas.

Para observar la actividad-enzimatica_en geles, se realiz6 un analisis por
SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% segun lo descrito Laemmli (1970). El
gel se adicion6 con una solucion de inulina de/L. citreum para obtener una
concentracion final de 1%. Con la finalidad de no_desnaturalizar de manera
irreversible las proteinas, se utilizé el amortiguador de carga sin 3-mercaptoetanol
y las muestras no se calentaron antes de cargarlas en el gel. Se,corto el gel en dos
partes, la mitad que contenia el marcador de peso molecular se_ tiid de la forma
descrita en la seccidn 6.7. El resto del gel se lavo tres veces por 15 minutos con una
solucion que contenia amotiguador de fosfatos 100 mM pH 6.0 y Tween™80 al 1% a

fin de renaturalizar las enzimas. Posteriormente se lavé una vez con amortiguador
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de fosfatos 100 mM pH 6.0 y se dejé incubando en el mismo amortiguador durante
18 horas a 35 °C.

La actividad enzimatica se revel6 incubando el gel que contenia fructana en
etanol 75% durante 30 minutos, después se incubd una hora en una solucién de
acido peryodice0.7% y acido acético 5% seguido de tres lavados de 15 minutos con
una solucion de metabisulfito de sodio 0.2% y acido acético 5%. Finalmente, el gel
se puso en contacto’ con el reactivo de Shiff (Sigma-Aldrich). La presencia de

actividad enzimatica en el gel se observé como la aparicion de halos de claridad.
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7. Resultados

7.1 1dentificacion y clasificacion de cepas de bifidobacterias con base en sus
B-fructofuranosidasas.

Selidentificaron las secuencias de aminoacidos que codifican para proteinas
que pertenecen a la familia glicosil hidrolasa 32 (GH32) a partir de la informacion de
los genomas de ‘bifidobacterias depositados en la base de datos del NCBI. Dichas
secuencias codifican para, B-fructofuranosidasas hipotéticas en su mayoria ya que
no han sido caracterizadas.y reportadas en la literatura. Hasta la fecha se han
anotado 1042 genomas bifidobacterianos, los cuales provienen de 72 especies de
bifidobacterias. De estos genomas, solo 138 han sido secuenciados por completo y
a partir de ellos se identificaron 170 secuencias de aminoacidos clasificadas dentro
de la familia GH32, a la cual pertenencen las B-fructofuranosidasas. Es importante
mencionar, que aunque la mayoria de.los genomas analizados poseen solo una
secuencia perteneciente a la familia‘GH32, existen 50 genomas que poseen dos
secuencias. Se observé que la presencia de dos diferentes secuencias de la familia
GH32 en un mismo genoma no es dependiente de ‘especie puesto que, entre las
diferentes cepas de una misma especie, solo alguna de ellas poseen esta
caracteristica.

Por otra parte, se observo que las secuencias de la familia. GH32 analizadas
poseen un amplio rango de tamafo que va desde los 390 "hasta los 642
aminoacidos. A pesar de ello, todas las secuencias analizadas poseen los 3
residuos asociados a la catalisis. El aspartico del motivo RDP que ayuda a

posicionar el azucar para que se lleve a cabo la hidrdlisis, el aspartico del metivo
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DPN vy el glutamico del motivo ECP involucrados directamente en la catalisis. Esto
corrobora que se trata de B-fructofuranosidasas.

Mediante la técnica de agrupamiento se construy6 un dendograma con base
en la distancia genética de las secuencias. Como se observa en la figura 1, las B-
fructofuranosidasas se agrupan claramente en tres grupos. De las 170 secuencias
investigadas: el grupo 1 (recuadro verde) representa el 17.64% de las secuencias,
tienen un tamano enire 463 y 488 aminoacidos y son las mas cercanas al ancestro
comun mas reciente (MRCA, por sus siglas en inglés). Ademas, la mayoria de las
secuencias del grupo 1 se.earacteriza por los motivos conservados DCM, RDP y
EMP. En estos motivos se encuentran los residuos cataliticos aspartico, aspartico,
y glutamico, respectivamente. El grupo 2 (recuadro amarillo) engloba el 70.58% de
las secuencias. Conviene subrayar, quée todas las cepas bifidobacterianas incluidas
en este estudio poseen una secuencia del’grupo 2 en su genoma, las cuales se
caracterizan por tener un tamafo en el rango. de 390 a 538 aminoacidos. No
obstante, la mayoria de las secuencias del grupo2 poseen 518 y 532 aminoacidos,
que corresponde a un 67.5 y 22.5%, respectivamente. Asimismo, los motivos
conservados en las secuencias ubicadas en el grupo 2,<DPN, RDP y ECP) son los
que mejor describen a las secuencias de la familia GH32 ya que son los
predominantes. Por ultimo, el 11.76% de las secuencias se agupan.en el grupo 3.
Este grupo se identifica por tener secuencias de mayor tamafio, enun.srango de 608
a 642 aminoacidos y sus motivos conservados son los mismos descritos para el

