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Resumen

1 RESUMEN

En el presente proyecto se desarrolld6 un método enzimatico para la sintesis de fructdsidos de
moléculas hidrofdbicas, compuestos que poseen aplicacion potencial en la industria farmacéutica
0 cosmética. Para ello, se evaluaron tres diferentes fructosiltransferasas (FTFs) y una invertasa,
entre las cuales se selecciond a la enzima BS-LVS debido a su mayor estabilidad y eficiencia en la
transferencia a aceptores tales como los fenoles y alcoholes primarios hidrofébicos. Las
condiciones de reaccidn se seleccionaron mediante el estudio del efecto de la concentracidn de
aceptor, de la concentracion de enzima y de la composicidon del medio de reaccién. Se encontré
que la mayor produccién de fructdsido se obtiene utilizando alta concentracién de aceptor (500
mM) y con 5 U mL™ de enzima; mientras que si se incrementa la cantidad de enzima, el producto
se hidroliza rapidamente, indicando que la reaccién esta sujeta a un control cinético. La presencia
de concentraciones crecientes de disolvente orgédnico en el medio de reaccion (hasta 50 % v/v),
redujo significativamente la produccidon de fructdsido debido a la disminucion de la actividad
termodinamica del aceptor en dicho sistema. Este hecho se confirmé mediante célculos tedricos

utilizando el modelo COSMO-RS.

Por otra parte, entre los aceptores evaluados, se encontré que BS-LVS glicosila los compuestos
fendlicos con mayor eficiencia que los alcoholes primarios. De hecho, con difenoles como
hidroquinona, catecol y resorcinol se obtuvo la maxima cantidad de fructésidos (19-35) mM, la
mas alta concentracién reportada para fructosilaciéon de fenoles usando FTFs. La mayor eficiencia
de BS-LVS en la fructosilacion de fenoles se confirmé mediante el estudio con el aceptor
4-hidroxibencil alcohol, encontrandose una velocidad de fructosilacién en el alcohol fendlico diez
veces mayor que en el alcohol primario. La preferencia en la fructosilacién de fenoles resulté

asociada a los diferentes valores de pKa de las moléculas aceptoras.

La eficiencia de la fructosilacién fue mejorada al implementar un sistema de reaccién en lote
alimentado. Utilizando hidroquinona como aceptor modelo para la reaccién en lote alimentado se

logro duplicar el rendimiento del fructdsido respecto a la hidroquinona inicial.

Se identific6 como una de las principales limitantes para la sintesis de fructésidos de Hq, la
presencia de fructooligosacaridos (FOS) y polimero. Como una manera de inhibir la produccién de
FOS y polimero, se evaluaron diferentes mutantes de BS-LVS. Entre ellas destacd la mutante

Y429N, la cual se evalud en un sistema en lote alimentado, logrando obtener 18 % de rendimiento
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de fructésido respecto a la hidroquinona, casi el triple de lo obtenido en una reaccién sin
alimentacién de sacarosa. Estos resultados permitieron sugerir que la ausencia de polimero

permite que la produccion de fructdsido sea mas eficiente.

Finalmente, se evaluaron otros nucledfilos, tales como aminas y tioles en reacciones de aceptor.
Las aminas primarias y aminodacidos evaluados no fueron sustrato para la enzima. Sin embargo fue
posible obtener fructésidos de un éster de tirosina y otros derivados de la misma que poseen un
grupo fendlico. También se obtuvieron fructdsidos con el 2-mercaptoetanol y el flavonoide
L-epicatequina, siendo éste ultimo el compuesto de mayor peso molecular que se ha podido

glicosilar utilizando BS-LVS.



Introduccion

2 INTRODUCCION

El interés creciente por el desarrollo de estrategias mas eficientes para la obtencion de productos
novedosos de interés industrial, sin la generacién de residuos contaminantes, ha llevado al area de
la Quimica Organica a proponer nuevos procesos de sintesis. En muchos de los casos, estos
procesos han sido pensados, ya sea, para incrementar los volimenes de produccion de aquellos

productos que se extraen de fuentes naturales o para mejorar sus propiedades funcionales.

En la actualidad, los compuestos glicosilados han cobrado un interés particular en la industria
guimica debido a las propiedades Unicas que les confiere la presencia de un residuo de azlcar en
su estructura. Los glicdsidos son compuestos formados por un carbohidrato y una molécula
guimicamente distinta unidas mediante un enlace covalente, el cual se denomina enlace
glicosidico. Estos compuestos se pueden encontrar en fuentes naturales, principalmente como
metabolitos secundarios de plantas. Algunos glicdsidos naturales resultan de interés por su
actividad bioldgica en el ser humano; asi, es posible encontrar desde endulzantes mucho mas
potentes que la sacarosa, hasta glicdsidos con propiedades farmacoldgicas. De hecho, la
glicosilacién puede considerarse una estrategia para la modificacién de las propiedades
fisicoquimicas de las moléculas, tales como volatilidad, solubilidad, o estabilidad (Schottelius et al.,
2002; Meulenbeld y Hartmans, 2000; van Rantwijk et al., 1999) o resultar crucial en su actividad

bioldgica (Kren, 2008).

Un grupo de compuestos naturales que ha despertado interés particular por sus propiedades
farmacoldgicas y nutracéuticas son los compuestos fendlicos. De hecho, se ha reportado que un
numero considerable de glicésidos fendlicos poseen propiedades farmacoldgicas tan variadas tales
como actividad antiinflamatoria, anticoagulante, antimicrobiana, anticancerigena, secuestradores
de radicales libres o antioxidantes, entre otras (Dembitsky, 2005a). Desafortunadamente, el uso y
aplicaciéon industrial de estos compuestos se ha limitado en gran manera por su baja

concentracidn en plantas.

Si bien la sintesis quimica de estos compuestos podria ser una alternativa para su obtencion a gran
escala, es importante sefialar que la glicosilacidon es una de las reacciones que presentan grandes
retos para el drea de sintesis organica. En efecto, la baja selectividad de estos procesos y el gran

numero de grupos reactivos presentes en los azlcares implica un gran nimero de etapas de
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proteccion y desproteccion de sustratos y productos, dando como resultado bajos rendimientos

en los procesos y la generacién de subproductos téxicos (Pavlov et al., 2001; Borgia et al., 2001).

En afos recientes, diversas investigaciones se han dirigido al uso de la sintesis enzimatica,
buscando una alternativa a los métodos quimicos tradicionales. El objetivo en este sentido ha sido
aprovechar la especificidad que caracteriza a las enzimas para aplicarlas a procesos de sintesis.
Estas estrategias han mostrado un potencial interesante en términos de reducir el nimero de

etapas de proceso y evitar la generacién de subproductos toxicos.

En lo que se refiere a la sintesis de glicésidos, se ha recurrido por un lado al uso de glicosidasas,
enzimas naturalmente hidroliticas, capaces realizar la sintesis de glicdsidos mediante hidrélisis
inversa o transglicosilacion (van Rantwijk et al., 1999). Por otro lado, también se ha recurrido al
uso de enzimas denominadas glicosiltransferasas, enzimas que de manera natural catalizan Ila

sintesis de glicdsidos.

No obstante el potencial que pudieran presentar las glicosidasas o las glicosiltransferasas en la
glicosilacién de fenoles, los rendimientos de producto reportados hasta ahora han sido muy bajos,
en donde los principales inconvenientes son la inestabilidad de las enzimas en presencia de
aceptores fendlicos, la poca solubilidad de dichos sustratos o la baja selectividad de la enzima por
los mismos (Bertrand et al., 2006; Moon et al., 2006; Meulenbeld y Hartmans, 2000). Lo anterior
hace evidente la necesidad de encontrar enzimas afines por sustratos fendlicos y altamente

estables en presencia de altas concentraciones de los mismos.

Dentro de este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar una estrategia
eficiente para la glicosilacién de compuestos de interés industrial mediante el uso de enzimas
glicosilantes. Para efectos de la evaluacion de la selectividad de las enzimas y al mismo tiempo
mejorar la eficiencia de los procesos se utilizaron como moléculas modelo diferentes compuestos
fendlicos. De manera particular se estudié la glicosilacién del compuesto hidroquinona, cuyo
producto de fructosilacion es analogo del glucdsido natural arbutina (4-hidroxifenil-3-D-
glucopiranésido), utilizado en cosméticos para evitar el obscurecimiento de la piel (Wu et al.,

2006).
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3 ANTECEDENTES

3.1 Qlicosidos en la naturaleza, generalidades

Los glicésidos son compuestos formados por un carbohidrato unido mediante un enlace covalente
a otra molécula de naturaleza quimica diferente, la cual se denomina aglicona. Estos compuestos
son de relativamente bajo peso molecular y forman parte del metabolismo secundario de plantas

y algunos microorganismos.

El enlace en los glicdsidos involucra al carbono anomérico del carbohidrato y un d&tomo de O, N, S
o C de la aglicona formando un enlace tipo éter, amino, tioéter o carbono-carbono,
respectivamente, y pudiendo estar orientados en posiciones a o 3 respecto al carbono anomérico
(Figura 1). En funcién del tipo de atomo que participa en el enlace se les conoce como
O-glicésidos, N-glicdsidos, tioglicésidos o C-glicdsidos. Entre estos enlaces, el mds comun en

sistemas bioldgicos es el enlace O-glicosidico (Dewick, 2002).

Figura 1. Estructura quimica de los glicésidos. (a) Estructura general de glicésidos
ejemplificado con un residuo de glucosa. (b) Estereocisomeros de glicdsidos,
omitiendo los grupos OH del azlcar para mayor claridad.

En los glicésidos naturales, el residuo glicosilo mas frecuente suele ser una glucosa, aunque se
puede encontrar una gran diversidad de carbohidratos tales como la fructosa, la fucosa, o incluso

desoxiazucares o azUcares modificados con grupos amino o carboxilo.

En el caso de la aglicona, la diversidad quimica es muy grande, incluyendo alcoholes alifaticos,
fenoles o estructuras mas complejas como los mono-, di- o triterpenos, flavonoides, alcaloides,

esteroides entre otros (Dembitsky, 2005b; Sturgeon, 2002).
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Cabe aclarar que las macromoléculas que poseen enlaces glicosidicos, como las glicoproteinas y
los acidos nucleicos, cuyas funciones son primordiales dentro de los organismos, no se clasifican

como glicésidos y no forman parte del presente estudio.

Los glicésidos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, principalmente como
parte del metabolismo secundario de plantas en las cuales pueden desempefar funciones muy
variadas, tales como la proteccién contra el ataque de herbivoros o contra la radiacién UV
(Dembitsky, 2005b) por mencionar sélo algunas. Es importante sefialar que estas funciones
bioldgicas no sdlo tienen relevancia dentro de las plantas, sino que también son de gran
importancia para el ser humano, como lo han puesto de manifiesto numerosos reportes. De
hecho, muchas clases de compuestos relevantes producidos por plantas o microorganismos, son
glicésidos, entre los que se pueden encontrar edulcorantes, alcaloides, flavonoides, antibioticos,
etc. (Dembitsky, 2005a; Kren y Martinkova, 2001). Algunos ejemplos de glicdsidos naturales y sus

actividades biolédgicamente interesantes se muestran en la tabla 1.

Los recursos naturales, tanto en ambientes terrestres como marinos, son una fuente muy atractiva
para la busqueda de nuevos metabolitos de interés (Dembitsky, 2004); esto gracias al reciente
desarrollo de métodos automatizados de deteccidon y evaluacion de compuestos bioactivos
(Beutlerl, 2009). Asi, se ha logrado identificar un gran nimero de glicésidos responsables de
actividades terapéuticas en plantas utilizadas en medicina tradicional. Bajo esta perspectiva, el
potencial terapéutico de los glicésidos los ha convertido en un blanco atractivo para el desarrollo
de farmacos. Sin embargo, su obtencién a gran escala se complica por la baja concentracién en la
gue se encuentran en plantas, resultando en bajos rendimientos después de complejos procesos
de extraccion (Shaikh y Withers, 2008; Demchenko, 2003). Esta es una de las razones que motivan

la busqueda de métodos de obtencién que faciliten la produccién de compuestos de interés.



Tabla 1. Glicdsidos naturales con actividad bioldgica de importancia para el ser humano
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Tipo de glicésido (aglicona) Ejemplos Actividad bioldgica Fuente natural Referencia
Saponinas (sapogeninas, ya sea Glicirricina Endulzante (50 a 150 veces mds potente  Glycyrrhiza glabra (Cheeke, 2001)
esteroideas o triterpenoides) que la sacarosa), actividad
antiinflamatoria y mineralocorticoide.
Dioscina Reduccién de niveles de colesterol en  Yucca schidigera, (Dewick, 2002)
sangre. Antiprotozoarios,  Quillaja saponaria, soya,
inmunoestimulante y anticdncerigenos ginseng
Glicdsidos cardiacos (esteroides) Digoxina, Causantes de contraccion del miocardio.  Digitalis purpurea, Digitalis  (Dewick, 2002; Kren y
digitoxina Utilidad en medicamentos para lanata Martinkova, 2001;

tratamientos del corazon.

Ortega, 1998)

Glicésidos de monoterpenoides
(hemiterpenoides,
monoterpenoides aciclicos, mono
y biciclicos e iridoides)

Kudingosido A

Swerdésido
Gentiopicrésido

Agentes antioxidantes

Antimicrobianos

Ligustrum pedunculare

Lavandula angustifolia
Centaurium erythraea

(Dembitsky, 2005b)

Glicésidos de alcaloides

(alcaloides)

Dauricésido

Estrictosamida

Actividad inhibitoria de agregacién de
plaguetas

Antitumorales

Menispermum dauricum

Nauclea orientalis,
Sarcocephalus latifolius

(Dembitsky, 2005b)

Antraciclinas (antraciclinona)

Daunomicina,
doxorubicina

Tratamiento de algunos tipos de cancer
como leucemia o tumores sdlidos.

Streptomyces peucetius

(Laatsch 'y  Fotso,
2008; Arcamone,
2007)
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Tipo de glicésido (aglicona) Ejemplos Actividad bioldgica Fuente natural Referencia
Glicésidos antraquindénicos  Aloina Laxante, purgante Aloe vera (Dewick, 2002)
(antraquinonas)

Kwanzoquinona D Actividad contra el trematodo patégeno  Hemerocallis spp (Dembitsky, 2004)

humano del género Schistosoma.

Anguciclinas (anguciclinona,
sistema benzo[a]antraceno)

Agreticina,
kerriamicina By C.

Landomicina A

Inhibidores de agregacion de plaquetas

Antitumorales

Microorganismos del
género Streptomyces

(Olano et al., 2009;
Weymouth-Wilson,
1997; Rohr y
Thiericke, 1992)

Glucosinolatos
(isotiocianatos, nitrilos,
tiocianatos o similares)

Glucobrasicina,
glucorafanina

Efecto protector contra cancer vy
reduccion de niveles de colesterol en
sangre.

Familia Bracicaceae

(Cheeke, 2001)

Glicésidos aromaticos simples  Gastrodina Propiedades anticoagulantes y  Gastrodia elata (Liu et al., 2006; An et
(fenoles, catecoles, etc.) anticonvulsivas. al., 2003)
B-arbutina Inhibidor  tirosinasa, utilizado en Uvae ursi (Wu et al., 2006;
productos para aclarado de la piel. Sugimoto et al., 2005;
Funayama et al,
1995)
Salicina Anticoagulante, profarmaco antipirético Especies de Salix y Populus
(Seo et al., 2005;
Lambertiandsido Actividad anti-VIH Eugenia lambertiana Dembitsky, 2005a;
Yoon et al., 2004)
Glicésidos de flavonoides  Rutina y glicésido  Utiles contra enfermedades inflamatorias  Coronopus didymus (Kim et al, 2005;

(polifenoles)

de crisoeriol

del intestino y antioxidantes

Mishra et al., 2003)
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3.1.1 Efecto de la glicosilacion en la funcion biologica

Gracias a la gran diversidad de actividades bioldgicas que se han encontrado en glicésidos
naturales, muchos estudios se han dirigido a descubrir qué papel juega el residuo azucar en la
actividad. Se sabe que este residuo puede participar modificando la solubilidad de la aglicona o ser
un componente crucial para la actividad (Kren, 2008). Por ejemplo las anguciclinas actian como
antitumorales (tabla 1), pero la aglicona (anguciclinona) no presenta por si misma ninguna

actividad bioldgica (Weymouth-Wilson, 1997).

En otros casos, el residuo azucar juega un papel en la afinidad por el tejido o molécula a que se
dirige. Tal es el caso de los glicésidos cardiacos, en donde la aglicona tiene por si misma una cierta
afinidad para generar la unién al musculo del corazén, pero el residuo azlcar modifica
considerablemente su actividad al incrementar su solubilidad y favorecer la unién al tejido

cardiaco (Dewick, 2002).

No obstante, es practicamente imposible definir un patrén general de actividades bioldgicas para
los glicdsidos comparados con sus agliconas respectivas (Kren, 2008). De hecho, no existe una
regla universal respecto al efecto que pueden tener diferentes tipos de azucares, o diferente tipo
de enlace, o el nimero de residuos glicosilo en la actividad bioldgica; sin embargo, cambios en

estas variables pueden modular la actividad de la aglicona.

Por ejemplo, en las antraciclinas, parte del mecanismo de accidn anticancer se atribuye al residuo
desoxiazlcar gracias a una interaccion con el DNA, y se ha encontrado que el cambio tan sélo en el
tipo de enlace B por un enlace a entre dos residuos glicosilo en derivados de daunorubicina,
resultd en el incremento de 35 veces la actividad anticancer (Kren y Rezanka, 2008). En este caso,
el efecto de estas modificaciones se debe a que el residuo azucar juega un papel primordial en el
mecanismo de accion. Por otro lado, los tratamientos con antraciclinas tienen muchos efectos
colaterales (alopecia, desérdenes gastrointestinales, etc.); sin embargo, se ha visto que derivados
con mayor nimero de residuos glicosilo tienen menos efectos adversos (Kren y Martinkova, 2001;

Weymouth-Wilson, 1997).

Probablemente el cambio mas evidente que podria esperarse de la unién del residuo azucar a la
aglicona, es la solubilidad del compuesto. En efecto, de manera general, los glicdsidos son mas
solubles en agua que sus agliconas respectivas (Kren y Martinkova, 2001). En el caso de glicdsidos

con actividad farmacoldgica, el cambio en la solubilidad puede influenciar sus propiedades
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farmacocinéticas como son la absorcién, distribucién, metabolismo y/o eliminaciéon (Kren vy
Martinkova, 2001; Thorson et al., 2001). En este sentido, una mayor absorcién puede reducir las
dosis requeridas y provocar menos efectos colaterales (Seo et al., 2005). Asimismo, la glicosilacién
puede reducir la volatilidad de la aglicona (Meulenbeld y Hartmans, 2000) o puede ser una
estrategia de proteccidon para compuestos inestables bajo ciertas condiciones (p. ej. oxidacion)

(van Rantwijk et al., 1999).

Ante este panorama, la glicosilacion tiene un gran potencial tecnolégico, por la posibilidad de
mejorar las propiedades de la aglicona, tales como solubilidad, volatilidad y estabilidad
(Schottelius et al., 2002; Meulenbeld y Hartmans, 2000; van Rantwijk et al., 1999), para aumentar
su potencial en diversas industrias como la farmacéutica, alimentaria o de cosméticos. Para
lograrlo, es fundamental el desarrollo de metodologias eficientes y, eventualmente, susceptibles

de aplicarse en la produccién de glicdsidos a gran escala.

3.2 Métodos quimicos de glicosilacion

Desde hace mas de un siglo, los quimicos organicos se han interesado por el desarrollo de
metodologias para la sintesis de glicésidos, la cual representa un gran reto debido a que los
numerosos grupos hidroxilo en el azdcar deben ser diferenciados para conseguir el enlace
glicosidico deseado, manteniendo ademas la orientacidn requerida, ya sea isdmeros alfa o beta; es

decir, la reaccion debe ser regioselectiva y estereoselectiva (Blixt y Razi, 2008).

Los primeros métodos de glicosilacion quimica fueron reportados por Michael en 1879 y Fischer
en 1893. La reaccidon de Michael para la sintesis de O-glicosidos procedia por desplazamiento
nucleofilico de un grupo saliente en el carbono anomérico (cloro en la Figura 2a) con el resto de
los grupos OH protegidos. El inconveniente era la necesidad de convertir el aceptor glicosilo

(nucledfilo) en su respectiva sal de potasio (Mydock y Demchenko, 2010; Michael, 1879).

En 1893 Emil Fischer, en contraste con el protocolo previo, percibié el monosacarido desprotegido
como un hemiacetal. La reaccidn se llevaba a cabo en fuertes condiciones acidas, en un exceso de
la aglicona deseada (aceptor del glicosilo), cominmente alcoholes de bajo peso (Figura 2b).
Conceptualmente esta es la forma mas simple de obtener glicdsidos; sin embargo, el método de
Fischer conduce a un equilibrio de especies que se convierten entre si, ademas del producto

(Mydock y Demchenko, 2010; Fischer, 1893).
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En 1901, Koenigs y Knorr (y de manera independiente Fischer y Armstrong) realizaron una
glicosilacién quimica mediante la reaccion de glicosil-halogenuros con alcoholes convencionales
como aceptores en presencia de sales de metales pesados, como Ag.CO: 0 Ag.O (Figura 2c), las
cuales asisten en la liberacidon del grupo saliente, seglin se demostré en 1930. Este método es muy
selectivo en el sentido de que se obtiene una inversion de la configuracién anomérica (Mydock y

Demchenko, 2010).

AcO AcO HO
OAr Ly OAr
(a) AcC __KOAr_ 62aC Desproteccion o570
OAGC Ci el OAC OR
OAc OAc OH

Ar = Ph, c-CHO-Ph, p-MeO-Ph

HO HO HO o o
OH OMe HO Me
(b) OH © M OH © + OH
OH]; R oH
QH OH OH
D-glucosa
AcO AcO
o Ag,CO o OMe
(c) DAC + MeOH  —m OAC
OAC Br CHaCl OAC
OAc QAc
Figura 2. Esquemas de la reaccién de glicosilacién por métodos quimicos. (a) Método de Michael, (b) Fischer

y (c) Koenigs-Knorr (Mydock y Demchenko, 2010).

Desde estos trabajos pioneros en la sintesis de O-glicésidos han surgido modificaciones para
mejorar los procesos de sintesis, en los cuales es posible distinguir algunas caracteristicas
mecanisticas indispensables. Esto es, que el enlace glicosidico se forma por desplazamiento
nucleofilico de un grupo saliente unido al carbono anomérico del residuo azucar por el grupo OH
del nucledfilo. Generalmente, el compuesto que contiene al grupo saliente se denomina “donador
de glicosilo” y el compuesto que lleva a cabo el ataque nucleofilico se le conoce como “aceptor de
glicosilo”. La reaccidon generalmente se realiza en presencia de un activador denominado

“promotor” cuyo papel es asistir la salida del grupo saliente (Carmona et al., 2008).

Y no sdélo han habido desarrollos para los enlaces O-glicosidicos, sino también N-, S- y C-
glicosidicos (Oscarson, 2008; Nishikawa et al., 2008; Tanaka et al., 2005); de hecho, los

tioglicésidos son muy utilizados como donadores de glicosilo para la sintesis de O-glicésidos o de

11
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otro tipo de intermediarios donadores de glicosilo (Zhu y Schmidt, 2009; Oscarson, 2000). Sin

embargo, no es el objetivo de este documento hacer una discusién exhaustiva de estos métodos.

Lo que resulta mas importante sefialar, es que cuando se aborda la sintesis de glicésidos de
cualquier tipo el control de la regio- y la estereoselectividad del proceso, es primordial y es la
razon por la cual el uso de grupos protectores se vuelve indispensable. En este mismo sentido, en
los ultimos afios, una gran parte de las modificaciones que han sufrido las metodologias como la
de Koenigs-Knorr, se han dirigido al desarrollo de nuevos promotores, asi como de nuevos grupos
salientes adecuados para inducir o mantener la estereoselectividad requerida (Demchenko, 2003).
Otros factores que se han tomado en consideracién son el efecto del disolvente, el patrén de
grupos protectores tanto en el donador de glicosilo como en el aceptor, impedimento estérico,

etc. (Demchenko, 2003).

Los mayores esfuerzos en el desarrollo de métodos de glicosilacion se han dirigido a la adicidn de
glucosa. Pero un reto particular es la utilizacion de fructosa, tomando en cuenta que se trata del
segundo azlicar mas abundante en la naturaleza (después de la glucosa). Sin embargo, los estudios
relacionados con la sintesis quimica de fructdsidos reportan bajos rendimientos y poca
estereoselectividad de los procesos (Lian et al., 2008). Uno de los pocos métodos de fructosilacidn
quimica exitosos, se basa en el bloqueo del grupo CH,0OH del carbono anomérico al lado «
mediante un puente interno con el hidroxilo en el carbono 4 (Figura 3a) y la fructosilacién requiere
de dimetil(tiometil)sulfonio triflato (DMTST) como promotor (Oscarson y Sehgelmeble, 2000). El
método es B-estereoselectivo, sin embargo, la preparacidn del donador es costosa (Figura 3b), lo

que limita su aplicacién (Lian et al., 2008).

isémere 3 (b)
OR OBn
RO 0.] OR' || RO o.] S-Et
Q 0 0_ o
N TIPS
Figura 3. Método quimico de fructosilacién desarrollado por Oscarson y Sehgelmeble, 2000. (a) Esquema

general de reaccion de fructosilacion. (b) Estructura del donador del residuo fructosilo, tioglicésido de fructosa
con un puente acetal interno 1,4-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano-1,3-diil) (TIPS), R en el donador es TBDPS
(tert-butildifenilsilil).
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Otro método es el desarrollado por Lian et al (2008) (Figura 4) que permite obtener de moderados

a altos rendimientos en la fructosilacién, pero generando principalmente a-fructésidos.

0Bz
BzO 0. OBz BzO OBz

TMSOTT
O + HO ——

F,¢”~  NPh OBz

Figura4. Esquema de reaccion de fructosilacion quimica segun el método de Lian
et al. (2008). TMSOTT, trimetilsilil trifluorometanosulfonato, como promotor.

A pesar del gran progreso en técnicas contempordneas de sintesis quimica, la necesidad del
control regio- y estereoselectivo de la formaciéon del enlace glicosidico, hace que se recurra
necesariamente a multiples esquemas de proteccion y desproteccion de los sustratos y productos,
lo cual representa una seria desventaja por el gran nuimero de pasos en el proceso y en
consecuencia, el mayor costo. Asimismo, el uso de metales pesados como promotores no es
aceptable para productos con uso potencial en el area farmacéutica debido a su toxicidad (Thimm
y Thiem, 2008). Estos hechos motivan la constante blusqueda de métodos alternativos para la

sintesis de este tipo de compuestos (Shaikh y Withers, 2008; Demchenko, 2003).

3.3 Métodos enzimadticos de glicosilacion

Actualmente existe una tendencia al uso de alternativas mas limpias y ambientalmente mas
amigables que la sintesis orgdnica tradicional. El objetivo es el desarrollo de metodologias
sustentables para la manufactura de quimicos finos. En este contexto, la biocatdlisis, que emplea
enzimas o células completas como catalizadores para sintesis orgdnica, tiene muchos beneficios
potenciales, como son: condiciones mas suaves de reaccion (pH y temperaturas fisioldgicas), un
catalizador y disolvente (a menudo agua) medioambientalmente atractivos, y alta quimio- regio- y
estereoselectividad. Ademas, el uso de enzimas generalmente permite la obtencién de moléculas
muy complejas sin la necesidad de activaciéon de grupos funcionales y evitando los pasos de
proteccion y desproteccion que se requeririan en sintesis organica tradicional (Sheldon y van
Rantwijk, 2004). Esto permite disefar rutas sintéticas mas cortas y en consecuencia reducir el

tiempo de ocupacion de los reactores, lo que es un factor importante en la economia del proceso
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en produccidn farmacéutica y quimica (Rasor y Voss, 2001); asimismo se generan menos residuos,
siendo asi un proceso mas amigable con el medio ambiente (Sheldon y van Rantwijk, 2004; Rasor y

Voss, 2001).

