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Resumen

Este es el primer estudio que reporta las sintesis de a-L-fucosidasa en seis bacterias acido
lacticas, lo que abre un amplio campo de investigacion sobre el metabolismo y la asimilacion
de los oligosacéridos de la leche humana por parte de estos microorganismos. Lactobacillus
case IMAUGB0214, Lactobacillus casei Shirota, Lactobadillus rhamnosus GG, Lactobadillus
rhamnosus KLDS, Lactobacillus helveticus IMAU70129 y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus NCFB-2772 fueron capaces de producir o-L-fucosidasa. Las cinéticas de
crecimiento y e consumo de carbohidratos indicaron que las seis cepas fueron capaces de
metabolizar D-glucosay D-galactosacomo fuente de carbono; pero no asimilaron L-fucosa. Por
otro lado, las a-L-fucosidasas sintetizadas son enzimas asociadas a la célula y se produjeron de
maneraconstitutiva en diferentes fuentes de carbono. Lamayor actividad enzimética se observo
en L. rhamnosus GG (0.16 U/mg). De esta manera, se comprobd que €l extracto enzimético
obtenido de la fermentacion con L. rhamnosus GG puede ser utilizado como fuente de enzima
en reacciones de transfucosilacion para la obtencion de fucosil-oligosacéaridos. Sin embargo, se

sugiere el empleo de métodos de purificacion eficientes pararetirar la lactasa de este extracto y

evitar la formacién de galactooligosacaridos.

Adicionalmente, se logr6 producir la a-L-fucosidasa recombinante de T. maritima expresadaen
E.coli BL21. Se demostrd que la enzima presenta capacidad de transferasa para la sintesis de
fucosil-lactosa. Esto se logré cuando se empled pNP-F como sustrato donador y lactosa como
sustrato aceptor, con un rendimiento maximo de 49 %. Se comprob6 que el empleo de lactasa
de A. oryzae en combinacion con la fermentacion con Sacharomyces cerevi sae representa una
alternativa en el proceso de purificacion del fucosil-oligosacarido.




Abstract

The ability of six lactic acid bacteria to produce a-L-fucosidase is reported here for first time,
opening awide field of investigation related to the metabolism and assimilation of human milk
oligosaccharides by lactic acid bacteria.

Lactobacillus casei IMAUG0214, Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus rhamnosus GG,
Lactobacillus rhamnosus KLDS, Lactobacillus helveticus IMAU70129 and Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB-2772 were all able to produce a-L-fucosidases. Growth
kinetics and carbohydrate consumption measurements indicated that the six strains were able to
metabolise D-glucose and D-galactose as a carbon source; surprisingly, they did not assimilate
L-fucose. However, a-L-fucosidase was a cell-associated enzyme and produced constitutively
in diferent carbon sources. The highest cell associated a-L-fucosidase activity was observed in
L. rhamnosus GG (0.16 U/mg). It was found that the enzyme extract obtained from L.
rhamnosus GG may be used for sinthetize fucosyl-oligosaccharides; however, the use of
efficient purification methods for removing lactase in this extract and prevent the formation of

galactooligosaccharides is suggested.

Moreover, it was possible to produce recombinant T. maritime a-L-fucosidase expressed in E.

coli BL21, and demonstrated that the enzyme hasthe ability to synthesize fucosyl-lactose when
PNP-F is used as donor substrate and lactose as acceptor substrate; the highest yield was 49%.
It was also found that the use of lactase from A. oryzae in combination with fermentation by
Saccharomyces cerevidae is a good adternative as purification process of fucosyl-
oligosaccharide.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

En las dos Ultimas décadas los oligosacaridos de la leche humana (OLH) han sido estudiados
por presentar diferentes beneficios a la salud. Estos compuestos ocupan € tercer lugar en
concentracion en leche humana, después de lipidos y lactosa'y su concentracion en € fluido
mamario es similar a la cantidad de proteinas.

Los OLH han sido reconocidos como prebioticos debido a que en diversas investigaciones se
ha demostrado que laincidencia de enfermedades gastrointestinales en nifios alimentados con
leche materna, es mucho menor que en aquellos, que por alguna razén son privados de este
aimento. Adicionalmente, se ha descubierto que pueden actuar como receptores de bacterias
patégenas, evitando la adhesion alas células epiteliales y previniendo enfermedades, ademas de
estar involucrados en el desarrollo del sistemainmune.

Labusquedaparacrear formulas lacteas que puedan imitar los beneficios queotorgalalactancia,
ha abierto un amplio campo de estudio. En este sentido, algunas formulas lacteas maternizadas
han sido suplementadas con galactooligosacaridos y fructooligosacéridos, compuestos que
sustituyen o igualan la funcién delos OLH.

Es evidente que la purificacion de OLH de la fuente natural no es una opcion. La bga
disponibilidad (Unicamente en periodo de lactancia), asi como las implicaciones sociales y
economicas, hacen imposible el uso de OLH para ser adicionados a alimentos para bebés. Es
por €llo, que el uso de leche de fuentes animales (vaca, cabra, etc.) pareceria unamejor opcion.
Sin embargo, se hademostrado que la leche de otros mamiferos no presentala gran variedad y
cantidad de oligosacaridos que se encuentra en la leche humana

Recientemente tanto la industria como los centros de investigacion han invertido recursos en
buscar dternativas para poder producir compuestos que sean similares a los OLH y han
empleado a la Biotecnologia como una herramienta Gtil para conseguir estos objetivos. Un
giemplo de €llo, es la produccion in vitro de la ruta biosintética que sucede en la glandula
mamaria. Sin embargo, los costos de este proceso son unalimitante para llevarlo a gran escala.
Por otro lado, la sintesis quimica emplea métodos y reactivos que no son considerados seguros
parala saud.

I ——
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Introduccion

El uso de glicosil-hidrolasas se planted como una alternativa para resolver los problemas que
implican la produccion de OLH. Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza, tienen costos menores comparados con las glicosil-transferasas (usadas en la ruta
biosintética) y ademas pueden generar una mayor variedad de compuestos.

En este estudio se buscaron estrategias para establecer una metodologia en la sintesis de
oligosacéridos similares a los encontrados en la leche humana. Los estudios preliminares en
nuestro equipo de trabgjo, dieron como resultado la sintesis de un trisacarido (fucosil-lactosa);
sin embargo, el agotamiento de la fuente de enzima detuvo esta investigacion. Es por ello, que
en este proyecto se estudiaron algunas alternativas para contar con unafuente de enzima que no
limite el alcance y con estas proponer estrategias de sintesis de oligosacaridos similares a los

encontrados en laleche humana.

I ——
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Introduccion

2. ANTECEDENTES

2.1 Estructuray composicion delos oligosacaridos de laleche humana

Laleche materna es considerada como un “ estdndar de oro” paralanutricion infantil al proveer
nutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo; sin embargo, los beneficios que aportan
los compuestos presentes en la leche, van mas ala de la nutricion bésica. Desde hace dos
décadas se haestudiado su efecto prebidtico, pero también existen otros mecanismos propios de
estos compuestos que pueden traer beneficios a la salud (Bode, 2009; Bode, 2012).

La leche humana contiene més de 200 oligosacéridos diferentes. Estos constituyen €l tercer
componente sdlido de mayor concentracion en laleche (10-20 g/L) después de lalactosay los
lipidos, y tan abundante como las proteinas (Dominguez-Vergara et al., 2009; Urashima et al.,
2009; Background et al., 2013).

Los bloques de construccion delos OLH son cinco monosacéridos (Figura 1): D-glucosa(Glc),
D-galactosa (Gal), N-acetilglucosamina (GIcNAc), L-fucosa (Fuc) y acido sidlico (Sia) (Kunz
et a. 2000). Lalactosa se encuentraformando el extremo reductor de las estructurasy estaunida
a lacto-N-biosa o N-acetillactosamina (Figura 1a), salvo algunas excepciones como la
2 fucosillactosa. Por otro lado, los “oligosacéridos de cadena corta’ (Figura 1b) estén
compuestos por fucosa o acido sidlico unido alactosa; particularmente la galactosa presente en
el disacarido puede estar sialilado en el carbono 3 6 6, formando enlaces a (2-3) en el
3’sialillactosa y enlaces a (2-6) en 6’sialillactosa, y por otro lado, la lactosa puede estar
fucosilada formando enlaces a (1-2) en 2 fucosillactosa o enlaces a (1-3) en 3 fucosillactosa.
Ademés, lalactosa puede ser elongada adicionando varias moléculas de lacto-N-biosa (tipol) o
N-acetillactosamina (tipo 2); por gemplo la lacto-N-tetraosa (LNT), lacto-N-neotetraosa
(LNNT) y la lacto-N-hexosa (LNH) (Figura 1c). La elongacion tipo 1 o tipo 2 puede ser
fucosilada en diferentes enlaces para formar una gran cantidad de estructuras (Figura 1d). La
elongacion de las estructuras core de los OLH pueden ser sialiladas por enlaces a (2-3) o (2-6)

en laposicion terminal formando isomeros (Figura 1e) (Bode, 2009; Smilowitz et al., 2014).

I ——
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Figura 1. Ejemplo deladiversidad de estructuras de los OLH.

2'-fucosillactosa(2'-FL); 3"fucosillactosa(3FL); 3'sdillactosa(3"SL); 6 sdillactosa(6°SL); lacto-N-fucopentosa
[, 1L,V (LNFPI, 11, 111,V); lacto-N-hexaosa (LNH); lacto-N-neotetraosa (LNNT) ; lacto-N-tetraosa (LNT); sidil -
lacto-N-tetraosaa-c (LST a, b, ¢).

2.2 Sintesis de oligosacaridos de leche humana

La sintesis de los OLH ocurre en e aparato de Golgi de las células secretoras de las glandulas
mamarias. La a-lactoalbumina regula la galactosiltransferasa que cataliza la reaccion entre la
uridina-5'-difosfato-galactosa y la glucosa para producir lactosa; posteriormente otras
transferasas como galactosiltransferasa, N-acetilglucosamiltransferasa, fucosiltransferasa o
sialiltransferasas adicionan monosacaridos sobre lactosa paraformar los distintos oligosacaridos
(Gudidl-Urbano e Isabel Gorii, 2001; Urashimaet al., 2011).

La adicién de fucosa es dependiente de distintas fucosil-transferasas (FucT). La FucT-2 esta
determinada por el gen secretor (Se). Esta enzima da lugar a oligosacaridos con enlaces o (1-2)
afucosa; los méas importantes son: lacto-N-fuco-pentosal (antigeno H1) que se formaa actuar
la FucT-2 sobre la lacto-N-tetraosa, y la 2 fucosil-lactosa (antigeno H2), que se sintetiza al
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actuar laFucT-2 sobre la lactosa. La FucT-2 esta presente en el 77% de la poblacion caucésica
(Minana 2007; Albermann et al. 2001).

La FucT-3 esta controlada por el gen Lewis (Le), que da lugar a oligosacaridos con enlaces a
(1-3/4) a fucosa; los més importantes son: lacto-N-fucopentaosa Il (antigeno Lewis a), que se
forma al actuar la FucT-3 sobre la lacto-N-tetraosa; la 3’ fucosil-lactosa (antigeno Lewis X),
sintetizada al actuar la FucT-3 sobre lalactosay la lacto-N-fucopentaosa lll a actuar la FucT-
3 sobre la lacto-N-neotetraosa

Cuando estan presentes la FucT-2 y la FucT-3 se pueden formar la lacto-N-difucohexaosa
(antigeno Lewis b) y lacto-difucosil-tetrapsa (antigeno Lewis y)(Albermann et al., 2001).
Debido a su complegjidad, oligosacéridos con estructuras idénticas a los OLH aln no estén
disponibles como ingredientes aimenticios (Dominguez-Vergara et al., 2009). En contraste, la
leche devaca, que eslabase delas formulas maternizadas, es unafuente pobre en oligosacéridos
ademas éstos son menos complejosy no gportan losmismos beneficios (Bodey Jantscher-krenn,
2012).

2.3 Importanciadelos OLH

Las primeras investigaciones sobre los OLH se originaron afinales del siglo X1X; pediatras y
microbidlogos estudiaron los beneficios de la leche materna en la salud de los lactantes y los
guimicos caracterizaron los carbohidratos presentes Unicamente en la leche humana. A
principios del siglo XX, con la colaboracion de varias disciplinas los cientificos concluyeron
gue laleche posee un “factor bifidus’ a que nombraron "ginolactosa’. Mas tarde se descubrio
gue son los oligosacéaridos quienes aportan todos los beneficios a la salud y desde entonces se
ha buscado aislarlos y caracterizarlos. A la fecha se ha logrado identificar un centenar de
oligosacaridos y se han estudiado sus multiples efectos (Bode, 2012).

En la Tabla 1 se muestra brevemente los eventos de mayor trascendencia en el estudio de los
OLH (Bode, 2012).
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Tabla 1. Acontecimientosy contribuciones mas importantes en el estudio delos
oligosacéridos de la leche humana.

Fecha Acontecimiento
Finalesdel | Altamortalidad infantil (30%). Los lactantes alimentados con leche materna
Siglo XI1X | tenian més probabilidad de sobrevivir que los alimentados con biberén.

1886 Escherich descubrié la relacion entre las bacterias intestinales y la digestion
en lactantes.
1888 Eschbach sefialé que la leche humana conteniauna“ lactosa’ diferente ala

encontrada en leche de vaca
Deniges comprobd que lalactosa es la misma pero que la leche humana
conteniauna fracciéon adiciona de carbohidratos desconocidos.

1900 Moro y Tissier encontraron que lacomposicion bacteriana de las heces
depende del tipo de alimentacion.
1926 Schonfeld descubrid que una fraccion del suero de leche contiene un factor

gue promueve €l crecimiento de Lactobadi llus bifidum (posteriormente
reclasificado como Bifidobacterium bifidum).

1930 Polonowski y Lespagnol caracterizaron la fraccion de carbohidratos de la
leche humanay lallamaron "ginolactosa’.
1954 Kuhny Gyoérgy confirmaron que e "factor bifidus" eran los oligosacéridos.

1956-1960 | Montreuil y Richard Kuhn descubrieron y caracterizaron mas de unadocena
de OLH.

1967-1970 | Grollmany Ginsburg encontraron que algunos OLH tenian estructuras
iguales al antigeno H y grupos Lewis, lo que condujo al desarrollo de nuevas
herramientas para caracterizarlos.

1983 Egge empled espectofotometria de masas para caracterizar los OLH.
1996-2009 | Kunz, Rudloff, Gnoth y Bode estudiaron las propiedades nutricionales y
biolégicas de los OLH.

Desde los afios 90's los cientificos se han centrado en estudiar las propiedades nutricionales y
biolégicas de los OLH. Actuamente, se ha comprobado que los OLH son responsables de
efectos benéficoscomo: promover lacolonizacion saludable en el intestino del neonato, prevenir
infecciones y apoyar la maduracién del sistema inmune con lo que la madre protege a su bebé
de algunos patégenos a los que esta expuesto (Bode, 2012).

El efecto prebidtico de estos oligoscaridos probablemente sea € més estudiado; sin embargo,
aproximadamente el 90% de todos los OLH no son metabolizados por la microbiota intestinal.
Es por ello que se han propuesto hipétesis sobre otras funciones en el organismo (Bode, 2009).
En la Figura 2 se muestran los efectos atribuidos a los OLH, tales como: propiedades anti-
inflamatorias, inmuno-moduladoras, efecto prebidtico y antimicrobiano. Por otro lado, estos
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favorecen lamaduracion del intestino y estan relacionados con el desarrollo del sistemainmune

innato (Jantscher-Krenn y Bode, 2012).

Efecto inmuno-modulador Efecto anti-inflamatorio
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Figura 2. Efectos que proporcionan los oligosacéridos de leche humana

2.3.1 Efecto prebidtico de los OL H

En 1954 Gyorgy et al. descubrieron gue una mezcla de OLH promovia € crecimiento de
Bifi dobacterium bifidum. Estudios posteriores revelaron que hay una correlacion entre la
preferencia de las bifidobacterias aconsumir “ oligosacéridos de cadenacorta’” 0 complejos, con
respecto ala expresion de enzimas bacterianas capaces de hidrolizarlos. Lo anterior sugiere que
el efecto prebidtico y bifidogénico varia dependiendo de la composicion de OLH entre
diferentes madresy en € transcurso de la lactancia (Bode, 2009).

Para que los OLH sean considerados prebidticos deben cumplir las siguientes caracteristicas:
ser resistentes a los &cidos gastricos, a la hidrdlisis por enzimas presentes en e tracto
gastrointestinal y a la absorcion, ser fermentables por la microbiota intestinal benéfica
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(Bifidobacterias y Lactobacilos) y estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de las
bacterias intestinales asociadas a la salud y €l bienestar (Gibson & al., 2004).

Como se muestra en la Figura 3 las bacterias “ deseables’ o benéficas a la salud humanay las
bacterias “indeseables’ o perjudiciales causantes de enfermedades gastrointestinales tienen
diferentes capacidades de metabolizar los OLH (Bode, 2009). Se encontré que los nifios
alimentados con leche maternatienen cuentas bajas de Clostridio y Enterococosy ato nimero
de estafilococos.

™D
~ 2| ?

i “ S 4

Figura 3. Efecto prebidtico de los OLH. Se observa en el cuadro derecho que aquellos
microorganismos capaces de metabolizar los OLH son quienes prosperan. Se observa en color
verde las bacterias probiédticas y en color morado las patdgenas.

El efecto prebidtico de la leche humana se ha investigado intensamente en € Gltimo siglo. Se
sabe que el intestino humano no expresa enzimas capaces de hidrolizar enlaces a-glucosidicos
a residuos de fucosa y acido sidlico ni enzimas capaces de hidrolizar enlaces -glicosidico en
lasmoléculas* core” delos OLH por los que presentan bajadigestibilidad. Los datos hastaahora
disponibles en estudios de OLH, se han centrado principalmente en su papel como factores de
crecimiento y de mejora de la proliferacion de bifidobacterias. En este sentido, Ward et al.
(2007) demostraron en estudios in vitro que los OLH son utilizados como Unica fuente de
carbono por Bifidobacterium longumy Bifidobacteriuminfantis mostrando mayor crecimiento

en comparacion con Escherichia coli (Ward e al., 2007).