grupo 2.
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Figura 1. Dendograma basado en 71 secuencias de a acidos,
provenientes de los genomas de bifidobacterias, clasificadas en ilia
GH32. Los recuadros de colores corresponden a los filogrupos propuestos un
et al., 2015. Grupo 1 (secuencias entre 463 y 488 aminoacidos). Gr 2
(secuencias entre 390 y 538 aminoacidos). Grupo 3 (secuencias entre 608 y 642
aminoacidos).
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Al analizar el origen de las secuencias de cada grupo del dendograma, se
observé que las 50 cepas de bifidobacterias que poseen dos B-fructofuranosidasas
en suw'genoma tienen ya sea, una secuencia ubicada en el grupo 1 y una secuencia
ubicada encel grupo 2 o, una secuencia ubicada en el grupo 2 y una ubicada en el
grupo 3. Por lo tanto, las secuencias ubicadas en el grupo 1y 3 nunca se encuentran
juntas y siempresestan asociadas a la presencia de otra B-fructofuranosidasa del
grupo 2, como se-muestra en la tabla 1. Se encontré6 que son 12 especies,
reportadas hasta el momento, las que poseen cepas con 2 B-fructofuranosidasas y
entre ellas: B.adolescentis;;B..Jongum y B. catenulatum son las que poseen mas
cepas reportadas con 2 efructofuranosidasas. Las [-fructofuranosidasas
caracterizadas hasta el momento pertenecen a cepas que poseen solo una [3-
fructofuranosidasa, excepto por€l caso de B. longum subsp. infantis ATCC 15697,
que posee 2 B-fructofuranosidasas,/una de-€llas de 636 aminoacidos, ubicada en el
grupo 1 del dendograma, reportada pof Avila*Férnandez et al., en 2016 denominada
B.longum_I1 y la otra de 518 aminoacidos, B.longum_I2, ubicada en el grupo 2 del
dendograma, caracterizada por Morales-Contreras & Avila-Fernandez, en 2018.
Estas enzimas presentan caracteristicas bioquimicas interesantes que no se sabe
si son dependientes de cepa o de las caracteristicas..del grupo de pB-
fructofuranosidasas al que pertenecen. De acuerdo con la informacion analizada en
la tabla 1, la caracterizacion de las B-fructofuranosidasas de la cepa'B. adolecentis
ATCC 15703 podria contribuir a establecer algunas conclusiones al respecto. Esta
cepa pertenece a una especie diferente y posee 2 B-fructofuranosidasas‘ubicadas
en los mismos grupos que las caracterizadas para B. longum subsp. infantis ATCC

15697.
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Tabla 1. Cepas de bifidobacterias que poseen 2 B-fructofuranosidasas.

Rangos de secuencias
Especie Cepa (n° de aminoacidos)
463 a 488 390 a 538 608 a 642
ATCC 15703**
221
B: adolescentis BBMN23
1-11
6
JCM 7096
B. angulatum GT102
ATCC 15697*
B. longum JDM301
CCUG30698
B. breve UCC2003
, JCM 1195
B. dentium Bd1
JCM 15439
B. catenulatum RV20-2
PV20-2
B. pseudocatenulatum *| 12
B. gallinarum CACC 514
B. actinocoloniiforme [DSM22766
B. coryneforme LMGA8911
B. indicum DSM 20214
B. thermophilum 12

* Las enzimas de la cepa ATCC 15697 han sido previamente reportadas.

** Las enzimas de la cepa ATCC 15703 son caracterizadas en este estudio.

7.2 Caracterizacion molecular de las p-fructofuranosidasas de B. adolescentis
ATCC 15703.

Se llevé a cabo la caracterizacion molecular de las B-fructofuranosidasas
hipotéticas de la cepa B. adolescentis ATCC 15703. Se denominé como Btad1(637)
a la enzima de 637 aminoacidos, y B.ad2(518) a la enzima de 518 aminoacidos. Se

realizo el analisis comparativo mediante el alineamiento secuencias de aminoacidos
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de las B-fructofuranosidasas de B. adolescentis ATCC 15703 y las de B. longum
subsp. infantis ATCC 15796 utilizando el servidor clustal omega

(httpst//www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). En la figura 2 se muestra el

alineamiepto, entre B.longum_I1 (ACJ53120.1) y B.ad1(637) (BAF40106.1).
Mientras que en la figura 3 el alineamiento entre B.longum_12 (ACJ51890.1) y
B.ad2(518) (BAE39931.1). Se observa que todas las secuencias comparten los
motivos conservades’ DPN, RDP y ECP, dentro de los que se encuentran los
residuos Asp131, Asp269,,y Glu375 en B.ad1(637) que corresponden a los
aminoacidos involucrados‘en el-reconocimiento del sustrato y en la catalisis de la
enzima. Dichos residuos corresponden al Asp54, Asp181 y Glu235 en B.ad2(518).