En el area de la glicosilacion, la sintesis enzimatica representa una buena alternativa a los métodos
de sintesis quimica, gracias a la posibilidad de formar enlaces glicosidicos especificos en funcién
del tipo de atomo aceptor del enlace y en funcién de la posicion y de la orientacidn de los grupos
funcionales reactivos presentes en diferentes azucares (Shaikh y Withers, 2008). Las enzimas con
potencial utilizacidn en sintesis de glicdsidos se pueden agrupar en dos grupos principales:
glicosidasas (E.C. 3.2.1.X) y glicosiltransferasas (E.C. 2.4.X.X). Las glicosidasas son enzimas
hidroliticas por naturaleza, pero bajo condiciones muy particulares pueden catalizar la sintesis de
glicésidos. Por otro lado, el grupo de las glicosiltransferasas incluye a las enzimas que en los seres

vivos son las responsables de catalizar la reaccion de transferencia de residuos glicosilo.

3.3.1 dlicosidasas

Las glicosidasas son enzimas que hidrolizan enlaces glicosidicos en oligo- y polisacaridos con un
alto grado de estereoespecificidad (Plou et al.,, 2007; Demchenko, 2003). No obstante su
naturaleza hidrolitica, estas enzimas son también capaces de formar enlaces glicosidicos mediante
reacciones de hidrdlisis inversa o de transglicosilacion (Shaikh y Withers, 2008; Demchenko, 2003)
que se describen mas adelante en el texto. Debido a su alta especificidad, amplia disponibilidad y
estabilidad en presencia de disolventes organicos, ha habido un gran interés en estos catalizadores
para el desarrollo de procesos de sintesis. Es por ello que se ha estudiado ampliamente su
mecanismo de accién y la relacién que guarda éste con las caracteristicas estructurales de la

enzima.

Las glicosidasas realizan su actividad hidrolitica mediante dos mecanismos principales, uno que
conduce a la inversién de la configuracion del carbono anomérico y el otro que lleva a la retencion

de esta configuracion, siendo estas ultimas las mas utilizadas en sintesis (Plou et al., 2007).

En las glicosidasas que invierten la configuracién, el residuo catalitico acido cede un protén al
grupo saliente O—R (Figura 5a), mientras que la base catalitica sustrae un protén de una molécula
de agua, con lo cual incrementa su nucleofilia y facilita el ataque al carbono anomérico. Como

resultado, la configuracién anomérica se invierte (Vuong y Wilson, 2010).
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En las glicosidasas que retienen la configuracidn anomérica, la reaccion se lleva a cabo mediante
un mecanismo de doble inversidn, en la que un residuo acido/base general actia primero como
acido y después como base en dos pasos (Figura 5b). En el primero, facilita la liberacién del grupo
saliente donando un protdn al atomo de oxigeno del enlace, mientras que el residuo nucledfilo
forma un intermediario covalente con la enzima. En el segundo paso, el residuo desprotonado
acido/base actlia como una base general para activar una molécula de agua que lleva a cabo un
ataque nucleofilico sobre el intermediario glicosil-enzima. El resultado son dos inversiones de la
configuracién que conllevan a la retencidn de la estereoquimica en el centro anomérico (Vuong y

Wilson, 2010) (Figura 5b).

(a) Mecanismo de inversion

. -

_A Acido catalitico AC

N
O

3 R f‘

0. HOR OH
(“ HH
o

B
| Base catalitica l

(b) Mecanismo de retencién

. N T

Acido/base A ( oA AH
H

H
C>% - O

D!

Nuc © HOR Nuc Nuc®
mrhnne NuCle6filo wrhene  Intermediario ohone
Figura 5. Mecanismos cataliticos de las glicosidasas. (a) con inversién de la configuracion anomérica y

(b) con retencidn de la configuracion (Vuong y Wilson, 2010; Heightman y Vasella, 1999). Se han omitido los
grupos OH para mayor claridad.
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Hidrdlisis inversa (control termodindmico)

La manera mas simple de llevar a cabo la sintesis de glicdsidos utilizando glicosidasas es realizarla
bajo condiciones en las cuales la reaccidn de hidrdlisis se vea desfavorecida a la vez que se
favorece la reaccidon de sintesis (Demchenko, 2003) de acuerdo con el esquema de reaccion
(Figura 6), de manera que la reaccién procede hasta que se alcanza un equilibrio entre la sintesis y
la hidrdlisis del producto. Esto se logra mediante un control de la actividad termodinamica de los
sustratos y productos en el medio de reaccidn. La actividad termodinamica es una medida de la
disponibilidad para reaccionar que una especie posee en determinado medio, lo cual se expresa

mediante la Ecuacion 1.
a; =7X; (Ec. 1)

Donde a; es la actividad termodinamica, ¥ el coeficiente de actividad termodindmica y x; la
fraccion molar o término de concentracién. El coeficiente de actividad y; en mezclas soluto-

disolvente es dependiente de las interacciones que forma el soluto con el disolvente utilizado.
Glicosi-OH  +  R'OH — Glicosi-OR* + H,0 (Ec.2)

De acuerdo con el esquema de la reaccion de glicosilacion (Ec. 2), para lograr la sintesis del
glicésido se debe disminuir la actividad termodinamica del agua (a,,) y la del glicésido, asi como
aumentar significativamente las actividades termodindmicas del donador y aceptor de glicosilo
(sustratos para la reaccién de hidrdlisis inversa). La estrategia mas utilizada para favorecer la
sintesis es disminuir a, mediante la adicién de disolventes organicos miscibles con el agua e

incrementar la concentracidn de los sustratos (Plou et al., 2007; van Rantwijk et al., 1999).

Si bien en estos sistemas es deseable una baja a,, para favorecer el rendimiento de producto al
equilibrio, usualmente se mantiene una cantidad de agua suficiente para evitar la inactivacién de
las glicosidasas y para favorecer la solubilidad del donador de glicosilo (van Rantwijk et al., 1999).
Por tal motivo, con frecuencia los rendimientos obtenidos en reacciones de hidrdlisis inversa son
bajos (< 20 %) (Plou et al., 2007). Asimismo, aunque este sistema es atractivo por su simplicidad,
resulta poco eficiente debido a la incompatibilidad de una gran parte de los donadores de glicosilo

y las glicosidasas con la baja actividad de agua en medio organico.
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Transglicosilacion (control cinético)

De manera general, la reaccién de transglicosilacién con glicosidasas se asocia a un control
cinético del proceso. Esta estrategia es vdlida para las enzimas que retienen la configuracién del
carbono anomérico y en la Figura 6 se muestra el mecanismo de reaccién con las dos vias posibles.
La distribucidn del intermediario glicosil-enzima entre las dos vias, ya sea productos de hidrdlisis o
de transferencia, estd determinada por la relacién de sus respectivas velocidades k,:[H,0] /
ks:[Aceptor] (Figura 6). De manera que la reaccién que predomine sera aquella que en condiciones
puntuales del proceso tenga la mayor velocidad. Por lo tanto la relacion hidrolasa/transferasa
depende de la concentracién del aceptor, asi como de la afinidad para unir al azicar aceptor (u
otro aceptor) y excluir al agua, que son propiedades intrinsecas de la enzima (Plou et al., 2007).
Ademas el producto de transferencia puede servir como sustrato para la enzima e hidrolizarlo con

una constante de velocidad k..

HIDROLISIS
H,O
2 HO 0. OH
CH
Acido/base [ |/ OH OH
E © HOR, SR k2
HO k K HO
0. ORy ! 0
OH — OH
K HO
OH - OH o. ORz
OH OH OH
0._.0 0.0 OH
aceptor
Ky P HO oR
Nucleofilo Intermediario 0 2
covalente \ HO OH
3
on O, 0 OH
OH
CH
TRANSFERENCIA

Figura6. Mecanismo de transglicosilaciéon catalizada por las glicosidasas que retienen la
configuraciéon. Se esquematizan los residuos carboxilicos del sitio activo, uno de ellos actuando como
nucledfilo y el otro como catalizador acido/base.

Por lo tanto, conforme se consume el sustrato aceptor, la concentracién de producto incrementa

hasta que la velocidad de sintesis del producto iguala su velocidad de hidrélisis. En este punto la
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concentracion de producto es la maxima y la reaccidn se debe detener antes de que la hidrélisis de

producto se convierta en el proceso principal (Plou et al., 2007).

Debido a que la estrategia de sintesis de glicdsidos por control cinético establece una competencia
continua entre las velocidades de sintesis e hidrdlisis, en la mayoria de los casos los rendimientos
obtenidos no rebasan el 40 %, pero es mejor en comparacion con el 20 % que tipicamente se

obtiene en procesos controlados termodinamicamente (Plou et al., 2007).

Es evidente que, ya sea utilizando una estrategia de control cinético o termodinamico, los
rendimientos obtenidos usando hidrolasas son limitados debido al efecto desfavorable que genera
en estas reacciones la presencia de agua. Como alternativa, algunas estrategias buscan
incrementar los rendimientos mediante la remocién de los productos de la mezcla de reaccién,
mediante extraccidn o adsorcidén, o por una subsecuente biotransformacion mediante una o mas

enzimas adecuadas (Scheckermann et al., 1997).

Recientemente se desarrollé una nueva clase de enzimas denominadas glicosintasas, las cuales
son mutantes de glicosidasas en el residuo nucledfilo del sitio catalitico (carecen de él), de tal
manera que pueden realizar la reaccidén de transglicosilacién con la ventaja de que no realizan
hidrélisis (Shaikh y Withers, 2008; Stick, 2001). Sin embargo, puesto que la enzima es incapaz de
generar el intermediario glicosil-enzima, requieren el uso donadores glicosilo activados (p.ej.

fluoruro de glicosilo) que con frecuencia son quimicamente inestables (Goedl et al., 2008a).

3.3.2 dlicosiltransferasas

Otra alternativa enzimatica para la sintesis de glicdsidos es el uso de las glicosiltransferasas (EC
2.4.X.X), que catalizan la transferencia de un residuo glicosilo a partir de una molécula donadora
hacia otra que actia como aceptora generando un nuevo enlace glicosidico. Las
glicosiltransferasas son las responsables de la formacién in vivo de estos enlaces. El donador
generalmente es un glicdsido, disacarido, polisacarido, glicosilfosfato o glicosil difosfonucledsido
(Stick, 2001). Considerando la naturaleza del donador del residuo glicosilo, estas enzimas se
pueden clasificar en glicosiltransferasas Leloir y glicosiltransferasas no-Leloir (Weijers et al., 2009;

Demchenko, 2003).
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3.3.2.1 Glicosiltransferasas Leloir

Las glicosiltransferasas Leloir (GT-Leloir) (EC 2.4.1.X, 2.4.2.X 6 2.4.99.X) son las encargadas de la
sintesis de glicésidos y polisacaridos de pared celular en plantas, hongos y bacterias, asi como de
glicoconjugados (proteinas y lipidos poliglicosilados) en mamiferos (Weijers et al., 2009;

Demchenko, 2003).

La formaciéon de un nuevo enlace glicosidico requiere de energia, es por eso que las GT-Leloir
utilizan azucares nucleotidicos como donadores de alta energia (Wilson, 2008; Robyt, 2008) (p.ej.
UDP-glucosa, cuya energia libre de hidrdlisis es de -32 kl/mol) (Henry y Darbyshire, 1980) para
transferirlos hacia un hidroxilo especifico en el aceptor (Shaikh y Withers, 2008; Demchenko,
2003). Debido a la dependencia de donadores nucleotidicos, estas enzimas reciben el nombre de
glicosiltransferasas Leloir en honor a quien descubrid el primer azlcar nucleotidico, Luis F. Leloir,
hecho que le hizo merecedor del premio Nobel en quimica en 1970 por su contribucién al
conocimiento sobre biosintesis de glicdsidos (Lairson et al., 2008). Casi todas las GT-Leloir utilizan
moléculas donadoras que contienen grupos salientes difosfato (p. ej. uridin difosfato glucosa,
UDP-GIc; uridin difosfato galactosa, UDP-Gal; guanosin difosfato fucosa, GDP-Fuc; o guanosin

difosfato manosa GDP-Man), siendo los grupos UDP los mas comunes (Weijers et al., 2009).

Las GT-Leloir realizan la transferencia del glicosilo con una alta regio- y estereoselectividad (Plou et
al., 2007). De hecho, son altamente especificas por su sustrato, razén por la cual es ampliamente
aceptado el concepto de “una enzima-un enlace”; no obstante, pueden tolerar algunas
modificaciones menores al aceptor o al donador, ampliando la aplicabilidad de una enzima en

particular (Demchenko, 2003).

Pese a que el potencial de estas enzimas ha ido mejorando con el desarrollo de nuevas variantes y
la aplicacion de evolucidn dirigida y mutagénesis sitio-dirigida para un mejor desempefio (Plou et
al., 2007; Daines et al., 2004), su uso en aplicaciones tecnoldgicas sigue siendo limitado, debido a
la dificultad de acceder a las enzimas relevantes debido a problemas de expresion, al alto costo de
los donadores de azlcares requeridos y el efecto inhibitorio de los nucledtidos fosfato liberados

(Shaikh y Withers, 2008; Seibel et al., 2006).
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3.3.2.2 Gilicosiltransferasas No-Leloir

A diferencia de las GT-Leloir, las glicosiltransferasas no-Leloir (GT-NL), son aquellas enzimas que no
utilizan azlcares nucleotidicos como donadores, los cuales son muy costosos, y esta es una de las

razones por las que las GT-NL tienen un gran potencial biotecnoldgico (Weijers et al., 2009).

Entre la GT-NL podemos encontrar en un primer grupo a las fosforilasas (Weijers et al., 2009; Plou
et al., 2007). Las fosforilasas (EC 2.4.1.X) catalizan la transferencia de un residuo glicosilo a partir
de sacaridos hacia fosfato. Los sacaridos donadores pueden ser glicbgeno, maltosa, sacarosa y
celobiosa, generando azucar fosfato como producto (Kino et al., 2008; Goedl et al., 2008b). De
acuerdo con propiedades estructurales y mecanisticas, las fosforilasas que invierten Ia
configuracion anomérica se han clasificado en un grupo principal que pertenece a la familia de las
glicésido hidrolasas y otro pequeiio grupo, perteneciente a las glicosiltransferasas (Goedl et al.,

2008b).

La reaccion de fosfordlisis es reversible, por lo que pueden emplearse en sintesis utilizando
azucares fosfato como sustrato donador y un aceptor apropiado (Kino et al., 2008). Otra via es la
que se utiliza con la sacarosa fosforilasa, por ejemplo, la cual lleva a cabo un mecanismo de doble
inversion (con retencién de la configuracion) (Goedl et al., 2008b) y en ausencia de fosfato como

aceptor, puede transferir el residuo de glucosa hacia otros aceptores (Goedl et al., 2008b).

Hay pocas fosforilasas reportadas y son muy especificas por su sustrato donador, pero son mucho
menos especificas hacia los sustratos aceptores (Weijers et al., 2009), lo que puede resultar una

ventaja en reacciones de sintesis de glicésidos.

Otro grupo de GT-NL lo conforman las denominadas ciclodextrin glicosiltransferasas (EC 2.4.1.19)
(CGTasas). La actividad natural de estas enzimas es romper los enlaces al-4 del almidén o
dextrinas y unir el extremo reductor con el no-reductor, dando lugar a la formacion de
oligoglucdsidos ciclicos con enlaces a1-4 de seis, siete u ocho residuos (a, B o ¥ ciclodextrinas)
(Weijers et al., 2009)). Debido a que las CGTasas comparten homologia estructural, maquinaria
catalitica y estrategias mecanisticas con diversas glicosidasas éstas se clasifican dentro de la

familia 13 de las glicosil hidrolasas (GH 13) (Lairson y Withers, 2004).
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Las CGTasas se han utilizado en sintesis de glicdsidos gracias a que pueden realizar la transferencia
de un residuo glicosilo mediante transglicosilacion, a partir de almidén hacia un aceptor adecuado

(Torres et al., 2011).

Un tercer grupo dentro de las GT-NL lo conforman las enzimas que utilizan a la sacarosa como
donador del residuo glicosilo para la formacién de oligosacaridos y polisacaridos (Weijers et al.,
2009; Seibel et al., 2006). Algunos autores utilizan el término glicosiltransferasas No-Leloir para
referirse especificamente a las enzimas que utilizan sacarosa como sustrato donador del residuo
glicosilo (Seibel et al., 2006); sin embargo, este término puede causar confusién dado que también
las fosforilasas y CGTasas son glicosiltransferasas No-Leloir. Otros se refieren a ellas como
transglicosidasas (Plou et al., 2007) o glicansacarasas (Plou et al., 2002; Monsan et al., 2001).
Aungue es muy comun referirse a estas enzimas simplemente como glicosiltransferasas, en este

trabajo se les denominara glicansacarasas (Gli-S) para indicar el uso de sacarosa como sustrato.

La diferencia principal de las Gli-S con las glicosiltransferasas Leloir y las fosforilasas, es que estas
enzimas tienen también actividad hidrolitica, debido a que pueden transferir el residuo glicosilo a

una molécula de agua que actia como aceptor (Plou et al., 2007).

Dado que estas enzimas utilizan sacarosa como sustrato, estan limitadas a transferir sélo glucosa y
fructosa, pero la sacarosa ofrece la ventaja de una alta energia del enlace glicosidico (-29 kJ/mol),
similar a la de los azucares nucleotidicos (Seibel et al., 2006; Biilter y Elling, 1999; Henry vy
Darbyshire, 1980). Ademas, la sacarosa se obtiene en grandes cantidades en estado puro a partir
de la cafia de azlcar y remolacha azucarera (Robyt, 2008; Eggleston, 2008). Gracias a esta alta
disponibilidad, el uso de la sacarosa como sustrato donador representa un menor costo que el de
los azucares nucleotidicos. Esta es una de las razones por las que, en afios recientes, el estudio de
las Gli-S como una alternativa para la glicosilacién de diversos aceptores ha ganado gran interés

para aplicaciones biotecnoldgicas.

3.3.2.3 Particularidades de las glicansacarasas (Gli-S)

Las glicansacarasas pueden encontrarse en plantas, en hongos de especies tales como Penicillium
y Aspergillus o en bacterias de especies como Streptococcus, Bacillus y Leuconostoc (Ritsema y
Smeekens, 2003) (www.brenda-enzymes.org). Las glicansacarasas bacterianas son de particular
interés gracias a su mayor disponibilidad, considerando la facilidad y rapidez con que se cultivan

este tipo de microorganismos.
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Las Gli-S poseen un mecanismo de reaccion equivalente al de las glicosidasas que retienen la
configuracion del carbono anomérico (Figura 5b). Y de hecho, aunque las Gli-S estan clasificadas
como transferasas (EC 2.4.1.X), de acuerdo con la clasificacién de Henrissat las glicansacarasas son
ubicadas en la familia de las glicosil hidrolasas (familia GH), clasificacion que se basa en el analisis
comparativo de la secuencia de aminodcidos y el mecanismo de reaccién de mas de 2500 enzimas

(Plou et al., 2007).

Las Gli-S bacterianas se dividen en dos grupos dependiendo del residuo glicosilo que transfieren a
partir de la sacarosa, siendo glucosiltransferasas (GTFs) las que transfieren el residuo de glucosa y
fructosiltransferasas (FTFs) las que transfieren fructosa. En ambos casos, las enzimas catalizan tres
tipos de reacciones con la sacarosa: 1) polimerizacién, por la transferencia del residuo glicosilo
(glucosa o fructosa) a una cadena de polimero en crecimiento (glucana o fructana); 2) hidrdlisis, en
donde el aceptor del residuo glicosilo es una molécula de agua; y 3) reacciones de aceptor, por la
transferencia del glicosilo a otro compuesto agregado al medio de reaccién. En la figura 7 se

muestran esquematicamente estos tres tipos de reacciones.
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Figura 7. Esquema de las reacciones catalizadas por

glucosiltransferasas y fructosiltransferasas.
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Ademas, las FTFs y GTFs se pueden clasificar de acuerdo con el tipo de enlace que generan en el

polimero sintetizado (Tabla 2).

Tabla 2. Tipos de glicansacarasas bacterianas de acuerdo con la estructura quimica del polimero, producto

principal de la reaccidn.

Glicosiltransferasas E.C. Enlace Microorganismo Referencia
productor (géneros)
Fructosiltransferasas
Inulosacarasa 2419 B(2-1), con Streptococcus, (Ortiz-Soto et al.,
ramificaciones en  Lactobacillus, 2004; van Hijum et al.,
B(2-6) Leuconostoc 2003; Monsan et al.,
2001)
Levansacarasa 2.4.1.10 B-(2-6) Bacillus, Acetobacter, (Olvera et al., 2007;
Leuconostoc, Ozimek et al., 2006b;
Pseudomonas, Canedo et al., 1999;
Zymomonas, Hernandez et al.,
Lactobacillus 1999; Hettwer et al.,
1995; Lyness y Doelle,
1983)
Glucosiltransferasas
Dextransacarasa 2415 «(1-6), con Leuconostoc, (Olivares-lllana et al.,
ramificaciones en  Streptococcus, 2003; Monsan et al.,
a(1-2) y of1-3) 2001; Meulenbeld y
Hartmans, 2000)
Mutansacarasa 2415 (1-3), con Streptoccus (Plou et al., 2002;
ramificaciones en Mukasa et al., 2000)
a(1-6)
Amilosacarasa 24.1.4 a(1-4) Neisseria, Deinococcus (Jung et al., 2009;
Jensen et al., 2004; de
Montalk et al., 2000)
Alternansacarasa 2.4.1.140 Enlaces alternados Leuconostoc (Cote et al., 2005;

a(1-3) y o(1-6),
ramificaciones en
a(1-3)

Richard et al., 2003)

Es importante sefialar que buena parte del potencial tecnoldgico de las Gli-S radica en el

aprovechamiento de su capacidad para llevar a cabo reacciones de aceptor. En efecto, su

capacidad para transferir residuos glicosilo a un amplio espectro de compuestos de importancia

industrial ha generado un significativo nimero de estudios enfocados al aprovechamiento de las

Gli-S en reacciones de sintesis de glicésidos.
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3.4 Aplicaciones especificas de enzimas en sintesis de glicosidos

A la fecha se han sumado numerosos desarrollos en cuanto a métodos enzimaticos de
glicosilacién. Las enzimas mas estudiadas han sido las glicosidasas, gracias a la alta disponibilidad
de las mismas y el bajo costo del sustrato donador de glicosilo (seccién 3.3.1). Algunos desarrollos
incluyen glicosilaciones de compuestos diferentes a azlicares como alcoholes alifaticos y bencilicos

(Dudikova et al., 2007; Bridiau et al., 2006; van Rantwijk et al., 1999).

Un grupo de compuestos para el que existe menor nimero de reportes de métodos de
glicosilacién, son los compuestos fendlicos. Estas moléculas representan una oportunidad de
nuevos desarrollos, particularmente por sus propiedades antioxidantes. Razén por la cual, el

presente proyecto estuvo enfocado al estudio de los mismos.

3.4.1 Los compuestos fendlicos, generalidades.

Los fenoles o alcoholes aromaticos, son compuestos con uno o mas grupos hidroxilo unidos

directamente al carbono de un anillo de benceno, siendo el fenol el mas simple de ellos (figura 8a).

(@ OH (d)

(b)

HO
o,
{c) HO
HOD\/\COOH

Figura8. Compuestos fendlicos. (a) Fenol, (b) hidroquinona, (c) acido caféico y (d) tanino.

Una diferencia importante de los alcoholes aromdticos o fenoles respecto a los alcoholes alifaticos
radica en la mayor acidez del protén del grupo hidroxilo fendlico; es decir, el hidroxilo puede

perder su protdn con mucha mayor facilidad que un alcohol alifatico. Esto ocurre gracias a que el
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grupo hidroxilo es un electrodonador y puede ceder electrones hacia el interior del anillo

bencénico, generando estructuras resonantes (Figura 9).

GH fo O: O
N

Figura 9. Estructuras resonantes en el fenol.

Debido a la deslocalizacion de la carga, los fenoles tienen la propiedad de estabilizar radicales
libres, impidiendo que se desaten reacciones en cadena. Esto es relevante si tomamos en cuenta
que los seres vivos estamos expuestos a la formacion de radicales libres por los procesos
oxidativos propios de la respiracién aerobia y por la exposicién a la radiacidon UV-B, lo cual puede
ocasionar dafio al ADN, ARN, y proteinas. En este sentido, los compuestos fendlicos pueden
proteger del dafo celular gracias a sus propiedades antioxidantes, evitando la propagacion de los
radicales libres. Es por ello que han recibido una atencién considerable en cuanto a la
participacion que pueden tener en la mejoria o prevencién de enfermedades crénicas, como
cancer y aterosclerosis (Haslam, 2002). No obstante, una limitante en el aprovechamiento de su
actividad antioxidante en productos de consumo humano, es su baja solubilidad en agua y su
inestabilidad (Shin et al., 2009), por lo cual resulta indispensable el desarrollo de estrategias

dirigidas a mejorar dichas propiedades.

Los fenoles forman parte de un grupo importante de metabolitos secundarios de plantas, las
cuales los sintetizan como una adaptacidn a condiciones de estrés, como dafio mecanico,
infecciones, condiciones de luz, etc. (Materska y Perucka, 2005). Sus estructuras quimicas son muy
diversas y pueden ir desde fenoles simples como la hidroquinona, hasta los polifenoles mas

complejos, tales como los taninos (Figura 8) (Haslam, 2002).

Dicha diversidad también se origina en las modificaciones que pueden presentar, incluyendo
conjugaciones usualmente como ésteres y glicdsidos (Haslam, 2002). De hecho, los grupos OH
fendlicos generalmente son buenos blancos para la glicosilacion biolégica y muchos de los
compuestos fendlicos naturales practicamente sélo se encuentran en su forma glicosilada (Kren,

2008).
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Muchos glicésidos de fenoles naturales poseen importantes actividades bioldgicas, tales como
anticancer, antiinflamatoria, citostatica, citotdxica, antimitdtica, neurotdxica, antiplaguetaria,
antibacterial, antifiungica o agregacional, asi como actividad antioxidante, antiradical o
cardioprotectora (Dembitsky, 2005a; Dembitsky, 2005b; Kren y Martinkova, 2001; Thorson et al.,
2001). Por esta razon, existe actualmente un gran interés por la sintesis de glicdsidos de fenoles, y
no solo de los glicdsidos naturales, sino de nuevos derivados que pudieran tener mayor solubilidad
en agua y mayor estabilidad o incluso, un incremento en la actividad bioldgica con respecto al

producto natural.

Por ejemplo, la B-arbutina es un B-glucdsido de hidroquinona que posee actividad inhibitoria de
tirosinasa, la enzima que desencadena el obscurecimiento de la piel. Gracias a esta propiedad, la
B-arbutina se utiliza en productos cosméticos. Pero se ha demostrado que sus analogos
B-fructésidos poseen también esta actividad; mds adn, un cambio en la orientacion del enlace para
formar un o-glucésido resulta ser mas potente que el producto natural (Wu et al., 2006; Sugimoto
et al., 2005; Funayama et al., 1995). De esta manera, se ha demostrado que los glicésidos de
compuestos fendlicos tienen un gran potencial en el desarrollo de productos de interés en la
industria cosmética o farmacéutica y, ademas, la generacién de diversidad puede abrir nuevas

posibilidades en el desarrollo de productos con mejores propiedades.