2.3.2 Efecto anti-infeccioso de los oligosacaridos de laleche humana
La virulencia de pat6genos como Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Vibrio cholera y
algunas cepas de Shigella y Salmonella dependen de su habilidad de adherirse. Estas bacterias
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con frecuencia emplean lectinas que son proteinas que se unen a carbohidratos con una alta
especificidad, de esta manera son capaces de adherirse a los oligosacaridos de la superficie
epitelial (Thomas and Brooks, 2004; Chirico et al., 2008; Shoaf-Sweeney y Hutkins, 2009,
Dominguez-Vergara et al., 2009). El principio se basa en e reconocimiento proteina-
carbohidrato que se establece entre las lectinas microbianas y los glicoconjugados de la
superficie celular. Lo anterior permite a la bacteria adherirse y posteriormente colonizar e
invadir al epitelio intestina (Bode, 2012).

Algunos de los glicanos receptores también son parte de los OLH lo que refuerza la idea de que
actuan como ligandos andlogos y protegen a los lactantes contra infecciones. Ruiz—Palacios et
al. (2003) demostraron que los sacaridos fucosilados son capaces de inhibir a Campylobacter
jejuni, una de las principales causas de diarrea en el mundo. La incidencia de diarrea causada
por este patdgeno se relaciona inversamente con €l contenido de 2 fucosil-lactosa en la leche
materna.

En la Figura 4 se muestra la forma en la que los OLH participan gerciendo su efecto anti-
infeccioso. Las adhesinas bacterianas reconocen alos carbohidratos receptores en las células del
epitelio intestinal, pero si los receptores bacterianos se encuentran bloqueados por los OLH, se
evitalaunion al huésped y se detiene el proceso deinfeccion (Dominguez-Vergaraet al., 2009).

-OLH +OLH
i { J
& / 4
|
¢ ¢

Figura 4. Efecto anti-infeccioso delos OLH.

Estudios recientes han mostrado que los OLH podrian reducir latransmision de VIH de madres
ahijos. Se estimaque 2.3 millones de nifios en el mundo estan infectados de VIH, de los cuales,
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el 40% ha sido transmitido de madre a hijo. Se piensa que la lactancia materna es una ruta
posnatal de transmision, sin embargo, observaciones realizadas en bebés de madres infectadas
con VIH, los cuales se encuentran en constante exposicion a virus durante € periodo de
lactancia, no se han infectado de VIH. Esto puede deberse a los mecanismos de proteccion que
los OLH gercen en e metabolismo (Bode, 2009).

2.3.4 Oligosacéaridos de leche materna 'y la modificacion del glicoma

Los OLH también pueden aterar la maquinaria de glicosilacion del epitelio intestinal y
modificar el glicoma de la superficie celular (“glicocalix”) afectando la adhesion, la
proliferacion y la colonizacion (Figura 5) (Bode, 2009).

Angeloni et al. (2005) demostraron que las células Caco-2 cambian su perfil de glicanos en la
superficie celular al ser expuestas a 3'sialil-lactosa; ademas, ellos evaluaron la adhesion de
Escherichia coli enteropatdgenay observaron una reduccion del 90% como respuesta a los
cambio inducidos por lapresenciade 3'sialil-lactosa; este estudio fue el primero en reportar que
los glicanos exdgenos regulan la expresion génica (Angeloni et al., 2005; Bode, 2009; Bode,
2012).

-OLH +OLH

¥ D
= NIk ¢
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4 apoptosis

alteracion en la
expresion de glicanos

5 ‘ 5 alteracion en la
proliferacion,
diferenciacion,

expresion de genes cambios de
ciclo celular

M

Figura 5. Modificacion del glicoma por efecto de los OLH.
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2.3.5. Efectos sistémicos delos oligosacaridos de laleche humana

Existe evidencia de que los OLH pueden absorberse parcialmente permaneciendo en €l torrente
sanguineo e induciendo agunos efectos sistémicos (Gnoth et al., 2000). Algunos de estos
carbohidratos pueden ser reconocidos por selectinas relacionadas con procesos inflamatorios,
Mediante este reconocimiento del tipo lectina-carbohidrato son capaces de modular la adhesion
de leucocitos, monocitos, linfocitos y neutrofilos. Estos carbohidratos, gjercen un efecto anti-
inflamatorio que posiblemente contribuye a la disminucion de la incidencia de enfermedades

inflamatorias en el infante (Kunz et al., 2014).

2.4 Fucosidasas

Lasfucosidasas catalizan lareaccion de hidrdlisis de enlaces glicosidicos de fuco-oligosacéridos
con un alto grado de estereoespecificidad. En la mayoria de los casos, la hidrdlisis del enlace
glicosidico es catalizada por dos residuos de aminoacidos de la enzima. Dependiendo de la
posicion espacial de estos residuos cataliticos, la hidrélisis se produce a través de la
conservacion o inversion de la configuracion del carbono anomérico (Carbohydrate-Active
Enzyme).

El mecanismo de inversion se realiza a través de una catalisis acido base. En este proceso, las
enzimas utilizan dos residuos carboxilicos que actdan uno como un &cido y € otro como una
base. Por otro lado, e mecanismo de conservacion es llevado a cabo por una catdlisis
electrostatica. Las enzimas actlian mediante un mecanismo de dos etapas, en €l primer paso €
nucledfilo ataca el centro anémerico, dando como resultado la formacion de un intermediario
con un carécter acido provisto por € carboxilato. En el segundo paso el ahora desprotonado
carboxilato actla como base y se une a una molécula de agua nucleofilica para hidrolizar la
enzimaintermedia, dando el producto hidrolizado.

En la naturaleza existen fucosidasas con diferentes especificidades. Segiin la clasificacion de la
Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular, “E.C.” (Enzyme Clasification) que
estd basada en las reacciones que las enzimas catalizan, las a-L-fucosidasas pertenecen a la
clasificacion E.C.3.2.1.51 ya que son capaces de hidrolizar los enlaces o (1-2/3/4/6) de los

fucosidicos tanto en sustratos naturales como sustratos sintéticos (gf. pNP-F).
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Estas enzimas son exo-glicosidasas capaces de hidrolizar el residuo L-fucosil del extremo no
reductor de fucosil-oligosacéridos (Rodriguez-Diaz et al., 2011). Como se muestraen la Tabla
2, existen ademés otras fucosidasas como las E.C.3.2.1.63 que son muy especificasen el tipo de
enlace que hidrolizan. Las diferencias en las especificidades de las enzimas se debe a las
diferencias estructurales en los sitios cataliticos (Ashidaet al., 2009).

Tabla 2. Clasificacion de las a-L-fucosidasas segiin la [IUBMB

E.C. Enzima Fuente de enzima

3.2.1.51 a-L-fucosidasa Penicillum multicolor, Sulfolobus solfataricus, Homo
sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus, Sus scofa,
Aspergillus niger, Badllus circulans, Bacllus fulminans,
Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bos
taurus, canis lupus familiaris, Chamelea gallina,
Clostridium perfringens,Cricetulus griseus, Danio rerio,
Drosophila ananassae, Drosophila erecta, Drosophila
melanogaster, Fusaium oxysporum, Gallus gallus, Homo
sapiens, Haliotis gigantea, Macaca mulatta, Macaca
fascicularis, Pecten maximus, Pomacea canaliculata,
Prunus dulcis, Rattus sp., Sreptomyces coelicolor,
Sreptococcus pneumoniae, Sreptomyces sp., Thernotoga
mar itima, Sulfolobus solfataricus

32163 a(1-2)-L-fucosidasa  Bifidobacterium bifidum, Asperguillus niger, Bacillus
cereus, Bacillus fulminans, Bifidobacterium longum subsp.
infantis, Clogridium perfringens, Prunus dulcis,
Ruminococcus gnawus, Ruminococcus torgues, Chamelea
gallina

3.2.1.111 o (1-3/4)-L-fucosidasa Bifidobacterium bifidum, Prunus dulcis

3.2.1.127 o (1-6)-L-fucosidasa  Asperguillus niger, Homo sapiens, Sulfolobus solfataricus.

E.C.: Numero de clasificacion de la comision de enzimas
IUBMB: Union Internaciona de Bioguimicay Biologia Molecular.

Por otro lado la clasificacion CAZy (Carbohydrate-Active Enzyme) ubica a las fucosidasas en
base a la similitud en las secuencias de aminoécidos y las caracteristicas estructurales de la
enzima, ya que existe una relacion directa entre la secuenciay el plegamiento de la proteina

Las fucosidasas son clasificadas en dos familias de glicosil-hidrolasas: la familia de glicosil
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hidrolasas GH29 y la familia GH95. La especificidad de sustratos en lafamilia GH29 es muy
amplia, mientras que para la familia GH95 es estricta a compuestos fucosilados que presenten
enlace a (1-2) (Ashida et al., 2009).

Las enzimas que pertenecen alafamilia GH29 obedecen un mecanismo de conservacion, suelen
tener dos &cidos carboxilicos cataliticos en sus sitios activos y redizar un doble desplazamiento
en el que un intermediario a-L-fucosil se forma y luego es hidrolizado (Berteau et al., 2002,

Cobucci-Ponzano et al., 2003).

2.4.1 Fuentes defucosidasas

Existen cuatro fuentes de a-fucosidasa en la naturaleza: microorganismos, moluscos, plantas y
mamiferos (Bahl, 1970; Scudderj et al., 1990; Berteau et al., 2002; Miura et al., 2005; Liu,
2009). Sin embargo, no todas se encuentran disponibles comercialmente o0 sus costos son muy
elevados.

El empleo de fuentes comerciales de fucosidasa para realizar trabajos de investigacion resulta
mas répido y fécil en comparacion con trabajar con enzimas extraidas y purificadas en €
laboratorio, ya que e proceso de obtencion y purificacion de proteinas puede ser un
procedimiento largo y complicado, en especial cuando € porcentaje de recuperacion es bgo.
Sin embargo, el depender de la existencia de la enzima comercial, advierte unadesventgasi la
enzima saliera del mercado. Ejemplo de lo anterior es el caso de la fucosidasa de Bos taurus
empleada por nuestro equipo de trabajo en investigaciones previas y que salié del mercado en
el 2010, degjando incompleto este estudio. En la Tabla 3 se muestra los proveedores de a-L-

fucosidasa en México.

Tabla 3. Fucosidasas comerciales.

Proveedor Fuente Enlace que Sustrato
hidroliza
Sgma Aldrich Bos taurus a (1-2/3/4/6) Glicoconjugados
(E.U. A pNP-F
BioLab (E. U.A) Xantomonas a (1-2) Sin actividad sobre pNP-F
QuimicaValaner
Takara Bio Inc Sreptomyces sp. 142 | a (1-3/4) LNFPII, LNFPIII
(Japon)
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Takara Bio Inc Corynebacteriumsp. |a (1-2) 2'FL, PGM, pNP-F
(Japon)
ProZzymelinc (E. U.A | Bostaurus a (1-2/3/4/6) NR
ProZymelnc (E. U. A) | Xanthomonas a (1-2) NR
mani hoti s
ProZymelinc (E. U. A) Almendra a (1-3/4) LNFP I, N-glicanos
(ND-PNP-F)
CPC Biotech sr.l Microbiana a (1-2/3/4/6) PNP-F
(Italia)
Megazyme Thermotoga maritima o (1-2/3/4/6) PNP-F
(Irlanda) recombinante

pNP-F: para nitro fenil fucdésido, LNFP: Lacto N fucopentaosa, 2'FL: 2-fucosil-lactosa, PGM: mucina géstrica
porcina, NR: no reportado

En lamayoria de los casos, los trabajos que requieren el uso de fucosidasas como € andlisis de
OLH vy glicoconjugados incluyen e proceso, tanto de produccién como de purificacion de la
enzima. La Tabla 4 muestra fucosidasas de varias fuentes que se han empleado para analizar
tanto carbohidratos como moléculas de interés bioldgico.

Los procesos de purificacion de enzimas, normalmente empleados son: precipitacion con sales,
separacion por microfiltracion o ultrafiltracion y cromatografia de afinidad. En e caso de
enzimas recombinantes (como la a-L-fucosidasa de L. casei), estas son mas facilmente
purificadas ya que normamente presentan un marcador o “cola de histidinas” que ayuda a su
separacion por cromatografia.

Tabla 4. Fucosidasas purificadas

Fuente Enlace Sustrato Autor
hidrolizado

PLANTAS

Almendra a (1-3) Asialoorosomucoide Lactoferrina 33

Almendra a (1-3/4) 3'FL, LNFPIly LNFP I 66

HONGOS

Sreptomyces a (1-3/4) Oligosacéridos, no hidroliza pNP-F 62

Aspergillus niger a (1-6) asialoagalactofetuin 86

Peni cillum multi color pNP-F

MOLUSCOS

Pecten maximus (almeja) pNP-F, fucoidan 64
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AMEBA
Dyctyosteliumdiscoideum o (1-/2/3/4/6)  pNP-F, 2'FL, 3FL.LNFP (I, I Y 64
11)

ARQUEA

Sulfolobus solfataricus pNP-F 18

ANIMAL

Bos taurus (bovino) a (1-2/3/4) pNP-F 73

BACTERIA

Bacillus circulans M28 a (1-2/3/4) PGM, pNP-F 79

Bacillus sp. K40T o (1-2) LNFP I, PGM, PSM 42

Bacillus fulminas a (1-2) LNFP (Il y I11) 39

Bacillus cereus a (1-2) 2°FL, LNFPI, PGM 48

Septococcus sanguis ATCC  a (1-2) PSM, glicoproteinas delasaliva 70

10557

Bifi dobacterium bifidurr a (1-2), OLH 6
a (1-3/4)

Lactobacilluscasei BL23 o (1-2/3/4/6) pNP-F, OLH 34

2.4.2 Fucosidasas de Bifidobacterias

Lasecuenciadel genomade Bifidobacteriumlongun sub. infantis, revel6 laexistenciade cuatro

posibles fucosidasas: tres que pertenecen a la familia GH29 y una que pertenece a la familia

GH95 todas ellas intracelulares. Estas enzimas le proveen la capacidad de adaptacion a
consumo de OLH como fuente de carbono (Selaet al., 2008; Ashida et al., 2009). Por otro lado,
Bifidobacterium bifidum JCM1254 es capaz de producir dos fucosidasas: la a (1-2)-L-

fucosidasa (GH95) y wuna a-L-fucosidasa (GH29). Dichas enzimas son proteinas

transmembranales ancladas a la membrana con una region extracelular a diferencia de las

fucosidasas de B. infantis, B. breve y B. longum que se encuentran en € interior de la célula

como semuestraen laFigura6.
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Figura 6. Rutametabdlicade OLH por parte de Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. breve
y B. longum (Smilowitz et al., 2014).

GNB: Gdacto-N-biosa; LNB: lacto-N-biosa

En la Tabla 5 se enlistan bifidobacterias que en su genoma se codifica la secuencia para la o-
L-fucosidasa (http://www.cazy .org/).
Tabla 5. Fucosidasas en bifidobacterias

M icr oor ganismo Cepa Referencia
Bifidobacterium bifidum PRI2010 51
S17 58
Bifidobacterium dentium Bd1 54
Bifidobacteriumlongumsub. infantis ATCC 15697 42
JCM 1222 14
Bifidobacterium longum sub. longunr  JDM301 56
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2.4.3 Fucosidasas de L actobacil os

Hasta el momento, las fucosidasas de lactobacilos han sido poco estudiadas, solo existe un
reporte de a-L-fucosidasas en estos microorganismos, que es otro grupo importante de bacterias
probidticas que habitan el intestino humano. Sin embargo, los andlisis realizados del genomade
25 especies de Lactobacilos revel 6 que Lactobadillus casei y Lactobaci llus rhamnosus codifican
posibles fucosidasas. La capacidad de estos microorganismos para producir enzimas como las
fucosidasas capaces de hidrolizar fucosil-oligosacaridos presentes en los OLH, juega un papel
importante en la adaptacion a nichos particulares como es € intestino humano (Morita et al.,
2009; Rodriguez-Diaz et al., 2011).

La secuencia de los genomas de lactobacilos depositada en la base de datos de CAZy muestra
gue las cepas reportadas en la Tabla 6 codifican posibles fucosidasas (http://www.cazy.org/).

Tabla 6. Cepas de Lactobacilos que en su genoma codifican posibles fucosidasas

M cr oor ganismo Cepa Referencia
Lactobacillus casei ATCC 334 28
BD-11 1
BL-23 28
Zhang 58
Lactobacillusrhamnosus ATCC 8530 28
GG 31
LC 705 21

2.4.4 Fucosidasade T. maritima

Thermotoga mar itima es una bacteria termoéfila que produce una amplia gama de carbohidrasas
incluyendo una a-L -fucosidasa (52 kDa) que tiene 56% de similitud con las fucosidasas
humanas. En € sitio activo de esta enzima existe un nucledfilo que es laAsp-224 el cual estaen
la secuencia peptidica 2?WNDMGWPE- KGKEDL?®*® (Tarling et al., 2003).

2.5 Uso delas fucosidasas

Las fucosidasas son usadas principalmente para estudiar la estructura de oligosacaridos (tanto

libres como conjugados) presentes en la superficie celular, que juegan un papel muy importante
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en procesos de reconocimiento. Estos carbohidratos estan involucrados en interacciones célula-
proteina, célula-célula, mecanismos de adhesion, interacciones huésped-microorganismo, etc.
Un ejemplo de lo anterior, es el empleo de la a (1-2)-L-fucosidasa de Bacillus cereus, que es
utilizada como herramientapara investigar los mecanismos de adhesion de Heli cobacter pylori.
El antigeno Lewisb expresado en lamucosa géstrica humana que es usado como ligando para
gue este microorganismo se adhiera a la superficie epitelial como primer paso para el proceso
de infeccion (Miura et al., 2005). Otro giemplo, es la fucosidasa humana, que tiene aplicacion
en e estudio de mecanismos de eliminacion de los residuos L-fucosil presentes en
glicoconjugados. La deficiencia de la enzima causa una enfermedad degenerativa conocida
como fucosidosis que presenta severas condiciones patolégicas como inflamacion, cancer y
fibrosis quistica (Liu, 2009).