A pesar de que las B-fructofuranosidasas de B. adolescentis ATCC 15703
tienen un tamafo muy similar.a las enzimas de B. longum ATCC 15697 existen
claras diferencias entre ellas. La'identidad es del 75% entre B.longum_I1 vy
B.ad1(637) y del 87% entre B.longum |2 y~B.ad2(518) a nivel de secuencia de

aminoacidos.
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Figura 2. Alineamiento de las secuencias de ;mi oacidos de las -

fructofuranosidasas de B. longum subsp. infantis ATC

97 (ACJ53120.1 —

B.longum_I1) y B. adolescentis ATCC 15703 [BAF40106.1 — B. &37)]. Resaltados en

amarillo se muestran los residuos de cisteinas. En letras naranja

conservados. La linea azul indica la seccién correspondiente al dominio

verde al B-sandwich.
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F39931.1 MTGFTPDAPVLHEIKNHSEELTKAEAGVAAFAAKRNNRWYPKFHIASNGGWINDPNGLCE 60
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R R R R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEE RIS INEEEEEEEEEEINEEEEEEEEEEEEEE S

BAF39931.
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Figura 3. Alineamiento de las s@enma de aminoacidos de las -

fructofuranosidasas de B. longum subsp. in
B.longum_I2) y B. adolescentis ATCC 15703 [BAF3
amarillo se muestran los residuos de cisteinas. En letras
conservados. La linea azul indica la seccién correspondien
verde al B-sandwich.

ATCC 15697 (ACJ51890.1 —
— B.ad2(518)]. Resaltados en
nja se muestran los motivos

&ominio B-propelay lalinea

Como se observa en la figura 2, las mayores difererQéentre B.ad1(637) y
B.longum_1 se encuentran distribuidas en dos zonas: en I}){)rimeros 120
aminoacidos del extremo N-terminal donde se ubica el a-hélice c@&ristica del
inicio las B-fructofuranosidasas de las bifidobacterias y al comenzar gién C-
terminal que corresponde al dominio 3-sandwich. Por otro lado, las diferen ntre

Bad2(518) y B.longum_I2 se localizan principalmente a lo largo de la regiQ)—
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terminal del B-sandwich (Figura 3). Una caracteristica particular de la enzima
B.longum_I1 es que posee 13 residuos de cisteina. Casi el doble de lo reportado
para“las otras 8 p-fructofuranosidasas (5 a 7 cisteinas) de bifidobacterias
anteriormente reportadas (Avila-Fernandez et al., 2016). Esta caracteristica no se
conserva en lag-enzimas de B. adolescentis ATCC 15703, B.ad1(637) y B.ad2(518),

que solo contienen'6.y 9 residuos de cisteina, respectivamente.

7.3 Modelos tridimensionales de las p-fructofuranosidasas.

Se construyeron los madelos tridimensionales por homologia de las enzimas
B.ad1(637), B.ad2(518), B.longum_I1 y B.longum_I2, utilizando el software I-
TASSER. Dichos modelos_Aueron construidos con base en la estructura
cristalografica de la B-fructofuranosidasarde B. longum KN29.1 (PDB: 3PIG). Los
modelos tridimensionales muestran-el_plegamiento tipico de las proteinas de la
familia GH32, que consiste de dos dominios: updominio N-terminal con un a-hélice
al inicio y un plegamiento tipo B-propela de 5 hojas’que incluye al sitio catalitico y
un dominio C-terminal formado por un B-sandwich./Sin embargo, se pueden
observar las siguientes diferencias entre las estructuras tridimensionales de
B.ad1(637) y B.longum_I1, que corresponden a las letras A . €, respectivamente
(Figura 4). Primero, el a-hélice de B.ad1(637) contiene 3 vueltaS‘unidas a una
lamina B mediante loops, mientras que el a-hélice de B.longumill+<Conserva 6
vueltas. También, en el dominio B-sandwich se aprecian diferencias en‘ellacomodo
de las laminas B. De igual forma, se aprecian algunas diferencias entre las

estructuras tridimensionales de B.ad2(518) y B.longum_12, que se muestran con las
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letras B y D, respectivamente (Figura 4). La region N-terminal de B.ad2(518)
contiene una lamina B después del a-hélice, mientras que esta estructura
secundaria se encuentra ausente en B.longum_I2, al igual que la estructura
cristalografica que sirvié de molde para realizar estos modelos (PDB:3PIG), esto
puede ser un €fecto de las pocas diferencias observadas en el alineamiento de
estas enzimas al inicio del dominio N-terminal (Figura 3). Ademas, aunque las
mayores diferencias”a.nivel de secuencia se observaron en el (-sandwich no

parecen tener una influencia muy clara en el plegamiento de esta regién en

B.ad2(518) y B.longum_I2.

Figura 4. Modelos tridimensionales de las B-fructofuranosidasas de B..adolescentis
ATCC 15703 y B. longum subsp. infantis ATCC 15697, creados en el _servidor I-
TASSER, A: B.ad1(637); B: B.ad2(518); C: B.longum_I1 y D: B.longum_12; E: PDB: 3PIG
(B. longum KN29.1). En cada imagen, la flecha indica el a-hélice del dominio N-terminal y
el corchete indica el dominio $-sandwich.
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7.4 Produccion de las enzimas recombinantes B.ad1(637) y B.ad2(518).