3.4.2 Avances biotecnologicos en glicosilacion enzimatica de fenoles

La naturaleza sintetiza los glicésidos de fenoles de manera muy eficiente utilizando GT-Leloir,
dependientes de azlcares nucleotidicos. Sin embargo, para procesos biotecnoldgicos se requiere
de estrategias sustentables, utilizando sustratos y enzimas de menor costo, requisitos que atn no
pueden cubrirse utilizando enzimas GT-Leloir. En cambio, muchos estudios se han dirigido a
mejorar los sistemas catalizados por glicosidasas que utilizan sustratos madas baratos como

oligosacaridos o almiddn, sistemas que son econdémicamente mas viables.

Pese a esto, los métodos reportados para la glicosilacion de fenoles utilizando glicosidasas son
pocos, comparados con los numerosos reportes de glicosilacion de alcoholes alifaticos. Entre los
escasos ejemplos de glicosilacion de compuestos fendlicos utilizando glicosidasas podemos
mencionar la sintesis de glucdsido de hidroquinona usando una o-glucosidasa de levadura y
maltosa como donador (por transglicosilacidn), alcanzando un rendimiento 4.6 % respecto al

aceptor, equivalente a una produccion de tan sélo 2.3 mM de glucdsido (Prodanovic et al., 2005).
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Otro ejemplo es la glicosilacidon de guayacol y curcumina usando amiloglucosidasa de Rhizopus sp.
en presencia de disolvente organico, logrando un 52 % de rendimiento respecto a glucosa,
equivalente a 2.86 mM de glucésido (Vijayakumar y Divakar, 2005). Claramente, la productividad

de estas enzimas en la sintesis de glicdsidos de fenoles es muy baja (van Rantwijk et al., 1999).

En muchos casos, la limitante para la glicosilacion de fenoles se debe a que la mayoria de

glicosidasas presenta baja reactividad hacia este tipo de sustratos.

A este respecto, De Roode et al. (2000) realizaron un estudio mediante célculos cuanticos para
explicar la baja reactividad de ciertas B-glucosidasas por los fenoles, y correlacionaron la capacidad
de las glicosidasas para glicosilar grupos —OH con el valor de nucleofilia del aceptor, el cual se da
en el orden siguiente: alcohol primario>alcohol secundario>fenoles. Por lo tanto, segun los
autores, la dificultad para glicosilar fenoles con glucosidasas se debe a la baja nucleofilia de estos

aceptores.

Bajo este panorama, es evidente la necesidad de buscar nuevas alternativas enzimaticas
altamente disponibles, que conserven las bondades de las glicosidasas (tales como alta
disponibilidad y sustratos de bajo costo) pero que tengan mayor afinidad por los sustratos
fendlicos. Dicha alternativa podrian ser las Gli-S, enzimas que en afos recientes se han reportado
en reacciones de transferencia a sustratos fendlicos con la ventaja de utilizar sacarosa como

sustrato donador.

3.4.2.1 dilicosilacion de fenoles con GTFs y FTFs

Los primeros estudios sobre las reacciones de aceptor utilizando Gli-S se realizaron utilizando
otros azucares como xilosa, maltosa o lactosa como aceptores, pero la gama de sustratos ha ido
incrementando conforme aumenta el conocimiento sobre estas enzimas. A la fecha, existen varios
reportes sobre la glicosilacion de fenoles y polifenoles con GTFs y FTFs (Tabla 3). Flavonoides como
la quercetina o la catequina han sido utilizados como aceptores en reacciones catalizadas por
GTFs, en algunos casos con muy altos rendimientos (hasta 90 %) (Bertrand et al., 2006;
Meulenbeld et al., 1999; Nakahara et al., 1995); no obstante, con una muy baja produccién de
fructésido (maximo 9 mM), como consecuencia de la baja solubilidad de los sustratos en el medio

de reaccion.
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Tabla 3. Métodos reportados para la glicosilacién de fenoles utilizando glicansacarasas.

Enzima Origen Sustrato aceptor Rendimiento %°  Referencia
(producto mM)

Glucansacarasa L. mesenteroides Luteolina, Quercetina Hasta 49 % (4.4  (Bertrand et
NRRL B512F o L. y Miricetina mM) al., 2006)
mesenteroides NRRL

Alternansacarasa B-23192

Glucansacarasa L. mesenteroides B- Galato de NR (Moon et al.,
1299CB epigalocatequina 2006)
Glucosiltransferasa S. sobrinus 6715 Catequina 13.7 % (0.47 (Nakahara et
mM) al., 1995)
Glucosiltransferasa Mezcla de 4 GTFs Catequina 90 % (9 mM) (Meulenbeld et
recombinantes de S. al., 1999)

sobrinus y S. mutans

Glucosiltransferasa S. mutans GS-5 Dihidroxifenoles: (Meulenbeld y
Catecol 65 % (26 mM) Hartmans,
2000)
4-metilcatecol 50 % (20 mM)
3-metoxicatecol 75 % (30 mM)
Levansacarasa L. mesenteroides Hidroquinona 1.14 % (4 mM) (Kang et al.,
2009)
Glucansacarasas Varias cepas de L. L-DOPA NR (Yoon et al.,
mesenteroides 2010)

NR, no reportado. ? Rendimiento respecto a la concentracién inicial de aceptor.

Por otro lado, se han reportado reacciones de glicosilacién mas eficientes utilizando fenoles mas
simples como aceptores. Este es el caso de la reaccion de glicosilacion de catecol
(1,2-dihidroxibenceno), y algunos derivados del mismo catalizada por la glucosiltransferasa-D
(GTF-D) de S. mutans. Los autores reportaron rendimientos maximos del 65 al 75 %, que
corresponden a una produccién de 26 a 30 mM de glicésido (Meulenbeld y Hartmans, 2000).
Asimismo, los autores encontraron que mayores concentraciones de aceptor conducian a la
inactivacion de la enzima. Por lo tanto, la producciéon de glicdsidos estuvo limitada por la

incompatibilidad de la enzima con los sustratos fendlicos.
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En términos de selectividad, ninguno de los compuestos monohidroxi-aromaticos, como el fenol,
ni con otros dihidroxi-aromaticos, como el resorcinol (1,3-dihidroxi benceno) fueron aceptores
para la enzima; de manera que los autores argumentaron que esta enzima requiere a los grupos
hidroxilo adyacentes (como en el catecol) para llevar a cabo la reaccién. Esto coincide con otros
reportes de glicosilacion de flavonoides usando GTFs, donde se ha visto una preferencia por la

glicosilacién en hidroxilos con esta caracteristica (Bertrand et al., 2006; Nakahara et al., 1995).

Como puede notarse, la mayor parte de los trabajos se ha realizado con GTFs. No obstante, la
actividad de las FTFs en reacciones de aceptor con fenoles también ha sido demostrada. Tal es el
caso de la fructosilacion de hidroquinona utilizando una levansacarasa de L. mesenteroides;
aunque con una produccion de tan sélo 4 mM de producto (1.14 % de rendimiento) (Kang et al.,
2009). Es importante mencionar que, a diferencia de los trabajos de Meulenbeld et al (2000)
(Meulenbeld y Hartmans, 2000), la fructosilacion de hidroquinona se llevd a cabo en una alta
concentracion de aceptor (350 mM), lo cual indica una alta compatibilidad de esta levansacarasa
con el sustrato fendlico. De manera que la baja cantidad de producto pudo deberse a una muy

baja especificidad de la enzima para transferir a este aceptor.

De lo anterior podemos concluir que es importante la busqueda de nuevos sistemas enzimaticos
que cubran dos principales requisitos: en primer lugar, que tengan afinidad por la fructosilacion de
aceptores fendlicos y, en segundo lugar, que sean estables en presencia de alta concentracién de

los mismos, de manera que la produccidn no esté limitada por la baja disponibilidad del aceptor.

A este respecto, se ha reportado que la levansacarasa de Bacillus subtilis (BS-LVS) es una enzima
muy robusta, dada su alta estabilidad, la simplicidad para producirla, asi como su actividad en
presencia de disolventes organicos (Castillo y Lopez-Munguia, 2004). Esta ultima caracteristica
implica una buena compatibilidad de BS-LVS con sistemas orgdnicos, haciéndola una buena
candidata para el estudio de reacciones de aceptor con compuestos hidrofébicos. Ademas,
tratandose de una fructosiltransferasa, el uso de esta enzima puede permitir el desarrollo de
compuestos novedosos y funcionales, creando mayor variabilidad de glicdsidos con potencial
aplicacion en los mercados de farmacos o cosméticos. Asi, el presente proyecto se orientd a la
busqueda de un método enzimdtico de glicosilacion de fenoles basado en el uso de

fructosiltransferasas.
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3.4.3 Fructosiltransferasas

Las fructosiltransferasas pueden encontrarse en una gran variedad de organismos, incluyendo
plantas, bacterias y hongos. En las plantas la presencia de las FTFs se da como una necesidad de
generar las fructanas y oligofructésidos que la planta utiliza como almacenamiento, de manera
andloga a lo que otras plantas realizan con el almidén y la sacarosa. En plantas, estas fructanas
pueden tener una longitud de entre diez y unos cuantos cientos de unidades de fructosa, mientras
que las fructanas sintetizadas por FTFs bacterianas son mucho mas grandes, llegando a exceder los
cientos de miles de unidades de fructosa (Ritsema y Smeekens, 2003). Una diferencia entre las
fructosiltransferasas de plantas con las bacterianas, es que para la sintesis de fructanas éstas
requieren la accidon concertada de varias enzimas. Por el contrario, la sintesis de los polimeros de
fructosa en bacterias se lleva a cabo mediante la accidn de una sola enzima (Ritsema y Smeekens,

2003).

De acuerdo con la base de datos “Carbohydrate-active enzymes” (CAZY, http://www.cazy.org/)

(Cantarel et al., 2009) las fructosiltransferasas bacterianas se agrupan en la familia 68 de las
glicosil hidrolasas (GH 68) familia a la que pertenecen las invertasas y que hidrolizan naturalmente

enlaces de fructosa (Ozimek et al., 2004; Meng y Fltterer, 2003).

Las fructosiltransferasas (FTFs) se clasifican en dos tipos con base en el enlace formado entre las
unidades de fructosa: 1) la inulosacarasa (EC 2.4.1.9) forma un polimero llamado inulina que posee
enlaces B-(2-1) con ramificaciones en PB-(2-6). 2) La levansacarasa (EC 2.4.1.10) sintetiza el
polimero levana con enlaces 3-(2-6) y ramificaciones en B-(2-1) (van Hijum et al., 2003) (Tabla 2 y

Figura 10).
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Figura 10. Estructura de la cadena principal de los polimeros de fructosa sintetizados por las

fructosiltransferasas bacterianas.

Ademas de la sacarosa, las FTFs pueden utilizar rafinosa como donador de fructosilo, pero no se ha
reportado ningln otro sustrato donador. En cambio son capaces de utilizar una serie de sacaridos
como aceptores, por ejemplo maltosa, maltotriosa, rafinosa, arabinosa, xilosa y sacarosa en las

reacciones de transglicosilacién (Ozimek et al., 2006b).

Una de las fructosiltransferasas que resulta particularmente interesante es la levansacarasa de B.
subtilis (BS-LVS), por su alta estabilidad y actividad en presencia de disolventes orgdnicos, medio
en el cual se favorece la reaccidon de transferencia (polimerizacién) sobre la de hidrélisis de la
sacarosa (Castillo y Lopez-Munguia, 2004). Esto le da mayor versatilidad a la enzima debido a la
posibilidad de emplearla en medios de reaccidon no convencionales en caso de que el sistema asi lo
requiera, por ejemplo, para aumentar la solubilidad de aceptores hidrofébicos con el fin de
obtener sus correspondientes derivados glicosilados o utilizar altas concentraciones de sustratos

hidrofébicos.

En un trabajo previo, se encontré que compuestos aromaticos dihidroxilados tales como el
catecol, el resorcinol y la hidroquinona (orto, meta y para-dihidroxibenceno respectivamente)
actuan como aceptores de fructosa cuando se emplea la BS-LVS y, de manera cualitativa, se
observaba un producto de reaccidn incluso en altas concentraciones de aceptores (Mena, 2007) lo

cual habla de la alta estabilidad de la fructosiltransferasa en presencia de este tipo de sustratos.
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3.4.3.1 Mecanismo de reaccion de BS-LVS

En 2003 se elucidé la estructura tridimensional de la levansacarasa de B. subtilis con la molécula
de sacarosa unida al sitio activo (Meng y Fitterer, 2003). De los datos cristalograficos y
mutaciones puntuales se pudo concluir que los residuos Asp86 y Glu342 estan en la posicidn
adecuada para actuar como el nucledfilo y el acido/base general, respectivamente. Ademas se
identificd al residuo Asp247 como un estabilizador del estado de transicidn, con base en la
observacion de que forma enlaces de hidrégeno fuertes con los hidroxilos de C3 y C4 en el residuo

fructosilo, pero estd muy alejado como para estar involucrado directamente en la catalisis.

De acuerdo con el mecanismo de reaccion acido/base propuesto para la BS-LVS (Meng y Futterer,
2003; Chambert et al., 1974) en una primera etapa el residuo Glu342 cede un protén al oxigeno
del residuo de la glucosa saliente, mientras que el residuo Asp86 forma un intermediario fructosil-
enzima en el carbono C2 de la fructosa. En una segunda etapa el Glu342 desprotonado actia como
una base para desprotonar (activar) a la molécula aceptora, permitiendo que ésta ataque al C2 de

la fructosa y genere el nuevo enlace glicosidico (Figura 11).

Glu342 Glu342

Asp86 Asp86 Asp86

Figura 11. Mecanismo de reaccion propuesto para la BS-LVS (Chambert et al., 1974). Donde el aceptor
R-OH puede ser sacarosa (o fructana), agua u otra molécula afadida al sistema. Se muestra la numeracién de los
atomos del residuo fructosilo y los residuos cataliticos. Se omitieron los hidroxilos de los azlcares para mayor
claridad.

A la fecha se ha reportado la estructura cristalogréfica de dos levansacarasas nativas, la de B.
subtilis (SacB) y una de Gluconacetobacter diazotrophicus (LsdA) (Ozimek et al., 2006a), en las
cuales se observo un plegamiento tipo B-propela de cinco hojas con una cavidad central profunda
en forma de embudo, cargada negativamente, que se abre hacia la superficie. Este plegamiento es
el mismo que se ha encontrado en otras enzimas como la invertasa de Thermotoga maritima, la

fructan 1-exohidrolasa de Cichorum intybus y la exoinulinasa de Aspergillus awamori (Ozimek et
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al., 2006a; Verhaest et al., 2005; Alberto et al., 2004; Nagem et al., 2004). El gran niamero de
cargas en la cavidad del sitio activo permiten una interacciéon favorable con el polimero en
crecimiento. En contraparte, es de esperarse que no exista una interaccion fuerte con aceptores
hidrofdbicos, lo cual deberd considerarse al momento de evaluar reacciones de aceptor con este
tipo de sustratos. Por lo tanto, no debe perderse de vista que el éxito de la reacciéon dependera de

diversos factores, incluyendo la propia selectividad de la enzima por los aceptores.

El presente proyecto tuvo como objetivo el estudio de fructosiltransferasas bacterianas en la
fructosilaciéon de fenoles, tomando como principal modelo de estudio la levansacarasa de B.
subtilis BS-LVS. Asimismo, se buscé estudiar la selectividad de la enzima por diferentes aceptores,
con el fin de elucidar la influencia de las caracteristicas quimicas de los mismos en el éxito de la

reaccion.

3.5 Reactores enzimadticos

Uno de los principales objetivos en una sintesis enzimatica es que el proceso sea eficiente. Para
ello, es primordial la optimizacién de los pardmetros tales como concentraciéon de sustratos,

concentracion de enzima o la configuracidn del reactor.

A este respecto, se pueden considerar tres principales configuraciones de reactores: lote, lote

alimentado y continuo.

En una reaccién en lote la operacidn es discontinua. El reactor se llena con el medio de reaccién
con los sustratos, se ajustan las condiciones de operacion; entonces se afiade la enzima y se deja
transcurrir la reaccion hasta que se alcance la conversion deseada. La manera tradicional de
utilizar las enzimas es disueltas en el medio de reaccidn (cuando es acuoso). Después, la enzima
soluble se inactiva y se recupera el medio de reaccién con el producto de interés para continuar

con los procesos de purificacion que apliquen (lllanes y Altamirano, 2008).

En muchos casos se utiliza la enzima inmovilizada con el fin de mejorar su estabilidad y para poder
recuperarla al final de la reaccién y reutilizarla. En estos casos se vuelve factible un proceso

continuo.

En una operacién en continuo, puede utilizarse un reactor de lecho empacado, en el cual se
inmoviliza la enzima. En este caso el medio de reaccién es alimentado con un flujo constante al

reactor. El reactor puede alcanzar un estado estacionario después de tres a cinco tiempos de
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residencia, por lo tanto, se puede considerar que la mayor parte del tiempo el sistema opera en
estado estacionario, siempre y cuando no exista inactivacién de la enzima (lllanes y Altamirano,

2008).

Una desventaja de la operacidn en continuo es la propia inmovilizacién de la enzima, lo cual
requiere una optimizacidn de las condiciones de inmovilizacién e implica mayor tiempo para el
desarrollo del biocatalizador; asimismo, el soporte inerte para la inmovilizacién incrementa el

costo inicial de produccién del biocatalizador.

Otra alternativa para aumentar el aprovechamiento de la enzima, sin necesidad de inmovilizarla,
es lograr que exista mayor formacion de producto por cada unidad de enzima. En una reaccién en
lote, la cantidad de producto estara limitada por la concentracion de sustrato inicial, en donde al
final de la conversion de sustrato se habra llegado al término de la vida util de la enzima. Con base
en esto, en la situacion ideal podria incrementarse la concentracion de sustratos para aumentar el
producto utilizando la misma cantidad de enzima. No obstante, en ocasiones esto no es posible, ya
sea porque el sustrato es poco soluble en el medio de reaccién o porque causa toxicidad o
inhibicién de la enzima u otro problema que limita la reaccidn (Kim et al., 2007) y es en estos casos

que resulta util un sistema de alimentacién del sustrato.

Una de las ventajas de una reaccién en lote alimentado es que la posibilidad de adicionar los
sustratos durante una reaccion, permite mantener dichos sustratos en altos niveles consiguiendo

asi velocidades altas de reaccion por un periodo de tiempo mayor (Fernandes y Rodrigues, 2007).
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4 HIPOTESIS

Las fructosiltransferasas bacterianas compatibles con altas concentraciones de solventes organicos
podrian ser una herramienta Util para la sintesis de glicésidos de moléculas hidrofébicas, en
particular de fenoles. Asimismo la eficiencia de la reacciéon de aceptor con fructosiltransferasas,
particularmente la BS-LVS, esta influenciada por la nucleofilia y/o propiedades fisicoquimicas de

los aceptores, asi como por la naturaleza y el origen de la FTF.
5 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método enzimatico eficiente que permita la sintesis de fructdsidos de fenoles con
potencial interés industrial, empleando fructosiltransferasas bacterianas. Y determinar la
influencia de la estructura quimica de diferentes sustratos asi como de las caracteristicas propias

de las enzimas FTFs bacterianas en las reacciones de aceptor.

5.1 Objetivos especificos

e Evaluar diferentes enzimas de la familia de las FTFs bacterianas en reacciones de aceptor

con sustratos modelo.

e Evaluar un conjunto de sustratos hidroxilados en las reacciones de aceptor con la enzima
BS-LVS y determinar la manera en que se ve influenciada esta reaccién por la estructura

guimica de cada sustrato.

e Optimizar la reaccion de aceptor de un sustrato modelo con la BS-LVS para
posteriormente evaluar mutantes de la enzima en la reaccidon de aceptor con dicho

sustrato.

e Extender la metodologia aqui desarrollada a la fructosilacion de otro tipo de sustratos

como aminoacidos o tioles.
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6 METODOLOGIA

6.1 Materiales

Los reactivos hidroquinona, alcohol bencilico, alcohol 4-hidroxibencilico, 4-metoxifenol, sacarosa,
fructosa, glucosa, arbutina y derivados y polietilenglicol 5000, asi como la enzima
[-D-fructofuranosidasa (EC 3.2.1.26) de Saccharomices cerevisiae (Inv), se obtuvieron de
Sigma-Aldrich Inc. (MO, USA). El fenol se obtuvo de Merck (Edo. de México, México). Los
compuestos catecol y resorcinol se adquirieron de Fluka (Buchs, Suiza). Los disolventes butanol,
2-metil-2-propanol, éter diisopropilico y metil tert-butil éter se adquirieron de J.T. Baker (Edo. de
México, México). Todas las substancias fueron de alta pureza (298 %). Los disolventes acetonitrilo
y acetona fueron de grado HPLC y se obtuvieron de Burdick & Jackson (MI, USA). La silica gel
0.04-0.063 mm se adquirié de Macherey-Nagel (Diren, Alemania); los soportes Sephadex™ G10 vy
Lipophylic Sephadex™ LH20 se adquirieron de Sigma-Aldrich, Inc. (MO, USA).

6.2 Produccion de Enzimas

La levansacarasa (E.C. 2.4.1.10) de Bacillus subtilis (BS-LVS) se produjo por fermentacién a partir
de una cepa derivada de Bacillus subtilis Marburg 168 como se ha reportado previamente (Castillo
y Lopez-Munguia, 2004). Esta cepa estad disefiada con el fenotipo Anpr, AaprE, degU32 (Hy),
resistente a cloramfenicol (Cm®) como marcador de seleccién, siendo capaz de sobreexpresar el
gen sacB, que codifica para BS-LVS. Esto se debe a que la mutacion degU32 (Hy) induce efectos
pleiotrépicos en B. subtilis entre los cuales se encuentran: 1) la sobreproduccién de la proteasa
alcalina y otras enzimas tales como la levansacarasa, la proteasa neutra, la B-glucanasa y la serin-
proteasa intracelular; 2) defectos en la sintesis de flagelo y del desarrollo de competencia; y 3)
alteraciones en la represion catabdlica normal de la esporulaciéon por glucosa (Martinez, 1997).
Asimismo, para reprimir la produccion de las proteasas, se eliminaron los genes aprE y npr que

codifican para la proteasa alcalina y la proteasa neutra, respectivamente.

La enzima BS-LVS se produjo por fermentacién en matraz fernbach de 2.8 L con 950 mL de medio
de fermentacion, segln la composicidon que se especifica en la tabla 4. Después de la
fermentacidn, las células se separaron por centrifugacién (8600 x g, 10 min) a 4°C. La enzima
extracelular se precipitdé usando polietilenglicol 5000 (PEG 5000) al 25 % (p/v) y se separd por
centrifugaciéon (22100 x g, 25 min). El precipitado se recuperd en solucién amortiguadora de

fosfatos 50 mM, pH 6.0 y se almacend en alicuotas a -20 °C para su uso posterior.
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Tabla 4. Composicién del medio de cultivo para B. subtilis y L. citreum

Componente Concentracion (g/L)
Sacarosa 20
Extracto de levadura 20
K,;HPO, 20
MgSO, - 7 H,0 0.2
MnSQ, - 7 H,0 0.01
FeSO, - 7 H,0 0.01
CaCl, - 2 H,0 0.05
NaCl 0.1

La inulosacarasa (E.C. 2.4.1.9) de L. citreum (IslA) se utilizé en su forma asociada a células. El
microorganismo se crecié en un medio compuesto segun la tabla 4 (Olivares-lllana et al., 2002),
posteriormente el cultivo se centrifugd (15300 x g, 10 min), las células con la actividad IslA se
lavaron y recuperaron en solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 6.0. Esta suspensién

celular se utilizé para las reacciones.

Para la produccién de la levansacarasa de Leuconostoc (LevC) se utilizd la cepa de L. mesenteroides
spp mesenteroides ATCC 8293, expresando el gen que la codifica en E. coli TOP 10 bajo las
condiciones reportadas por Olvera et al (2007). Después de la fermentacidn, el cultivo se
centrifugd (8630 x g, 10 min), y las células se recuperaron en solucion amortiguadora de fosfatos
50 mM, pH 6.0. Posteriormente, se realizd la ruptura de las células usando una prensa de French
(1225 psi) y los restos celulares se separaron por centrifugacion (22100 x g, 10 min). El

sobrenadante con la actividad levansacarasa se utilizé directamente para las reacciones.

En el caso de la utilizacion de la enzima invertasa, se adquirié una B-D-fructofuranosidasa (EC

3.2.1.26) comercial, proveniente de Saccharomices cerevisiae (Inv).

Para la produccion de las variantes de BS-LVS utilizadas en este proyecto, se utilizaron las células
transformadas E. coli BL21 correspondientes a cada mutante. Las células se crecieron en medio
Luria-Bertani de acuerdo con el protocolo descrito por Ortiz-Soto et al (2008). Después de la
fermentacidn, el cultivo se centrifugd (8630 x g, 10 min), y las células se recuperaron en solucion
amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 6.0. Posteriormente, se realizd la ruptura de las células
usando una prensa de French (1125 psi) y los restos celulares se separaron por centrifugacion

(22100 x g, 10 min). El sobrenadante resultante se utilizé directamente en las reacciones.
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6.3 Actividad enzimadtica

La medicion de la actividad enzimatica de las preparaciones enzimaticas, se determiné mediante el
establecimiento de la velocidad inicial de liberacion de azucares reductores (fructosa y glucosa)
usando el método del acido dinitrosalicilico (DNS) y glucosa como estandar (Summer y Howell,
1935). Las reacciones se llevaron a cabo a partir de una solucién 292 mM de sacarosa en
amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 6.0 para las FTFs, o en amortiguador de acetatos 50 mM pH
4.5 para la B-D-fructofuranosidasa Una unidad de actividad (U) se definié como la cantidad de
enzima necesaria para liberar el equivalente a 1 umol de azucares reductores por minuto (wmol
min™). Esta actividad es definida como actividad global ya que se determina a partir de los
azulcares reductores producidos de las tres reacciones que pueden catalizar estas enzimas:

hidrdlisis, polimerizacidn o reaccion de aceptor.

La actividad enzimatica global en reacciones en presencia fenoles como aceptores, se evalué como
la velocidad inicial de consumo de sacarosa mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC, High-Performance Liquid Chromatography). Este método alternativo para medicién de la
actividad enzimatica global se establecid como consecuencia de la interferencia que generan los
fenoles con el método del DNS, considerando ademads que el consumo de sacarosa también es una
medida global de las tres reacciones que pueden catalizar estas enzimas. Las muestras de estas
reacciones se inactivaron en agua a ebullicién durante 10 min y se analizaron en HPLC. Los
rendimientos de fructésido se calcularon respecto a la sacarosa convertida (Ys) determinada por
HPLC, o respecto al aceptor inicial (Yaceptor) S€8UN se indique en el texto. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado y se incluyen barras de error en las graficas.

6.4 Analisis de las reacciones por TLC

El andlisis por cromatografia de placa fina (TLC, Thin Layer Chromatography) se realizd sobre
placas HPTLC de silica gel 60 (Merck, Darmstadt, Alemania) y utilizando una soluciéon 85:15
acetonitrilo/agua (v/v) como fase movil. Las placas se eluyeron dos veces y los sustratos
aromaticos se visualizaron con vapor de iodo. Posteriormente, los azucares y productos de
reaccion se revelaron por aspersion de una solucién de a-naftol (2.4 % a-naftol en una mezcla

etanol/agua/H,S0, 83:7:11) y calentamiento a 100°C durante 1 min.
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6.5 Anadlisis por HPLC de las reacciones de fructosilacion

Todas las muestras utilizadas en los andlisis de HPLC fueron inactivadas en bafio de agua a

ebullicidn durante 10 minutos y almacenadas a -20 °C hasta el momento de su analisis.

La cuantificaciéon de los azlcares presentes en las reacciones se realizd por HPLC en un sistema
Waters (Waters Corp., MA, USA) equipado con un sistema de control 600E (flujo de 1 mL min™) y
una columna Alltech Prevail Carbohydrate ES (5 tm, 250x4.6 mm) (Alltech Associates, Inc., IL, USA)
a 32°C. La composicién de la fase movil fue de 68:32 acetonitrilo/agua (v/v) y los azlcares se
identificaron mediante un detector de indice de refraccién (IR) Waters 410 (Waters Corp., MA,

USA).