El andlisis de OLH, es otro campo donde las fucosidasas pueden ser empleadas. Los OLH son
factor de crecimiento para las Bifidobacterias que habitan € tracto gastrointestinal de bebés
amamantados con leche materna. Recientemente se ha descubierto que dos fucosidasas de
Bifidobacterium bifidum son esenciales para que puedan utilizar a los fucosil-oligosacéridos
como sustrato y asi convertirse en el microorganismo de mayor predominio en la microbiota
gastrointestinal (Ashidaet al., 2009).

2.6 Empleo defucosidasa en la sintesis de oligosacaridos con estructurasimilar alos
OLH

En laactualidad, es ampliamente aceptado que los carbohidratos presentes en las glicoproteinas
son estructuras importantes que actlan como receptores especificos de proteinas y de células,
como por gemplo: en la metastasis del cancer, la respuesta inmune, el ataque de patdgenos al
sistemarespiratorio y gastrointestinal (Nilsson et al., 1995).

LaL-fucosa es e monosacarido mas comun presente en el extremo no reductor de los glicanos
de mamiferos, mucinasintestinales, antigenos de grupos sanguineosy OLH (Rodriguez-Diaz et
al., 2011). Ademés, los oligosacaridos presentes en los glicoconjugados poseen enlaces fucosil
a (1-2), (1-3), (1-4) y (1-6) a residuos D-galactosil.

El interés por estudiar la participacion de los oligosacaridos en los procesos biol6gicos, ha
fomentado la busgueda de aternativas para su sintesis. Una alternativa ha sido la sintesis
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enzimatica mediante reacciones de transglicosilacion empleando glicosil-hidrolasas con
capacidad transferasa. Un ejemplo de este proceso, es la a-Lfucosidasa de la arquea Sulfolobus
solfataricus. Esta enzimatiene especificidad sobre el pNP-F en reacciones de transfucosilacion
siguiendo un mecanismo de reaccion en la que los productos obtenidos conservan la
configuracién anomérica. Como se muestra en la Figura 7, la enzima tienen dos &cidos
carboxilicos cataliticos en su sitio activo y utiliza un mecanismo de doble desplazamiento en €l
que se forma un intermediario B-L-fucosil que posteriormente es hidrolizado. Un acido
carboxilico en el sitio activo actia como el nucledfilo lo que llevaa laformacion del intermedio
covalente, mientras que el otro juega el papel de catalizador é&cido en la primera etapa y €l
catalizador de base en la segunda (Cobucci-Ponzano € al., 2003).

; ~—~0—H ;\ R
0 ,} o 0- ’\' o/
0 NO; j/j 0—F
CH o
CH3 0 » oH; o N . ; o
OH OH »- OH
OH
OH o OH
-0 o]
\//

a -L-producto

R =H ——— hidrolisis
transfucosilacion

R = Acceptor

Figura 7. Mecanismo de accion de la a-L-fucosidasa para la sintesis de oligosacaridos

El uso de diferentes grupos aceptores y fuentes de fucosidasa ha generado unavariable mezcla
de oligosacaridos que pueden ser sintetizados regio-selectivamente. En la Tabla 7 se muestran
los oligosacéridos que se han sintetizado por reacciones enzimaticas con €l uso de fucosidasas

de diversas fuentes.
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Tabla 7. Oligosacaridos sintetizados por reacciones de transfucosilacion empleando a-L-

fucosidasas

Oligosacarido Donador |Aceptor Fuentede Enlaces | Autor
sintetizado fucosidasa

Metil-2-O- a-L-pNP- | B-D-GalOMe Higado porcino  |a(1-2) a| 75
fucopiranosil-B-D- F (1-6)
galactopirandsido

Metil-6-O- a-L-Fucp |B-D-GalOMe Higado porcino  |a (1-6)
fucopiranosil-B-D-  |F

galactopiranésido

Metil-2-O- a-L- a-L-pNP- | B-D-GalOMe Corynebacterium |a (1-2) 2
fucopiranosi-p-D- F sp.

galactopiranésido

2-O-a-L- a-L-pNP- | D-Gal Corynebacterium |a (1-2)
fucopiranosil-D- F sp.

galactosa

3-O-a-L- a-L-pNP- | D-Glc Aspergillusniger |a (1-3)
fucopiranosil-D- F

glucosa

2-acetamido-2-deoxi- |a-L-pNP- | D-GIcNAc Aspergillusniger |a (1-3)
3-O-a-L- F

fucopiranosil-D-

glucosa

Metil-6-O- a-L- a-L-pNP- | B-D-GalOMe Ampullaria a (1-6)
fucopiranosi-B-D- F

galactopiranésido

Fuc-a- (1-4)(6- a-L-pNP- | (6- Bos Taurus a (1-4) 53
OBN)GICNH2BSEt F OBN)GICNH2BSEt

a-L-Fuc (1-3)-a-D- |a-L-pNP- |GIcNAc-a-OMe Penicillium a (1-3) 23
GIcNAcOMe F multi color

a-L-Fuc (1-3)-a-D- |a-L-pNP- | GIcNAc-a-OAll Penicillium a (1-3)
GIcNACOAII F multi color

a-L-Fuc (1-3)-B-D-  |a-L-pNP- | GIcNAc-a-OAll Penicillium a(1-3)
GIcNACOAII F multi color

a-L-Fuc (1-3)-a-D- |a-L- GIcNAc-a-OMe Penicillium a(1-3)
GIctNAcOMe FucpF multi color

a-L-Fuc (1-3)-a-D- |a-L-Fucp |GIcNAc-a-OAll Penicillium a(1-3)
GIcNACOAII F multi color

a-L-Fuc (1-3)-B-D- |a-L-Fucp |GIcNAc-a-OAll Penicillium a(1-3)
GIcNACOAII F multi color

a-L-Fuc (1-3)-D- a-L-Fucp |GIcNAc Penicillium a(1-3)
GIcNACc F multi color
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a-L-Fuc (1-3)-D-Glc |a-L-Fucp |Glc Penicillium a (1-3)
F multi color
a-L-pNP-F:para-nitro-fenil-fucopiranésido; a-L-Fucp F: fucopiranosil-fluorida; p-D-
GalOMe: Metil B-D-galactopirandsido; D-Gal: D-galactosa; D-Glu: D-glucosa; D-GIcNAc: 2-
Acetamido-2 desoxi-D-glucosa; NPht:grupo Ftalimido; Bn: grupo bencil; Set: grupo tioetil.

Por otro lado, la sintesis natural de OLH se lleva a cabo en la glandula mamaria durante €
periodo de lactancia, lo que hace dificil estudiar su rutabiosintética. Ademas, la gran diferencia
con los oligosacéridos de otras especies ha limitado el uso de modelos animales para los
estudios de sintesis, metabolismo y absorcion de los OLH (Bode, 2006). La aplicacion de
métodos enzimaticos, en especial, el uso de reacciones de transglicosilacion para su produccién
es un procedimiento que aln requiere mucho estudio ya que es un proceso que depende de un
balance entre la reaccién de hidrélisis y la reaccion de transferencia para la formaciéon de
oligosacaridos (Ajisakay Shirakabe, 1992).

Hasta ahora, solo existe un reporte de sintesis de oligosacaridos similares a los encontrados en
la leche humana, empleando o-L-fucosidasas de lactobacilos. Los trabajos realizados por
Rodriguez-Diaz et al. (2013) mostraron la capacidad de las a-L-fucosidasas recombinantes de
L. casd BL23 de sintetizar fucosil-oligosacaridos, la AIfB sintetizé el fucosil-a-(1,3)-N-
acetilglucosamina con un rendimiento de 23% y la AIfC sintetiz6 la fucosil-a-(1,6)-N-
acetilglucosamina con un rendimiento de 56%. El empleo de a-fucosidasas de bacterias
probidticas se ha planteado como una estrategia para la produccién de fucosil-oligosacéridos

con actividades bioldgicas similares a las que presentan los OLH.
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3. HIPOTESIS

3.1. Las bacterias lacticas son capaces de consumir oligosacaridos fucosilados presentes en la
leche humana, por tanto, es posible usarlas para la produccién de fucosidasa.
3.2. Las fucosidasas microbianas estudiadas son capaces de sintetizar fucosil-oligosacaridos

bajo condiciones especificas de reaccion.

4. OBJETIVOS

4.1. Generdl
Establecer unametodologiaintegral, que permitalaobtencion deoligosacéridos fucosilados con
posible actividad biol6gica, sintetizados por via enzimética.
4.2. Especificos
4.2.1. Seleccionar bacterias productoras de fucosidasas (Lactobacilos y Thermotoga
mar itima).
4.2.2 Producir y purificar fucosidasas microbianas.
4.2.3 Seleccionar las enzimas capaces de sintetizar fucosil-oligosacéridos.
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5 METODOLOGIA
5.1 ESTUDIO DE FUCOSIDASASDE LACTOBACILOS

5.1.1 Cepas de L actobacilos

Se emplearon seis cepas de lactobacilos, cinco de ellas aisladas previamente de productos
comerciales por Cruz-Guerrero et al., (2014): Lactobadillus casei IMAUG0214 aisladade Bio4®
de Grupo LalaS. A. (GenBank GU550098), Lactobadillus casei Shirota aislado de Y akult® de
Yakult S. A de C. V (GenBank GU550103), Lactobaci llus rhamnosus GG aislado de cdpsulas
de Culturelle® (GenBank GU550100), Lactobadillus rhamnosus KLDS aislado de formula
l&ctea de NAN® de Nestlé S. A. (Gen Bank GU550102), Lactobadillus helveticus IMAU70129
aislado de Chamito® de Nestlé S. A. (GenBank GU550099) y Lactobadillos delbruecckii sp.
bulgaricus NCFB-2772 (Colecciéon Nacional de Bacterias en Alimentos, Reino Unido).

5.1.2 Pruebapreéiminar paralaidentificacion delactobacilos productor es de fucosidasa

Las seis cepas de lactobacilos fueron crecidas en tubos con 8 mL de caldo MRS (Fluka, Sigma-
Aldrich, E.U.A.) a 37 °C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de fermentacion, se tomaron
alicuotas de 50 pL de cada tubo y se inoculé en tubos que contenian: 0.3 % de extracto de
levadura (Bioxon, México), 0.5 % de peptonade caseina (Bioxon, México) y 1% de p-nitrofenil
a-L-fucopiranosido (pNP-F) (Sigma-Aldrich, E.U.A.). Se incub6 a 37 °C durante 12 h y se
observé € cambio de color en el medio de fermentacion. El pNP-F es un compuesto sintético
gue en solucion esincoloro, pero al ser hidrolizado genera una coloraciéon amarilla este cambio

de color indica lapresenciade lafucosidasa.

5.1.3 Crecimiento de L actobacil os con diferentes fuentes de carbono

Las seis cepas de lactobacilos fueron crecidos en tubos con 8 mL de medio de cultivo que
contenia: 0.5 % de extracto de levadura (Bioxon, México), 1 % de peptona de caseina (Bioxon,
Meéxico) y 1% de algunade las siguientes fuentes de carbono: D-glucosa, D-galactosa, L-fucosa
0 pNP-F. Lafermentacion serealizo a 37 °C durante 24 h, y se inoculé con 1mL de un cultivo
gue tenia una densidad Optica de 0.6 a unalongitud de ondade 600 nm. Se usd como control un
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medio de cultivo sin fuente de carbono (SFC). El crecimiento se midié por espectrofotometria
(Shimadzu UV 160A, Japdn) a unalongitud de onda de 600 nm.

5.1.4 Consumo delas fuentes de carbono

Para cada microorganismo se determind lafuente de carbono residual alas 24 h de fermentacion.
El consumo de D-glucosa, D-galactosa y L-fucosa se cuantificd por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) con unabombaLAB Alliance (HiTech Trader, New Jersey, E. U. A) y
detector Light Scatering PL-ELS1000 (Polymer Laboratories, Varian, Inc., Massachusetts, E.
U. A.). Se utiliz6 una columna Rezex RHM-monosacaridos 300 x 7.8, 8 um (Phenomenex Inc.,
Cdlifornia, E.U.A.); la columna se mantuvo a 75 °C y se empled como fase mévil agua
desionizadacon un flujo de 0.3 mL/min. La cuantificacién de carbohidratos serealizd mediante

unacurva patron (Anexol)

5.1.5 Cuantificacion de actividad de fucosidasa

Los caldos de fermentacion con diferentes fuentes de carbono fueron centrifugados a 5000 rpm
durante 20 minutos a4 °C (Beckman J2-MI, Coulter Inc. E. U. A). El sobrenadante fue filtrado
(Membrana Millipore®, 0.22 pm) en condiciones de esterilidad y se determino la actividad de
fucosidasa extracelular. Los paquetes celulares se utilizaron para cuantificar la fucosidasa
asociada alacélula

Laactividad de fucosidasa extracelular se realiz6 directamente en celdas espectrofotométricas.
La mezcla de reaccion contenia 800 pL. de solucion 3.5 mM de pNP-F preparada en buffer de
fosfatos 0.1 M (pH 7) y 200 pL de sobrenadante, fue incubada a 37 °C durante 10 minutos. Se
registré € cambio de absorbancia cada 10 segundos a una longitud de onda de 410 nm
(Espectrofotometro Perkin EImer DU 640, Beckman Coulter Inc. E.U.A). Laconcentracion del
4-nitrofenol (pNP) liberado fue cuantificada mediante una curva patron (Anexo 2).

La fucosidasa asociada a la célula se determiné empleando e pagquete celular. La mezcla de
reaccion contenia 800 pL de solucion 3.5 mM de pNP-F preparada en buffer de fosfatos 0.1 M
(pH 7) y 200 pL del paquete celular resuspendido en el buffer de fosfatos, fue incubada a 37 °C
durante dos horas. Se tomaron alicuotas de 200 pL cada media hora. Las muestras obtenidas

fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 20 minutos a 4 °C para eliminar las células. La
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presencia del pNP fue cuantificada en un lector de microplacas Elx 808U (BioTeck
Instruments, Inc. E.U.A) a 415nm. La concentracion del 4-nitrofenol (pNP) liberado fue
cuantificada mediante una curva patron (Anexo 3).

Unaunidad de fucosidasa fue definidacomo la cantidad de enzimanecesaria para liberar 1nmol
de fucosadel pNP-F por minuto apH 7y 37 ° C. La actividad enziméatica fue expresada como
U/mL.

La actividad especifica (U) fue definida como actividad enzimética por mg de biomasa. Para
cuantificar labiomasa se empled una curva estdndar de peso seco de células (Anexo 4).

5.1.6 Localizacion de a-L-fucosidasa de Lactobacillus rhamnosus GG

La metodologia para la localizacion de a-L-fucosidasa de Lactobacillus rhamnosus GG se
dividié en dos partes. Inicialmente se buscd un método de lisis celular que permitiera extraer la
fucosidasa del interior de la célula, y se plantearon una serie de tratamientos (Tabla 8). Se
determiné la actividad muramidasa de cada tratamiento como medida de la €eficiencia para
eliminar lapared celular de labacteria. Finalmente, unavez seleccionado e tratamiento de lisis
celular, se realizaron separaciones consecutivas de fracciones celulares en combinacién con
observaciones en e microscopio de contraste de fases para lograr identificar la fraccién con
actividad de fucosidasa

Primera parte: Lactobacillus rhamosus GG fue propagado en caldo MRS (Fluka, Sigma-
Aldrich, E.U.A.) durante 16 h (fase exponencial) y cosechada por centrifugacion a 6500 rpm
durante 10 min y 4 °C (Beckman J2-MI, Coulter Inc., E. U. A). Las céulas fueron lavadas dos
veces con solucién isoténicay se centrifugaron nuevamente. El sobrenadante fue desechado y
las células limpias fueron resuspendidas en solucién amortiguadora (T abla 8) hasta obtener una
D.O4s0=1. Para cadatratamiento se colocaron 800 uL de suspension celular, 100 uL delisozima
y 100 pL de alguna de las siguientes enzimas: tripsina, proteinasa-K o mutanolisina. Se incubd
durante 3 h a 37 ° C y se cuantifico la disminucion en la densidad optica a A=450 nm cada 30
minutos.

Se determind la actividad muramidasa como parametro para elegir el mejor tratamiento de
eliminacion de la pared celular y se definié una unidad enzimatica como aquella que produciria
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una disminucion de densidad optica de 0.001 (DO=450) por minuto usando una suspension
celular de L. rhamnosus GG.

Tabla 8. Condiciones empleadas en los tratamientos paralisis celular de L. rhamnosus GG.

