CARACTERIZACION DE UNA B-FRUCTOFURANOSIDASA DE Bifidobacterium animalis.
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Probiéticos, prebidticos, bifidobacterias

Introduccion. B. animalis se considera un probidtico y es
ampliamente utilizada en la industria alimentaria. Posee dos
subespecies lactis y animalis, de esta ultima, existen pocos
estudios relacionados a como metaboliza carbohidratos
prebioticos, como las fructanas, en comparacién con otros
miembros del género Bifidobacterium (1). Para asimilar a las
fructanas, las bifidobacterias poseen enzimas de tipo f-
fructofuranosidasa, las cuales han sido caracterizadas en otras
cepas. Por ofro lado, se ha descrito que algunas -
fructofuranosidasas son capaces de fructosilar diferentes tipos
de carbohidratos (aceptores) formando hetero-oligosacaridos
con potencial aplicacion industrial (2). A pesar de ello, no se
han reportado ensayos de aceptor con B-fructofuranosidasas de
origen bifidobacteriano.

En este estudio se describe el aislamiento, expresion,
purificacidn y caracterizacion de una B-fructofuranosidasa de B.
animalis. Asimismo, evaluamos su habilidad para realizar
transferencia sobre diferentes aceptores.

Metodologia. Se realizé el aislamiento del gen que codifica
para la enzima denominada B.anima1 utilizando
oligonucledtidos especificos a partir del ADN gendémico de la
cepa Bifidobacterium animalis ATCC 25527. El gen se cloné en
el vector de expresion pET22b(+) y con él se transformé la cepa
E. coli Rosetta Il. La enzima recombinante se produjo
induciendo 100 mL de un cultivo de la cepa transformada con 1
mM de IPTG durante 12 h. La enzima se purific6 mediante
cromatografia de afinidad a iones metalicos y se determiné su
actividad enzimatica en amortiguador de fosfatos 100 mM pH
6.0 a 35°C. Se determinaron su pH y temperatura 6ptimos, su
estabilidad térmica, su actividad relativa sobre diferentes
fructanas (agavina, inulina de alto y bajo peso molecular y
fructooligosacaridos) y su capacidad para realizar transferencia
sobre diferentes aceptores (maltosa, xilosa y glucosa).

Resultados. La enzima B.animal compuesta de 532
aminoacidos posee entre un 70 y un 99% de identidad con las
B-fructofuranosidasas de bifidobacterias ya caracterizadas y
reportadas (3). La temperatura o6ptima de B.animal se
encuentra en el rango de 35 a 40°C mientras que su pH 6ptimo
se encuentra en un rango de 6 a 6.5 (Tabla 1). La enzima es
estable a 40°C y pierde un 40% de actividad a los 45°C. De los
sustratos ensayados, B.animal tuvo mayor actividad sobre
Raftilosa Sinergy 1 (Orafti) y su actividad sobre sacarosa,
Inulina HP (Orafti), levana SacB de bajo peso molecular, inulina
de Leuconostoc citreum 'y levana de Leuconostoc
mesenteroides cepa B-512 fue de 47, 42, 10, 3 y 0.3%,
respectivamente. Ensayos preliminares muestran la capacidad
de la enzima para realizar transferencia utilizando maltosa y
xilosa como aceptores (Fig.1). Los hetero-oligosacaridos tienen
potencial aplicacidn en la industria farmacéutica y de alimentos

funcionales (4) por lo que es importante contar con enzimas
que los produzcan eficientemente. Se requiere probar mas
aceptores y analizar los resultados mediante metodologias
como HPLC-IR o HPAEC-PAD para corroborar los resultados y
caracterizar a fondo la capacidad de la enzima para transferir
residuos de fructosa.
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Fig. 1. Cromatografia en capa fina de las reacciones de aceptor sobre
maltosa (1y 2), glucosa (3 y 4) y xilosa (5 y 6).

Tabla 1. Analisis comparativo de B.anima1 con las (-
fructofuranosidasas de bifidobacterias ya caracterizadas.
T Porcentaje de

Cepa 6ptima . p.H identidad con
o Optimo .
(°C) B.anima1 (%)
B. animalis ATCC 25527  35-40 6.0-6.5 100
B. lactis DSM10140T 40 6.5 97
B. breve UCC2003 37 6 7
B. adolescentis G1 59 5.7-8.6 72
B. longum KN29.1. 37-45  6.0-6.2 7
B. longum ATCC 15697 50 6.0-6.5 7

Conclusiones. B.anima1 tiene caracteristicas bioquimicas muy
similares a las demas B-fructofuranosidasas de bifidobacterias
ya reportadas. Su estabilidad térmica es superior a la de otras
B-fructofuranosidasas de 518 a 532 aminoacidos y menor a la
reportada para la B-fructofuranosidasa de 636 aminoacidos de
B. longum ATCC 15697 (3). B.animal es la primera B-
fructofuranosidasa de bifidobacterias cuya capacidad para
realizar reacciones de transferencia esta siendo probada y los
resultados preliminares parecen prometedores.
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