Las enzimas recombinantes B.ad1(637) y B.ad2(518) se produjeron
utilizando el sistema de expresion heterdélogo E. coli mediante el vector de expresion
pET-22b(+)Las enzimas producidas contienen unido al extremo C-terminal una
etiqueta de 6¢residuos de histidina que fueron afadidos a la secuencia de
aminoacidos mediante el vector de expresidon para facilitar su purificacion.
Considerando la adicion de la etiqueta de histidinas, el peso molecular calculado

para las enzimas en el servidor de ExPASy (https://web.expasy.org/compute pi/)

fue de 70.97 kDa y 58.94 kba-para B.ad1(637) y B.ad2(518), respectivamente. En
la figura 5 se muestra una fotografia del gel SDS-PAGE al 12% con el que se
identifico la sobreproduccion de la enzima y se estim6 su peso molecular. En los
carriles A y B se observa una.banda de.mayor intensidad, que corresponde a la
sobreexpresion de B.ad1(637) y B.ad2 (518), respectivamente. El peso molecular
calculado con respecto al marcador de peso.molecular es de ~ 62 kDa para
B.ad1(637) y ~ 55 kDa para B.ad2(518)="Por lo tanto, los pesos observados en la

figura 4 son inferiores al peso molecular esperado paraambas proteinas.
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ico después de la produccién de las $3-
. tis ATCC 15703. A: Extracto enzimatico
B.ad1(637); B: Extracto enzim B. 18); C: Extracto enzimatico control. MM:

Marcador de peso molecular. t ((
\
/

7.5 Purificacion de las enzimas re ma

Figura 5. SDS-PAGE del e
fructofuranosidasas de

ificacion se muestran en las

La purificacion de las enzimas se.llevo a mediante cromatografia de
afinidad a iones metalicos. Los resultados de la p

tablas 2 y 3. La enzima B.ad1(637) fue purificada 42 vegy se recupero el 64% de
la actividad enzimatica y la enzima B.ad2(518) fue purificada ces y se recupero

41% de la actividad enzimatica. )\
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Tabla 2. Purificacién de B.ad1(637)

Etapade Volumen Prt%tteailrm Actividad ;‘g:gg;i Grado de Rendimiento
urificacion mL Total (U urificacion %
p mb) o) V) “Umg) P (%)
EE 0.7 70.35 758.4 10.77 1 100
IMAC 4 1.06 490.66 460.18 42 64

EE: extracto enzimatico.
IMAC: Cromatografia’por afinidad por iones metalicos inmovilizados.

Tabla 3. Purificacién de B.ad2(518)

Etapade Volumen Prtootteailna Actividad ;‘;t:gﬁlaci Grado de Rendimiento
urificaciéon mL Total (U urificaciéon %
p (mL) (mg) v (Umg) P (%)
EE 0.8 55.6 496.5 8.93 1 100
IMAC 5 1.1 208.35 189.41 21 41

EE: extracto enzimatico.
IMAC: Cromatografia por afinidad por iones metalicos inmovilizados.

En la figura 6 se muestra~el resultado del proceso de purificacion de las
enzimas B.ad1(637) y B.ad2(518)./En el carril D se muestra la enzima B.ad1(637)
purificada y el carril H la enzima B.ad2(518) purificada. El peso molecular observado
de las enzimas puras (carrilles D y H).fue el ‘mismo que para las bandas de
sobreexpresion del extracto proteico: ~ 62 kDa para B:ad1(637) y ~ 55 kDa para
B.ad2(518) (carriles Ay E). Nétese que, en ambos carriles de las proteinas puras,
coexisten otras bandas de mayor peso molecular. En el caso,de B.ad1(637), una
banda mayor de 130 kDa y en B.ad2(518), se observan dos bandas‘entre 100y 130

kDa.
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Figura 6. SDS-PAGE de la“purificacion de las B-fructofuranosidasas de B.
adolescentis ATCC 15703. B-ad1(637) (Carriles A a D). B.ad2(518) (Carriles E a

H). Ay E: Extracto enzimatico; B-y-F: RecCirculado; C y G: Lavado; D y H: Proteina
pura; MM; Marcador de peso molecular.

7.6 Analisis de actividad enzimatica_por zimografia.

Se comparo la actividad enzimatica de Biad1(637) y B.ad2(518) mediante
zimografia. Se utilizé Inulina de L. citreum al 1% como sustrato en los geles de
actividad enzimatica y los resultados se muestran en la figura 7. Se observé que las
dos enzimas tienen actividad enzimatica sobre inulina de L. ¢itreum. En el carril A,
observamos un halo prominente de ~ 62 kDa, que corresponde, a la enzima
B.ad1(637) puray en el carril C, uno de ~ 55 kDa que corresponde a;ja enzima pura
B.ad2(518). En ambos casos, se observa que existen multiples halos de actividad
enzimatica de mayor peso molecular al esperado para estas enzimass Estos

corresponden a los pesos moleculares que se observan en el gel de poliacrilamida
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tefiido con azul de Comassie (Figura 6) en los carriles que muestran las enzimas
@(carriles D y H). Dado que ninguna proteina de E. coli tiene actividad sobre el
sustr: yhtilizado en la zimografia, este resultado corrobora que las bandas
observa wn los carriles D y H de la figura 6 corresponden a formas activas de las
B—fructofura@as‘as recombinantes purificadas. Las bandas de mayor tamafio

pueden corresp a formas multiméricas de la enzima.