Tratamiento Solucion Lisozima | Tripsina | Proteinasa-K | Mutanolisina
amortiguadora V) V) V) (9)]

1 A 4 2 0 0
2 A 40 20 0 0
3 A 200 200 0 0
4 B 200 0 0 0
5 C 200 0 0 0
6* C 20 0 0 0
7 A 200 20 0 0
8 B 200 0 15 0
9 D 20 0 0 1

A:Tris-HCI 0.1 M pH 7.5, MgCl> 10 mM

B: TrissHCI 50 mM M pH 8, CaCl> 1 mM

C: Fosfatos 0.66M pH 6.8

D: TrissHCI 20 mM pH 8

*EDTA (0.3mg/mL)

Segunda parte: Lactobaci llus rhamnosus GG fue propagado en 8 mL de caldo MRS durante 16
h'y cosechado por centrifugacion a 6500 rpm durante 10 min y 4 °C. Las células fueron lavadas
dos veces con solucion isotonica. El paquete celular limpio fue resuspendido en 200 uL de
mutanolisina (1 mg/mL)y 200 uL delisozima (20 mg/mL) (Sigma-Aldrich, E.U.A.) y seincubd
a 37 °C hasta observar la formacion de esferoplastos en e microscopio de contraste de fases
(Olympus BX 50, Japdn). Los esferoplastos fueron centrifugados a 7000 g durante 20 min a5
°CYy € sobrenadante fue reservado en un tubo limpio (sobrenadante 1). La fraccion que contenia
los esferoplastos se sometié a un choque hipotdnico adicionando 2 mL de agua desionizada
estéril. Tanto e sobrenadante 1 como la solucion obtenida por € choque hipotonico fueron
ultracentrifugados a 40 000 g durante 30 min a5 °C. Del procedimiento anterior se obtuvieron
cuatro fracciones. Se tomaron 50 pL de cada fraccion y se adicionaron a tubos que contenian
500 pL de solucion de pNP-F (3.5 mM), los tubos fueron incubados a 37 °C hasta observar la
aparicion de color amarillo en alguna de las fracciones. La actividad o-L-fucosidasa fue
evaluada cualitativamente como positiva (+) o negativa (-).
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5.1.7 Liberacion de fucosidasa de Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus rhamnosus GG fue activado en caldo MRS (Fluka, Sigma-Aldrich, E. U. A.)
durante 24 h 'y 37 °C, posteriormente se tomé 1 mL del caldo fermentado y se inoculé en un
matraz con 100 mL de caldo MRS, se ferment6 en las condiciones anteriores. EI medio fue
centrifugado a 5000 rpm durante 15 minutos y la biomasa fue lavada dos veces con 10 mL de
solucion isotonica. Las células lavadas fueron transferidas a un matraz con 10 mL de medio
minimo-pNP-F que contenia: 0.5% de extracto de caseina, 1% de peptonade caseinay 2 mL de
solucion a 0.5 % de pNP-F esterilizada por filtracion, se empled € medio sin pNP-F como
control. Seincub6 48 h a37 °C con agitacion constante de 200 rpm. Unavez concluido el tiempo
de fermentacién, e medio fue centrifugado a 5000 rpm durante 15 minutos. Se separd €
sobrenadante en un tubo estéril y las células fueron resuspendidas en solucién amortiguadorade
fosfatos 0.1 M (pH 7) a una concentracion de fina de 150 mg/mL. Se determiné actividad
fucosidasay lactasa a ambas fracciones.

La actividad fucosidasa en el sobrenadante fue determinado directamente en las celdas del
espectrofotometro, se colocaron 950 pL de pNP-F 0.35 mM y 50 uL de extracto enzimético.
Como blanco se empleé 950 uL de buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7) y 50 uL de extracto
enzimético debido a que este posee color. La determinacion se realizé a 37 °C, se registro la
densidad optica a A=410 nm cada 30 segundos durante 5 minutos.

La actividad lactasa en e sobrenadante fue determinada directamente en las celdas del
espectrofotometro, se colocaron 950 pL de oNP-G 0.35 mM y 50 pL de extracto enzimético.
Como blanco se emplearon 950 pL de buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7) y 50 yL de extracto
enzimético debido a que este posee color. La determinacion se realizé a 37 °C, se registro la
densidad optica a A=410 nm cada 30 segundos durante 5 minutos.

Para la actividad fucosidasa en el paquete celular se colocaron 6 tubos con 400 pL de solucion
0.3 mM de pNP-F en solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M (pH 7) y se adicionaron 50 pL
de suspension celular a una concentracion de 150 mg/mL (al blanco se le adiciond
amortiguador). Los tubos fueron colocados a 37 °C en bafio de temperatura controlada. La
densidad dptica fue registrada cada 30 minutos. La reaccion fue detenida adicionando 50 pL de
NaOH 0.5.
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5.1.8 Sintesis de fucosil-oligosacaridos empleando a-L- fucosidasa de Lactobacillus
rhamnosus GG

La sintesis de fucosil-oligosacaridos se llevé acabo a 37 °C. La mezcla de reaccion contenia
1mg de pNP-F como sustrato donador y 200 mg de sustrato aceptor (lactosa, lactulosa, galactosa
0 sacarosa) disueltos en ImL de agua con pH gjustado a 7. Se adicionaron 100 L de extracto
enzimatico de Lb. rhamnosus GG (6 U/mL). La reaccion fue monitoreada cada tres horas
durante 24 h. El andlisis de productos de reaccion se realizd mediante HPLC con una bomba
LAB Alliance (HiTech Trader, New Jersey, E. U. A) y detector Light Scatering Model 300S
(Softa Corporation, Westminster Colorado, E. U. A.). Se utiliz6 una columna Hamilton HC
75H+, 305 x 7.75, 9 um (Hamilton Company, Reno Nevada, E.U.A.); la columna se mantuvo a
75 °C, y se empled como fase movil agua desionizada con un flujo de 0.3 mL/min. Para

cuantificar se emplearon curvas patron (Anexo 5)

5.2 ESTUDIO DE FUCOSIDASA DE Thermotoga maritima RECOMBINANTE

5.2.1 Clonacion del gen TM 306 en Escherichia coli

El gen TM306 que codifica la a-fucosidasa de Termotoga mar itima fue clonado empleando

R
vector pET 22b amp (Novagen, E.U.A.), se utilizaron dos enzimas de restriccion: Hindlll y
Secl.
Las caracteristicas del vector se muestran en el Anexo 6

5.2.2 Activacion de cepas de Escherichia coli

Para la clonacion del gen TM 306 se empled Escherichia coli DHSa y para la expresion de la
fucosidasa de T. maritima se utilizd Escherichia coli BL21, C43 y C43P-rare todas fueron
crecidas en caldo LB (Fluka, Sigma-Aldrich, E.U.A.) el medio contenia: triptona 10 g/L,
extracto de carne 5 g/L y cloruro de sodio 10 g/L, se incub6 a37 °Cy 200 rpm durante todala

noche. Las cepas fueron conservadas en glicerol en alicuotas de 100 L y congeladas a-20 °C.

5.2.3 Preparacion de células el ectrocompetentes
Escherichia coli (BL21, C43y C43P-rare) fue crecidaen 50 mL de caldo LB (Fluka de Sigma-

Aldrich, E.U.A.) durante toda la noche a 37 °C y 200 rpm. Se tomé un alicuota de 100 pL del
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cultivo y se transfirié a medio fresco, se incub6 en las mismas condiciones hasta obtener una
densidad optica de 0.6 a A= 600 nm. Las células fueron centrifugadas a 5000 rpm a 4°C durante
5 minutos (Beckman J2-MI, Coulter Inc. E. U. A) y el sobrenadante fue desechado. El paquete
celular fue resuspendido con 5 mL de agua MilliQ fria, una vez resuspendido, se adicion6 20
mL maés de agua para lavar las células. Se centrifugé nuevamente a 5000 rpm y 4 °C durante 5
minutos, se decantd cuidadosamente el sobrenadante. Se realizaron dos enjuagues més. Las
células obtenidas fueron empleadas parala transformacion.

IMPORTANTE: Las células electrocompetentes se mantuvieron todo el tiempo en hielo antes
de ser transformadas o de ser conservadas en glicerol (aunaconcentracion final de 10% glicerol)
en viales con 50 pL de célulasy se congelaron a-70 °C.

5.2.4 Transformacion delas células el ectrocompetentes

Las células electrocompetentes fueron descongeladas en refrigeracion. Una vez descongeladas
se colocaron 50 pL de células y 2 pL del plasmido que contenian el gen de la a-fucosidasa
(pet22/a-fuc) en un vial eppendorf de 1.5 mL. Se mezcldo con suavidad dando pequeios
golpecitos con layemadel dedo en € vial. Posteriormente lamezcla fue transferida a una celda
de electroporador de 0.1 cm previamente enfriada en hielo. Las células electrocompetentes
fueron electroporadas (Micropulser, BioRad, E.U.A.) a 1 pulso de 1.8 kV. Se verificd que la
lecturafuera cercanaab. Las células transformadas fueron recuperadas adicionando 500 pL de
medio LB2Mb%tco estéril a la celda, el medio fue transferido a un tubo eppendorf de 1.5 mL e
incubadas sin agitaciéon durante una hora. Se tomaron alicuotas de 50 y 100 pL de las células
transformadasy se sembrd por extension con perlas en placas de agar LBaP0tc0 (Tgp|a 9).

Tabla 9. Antibidtico empleado para cada cepa de expresion de E. coli

Cepa Antibidtico
E. coli BL21 ampiciling?% fmt
E. coli C43 ampiciling?% fmt
E.coli C43 P-rare |ampiciling?®®*™. /cloranfenicol
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Las placas fueron incubadas a 37 °C durante toda la noche (se deben obtener colonias aisladas).
Las colonias que crecieron fueron las que contenian e plasmido y por ende la resistencia al
antibiético.

5.2.5 Expresién delafucosidasa de T. maritima en Escherichia coli

Setomaron de2 a3 coloniasdeE. coli transformada (BL21/pet22/a-fuc, C43/pet22/a-fuc 6 C43
P-rare/pet22/a-fuc) y se inoculd en un matraz de 50 mL de medio LB™WDOU® (Tabla 9). Se
incubd a 37 °C durante 24 h y 200 rpm. Se transfirieron 15 mL del caldo de cultivo a 1L de
medio 2Y T21bidtico que contenia: 10 g/L de extracto de levadura, 16 g/L de triptonay 5 g/L de
cloruro de sodio, en un Fernbach de 2.8 L. Se incub6 a 37 °C y 200 rpm hasta obtener una
densidad optica de 0.6 a A= 600 nm. Una vez alcanzada esa densidad Optica, se adicionaron 200
pL de IPTG 1M para tener una concentracion final de 0.2 mM de IPTG y se incub6 a 18 °C
durante 20 h a 100 rpm. Las células fueron recuperadas por centrifugacién a 4000 rpm por 20
min y enjuagadas dos veces con 25 mL de solucién amortiguadorade fosfatos-citratos (50 mM-
100 mM) apH 5. Se centrifugd y deseché € sobrenadante. Al paguete celular se le adicionaron
5mL delisozimaen concentracion de 1 mg/mL (Sigma-Aldrich, E. U.A.) preparadaen lamisma
solucion amortiguadora y se resuspendié e paguete celular. Se congeld y descongeld en tres
ocasionesy sesonico en hielo durante cuatro ciclos de 10 segundos con 30 segundos de descanso
entre cada ciclo, se empled una amplitud de 70 % (Ultrasonic Processor, Cole Parmer,). Las
células sonicadas fueron centrifugadas a 13 000 g durante 10 minutos. El sobrenadante fue
calentado a 70 °C por 5 minutos para precipitar las proteinas termolébiles propias de E. coli. Se
centrifugd el sobrenadante a 15000 g por 10 minutos. Se determind actividad fucosidasa tanto

en sobrenadante como en los restos celulares.

5.2.6 Gd de dectroforésis SDS-page

Se prepararon los siguientes reactivos:

Buffer TrissHCI 1.5 M, pH 8.8: Se prepard Tris 1.5 M y se gjust6 el pH a 8.8 con HCI.
Buffer TrissHCI 0.5 M, pH 6.8.

Acrilamidaal 30 %: Acrilamida 29.2% y Bis-acrilamida 0.8%.

Persulfato de amonio (PSA): 10%
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Buffer de corrida: 12 g de Trismabase, 57.6 g de glicinay 4 g de dodecil sulfato sédico (SDS).
En un vial eppendor de 1.5 mL se colocd 20 pL de extracto enzimético con una concentracion
aproximada de 50 ug de proteinay 20 pL de buffer de corrida con mercaptoetanol a 10%, se
calent6 a ebullicion durante 5 minutos. Se tomaron 10 pL de la mezcla anterior y se corrié en
un gel de poliacrilamida (10 %) a 15 mA hasta llegar al gel de separacion y subir a 20 mA. El
gel se enjuagd en agua durante 5 minutos, y se reveld en azul de Coomassie durante 1 h con

agitacion suave.

5.2.7 Cuantificacion de actividad enzimatica de T. maritima recombinante

La determinacion de actividad enzimética se realizO directamente en las celdas
espectrofotométricas. Para la actividad a-fucosidasa, se prepard una solucion 3.5 mM de pNP-
F en solucion amortiguadora de citratos-fosfatos (50 mM/100 mM) apH 5y para la actividad
lactasa se prepard unasolucion 3.5 mM de oNP-G en solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M
apH 7. Setomaron 450 uL de alguna de las dos soluciones anteriores y se adicionaron 50 pL
de extracto enzimatico. Las cinéticas fueron realizadas a 60 °C, se registro ladensidad opticaa
A=410 nm cada minuto durante 1 hora. Se cuantifico la cantidad de 4-nitrofenol 6 2-nitrofenol
mediante una curva patron (Anexo 7).

Unaunidad de fucosidasa fue definida como la cantidad de enzimanecesariapara liberar 1Jumol
de fucosa del pNP-F por minuto apH 5y 60° C.

Unaunidad de lactasa fue definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1umol de

galactosadel oNP-G por minutoapH 7y 60°C

La actividad especifica (U) fue definida como actividad enzimética por mg de proteina. La
proteina fue cuantificada por e método de Bradford.

5.2.8 Determinacién de proteina por el M éodo de Bradford

Paralacuantificacion de proteinaen el extracto enzimético, éste fue diluido 1:100 (5 pL extracto
+ 495 L de agua destilada), se mezclé 400 pL del extracto diluido con 100 pL de reactivo de
Bradford. Se esperd de 5 a 10 minutos atemperaturaambientey se determiné ladensidad ptica
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a A=595 nm. Se elabor6 una curva patrén de seroalbumina en concentracion de 0.1 a 1 mg /ml

(Anexo 8).

5.2.9 Sintesis de fucosil-oligosacaridos empleando a-L- fucosidasa recombinante de T.
maritima

La sintesis de fucosil-oligosacaridos se llevé acabo a 60 °C. La mezcla de reaccion contenia
1mg de pNP-Fy 100, 200 6 300 mg de lactosa disueltos en 1 mL de agua con pH ajustado a 7.
Se adicionaron 50 pL de fucosidasa de T. maritima (0.2 U/mL). La reaccion fue monitoreada
cadatres horas durante 12 h. El andlisis de productos de reaccion se realizé6 mediante HPLC con
una bomba LAB Alliance (HiTech Trader, New Jersey, E. U. A) y detector Light Scatering
Model 300S (Softa Corporation, Westminster Colorado, E. U. A.). Se utiliz6 una columna
Hamilton HC 75H+, 305 x 7.75, 8 um (Hamilton Company, Reno Nevada, E.U.A.); la columna
semantuvo a75° C, y seempled como fase mévil aguadesionizadacon un flujo de 0.3 mL/min.
Para la identificacion y cuantificacion de carbohidratos se emplearon estandares externosy se
determinaron los tiempos de retencion. Se elaboraron curvas patron de lactosa, glucosa,

galactosay fucosa (Anexo 5).

5.2.10 Analisis del oligosacarido mediante hidrdlisis &cida

El oligosacarido sintetizado fue purificado parcialmente mediante colectas empleando un
equipo de HPLC. La muestra colectada (aproximadamente 5 mL) fue concentrado con una
liofilizadora Freezone 4.5 (L abconco) y resuspendida en 500 pL de agua desionizada.

Se tomaron 200 pL del concentrado anterior y se gjusto el pH a 2 con la adicion de &cido
clorhidrico 0.5 M, posteriormente se caentd a ebullicion durante 2 h, se degjo enfriar a
temperatura ambiente. La mezcla fue neutralizada con la adicion de NaOH 2 M y filtrada (0.22
pum).

Los carbohidratos obtenidos después de la hidrdlisis &cida fueron identificados por HPLC.
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6 RESULTADOS
6.1 ESTUDIO DE FUCOSIDASASDE LACTOBACILOS

6.1.1 Pruebapreliminar paralaidentificacion de lactobacilos productor es de fucosidasa
En este estudio se empled p-nitrofenil-fucopiranosa (pNP-F) para evaluar la actividad o-L-
fucosidasa en diferentes bacterias. Los glucosidos de p-nitrofenol (pNP) se han empleado
frecuentemente como sustratos en el estudio de actividad glicosidasa y metabolismo de
carbohidratos, dado que la liberacién de nitrofenol por hidrélisis enziméatica es facilmente
detectada por espectrofotometria (Chadwick et al., 1995; Berteau et al., 2002). EI pNP-F esun
compuesto incoloro en solucion que al ser hidrolizado por accion de la a-L-fucosidasa se torna
amarillo por laliberacion de pNP.

En la Figura 8 se observa que los lactobacilos estudiados dieron un resultado positivo en la
prueba de identificacion rapida de cepas productoras de a-L-fucosidasa, ya que fueron capaces
de hidrolizar el pNP-F presente en el medio de cultivo, observandose un color amarillo

caracteristico que indica la presenciade laenzima

Figura 8. Prueba rgpida para la identificacion de cepas productoras de fucosidasa. Los tubos
contienen medio minimo y pNP-F como indicador de acividad fucosidasa, se inocularon con:
L. casa IMAUG0214 (1); L. casei Shirota (2), L. rhamnosus KLDS (3), L. rhamnosus GG (4),
L. helveticusIMAU129 (5) y Lactobadci llos delbruecckii sp. bulgaricus NCFB-2772 (6), control
medio sin microorganismo (7).

La pruebargpida paraidentificacion de las cepas productoras de fucosidasa es una manera facil
de seleccion que permite discriminar entre varios microorganismos. Dado que en este estudio
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todos los lactobacilos son productores de fucosidasa, no fue necesario eliminar ninguna cepay
se continud con e estudio de consumo de diferentes fuentes de carbono.

Schwab y Ganzle (2001) emplearon glucésidos de o-nitrofenol (o0NP) y p- nitrofenol (pNP) para
estudiar la capacidad que poseen algunos lactobacilos de fermentar componentes que forman
partedelos OLH, y encontraron que Lactobadillus, L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum,
L. reuteri y Leuconostoc mesenteroides son capaces de hidrolizar oNP-galactosa y pNP-
galactosa; L. plantarum y L. acdophilus hidrolizan con mayor eficiencia pNP-fucosa. Por
altimo, L acidophilus, L. plantarumy L. reuteri exhiben mayor actividad relativa con pNP-
glucosamina como sustrato. Sin embargo, la capacidad hidrolitica sobre estos sustratos no esta
totalmente relacionado con la asimilacién delos OLH ya que su metabolismo depende de otros
factores como los sistemas de transporte de carbohidratos.