Para cuantificar los sustratos hidroquinona y resorcinol como aceptores, asi como los fructédsidos
obtenidos en las reacciones con dichos compuestos, se utilizdé una fase moavil 75:25
acetonitrilo/agua (v/v) y un detector Waters 996 de arreglo de diodos (Waters Corp., MA, USA) a
280 nm. Los analisis de los fructdsidos obtenidos en las reacciones de aceptor con butanol, alcohol
bencilico, 4-metoxifenol, catecol, 4-hidroxibencil alcohol y fenol se realizaron en una columna C18
Waters Spherisorb ODS-2 (5 um, 250x4.6 mm, Waters Corp. MA, USA). Las reacciones que
involucraron 4-metoxifenol y fenol como aceptores, se analizaron con una fase mévil compuesta
por 90:10 agua/acetonitrilo (v/v) y 0.1 % TFA (1 mL min™); las reacciones con butanol, alcohol
bencilico y catecol se analizaron con 95:5 agua/acetonitrilo (v/v) 0.1 % TFA como fase movil, y para
las reacciones con 4-hidroxibencil alcohol se utilizd una mezcla 92:8 agua/acetonitrilo (v/v). La
deteccion de todos los aceptores y sus fructdsidos se realizé mediante un detector Waters 996 de
arreglo de diodos a 280 nm (o 223 nm para 4-hidroxibencil alcohol), excepto para la reaccidn con
butanol, con el que se empled deteccidn por IR. Los productos de fructosilacion se cuantificaron

utilizando como estandares los fructdsidos puros correspondientes.

6.6 Seleccion de la enzima

Las tres enzimas FTFs y la fructofuranosidasa fueron evaluadas con el fin de seleccionar la enzima
mas activa y mas eficiente en las reacciones de aceptor. Las enzimas se evaluaron en reacciones
con diferente concentracion de tres distintos aceptores: hidroquinona, alcohol bencilico o butanol.
Las reacciones con 0 a 400 mM de aceptor, sacarosa 292 mMy 1 U mL" de enzima en una solucién
amortiguadora apropiada, se incubaron a 30°C usando un termoblock Eppendorf Thermomixer

comfort (Hamburgo, Alemania). En todos los casos, se llevaron a cabo reacciones control en
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ausencia del aceptor. El desempefio de las enzimas se evalud cuantitativamente en términos de su
actividad enzimatica, como se describié en la seccién 4.3. Por otro lado, los sustratos y productos

se identificaron cualitativamente mediante TLC.

6.7 Efecto de la concentracion de sustrato en las reacciones de aceptor

Para la seleccion de las mejores condiciones para las reacciones de aceptor, se utilizé al aceptor
hidroquinona como sustrato modelo. Se llevaron a cabo reacciones en presencia de 400 mM de
sacarosa, 100-500 mM de hidroquinona, 1 U mL™* de BS-LVS, en solucidn amortiguadora de
fosfatos 50 mM y pH 6.0. Las reacciones se incubaron durante 20 h a 30°C. Se tomaron muestras a
diferentes intervalos de tiempo que fueron inactivadas en un bafio de agua a ebullicidn y diluidas

posteriormente para cuantificacion de fructdsido y azliicares mediante analisis en HPLC.

6.8 Estabilidad de BS-LVS durante el almacenamiento en presencia de

hidroquinona

La estabilidad de BS-LVS durante su almacenamiento en hidroquinona se evalu6 mediante
incubacién de la enzima en una solucién de 500 mM de hidroquinona en solucién amortiguadora
de fosfatos 50 mM, pH 6.0. Se tomaron alicuotas de dicha solucién desde 0-24 h, y se les
determind la actividad enzimatica global como se describié en la seccidn 4.3. El tamafio de las
muestras de la solucion de incubacién se calculé de manera que el contenido de hidroquinona, al
realizar la determinacién de actividad, fuera menor a 25 mM. Esta concentracion de hidroquinona
resulté adecuada para no afectar la actividad enzimdatica durante el ensayo. Como control se
considerd una reaccién utilizando la enzima sin tener contacto previo con hidroquinona. La
actividad enzimatica residual se determind a partir de la velocidad inicial de conversion de

sacarosa mediante HPLC durante 45 min de reaccion.

6.9 Efecto de la concentracion de enzima en la reaccion de aceptor

El efecto de la concentracion de enzima en la produccién de fructdsido se evalud en reacciones
con 400 mM sacarosa y 500 mM hidroquinona en solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH
6.0, usando 1-20 U mL™ BS-LVS. Las reacciones se incubaron durante 20 h a 30°C. Se tomaron
muestras a diferentes intervalos de tiempo que fueron inactivadas en un bafio de agua a
ebullicién. Las muestras diluidas se analizaron por HPLC para cuantificacién de fructdsido vy

azUcares.
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6.10 Ensayos de hidrolisis de Fru-Hq

La actividad hidrolitica de BS-LVS sobre el fructésido Fru-Hq se evalué en reacciones con 30 mM de
Fru-Hq y 5 U mL-1 de enzima en solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 6.0. La
concentracién de Fru-Hqg en la reaccién se monitored durante 8 h mediante HPLC. De manera
paralela se estudid la hidrélisis de Fru-Hq en las mismas condiciones pero en presencia de 400 mM

de sacarosa.

6.11 Reaccion de aceptor en mezclas con disolvente organico

El efecto de la presencia de un co-disolvente orgdnico en la reaccidn de aceptor se evalud
utilizando 2-metil-2-propanol (2M2P) en diferentes proporciones. Se prepararon reacciones en
mezclas con 0 a 50 % (v/v) de 2M2P, 400 mM sacarosa, 500 mM hidroquinona y 5 U mL™" BS-LVS
en solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 6.0, a 30 °C y se cuantificé la produccién de

Fru-Hqg y conversién de sacarosa mediante HPLC.

6.12 Purificacion de fructosidos

Los fructésidos para purificacién fueron producidos mediante BS-LVS (5 U mL™) en reacciones con
400 mM de sacarosa y 500 mM de aceptor (850 mM para butanol y 200 mM para 4-hidroxibencil
alcohol y fenol). Los fructdsidos de hidroquinona, catecol, resorcinol, 4-metoxifenol y alcohol
bencilico se aislaron mediante cromatografia en gel. Para la purificacién del fructdsido de
hidroquinona, se empled una columna (2x45 cm) empacada con Sephadex™ G10. Para los
fructdsidos de catecol, resorcinol, 4-metoxifenol y alcohol bencilico, la columna se empacd con
Lipophilic Sephadex® LH20; en ambos sistemas se utilizé agua como fase movil. La elucion se
desarrolld en un sistema cromatografico FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) equipado con
un detector de UV (280 nm) AKTA prime (Amersham Pharmacia Biotech) a 1.5 mL min™. Se
aplicaron cinco mililitros de muestra a la columna y se colectaron fracciones, seleccionando
aquellas que contuvieron fructésidos para su posterior liofilizacion. Los fructdsidos obtenidos se
analizaron por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y HPLC. Para la purificacidn del fructésido de
4-metoxifenol, se realizd una extraccion con éter di-isopropilico del aceptor que quedd sin
reaccionar; la fase acuosa resultante se concentrd parcialmente en rotavapor y se aplicod a la
columna cromatografica. La purificacién del fructésido de alcohol bencilico se realizé adicionando
a la mezcla de reaccién tres volimenes de etanol para precipitar el polimero. Después de

centrifugar (18400 x g, 5 min), el sobrenadante se concentré en rotavapor y se obtuvo como
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resultado una mezcla bifasica compuesta por una fase acuosa y otra de alcohol bencilico,
permaneciendo el fructdsido principalmente en ésta Ultima. La fase de alcohol bencilico se diluyo
con cloroformo y el fructésido se extrajo con agua. El extracto acuoso resultante se aplico a la

columna cromatografica.

Para la purificacién de los fructésidos de butanol y fenol se utilizd un sistema de cromatografia
flash. El fructésido de butanol se extrajo del medio acuoso con n-butanol. El disolvente se
concentrd y se aplicé a una columna empacada con silica gel 60 (0.04-0.063 mm) y se empled
acetona para la elucién. Las fracciones que contenian el fructdsido se evaporaron en rotavapor y
se analizaron por RMN. El fructésido de fenol se obtuvo mediante el mismo protocolo, pero

extrayendo previamente el fenol que no reaccioné con una mezcla 70:30 MTBE/n-hexano (v/v).

La purificacion del fructdsido de 4-hidroxibencil alcohol se realizé extrayendo parcialmente con
MTBE el aceptor que no reacciond. La fase acuosa resultante se utilizé para purificacién en HPLC
preparativa, usando una columna semi-preparativa Waters Spherisorb®55 ODS2 (5 wm, 250x20
mm, Waters Corp. MA, USA) con agua/acetonitrilo 92:8 (v/v) como fase mévil (9.9 mL min™). Las
fracciones ricas en cada uno de los fructésidos, fueron concentradas en rotavapor y liofilizadas

para analisis RMN y cuantificacién en HPLC.

6.13 Analisis estructural por RMN

Los espectros de RMN se adquirieron en un espectrémetro Varian operando a 400 MHz para 'H y
100 MHz para “C, o en un equipo Eclipse JEOL (E) operando a 300 MHz para ‘H y 75 MHz para *C.
Los desplazamientos quimicos se reportan en partes por milldn (ppm) relativos a la molécula de
H,0 y fueron realizados con base en analisis de espectros de *H-"H COSY, HMBC y HSQC segln fue
requerido. Los espectros de masas HRFABMS en una matriz de m-nitrobencil alcohol se registraron

en un espectrometro de masas JEOL JMX-AX 505 HA.

6.14 Elucidacion de la estructura de los monofructdsidos

La estructura de los productos purificados se elucidaron con base en los experimentos de RMN de
1D (*H, C) y 2D (COSY, HSQCYHMBC). Todos los productos analizados correspondieron a
monofructdsidos. El 4-(hidroxi)-bencil-B-D-fructofurandsido (Fru;-4HB) se utilizd como modelo
para descripcidon estructural. El espectro de 'H-NMR de Fru;-4HB indicé la presencia de un

conjunto de sefiales de un sistema aromatico AB [(67.31 (2H, dd, J = 2.4 Hz, J = 8.4 Hz, H-2 y H-6);
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6.91 (2H, dd, J = 2.6 Hz, J = 8.4 Hz, H-3 y H-5)] y dos protones CH,-O no-equivalentes de un grupo
bencilo [(04.68 (1H, d, J = 10.8 Hz, H-7a); 4.53 (1H, d, J = 10.8 Hz, H-7b)] y confirmaron la presencia
de un sustituyente hidroxibencilo (aglicona). Una vez asignadas las sefiales de 'H de la aglicona, las
resonancias restantes ‘H se asignaron al anillo de fructosa, y las conectividades se definieron a
partir de los experimentos de "H-"H COSY con la sefial caracteristica de H-3’ a 84.21 (1H, d, J = 8.4
Hz) como el punto de partida. Las asignaciones de los carbonos se definieron a partir de un
experimento de HSQC. Con base en las correlaciones de HMBC, el grupo hidroximetilo se asigno a
la posiciéon C-2’ del anillo de fructofuranosa, lo cual fue confirmado por la correlacién a tres
enlaces de sus dos protones CH,-O no-equivalentes [(6 4.68 (1H, d, J = 10.8 Hz, H-7a); 4.53 (1H, d, J
=10.8 Hz, H-7b)] con el carbono C-2’ (6104.10).

6.15 Cdlculo de indice de nucleofilia

Los calculos de nucleofilia se realizaron empleando el programa GAUSSIAN 09. La geometria de las
especies neutras y anionicas se optimizaron a nivel de B3LYP/6-311+G (d, p); se ha demostrado
que la inclusiéon de las funciones difusas son importantes para especies anidnicas (Chandrasekhar
et al.,, 1981). El indice de nucleofilia (®»-) se evalud a partir de los valores de los orbitales

moleculares de frontera, de acuerdo con Jaramillo et al. (2009; 2006) (Ec. 3):

1 (1 ttp) n (Ec. 3)

w
2 (ng+n,)"

Donde u=(ey+ &)/2 es el potencial quimico electrénico; n=(g,- e4) es la dureza; el subindice a
corresponde al nucledfilo, ya sea neutro o anidnico; y b el electréfilo (fructosa). & y &

corresponden a las energias de HOMO y LUMO, respectivamente.

6.16 Cdlculos con COSMO-RS

En este trabajo se utilizd el modelo COSMO-RS (COnductor-like Screening MOdel for Realistic
Solvents) desarrollado por Klamt et al. (Klamt, 2005; Klamt y Eckert, 2000; Klamt, 1995). Se
emplearon los programas Turbomole 5.9.1 y COSMOtherm versién C2.1-01.07 (COSMOlogic GmbH
& Co. KG, Leverkusen, Alemania, 2007). Las estructuras tridimensionales de los compuestos y
disolventes, asi como la minimizacidn de sus conformaciones moleculares, se implementaron con

el programa Marvin Sketch 5.3.8 (v.2010 ChemAxon http://www.chemaxon.com/). Los

conférmeros estructurales no se calcularon debido a la simplicidad de los compuestos evaluados.
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La generacion de los archivos COSMO se realizd usando el paquete Turbomole 5.9.1 a nivel de
teoria de funcionales de la densidad BP (B88-VWN-P86) con una funcion de base extendida
valencia triple-z polarizada (TZVP). La estimacidn de los coeficientes de actividad a dilucidn infinita

se realizd en modo no-iterativo, en COSMOtherm version C2.1-01.07.

6.17 Reaccion en lote alimentado

Las reacciones en lote alimentado se llevaron a cabo usando como condiciones iniciales 500 mM
de hidroquinona, 400 mM de sacarosay 5 U mL" de BS-LVS en solucién amortiguadora de fosfatos
50 mM, pH 6.0 a 30 °C. Las soluciones se prepararon en un volumen inicial de 25 mL en frascos de
vidrio de 150 mL (protegidos de la luz) con agitacion magnética. La reacciéon se alimentd durante
24 h con una solucién de sacarosa al 60 % a un flujo constante, calculado con base en la velocidad
inicial de consumo de sacarosa en una reaccion de aceptor tipica en lote (sin alimentacién), para
mantener constante la concentracién de sacarosa a 400 mM. Estas mismas condiciones se
utilizaron para la reacciéon en lote alimentado con la mutante Y429N. Se consideré como control la

reaccién sin alimentacion de sacarosa con las mismas condiciones iniciales.

6.18 Efecto de monosacaridos y Fru-Hq en la eficiencia de la reaccion de aceptor

El efecto de los monosacaridos y de la concentracidn de fructésido acumulada durante su sintesis
se estudiaron realizando reacciones de aceptor en presencia de diferentes concentraciones
iniciales de glucosa, fructosa y Fru-Hq con 500 mM de Hq, 400 mM de sacarosay 5 U mL™ de

enzima.

Los monosacaridos se evaluaron en tres diferentes concentraciones iniciales: 200, 400 y 800 mM,
siendo ésta ultima la maxima concentracidn de glucosa alcanzada en un lote alimentado. El efecto
del Fru-Hqg se evalué en 35 mM inicial, cantidad cercana al maximo de produccién observada en
una reaccién en lote. Las reacciones se analizaron después de 4 h de reaccion mediante HPLC para

cuantificacidn de concentracidn de Fru-Hq y azlcares (glucosa, fructosa y sacarosa).

6.19 Estudio de inhibicion por glucosa

Se llevaron a cabo reacciones con 0.5 U mL' BS-LVS y 5 a 200 mM de sacarosa inicial,
determinando la velocidad inicial de liberacién de glucosa en los primeros 20 minutos de reaccién.

La medicién se llevé a cabo mediante un electrodo de glucosa implementado en el equipo YSI
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2700 setect, que detecta glucosa indirectamente por la oxidacidon catalizada por una glucosa

oxidasa con la reaccion general:
Glucosa + 0, — H,0, + D-glucono-d-lactosa (Ec. 4)

El H,0, generado se mide por oxidacion electroquimica del mismo y puede detectar entre 0y 20 g

L™ de glucosa.

6.20 Evaluacion de mutantes de BS-LVS en reacciones de aceptor

Las mutantes de BS-LVS se evaluaron en reacciones de aceptor con 500 mM de Hqg, 400 mM de
sacarosa y 5 U mL" de enzima. Las mutantes de BS-LVS expresadas en E. coli se produjeron de
acuerdo a lo reportado por Ortiz-Soto et al (2008) y se trabajé con extractos enzimdaticos. En el
estudio se incluyé como control la reaccion con la enzima silvestre BS-LVS vy la silvestre heterdloga
(WT) para verificar que no existieran diferencias por el sistema de expresidn. Las reacciones se
dejaron transcurrir durante 12 horas y la produccién final de fructdésido y monosacaridos, asi como
el consumo de sacarosa, se cuantificaron por HPLC. Con la mutante Y429N se realizé el estudio de
actividad hidrolitica sobre Fru-Hq y de inhibicion por glucosa en las condiciones descritas

previamente para la silvestre (secciones 2.10y 2.19).

6.21 Otras moléculas evaluadas en reacciones de aceptor (aminas, aminodcidos,

epicatequina)

La evaluacion de otro tipo de aceptores para la reaccién catalizada por BS-LVS se realizd en las
siguientes condiciones: a 0.4 mmol de cada aceptor se adiciond 1 mL de una solucién de sacarosa
400 mM en solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.0 y 1 U mL™ de BS-LVS. Las reacciones se

incubaron a 30°Cy se analizaron por TLC.

En el estudio se incluyeron aminas primarias y secundarias, anilinas, aminodcidos y derivados de
los mismos, tioles, tiofenoles y el flavonoide epicatequina. En el caso de las aminas primarias,
secundarias y los aminodcidos Arg y Lys, a 400 mM se obtiene una solucién con pH entre 9y 11,

por lo que el pH se ajustd a 6.0 con una solucidn concentrada de HCI.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

SECCION I. Fructosilacion de alcoholes aromaticos y alifdticos por

fructosiltransferasas: estudio de la reactividad de los aceptores

7.1 Seleccion de la enzima

La primera etapa del proyecto tuvo como objetivo el encontrar un biocatalizador eficiente para la
sintesis de fructésidos de fenoles. En este sentido, se evaluaron tres FTFs de distinto origen en
reacciones de aceptor: las levansacarasas de B. subtilis (BS-LVS) y L. mesenteroides spp
mesenteroides (LevC) y la inulosacarasa de L. citreum CW28 (IslA). En el estudio se incluyd también
una invertasa comercial, la B-fructofuranosidasa de S. cerevisiae (Inv), ya que se ha reportado que
este tipo de enzimas también pueden catalizar reacciones de transfructosilacion sobre
compuestos diferentes a los azlcares (Win et al., 2004; Suzuki et al., 2002; Pilgrim et al., 2001). La
evaluacion de las enzimas se llevd a cabo en reacciones de fructosilacion utilizando hidroquinona
(Hq), alcohol bencilico (Bnz) y butanol (Bu) como sustratos aceptores y sacarosa como sustrato
donador. En esta etapa, la eficiencia de las enzimas se evalué midiendo el efecto de la

concentracion de los diferentes aceptores sobre la actividad enzimatica global.
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Figura 12.  Actividad enzimatica residual de las diferentes FTFs e Inv evaluadas en reacciones de aceptor
con (a) hidroquinona, (b) alcohol bencilico y (c) butanol. (m) BS-LVS; (®) Inv; (&) IslA; (¢) LevC.

La actividad enzimatica global se determiné midiendo la velocidad inicial de liberacidn de azlcares
reductores. En las mismas reacciones, después de 20 horas de reaccién, se determiné de manera
cualitativa la formacién de productos de fructosilacién por TLC.

Entre las enzimas probadas, BS-LVS resulté ser la mas activa aun en presencia de alta
concentracion de aceptor (hasta 400 mM de hidroquinona y alcohol bencilico, y 850 mM butanol),

expresando en todos los casos mds del 80 % de su actividad medida en ausencia de aceptor,
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mientras que todas las demds FTFs mostraron una disminucidon drastica en su actividad a
concentraciones por arriba de 200 mM (Figura 12). Considerando la capacidad para formar
productos de fructosilacion con Hq como aceptor, con todas las enzimas evaluadas se detectaron
productos de fructosilacidn. Sin embargo, de acuerdo al andlisis de TLC, se observa de manera
cualitativa que BS-LVS presenta una mayor eficiencia para la sintesis de fructésido de Hq (Figura

13, carril 1ay 1b).
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Figura 13. Analisis por TLC de las reacciones de fructosilacién catalizadas por FTFs e Inv

usando Hq como aceptor. (a) placa revelada con yodo (se muestran sélo dos carriles); (b) la misma
placa revelada con a-naftol; (Std) estandares sacarosa y arbutina; (1) BS-LVS, (2) Inv, (3) IslA y (4)
LevC.

La comparacién de las enzimas fructosilantes evaluadas muestra, por un lado, que BS-LVS expresa
el mayor porcentaje de actividad en presencia de altas concentraciones de los diferentes
aceptores utilizados. Por otro lado, que la concentracién mas alta de producto de fructosilacién se
obtiene con esta enzima, al menos de manera cualitativa para esta etapa del trabajo. De esta
manera, BS-LVS fue seleccionada para estudios posteriores de la reacciéon de fructosilacion con

alcoholes alifaticos y fenoles como sustratos aceptores.

7.2 Efecto de la concentracion de sustrato en la reaccion de aceptor

En reportes previos se ha demostrado que la eficiencia de las reacciones de aceptor con GTFs se ve
influenciada por la naturaleza del sustrato y por su concentracién (Seibel et al., 2006; Gomez de
Segura et al., 2006). Con el fin de seleccionar las condiciones de reaccién que favorezcan la
fructosilacién de alcoholes alifaticos y fenoles, se estudio el efecto de la concentracion del aceptor
sobre la acumulacién de producto fructosilado. Para este fin se utilizé como aceptor modelo a la
Hg, cuyo producto de fructosilacion se ha reportado como inhibidor de tirosinasa (Kang et al.,

2009). La concentracién del donador sacarosa se fijé en 400 mM, concentracién que se consideré
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lo suficientemente alta para favorecer la reaccidon de transferencia y disminuir la reaccién de
hidrdlisis (Ortiz-Soto et al., 2004; Canedo et al., 1999). La concentracion de Hq se varié desde 100
a 500 mM (cerca del limite de solubilidad de Hq en medio acuoso) y después de 20 horas de

reaccion se analizaron los productos por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).

En todas las concentraciones evaluadas, se detecté un sdélo producto de fructosilacion que
correspondié a un fructésido de Hq (Fru-Hg) y que fue identificado como 4-hidroxifenil-3-D-
fructofurandsido, lo cual se confirmd posteriormente por RMN. Tal como se esperaba, a medida
que se incrementd la concentracidn inicial de aceptor, la produccidon de fructésido fue mayor
(Figura 14). Sin embargo, se encontrdé también que en la concentracién mas alta de Hq (500 mM)
solo se alcanzd el 65 % de la conversidn de sacarosa, comparada con el 90 % obtenido en la
reacciéon sin aceptor. Si bien este efecto negativo sobre la BS-LVS no se observa de manera
drastica cuando se miden las velocidades iniciales de reaccién a diferentes concentraciones de
sustrato aceptor (Figura 12a), a tiempos de reaccién largos, la disminucién en la conversién global

del donador sacarosa podria deberse a un efecto inactivador o desnaturalizante del aceptor.
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Figura 14.  Produccion de fructdsido y conversidn de sacarosa por BS-LVS después de 20 h de reaccidn en
funciéon de la concentracion inicial de Hq. Las barras negras corresponden a Fru-Hq; Las barras grises
corresponden a la conversion de sacarosa. Reacciones con 400 mM de sacarosa 1 U mL™ de enzima a 30 °C.

Para estudiar de manera detallada el efecto de la Hgq cuando ésta se encuentra en contacto con la
enzima durante tiempos prolongados, se evaludé el cambio en la velocidad inicial de BS-LVS
después de un tiempo de almacenamiento en Hq 500 mM. Diferentes alicuotas de esta solucién
de almacenamiento fueron evaluadas para establecer el perfil (24 horas) de velocidad inicial de

transformacion de la sacarosa (292 mM) utilizando 1 U mL™ de enzima. Los resultados de la
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evaluacidon mostraron que la enzima perdid la mitad de su actividad en las primeras dos horas de

almacenamiento y a las 24 horas se habia inactivado completamente (Figura 15).
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Figura 15. Estabilidad de BS-LVS al almacenamiento en Hg 500 mM. Actividad medida en solucién
de sacarosa 292 mM en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6.0 a 30 °C.

Es importante sefalar que este efecto de Hq sobre la actividad de BS-LVS no fue reversible, puesto
que la determinacidn de la actividad en cada una de las alicuotas después del almacenamiento se
realizd practicamente en ausencia de Hq. Por lo tanto, concluimos que el efecto de Hq sobre
BS-LVS se debe a un proceso de inactivacion. No obstante es importante resaltar que en
condiciones operacionales, es decir, en presencia de sustrato sacarosa, ésta puede ejercer un
efecto estabilizador sobre la enzima (Madlova et al., 2000). De hecho, la conversion relativamente
alta de sacarosa (hasta 65 %) y la alta produccién de Fru-Hq (hasta 22 mM) observadas en las
reacciones de fructosilacién a concentraciones de 500 mM de Hq (Figura 14), muestran que la
enzima se mantiene estable en presencia de sacarosa a pesar del efecto inactivador propio de la
Hg. A este respecto, una manera de compensar la pérdida de actividad para conseguir la
conversion total de sacarosa y, en consecuencia, permitir que la produccidon de fructésido
continde, seria incrementar la concentracion de enzima. Este incremento debe estar sujeto a las

condiciones que favorezcan la sintesis de Fru-Hq sin caer en un exceso de enzima.

7.3 Efecto de la concentracion de enzima en la reaccion de aceptor

Como una estrategia para contender con la reduccidn de la eficiencia de la reaccién debida al
efecto inactivador de Hq, se estudié el efecto de aumentar la concentraciéon de enzima sobre la
capacidad de BS-LVS para producir el Fru-Hg. Las reacciones se llevaron a cabo utilizando 400 mM

de sacarosa y 500 mM de Hq. Los resultados de este ensayo mostraron que al incrementar la
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concentraciéon de enzima, se favorecid la produccién de fructdsido, alcanzandose la mayor

produccién después de 20 horas de reaccidn con una concentraciéon de 5 U mL™ (Figura 16).

Si bien a concentraciones de enzima de 10 y 20 U mL" se observé que durante la primera hora de
reaccion las velocidades de sintesis de fructdsido fueron las mds altas, este comportamiento fue

seguido de una disminucién de la concentracién de Fru-Hq.
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Figura 16. Efecto de la concentracion de enzima en la produccién de fructésido en

funcion del tiempo. Reacciones 400 mM sacarosa y 500 mM Hq a 30 °C.

Este hecho sugirid que la reaccion esta sujeta a un control cinético, en donde al alcanzarse una
concentracion especifica de producto éste mismo podria servir de sustrato de hidrdlisis para la
enzima. Si se considera que la seleccién de la concentracién de enzima es un factor importante
para aumentar la productividad del proceso, la observacién de que a mayor concentracion de
enzima, mayor velocidad de sintesis de fructésido pero también mayor la velocidad a la que se
consume, debe ser un criterio determinante para establecer la concentracién adecuada de
enzima. Para fines de este estudio los resultados nos sugieren que la condicién mas adecuada
serfa con 5 U mL™. En estas condiciones se logra un buen compromiso entre una concentracion
baja de enzima, que permite trabajar a una alta velocidad de sintesis de fructésido y, al mismo

tiempo, permite una acumulacién de producto al final del proceso.