. .
- -

Figura 7. Zimografia de las B-fructofuranosidasa ombinantes de B.

adolescentis ATCC 15703 realizada en un gel de agaros inulina L. citreum
al1%.AyB, B.ad1(637); Cy D, B.ad2(518); Ay C: Tinciéon cc@ reactivo de Schiff;
B y D: Tincion con el reactivo GelCode Blue Stain. )\

7.7 Caracterizacion bioquimica de las enzimas recombinantes.g‘é

a) Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica. @
Para conocer la temperatura 6ptima de las enzimas B.ad1(637) y B.a@(ﬁ18)

se evaluo la actividad enzimatica sobre Raftilosa Sinergy 1 al 1% en un rango, de
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temperatura de 25 a 60 °C a pH 6.0. En la figura 8 se muestra la representacién del

efecto de la temperatura sobre estas enzimas.

Se determind que la temperatura 6ptima de B.ad1(637) es de 50 °C (Figura

8 A). Mientras que para B.ad2(518) es de 50 a 55 °C (Figura 8 B).
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Figura 8. Efecto de la temperatura enda actividad de las B-fructofuranosidasas
recombinantes de B. adolescentis ATCC 15703. A, B.ad1(637); B, B.ad2(518).

b) Efecto del pH sobre la actividad enzimatica.

El pH éptimo se evalu6é midiendo'la.actividad-de las enzimas a la temperatura

optima (50°C) en un rango de pH de 4.5 a 8.0, usando Raftilosa Sinergy 1 al 1%

como sustrato. Como se observa en la figura 9 el pH optimo de B.ad1(637) se

establecio un rango entre 5.5y 7.0, mientras que para B.ad2(518) fue de 5.5.

B.ad1(637) y B.ad2(518) tienen una temperatura y pH éptimos similares a los

de las B-fructofuranosidasas tanto nativas como recombinantes caracterizadas con

anterioridad (Tabla 5).
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Figura 9. Efecto del pH en la actividad de las B-fructofuranosidasas
recombinantes de B. adolescentis ATCC 15703. A, B.ad2(518); B, B.ad1(637).

c) Estabilidad térmica.

En la figura 10 se” muestracel efecto de la incubaciéon a diferentes

temperaturas en la actividad de B:ad1(637)«y B.ad2(518). Se observa que la enzima

B.ad1(637) pierde un 22 y 24 % de la.actividad enzimatica después de ser incubada

durante 15 minutos a 45 y 50 °C, respectivamente. Mientras que, la enzima

B.ad2(518) pierde un 18 y 37% de la actividad enzimética después de ser incubada

a 50y 55 °C, respectivamente.
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Figura 10. Efecto de”la temperatura de almacenamiento sobre la actividad
enzimatica de las B-fructofuranosidasas de B. adolescentis ATCC 15703. A,
B.ad1(637); B, B.ad2(518)¢ _incubadas durante 15 minutos a diferentes
temperaturas.

Ambas enzimas conservanzalFmenos un 80% de su actividad enzimatica a 50
°C después de 15 minutos de-incubacion. Por lo tanto, resultan ser de las mas
estables comparadas con las reportadas:en la literatura (Tabla 6). Al determinar la t
Y2 de B.ad2(518) resulto ser de 92_minutos/para B.ad2(518) a 50 °C. No se

determind la t 72 de B.ad1(637).

c) Actividad sobre diferentes sustratos.

En la tabla 4 se muestra el porcentaje de actividadirelativa de las enzimas
B.ad1(637) y B.ad2(518) sobre los sustratos ensayados. ‘Se observo que las
enzimas B.ad2(518) y B.ad1(637) son capaces de hidrolizar sustratos.con diferentes
caracteristicas estructurales: de tipo inulina, de tipo levana, de alto y/de bajo peso
molecular. Esta es una caracteristica que comparten con B.longum_[1 vy
B.longum_|2 y a diferencia de ellas, B.ad1(637) y B.ad2(518) no mantienen elnmismo

orden de preferencia en el uso de los sustratos ensayados (Tabla 7). Se observo
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que B.ad1(637) tiene mayor actividad sobre Raftilosa Sinergy 1 como sustrato,
seguido de la agavina. Mientras que, B.ad2(518) sobre Oligofructosa p95, seguido

de Raftilesa Sinergy 1.

Tabla 4. Actividad relativa de las B-fructofuranosidasas B.ad1(637) y
B.ad2(518) sobre sustratos de diversas estructuras y origenes.