6.1.2 Crecimiento de lactobacilos en diferentes fuentes de carbono

Como se muestra en las Figura 9 las seis cepas de lactobacilos crecieron en los medios que
contenian glucosa o galactosa como fuente de carbono. Se observé que paratodas las bacterias,
el crecimiento en e medio con galactosa fue significativamente menor que en € medio con
glucosa (0=0.05). Por otro lado, en los medios que contenian pNP-F, L-fucosa y SFC no
presentaron una diferencia significativa entre ellos (a=0.05), lo que indic6 que el crecimiento
en los medios con fucosay pNP-F se debid al consumo de los sustratos presentes en € medio
control (SFC) y no alas fuentes de carbono adicionadas.

El crecimiento de bacterias requiere el uso de energia proveniente del catabolismo de azlicares
a&cido léctico, por lo que es necesario transportar €l carbohidrato a interior dela célula. Existe
tres sistemas de transporte en bacterias. el sistema de transporte fosfotransferasa (PTS)
dependiente de fosfoenolpiruvato (PEP), el sistema de transporte primario (que acopla la
translocacion del azlcar a la hidrélisis de ATP) y el sistema de transporte secundario (que
incluye difusion facilitada uniporte, simporte y antiporte).

El PTS es el sistema de transporte de carbohidratos méas eficiente. Las tres bacterias
homofermentativas estudiadas L. casel IMAUG0214, L. helveticus IMAU129 y L. delbrueckii
subsp. bulgaricus NCFB 2772 son capaces de metabolizar glucosa dado que poseen dicho
sistema para su catabolismo (PEP-glucosa-fosfotransferasa) de este modo la glucosa es
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introducidaal interior del microorganismo y es metabolizada obteniendo asi laenergia necesaria
parad crecimiento (Romano et al., 1979; Hickey et al., 1986).

Como se muestra en las Figuras 9A, 9B y 9F, el crecimiento en medio con glucosa para L.
case IMAU 60214 presentd unincremento en la densidad optica (D.Osoo) de 0.05 hasta 2.62,
L.casei Shirota, hasta 2.65y L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 hasta 2.88.

En el caso del metabolismo de galactosa, Hickey et al. (1986) reportaron que L. helveticustiene
la capacidad de metabolizar la fraccion galactosa de la lactosa cuando esté en exceso. En este
estudio se observo que L. helveticus IMAU129 fué capaz de crecer a expensas de galactosa
libre (Figura 9E) ya que después de 24 h de incubacién e cado de fermentacion alcanz6 una
D.Osoo de 2.4. En este tiempo se encontré e maximo crecimiento con respecto a los demés
microorganismos estudiados.

Zourari et al. (1992), reportaron que L. delbrueckii subsp. bulgaricus es capaz de consumir
galactosa unicamente cuando el medio est limitado en fuente de carbono y transporta la
galactosa mediante permeasas empleando la via Leloir para metabolizarla, dichos resultados
coinciden con lo obtenido con L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 en este trabgo
(Figura. 9F). Por otra parte, se ha reportado que L. casa y L. rhamnosus poseen la capacidad
de metabolizar galactosa, sin embargo, estas bacterias pueden emplear tanto la via D-tagatosa-
6-fosfato como lavia Leloir (Chassy y Thompson, 1983; Tsai y Lin, 2006).

Las Figuras 9C y 9D muestran que tanto L. rhamnosus KLDS como L. rhamnosus GG
presentaron un crecimiento similar en medio con galactosa. Estas alcanzaron unaD.Oesoo de 1.8,
mientras que L. casei IMAU60214 mostré un valor de D.Osoo de 1.7 a esta mismo longitud de
onda. Por otro lado L. casel Shirotatuvo el mayor crecimiento con unaD. Oggo de 2.1 unidades
de absorbancia.
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Figura 9. Curvas de crecimiento de lactobacilos en diferentes fuentes de carbono: D-glucosa
(#); D-galactosa (m); L-fucosa (A); pNP-F (X); SFC ().

L. case IMAU 60214 (A); L. casal Shirota (B); L. rhamnosus GG (C); L. rhamnosus KLDS (D); L. helveticus
IMAU70129 (E); L. delbruekii subsp. bulgaricus NCFB 2772 (F).

En contraste Schwab y Génzle (2011) estudiaron la capacidad de seis bacterias acido lécticas
(L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum, L. reuteri, Sreptococcus thermophilus y

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris) para crecer en medios adicionados con
|
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carbohidratos que forman parte de los OLH (lactosa, glucosa, N-acetilglucosaminay fucosa).
Ellos encontraron que tanto las bacterias heterofermentativas como las homofermentativas
utilizan la N-acetilglucosaminaatravés de la viade Embden-Meyerhof, mientras que la glucosa
se metaboliza a través de la via fosfocetolasa en las bacterias heterofermentativas. Ademas,
reportaron que la lactosay la glucosa son los carbohidratos que prefieren utilizar las bacterias
paracrecer. Por otro lado no observaron crecimiento en los medios que contenian fucosa como
sustrato para ninguna bacteria.

Estas observaciones coinciden con |o obtenido en este estudio paralas seis cepas de lactobacilos
estudiadas, es decir todas las cepas presentaron un mayor crecimiento en € medio que contenia
glucosa como sustrato y ninguna de ellas presento habilidad de crecer en e medio con fucosa.
En general los lactobacilos presentan una baja capacidad hidrolitica que les limita el consumo
de OLH de mayor tamafio, probablemente se deba a que los oligosacaridos, no pueden ser
transportados al citoplasma para ser metabolizados ya que normalmente no cuentan con sistema
de transporte para oligosacaridos (Schwab y Ganzle, 2011).

6.1.3 Consumo de fuentes de carbono

Los resultados de los estudios sobre el consumo de fuentes de carbono, indicaron que las seis
cepas de lactobacilos estudiadas tuvieron una asimilacion total de glucosay galactosa alas 24
horas de fermentacion. Estos resultados fueron similares a lo observado por Schwab y Génzle
(2011) quienes encontraron que agunos lactobacilos intestinales tienen la capacidad de
consumir parcialmente o completamente glucosa (40-100%).

Por otro lado, se observd que el medio que contenia pNP-F presentaba L-fucosa libre después
de 24 h (ver tabla*), liberada como consecuencia de la accion enzimédtica. Y se comprobo por
cromatografia (HPLC) que toda la fucosa liberada permanecié en € medio de fermentacion sin
ser consumida. De la misma manera, el medio que contenia L-fucosa como fuente de carbono,
no sufri6 cambio en su concentracion. Estos resultados, comprueban que los lactobacilos
estudiados no metabolizan la L-fucosa bajo las condiciones de crecimiento empleadas (Tabla
10). Adicionalemente, estos datos coinciden con lo reportado por Rodriguez-Diaz et al. (2012)
guienes observaron que L. casel BL23 no asimila la L-fucosa liberada como producto del
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metabolismo de fucosil a (1-3)-N-acetilglucosamina si no que la excreta al medio de
fermentacion.

Sin embargo, algunas bacterias lacticas como L. plantarumy L. acidophilustienen la capacidad
de metabolizar hasta un 5% de fucosa cuando esta es empleada como fuente de carbono
(Schwab y Ganzle, 2011).

Por otro lado, los lactobacilos presentan capacidad selectiva sobre los sustratos. Se hareportado
que L. case BL23 no tiene la capacidad de metabolizar los siguientes fucosil-oligosacéridos: €l
disacarido antigeno H, € trisacarido antigeno H tipo Il, 2 fucosil-lactosa, 3 fucosil-lactosa,
trisacarido Lewis X, trisacarido Lewis a, trisacarido Lewis b, fucosil a (1-3)-N-
acetilglucosamina, fucosil a (1-4)-N-acetilglucosamina, fucosil a (1-6)-N-acetilglucosamina y

fucosil a (1-4) galactosa (Rodriguez-Diaz et al., 2012).

Tabla 10. Consumo de glucosa, galactosa, fucosa (todasa 10 g/L) y pNP-F (5 ¢/ L) durante el
crecimiento de BAL a37 °C por 24 h.

Bacterias Glucosa Galactosa Fucosa pNP-F*

(g/L) (/L) (9lL) (d/L)

L.casei IMAU 60214 10 10 0 0.22

L. casel Shirota 10 10 0 0.15

L. rhamnosus GG 10 10 0 0.17

L. rhamnosus KLDS 10 10 0 0

L. helveticus IMAU70129 10 10 0 041

L. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB-2772 10 10 0 NC

(*) fucosa liberada durante la fermentacion; NC: no cuantificada

Ward et al. (2007) estudiaron € catabolismo y la fermentacion de OLH de diferentes
bifidobacterias, las cuales también son bacterias colonicas. Ellos demostraron que estos
microorganismos también son capaces de metabolizar glucosay galactosa. Adicionalmente se
ha reportado que Bifidobacterium longum subsp. infantis y Bifidobacterium breve pueden
fermentar glucosamina, L- fucosay écido sidlico. Esto puede representar algunas ventgjas sobre
cepas intestinal es que carecen de esta misma habilidad (Ward et al., 2007).

En contraste, el metabolismo de carbohidratos complejos refleja que ciertas bacterias colGnicas

tienen la capacidad de sintetizar enzimas como las a-L-fucosidasas, las cuales a su vez ayudan
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ala liberaciéon y asimilacion de sustratos més simples como los monosacaridos (Pokusaeva et
al., 2011).

6.1.4 Cuantificacion de actividad fucosidasa en lactobacil os

La fucosidasa extracelular fue cuantificada en los sobrenadantes obtenidos de las
fermentaciones de las seis cepas de lactobacilos. Solamente los medios con pNP-F mostraron
actividad de fucosidasa (Figura 10), siendo L. casei Shirota la que present6 la actividad
significativamente mas grande (¢=0.05). Sin embargo, estudios posteriores de conteo de células
viables mostraron que la actividad cuantificada se debié a la liberacion de la fucosidasa por €l
proceso de lisis por muerte celular (datos no mostrados).

Hasta el momento no existen estudios previos que reporten sintesis de fucosidasas
extracelulares en lactobacilos, pero los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por
Rodriguez-Diaz et al. (2011). Estos autores observaron que la o-L-fucosidasa de L. casel BL23
no es una enzima extracelular porque carece de una secuencia N-terminal que permita que la
enzima sea secretada como en € caso de bifidobacterias. Katayama et al. (2004) reportaron que
B. infantisy B. bifidum son capaces de producir L-fucosidasas que se encuentran ancladas a su

membrana celular con unaregion extracelular.
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Figura 10. Fucosidasa extracelular producida en medio con pNP-F por diferentes lactobacilos

Letras diferentes indican que existe diferenciasignificativa
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Los lactobacilos estudiados produjeron a-L-fucosidasa asociada a la célula (Figura 11). Cuando
las bacterias écido lacticas son crecidas en € medio con glucosa (Figura 11A) se observa que
cinco de los lactobacilos no presentaron diferencia significativa (a=0.05) en la actividad
fucosidasa entre ellos, mientras que para L. casa Shirota se obtuvo la menor actividad
enzimatica (21 mU/mg). Por otro lado, cuando los lactobacilos fueron propagados en medio con
galactosa (Figura 11B), no hubo diferencia significativa entre las actividades cuantificadas de
los seis lactobacilos.

Al realizar lacomparacion paracadabacteria en ambos medios de cultivo (Figura1lA y 11B),
se observo que L. casa Shirotay L. rhamnosus KLDS expresaron mayor actividad fucosidasa
cuando eran propagadas en medios con galactosa (129 mU/mgy 142 mU/mg respectivamente)
gue en aguellos con glucosa (21 mU/mg y 88 mU/mg respectivamente). Estos resultados
muestran que las enzimas producidas pueden ser constitutivas, por el hecho de que se encontrd
actividad en ambos medios enriquecidos con las dos fuentes de carbono.

En otro sentido, la habilidad de algunas bacterias intestinales para hidrolizar residuos de L-
fucosa asociados a los fucooligosacéaridos, juega un rol muy importante en su adaptacion y
sobrevivencia. Sin embargo, hasta ahora solo existia un reporte sobre o-L-fucosidasas en
lactobacilos, dado que & andlisis del genoma de 25 especies de Lactobadillus revelaba que
Unicamente L. casd y L. rhamnosus codifican posibles a-L-fucosidasas (Rodriguez-Diaz et al.,
2011). Por € contrario, los resultados obtenidos en nuestro estudio revelan que existe un nimero
mayor de lactobacilos que presentan actividad fucosidasa. Ademas queda demostrado que esta
actividad fucosidasa es expresada durante la fermentacion. Esta ultima accion provee, a los
lactobacilos estudiados, de herramientas necesarias para utilizar los OLH como sustrato
fermentable, lo cual le confiere una ventagja sobre otras bacterias colénicas y pone alin mas en
evidencia la capacidad prebiética de estos componentes de laleche.

Como ya se menciond anteriormente, las bacterias acido lacticas estudias no fueron capaces de
metabolizar la fucosa liberada del pNP-F, sabemos que a encontrarse este carbohidrato en la
parte “mas expuesta’ de los OLH, es indispensable el uso de fucosidasas para acceder a los
carbohidratos que si son metabolizados por los lactobacilos. Por |o tanto, es probable que estas

bacterias necesiten hidrolizar los fucosil-oligosacaridos al interior de la célula para
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metabolizarlos, lo que concuerda con la preferencia de la a-L-fucosidasa de L. cased BL23 de
hidrolizar oligosacaridos pequeiios (Rodriguez-Diaz et al., 2011).

Tal vez la bgja capacidad hidrolitica que se encontré se debe a que existe una cooperacion
(comensalismo) con otras bacterias colOnicas, que también presenten actividad fucosidasa
ademas de otras actividades y esto probablemente facilite metabolizar los oligosacaridos méas
complegjos. Ademas los pocos sistemas de transporte para oligosacaridos que se conocen en
lactobacilos limitan el nimero y tamafio de OLH que pueden atravesar la pared celular para
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Figura 11. Fucosidasa asociada a la célula producida por lactobacilos empleando glucosa (A)
y galactosa (B) como fuente de carbono.

Letras diferentes indican que existe diferenciasignificativaen lamismafuente de carbono.

(*) Sgnifica diferencia significativade un mismo lactobacilo entre fuentes de carbono.

I ——
YOUS 51



Resultados

Hasta ahora, dentro del género lactobacilos, unicamente se han identificado tres posibles a-L-
fucosidasas (AIfA, AlfB y AlfC) que estén codificadas en el genomade L. casel BL23. Estas
fueron clonadas y caracterizadas cinéticamente. Las fucosidasas presentan diferentes
especificidades para hidrolizar fucosil-oligosacéridos: la AIfA hidroliza Gnicamente 6 fucosil-
glucosamina, la AIfB hidroliza el antigeno H disacarido (fucosa a (1-2) galactosa), el antigeno
H tipo II trisacarido (fucosa a (1-2) galactosa 3 (1-4) glucosamina), 2 "fucosil-lactosa, 3 ‘fucosil-
glucosaming, 4 fucosil-glucosaming, la AIfC hidroliza 6’fucosil-glucosamina, 3fucosil-
glucosamina y 4’fucosil-glucosamina. Ademas, la carencia de una secuencia N-terminal
reconocible parala secrecion, indicaque estas enzimas son intracelulares (Rodriguez-Diaz et al.
2011). Similar alo queocurren en Bifidobacteriumlongumsp. infanti sque posee cuatro posibles
a-fucosidasas, 3 del grupo de las GH29 y una del grupo de las GH95, todas intracelulares (Sela
et al., 2008).

Por otro lado, la a-L-fucosidasasa de L. casel IMAU 60214, L. casel Shirota, L. rhamnosus GG,
L. rhammosus KLDS, L. helveticus IMAU70129 y L. delbruekii subsp.bulgaricus asi como las
tres enzimas de L. casel BL23 tienen la capacidad de hidrolizar el sustrato sintético pNP-F,
capacidad que algunas fucosidasas de otros géneros de bacterias intestinales como: la a (1-2) y
a (1-3/4) fucosidasa de B. bifidumy la a (1-2) fucosidasa de Clostridium perfringens no poseen
(Aminoff and Furukawa, 1970; Katayama et al., 2004; Rodriguez-Diaz et al., 2011).

Dado que la fucosidasa producida por los seis lactobacilos estudiados tiene la capacidad de
hidrolizar el pNP-F, probablemente estas enzimas pertenezcan al grupo E.C.3.2.1.51 y por tanto
a la familia de las glicosil hidrolasa GH29. Esto, relacionado en base a que enzimas como, a (1-
3/4) fucosidasa de Sreptomyces sp, a (1-4) fucosidasa de Arabidopss thaliana, o (1-2)
fucosidasade Aspergillusniger, o (1-2) fucosidasa de Streptococcus sanguis, a (1-6) fucosidasa
de Asperguillus niger, o (1-2/3/4) fucosidasa de Bacillus circulans, a (1-2) fucosidasa de
Bacillus sp., a (1-2) fucosidasa de Bacillus cereus, a (1-2) fucosidasa de Bacillus fulminans,
pertenecientes a los grupos E.C.3.2.1.63, E.C.32.1.111 y E.C.3.21.127 no poseen esta
capacidad (Bahl, 1970; Shizukuishi et al., 1978; Sano et al., 1992; Miuraet al., 2005; Tsuji and
Yamamoto, 1990).

En otro sentido, la actividad hidrolitica sobre pNP-F ha sido empleada en la cuantificaciéon de
fucosidasas del grupo E.C.3.2.1.51. Ejemplo de éllas es la fucosidasa de Bacteroides fragilis,
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Bacillus circulans, Pectern maximus, Solfolobus solfataricus, Bus taurus, Dietyostelium
discoideum, Pomace canaliculata y Thermotoga maritima (Cobucci-Ponzano et al., 2003;
Berteau et al., 2002; Tsuji and Yamamoto, 1990; Schopohl et al., 1992; Tarling at al., 2003;
Berg et al., 1980).

6.1.5 Localizacion de a-L-fucosidasa de Lactobacillus rhamnosus GG.

En la seccion anterior se encontrd que las seis bacterias analizadas poseen a-L-fucosidasa
asociada a la célula, sin embargo, para el estudio de localizacién de la enzima, se eligio a L.
rhamnosus GG ya que es e microorganismo que presentd la maxima actividad cuando fue
crecido en el medio que contenia glucosa (137 uU/mg).

