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Introduccion. El crecimiento selectivo de bifidobacterias
en el intestino del infante se atribuye al uso de los
oligosacaridos de la leche humana (OLH), que gracias a
su compleja estructura son resistentes a la digestion (1).
Las bifidobacterias y los OLH aportan grandes beneficios
al hospedero, como la disminucion de microorganismos
patégenos en el tracto digestivo o la produccion de 4cidos
orgénicos. Las bifidobacterias presentan a-L-fucosidasa,
gue bajo ciertas condiciones se pueden emplear para la
sintesis de oligosacaridos fucosilados de la leche humana.
La secuencia del genoma de B. longum sp infantis revela
la existencia de cuatro posibles fucosidasas, todas ellas
intracelulares (2). El objetivo de este trabajo fue evaluar
diferentes condiciones de rompimiento mecanico de B.
longum para liberar la fucosidasa.

Metodologia. Se prepard una suspension de B. longum a
una concentracion de 150 mg biomasa/mL. Se determiné
la a-L-fucosidasa en células enteras empleando como
sustrato pnp-fucosa (0.1 mg/mL), midiendo el pnp liberado
a 410 nm. El tratamiento mecanico para la ruptura celular
se realizé con perlas de vidrio de 0.1 mm de diametro,
utilizando el equipo MiniBeadBeater 1(MBB) a 4800 rpm,
modificando el niumero de ciclos de rompimiento celular.
Cada ciclo constaba de un minuto y entre cada ciclo el
tubo se enfriaba durante dos minutos. Al sobrenadante
obtenido se le determind la actividad de a-L-fucosidasa.

Resultados. En las figuras 1, 2 y 3 se muestran la
comparacion de las actividades especificas en células
enteras y después del tratamiento de ruptura con perlas
de vidrio. En la Fig. 1 se obtiene un rendimiento del 35.6
%, considerandolo bajo, para este caso se aplicaron 5
ciclos de un minuto, a excepcién del primero que fue de
dos minutos, teniendo un sobrecalentamiento en el tubo y
en las células, atribuyendo a este factor Ila
desnaturalizacién de la enzima.
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Fig. 1. Actividad especifica en células y sobrenadantes después del
tratamiento mecéanico de B. longum

Modificando el tiempo de ruptura, un minuto por ciclo (5
ciclos), en la Fig. 2 se observa un aumento en la actividad
enzimatica, sin embargo su aumento no es considerable,

atribuyendo la pérdida de actividad enzimatica al
calentamiento.
15

S L

58

og 1 100 %

o o

a5

=3 0.5

g5 38.4%

= E

g2 0

Células © Tratamiento con perlas de vidrio

Fig. 2. Actividad especifica en células y sobrenadantes después del
tratamiento mecéanico de B. longum

Finalmente en la Fig. 3 se observa un aumento en la
actividad de la enzima, respecto a las dos anteriores, sélo
que en este caso se redujeron el niimero de ciclos a 3 y
el tiempo de enfriamiento entre ciclos a 2 minutos. El
modificar estos parametros contribuy6 a obtener un mayor
rendimiento en la actividad de la enzima a-L-fucosidasa,
por lo que se confirma que el calentamiento que reciben
las células durante el rompimiento celular es un factor de
suma importancia para obtener la a-L-fucosidasa.
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Fig. 3. Actividad especifica en células y sobrenadantes después del
tratamiento mecanico de B. longum

Conclusiones. El tratamiento con tres ciclos y dos
minutos de enfriamiento fue mas eficiente para la
liberacién de a-Lfucosidasa de B. longum.
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