Sustratos B.ad1(637)(%) B.ad2(518)(%)

Oligofructosa P95 [FOS B—(2,1); GP 2-8] 45 100
Raftilosa Sinergy 1 [FOS B-(2,1) e Inulina; GP 2-60] 100 45.9
Agavina [B—(2,1)/p—(2,6);"GP 3-29; 6.2 kDa] 61.7 20.6
Sacarosa 38.1 5.7
Raftilina HP [Inulina p—(2,1);(GP_> 23; 8.3 kDa] 29.2 1.7
Levana SacB BPM [B—(2,6); 8.3 kDa] 33.6 2.2
Inulina L. citreum APM [B—(2,1); 3000 kDa] 0.61 0.1
Levana B512 APM [—(2,6); 2200 kDa] 0.61 -
Levana SacB APM [b-(2,6); 3500 kDa] - -
Referencia Este estudio Este estudio
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1. Discusion

De acuerdo con el dendograma descrito en este estudio, la mayoria de las [3-
fructofuranosidasas ya caracterizadas corresponden al grupo 2, en el que
predominan las enzimas en un rango de 518 a 532 aminoacidos, y solo una de ellas,
B.longum_I1,pertenece al grupo 3, con un tamano de 636 aminoacidos. Por lo tanto,
B.ad1(637), es la segunda enzima caracterizada del grupo 3 con un tamafo de
secuencia de 637 amineacidos. Sorprendentemente, B.ad1(637) observd un peso
molecular menor a B.longum_I1, 62 y 75 kDa, respectivamente, analizados
mediante electroforesis. Incluso, comparado con las enzimas nativas de B. longum
15697 y B. infantis JCM 7007\y las enzimas recombinantes de las cepas B.
adolescentis G1, B. longum JEGM 1217 y B. longum KN29.1 que son de enzimas de
518 aminoacidos. Por otro lado; -B.ad2(518) es la enzima con el menor peso
molecular de todas las reportadas;(fabla’s). Es importante mencionar que tanto
B.ad1(637) como B.ad2(518) tienen un peso molecular diferente al calculado. Esto
ha sido reportado previamente por algunos autores para otras enzimas de este tipo,
incluidas las B-fructofuranosidasas de B. longum KN29:, B. longum JCM1217, B.
adolescentis G1 (Jedrzejczak-Krzepkowska et al., 2011; Omori, Toshima, Keiji
Ueno, Kei Muramatsu, Masanori Kikuchi, 2010; Omori et algf2010). Asimismo, el
comportamiento electroforético que muestran las enzimas _de\ la cepa B.
adolescentis ATCC 15703 en el zimograma adicionado con Inulina‘de_ L. citreum al
1% descrito en este estudio, es similar con lo previamente referido porMorales-
Contreras & Avila-Fernandez, 2018 para las B-fructofuranosidasas B.longufm)I1 y

B.longum_I2 de la cepa B. longum subsp. infantis ATCC 15697. En ese trabajo; se
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describieron multiples bandas electroforéticas con actividad enzimatica y se
coneluyo que, los halos de mayor tamafno pueden ser formas multiméricas de las
enzimast

En euanto a las caracteristicas bioquimicas de las enzimas, B. ad1(637) se
diferencia del resto de las B-fructofuranosidasas de bifidobacterias por su amplio
rango de pH optimo _gque va de 5.5 a 7.0. Mientras que, B.ad2(518) presenta el pH
optimo mas acido (6:5) reportado para este tipo de enzimas (Tabla 5), siendo las
enzimas de la cepa B. adolescentis G1 y B. longum JCM 1217 las que mas se le
acercan (5.7). Se ha demostrado que la enzima B.longum_I1 de 636 aminoacidos
es una enzima extracelular ya que;de las 2 B-fructofuranosidasas que posee la cepa
B. longum ATCC 15697, fue la,unica identificada en el medio del cultivo cuando la
cepa fue cultivada utilizando Agavina ¢'Inulina como fuentes de carbono (Cuevas-
Juédrez, Avila-Fernandez, & Lopez-NMunguias 2017). Si la enzima nativa B. ad1(637)
observara el mismo comportamiento, )su ‘amplio rango de pH Optimo podria
representar una ventaja para que esta cepa pudiera alojarse en un amplio segmento
del célon, cuyo pH es variable, sin que se viera” afectada su capacidad de
metabolizar sustratos como las fructanas que ayudap”a su establecimiento y
mantenimiento.

Por otra parte, la temperatura éptima de B.ad1(637) (50 °C).es igual a la de
B.longum_I1, B.longum_|2 y a la de la cepa B. longum KN29.1, En cambio,
B.ad2(518) tiene una temperatura 6ptima mayor (50 a 55 °C), que coincide con la
descrita para la enzima nativa de B. infantis JCM 7007. En particular, la temperatura
optima de la unica B-fructofuranosidasa de B. adolescentis reportada anteriormente

(cepa G1) no se describe en el articulo, de modo que no es posible utilizarla con
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fines comparativos y el resto de las B-fructofuranosidasas tienen una temperatura

optima <40 °C como se muestra en la tabla 5. Al parecer las B-fructofuranosidasas

del grupo 3, aquellas de mayor tamafo, poseen temperaturas optimas altas. Sin

embargo, comparten esta caracteristica con algunas enzimas reportadas del grupo

2. No se sabecual es el significado biolégico de que estas enzimas posean

temperaturas Optimas altas. Considerando que las bifidobacterias se alojan en el

colon y por lo tantogestan a una temperatura de 37°C, sus B-fructofuranosidasas

estarian actuando a una temperatura suboptima.