L. rhamnosus GG fue sometido a diferentes tratamientos enzimaéticos para eliminar la pared
celular bacteriana como primer paso en la localizacion de a-L-fucosidasa. En todos los
tratamientos se empled lisozima (EC3.2.1.17) también conocidacomo muramidasa. Estaenzima
cataliza la hidrolisis del enlace B (1-4) entre el 4cido N-acetilmurdmico y la N-acetilglucosamina
delapared celular de las bacterias.

En lostratamientos T1, T2, T3y T7 se empled lisozimaen combinacion contripsina, unaenzima
capaz de romper la cadena de pentapéptidos de la pared celular en el lado carboxilo del
aminoécido lisina. Esto serealizd debido a que en trabajos previos se hareportado que la pared
celular de bacterias resistentes a lisozima peden ser susceptibles a la accion de esta enzima
cuando se encuentran en el medio, lisozimay tripsina (Neujahr et al., 1973).

En el tratamiento T6* seempled el EDTA como inhibidor de proteasas con lafinalidad de evitar
que la a-L-fucosidasa fuera degradada una vez que la bacterias fueron lisadas.

En el tratamiento T9 se empled mutanolisina ya que a pesar de que las células Gram-positivas
como L. rhamnosus GG son bastante susceptibles a la lisozima por su ata proporcion de
peptidoglicano, algunas pueden ser resistente a causa de una estructura de peptidoglicano
modificado. Sin embargo, estas bacterias frecuentemente son sensibles a la accién de la
mutanolisina (una muramidasa de Sreptomyces globisporus) que rompe enlaces N-
acetilmuramil-f-(1-4)-N-acetilglucosamina. La mutanolisina y la lisozima se han utilizado
ocasionalmente juntas para la lisis de Listeria y otras bacterias Gram-positivas tales como
Lactobacillusy Lactococcus.
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Los resultados mostrados en la Tabla 11 indican que € tratamiento T4 fue el que presentd
mayor actividad muramidasa (6.75 U), en contraste con el T1 que fue el de menor actividad
muramidasa. Ademés, se encontré que la mayoria de los tratamientos liticos eliminan en un
periodo de 3 h la pared celular bacteriana, 1o cua se observa como una disminucion en la

densidad Optica de la suspension celular.

Tabla 11. Determinacion de actividad muramidasa (3 h) paraevauar lalisis de la pared
celular de L. rhamnosus GG.

Tratamientos Enzima empleadas** Vo Actividad muramidasa

-(D.0O450/min) (9)]
T1 Lisozima, Tripsina 0.0005 04
T2 Lisozima, Tripsina 0.0011 112
T3 Lisozima, Tripsina 0.0038 3.84
T4 Lisozima 0.0068 6.75
T5 Lisozima 0.0018 181
T6* Lisozima 0.0049 4.9
T7 Lisozima, Tripsina 0.0038 3.84
T8 Lisozima, Proteinase K 0.0059 591
T9 Lisozima, Mutanolisina 0.0029 2.86

Vo; Velocidad inicia; *éacido etildiaminotetraacético (EDTA); ** Las condiciones se describen en metodologia.

Ahora bien, otro parametro que se consideré para la selecciéon del tratamiento litico fue la
actividad lactasa en las células lisadas (restos celulares) y en el sobrenadante. Esto se determind
como prueba del rompimiento celular ya que la lactasa es intracelular en bacterias como, L.
acidophilus JCM1132, L. case JCM1134, L. crispatus MEP181R55, L. fermentum
MEP181R57, L. mucosae OLL 2848, L. plantarum MEP181R86, L. delbrueckii sp. bulgaricus
NIAI B-6y B. bifidum (Moller et al., 2001; Nguyen et al., 2006; Honda et al., 2007).

Como se muestra en la Tabla 12 los tratamientos T1, T2, T4, T5y T7 mostraron actividad
lactasa Unicamente en la fraccion que conteniarestos celulares. En el caso del tratamiento T6*
no se encontr@ actividad en ninguna fraccion lo que indica que € EDTA empleado en €
tratamiento inhibid la actividad de la lactasa. Esto coincide con lo reportado para L. reuteri
L461, L. plantarumWCFS1y L. delbruekii en donde la enzima se inhibe (Nguyen &t al., 2006;
Rhimi et al., 2009; Igbal et al., 2010).
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No obstante, en €l tratamiento T8 donde se empled proteinasaK (E.C.3.4.21.64), se observé una
menor actividad de lactasa en los restos celulares comparado con el control, lo que indica que
la proteinasa K hidrolizé parte de la lactasa de L. rhamnosus GG. Esta enzima es una serin
proteasa de amplio espectro capaz de romper enlaces peptidicos adyacentes a grupo carboxilo
en aminoécidos alifaticos y aroméaticos.

En e caso de los tratamientos T3 y T9, estos presentaron actividad de lactasa en sus

sobrenadantes, sin embargo, se observé unamayor actividad enzimatica en los restos celulares.

Tabla 12. Actividad lactasa como medida de la eficiencia de la lisis de la pared celular de L.
rhamnosus GG con diferentes tratamientos.

Fraccion Actividad Actividad lactasa en células tratadas con
lactasa enzimas liticas

Control T1|T2| T3 | T4 |T5|Te* | T7 | T8 | T9

Céulas enteras ++ Restoscelulareg ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | - | ++ | + | ++

Sobrenadante - sobrenadante - -+ ] - - - - - |+

Con estos reaultados, se €ligié € T9 para continuar con €l estudio de la localizaciéon de la
fucosidasa en L. rhamnosus GG. Esta desicidn fue debido agque en este se emplearon menores
concentraciones de las enzimas liticas. Ademas se combind con una serie de separaciones
progresivas y observaciones en el microscopio de contraste de fases (Cort et al., 1994; Mahgjan
et al., 2012).

En la Figura 12 se muestra e cambio en la fisiologia de L. rhamnosus GG al someterse a
tratamiento T9. Antes de ser sometida a la accion de las enzimas liticas, la bacteria se observa
como bastones cortos con un color obscuro uniforme en toda la superficie (Figura 12A). Una
vez que se ha expuesto ala accién combinada de lisozima y mutanolising, la pared celular ha
sido degradada, lo que permite mayor paso de laluz en el microscopio de contraste defases. La
bacteria se observa con un contorno obscuro definido, pero el centro se ve mucho mas claro
(Figura 12B). Después del choque hipotdnico la bacteria “estalla’ por la presion osmatica,
pierde la forma redondeada de los extremos y se observa con una forma rectangular, al dejar
salir el material contenido en € interior, permite mayor paso de la luz del microscopio de

contraste de fases y se ven mucho més claras (Figura 12C).
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Figura 12. Fotos tomadas en el microscopio de contraste de fases: (A) células sin tratamiento;
(B) células tratadas con enzimas liticas (lisozimay mutanolisina); (C) células rotas por choque
hipoténico (C).

Figura 13. Fotos tomadas en el microscopio de contraste de fases: (A) células sin tratamiento;
(B) células tratadas con enzimas liticas (lisozimay mutanolisina); (C) células rotas por choque
hipoténico (C).

En la Tabla 13 se reporta la actividad fucosidasa de las fracciones celulares obtenidas en e
proceso de lisis de L. rhamnosus GG con € tratamiento litico. Como se puede observar solo se
obtuvo actividad fucosidasa en la fraccion que contenia las membranas celulares. Lo que nos
sugiere quelafucosidasade L. rhamnosus GG esta unidaalamembrana, similar alo observado
para la a-L-fucosidasa de B. bifidum (Katayama et al., 2004).

Tabla 13. L ocalizacion dela fucosidasa de L. rhamnosus GG

Actividad fucosidasa en las fracciones celulares
Espacio peripldsmico | Pared celular | Membrana celular | Citoplasma | Control
- - + - -

() no detectada; (+) detectada
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L os resultados anteriores coinciden con los trabaj os realizados en este equipo de trabajo, donde
se ha intentado extraer la fucosidasa de Lactobadillus por métodos mecanicos de disrupcion
celular. Se ha encontrado que la fraccion que posee actividad fucosidasa es la fracciéon que

contiene restos celulares y no lafraccion con sobrenadante (Barron-Alvarez, 2013).

6.1.6 Liberacion defucosidasa de Lactobacillus rhamnosus GG

Experimentos previos durante esta investigacion, mostraron que L. rhamnosus GG es capaz de
liberar lafucosidasa al medio cuando se propaga en presencia de pNP-F.

En la Tabla 14 se muestra que en el medio MRSy en el medio minimo, no hubo actividad
fucosidasa en € sobrenadante después de 48 h de fermentacion, sin embargo, si hubo actividad
de fucosidasa asociada a la célula. Sin embargo, si a medio se le adiciona pNP-F (medio
minimo-pNP-F) observamos que se detecta actividad fucosidasa tanto en el sobrenadante como
asociada a la célula. Estos resultados son muy interesantes porque nos indican que €l pNP-F
debe estar cubriendo alguna funcién que ayuda alaliberacion de laenzima.

Tabla 14. Fucosidasa de L. rhamnosus GG en diferentes medios a48 h de crecimiento

Actividad fucosidasa
Medio de cultivo | Sobrenadante | Asociadaacélula
(mU/mL) (mU/mg)
MRS 0 150
Minimo 0 180
Minimo-pNP-F 30 120

La actividad B-galactosidasa también fue cuantificada en el sobrenadante del medio minimo-
pNP-F paradeterminar la presencia de esta enzima. Se observo una actividad de lactasade 100
mU/mL. Estos resultados son importantes ya que se debe considerar que, cuando se emplee €l
extracto enzimatico paralas reacciones desintesis, lalactasa puede hidrolizar la lactosaasi como
sintetizar galactooligosacaridos (Splechtnaet al., 2001; Splechtnaet al., 2007).

El sobrenadante obtenido de lafermentacion en el medio minimo- pNP-F, sereservo parausarlo

como extracto enzimético en la sintesis de fucosil-oligosacéridos.
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6.1.7 Sintesis de fucosil-oligosacaridos empleando a-L- fucosidasa de Lactobacillus
rhamnosus GG

Una vez obtenido un extracto enzimético con fucosidasa, este se empled para buscar las
condiciones cinéticas que permitieran la sintesis de fucosil-oligosacéaridos.

Se estudio el empleo de diferentes sustratos que sirvieran como aceptores en la reacciones de
transfucosilaciéon. Como se muestra en la Tabla 15, de las reacciones enziméticas ensayadas
Unicamente se llevd a cabo la transglicosilacion en las reacciones que contenian lactosa o
lactulosa como sustrato aceptor. El rendimiento obtenido para estas reacciones fue de 21y 25
% respectivamente. Los rendimientos son comparables con los reportados previamente Ajisaka
and Shirakabe (1992) para la fucosidasa de Corynebacterium sp. cuando se emplearon 3-D-
GalOMe (25 %) y D-Gal (18%) como sustrato aceptor.

Tabla 15. Concentracion y rendimiento de oligosacéridos obtenidos en lareaccién de
transfucosilacion empleando € extracto enzimético de L. rhamnosus GG

Sustrato Aceptor | Concentracion de oligosacarido sintetizado | Rendimiento*
(umol/mL) (%)
Lactosa 0.75 21
Lactulosa 1.16 25
Galactosa 0 0
Sacarosa 0 0

Condiciones de reaccion: 1 mg/mL de pNP-F como donador y 200 mg/mL de cadasustrato aceptor a37° Cy 24

h de reaccion.

Por otra parte, la capacidad transferasa de la a-L-fucosidasa de L. casal BL23 fue reportada
recientemente por Rodriguez-Diaz et al. (2013). Ellos encontraron que la a-L fucosidasa AlfB
delL. casa BL23, es capaz de sintetizar fucosil-o-(1-3)-N-acetilglucosamina con un rendimiento
de 23 % y un 56% de rendimiento para la a-L-fucosidasas AIfC que sintetiza fucosil-a- (1-6)-
N-acetilglucosamina. En ambos casos Unicamente se obtuvieron los disacéridos junto con los
productos de hidrdlisis sin que se obtuvieran subproductos de reaccion.

Los estudios realizados por Farkas et al. (2000) muestran la capacidad de la a-L-fucosidasa de
Penicillium multicolor para transferir la L-fucosa de los sustratos donadores pNP-F y o-L-
fucopiranosil fluoridaadiferentes aceptoresy obtuvieron que laenzimasintetizé oligosacaridos

con enlace a (1-3), el maximo rendimiento fue de 34 %. Ademas Ajisaka y Shirakabe (1992)
|
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reportaron la sintesis regioselectiva de disacaridos con enlaces fucosil a (1-2), a (1-3) y a (1-6)
cuando se emplean o-L-fucosidasas de diferentes origenes. Ellos sintetizaron 3-O-a-L-
fucopiranosil-D-glucosa usando a-L-fucosidasa de Aspergillus niger con un rendimiento de
61%; 2-Acetamido-2-deoxy-3-O-a-L-fucopiranosil-D-glucosa empleando a-L-fucosidasa de
Aspergillus niger con un rendimiento de 58%; Metil-2-O-a-L-fucopiranosil-D-glucosa usando
a-L-fucosidasa de Corynebacterium sp. con un rendimiento de 25%; 2-O-a-L-fucopiranosil-D-
galactosa con un rendimiento de 18 % y Metil-6-O-a-L-fucopiranosil-B-D-galactopiranosido
empleando a-L-fucosidasa de Ampullaria con un rendimiento de 14 %.

Por otro lado, cuando se emplea galactosa como sustrato donador, no hubo reaccion de
transfucosilacién ni de hidrdlisis. Se observd queal final de la incubacion la mezclade reaccidn
permanecio incolora al no liberarse el pNP por accién enzimética. Los Unicos reportes que
indican la capacidad inhibitoria de la galactosa para fucosidasa (E.C.3.2.1.51) son para la
fucosidasade jabali y de molusco (Reglero y Cabezas, 1976; Grovey Serif, 1981).

En €l caso del empleo de sacarosa como sustrato aceptor no generd formacion deoligosacaridos,
lo que indica la preferencia de la a-L-fucosidasa por el sustrato aceptor. Algunas fucosidasas se
comprtan de manera similar a las de este estudio, como muestra la investigacion realizada por
Ajisaka y Shirakabe (1992), donde la a-L-fucosidasa de Aspergillus niger presenta actividad
transferasa sobre glucosay glucosamina como sustratos aceptores, pero no transfiere fucosa si
se cambia el aceptor por metil-B-D-galactopirandsido. De igual manera, en este mismo reporte,
la o-L-fucosidasa de Corynebacterium sp. no mostré actividad de transglicosilacion cuando se
utilizé D-glucosa o glucosamina como un aceptor. Caso contrario se observa cuando se a usar
galactosa, lo que indica que cadaenzima tiene una especificidad por €l sustrato aceptor.

6.2 ESTUDIO DE a-L-FUCOSIDASA DE Thermotoga maritima RECOMBINANTE

6.2.1 Clonacion defucosidasade T. maritima en E. coli

En la Figura 13 se muestra e alineamiento de aminoécidos de la fucosidasa de T. maritima
(TM0306) y lafucosidasaobtenidacon € plasmido pET 28. Se puede observar que lasecuencia
de aminoécidos para ambas enzimas es idéntica.
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Figura 14. Alineamiento de aminoacidos del gen de la a-L fucosidasa de T. maritima
(TM306) y la a-L fucosidasa recombinante.

En laFigura 14 semuestran las colonias de E. coli transformada. Como se puede observar tanto
E. coli C43 (Figura 14A) como E. coli BL21 (Figura 14B) presentaron colonias bien definidas
y diferenciadas lo cual indica que estas bacterias poseen resistencia a la penicilina que es parte
de la construccion del plésmido junto con e gen TM 306 (fucosidasa).

Figura 15. Células transformadas de E. coli C43 (A) y E. coli BL21 (B).

6.2.2 Expresion delafucosidasade T. maritima en Escherichia coli.

Se emplearon tres cepas de E. coli paraexpresar lafucosidasade T. maritima, en laFigura 15
se muestran los extractos enziméticos obtenidos en cada caso. De las tres cepas empleadas, E.
coli BL21* fue la que expres6 mejor la a-L-fucosidasa. Sin embargo, se observa que la mayor
cantidad de la enzima est4 en el paguete celular y se acumulan intracelularmente en forma de
cuerpos de inclusion como agregados insolubles de proteinas incorrectamente renaturalizadas.
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Para aumentar la solubilidad la proteina esta debe replegarse, por tanto se propone como
aternativadisolver el agregado con agentes caotropicos, detergentes o alcalinizar. Manipulando
correctamente el estado de oxidacion-reduccion de la solucion, es posible promover tanto el
plegamiento correcto como la formacion de los puentes disulfuro (Lara, 2011; Garcia et al.,
2013).

Marcador Marcador

Figura 16. Geles de electroforesis SDS-PAGE de lafucosidasa de T. maritima expresada en
las diferentes cepas de E. coli: a) paguete celular; b) sobrenadante.

Posteriormente se determino la actividad de a-L-fucosidasa en los sobrenadantes obtenidos para
cada cepade E. coli (Figura 16) y se observo que E. coli BL21* present6 la menor actividad
especifica (3.3 U/mg) y E. coli BL21 la mayor (11.9 U/mg). Por ello se decidié emplear este

extracto enzimatico para el estudio de sintesis de fucosil-oligosacaridos.
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Figura 17. Actividad de fucosidasa en diferentes cepas de expresion de E. coli.

6.2.3 Determinacion de fucosidasay lactasa en € extracto enzimatico de T. maritima

El extracto enzimético obtenido a partir de E. coli BL21 que contenia la fucosidasa de T.
maritima fue evaluado paradeterminar si presentabaactividad delactasa. Esto serealizo, debido
a que en este estudio se planted e uso de lactosa como sustrato aceptor para la reaccion de
transfucosilacion. La presencia de lactasa seria un inconveniente al ser capaz de hidrolizar al
sustrato aceptor. Las actividades enzimadticas de lactasa y a-fucosidasa, fueron evaluadas a pH
5y pH 7, debido a que se ha reportado que la a-fucosidasa de T. mariti ma presente un pH 6ptimo
de 5y la lactasa presenta un pH éptimo de 7 (Sulzenbacher et al., 2004; Kim et al., 2004).