Un perfil cinético detallado de una reaccién efectuada bajo estas condiciones, mostré que se logra
alcanzar una concentracion maxima de 30 mM de fructdsido entre las 4 y 5 h de reaccién, con una

conversidn casi total de sacarosa después de 10 h (Figura 17).

Es importante resaltar que en presencia de 5 U mL™" de enzima (Figuras 16 y 17) el inicio de la

desaparicién de Fru-Hq coincide con el momento en que la sacarosa se ha convertido casi en su
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totalidad. Este comportamiento sugiere que la enzima podria estar utilizando al fructésido como

sustrato para hidrélisis.
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Figura 17. Progreso de la formacion de Fru-Hq y consumo de sacarosa por BS-LVS en reacciones con
400 mM sacarosa, 500 mM Hq y 5 U mL-1 de enzima a 30 °C. (®) Sacarosa, (0) Fru-Hq.

Para comprobar esta hipdtesis se compararon dos reacciones en las que se enfrentd al Fru-Hq con
la BS-LVS, una de ellas en presencia de sacarosa y en la otra sélo el fructésido en solucion. Los
resultados de este ensayo mostraron que la enzima hidrolizé rapidamente al Fru-Hg cuando éste
se encontraba en solucidn, mientras que en presencia de sacarosa la hidrélisis fue

significativamente menor (Figura 18).
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Figura 18. Hidrélisis de Fru-Hq por BS-LVS. (®) Reaccidon con Fru-Hqg puro; (®) reaccién con

Fru-Hq en presencia de 400 mM de sacarosa. Condiciones: 5 U mL ™ BS-LVS, pH 6.0y 30 °C.

Lo anterior indica una mayor afinidad de la enzima por la sacarosa que por el Fru-Hq, lo cual nos

lleva a establecer que la eleccién del momento adecuado para detener la reaccién sera crucial
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para lograr la maxima produccién del fructésido. En este caso, cuando la conversion de sacarosa
haya alcanzado alrededor del 85 % de conversién, justo antes de que comience a observarse la
hidrdlisis del Fru-Hg. Finalmente, las condiciones de reaccion seleccionadas para experimentos

posteriores se establecieron en 500 mM de aceptor, 400 mM sacarosay 5 U mL " de BS-LVS.

7.4 Reaccion de aceptor con Hidroquinona catalizada por BS-LVS en presencia de

solvente orgdnico

Una de las estrategias a las que se recurre habitualmente en sintesis enzimatica cuando se utilizan
sustratos no polares, es el uso de disolventes organicos. Principalmente en reacciones donde la
presencia de agua limita la sintesis del compuesto de interés, ya sea por la baja solubilidad del
sustrato en el medio acuoso o porque el agua misma actla como sustrato de la reaccion
(hidrdlisis). De esta manera, la presencia de un solvente organico en este tipo de sistemas tiene
como funcion solubilizar el sustrato y abatir la actividad de agua en el sistema. En un estudio
previo (Castillo y Lopez-Munguia, 2004) se demostré que la enzima BS-LVS, en presencia de
concentraciones crecientes de 2-metil-2-propanol (2M2P) sintetiza polimero de fructosa en un alto
porcentaje, mientras que la hidrdlisis de la sacarosa se reduce considerablemente. Con el fin de
evaluar esta estrategia en la reaccién con Hq se llevaron a cabo reacciones en presencia de 500
mM de Hg, 400 mM sacarosa, 5 U mL" de BS-LVS en soluciones de 0 a 50 % de 2M2P y los

productos se analizaron por HPLC a las 4 horas de reaccion.

Contrario a lo que se podria esperar, en la figura 19A se puede observar que la produccién de
fructdsido (barras negras) disminuye a medida que la concentracidon de 2M2P se incrementa. Cabe
mencionar que en todas las reacciones la conversién de sacarosa alcanzada fue mayor al 85 %
(Figura 19B), lo que indica que la enzima no disminuyd su actividad por la presencia del solvente.
Por otro lado, tal como se habia reportado previamente, se observd que la hidrdlisis de la sacarosa
(vista como fructosa liberada) se redujo al aumentar el contenido de 2M2P mientras que la
transferencia hacia polimero se incrementd significativamente (Castillo y Lopez-Munguia, 2004).
Dado que estos resultados mostraban que ni la actividad de la BS-LVS ni la disponibilidad de la
sacarosa para la reaccién estaban siendo afectadas por la concentracidn creciente del solvente, el
efecto negativo del 2M2P sobre la produccién del Fru-Hq podria ser el resultado de una
disminucién en la disponibilidad y/o reactividad del nucledfilo aceptor Hq. Para explicar este
comportamiento, se propuso determinar el coeficiente de actividad termodinamica (y) de Hq en

los sistemas con co-solvente 2M2P. En la medida que el pardmetro Y es una medida de la
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interaccién de un soluto con el medio en el que se encuentra, la estimacion de ¥ deberia ser un
indicativo de la magnitud de la disponibilidad de Hq para participar como nucledfilo en la reaccién.
El calculo de ¥ se realizé6 mediante el método COSMO-RS, el cual se basa en la combinacién de
calculos quimico-cuanticos con termodindmica estadistica para solutos y solventes. De manera

especifica, permite estimar las interacciones de superficie molecular entre solventes y solutos.
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Figura 19. Resultados del andlisis de la reaccion de fructosilacion de Hq con BS-LVS en mezclas con

disolvente organico. (a) Las barras negras corresponden a la produccién de Fru-Hq y las barras blancas al

coeficiente de actividad termodinamica (y) de Hg. (b) Conversion de sacarosa en las reacciones en mezclas

con disolvente organico. Reacciones con 400 mM sacarosa, 500 mM Hqy 5 U mL™ de enzima en la mezcla

apropiada con solvente organico. En todos los casos la conversién de sacarosa fue mayor al 85 %.
En la figura 19A las barras blancas muestran cémo el valor y de la Hgq disminuye a medida que la
concentracion de 2M2P se incrementa. La reduccién de la formacion de Fru-Hq en las mezclas de
amortiguador de fosfatos/2M2P asociada a la disminucion en los valores correspondientes de ¥
para Hq, sugiere una interaccion fuerte de Hq con el medio de reaccidn y en consecuencia una
reduccion en su disponibilidad para actuar como aceptor, interaccion que se intensifica en la
medida que la concentracion de 2M2P incrementa. De manera comparativa, se calculd el valor de
v de Hq en otros solventes orgdnicos miscibles con el agua y se observéd que para todos los
disolventes evaluados el valor de y disminuye en mas de dos érdenes de magnitud (Figura 20)
respecto al sistema acuoso (y = 2.8). Estos resultados confirman que el medio acuoso resultaria ser

la mejor condicién de reaccidn para favorecer la fructosilaciéon de Hq.

53



Resultados y Discusion

1x10-01
g
£ .. 11002
"6 1]
© £ 1410702
° 2
23 14004
L £
L =
g2 1x005
(&)
1x10-06
@ K& O & & & ©
R N R R 5

Disclvente organico

Figura20. Coeficiente de actividad termodinamica (y) de Hq a dilucién infinita en diferentes solventes
organicos: 2M2B, 2-metil-2-butanol (log P = 1); THF, tetrahidrofurano (log P = 0.49); DMC, acetona (log P =
-0.23); ACN, acetonitrilo (log P = -0.33); DMF, N,N-dimetilformamida (log P = -1); DX, dioxano (log P = -1.1);
DMSO, dimetilsulféxido (log P = -1.3). Célculos de 7y realizados utilizando COSMO-RS.

7.5 Reacciones de aceptor con sustratos hidrofobicos

En esta etapa del proyecto se propuso estudiar la reaccién de fructosilaciéon con otros alcoholes
aromaticos o alifaticos. El objetivo de este estudio fue el hacer extensiva la metodologia
desarrollada a otro tipo de moléculas hidroxiladas. Sin embargo, la seleccién de las moléculas
aceptoras se realizd ademas, considerando que este estudio pudiera arrojar informacidn sobre la
influencia de la estructura quimica del aceptor en la eficiencia de la reaccion. Asi, se seleccionaron
moléculas aceptoras conteniendo hidroxilos fendlicos en posiciones diferentes a las de la Hq
(resorcinol, Rsr y catecol, Cat), hidroxilos fendlicos sustituidos (4-metoxifenol, 4mPh), fenoles

monofuncionales (fenol, Ph) e hidroxilos primarios (alcohol bencilico, Bnz) y butanol, Bu) (Figura

21).
OH CH CH OH OH
OH OH
HO
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Hq Rsr Cat 4mPh Ph /\/\OH 4HB
OH O\ Bu
Figura 21. Aceptores empleados en reacciones de aceptor con BS-LVS: Hq, hidroquinona; Rsr, resorcinol;

Cat, catecol; 4mPh, 4-metoxifenol; Ph, fenol; Bnz, alcohol bencilico; Bu, butanol; y 4HB, aceptor bifuncional
4-hidroxibencil alcohol.

En una primera etapa, con el fin de identificar el momento méaximo de produccién de los

fructdsidos se llevaron a cabo reacciones de fructosilacion de algunos de los aceptores en las
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condiciones previamente seleccionadas, i.e., 400 mM sacarosa, 500 mM de aceptory 5 U mL™ de
enzima y se estudid la evolucion de la reaccidon durante 7 horas. En estos experimentos se pudo
observar que en la reaccidn con Rsr se tiene un maximo de produccién de fructdsido a las 4 horas,
tiempo después del cual la concentracién de fructdsido decae, de manera semejante a lo que

ocurre con Hq (Figura 22).

Fructésido (mM)

Tiempo (h)

Figura 22. Produccién de fructdsidos de diferentes sustratos en reacciones de aceptor
con BS-LVS. (®) Hq, (M) Rsr, (A) Cat y (¢) 4mPh. Condiciones de reaccion: 400 mM de
sacarosa, 500 mM de aceptor, 5U mL" de BS-LVS.

Este comportamiento no se observd en presencia de los demds sustratos, sin embargo, el
incremento en la cantidad de fructésido desde las 4 y hasta las 7 horas fue minimo. Con el fin de
establecer un punto de comparacidn entre las reacciones con diferentes aceptores, se tomé como

referencia la produccidon de fructdsido a las 4 h de reaccion.

Para continuar con el estudio, los aceptores se evaluaron en reacciones con 400 y 500 mM de
aceptor. Todos los sustratos fueron solubles hasta 500 mM, excepto 4mPh y Bnz cuya maxima
solubilidad en agua es 320 mM y 370 mM (a 25 °C), respectivamente. En el caso de Bu, su alta

solubilidad en agua permitié evaluar la reaccion en mayor concentracién (850 mM).

La produccidn de fructésido se analizé a las 4 h de reaccidon en HPLC y se encontrd en todos los
casos una mayor produccién en la concentracién mas alta de aceptor (500 mM para
dihidroxibencenos u 850 mM Bu), confirmando el efecto positivo de una mayor concentracién de
aceptor para favorecer la fructosilacidn del mismo. En el caso de las reacciones con 4mPh y Bnz,
no se observé mayor produccion en 500 mM de aceptor, puesto que no se tuvo un cambio real en
la concentracion debido a que se excedié el limite de solubilidad de los sustratos. Por otro lado, se
determind el efecto de los aceptores sobre la actividad global de la enzima, mediante la medicidn

de la conversién de sacarosa durante la primera hora de reaccion. Las mayores velocidades
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iniciales de conversién de sacarosa se observaron con los dihidroxibencenos Hq, Cat y Rsr y los

alcoholes primarios Bu y Bnz (Figura 23a).

Llama la atencién que la mayor concentracién de fructdsido se encontrd en las reacciones con
dihidroxibencenos, que se han reportado como compuestos de baja nucleofilia; mientras que los
alcoholes primarios, reportados como compuestos de mayor nucleofilia (de Roode et al., 2000;
Macomber, 1996), produjeron mucho menor cantidad de fructésido (Figura 23b). En estas
condiciones no fue posible observar actividad en las reacciones de aceptor con fenol, sin embargo,
la produccién y purificaciéon del fructésido de fenol si fue posible a menor concentracién de

aceptor (200 mM) como se describe en la metodologia (seccidn 4.12).
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Figura 23. Fructosilacion de alcoholes aromaticos y primarios con BS-LVS. (a) Velocidad inicial de
conversién de sacarosa con 500 mM de aceptor. (b) produccion total de fructésido a partir de 400 mM
(barras blancas), 500 mM (barras grises) y 850 mM (barras negras) de aceptor inicial. Reacciones con
400 mM sacarosay 5 U mL" de enzima a 30 °C.

Es importante sefialar que, a pesar de que con alcoholes primarios la velocidad inicial de
transformacion de la sacarosa fue similar que con dihidroxibencenos (Figura 23a), la concentracion
de fructésido fue considerablemente menor (Figura 23b). Esto sugiere, que aunque Bu y Bnz no
parecen afectar la actividad de BS-LVS, estos alcoholes no son buenos aceptores y practicamente

toda la sacarosa se transfiere a polimero o se hidroliza.

En el caso de la reaccién con 4mPh, la actividad de BS-LVS se redujo considerablemente; no
obstante al calcular el rendimiento de fructdsido respecto a la sacarosa convertida, éste fue mayor
qgue con Bnz. Lo anterior nos permite concluir que el 4mPh, al igual que los otros fenoles es un

mejor aceptor que los alcoholes primarios evaluados, como se muestra en la tabla 5 para 500 mM
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de 4mPh, pero que la naturaleza quimica de este sustrato induce una pérdida de actividad de la

BS-LVS.

En conclusién, la levansacarasa BS-LVS permitié una produccion de fructdsidos (i.e., 30 mM
Fru-Hg) mayor a la que se ha reportado previamente para compuestos fenélicos (4 mM) con otras
levansacarasas (Kang et al., 2009), lo cual coloca a BS-LVS como un biocatalizador con aplicaciones

muy interesantes.

7.6 Influencia de la nucleofilia del aceptor en la reaccion de fructosilacion

Con el fin de explicar la preferencia de BS-LVS para fructosilar fenoles con mayor facilidad que los
alcoholes primarios, se realizé una reaccidén de aceptor con alcohol 4-hidroxibencilico (4HB) que
contiene un hidroxilo aromatico y uno alifatico, permitiendo una comparacién directa de la
selectividad en funcion de la diferente naturaleza de los grupos hidroxilo. La reaccidon se llevd a
cabo en un medio saturado de 4HB 200 mM (su solubilidad en agua es de 54 mM a 20 °C) y el
resto de las condiciones de reaccidn se mantuvieron sin cambio. Se encontraron dos diferentes
productos de fructosilacidon Fru;-4HB y Fru,-4HB que corresponden a la fructosilacion de 4HB en el

—OH primario y el aromatico, respectivamente, como se confirmé por HPLC y RMN.

El analisis cinético de la reaccién permitié determinar una velocidad inicial de sintesis de Fru,-4HB
diez veces superior (50.64 umol L™ min™) que la velocidad inicial para la formacién de Fru;-4HB
(5.03 umol L™ min™). Lo anterior demuestra que el —OH fendlico es mas susceptible de actuar

como nucledfilo que el —OH primario (Figura 24).
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Figura 24.  Evolucion de la formacién de productos de fructosilacion de 4HB por BS-LVS.
Condiciones de reaccion: 400 mM sacarosa, 200 mM 4HB, 5 U mL™"a30°C.

Es importante recordar que, de acuerdo con el mecanismo propuesto para BS-LVS (Meng y

Fltterer, 2003; Chambert et al., 1974) (Figura 11), en la segunda etapa de la reaccion la molécula
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aceptora cede un protén, formando un nucledfilo activado que realiza el ataque nucleofilico sobre
el C2 de la fructosa, generando asi el nuevo enlace glicosidico. Considerando que un hidroxilo
desprotonado es mejor nucledfilo que su especie no-desprotonada correspondiente, la capacidad
de la molécula aceptora para ceder su protdn y, en consecuencia aumentar su nucleofilia, seria un
paso critico en el proceso. De manera general, esta capacidad de desprotonacion de una molécula
se asocia a su valor de pKa, en donde un valor bajo de pKa indica una mayor facilidad de la

molécula para desprotonarse.

Para abundar en la explicacién de la diferencia de reactividad de los alcoholes evaluados como
aceptores, se calcularon sus valores de nucleofilia (w’) (Jaramillo et al., 2009; Jaramillo et al., 2006)
y se relacionaron con sus valores de pKa reportados. En la tabla 5 puede observarse que los
valores de w” de las especies desprotonadas son del mismo orden de magnitud tanto para
alcoholes aromaticos como para alcoholes alifaticos. Sin embargo, se observé una relacidn inversa
entre el rendimiento de fructosilacidon y el pKa del aceptor. Esta relaciéon se confirmd con la
fructosilacién de 4HB en el hidroxilo aromatico (pKa = 9.48; w™ = 0.0041), que ocurre 10 veces mas
rapido que en el hidroxilo primario (pKa = 15.21; w™ = 0.009). Estos datos indicaron que si bien la
nucleofilia de los alcoholes fendlicos y de los alcoholes primarios (en especies desprotonadas) fue
similar, la facilidad con la que se forman estas especies desprotonadas no es la misma. Asi, si la
formacién de las especies desprotonadas depende fuertemente de su valor de pKa, los hidroxilos
fendlicos formarian especies desprotonadas mas facilmente que los hidroxilos primarios. De esta
manera, la alta reactividad de los grupos fendlicos seria el resultado de la facilidad que tienen
estas moléculas para ser desprotonados a nivel del sitio activo y, como consecuencia, su capacidad

para activarse como nucledfilos seria superior.

Tabla 5. Nucleofilia (®-) y valores de pKa para los diferentes aceptores evaluados.

Rendimiento en

e ooy a
Aceptor pKa Nucleofilia (®) fructosilacion (%) b
butanol 16.95 0.0194 1.91

alcohol bencilico 15.20 0.0102 0.81
4-metoxifenol 9.94 0.0065 6.25

hidroquinona 9.68 0.0104 9.51

catecol 9.34 0.0080 6.86

resorcinol 8.91 0.0066 11.70

® Nucleofilia calculada para las especies desprotonadas.
b .. . .2
Rendimiento relativo a la conversién de sacarosa, usando 500 mM aceptor y 400 mM sacarosa.
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Estos resultados sugieren que en el mecanismo de BS-LVS, la mayor acidez de los compuestos
fendlicos facilita la pérdida del protén del hidroxilo, particularmente en el microambiente bdasico
del sitio catalitico de BS-LVS (cuando el Glu342 se encuentra desprotonado), convirtiendo a los
compuestos fendlicos mejores aceptores y generando una mayor eficiencia en la fructosilacidon con

BS-LVS.

Finalmente, es importante sefialar que cinco de los nueve fructésidos sintetizados (Figura 25) no

se habian reportado previamente, ni sintéticos ni de fuentes naturales (base de datos SciFinder).

HO
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OH OH
HO HO
Fru-4mPh Fru-Ph
O
HO oL 9 HO o
Q Q
OH OH
HOC HO
Figura 25. Fructésidos de fenoles sintetizados enzimaticamente por BS-LVS y reportados

por primera vez (fuente: base de datos SciFinder).
A partir de los resultados de esta seccidn se publico el articulo:
Mena-Arizmendi, A; Alderete, J; Aguila, S; Marty, A; Miranda-Molina, A; Lépez-Munguia, A y
Castillo, E. (2011). “Enzymatic fructosylation of aromatic and aliphatic alcohols by Bacillus subtilis

levansucrase: Reactivity of acceptors”. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 70, 41-48.

Ver Apéndice.
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SECCION II. Optimizacion de la reaccion de fructosilacion de hidroquinona

Uno de los principales objetivos del proyecto fue el desarrollar una herramienta eficiente de
glicosilacién de moléculas fendlicas. En este sentido y de acuerdo con la evolucion de la
producciéon del fructésido (Figura 17), se observd que la mdaxima velocidad de sintesis de
fructésido se da al inicio de la reaccién, cuando la concentracidon de sacarosa es maxima y no
existen otros productos de reaccién. En las condiciones de reaccién correspondientes a la
fructosilacién de Hq con la enzima BS-LVS (500 mM Hg, 400 mM sacarosa y 5 U mL?), la
concentracién de Fru-Hqg obtenida fue de 30-35 mM (aproximadamente un rendimiento de 7 %

respecto a Hq inicial).

Es importante mencionar que, si bien en estas condiciones se logré la concentracién mas alta de
fructésido de Hq, se observd que el fructdsido producido puede ser hidrolizado, siendo esta
hidrélisis mayor en ausencia de sacarosa (Figura 18). Tomando en cuenta estas observaciones, en
una primera etapa se planted el disefio de un sistema de reaccidon en donde se mantuviera la
concentracion de sacarosa constante (concentracidn suficientemente alta para disminuir hidrdlisis

de Fru-Hq) y evaluar el curso de la produccion de fructdsido en esas condiciones.

7.7 Reaccion de aceptor en lote alimentado

El primer planteamiento del sistema de reaccidn consideré mantener una concentracidn constante
de sacarosa de 400 mM (concentracidn inicial de sacarosa para una reaccién en lote). Esto se logré
mediante la alimentacidén continua de una solucién de sacarosa al 60 % a un lote de reaccion,
durante 24 horas. El flujo de alimentacidon se determind considerando la velocidad inicial de
consumo de sacarosa observada en una reaccion control en lote (con 400 mM de sacarosa y sin
alimentacién de la misma). Las concentraciones de Hq y de enzima iniciales fueron de 500 mM vy
5U mL", respectivamente. La reaccién se realizd por duplicado y se monitored durante 24 horas.
En todas las muestras de ambos lotes se cuantificé la acumulacién total de Fru-Hgq. De manera
similar a los experimentos previamente reportados, el rendimiento se calculé en funcién de la

cantidad de Hq convertido en Fru-Hqg.
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Figura 26. Reaccién de aceptor con Hq catalizada por BS-LVS en lote y lote alimentado. (a) Produccién

total en masa de Fru-Hq. Reaccién en lote (0J) y Reaccion en lote alimentado (®). (b) Rendimiento respecto
a Hq inicial, (L-A) lote alimentado.

En la figura 26 se muestra graficamente el proceso de formacion de fructésido en ambos sistemas,

donde se observa que la produccién total de fructésido se duplicd en la reacciéon en lote

alimentado, respecto al maximo obtenido en la reaccién control en lote. Es evidente que el

mantener la concentracidn de sacarosa lo suficientemente alta, favorecié notablemente la sintesis

de fructésido. De estos resultados se puede sugerir que el aumento en la acumulacion de Fru-Hq

se debié en buena medida a que se mantuvo una disponibilidad alta del sustrato donador y

ademas que esta concentracion alta disminuyd la velocidad de hidrdlisis del producto.

Al analizar de manera mds detallada la distribucién de productos en intervalos cortos de reaccion

en el lote alimentado (cada 2h), se observé una tendencia que favorece claramente la sintesis de

polimero (Figura 27).

Distribucién de productos (%)
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Figura 27. Distribucidn de la sacarosa consumida entre los diferentes productos de la reaccién con Hq

en lote alimentado, catalizada por BS-LVS. Porcentaje de transferencia a polimero (barras grises), al agua

(barras blancas, hidrdlisis) o al aceptor Hq (barras negras). El porcentaje de transferencia estd calculado

con base en la conversion de sacarosa en intervalos de 2 horas.
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En los tiempos iniciales del proceso la mayor parte de la sacarosa se transfiere al agua (barras
blancas) o a polimero (barras grises) y una fraccién menor se transfiere al aceptor Hq (barras
negras). Sin embargo, este porcentaje de transferencia al aceptor, aunque minoritario, alcanza su
valor maximo al inicio de la reaccidn (2 h de reaccién). A medida que transcurre el proceso, la
proporcién de sacarosa que se utiliza para transferir al aceptor disminuye, al igual que la
transferencia al agua, mientras que la transferencia a polimero se vuelve mas importante. Este
comportamiento sugiere que el polimero o fructooligosacaridos recién sintetizados resultan tener
mayor afinidad por la enzima para actuar como aceptores, comparados con la Hq e incluso con el
agua. Reportes previos mencionan esta afinidad de la levansacarasa de B. subtilis C4 hacia el
polimero, evaluada en reacciones utilizando Unicamente sacarosa como sustrato (Euzenat et al.,
1997). Los autores reportan que a medida que transcurre la reaccidn, el porcentaje de
transferencia al agua se reduce. Alternativamente, esto podria deberse a un mecanismo procesivo
en el que una vez que empieza a sintetizarse la levana, ésta no se separa de la enzima hasta que

ha alcanzado cierto tamafio (Ozimek et al., 2006b).

Es importante sefialar que a lo largo de la reacciéon también se acumulan otros productos, tales
como la fructosa y glucosa libres o incluso el mismo fructdsido, los cuales podrian tener un efecto
en la reaccién de aceptor. Bajo estas consideraciones se decidid estudiar el efecto de todos los

productos de la reaccidn en la eficiencia de la reaccion de fructosilacion de Hq.

7.8 Efecto de monosacaridos y Fru-Hq en la eficiencia de la reaccion de aceptor

Para evaluar el efecto de los monosacaridos y del Fru-Hq sobre la sintesis de éste ultimo, se
llevaron a cabo reacciones de aceptor con 500 mM de Hg, 400 mM de sacarosa y 5 U mL™ de

enzima, en presencia de diferentes concentraciones iniciales de glucosa, fructosa y Fru-Hq.

Los monosacaridos se evaluaron en tres diferentes concentraciones iniciales: 200, 400 y 800 mM,
siendo ésta ultima la mdxima concentracién de glucosa alcanzada en un lote alimentado. El efecto
del Fru-Hqg se evalué en 35 mM inicial, cantidad cercana al maximo de produccidon observada en
una reaccion en lote. Las reacciones se analizaron a las 4 horas de reaccion mediante HPLC. Todos
los experimentos se compararon con reacciones control en ausencia de glucosa, fructosa y/o

Fru-Hqg.
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En la reaccidn con 35 mM inicial de Fru-Hq Unicamente se sintetizaron 14 mM mas de fructdsido,
aproximadamente el 50 % respecto al obtenido en el control (Figura 28) y el nivel de sacarosa
convertida fue el mismo que en el control, por lo tanto se concluyd que no tuvo un efecto sobre la

actividad global de la enzima.
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Figura 28. Efecto de Fru-Hq en la actividad global de BS-LVS y la actividad de sintesis de
Fru-Hq. Barras negras corresponden a la produccion de Fru-Hq, las barras blancas
corresponden a la cantidad de sacarosa convertida. (Ctr) Reaccién con 500 mM Hg, 400 mM
sacarosa y 5 U mL™ BS-LVS; (35FH) reaccién con 35 mM iniciales de Fru-Hq.

Cabe recordar que el fructdsido es susceptible de hidrdlisis catalizada por la enzima, por lo cual
podemos suponer que la baja produccidon de Fru-Hq en estas condiciones podria deberse a un
compromiso entre su sintesis y su hidrdlisis. De manera que, la cantidad de fructésido que se

puede obtener se ve limitada como consecuencia de este control cinético.

En el caso de las reacciones en presencia de concentraciones iniciales de fructosa, se observé una
ligera reduccion en la produccidn de Fru-Hq en reacciones con alta concentracion de fructosa
(Figura 29) sin afectar la conversidon de sacarosa, indicando que la fructosa tampoco afecta de
manera significativa la actividad global de la enzima. Probablemente, la presencia de una alta
concentracion de fructosa interfiere con la transferencia al aceptor debido a la gran cantidad de
solutos en el sistema, reflejdandose en una ligera disminucién en la produccién del fructésido; sin
embargo este efecto sélo es visible en concentraciones muy altas de fructosa que son poco

probables de encontrar en el medio de reaccion.
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Figura 29. Efecto de la fructosa en la sintesis de Fru-Hq y la actividad global de BS-LVS. Las

barras negras corresponden a la produccién de Fru-Hq, las barras blancas corresponden a la
sacarosa convertida. (Ctr) Reacciéon con 500 mM Hg, 400 mM sacarosay 5 U mL™ BS-LVS; (2F,
4F y 8F) reacciones con 200, 400 y 800 mM iniciales de fructosa, respectivamente.