Tabla 5. Propiedades bioquimicas de las B-fructofuranosidasas.

Tamano de Tamano de la Temperatura

Especies secuencia (aa) proteina (kDa) PpH 6ptimo 6ptima (°C) Origen Referencias
?s?gg’gf:gf{gssé;rcc 637 62 55a7.0 50 Recombinante En este estudio
?;gg’g?:gg{;grco 518 55 55 50 a 55 Recombinante En este estudio
B. infantis JCM 7007 = 75 6.0% 62 55 Nativa '{ggg‘”ra clelh
B. lactis DSM 101407 532 59.4 65 40 Recombinante Eg{ga”” etal,
B. breve UCC2003 518 60 6.0 37 Recombinante Ryan et al, 2005

74 6.1 - Nativa g’l'fﬁagggtsu et
B. adolescentis G1 518
66 5.7 - Recombinante ;)(;T;gri (@) etal,
B. longum JCM 1217 518 64 5.7 . Recombinante gg}gri (b) etal,
Jedrzejczak-
B. longum KN29.1 518 67 6.0a6.2 50 Nativa/ recombinante  Krzepkowska et
al, 2011
5 apimalis ATCC 532 60 60265 35240 Recombinante Sroca a5, 2015
8 longum Q]ggg_l . 636 75 6.0a65 50 Recombinante é;’!f‘ggggé”dez
. o
518 59 6.0 45250 Recombinahte el

Contreras, 2018
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En lo que respecta a la estabilidad térmica de estas enzimas, resulta
complejo sacar conclusiones ya que en la mayoria de los casos solo se reporta la
medicion de la actividad residual estimada a un punto en el tiempo, el cual no es el
mismo entodos los casos, y tampoco se realiza a la misma temperatura. En pocas
ocasiones se ha determinado la t 2. Especificamente, se ha reportado la t 2 de
B.longum_I1 y Bdongum_12. De acuerdo a estos datos, la t /2 de B.ad2(518) es
mayor que la de B.lengum_12, siendo B.ad2(518) la mas estable de las enzimas del
grupo 2 (518 a 532 aminoacidos) reportadas hasta el momento. No obstante,
B.longum_I1, una enzima“del.grupo 3, sigue siendo la B-fructofuranosidasa con

mayor estabilidad térmica (Tabla’6).

Tabla 6. Estabilidadtérmica de las B-fructofuranosidasas

Especies Temperatura(° C) “»Tiempo del ensayo Referencias
B. adolescentis ATCC ’ <+ N\ - En este estudio
15703 B.ad1(637) /
P =
B. adolescentis ATCC 50 tai2= 92 min En este estudio

15703 B.ad2(518)

B. infantis JCM 7007 40, I&r\ Imamura et al, 1994

B. lactis DSM 101407 Ehrmann et al, 2003

B. breve UCC2003 37 20 min A Ryan et al, 2005
B. adolescentis G1 45 10 min Muramatsu et al, 1993
50 15 min Omori (a) et al, 2010
B. longum JCM 1217 50 5 min “Omori et al, 2010
P 3
B. longum KN29.1 45 30 min Jedrzejczak-
Krzepkowskawet al,
2011
B. animalis ATCC - - Broca-Cardenas, 20
25527
B. longum ATCC 50 t12=75.5h Avila-Fernandez et al,
15697 B. longum_|I1 2016
B. longum ATCC 55 t1/2= 30 min Warchol et al, 2002 €

15697 B. longum_12
Morales-Contreras,
2018
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En lo que concierne a la afinidad hacia diferentes sustratos tampoco es
posible hacer una comparacion tan precisa entre las diferentes -
fructefuranosidasas, puesto que, no se utilizan los mismos sustratos para hacer
dichas determinaciones. A pesar de ello, se pueden sacar algunas conclusiones
generales come que la mayoria de B-fructofuranosidasas de bifidobacterias
muestran mayor gapacidad para hidrolizar fructanas de cadena corta. Sin embargo,
también se observa-que algunas de ellas, catalogadas como B-fructofuranosidasas
han sido reportadas como*mas afines hacia la sacarosa por lo que debieran
clasificarse como invertasas? Fal es el caso, de enzimas provenientes de las cepas
B. lactis DSM10140 y B. breve UCC2003 (Ehrmann et al., 2003; Ryan et al., 2005).
Oftra limitante para realizar comparaciones confiables entre los diferentes reportes
es la poca informacion proporeionada sobre los sustratos utilizados, en particular,
los sustratos de cadena larga. En-0casionés, no se mencionan las caracteristicas
de los sustratos evaluados o la fuente de obtencion y debemos recordar que sus
estructuras pueden ser muy complejas; pudiendo Jobservar tanto ramificaciones
como tamanos de cadena de 60 a >1000 unidades.Enjeste estudio, se determind
que B.ad1(637) y B.ad2 (518) hidrolizan de forma preferente FOS por lo que se
clasifican como B-fructofuranosidasas. En general, la actividad.enzimatica de ambas
enzimas resultdé menor cuando se emplean sustratos de alto peso'molecular. Sin
embargo, resultan interesantes las diferencias en el orden de preferencia por los
sustratos evaluados (Tabla 7). B.ad2(518) conserva practicamente el mismo orden
de preferencia por los sustratos comparada con B.longum_|1 y B.longum_I2,