En la Tabla 16 seobserva que el extracto enziméatico evaluado no present6 actividad de lactasa,
ademas se encontr6 que la a-L-fucosidasa tiene mayor actividad en pH 7. Por lo tanto se eligi6

realizar la reaccion de sintesis de oligosacéaridos a este pH.

Tabla 16. Determinacion de actividades enziméticas empleando diferentes sustratos.

Sustrato pH Enzima M étodo Actividad enzimatica
U/mL

oNP-G | 7 | lactasa espectrofotométrico 0

Lactosa @7 | lactasa HPLC 0

pNP-F | 5 | fucosidasa @ espectrofotométrico 0.20

pNP-F 7 | fucosidasa | espectrofotométrico 0.27
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6.2.4 Sintesis de fucosil-oligosacaridos empleando a-L- fucosidasa recombinante de T.
maritima

Una vez que se comprobd que e extracto enzimético no presentaba actividad de lactasa se
realizo la sintesis de fucosil-oligosacéridos. Para ello, se emplearon diferentes condiciones en
lareaccion tales como: tiempo de reaccion, concentracion de enzimay concentracion de aceptor
y donador. Con esto se buscaron las mejores condiciones para llevar a cabo la reaccion de
transfucosilacion.

En la Figura 17 se muestra € perfil tipico de los productos obtenidos en la reaccion de
transfucosilacion, y se observd que el tiempo de retencion (tr) del fucosil-oligosacérido
sintetizado fue 15.7 min.

[mv]

00

500

400

lactosa

300

fucosil-oligosacaridos

tr=15.7

200

100

T T T T
10 15 20 5
Time: [min.]

Figura 18. Cromatograma de los productos de lareaccion de sintesis de fucosil-oligosacarido,
empleando a-L-fucosidasa recombinante de T. maritima.

Lareaccion se llevo acabo a60 ° C durante 12 h y se empled como sustrato 1 mg de pNP-F y 300 mg de lactosa

En laFigura 18 se observala cinéticade reaccion para la sintesis de fucosil-oligosacéridos. La
reaccion fue monitoreada cada 3 h'y seobtuvo la mayor concentracion de oligosacérido a las 12

h de reaccion.
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Figura 19. Cinética de reaccion de transfucosilacion para la sintesis de fucosil-oligosacaridos
empleando 1 mg/mL de pNP-F, 300 mg/mL de lactosaa 60 °C.

Se evaluaron diferentes concentraciones de sustrato aceptor y se encontrd que a 100, 200y 300
mg/mL de lactosa, se logré la transferencia de fucosa a lactosa dando como resultado la
formacion de fucosil-oligosacarido. En la Figura 19 se muestra e efecto de la concentracion
del sustrato aceptor en lasintesis del fucosil-oligosacérido, y como se puede observar conforme
se incrementa la concentracion de lactosainicial de 100 a 300 mg/mL, lareaccion de sintesis se
ve favorecida sobre la de hidrdlisis. Esto es mas evidente en la reaccién con 300 mg/mL de
lactosa (Figura 19C) ya que se obtuvo la mayor cantidad de fucosil-oligosacarido (2.02
pmol/mL). Los rendimientos de sintesis del fucosil-oligosacarido fueron de 11.4, 13.1y 49.9 %
paralas reacciones con 100, 200y 300 mg/mL de lactosainicial respectivamente.
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Figura 20. Productos obtenidos en las reacciones de transfucosilacion empleando diferentes
concentraciones de lactosa como sustrato aceptor.

A) 100 mg/mL delactosa; B) 200 mg/mL de lactosa; C) 300 mg/mL de lactosa
Fucosa(e); pNP (A); fucosido (#).

Previamente Osanjo et al. (2007) han reportado la capacidad de a-L-fucosidasa de T. maritima

para catalizar la sintesis de oligosacaridos por transferencia de un residuo fucosil de pNP-F a
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otra molécula de pNP-F en una reaccién de auto-condensacion con regioselectividad para
sintetizar enlaces a (1-3) y la transferencia a pNP-galactosido en reaccion de transglicosilacion
con una regioselectividad para formar enlaces a (1-2) obteniendo rendimientos muy bajos (10
% y 7% respectivamente). En dicho estudio la enzima silvestre fue mutada para mejorar la
actividad transferasa y se logrd incrementar la sintesis de pNP-Gal-a~(1-2)-Fuc en un 60% con
respecto ala cepasilvestre. La enzimafue evaluada con diferentes monosacéridosy disacaridos
aceptores, sin embargo, los rendimientos no excedieron el 30% incluso con altas
concentraciones de aceptor (Osanjo & al., 2007).

Por otro lado, Eneyskayaet al. (2001) reportaron que la a-L-fucosidasa de Thermus sp. presentd
capacidad transferasa usando metil-a-Lfucopiranosa (Fuc-a-OMe) como donador y N-
acetilglucosamina 6 N-acetilgalactosamina como aceptores. Ellos no observaron productos de
transglicosilacion en la reaccidon con pNP-F. La enzima puede ser clasificada en lafamilia GH
29.

6.2.5 Purificacion del fucosil-oligosacarido

Al final de la reaccion de sintesis se obtuvo unamezcla que contenia lactosa, fucosay fucosil-
oligosacarido, por lo que fue necesario purificar el oligosacarido para su andlisis posterior. La
purificacién de una mezcla de carbohidratos no es una tarea f&cil, las técnicas empleadas
incluyen: diafiltracidn, carbén activado, cromatografia de exclusion y tratamiento con levaduras
(Sangwan et al., 2014).

Al final de la reaccion de sintesis se obtuvo unamezcla que contenia lactosa, fucosay fucosil-
oligosacérido. Lamezclade carbohidratos obtenidaen el proceso de sintesis, fue sometidaados
tratamientos para la purificacion del fucosil-oligosacarido.

En el primer tratamiento, a la mezcla de reaccion se le adiciono B-galactosidasa de Aspergillus
oryzae con €l objetivo de hidrolizar la lactosa. Como se observa en la Tabla 17 fue posible
reducir la cantidad de lactosa de 300 mg/ mL a 3.56 mg/mL que representd una eliminacion del
98 %.

El segundo tratamiento consistié en una fermentacion con Saccharomyces cerevisae para la
eliminacion de monosacaridos (producto de la reaccién de hidrdlisis de la lactosa),
consiguiéndose e 100% de eliminacion.
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Con €l proceso de purificacion planteado en estainvestigacion, se logré unarecuperacion de 77
% del fucosil-oligosacarido sintetizado. Estos resultados son comparables con lo obtenido por
Sangwan et al. (2014) quienes lograron la purificaciéon de una mezcla de galactooligosacaridos
(GOS) producidos a partir del extracto enzimatico de Streptococcus thermophilus. El proceso
de purificacién que emplearon consistio en € uso de Saccharomyces cerevisae NCDC 50 para
la remocion de monosacaridos, posteriormente emplearon Kluyveromyces lactis NCDC 115
pararemover lalactosay por ultimo emplearon Lactobacillus helveticusNCDC 288 pararetirar
lagalactosaresidual del tratamiento anterior. Tanto los monosacaridos como disacaridos fueron

reducidos considerablemente en 90 y 80 % respectivamente.

Tabla 17. Concentraciones de los carbohidratos durante el proceso de purificacion

Proceso Lactosa | Monosacaridos | Fucosil-OS
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Transfucosilacion
Sintesis de fucosil-OS ~300 0 0.998
Purificacion
Eliminacion de lactosa por hidrélisis con f3- 3.56 ~300 0.996

galactosidasa de A. oryzae

Eliminacion de monosacéridos por 0 0 0.770
fermentacion con S. cerevisae)

6.2.6 Analisis de fucosil-oligosacarido mediante hidr dlisis acida

Unavez que & producto de transfucosilacion fue purificado, se sometié a una hidrdlisis &cida
para determinar los monosacéridos que lo conforman. Los carbohidratos liberados por la
hidrdlisis &cida fueron identificados y cuantificados mediante HPLC. Como se observa en la
Tabla 18 € oligosacarido sintetizado es un trisacarido conformado equimolarmente por
glucosa, galactosa y fucosa, con lo que se comprueba la sintesis de un fucosil-oligosacérido.
Ademéas, dado que la sintesis fue realizada con una fucosidasa E.C.3.2.1.51 perteneciente a la
familia de las GH29 nos indica que el oligosacérido sintetizado debe poseer un enlace a-fucosa,
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debido a que las enzimas de esta familia se caracterizan por que en su mecanismo de reaccion
se conserva la configuracion del carbono anomérico. Lo cual debe ser corroborado por un

andlisis en resonancia magnética nuclear.

Tabla 18. Concentracion de los monosacaridos obtenidos por hidrélisis acidadel fucosil-
oligosacérido purificado.

Carbohidrato | Concentracion
(umol/mL)
Glucosa 0.8
Galactosa 0.8
Fucosa 1

Por otro lado, lapresenciadefucosaen el trisacarido sintetizado utilizando lactosacomo sustrato
aceptor nos lleva a suponer que puede presentar caracteristicas anti-infecciosas ya que los
fucosil-oligosacaridos en especial los que poseen enlaces a (1-2) son capaces de inhibir agentes

microbianos (Ruiz-Palacios et al., 2003).

7 Conclusiones

En este estudio se comprobd que las seis cepas de lactobacilos estudiadas, son capaces de
producir a-L-fucosidasa cuando se crecen en medios con glucosa o galactosa como fuente de
carbono. Al mismo tiempo, se comprobd que esta enzima es constitutiva.

Ademés, lapresencia pNP-F es un factor importante para que los lactobacilos estudiados liberen
la enzima al medio de fermentacion. Por otro lado, la a-L-fucosidasa de L. rhamnosus GG es
una proteina que se encuentra asociada ala célula, por lo que fue dificil su purificacion.

Se comprobo que fue posible sintetizar fucosil-oligosacaridos empleando la a-fucosildasa de L.
rhammosus GG, sin embargo, durante la reaccién enzimatica también se obtuvieron
galactooligosacéaridos como producto de transgalactosilacion por la presencia de lactasa en €
extracto, por lo que se sugiere buscar nuevas alternativas de purificacion para la a-fucosidasa

de L. rhamnosus GG.
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Se produjo a-L-fucosidasa recombinante de T. mariti ma, sin embargo, para estudios posteriores,
se sugiere mejorar las condiciones de expresion para obtener mayor cantidad de enzima soluble
y evitar que la proteina se acumule en cuerpos de inclusion.

La o-L-fucosidasa recombinante de T. maritima tiene capacidad transferasa en presencia de
pNP-F como sustrato donador y atas concentraciones de lactosa como sustrato aceptor. Asi
también tiene altos rendimientos en la sintesis de fucosil-lactosa.

El procedimiento propuesto parala purificacion de fucosil-lactosalogré eliminar el total de los
disacaridos y monosacéridos residuales en la mezcla de reaccién y se obtuvo una ata
recuperacion del fucosil-oligosacérido.

Estos resultados muestran que el empleo de a-L-fucosidasa microbianas, son una buena

aternativa para la sintesis de oligosacaridos similares a los encontrados en laleche humana.
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A hstract

The abulity of six lactic acd bacteria 1o produce o-1-fucosidsse is reported here for the fisst Gme, opesing a wide
field of mwestigasion inlo e metmbolsm aad assimilation of human melk oliposaccharades by tactic acid hactera,
Lacobactlius caser IMALIGI214, Lacobacilius caser Shisota, Lacobeciius rivmmosa 00, Lacwbacillus riavesosus
KLDS, Lacobaciius hetvetcss IMAUTON2 and Lacobarilius delbruechsl subsp. bulparicus NCFR-2TT2 wem ol able o
produce o-.-fuccsidases. Crowth lanetics sad carbobydrale cossumption measurements indicated thal the sx strams were
abie 1o metabolise [)-glucoe and D-gatactose as 2 carbon sourae; sarprisizgly, they did sot sesmilare |-fuccse . Howewer,
wl-fucosidese was a cell-associaked erryme and produced constitutvely 1 ditferent carbon sounces. The highe =t cell-
msociaed o1 -fucosidee activity was oberved in L. rhemaosms GG (016 Umg ')

Keywords o-1-fucosidese, lactobacilli, facose, bumas mitk oliposaccharsie s

Resumen

Fsie es el primer estudio gue reporta Ias sinkess de o-1-fucosdasa en seis backerias acido licticas, o ga zbre un amplio
campo de ivestipacds sobe ¢l metabolismo ¥ la asimilacion de los oliposacinidos de & leche humasos poe pare de
csos microorgansmos.  Lacobectilus cavet IMAUSIR 14, Lacwbactibs caset Shrota, Lanobactilis mhamsosus (G,
Laciobacilius rhammosus KLDS, Lacwbarilivs helvesious IMAUTOIY ¥ Lacobaciliss delirueckit subsp.  bulparicus
NCFB-2T72 fueron capaces de producir o-l-facosadasa  |as cinéticas de omcimiento y el consumo de carbohidratos
indican que las ws copas sos cpaces de me@boluer [)-glacosa v D-palactosa como fuenke de carbono:; pero 0 asimilaron
L-fucosa Por otro lado, las o-L-fecosdases sintetiradas som enramas asociades o la cflula y se peodujeron de manera
u-f-"elﬁﬁl.!ﬂﬂlltl*ﬂbm La mayor actvidad envimisca e observo en L. rhavnosus GG (@16 U
mg '}

Fulabras clove: o-|.-facosadasa, laciobacilos, fecosa, oligosacindos de leche bumana.
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1 Introduction

During the last (wo decades, human milk
oligosaccharides (HMOs) have been the subject of
intensive research due to their prebiotic properties and
other roles beneficial to human health. HMOs contain
lactose at their reducing end. Galactose in lactose
can be sialylated in (2-3) and/or (2-6) linkages to
from 3sialyl-lactose and 6'sialyl-lactose respectively.
Lactose can also be fucosylated in a (1-2) or (1-3)
linkages to form 2'fucosyl-lactose and 3fucosyl-
lactose. Complex HMOs are formed by adding 1 to 15
lactosamine molecules to lactose (Bode, 2009). The
most abundant HMOs are neutral and contain fucose.
Interestingly, fucose is introduced to the so called
fucosylated oligosaccharides (FUCOs) through o (1-
2) or @ (1-3) linkages, and their composition depends
on the mother and her lactation stage (Chaturvedi er
al., 2001).

In particular, FUCOs have been shown to inhibit
adhesion of pathogenic microorganisms, such as
Campylobacter jejuni, Vibrio cholera, some strains
of Salmonella and Shigella, and the thermostable
toxin of Escherichia coli. In a general context, these
HMOs are natural prebiotics that promote the growth
of probiotics and stimulate the innate immune system
(Bode, 2009; Newburg, 2009; Shoaf-Sweeney et al.,
2009).

The ability of some intestinal bacteria to
metabolise HMOs depends on the expression
of different  carbohydrases, such as ao-
fucosidase, a-sialidase, B-galactosidase, «@-N-
acetylgalactosaminidase, as reported by Pokusaeva et
al. (2011). Studies in bifidobacteria have identified
@ (1-2)-L-fucosidase, a (1-3/4)-L-fucosidase and
endo-a-N-acetylgalactosaminidase respectively; these
enzymes are involved in the degradation of mucin and
the consumption of HMOs (Ashida er al., 2009: Sela,
2011). In contrast, the production of e-L-fucosidase in
lactobacilli has received little attention. The genomic
analysis conducted by Morita et al. (2009) suggested
that L. rhamnosus ATCC 53103 encodes putative «-
L-fucosidase classified in the Carbohydrate-Active
Enzymes Database (CAZY). Rodriguez-Diaz er al.
(2011) reported three putative a-L-fucosidase (AlfA,
AlfB and AIfC) encoded in the Lactobacillus casei
BL23 genome: these a-L-fucosidases are capable of
hydrolysing natural fucosyl-oligosaccharides in vitro.
In 2012, the same authors reported that Lactobacillus
casei BL23 is able to grow on fucosyl-a (1-3)-
N-acetylglucosamine as carbon source; however,
the L-fucose moiety accumulates during growth,

indicating that only the N-acetyl-glucosamine moiety
is metabolised (Rodriguez-Diaz et al., 2012),
Therefore, this work aimed to study the availability
of e-L-fucosidase in lactic acid bacteria (LAB)
cultures growing in different carbon sources (o
understand the metabolism and assimilation of HMOs.

2 Materials and methods

2.1  Microorganisms

Six LAB strains were wused in this study:
Lactobacilus  casei IMAU60214, Lacrobacillus
casei Shirota,  Lactobacillus  rhamnosus GG,
Lacrobacillus  rhamnosus  KLDS, Lactobacillus
helveticus IMAU70129, previously isolated from
commercial products by Cruz-Guerrero er al. (2014),
and Lactobacillus delbrueckii subsp.  bulgaricus
NCFB-2772 (National Collection of Food Bacteria
from United Kingdom).

2.2 Growth conditions

Microorganisms were cultivated in the corresponding
culture medium at 37 °C for 24 h, in a New Brunswick
incubator (New Brunswick Scientific, Edison NIJ,
USA). The culture medium contained 5 g L' yeast
extract (B. D. Bioxon, Mexico City, Mexico), 10 g L~!
casein peptone (B. D. Bioxon, Mexico City, Mexico)
and 10 g L=! of one of the four carbon sources studied:
D-glucose, D-galactose, L-fucose or p-nitrophenyl a-
L-fucopyranoside (pNP-F) (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA.). A culture medium without a carbon
source was used as a control medium (CM). Growth
was measured following the increase in absorbance at
600 nm every 2 h in a spectrophotometer (Shimadzu
UV-160A, Tokyo, Japan).

Fermentation broths were centrifuged at 3110 g
(Beckman J2-MI, Beckman Instruments, Palo Alto
CA, USA) for 20 min at 4 °C. Both, the supernatant
and cellular bottom resuspended in phosphate buffer
(100 mM. pH 7) were assayed for e-L-fucosidase
activity.