Finalmente, en las reacciones en presencia de glucosa la produccidn de Fru-Hq disminuyé hasta un
50 % respecto al control cuando se evaluaron altas concentraciones iniciales de glucosa. Contrario
a los experimentos con Fru-Hq y fructosa en este caso se observé una reduccién importante en la
conversion de sacarosa (Figura 30). Estos resultados indicaron que la glucosa afecta no sdlo la

sintesis de fructésido, sino ademas la actividad global de la enzima.
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Figura 30. Efecto de la glucosa en la actividad de sintesis de Fru-Hq y actividad global de

BS-LVS. Barras negras, produccion de Fru-Hq; barras blancas, conversidon de sacarosa. (Ctr)
Reaccion control con 500 mM Hqg, 400 mM sacarosay 5 U mL* BS-LVS; (2G, 4G y 8G) reacciones
con 200, 400 y 800 mM de glucosa inicial, respectivamente.

En diferentes fuentes de la literatura, se ha reportado que la glucosa actua como inhibidor de
levansacarasas de diferentes microorganismos, tales como Zymomonas mobilis (Lyness y Doelle,
1983), Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Hettwer et al., 1995), B. subtilis C4 (Euzenat et al.,

1998) y B. subtilis DSM 347 (Szwengiel et al., 2007). El tipo de inhibicidn ejercida por la glucosa no

64



Resultados y Discusién

esta completamente definida ya que en algunos reportes se habla de una inhibicién alostérica o no
competitiva (Szwengiel et al., 2007; Hettwer et al., 1995), e incluso se dice que el efecto inhibitorio

es generado por una reaccion de intercambio (Euzenat et al., 1997) descrita por la ecuacién 5:
G-F + G* > G*F +G (Ec. 5)
Donde G-F = sacarosa, G y G* = glucosa y F = fructosa.

Para corroborar el efecto inhibitorio de la glucosa, se realizd la caracterizacion cinética de BS-LVS
midiendo la actividad enzimética en reacciones con 0.5 U mL™ de enzima y desde 5 a 200 mM del
sustrato sacarosa, en presencia de 0, 10, 25 y 35 mM de glucosa inicial para cada concentracidn de
sacarosa. La velocidad inicial se determiné midiendo la liberaciéon de glucosa en los primeros 20
minutos de reaccién. La medicidn se llevd a cabo mediante un electrodo de glucosa implementado

en el equipo YSI 2700 seLecT (ver seccion 4.19).

En la Figura 31 se muestra el efecto de la glucosa sobre la velocidad de BS-LVS. Mediante un ajuste
a diferentes modelos de inhibicidn utilizando el software GraphPad Prism version 5.03, se
encontré que el comportamiento se ajusta mejor al modelo de inhibicibn no competitiva.
Mediante la representacién de Lineweaver-Burk (que por si misma puede generar mas error)
muestra que casi todas las rectas generadas cruzan a la izquierda del eje “y”, por arriba de la
abscisa. El término inhibicidn no competitiva, suele restringirse a los casos en donde las rectas se

cruzan en el eje “x”; en los casos en que ocurre esta variacion con la interseccién por arriba o por

debajo de la abscisa se le denomina inhibicién mixta, para hacer esta distincion (Morrison, 2001).
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Figura 31. Inhibicion de BS-LVS por glucosa. (a) Cambio de velocidad en funcidn de la concentracion de
sustrato a diferentes concentraciones del inhibidor glucosa. (b) Representacion Lineweaver-Burk.
Concentraciones de glucosa inicial como inhibidor: (®) 0 mM, (H) 10 mM, (A) 25 mMy (v) 35 mM.
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Este estudio cinético y la baja conversidn de sacarosa observada en los experimentos en lote con
glucosa inicial (Figura 30) confirman que, efectivamente, la glucosa ejerce un efecto inhibitorio
sobre BS-LVS y que esta inhibicién puede contribuir de manera importante a la reduccion en la
produccién de Fru-Hq. De hecho, la inhibicidn por glucosa afectaria de manera global la actividad
de BS-LVS, volviendo todo el proceso mas lento. Bajo estos argumentos, seria deseable eliminar la
glucosa generada en un lote alimentado de manera que su efecto negativo pudiera ser abatido y

en consecuencia ayudar a que la eficiencia de la enzima sea maxima.

Resulta interesante sefalar que, a pesar de la alta concentracion de glucosa liberada en el lote
alimentado, la velocidad de aparicién de glucosa permanece practicamente constante durante el
curso de la reaccién. Este comportamiento pudiera hacer pensar que bajo las condiciones de este

proceso, el efecto inhibitorio de la glucosa sobre la capacidad catalitica de la enzima no existe

(Figura 32).
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Figura 32. Proceso de formacién de productos de la reaccién en lote alimentado catalizada

por BS-LVS. (m) Glucosa, (4) fructosa y ( @ ) Fru-Hg. Condiciones de reaccién 500 mM Hq, 5 U mL™

BS-LVS manteniendo sacarosa constante en 400 mM. Cantidades expresadas en moles totales para
eliminar el factor de la dilucién.

Sin embargo, para explicar este comportamiento es pertinente hacer algunas precisiones. En
primer lugar, se debe considerar que hacia el final del lote alimentado, el mayor porcentaje de
sacarosa se dirigid a la produccién de polimero (Figura 27), hecho que se confirma en la Figura 32
al observarse una proporcién de glucosa liberada muy elevada con respecto a la concentracion de
fructosa libre y de Fru-Hg. En efecto, la mayor proporcion de la fructosa proveniente de la
sacarosa fue utilizada para la sintesis de polimero, esto coincidiendo con una acumulacién

proporcional de glucosa liberada, con una baja concentracién de Fru-Hq y con un bajo porcentaje
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de productos de hidrdlisis (poca fructosa libre). Cabe mencionar que en el estudio cinético, el
efecto inhibitorio se analizé en términos de la velocidad global de transformacién de la sacarosa.
En este estudio no se realizé la medicién independiente de cada una de las velocidades de
reaccion presentes en el lote alimentado, esto es, formacién de levana, sintesis de Fru-Hq e
hidrélisis. De manera que, si bien al final del proceso en un lote alimentado podria existir una
reduccion de la velocidad global generada por la acumulacion constante de glucosa, este efecto
s6lo es perceptible de manera clara en las reacciones de hidrélisis y de sintesis de Fru-Hq. La
pregunta natural seria: ¢por qué no se observa también una marcada reduccion sobre la sintesis
de polimero? Es necesario recordar que a lo largo del proceso existe la acumulacidn constante de
fructooligosacdridos y de levana, productos que se han reportado como aceptores de alta afinidad
por la enzima (Euzenat et al., 1997; Chambert et al., 1974), por lo cual su presencia en la reaccion
podria estar generando un aumento en la capacidad catalitica de BS-LVS para la sintesis del

polimero levana.

En resumen, la acumulacion de glucosa asi como la actividad de transferencia hacia el polimero
podria ser la principal limitante en la fructosilacion de Hq, por lo tanto, una estrategia para

favorecer la sintesis de Fru-Hq seria evitar la formacién de FOS y en consecuencia, de polimero.

7.9 Evaluacion de mutantes de BS-LVS en reacciones de aceptor

Con el fin de explorar la posibilidad de mejorar la sintesis de Fru-Hq mediante la reduccién de la
sintesis de polimero, se estudid el comportamiento de algunas mutantes de BS-LVS generadas en
nuestro laboratorio (Ortiz-Soto et al., 2008) cuya especificidad hidrélisis/transferencia se ha visto
modificada. Las mutantes de BS-LVS seleccionadas para el estudio en reacciones utilizando como
sustrato aceptor a la Hq fueron R433A, H243L y Y429N las cuales resultaron con un porcentaje de
transferencia de la fructosa hacia la sintesis de polimero (o FOS) del 22, 20 y 5 % respectivamente
(Tabla 6). A manera de referencia, también se incluyeron en el estudio a la mutante 1341V cuya
especificidad hidrdlisis/transferencia es practicamente la misma que presenta la enzima silvestre y
la mutante S164A, la cual transfiere mas a polimero que la silvestre. De hecho, al presentar la
mutante S164A un aumento mas pronunciado de su actividad en presencia de levanas de bajo
peso molecular (Ortiz-Soto et al., 2008), se esperaria un efecto negativo en la fructosilacién de Hq.
Las mutantes se utilizaron en la forma de extractos enzimaticos y se evaluaron en reacciones de
aceptor con 500 mM de Hg, 400 mM de sacarosa 'y 5 U mL" de enzima. En el estudio se incluyd

como control la reaccidn con la enzima silvestre heteréloga para verificar que no existiera
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diferencia respecto a BS-LVS por el sistema de expresion. Las reacciones se dejaron transcurrir

durante 12 horas y se cuantificaron por HPLC.

Tabla 6. Parametros cinéticos y estabilidad térmica de la levansacarasa de B. subtilis y las
mutantes seleccionadas. Datos tomados de Ortiz-Soto et al. (2008).

Enzima Relacion Kp (mM kcat (s"l) kcat/ Ky t1/2 (min)
hidrdlisis/ sacarosa) (s*mm™)
transferencia

Silvestre 55/45 8 164.6 20.3 52
S164A 40/60 2.5 6.4 2.5 628
1341V 54/46 7.4 166.3 22.6 314
R433A 80/20 29.3 87.5 2.98 16
H243L 78/22 10.5 141.5 13.5 7.9
Y429N 95/5 3194 6.3 0.02 47.04

Al analizar el comportamiento de las mutantes, se encontré que todas las variantes de BS-LVS
fueron capaces de fructosilar Hq (a), sin embargo, practicamente todas mostraron una produccion
de Fru-Hq inferior a BS-LVS. De hecho, la Unica mutante que produjo un ligero incremento en la
produccién de Fru-Hq respecto a BS-LVS (y la silvestre heterdloga) fue Y429N, que es la mutante
mas hidrolitica (Tabla 6). Este resultado sugiere que la actividad de transferencia hacia el aceptor
no se ve interferida por la actividad polimerasa que, de no existir la mutacidn, estaria destinada a
la produccion de polimero, comportamiento que puede representar una ventaja en la sintesis de
Fru-Hg. En contraste, la mutante mas transferasa S164A, que es mas eficiente para producir
polimero, produjo la menor cantidad de Fru-Hg. Con la mutante 1341V no se observd una
diferencia respecto al control, mientras que con las mutantes hidroliticas R433A y R243L la
produccidn fue ligeramente mas baja. Sin embargo, con éstas dos ultimas mutantes, la conversion
de sacarosa fue menor al 70 % (Figura 33b), lo cual podria indicar una baja estabilidad en
presencia de la alta concentracion de Hq y que coincide con su baja estabilidad a la temperatura
(tabla 6). Cabe sefialar que si se calcula el rendimiento de Fru-Hq respecto a la sacarosa convertida
encontramos que con las tres mutantes hidroliticas o poco polimerasas (R433A, R243Ly Y429N) se
obtiene un rendimiento mayor que en las reacciones control. Este hecho, junto con el bajo
rendimiento de Fru-Hq con la mutante mds transferasa S164A, refuerzan la hipdtesis de que la
transferencia hacia polimero representa la principal limitante para la reaccién de fructosilacion de

Hq.
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Figura 33. Evaluacion de las mutantes de BS-LVS en reacciones de aceptor con Hq. (a) Produccién de

fructésido Fru-Hg (mM). (b) Conversion de sacarosa (%). Reacciones con 400 mM sacarosa, 500 mM Hq, 5 U
mL™" por 12 h a 30 °C.

Bajo estos argumentos, se selecciond a la mutante Y429N y para un estudio mas detallado de la
reaccién de aceptor con Hq, dada su mayor estabilidad y rendimiento de Fru-Hq comparados con

las otras mutantes hidroliticas.

7.10 Reaccion de aceptor con Y429N en lote y en lote alimentado

Dado que en secciones anteriores se puso en evidencia que la reacciéon en lote alimentado
presentaba ventajas sobre la reaccién en lote, la mutante Y429N se evalud en la reaccién de
aceptor en lote alimentado. De cualquier manera se realizaron reacciones en lote utilizando a la
mutante Y429N como referencia para estimar el potencial de la mutante. Las reacciones se
llevaron a cabo en las mismas condiciones descritas en la seccién 7.7 para la enzima silvestre

BS-LVS.

Los resultados de la reaccion en lote alimentado mostraron un incremento mds del doble de
Fru-Hq respecto a la reaccion en lote (Figura 34a). Es importante subrayar que en el sistema en
lote alimentado, la enzima Y429N fue mas eficiente al producir 21 % mas fructésido que la
silvestre. Asimismo, al comparar los dos sistemas de reaccién utilizando la mutante Y429N se
observa que el rendimiento de Fru-Hgq, con respecto a la hidroquinona inicial (Yu,) paso del 7 %,

para la reaccion en lote, al 18 % en la reaccién en lote alimentado (Figura 34b).
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Figura 34. Produccidn de Fru-Hq en reaccion en lote y lote alimentado (L-A). (a) Produccién de Fru-Hq en

los diferentes sistemas de reaccidon expresada en masa total: Reacciones en lote BS-LVS (O) y Y429N (O);
reacciones en lote alimentado con BS-LVS (M) y Y429N (@). (b) Rendimiento de Fru-Hq respecto a Hq inicial (Yy).
Barras blancas, reacciones con BS-LVS; barras grises, reacciones con la mutante Y429N. Condiciones iniciales 500
mM Hq, 400 mM sacarosa, 5 U mL" de enzima.

Dos observaciones importantes cuando se compararon las reacciones en lote con la BS-LVS
silvestre y la mutante Y429N fueron, por un lado, que la reaccién con la mutante no presenta una
caida en la concentracion de Fru-Hq a lo largo de la reaccidn, sugiriendo que la mutante podria
tener una efecto hidrolitico menor sobre el fructésido. Por otro lado, si bien el incremento en la
produccién de Fru-Hq, es claramente superior cuando se utiliza la mutante Y429N, su velocidad de
sintesis (cambio en la pendiente de formacién de Fru-Hq respecto al tiempo) disminuyd a lo largo
del curso de la reaccion, aunque en menor medida que como sucede con la BS-LVS silvestre.
Buscando una explicacién a este comportamiento, se caracterizd también a la mutante en cuanto

a su capacidad para hidrolizar al fructésido, asi como su susceptibilidad a inhibicion por glucosa.

7.11 Estudio de hidrdlisis de Fru-Hq y de inhibicion de Y429N por glucosa

La mutante Y429N se caracterizd en cuanto a su capacidad para hidrolizar al fructésido en las
condiciones empleadas para la silvestre. Se encontrdé que la mutante Y429N hidroliza también al
fructdsido y que en presencia de sacarosa la velocidad de hidrélisis de Fru-Hq no disminuyd, a
diferencia de como sucede con la silvestre (Figura 35). Esto puede deberse a que la mutante tiene
una afinidad por la sacarosa mucho menor que la silvestre (Ky, de 319 y 8 mM respectivamente).
No obstante, el empleo de la mutante Y429N podria representar una ventaja respecto a la BS-LVS

silvestre ya que ésta ultima hidroliza Fru-Hq a una velocidad inicial 2.3 veces mayor.
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Figura 35. Hidrdlisis de Fru-Hq catalizada por Y429N. (M) Reaccién con Fru-Hq puro;
( ®) reaccién con Fru-Hgq y 400 mM de Sacarosa.

Estos datos coinciden con el hecho de que en una reaccién en lote con la mutante Y429N a
tiempos largos no se observa una caida de la concentracidn del fructdsido producido, como se ha
observado que ocurre con la silvestre (Figura 34a). Es importante sefialar que la velocidad de
hidrélisis de fructdsido con BS-LVS en presencia de sacarosa es semejante a la velocidad de
hidrélisis con Y429N en cualquier condicion (con o sin sacarosa, figuras 18 y 35). En consecuencia,
se esperaria que en una reaccion en lote alimentado, la cantidad de Fru-Hq que pueda perderse

por hidrdlisis fuera aproximadamente la misma con ambas enzimas.

Por otro lado, la mutante Y429N también presentd un efecto inhibitorio por glucosa. Sin embargo,
el efecto inhibitorio de la glucosa fue menor que con la enzima silvestre (Kis.Lvs) = 50 mM; Kijyazon)

= 150 mM).

El conjunto de resultados presentados a lo largo de esta seccidén nos permitieron identificar los
diversos factores que limitan la sintesis del fructdsido. 1) Hidrdlisis del fructdsido, 2) inhibicién por
glucosa, 3) presencia de oligosacdridos en el sistema que compiten con Hq como aceptores y 4)
mayor preferencia de la enzima para transferir al agua que a Hq. Si bien algunas estrategias para
resolver estas limitaciones fueron presentadas, es claro que estas mismas pueden ser optimizadas
y en consecuencia mejorar la eficiencia del proceso. Sin embargo, cabe resaltar que tanto con
BS-LVS como con la mutante Y429N, las cantidades y rendimientos de Fru-Hq obtenidos estan muy
por arriba de otras levansacarasas reportadas (Kang et al., 2009). En efecto, con el empleo de la
mutante Y429N en un sistema en lote alimentado, se ha logrado mejorar el rendimiento hasta 18

%, gracias a la baja transferencia hacia polimero o FOS.
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7.12 Fructosilacion de aminoacidos y flavonoides

Como ultimo objetivo del proyecto se planted explorar la posibilidad de fructosilar otros
compuestos diferentes a los azlcares, tales como aminas. Se puso un interés especial en los
aminodcidos, y tioles, tomando en cuenta que estos grupos funcionales contienen un protdn que
podrian donar para participar en el mecanismo de BS-LVS (Figura 11). Para la seleccién de las
moléculas se considerd que el pKa del aceptor juega un papel muy importante en la eficiencia de
fructosilaciéon con alcoholes aromaticos y alifaticos (Tabla 5). Dado el cardcter basico de las
aminas, al pH al cual se lleva a cabo la reaccion (pH= 6.0) el grupo amino se encuentra protonado
(-NH5") reduciendo su nucleofilia. De hecho, se evaluaron diferentes aminas alifiticas y
aminodcidos en reacciones de aceptor con la BS-LVS y no se encontrdé ninglin producto de
fructosilacién. Por otro lado, las aminas aromaticas (anilinas) poseen valores de pKa muy bajos
(alrededor de 5), sin embargo, estos compuestos son reactivos por si mismos y en presencia de
glucosa ocurre la formacion de un enlace glicosidico de manera espontanea, que se conoce como

reaccion de Amadori (Glinskii, 1998).

Durante la evaluacion de la reacciéon con aminoacidos, se incluyé a la tirosina, que posee un grupo
fendlico en su cadena lateral. Sin embargo no se encontré ningun producto de fructosilacidn,
probablemente debido a la baja solubilidad de la tirosina en agua (2.6 mM), de manera que la
reaccién podria estar limitada por la disponibilidad del sustrato. Por tal motivo, se evaluaron como
aceptores un derivado de tirosina y compuestos de estructura similar a ésta, pero con mayor

solubilidad en agua (Figura 36).

0 0
HO, NH;
OH o 0] m O/
NH HO NH;
HO HO

Tyr PhA PhAN TyrMe

Figura 36. Derivados de tirosina evaluados en la reaccién de aceptor con BS-LVS. L-tirosina
(Tyr), acido 4-hidroxifenilacético (PhA), 4-hidroxifenilacetamida (PhAN), L-tirosina metil éster
(TyrMe)

En los tres casos se identificaron productos de fructosilacién mediante analisis cualitativo en TLC

(Figura 37). Aunque los productos no se purificaron y no se confirmé su estructura quimica, es de
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suponer que la fructosilacién se haya realizado sobre el hidroxilo fendlico, donde la BS-LVS ha
demostrado ser eficiente.
.

Salicina —p e

Fructésidos

Fructosa —» .
Sacarosa —p .
<— Polimero
2 3

Std RS 1

Figura 37. Andlisis de TLC de las reacciones de aceptor con derivados de tirosina a las 24 horas de
reaccion. Std) Salicina, fructosa y sacarosa; RS) reaccién control con sacarosa; (1) reaccidon con PhA, (2)
con PhAN y (3) con TyrMe.

Entre otros compuestos que se evaluaron y que actian como aceptores en la reaccion catalizada
por BS-LVS, se encuentran el mercaptoetanol y la L-epicatequina. Con el mercaptoetanol se
identificaron cualitativamente por TLC dos productos de fructosilacién, que probablemente
correspondan a la fructosilacién en el grupo —OH o el —SH. Existen reportes sobre la fructosilacion
de tioles empleando una B-fructofuranosidasa (Nakano et al., 2000) y una PB-glucosidasa
(Meulenbeld et al., 2002), pero hasta el momento no tenemos conocimiento de ninguno con

levansacarasa.

OH
OH

HO Q o

oM
OH

Figura 38. Flavonoide L-epicatequina

También con el aceptor L-epicatequina (Figura 38) se encontraron por TLC productos de
fructosilacién. Esto resulta interesante por la posibilidad de utilizar la glicosilacion como estrategia
de proteccién de moléculas sensibles a la oxidacidn, como lo son los antioxidantes. Hasta ahora, la
epicatequina es el sustrato hidrofébico de mayor peso molecular que se ha logrado glicosilar con

esta enzima.
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8 CONCLUSIONES

SECCION |

Uno de los principales objetivos del proyecto fue seleccionar una fructosiltransferasa bacteriana,
que fuera eficiente en reacciones de aceptor con moléculas hidrofébicas. Entre las diferentes FTFs
probadas, la enzima BS-LVS mostré el mejor desempefio, presentando la mas alta actividad y
eficiencia en las reacciones de fructosilacion utilizando altas concentraciones de aceptores (500
mM). Considerando que una de las estrategias que usualmente se adoptan para favorecer la
reaccién de transferencia es el uso de altas concentraciones de aceptores, la alta estabilidad de la
enzima BS-LVS en presencia de estas moléculas aumentan significativamente su potencial de

aplicacion

Es importante sefalar que la enzima BS-LVS, almacenada en ausencia de sacarosa a
concentraciones elevadas de aceptores (500 mM) sufre inactivacién por Hqg. Sin embargo, en las
condiciones de operacién, es decir en presencia de sacarosa, el efecto de inactivacidn se ve

reducido considerablemente.

Se encontré ademds que la reaccion de fructosilacion catalizada por BS-LVS estd sujeta a un
control cinético, en donde la enzima es capaz de catalizar la hidrdlisis del fructdsido recién
sintetizado. En reacciones de sintesis enzimatica utilizando sustratos hidrofébicos, una estrategia
comun para limitar las reacciones de hidrélisis y favorecer a la vez la solubilidad de este tipo de
sustratos, es utilizar un co-disolvente organico. Esta estrategia, sin embargo, no resulté adecuada
en el caso de la fructosilacion de Hq catalizada por BS-LVS; pese a que la hidrdlisis de sacarosa si se
redujo significativamente, el uso de 2M2P como co-disolvente disminuyd la formacién del
producto Fru-Hq. Este comportamiento resultd ser consecuencia de una reduccion en la actividad
termodinamica de Hq en el sistema con disolvente organico, tal y como fue establecido mediante
calculos tedricos utilizando COSMO-RS. Otros disolventes organicos miscibles con el agua reducen
la actividad termodinamica de Hq en varios drdenes de magnitud respecto al sistema acuoso. Cabe
sefialar que la aplicacion de esta herramienta tedrica puede llegar a ser muy util en la predicciény

el disefio de reacciones de aceptor en medios organicos.

Las mejores condiciones generales de reaccién utilizando BS-LVS se establecieron en 500 mM de
aceptor, 400 mM de sacarosay 5 U mL™ de enzima en sistema acuoso, condiciones en las cuales se

evalud la fructosilacion de diferentes fenoles y alcoholes. De esta manera, se logré la produccién
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de un fructésido en la mas alta concentracion reportada hasta ahora con una fructosiltransferasa
(30 mM). Cabe sefalar que cinco de los nueve fructdsidos de alcoholes y fenoles sintetizados
(Fru-Cat, Fru-Rsr, Fru-4mPh, Fru2-4HB y Fru-Ph) no se habian reportado previamente. Se observd
una mayor fructosilacién utilizando compuestos fendlicos como aceptores al comparar con el uso

de alcoholes primarios.

La preferencia de la fructosilaciéon de grupos fendlicos con respecto a los hidroxilos primarios se
confirmé con la reaccién de aceptor utilizando el compuesto bifuncional 4-hidroxibencil alcohol.
En esta reaccion la enzima mostrd ser altamente selectiva, transfiriendo el residuo fructosilo
sobre el grupo fendlico a una velocidad diez veces mayor que sobre el alcohol primario y

acumulando hasta 4 mM.

Con el objetivo de explicar la influencia de la estructura quimica de diferentes aceptores sobre la
reaccion, se calculé la nucleofilia de los diferentes aceptores utilizados utilizando métodos de
quimica cudntica. Los cdlculos de la nucleofilia demostraron que tanto los fenoles como los
alcoholes primarios, una vez desprotonados, poseen valores de nucleofilia practicamente iguales;
Sin embargo, se observd que tanto en moléculas monofuncionales como en moléculas
bifuncionales conteniendo ambos grupos funcionales, existe una preferencia marcada de
reactividad hacia los hidroxilos fendlicos. Este comportamiento se explica por la diferencia de
valores de pKa que presentan las diferentes moléculas aceptoras. En efecto, los valores inferiores
de pKa de los hidroxilos fendélicos comparados con los valores correspondientes de los hidroxilos
primarios, explico el porqué a los valores de pH de las reacciones con BS-LVS (alrededor de 6), los
hidroxilos fendlicos formaron especies desprotonadas de manera mas efectiva, resultando asi en

mejores rendimientos con estos sustratos.
SECCION II

En una segunda etapa del proyecto y con el fin de cumplir con el objetivo de tener un método
eficiente de glicosilacidn, se buscé modificar el sistema de reaccidn. El sistema elegido para
favorecer la produccidn de fructésido de Hq, consideré que la mayor produccién de Fru-Hq se
obtiene al inicio de la reaccién, donde la concentracién de sacarosa es mayor y la velocidad de
hidrélisis del mismo Fru-Hq es la mds baja. Bajo estas consideraciones se disefié un sistema de
reaccion en lote alimentado que permitid mantener la concentracién de sacarosa constante a un

valor igual a la concentracidn inicial en una reaccidn en lote (400 mM). En estas condiciones, la
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reaccion en lote alimentado permitié pasar de un 7 % de rendimiento respecto a la Hq inicial en

una reaccién en lote, hasta un 15 % de rendimiento.

En este sistema de reaccidn una observacidn interesante fue que la sintesis de fructdsido es mayor
al inicio de una reaccién en lote alimentado y hacia el final se reduce significativamente. En
contraste, la produccion de polimero se vio favorecida en tiempos largos de reaccién, sugiriendo

una mayor selectividad por la transferencia a polimero que a la Hq.

Asimismo, la inhibicién generada por la glucosa acumulada en el lote alimentado no parece ser la
principal causante de la disminucidn en la transferencia hacia el aceptor, ya que la velocidad de
transformacion de sacarosa no se ve afectada a lo largo de la reaccion. Al parecer, en este sistema
el fendmeno que predomina y que permite una rapida transformacion de la sacarosa es la alta

eficiencia con la que BS-LVS realiza la reaccién de transferencia a polimero.

Considerando entonces la sintesis de polimero un factor limitante en la sintesis de Fru-Hq, se
planteé la posibilidad de reducir el efecto de esta reaccion de polimerizacion mediante la
evaluacién de diferentes mutantes de BS-LVS. Estas mutantes fueron seleccionadas en términos
del valor del cociente de sus actividades de hidrdlisis/transferencia. Todas las mutantes
seleccionadas fueron capaces de realizar la fructosilacién de Hq. Las mutantes mas hidroliticas
Y429N, R433A y H243L, permitieron obtener mayor rendimiento de Fru—Hq respecto a la sacarosa
convertida. La mutante S164A que se caracteriza por su mayor actividad de transferencia que de
hidrdlisis, produjo la menor cantidad de fructésido, lo que refuerza la hipdtesis de que la sintesis

de polimero compite fuertemente con la de fructésido.