excepto porque prefiere Levana SacB 8.3 en lugar de Raftilina HP. Ambos, sustratos
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de 8.3 kDa, de acuerdo con los reportado por Munoz-Gutierrez, Rodriguez-Alegria,
& Lopez-Munguia, en 2009. Por su parte, B.ad1(637) prefiere Raftilosa Sinergy 1
como’ sustrato a diferencia de todas las demas que prefieren Oligofructosa P95.
Cabe destacar que, en segundo lugar, B.ad1(637) prefiere a la Agavina, sobre la
que conserva arriba del 60% de la actividad relativa, muy por encima de la actividad
relativa mostrada“por las otras enzimas sobre el mismo sustrato y al igual que
B.ad2(518) tiene mayor, preferencia por Levana Sac B 8.3 que por Raftilina HP. Lo
anterior hace suponer que B.ad1(637) tiene preferencia por enlaces de tipo p-(2,6)
ya que la Agavina aunquees_una fructana mezclada posee en sus ramificaciones,
mayormente expuestas a la aceion de las B-fructofuranosidasas, enlaces de tipo -
(2,6). La medicion de la actividad‘enzimatica de B.ad1(637) sobre FOS de levana
podria ayudarnos a concluir~al. respecto. Las diferencias entre B.ad1(637) y
B.ad2(518) podrian atribuirse al bajo-porcentaje de identidad (27 %) que existe entre

ellas.
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Tabla 7. Actividad relativa de Jas B-fructofuranosidasas sobre sustratos de diversas estructuras y origenes.

Sustratos B.ad1(637)(%) B.longum_I1 (%)* B.ad2(518)(%) B.longum_I2(%)

Oligofructosa P95 [FOS p—(2,1); GP 2-8] 45 100 100 100
Raftilosa Sinergy 1 [FOS p—(2,1) e Inulina; GP 2-60] 100 60 45.9 49
Agavina [B—(2,1)/p—(2,6); GP 3-29; 6.2 kDa] 61.7 25 20.6 -
Sacarosa 38.1 12.5 5.7 17
Raftilina HP [Inulina p—(2,1); GP > 23; 8.3 kDa] 29.2 10 1.7 10
Levana SacB BPM [B—(2,6); 8.3 kDa] 33.6 6.25 2.2 8
Inulina L. citreum APM [B—(2,1); 3000 kDa] 0.61 0.625 0.1 0.6
Levana B512 APM [—(2,6); 2200 kDa] 0.61 - - 0.4

- 0.375 - -

Levana SacB APM [b-(2,6); 3500 kDa]
Referencia

Este estudio

Avila- Fernandez, 2016  Este estudio

Morales-Contreras, 2018

* Los datos fueron recalculados a partir dé los dates-reportados por Avila-Fernandez et al., 2016
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2. Conclusiones

B.ad1(637) y B.ad2(518) conservan el plegamiento tipico de la familia GH32
y comparten los motivos DPN, RDP y ECP, los cuales contienen los residuos que
participan enda catalisis de las B-fructofuranosidasas.

E. coli' Resetta™ 2 produjo eficientemente a las proteinas recombinantes
B.ad2(518) y B.ad1(637) y fueron eficientemente purificadas en un solo paso
mediante cromatografiade afinidad a iones metalicos.

B.ad1(637) tuvo el rango mas amplio de pH 6ptimo (5.5 — 7.0) reportado hasta
el momento para B-fructofuranesidasas bifidobacterianas, mientras que, B.ad2(518)
tuvo el pH éptimo (5.5) mas acido\para las B-fructofuranosidasas de 518 a 532
aminoacidos.

B.ad1(637) y B.ad2(518) \tuvieren~preferencia por Raftilose Sinergy 1 y
Oligofructosa P95, respectivamente . Observaron actividad sobre fructanas con una
amplia variedad de tamaros y estructuras y B.ad1(637) destaco por el orden de
preferencia hacia los sustratos, ya que difiere de.B.ad2(518) y de las demas -

fructofuranosidasas bifidobacterianas.
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3. Perspectivas

Determinar la actividad enzimatica de B.ad1(637) y B.ad2(518) sobre FOS
de levana permitira establecer la preferencia de estas enzimas por los enlaces de

tipo B-(2,6)"

Establecersla t 72 para B.ad1(637) y B.ad2(518) a diferentes temperaturas
permitira corroborar_si la termoestabilidad es una caracteristica de las enzimas del
grupo 3 o si pudiera_ser dependiente de la cepa mas que del tipo de B-

fructofuranosidasa.

Producir y caracterizar algunas p—fructofuranosidasas del grupo 1 en su
forma recombinante permitira. comparar sus propiedades bioquimicas con las
enzimas de los grupos 2 y 3. Este conogimiento contribuira a consolidar o descartar
la clasificacion propuesta para“estas enzimas con base en sus caracteristicas

moleculares y propiedades bioquimicas:
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