2.3 Enzyme activity assay

Microorganisms were cultivated in the corresponding
culture medium at 37 °C for extracellular o-L-
fucosidase activity was determined in a reaction
mixture containing 800 L of 3.5 mM pNP-F solution
in 100 mM phosphate buffer, pH 7, and 200 uL of the
cell culture supernatant. The mixture was incubated
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for 10 min at 37 *C, and the rate of formation of free
p-nitrophencl (pNP) which was moorded directly ina
spectrophotometnic cell (Shimadze UV-160A, Tokyo,
Jupan) =t 410 nm and quantified through 2 standard
cuve Cell-associnled a-L-fucosidase activity was
determined in @ reaction mixture containing 800 ul
of pNP-F solutiocn and 200 pl of the mesuspended
el bottom, and the mixtume was incubaked for 2
h oat 37 °C; 200 gl samples were mmoved every
30 min and centrifuged at 3110 g for 20 min at 4
C to eliminate cells The amount of pNFP mleasd
(BioTeck Instraments, Inc. USA)

One a-L-fucosidase activity wit was defined as
the smount of enzyme hydrolyzing one nmol pNP-F
per minute 2t pH 7 and 37 °C. Enzymatic activity is
upﬂd-UnL".

Specific a-1-fucosidase activity was defined as
enzymatic activity (UJ) per mg of biomass, which was
measured using 2 standard curve of dry weight celis.

24 Carbohydrate analysis

The consumption of carbohy drates was determined in
the fermentation supematant by HPLC (LabA lliance,
State Callege PA, USA) using a Rezex RHM 7.8 x
300 mm column (Phenomenex, Tomrance, CA, USA)
for monosaccharides and a light-scattering defector
(Polymer Laborstorie s, Amherst, MA, USA). Samples
wen eluted with deionized waker af 2 flow rate of 0.3
mL min~'. The column temperature was maintained at
75 *C, and the detector i mperature was maintained at
110 °C. The cona=ntrations of e ach carbohydrate wes
determined from the comesponding standard curve

2.5 Suwistical analysis

All sxperiments wes carmied out at least in triplicates,
and results are expressed as the mean with standard
devistions To mssess significant differences in
the growth of microorganisms between the different
carbon sources, mnalysis of variance (ANOVA) and

Tukey's tests were performed using the NCSS
statistical software using @ < (L05 as the threshold of
sxtical sigmif

3 Results and discussion
3.1 Lacnc acid bacieria growrh in differem
carbon sources

The progession of cell growth of the six LAB strains
| in different carbon sowraes is shown in Figure |, whes

WHWLrmg Orp

it may be observed that all LAB cultures reached their
highest growth when glucose was used as the carbon
soure in the culture medium, followed by growth
with galactose in the medium (e=(L05). On the other
hand, the culture media containing pNP-F or L-fucose
did not allow =ny significant growth when compared
to that observed in the CM (e=0.05) the limited
growth observed in pNP-F or L-fucose was due 1o the
alternative substrates present in the CM, but not to the
two carbohydrates added

Hickey er al  (1986) demonstraied that I
bndparicus is only able 1o metabolie galactose in a
culture medium containing low concentrations of the
carbon source, which explains the low growth of L
here (Fig. 1F). L. bulparicus transparts galactose by
Eermenses and uses the Leloir pathway 1o metabolize
galactose (Zowran a al, 1992). L. omeei and L
rhamnosus have also been meported to metabolize
galactose; these backeria can use both the D-tagatose-
6-phosphate pathway and the Le loir pathway (Tsai and
Lim, 2006), which ex plains the observed growth in the
other four strains (Fig. 1A, IB, IC, and 1D).

Clucose and galactose wene completely consurmed
by the six LAB strains afier 24 b of fermentation,
whemeas L-fucose was not consumed by any of the
sx studied strmins (Table 1) In contrast, in the
szpernatants of media containing pNP-F, L-fucose was
cbserved for all strmins (Table 1), sugpesting that
none of the LAB metabolized [-fucom. However,
because pNP-F was hydrolyzed during the incubation
experiments, the presence of a-L-fuocosidase activity
can be infermd These results are in agmement with
those mported by Rodriguez-Diaz er al (2012), who
found that . casei BL23 excmies L-fucose as a
product of the metabolism of fucosyl-a-1 3-N-acetyl-
ghucosamine used as carbon source, consuming only
the N-acetyl-glucosamine moiety.

The shility of some microorganisms to metabolize
a specific set of carbohydmies is an evolutionary
survival advantage, suggesting that HMOs could be 2
very mlective prebiotic for LAB. Ward er al  (2007)
studied the catsbolism and fermentation of HMOs
by strains of bifidobacteria They reported that all
studied strains were able to individually ferment the
two monosaccharides peent in HMOs: glocose and
galactose. The sbility of Bifidobacierium longum
subsp infowis and Bifidobacerium breve to ferment
ghucosamine, L-fucose and sialic, is an advantage over
other colonic strains. Schwab & al. (2011) studied
the ability of Laciobacillus acidophilus, [ acobacilius
plavarum, lacobacilius fermenmm, lacobecillus
reweri, to digest HMOs components; reported that all
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Fig. 1. Growth of L. caser IMAU 80214 (A), L. casei Shirota (B), L. rhamnosus GG (C), L. rhammaosus KLDS (D),
L. helvencus IMAUTOI29 (E), L. delbruckii subsp. bulparicus (F) in media containing D-glucose (¢), D-galactoss
m), L-fucose (a), pNP-F (x), CM (+). Datas mpeesent average values from three inde prndent experiments.

strains g=w on laciose and glucose and fucose
utilization was absent.

3.2 Derermining exracellular  «-L-
fucosidase acriviry

Extracellular o-1-focosidsse activity was determined
in the supernatants obtained from the fermentations
of the six strains in all of the stodied carbon
sources; imerestingly, only the supematants of media
containing pNP-F presented a-L-fucosidue activity
(Fig. 2). In the supematants of the xix strains, a-L-
fucosidase activity were observed, and [. ozsel Shirota
ex hibited the highest activity (= (L05). Nevertheless,
lmer studies showed that the a-L-fucosidass was
libernied as part of the natural process of cell death
lysis; indicating that the emzymatic activity was

.
&l}

".\

..w'“' » 9’,’-“‘;‘44"“"* l-""ﬂ.w""“ﬂ
."
a‘"".-

Fig 2. Extracellular a-L-fucosidase activity im media
containing pNP-F with diffesent lactic acid bacteria.
The cell cultuse supematant was used for ex trace llular
activity. The reaction was carried oul for 120 min
at 37 °C, employing 3.5 mM pNP.F salution in 100
mM phosphate buffer, pH 7. Different letters indicate
sgnificant differences.
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Table |. Consumption of glucose, galactos, fucose (all 2t 10g L") and pNP-F (Sg L")

duning growth ot 37 °C for 24 b
BAL Ulucose  Calactose Fucos  pNP-F*
@l @LhH gL @Lh

L casei IMAU 60214 10001 102002 0 0.22 £0.01
1. casei Shirota 10003 102005 0 Q.15 £0.01
L. rhamnoses GO 10003 102001 0 Q17 002
L. rhamnoses KLDS 102001 10 =001 0 0
L helvaicus IMAUTO129 10002 10=003 0 0.41 =001
L. delbrueckii subsp. bulparicus NCFB-2772 102001 10 =0.04 0 NC
(*) fucose rekeased dening kermentation, NC ungumahed

allassocinied  Notably, no previces studies have A

mported the extracellular o-l-fucosidases activity of 1

lactobacilli. b

(A1)
e

3.3 Deermining cell-associated «o-L- R

fﬁt’mm’m}' woe
The cell-associated or-1-fucosidae activity of the six a:.n
LAB grown in media with glucose or galaciose as 1
carbon sources is shown in Figue 3. All LAB "

' wr?

Umg"
.

-

produced cell-sssociated a-L-fucosidase.  However, L * o o-r"‘ :‘:,,a"'" e
when LAB were grown in 2 glucoss medium (Fig. ¢

3A), no significant differences in the amount of »

a-L-fucosidase activity for the six LAB (o=0.05) 030

wex obmrved, and [. casei Shirota exhibited the 0w

lowest ezymatic activity LAB grown in mediem ow
conmtaining galactose (Fig  3B) did not exhibit ey
significant differences in o-l-fucosidae activity
compared with the o-L-fucosidase activities of the

i 1 = However, compamd with the c-
a-L-fucosidase actvities for each backerium im both ¢
cultue media, [. casei Shirota and [ rhamnosus ::

six strains (a=005).

KLDS exhibiled the highest activity when grown in I A8y 1 g™
galactos as a carbon source. Because a-1-fucosidase i .‘ ” -
was produced in both media (glucose and galactose),
the erzyme was produced constitutive Iy,

Umg"
®

4

w'""‘

These results agree with those repored by
Rodriguez-Dinz & al (2011), who observed that the
a-L-fucosidase of [ casei BL23 was imtracellular
because it lacks an N-terminal squence that allows
the emzyme to be seceied Thus far, only three
a-L-fucosidases (AMA, AIfB y AIRC) encoded in
the genome of I casei BL23 have been cloned
and chamacterized. These emzymes have different
sbilities to hydrolyse fucosyl-HMOs:  AIfA cnly
hydrolysed  6-fucosil-glucosamine, whemas ANB
hydrolysed antigen H disaccharide (Fucer]-20al),
H antigen type [l tisaccharide (Fucal-2Calsl-
40IcNAc), 2'fucosyl-lactose, 3" fucosyl-glucosamine

WWWrTRig Orp

Fig 3 Cell-mssociated o-l-focosidase activity
produced by lacobacilus esing glucose (A) and
galactose (B) 25 a carbon source.  Cellular bottoms
of the different fermentations wem mesuspended in
phosphate buffer for cell-associmed activity. The
maction was caried out for 120 min &t 37 °C,
employing 3.5 mM pNP-F solution. Different letiers
indicate significant differences within the same carbon
source.  (*) Significant diffesrnce between specific
activitie s produced in different carbon sources.

and 4'fucosyl-glucosamine. AHC hydrolysed
& fucosyl-glucosamine, 3" fucosyl-glucosamine and
4 fucosyl-glucosamine.
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The msults obtained here and in the pmvious
= ports of Rodrigues-Diaz eral. (2011, 2012) suggest
that LAB produce a-L-fuocosidases to hydmolyse
HMO= containing flacose in order to use only the non-
fucose motety. This action confers advantages o LAB
highly slective prebiotics This same advantage
occurs in bifidobactena (Sela, 2011).

The genus Lactobacillus is an important part
af the healthy microbiota installed i the hueman
gastroimiestinal tract. A healthy gut in infants is
largely due 1o the pewence of these microorgamisms.
the proliferation of lacsobacilli in the gastroimtestinal
tract because it provides nutnients as prebiotic HMOs.
The metabolism of HMOs indicates that colonic
bacteria must be sble to synthesize emzymes such
as fucosidases that assist in the assimilation of thes
compiex sugars

In summazy, the six Lactobacillus strains studied
produce @-L-fucosidase constitutvely as a cell-
associaied enzyme, and all strains gew on lactose and
glucose whesas that fucose wtilization was absent.
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Anexos

10. Anexos

Anexo 1: Curvas patrén de carbohidratos

Nota: Para la cuantificacién de consumo de fuente de carbono. Se empled un HPLC con una
bombaLAB Alliancey detector Light Scatering PL-EL S1000. Se utilizdé una columna Rezex
RHM- monosacaridos 300 x 7.8, 8 um

Concentracion de galactosa y = 24470 x — 926.32
Concentracion deglucosa 'y = 25043 x — 1410.1
Concentracion defucosa  y =10115x — 108.92

Dondex = concentracion en mg/mL; y = &reaen mv/s

Anexo 2: Curva patron de p-nitrofenol 1.

Nota: Se prepard una soluciéon de pNP ImM en buffer de fosfatos 0.1 M (pH7) y apartir de
ellase realizaron diluciones.

0.9
0.8 -0
0.7 a
0.6 -
0.5 o

0.4 -7 y=0.0078x+0.0259
0.3 R2=0.9916

0.2 .
01 | o

0

D.O (410nm)

0 50 100 150
Concentracion PNP (uM)

D.0410—0.0259

10. 0078

Concentracién pNP[uM] =

g7 =7.8mM em~

Anexo 3. Curva patron de p-nitrofenol 2.

Lacurvase prepard a partir de una solucion madre de pNP a concentracion de 1 mM (buffer
defosfatos 0.1 M y pH7y fue alcalinizada con NaOH hasta alcanzar un pH de 9.5. La lectura
de densidad Optica se realizd en un lector de microplacas Elx 808IU (BioTeck Instruments,
Inc. E.U.A) a415nm.
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0.50
y = 0.0041x+ 0.0066
0.40 | R=09968 o
0.30 | @@'@
E 020 | &
ﬂ .@
¥ 010 | ®~@
) [
a 000 @& : : '
0 50 100 150

Concentracion uM

D.0410—0.066

14-.0618

Concentracién pNP[mM] =

£pHo5 =4.2mM em ™

Anexo 4: Curva patron de peso seco de lactobacilos.

Nota: La curvase prepar6 a partir de lactobacilos crecidos durante 24 h. Se prepararon
diluciones en tubos con un volumen total de 14 mL y fueron filtrados en membranas de 0.2
UM puestas previamente a peso constante (110 °C). Ladensidad Opticafue determinada a
A=600 nm.

30 ¢ y=02424x + 00193 5
25 | R2=0923 o @
20 | 0 e
g 15 a e - N
8 1.0 ; . .Q{‘%ﬁ-‘ )
Co5 | "
80_0:’.‘1{—i IS N S S N S N T e}
0 2 4 6 8 10 12
peso seco (mg/mL)
mg D. 0600 —-0.019
Peso seco [H = —0.2424

Anexo 5: Curvas patrén de carbohidratos 2.

Nota: empleada para la cuantificacion de productos de reaccidn. El andlisis de productos se
realiz6 mediante HPLC con unabomba LAB y detector Light Scatering Model 300S. Se
utilizé una columna Hamilton HC 75H+, 305 x 7.75, 9 pum.

Concentracion delactosa 'y = 10699 x -209.55
Concentracion deglucosa 'y = 17407 x — 498.63
Concentracion de galactosa 'y = 26972 x -480.66
Concentracion defucosa  y= 12759 x — 192.77
Concentracion derafinosa  y = 11626 x —552.13

Donde x = concentracion en mg/mL ; y = &reaen mv/s
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Anexo 6: Construccion del vector. pET-22b empleado en la clonacion de la a-L-fucosidasa de
T. maritima; lleva una secuencia N-terminal de sefia pelB para la localizacién periplasmica.

y, Ava 1(158)
Xho 1{158)
Not 1(166)
Eag 1(166)
Hind H11{173)

pET-22b(+) |Bpu1 102 1(80) Sal I(179)
T7 promotor 361-377 Sac 1(190)
T7 inicio de transcripcion 360 ‘ Eggﬁll(d?g%)
pelB secuencia de codificacién 224-289 Nco [(220)
multiples sitios de clonacion Msc [(225)
I({]Ym] - Xhol) _ 158—2%3 Dra “|(5251)\ /Eggﬁn |I(226508))
is*Tag secuencia 140-157 —  Nde 1(288)
T7 terminador 26-72 ~— Xba 1(326) Bgl 11(392)
lacl secuencia 764-1843 - SgrA 1433)
pBR322 origen 3277 — Sph 1(589)
bla secuencia 4038-4895 3 Pﬂkﬂ 239?()796)
f1 origen 5027-5482 Sca l(4588) P

o
Pvu 1(4478) »
& Miu I(1114)
Pst 1(4353) $ s - Bcl 1(1128)
I! / N g "“
/ | & ’él) ||| BStE 11(1285)
o e | : “ki”&& =
Eam1105 I(4ma)-[ | pET_ZZb(+) ,C,’Q “ J ‘
T (5493bp) @]
\ | F {BssH 11(1525)
\ g
\ / AHpa 1(1620)

AIWN 1(3631)
PshA 1(1959)

Psp5 ll(2221)

BspLU11 [(3215) Bputo 1225

Sap 1(3099)

Bst1107 12986) / | _ZT/
Tth111 1(2960) / BspG 1(2741)

T7 promotor primario £3348-3

Bglll T7 promoter operador lac Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGLGAAATTAATACGACTCACTATAGEGGAATTGTGAGLGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
BspM | IB lead Mscl Nco[
Nde | sl pelB leader BamH| EcoR| Sacl

TATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTBCTGCTCCTCGCTGCCLCAGCCGGCGATGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTLC
MetLysTyrLeulLeuProThrAlaAloAlaGlyleuleuleuleuAlaAl aBnPr uﬂloMelMciMeL—«spI leGlylleAsnSerAspProAsnSerSerSer

Eagl Aval* sefial peptidasa
Sall Hindlll _ Notl Xho | His-Tag Bpu1102 |
GTCGACAAGCTTGCRGCCECACTCGABCACCACCACCACCACCAC TGAGATCCGRCTACTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGRCTRCTRLCACCECTEAGCAATAAL
Val AsplysleuhlahlallaleuGluHisHisHisHIsHIsHIsEnd <

T7 terminator T7 terminador primario :69337-3

TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

PET-22b(+) clonaciéniregiones de expresion
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Anexo 7: Curva Patrén de 4-nitrofenol 3.

Nota: para la cuantificacion de actividad enzimética de T. mar itima recombinante. Se realizé
en solucion amortiguadora de citrato-fosfato (pH 5)

y = 0.0165x - 0.0016
20 r R2=0.9997
1.8
16 _,..5
14
12 f
1.0 f
0.8 | K
0.6
04 | A&
02 ..
0.0 82 ' ' '
0 50 100 150
Concentracion PNP (uM)

D.O (410 nm)

Nota: para el empleo de la curva patrén de pNP se consider6 la solucion amortiguador y pH.
Por tanto se emplearon los siguientes coeficientes de extincion para el pNP.

En fosfatos apH 7 epnp=7.8 MMt em a
epnp=17.2mM1em 2 b

En citrato-fosfato apH5  emnp=039mM*cm? a
epnp=16.5mMtem 1 b

a cuando las cinéticas se realizaron directamente en las celdas del espectrofotometro
b: cuando | reaccion fue detenida adicionando NaOH

Anexo 7: Curva patron de seroalbimina elaborada por el método de Bradford.
Concentracion de proteina (ug/mL) = (D.Osgs — 0.0141)/0.044
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