La mutante Y429N permitid mejorar el rendimiento de Fru-Hq hasta un 18 % respecto a la
hidroquinona inicial, mejorando el resultado obtenido con la enzima silvestre y siendo éste
rendimiento 15 veces mayor que lo reportado para otras levansacarasas, lo cual demuestra la
relativamente alta eficiencia de la mutante Y429N de la levansacarasa de B. subtilis, cuando ésta

es utilizada en un sistema en lote alimentado.

Se encontré también que, al igual que la enzima BS-LVS, la mutante Y429N hidroliza el fructésido
Fru-Hg, siendo menor la velocidad de hidrdlisis con la mutante. Sin embargo en presencia de
sacarosa, la velocidad de hidrdlisis de Fru-Hqg no disminuye de manera evidente, a diferencia de lo
que sucede con la silvestre BS-LVS, lo cual puede explicarse por la baja afinidad que se ha

reportado para la mutante Y429N por la sacarosa.
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Ademas se encontré que la mutante Y429N sufre un efecto menor en la actividad debida a la
presencia de glucosa. Por lo anterior, se considera que Y429N fue mejor que la silvestre en lote
alimentado por la menor sintesis de FOS y/o la menor velocidad de hidrdlisis de Fru-Hq y/o la

menor inhibicién por glucosa.

De manera global, se identificaron como factores limitantes de la sintesis de fructdsido los
siguientes: 1) Hidrdlisis del fructésido, 2) inhibicién por glucosa, 3) presencia de oligosacaridos en
el sistema que compiten con Hq como aceptores y 4) mayor preferencia de la enzima para

transferir al agua que a Hq.

En la etapa final del proyecto, se evaluaron otros compuestos como aceptores, como parte del
objetivo de ampliar la metodologia desarrollada a la glicosilacion nucledfilos diferentes a los
alcoholes, por ejemplo aminas. Sin embargo, no fue posible glicosilar enzimaticamente con BS-LVS
las aminas primarias y secundarias evaluadas, asi como algunos aminoacidos, debido

probablemente a dificultad de generar el nucledfilo activado, dados sus valores de pKa.

Aunque BS-LVS no fue capaz de glicosilar aminoacidos en el grupo a-amino o en cadenas laterales,
el derivado etil éster del aminoacido tirosina si resulté aceptor de un grupo fructosilo, que dada la
presencia del grupo fendlico seria de esperarse que la fructosilacion ocurriera en dicha posicién.
Asimismo, otros compuestos semejantes estructuralmente a la tirosina actuaron también como
aceptores. La tirosina en su forma libre (no esterificada) no actué como aceptor, debido

probablemente a la baja solubilidad de este aminoacido.

Al evaluar tiofenoles como otra alternativa novedosa en reacciones de aceptor con BS-LVS, no se
encontré ningun producto de glicosilacion. Sin embargo, con 2-mercaptoetanol fue posible
observar por TLC probables productos de glicosilacion sobre el grupo -SH, aunque no fueron

purificados para su andlisis estructural.

Finalmente, se encontraron productos de glicosilacion con BS-LVS al emplear como aceptor
antioxidante L-epicatequina, hasta el momento la molécula hidrofébica de mayor peso molecular

que se logro glicosilar con esta enzima.

Con lo anterior se confirma el potencial de la enzima BS-LVS en reacciones de fructosilacién, dada
la amplia gama de compuestos que puede utilizar como aceptores y que favorecen a la formacion

de glicésidos novedosos, con propiedades modificadas respecto a sus agliconas. De esta manera,
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los procedimientos enzimaticos del presente proyecto asi como las herramientas de disefio
utilizadas, representan una buena referencia para la sintesis de productos glicosilados novedosos

con uso potencial en cosméticos o farmacos.

9 PERSPECTIVAS

Una de las principales limitantes en la reaccion de fructosilacién de compuestos hidrofébicos fue
la baja afinidad de la enzima por estos aceptores, comparada con la afinidad para transferir al
agua, a la propia sacarosa o a FOS. Por tal motivo, seria deseable el desarrollo de estrategias para
aumentar la afinidad por aceptores hidrofébicos. Un modelado computacional permitiria
identificar las interacciones entre el sitio activo de la enzima y aceptores hidrofébicos, con el fin de
disefiar mutaciones para mejorar dichas interacciones y aumentar su afinidad. Otra alternativa es
realizar mutaciones al azar, para posteriormente seleccionar entre las mutantes resultantes

aquellas que hayan sido mejoradas.

Con relacién a los fructdsidos sintetizados que no habian sido reportados previamente, seria
importante realizar un estudio de su actividad bioldgica con base en la actividad que presentan
algunas moléculas andlogas; por ejemplo el fructésido Fru,-4HB, es andlogo de la gastrodina
(glucésido), la cual se ha reportado con actividad anticoagulante y anticonvulsiva. Otras
actividades que podrian explorarse en los fructésidos sintetizados son: antiinflamatoria, analgésica

o inhibitoria de tirosinasa.
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Received in revised form 25 January 2011 visiae (Inv) were evaluated in acceptor reactions with non-sugar acceptors. Among them, BS-LVS was
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Available online 26 February 2011 selected for the fructosylation of aromatic or aliphatic alcohols due to its high activity and stability. The

effects of acceptor concentration, enzyme concentration and the presence of a co-solvent in the fructo-
sylation efficiency of hydroquinone were evaluated. It was demonstrated that this reaction is kinetically

f:{:;osrf:;ase controlled, producing the best yields of phenolic fructosides when 500 mM of acceptor and 5UmL-! of
Activity coefficients enzyme were employed. Higher enzyme loads resulted in the rapid hydrolysis of the products. Increased
COSMO-RS amounts of organic co-solvent up to 50% (v/v) reduced fructoside yield due to a concomitant decrease
Organic solvents in the thermodynamic activity of the acceptor, as confirmed by theoretical calculations using COSMO-
Acceptor reaction RS; moreover, increased fructose transfer to levan and reduced hydrolysis were observed. It was found
Phenols that BS-LVS preferentially fructosylates aromatic over aliphatic alcohols. A maximum fructoside pro-
Phenolic fructosides duction (19-35mM) was obtained with dihydroxybenzene acceptors such as hydroquinone, whereas

reactions with primary alcohols, such as benzyl alcohol resulted in lower fructosylation efficiency. This
selectivity was also demonstrated by the fact that 4-hydroxybenzylalcohol, a bifunctional acceptor, was
fructosylated at a rate ten times faster on its aromatic hydroxyl group. BS-LVS selectivity over phenol
fructosylation was inversely correlated with the acceptor pK, value.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction in nature and engaged in diverse functions, mostly as secondary
metabolites [1,2]. In recent years, natural phenolic glycosides have

Glycosides are compounds formed by a carbohydrate covalently generated industrial interest due to their diverse biological activ-
linked to a non-sugar moiety (aglycon). They are widely distributed ities in humans. For instance, glycosides of flavonoids are widely
used as radical-scavenging molecules [3-6], whereas [3-arbutin is

used as a skin-whitening agent [7]. Glycosylation strategies can also

Abbreviations: ~ BS-LVS, B. subtilis levansucrase; Inv, S. cerevisize {- be useful to modify the physicochemical properties of the agly-
p-fructofuranosidase; IslA, L. citreum inulosucrase; LevC, L. mesenteroides con (i.e., to increase its water solubility or stability), modulating its
ssp. mesenteroides ATCC 8293 levansucrase; GlyTFs, glycosyltransferases; pharmacological properties [8,9]. Despite the greatinterest in using
FTFs, fructosyltransferases; GTFs, glucosyltransferases; 2M2P, 2-methyl- phenolic glycosides as therapeutic agents, antioxidants or free rad-

2-propanol; Hq, hydroquinone; Rsr, resorcinol; Cat, catechol; 4mPh, . . e . . .. .
4-methoxyphenol; Ph, phenol; Bnz, benzyl alcohol: Bu, butanol: 4HB, 4 ical scavengers, the most important limitation in their industrial

hydroxybenzyl ~ alcohol;  Fru-Hq,  4-hydroxyphenyl-B-p-fructofuranoside; application is their low content in plants and the complexity of their
Fru-Rsr, 3-hydroxyphenyl-B-p-fructofuranoside; Fru-Cat, 2-hydroxyphenyl-B- synthesis [10-12]. Indeed, chemical strategies involve multi-step
p-fructofuranoside; Fru-4mPh, 4-methoxyphenyl-B-p-fructofuranoside; Fru-Ph, reactions for the protection and deprotection of hydroxyl groups
phenyl-B-p-fructofuranoside; Fru-Bnz, benzyl-f3-p-fructofuranoside; Fru-Bu, n- as well as the use of heavy metal salts []3’14]' which result in a

butyl-p-p-fructofuranoside; Fru;-4HB, 4-(hydroxy)-benzyl-f3-p-fructofuranoside; . .
Fruy-4HB, 4-(hydroxymethyl)phenyl-B--fructofuranoside. complex mixture of products and toxic by-products [1].
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intrinsic selectivity of enzymes. Throughout the past decades, gly-
cosidases have been the most frequently reported enzymes for the
glycosylation of primary and secondary alcohols, whereas the gly-
cosylation of phenols has been seldom addressed [8,15]. In general,
low yields of phenol glycosides have been reported [16,17], a result
that has been attributed to the low nucleophilicity of these acceptor
molecules [8,15].

Alternatively, non-Leloir glycosyltransferases (GlyTFs) have
been successfully applied for glycosylation reactions using sucrose
as a donor for the transfer of the glycosyl moiety to the accep-
tor molecule [18]. GlyTFs include fructosyltransferases (FTFs) and
glucosyltransferases (GTFs), which are enzymes capable of trans-
ferring fructose or glucose, respectively, to an acceptor such as
a glycan growing chain (polymerisation), water (hydrolysis) or
another suitable compound added to the reaction medium (accep-
tor reaction), resulting in a glycoside

Although there are some studies reporting the glycosylation of
several phenolic molecules such as flavonoids and dihydroxyben-
zenes, this has only been achieved at low acceptor concentrations
(from 3 to 10 mM). In consequence, productivity remains low and
limited by the acceptor solubility. This is the case for flavonoids
such as catechin, luteolin, quercetin, myricetin and epigallocat-
echin, which were glucosylated in the phenolic group using
glucansucrases from Streptococcus sp. and Leuconostoc sp. [19-22].
To cope with this limitation, different water-miscible organic sol-
vents have been used to enhance acceptor solubility, but low
amounts of glucosides were observed [20].

For small phenolic molecules, such as catechol, 4-
methylcatechol and 3-methoxycatechol, which have higher
solubility in water, glucosylation was successful using the
glucosyltransferase-p from S. mutans GS-5 in an aqueous medium,
with yields of 65%, 50% and 75%, respectively, using 40 mM of
acceptor [23]. However, high concentrations of these compounds
(200 mM) led to a dramatic loss in enzyme activity. More recently,
the fructosylation of hydroquinone was reported using a levansu-
crase from Leuconostoc mesenteroides at a high initial concentration
of the acceptor (350 mM) but with a rather low fructoside final
concentration (4 mM) [24].

In this context, the availability of biocatalysts with high trans-
ferase activity and specificity as well as high stability in the
presence of high concentrations of phenolic compounds is still
required to enhance the glycosylation yields of hydroxylated aro-
matic compounds. Levansucrase from Bacillus subtilis (BS-LVS) has
been proved to be a robust biocatalyst, showing high activity and
stability in non-conventional media, such as organic solvents [25],
and high efficiency in acceptor reactions [26]. In this work, the enzy-
matic fructosylation of phenolic compounds such as hydroquinone,
catechol and resorcinol catalysed by FTFs is reported. The selectiv-
ity of BS-LVS for the fructosylation of different aromatic or aliphatic
alcohols was studied and explained in terms of the chemical and
thermodynamic properties of the acceptors.

2. Experimental
2.1. Materials

Hydroquinone, benzyl alcohol, 4-hydroxybenzyl alcohol, 4-
methoxyphenol, sucrose, fructose, glucose and arbutin were
supplied by Sigma-Aldrich Inc. (MO, USA). Phenol was obtained
from Merck (Edo. de México, México). Catechol and resorcinol were
purchased from Fluka (Buchs, Switzerland). Butanol, 2-methyl-
2-propanol, diisopropyl ether and methyl tert-butyl ether were
acquired from J.T. Baker (Edo. de México, México). All substances
were of high purity grade (>98%). Acetonitrile and acetone were
of HPLC grade and were supplied by Burdick & Jackson (MI,

USA).Silica gel 0.04-0.063 mm was obtained from Macherey-Nagel
(Diiren, Germany); Sephadex™ G10 and Lipophilic Sephadex™
LH20 were purchased from Sigma-Aldrich, Inc. (MO, USA). B-
D-Fructofuranosidase (EC 3.2.1.26) from S. cerevisiae (Inv) was
purchased from Sigma Chemical Co. (MO, USA).

2.2. Enzymes

Levansucrase (E.C. 2.4.1.10) from B. subtilis (BS-LVS) was pro-
duced from a strain derived from B. subtilis Marburg 168 as
previously reported [25]. This strain, designated with the genotype
Anpr, Aapr, CmR, degU32 (Hy), overexpresses the BS-LVS gene
(sacB). After fermentation, the extracellular enzyme was precip-
itated using 25% (w/v) PEG (Mw: 5000), centrifuged (22,100 x g,
25 min) and recovered in phosphate buffer 50 mM, pH 6.0 [26,27].
Inulosucrase (E.C. 2.4.1.9) from L. citreum (IslA) in cell-associated
form was used. The microorganism was grown as previously
reported [28], the culture was centrifuged (15,300 x g, 10 min),
and cells containing IslA activity were washed and recovered in
phosphate buffer 50 mM, pH 6.0. The gene coding for LevC, a lev-
ansucrase from L. mesenteroides ssp. mesenteroides ATCC 8293, was
expressed in Escherichia coli TOP 10 under the conditions previ-
ously reported [29]. The culture was centrifuged (8630 x g, 10 min),
and cells were recovered in 50 mM phosphate buffer, pH 6.0. After
cell rupture (French press, 1125 psi) and centrifugation (22,100 x g,
10 min), the supernatant containing levansucrase activity was
directly used in the reaction. A commercial B-D-fructofuranosidase
(EC 3.2.1.26) from S. cerevisiae (Inv) was employed.

2.3. Analytical methods

2.3.1. Enzyme activity

The activity of the enzymes studied was determined from the
initial rate of reducing sugar release (fructose and glucose) from
a 292 mM sucrose solution in phosphate buffer 50 mM, pH 6.0 for
FTFs, or acetate buffer 50mM pH 4.5 for B-p-fructofuranosidase
using the dinitrosalicylic acid (DNS) method with glucose as a
standard [30]. One activity unit (U) was defined as the amount
of enzyme releasing the equivalent of 1 umol of reducing sugar
per minute (wmol min—!). The global enzyme activity in reactions
containing phenolic acceptors was evaluated as the initial rate of
sucrose consumption by high-performance liquid chromatography
(HPLC). Samples from these reactions were inactivated in boiling
water for 10 min and analysed. Fructoside yields were calculated
from sucrose conversion as determined by HPLC. All of these assays
and further experiments were performed in triplicate and error
bars are included in graphs.

2.3.2. TLC analysis of fructosylation reactions

TLC was performed using HPTLC silica gel 60 glass plates (Merck,
Darmstadt, Germany) and 85:15 (v/v) acetonitrile/water as the
mobile phase. Plates were eluted twice, and the aromatic substrates
and product spots were visualised with iodine vapour. Subse-
quently, sugars and products were revealed by spraying a-naphtol
solution (2.4% a-naphtol in an ethanol/water/H,SO4 83:7:11 mix-
ture) and heating at 100 °C for 1 min.

2.3.3. HPLC analysis of fructosylation reactions

HPLC analyses were performed using a Waters HPLC system
(Waters Corp., MA, USA) equipped with a 600E system con-
troller, using an Alltech Prevail Carbohydrate ES column (5 um,
250mm x 4.6 mm) (Alltech Associates, Inc., IL, USA) or a Waters
Spherisorb ODS-2 column (5 wm, 250 mm x 4.6 mm, Waters Corp.,
MA, USA). System was coupled to a 410 refractive index (RI) detec-
tor and a 996 photodiode array detector (Waters Corp., MA, USA) at
280 nm (or 223 nm). Fructosylation products were quantified using
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the corresponding purified fructosides as standards. See Supporting
Information (SI) file for details.

2.4. Enzyme selection

To select the most active and efficient enzyme for these acceptor
reactions, the already described enzymes (three FTFs and one fruc-
tosidase) were evaluated in reactions containing different amounts
of hydroquinone, benzyl alcohol or butanol as acceptors. Reac-
tions containing 0-400 mM acceptor, sucrose 292 mM and enzyme
1UmL-! in the appropriate buffer were incubated at 30°C using
an Eppendorf Thermomixer comfort (Hamburg, Germany). In all
cases, reactions without an acceptor were carried out as controls.
Enzyme performance was quantitatively evaluated in terms of the
enzyme activity described in Section 2.3.1; the substrates and prod-
ucts were identified by TLC.

2.5. Effect of substrate concentration on acceptor reactions

Hydroquinone was used as a model substrate to select the reac-
tion conditions for BS-LVS. Reactions containing 400 mM sucrose
and 100-500 mM hydroquinone as an acceptor with 1 UmL~! of BS-
LVS in phosphate buffer 50 mM and pH 6.0 were incubated for 20 h
at 30 °C. Samples were withdrawn, heat-inactivated and diluted for
product and sugar analysis by HPLC.

Stability of BS-LVS during storage in hydroquinone was evalu-
ated by incubation of the enzyme in a 500 mM hydroquinone in
phosphate buffer 50 mM, pH 6.0. Aliquots were withdrawn from
0 to 24h, and the global enzyme activity measured as already
described. The size of the samples from the incubation solution
was calculated to dilute the hydroquinone content in the reaction
medium to 25 mM. This concentration was considered low enough
to avoid any effect on the enzyme activity. A control reaction was
carried out using the enzyme without previous contact with hydro-
quinone. Residual enzyme activity was measured from the initial
rate of sucrose conversion by HPLC during 45 min of reaction.

2.6. Effect of enzyme concentration on acceptor reactions

The effect of enzyme concentration (1-20UmL-! BS-LVS)
on fructoside production was evaluated in reactions containing
400 mM sucrose and 500 mM hydroquinone in phosphate buffer
50 mM, pH 6.0. Reactions were incubated 20 h at 30 °C. The fructo-
side concentration in the samples was determined by HPLC.

2.7. Acceptor reaction in aqueous-organic mixtures

The effect of 2-methyl-2-propanol as an organic co-solvent in
the acceptor reactions was evaluated in solutions containing up to
50% (v/v) of the solvent, 400 mM sucrose, 500 mM hydroquinone
and 5UmL~1 BS-LVS in phosphate buffer 50 mM pH 6.0 incubated
at30°C.

2.8. Isolation and purification of fructosides

Fructosides were produced by BS-LVS (5UmL™1) in reactions
with 400 mM sucrose and 500 mM acceptor (850 mM for butanol
and 200 mM for 4-hydroxybenzyl alcohol and phenol). Purification
techniques consisted in gel chromatography, flash chromatography
or preparative HPLC using a Waters Spherisorb®S5 ODS2 semi-prep
column (5 pm, 250 mm x 20 mm, Waters Corp., MA, USA). See Sl file
for details.

2.9. Structural analysis (RMN)

NMR spectra were acquired either on a Varian Unity NMR Spec-
trometer operating at 400 MHz for 'H and 100 MHz for !3C nuclei or
on an Eclipse JEOL (E) NMR spectrometer operating at 300 MHz for
1H and 75 MHz for 13C nuclei. Chemical shifts are reported in parts
per million (ppm) relative to H,O and were made on the basis of 'H-
TH COSY, HMBC and HSQC spectral analysis as required. HRFABMS
spectra in a matrix of m-nitrobenzyl alcohol were recorded on a
JEOLJMX-AX 505 HA mass spectrometer. Purified fructosides struc-
ture was elucidated on the basis of the 1D ('H, 13C) and 2D (COSY,
HSQC and HMBC) NMR experiments. All products corresponded
to monofructosides. The 4-(hydroxy)-benzyl-3-p-fructofuranoside
(Fru;-4HB) was used as a model for structural description. Struc-
tural details of all synthesised compounds are included in SI file.

2.10. Nucleophilicity index calculation

Calculations were carried out using the GAUSSIAN 09 program.
The geometry of the neutral and anionic species were optimised at
the B3LYP/6-311+G (d, p) level; the inclusion of diffuse functions
has been shown to be important for anionic species [31]. The nucle-
ophilicity index (w~) was evaluated from the frontier molecular
orbital values, according to Jaramillo et al. [32,33]:

_ Ma— )

2(na + 1)
where pu~(ey+er)/2 is the electronic chemical potential;
n~(eL —ey) is the hardness; the subscript a is the nucleophile,

either neutral or anionic; b the electrophile (fructose). ey and ¢,
correspond to the HOMO and LUMO energies, respectively.

w

2.11. COSMO-RS calculations

A full description of COSMO-RS (COnductor-like Screening
MOdel for Realistic Solvents) theory developed by Klamt et al.
is provided elsewhere [34-36]. In this work, Turbomol 5.9.1 and
COSMOtherm version C2.1 release 01.07 software were employed
(COSMOlogic GmbH & Co. KG, Leverkusen, Germany, 2007). Three-
dimensional molecular structures of the compounds and solvents,
as well as a minimisation of their molecular conformations,
were implemented with Marvin Sketch 5.3.8 software (v.2010
ChemAxon, http://www.chemaxon.com/). Structural conformers
were not calculated due to the structural simplicity of the eval-
uated compounds. The generation of molecular COSMO files was
performed with the Turbomole 5.9.1 program package at the den-
sity functional theory level using the BP (B88-VWN-P86) functional
with a triple-z valence polarised basis set (TZVP). The infinite
dilution activity coefficients estimation was computed with a non-
iterative mode carried out on COSMOtherm version C2.1 release
01.07.

3. Results and discussion
3.1. Enzyme selection

The enzyme activities of three FTFs (BS-LVS, IslA and LevC)
and one B-fructofuranosidase (Inv) were evaluated in the pres-
ence of sucrose and different concentrations of hydroquinone (Hq),
butanol (Bu) and benzyl alcohol (Bnz) as fructosyl acceptors. These
were compared to the activity of the control reaction without an
acceptor (Fig. 1). The higher water solubility of Bu allowed the use
of higher concentrations of this acceptor.

Under these conditions, BS-LVS was the enzyme retaining the
highest activity at high acceptor concentration. Indeed, BS-LVS
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Fig. 1. Relative enzyme activity of FTFs and Inv in acceptor reactions with (a) hydroquinone, (b) benzyl alcohol and (c) butanol. (3J) BS-LVS; (@) Inv; (a) IslA; (¢) LevC.

retained more than 95% of its activity in the presence of 400 mM Hq
(Fig. 1a) and more than 80% in 400 mM Bnz (Fig. 1b) and 850 mM
Bu (Fig. 1c).

Conversely, a drastic decrease in activity was observed for Inv,
IslA and LevC when concentrations of Bnz and Hq were increased.
Previous reports have dealt with the low stability of some gly-
cosyltransferases and glycosidases in the presence of phenolic
compounds as acceptors [16,23]. The high activity of BS-LVS in the
presence of these phenolic compounds is in agreement with its high
activity and stability in the presence of organic solvents [25].

To evaluate the fructosylation efficiency, all four enzymes were
evaluated in the presence of 200 mM Hq and analysed by TLC, using
arbutin, a monoglucosylated hydroquinone derivative, as a stan-
dard. These results are shown in Fig. 2, where it is observed in the
TLC plates that all four enzymes retained a fraction of their activity;
different extents of glucose, fructose and polymer formation can be
observed.

All enzymes were capable of forming a fructosylated prod-
uct that elutes at the same Rf as arbutin, which corresponds to
monofructosylated Hq (Fru-Hq). However, a qualitative compari-
son with fructoside spots showed that the largest amount of Fru-Hq
was obtained with BS-LVS. On the other hand, very low amounts
of fructoside were observed for FTFs IslIA and LevC, in agreement
with low amounts of fructose and/or glucose released. It is notable
that, although Inv is rather stable in 200 mM Hgq, the acceptor reac-
tion leading to the formation of Fru-Hq takes place at the lowest
efficiency among the assayed enzymes. It may therefore be con-
cluded that among these enzymes, BS-LVS presents the highest
stability in the presence of phenolic compounds and the highest
Hgq fructosylation efficiency. In addition, these results demonstrate
that, in general, FTFs are better catalysts for Hq fructosylation than

a b
Hydroquinone —=—w |

Arbutin—-m 181 i i— Fructoside
Glucose and
' 3. hfructose
L # § § < Sucrose
- R ) o O 44—
DN RSN Polymer

Fig. 2. TLC analysis of the fructosylation reaction catalysed by FTFs and Inv using
Hgq as acceptor. (a) Layer was visualized with iodine (only two lines are shown); (b)
the same layer was visualized with a-naphtol. (Std) Sucrose and arbutin standards.
(1) BS-LVS, (2) Inv, (3) IslA, and (4) LevC.

B-fructofuranosidase. As a consequence, BS-LVS was selected for
further analysis in acceptor reactions.

3.2. Effect of substrate concentration on acceptor reactions

It has been previously reported that the efficiency of GTFs on
acceptor reactions is highly influenced by the nature and con-
centration of the acceptor [37,38]. Considering that Fru-Hq is an
efficient tyrosinase inhibitor [24], the enzymatic fructosylation of
hydroquinone mediated by BS-LVS was studied as a reference reac-
tion to establish suitable conditions for acceptor reactions. For
this purpose, the sucrose concentration was set at 400 mM: high
concentrations are reported to favour transfer over hydrolysis reac-
tions [26,28]. Hq concentration was varied from 100 to 500 mM,
which is close to the limit of Hq solubility. After 20 h of reaction,
sucrose was converted, and the fructosylated products were quan-
tified by HPLC.

In all of the reactions studied, only one fructosylated product
was identified as Fru-Hq, with the highest concentration (22 mM)
obtained from 500 mM Hq (black bars in Fig. 3).

It is worth mentioning that at this acceptor concentration
sucrose conversion was the lowest (gray bars in Fig. 3), suggest-
ing low stability of BS-LVS at high concentrations of Hq. Therefore,
BS-LVS storage stability in 500 mM Hq at 30 °C was evaluated over
24 h. Samples were withdrawn at different time intervals, and the
initial rate of sucrose conversion in the absence of an acceptor was
assayed as described (see Section 2.5). During the first two hours
of incubation in Hq, more than half of the BS-LVS activity was lost
(Fig. S1 in Supporting Information file), and all of the activity disap-
peared after 24 h. This time-dependent inactivation of BS-LVS was

100+ 25
S 5 O &
= 80 = -0 B
o 23|
2 " * E
S 60 15
=] la]
8 ~~
2 40- —10%
=]
5
& 207 -5
O

0 0

0 100 200 300 400 500
Initial Hq (mM)

Fig. 3. Fructoside synthesised and sucrose converted by BS-LVS after 20 h of reac-
tion as a function of the initial concentration of Hq. The concentrations of Fru-Hq
produced are shown as black bars; the percentage of sucrose converted is shown as
gray bars. Reactions were carried out in 400 mM sucrose and 1UmL~" of enzyme at
30°C.
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Fig. 4. Effect of enzyme concentration on the kinetics of fructoside production.
Reactions were carried out in 400 mM sucrose and 500 mM Hq at 30°C.

not reversible because after incubation, the enzyme was diluted to
very low Hq concentrations to measure the activity. Although these
results show an unfavourable effect of Hq on BS-LVS, it should be
noted that the efficiency of the enzyme under operational condi-
tions is usually higher due to the sucrose stabilisation effect on
the enzyme [39]. This can be observed in Fig. 3, where in opera-
tional conditions a relatively high conversion of sucrose with the
concomitant production of Fru-Hq is observed.

3.3. Effect of enzyme concentration

The effect of enzyme concentration on sucrose conversion
and fructoside production was studied in reactions containing
400 mM sucrose and 500 mM Hgq. As shown in Fig. 4, an impor-
tant improvement on Fru-Hgq initial production rate is observed
with increasing BS-LVS concentration, with the highest Fru-Hq pro-
duction obtained at 5U mL~!. Although at higher concentrations of
enzyme (10 and 20U mL~1) a high initial Fru-Hq synthesis rate is
observed, itis followed by a decrease in rate proportional to enzyme
activity, suggesting that Fru-Hq synthesis is subjected to kinetic
control.

From these results, it is clear that the selection of enzyme con-
centration in the reaction medium plays a major role in defining
Fru-Hq yield and productivity. In fact, the higher the enzyme activ-
ity in the reaction, the higher the initial fructosylation rate and
sucrose conversion, but the faster Fru-Hq is lost by hydrolysis. The
effect of enzyme concentration was further studied following the
evolution of the acceptor reaction with a BS-LVS activity of 5U mL~!
(Fig. 5). In this case, Fru-Hq concentration reaches 30 mM with an
almost total conversion of sucrose after 10 h of reaction, as com-
pared to 22 mM Fru-Hq and 65% sucrose conversion obtained with
1UmL-! (Fig. 3). In all cases, when sucrose is exhausted, the fruc-
toside concentration decreases. When purified Fru-Hq was treated
with BS-LVS in the absence of sucrose, it was readily hydrolysed
(results not shown). However, because the affinity of the enzyme
for sucrose is higher, to maximise the Fru-Hq synthesis and avoid
hydrolysis, further experiments were performed at 500 mM accep-
tor, 400 mM sucrose and 5UmL~! BS-LVS.

3.4. Effect of organic co-solvent on the acceptor reaction

One of the most frequently used strategies to enhance yields
in enzymatic processes involving hydrophobic substrates in aque-
ous media is the use of organic co-solvents. The general idea when
using this approach is that these organic solvents may increase
the solubility of the substrates and, therefore, their availability
for the enzymatic reaction [16,20,40]. An additional effect of co-
solvents has been reported in reactions with BS-LVS, where high
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Fig. 5. Evolution of hydroquinone fructoside (Fru-Hq) synthesis and sucrose con-
sumption by BS-LVS in reactions containing 400 mM sucrose, 500mM Hq and
5UmL~"! of enzyme at 30°C.

2M2P concentrations enhance the initial rate and lead to a higher
transfer/hydrolysis ratio due to the depletion of thermodynamic
water activity [25]. Therefore, the reactions with phenolic accep-
tors were carried out in 0-50% 2M2P in the reaction medium and
evaluated in terms of Fru-Hq yield and sucrose conversion.

Unexpectedly, while sucrose conversion was practically equiva-
lent for all of the 2M2P concentrations evaluated (data not shown),
Fru-Hq synthesis was drastically reduced as 2M2P concentration
increased (black bars in Fig. 6). It is worth mentioning that the
fructose released decreased with increasing 2M2P content (results
not shown), indicating that the co-solvent favours the transfer of
fructosyl groups to the growing levan polymer chain, reducing the
transfer to water (hydrolysis).

The effect of solvent mixtures on enzymatic processes has been
evaluated in terms of reaction rates and these, in turn, have been
evaluated as a function of thermodynamic activity coefficients (y)
of the substrates [41]. Actually, this coefficient may be consid-
ered as a measure of how much the substrate interacts with the
medium and, consequently, of how it is available for the reaction.
A robust and reliable way to predict thermophysical data for lig-
uid systems, such as y coefficients, has recently been reported
[42]. The COnductor-like Screening MOdel for Realistic Solva-
tion (COSMO-RS) method is based on a combination of quantum
chemical calculations for solutes and solvents and statistical ther-
modynamics procedures. This method allows for the estimation

- 309 30
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Fig.6. Fructosylation of Hq with BS-LVSin aqueous-organic mixtures: the predicted
thermodynamic activity coefficients () of Hq are shown as white bars. Reactions
were carried out in 400 mM sucrose, 500mM Hq and 5UmL~! of enzyme in the
appropriate aqueous-organic mixture. In all reactions, conversion was higher than
85%.
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Fig. 7. Acceptors used in fructosylation reactions with BS-LVS: Hq, hydroquinone; Rsr, resorcinol; Cat, catechol; 4mPh, 4-methoxyphenol; Ph, phenol; Bnz, benzyl alcohol;

Bu, butanol; 4HB, bifunctional acceptor 4-hydroxybenzyl alcohol.
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Fig. 8. Fructosylation of aromatic and primary alcohol acceptors with BS-LVS. (a) Initial rate of sucrose conversion with 500 mM acceptor. (b) Total fructoside produced at
400 mM (white bars), 500 mM (gray bars) and 850 mM (black bars) initial acceptor concentration. All reactions were carried out with 400 mM sucrose and 5 U mL~! of enzyme

at30°C.

of solvent-solute molecular surface interactions and, from these
estimations, the prediction of thermodynamic properties for liquid
systems. Thus, to explain why the presence of 2M2P results in a
negative effect on fructosylation, y values of Hq in water/2M2P
mixtures were predicted using the COSMO-RS method and are
reported in Fig. 6, where it may be observed that y values decrease
almost linearly with increasing 2M2P concentration (white bars in
Fig. 6).

Indeed, the hydrophobic character of Hq leads to a stronger
molecular interaction with 2M2P than with water, decreasing the
y value as the amount of 2M2P increases. Hence, it may be con-
cluded that the reduction in Hq fructosylation is due to the lower
availability of the acceptor in this co-solvent. Conversely, the pres-
ence of 2M2P decreases the water activity, favouring the transfer
of fructose to levan with the concomitant decrease of hydrolysis
of sucrose. Therefore, the addition of a hydrophobic organic co-
solvent in acceptor reactions with Hq is not an adequate strategy
to improve fructosylation, water being a better solvent.

3.5. Acceptor reactions with hydrophobic substrates

To extend the fructosylation strategy to other aromatic
or aliphatic alcohols, resorcinol (Rsr), catechol (Cat), 4-
methoxyphenol (4mPh), phenol (Ph), benzyl alcohol (Bnz)
and butanol (Bu) were also evaluated in acceptor reactions with
BS-LVS (Fig. 7). These reactions were carried out under the previ-
ously selected conditions, i.e., 400 mM sucrose, 5U mL~! of enzyme
and an adequate concentration of the acceptor. All substrates are
soluble at 500 mM, except 4mPh and Bnz, whose maximum
solubility in water is 320 mM and 370 mM (at 25 °C), respectively;
the high water solubility of Bu allowed for the evaluation of the
effect of higher concentrations of this acceptor (850 mM).

In all cases, the highest fructoside concentrations were obtained
at the highest concentration of acceptor (500 mM for dihydroxy-

benzenes or 850 mM Bu). Surprisingly, high initial rates of sucrose
conversion (Fig. 8a) and high fructoside concentration (Fig. 8b)
were obtained in reactions with Hq, Cat and Rsr, dihydroxyben-
zenes of reported low nucleophilicity, whereas reactions with Bu
and Bnz, which are reportedly better nucleophiles [15,43], resulted
in lower fructoside concentrations. In these conditions, negligible
initial rates were observed when phenol was used as the acceptor.

It is important to note that, although the initial rates of sucrose
conversion for Bu and Bnz are similar to those observed for dihy-
droxybenzenes (Fig. 8a), the final fructoside concentrations were
considerably lower (Fig. 8b). This suggests that even if Bu and Bnz
do not seem to affect BS-LVS activity, these primary alcohols are
not good acceptors: all sucrose converted is either hydrolysed or
transferred to levan.

Interestingly, even when the activity of BS-LVS in the presence of
4mPh was greatly reduced, the fructoside yield relative to sucrose
converted was higher than that observed for Bnz, leading to the
conclusion that 4mPh is a better acceptor than primary alcohols, as
shown in Table 1 for 500 mM of 4mPh. In this context, BS-LVS may
be considered an interesting catalyst for fructosylation and other
synthetic applications, as fructoside yields (i.e., 30 mM Fru-Hq)

Table 1
Nucleophilicity (w~) and pK, values for the different acceptors evaluated.

Acceptor pK, Nucleophilicity (w~)? Fructosylation
yield (%)
Butanol 16.95 0.0194 1.91
Benzyl alcohol 15.20 0.0102 0.81
4-Methoxyphenol 9.94 0.0065 6.25
Hydroquinone 9.68 0.0104 9.51
Catechol 9.34 0.0080 6.86
Resorcinol 8.91 0.0066 11.70

2 Nucleophilicity calculated for the deprotonated species.
b Yield relative to sucrose conversion, using 500mM acceptor and 400 mM
sucrose.
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Fig.9. Evolution of the fructosylation products in acceptor reactions of BS-LSV with
4HB. Reaction conditions: 400 mM sucrose, 200 mM 4HB, 5U mL-! at 30°C.

are higher than those previously reported for phenolic compounds
(4mM) [24].

3.6. Influence of acceptor nucleophilicity on the fructosylation
reaction

To explain the better acceptor selectivity shown by BS-LVS for
phenols over primary alcohols, a bifunctional compound such as 4-
hydroxybenzyl alcohol (4HB) was used as an acceptor (Fig. 7). This
substrate allows a direct selectivity comparison because it holds
a phenol and a primary hydroxyl within the same molecule. The
reaction was carried out in a medium saturated with 200 mM 4HB
(water solubility of 4HB is around 54 mM at 20 °C).

Two different fructosylated products Fru;-4HB and Fru,-4HB
were identified, corresponding to the fructosylation of 4HB on the
primary and aromatic -OH, respectively, as confirmed by NMR and
HPLC.

When evaluating the reaction kinetics, it was observed that
the initial rate of Fru;-4HB formation was 10 times lower
(5.03 wmol L~ min~1) than the initial rate of Fruy-4HB formation
(50.64 wmol L~ min—1), demonstrating the higher specificity of BS-
LVS for aromatic hydroxyls (Fig. 9).

According to the acid/base reaction mechanism proposed for BS-
LVS [44,45], in the first step, the Glu342 residue donates a proton to
the glycosyl oxygen atom of the leaving glucosyl residue, whereas
the nucleophile Asp86 residue forms a typical glycosyl-enzyme
intermediate. In the second step, the deprotonated Glu342 acts
as a general base to activate (deprotonate) the acceptor molecule,
making it able to attack the fructose C2 to form the new glycosidic
linkage (Fig. S2 in Sl file).

Deprotonated hydroxyls in the acceptor molecules are regarded
as better nucleophiles than their non-deprotonated species. There-
fore, a critical step in the acceptor reaction is the ability of a
hydroxylated acceptor molecule to donate a proton and become
a better nucleophile. This property may be associated with the pKj,
of the acceptor.

To explain the different reactivity of primary and aromatic alco-
hols in acceptor reactions with BS-LVS, the nucleophilicity (w™)
values of the deprotonated species of some of the acceptors studied
were calculated according to Jaramillo et al. [32,33] and compared
to pK;, values reported for different aromatic and primary alcohols.
These values are given in Table 1, where it is clear that the values
of w~ are in the same order of magnitude for both aromatic and
primary deprotonated alcohols, indicating that once the aromatic
and primary alcohols are deprotonated, both species may behave as
good nucleophiles. Nevertheless, the same datarevealed an inverse

relationship between fructosylation yield and pK; values. Indeed,
the fructosylation of 4HB on the aromatic hydroxyl (pK,=9.48;
w~=0.0041) proceeds 10 times faster than the fructosylation of
its primary hydroxyl (pK; =15.21; w~ =0.009). This indicates that
the higher reactivity of phenolic groups may be explained by their
ability to be deprotonated and become activated nucleophiles.

In terms of BS-LVS catalytic behaviour, these facts suggest that
the higher acidity of phenolic compounds facilitates the loss of their
acidic proton, especially when they are confronted with the basic
environment of the catalytic site in BS-LVS, that is, when Glu342 is
deprotonated. Therefore, phenolic molecules become better accep-
tors, as higher efficiencies in enzymatic fructosylation reactions
with BS-LVS were observed.

4. Conclusions

Among several enzymes that are able to fructosylate hydropho-
bic compounds, BS-LVS was selected due to its activity in the
presence of aromatic or aliphatic alcohol acceptors. In particu-
lar, BS-LVS was very efficient in fructosylation reactions due to
its higher stability in the presence of hydrophobic compounds,
allowing concentrations of up to 500 mM in the reaction medium.
Three different activities are commonly present in BS-LVS with
sucrose: transfer of fructose to levan, transfer of fructose to an
acceptor and sucrose hydrolysis. Surprisingly, the common strategy
to improve glycosylation of hydrophobic molecules by the addition
of organic co-solvents resulted in an important reduction of sucrose
hydrolysis and also a decrease in the fructosylation yield, favour-
ing the fructose transfer to levan. This behaviour was theoretically
explained in terms of the effect of the solvent on the acceptor ther-
modynamic activity, and this concept may become a useful tool in
predicting and designing acceptor reactions in organic media.

Several fructosides were produced and purified through accep-
tor reactions in aqueous media; the synthesis of Fru-Cat, Fru-Rsr,
Fru-4mPh, Fru;-4HB and Fru-Ph is reported for the first time.
Indeed, to our knowledge, we report the highest concentration
of Fru-Hq (30 mM) using a fructosyltransferase as catalyst. It was
found that phenolic compounds are fructosylated with higher
efficiencies than primary alcohols, and this reaction selectivity cor-
relates with the pKj; value of the acceptor, with higher yields at low
pK; values, where the amount of deprotonated acceptor is higher.
The present enzymatic procedures and design tools represent a
good reference for the synthesis of novel glycosylated products,
with potential use in cosmetics and pharmaceuticals.
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Apéndice

Anadlisis de RMN de los fructosidos sintetizados

Analisis de RMN realizados para elucidar la estructura quimica de los productos de fructosilacion
reportados en este trabajo, obtenidos mediante la sintesis enzimatica catalizada por BS-LVS. A
continuacién se muestran los espectros obtenidos por RMN 'H y RMN **C. En algunos de los
fructésidos se realizaron estudios en dos dimensiones, para los cuales también se incluyen los
espectros correspondientes (COSY, HSQC y/o HMBC). Los desplazamientos quimicos se reportan
en partes por millén (ppm) relativos a la molécula de H,0. Para cada producto de fructosilacién se
detallan en un parrafo las sefiales encontradas, con las asignaciones a protones y carbonos, de
acuerdo con la numeracion dada en la figura correspondiente a cada fructdsido.

Fructdsido de catecol

2-hidroxifenil-B-D-fructofuranésido (Fru-Cat). RMN "H (400 MHz, D,0): § 7.24 (1H, d, J = 8.0 Hz,
H-3); 7.04 (1H, t, J = 7.6 Hz, H-5); 6.91 (1H, d, J = 8 Hz, H-6); 6.85 (1H, t, /= 7.6 Hz, H-4); 4.27 (1H, d,
J=8.4Hz, H-3"); 4.08 (1H, t, J = 8.0 Hz, J = 8.8 Hz, H-4’); 3.88 (1H, ddd, J = 2.67 Hz,J=7.2 Hz, J = 7.2
Hz, H-5’); 3.69 (1H, dd, J = 2.6 Hz, J = 12.2 Hz, H-6’b); 3.66 (1H, d, J=12.4 Hz, H-1’b), 3.61 (1H, d, J =
12.0 Hz, H-1’a); 3.45 (1H, dd, J = 7.0 Hz, J = 12.2 Hz, H-6’b). RMN 3C (100 MHz, D,0): & = 148.14
(C-1), 140.31 (C-2), 125.63 (C-5), 124.21 (C-3), 120.62 (C-4), 116.80 (C-6), 107.04 (C-2’), 81.69
(c-5%), 76.42 (C-3’), 73.85 (C-4’), 61.85 (C-6’), 60.60 (C-1’). HRFABMS (modo positivo), calcd. para
C1,H1607Na: 295.2468, encontrado: 295.0815.

Figura Al. Espectro de RMN 'H del producto de fructosilacion Fru-Cat. Realizado en espectrémetro Varian
operando a 400 MHz.
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Fructésido de hidroquinona

4-hidroxifenil-B-D-fructofuranésido (Fru-Hq). RMN *H (400 MHz, D,0): 8 7.05 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-5
y H-3); 6.78 (2H, d, J = 9.2 Hz, H-6 y H-2); 4.25 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-3’); 4.11 (1H, t, J = 8.0 Hz, J = 8.0
Hz, H-4’); 3.91 (1H, ddd, J=3.2 Hz, J= 7.6 Hz, J = 7.6 Hz, H-5’); 3.78 (1H, dd, J = 3.2 Hz, J = 12.4 Hz,
H-6'a); 3.63 (1H, dd, J = 7.6 Hz, J = 12.4 Hz, H-6’b); 3.61 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1’a); 3.53 (1H, d, J =
12.0 Hz, H-1’b). RMN B¢ (100 MHz, D,0): 6 = 152.06 (C-1), 146.10 (C-4), 123.72 (C-2 y C-6), 115.80
(C-3 y C-5), 106.04 (C-2’), 81.78 (C-5’), 76.07 (C-3’), 74.69 (C-4’), 62.80 (C-6’), 60.27 (C-1’).
HRFABMS (modo positivo), calcd. para C1,H,705: 273.2592, encontrado: 273.0943.
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Figura A5. Espectro de RMN ' del producto de fructosilacién Fru-Hq. Realizado en espectrémetro Varian operando
a 400 MHz.
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operando a 100 MHz.
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Fructésido de resorcinol

3-hidroxifenil-B-D-fructofuranésido (Fru-Rsr). RMN ‘H (400 MHz, D,0): § 7.13 (1H, t, /= 8.0 Hz, J =
8.4 Hz, H-5); 6.73 (1H, dd, J = 2.0 Hz, J = 8.0 Hz, H-6); 6.69 (1H, t, J = 2.4 Hz, H-2); 6.59 (1H, dd, J =
2.4 Hz, J = 8.4 Hz, H-4); 4.22 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-3’); 4.10 (1H, t, J = 8 Hz, H-4’); 3.92 (1H, ddd, J =
3.2Hz,J=7.7Hz,J=7.7 Hz, H-5); 3.75 (1H, dd, J = 3.4 Hz, J = 12.2 Hz, H-6’a); 3.64 (1H, d, J = 13.6
Hz , H-1’a); 3.60 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-1’b); 3.59 (1H, dd, J = 7.4 Hz, J = 12.2 Hz, H-6’b). RMN *3C
(100 MHz, D,0): & = 156.36 (C-1), 154.51 (C-3), 130.23 (C-5), 113.79 (C-3), 111.09 (C-4), 109.07
(C-6), 106.32 (C-2’), 82.08 (C-5'), 76.30 (C-3’), 74.74 (C-4’), 62.97 (C-6’), 59.89 (C-1’). HRFABMS
(modo positivo), calcd. para C;,H,60,Na: 295.2410, encontrado: 295.0789.
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Figura A7. Espectro de RMN H del producto de fructosilacion Fru-Rsr. Realizado en espectrometro Varian

operando a 400 MHz. Sefial a 2.15 ppm correspondiente al disolvente.
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Figura A8. Espectro de RMN 3¢ del producto de fructosilacion Fru-Rsr. Realizado en espectrometro Varian

operando a 100 MHz. Sefial en 30.4 ppm correspondiente al disolvente.
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Fructdsido de 4-metoxifenol

4-metoxifenil-B-D-fructofuranésido (Fru-4mPh). RMN *H (400 MHz, D,0): § 6.97 (2H, d, J = 8.8 Hz,
H-3 y H-5); 6.73 (2H, J = 9.2 Hz, H-2 y H-6); 4.09 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-3’); 3.95 (1H, t, J = 8.0 Hz, J =
8.4 Hz, H-4’); 3.75 (1H, ddd, J=3.2 Hz, J= 7.8 Hz, J = 7.8 Hz, H-5’); 3.61 (1H, dd, J=2.8 Hz, /= 11.6
Hz, H-6'a); 3.60 (3H, s, H-7); 3.46 (1H, dd, /= 8.0 Hz, J = 12.4, H-6b’); 3.45 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1'a);
3.38 (1H, d, J=12.4 Hz, H-1'b). RMN Bc (100 MHz, D,0): 6 = 155.40 (C-1), 146.73 (C-4), 123.51 (C-2
y C-6), 114.54 (C-3 y C-5), 106.10 (C-2’), 81.81 (C-5’), 76.07 (C-3’), 74.63 (C-4’), 62.74 (C-6’), 60.22
(C-1’), 55.77 (C-7). HRFABMS (modo positivo), calcd. para Ci3H;30,Na: 309.2676, encontrado:
309.0949.
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Figura A9. Espectro de RMN 'H del producto de fructosilacién Fru-4mPh. Realizado en espectrémetro Varian

operando a 400 MHz.

123.508
114.537

106.097
1.808
76.071
74.629
62.744
60.224
776

155.401
146.734

84.621

MJMWWMMWWW Mwwmm

i e e L O R s R i A

e A e B o e B T S B A m e e e e e e
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm

Figura A10. Espectro de RMN B3¢ del producto de fructosilacion Fru-4mPh. Realizado en espectrometro Varian
operando a 100 MHz
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Figura A12. Analisis en doble dimension HSQC del producto de fructosilacion Fru-4mPh
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Fructdsido de alcohol bencilico

bencil-B-D-fructofuranésido (Fru-Bnz). RMN 'H (300 MHz, D,0): 8 7.35-7.25 (m, 5H, ArH); 4.12 (1H,
d, J = 8.7 Hz, H-3'); 4.01 (1H, t, J = 7.5 Hz, J = 8.7 Hz, H-4’); 3.78 (1H, ddd, J = 3.3 Hz, J = 7.4 Hz, J =
7.4 Hz, H-5'); 3.72 (1H, d, J = 12.3 Hz, H-1a); 3.66 (1H, dd, J = 3.3 Hz, J = 12.15 Hz, H-6’a); 3.61 (1H,
d, J = 12.0 Hz, H-1b); 3.46 (1H, dd, J = 7.5 Hz, J =12.3 Hz, H-6’b). RMN **C (75 MHz, D,0): & = 138.87
(C-2), 129.50 (C-4 y C-6), 128.78 (C-5), 128.67 (C-3 y C-7), 104.87 (C-2’), 82.06 (C-5'), 77.31 (C-3),
75.63 (C-4’), 64.36 (C-1), 63.46 (C-6’), 61.03 (C-1'). HRFABMS (modo positivo), calcd. para
Cy3H1306Na: 293.2682, encontrado: 293.0965.
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Figura A13. Espectro de RMN 'H del producto de fructosilacion Fru-Bnz. Realizado en un equipo Eclipse JEOL (E)
operando a 300 MHz.
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Figura A14. Espectro de RMN B¢ del producto de fructosilacion Fru-Bnz. Realizado en un equipo Eclipse JEOL (E)

operando a 75 MHz.
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Fructdsido de fenol

fenil-B-D-fructofuranésido (Fru-Ph). RMN 'H (400 MHz, D,0): & 7.26 (2H, ddd, J = 1.87 Hz, J = 6.9
Hz, J = 6.9 Hz, H-3 y H-5); 7.16 (2H, ddd, J = 1.2 Hz, J = 1.6 Hz, J = 8.6 Hz, H-2 y H-6); 7.07 (1H, ddd, J
=13 Hz,J=7.2Hz,J=7.2 Hz, H-4); 4.24 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-3’); 4.11 (1H, t, J = 7.6 Hz, / = 7.6 Hg,
H-4’); 3.91 (1H, ddd, J = 3.1 Hz, J = 7.7 Hz, J = 7.7 Hz, H-5’); 3.72 (1H, dd, J = 3.2 Hz, J = 12.4 Hz,
H-6’a); 3.60 (1H, d, J = 12.8 Hz, H-1’a); 3.57 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1’b); 3.56 (1H, dd, J = 7.6 Hz, J =
12.0 Hz, H-6’b). RMN **C (100 MHz, D,0): & = 153.20 (C-1), 129.50 (C-3 y C-5), 124.12 (C-4), 121.82
(C-2 y C-6), 106.17 (C-2’), 81.98 (C-5’), 76.19 (C-3’), 74.72 (C-4’), 64.94 (C-6’), 59.94 (C-1’).
HRFABMS (modo positivo), calcd. para C;,H,60gNa: 279.2416, encontrado: 279.0913.
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Figura A15. Espectro de RMN ' del producto de fructosilacion Fru-Ph. Realizado en espectrémetro Varian operando

a 400 MHz.
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Figura Al6. Espectro de RMN Be del producto de fructosilacion Fru-Ph. Realizado en espectrometro Varian
operando a 100 MHz.
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Figura A17. Analisis en doble dimension HSQC del producto de fructosilacion Fru-Ph.
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Figura A18. Anadlisis en doble dimension COSY del producto de fructosilacion Fru-Ph.

Apéndice



Apéndice

8 MHz } l ’
11 sec . = l l \\
F2 4 s 2| L o=
(ppm)
4.0
] (=] [}
] -
4.5

)

5.5
6.0
6.5
i o
7.0 R
] o 'o%
4 (o2 - } o
7.5
. N — — S
150 140 130 120 110 100 90 80 70

F1 (ppm)

Figura A19. Andlisis en doble dimensidon HMBC (correlacién a tres enlaces) del producto de fructosilacion Fru-Ph
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Fructdsido de alcohol 4-hidroxibencilico, en el hidroxilo fendlico

4-(Hidroximetil)fenil-B-D-fructofurandsido (Fru,-4HB). RMN 'H (400 MHz, D,0): & 7.40 (2H, dd, J =
2.2 Hz, J = 8.8 Hz, H-3 y H-5); 7.29 (2H, dd, J = 2.0 Hz, J = 8.8 Hz, H-2 y H-6); 4.65 (2H, s, H-7); 3.86
(1H, d, J=8.4 Hz, H-3’); 4.23 (1H, t, /= 8.0 Hz, J = 8.4 Hz, H-4’); 4.04 (1H, ddd, J=3.2 Hz, /= 7.8 Hz, J
= 7.8 Hz, H-5'); 3.86 (1H, dd, J = 3.2 Hz, J = 12.8 Hz, H-6"a); 3.76 (1H, d, J = 12.8 Hz, H-1"a); 3.73 (1H,
d, J = 12.8 Hz, H-1’b); 3.70 (1H, dd, J = 7.4 Hz, J = 12.2 Hz, H-6’b). RMN **C (100 MHz, D,0): & =
152.91 (C-1), 136.06 (C-6), 128.87 (C-3 y C-5), 122.12 (C-2 y C-4), 106.36 (C-2’), 82.11 (C-5’), 76.48
(c-3"), 74.76 (C-4’), 63.55 (C-1'), 62.90 (C-6’), 60.16 (C-7). HRFABMS (modo positivo), calcd. para
Cy3H1307Na: 309.2676, encontrado: 309.1010.

Figura A20. Espectro de RMN H del producto de fructosilacion Fru,-4HB. Realizado en espectrometro Varian
operando a 400 MHz.
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Figura A21. Espectro de RMN B¢ del producto de fructosilacion Fru,-4HB. Realizado en espectrometro Varian
operando a 100 MHz.
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Figura A22. Analisis en doble dimension COSY del producto de fructosilacion Fru,-4HB.
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Figura A23. Analisis en doble dimension HSQC del producto de fructosilacion Fru,-4HB.
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Andlisis en doble dimension HMBC (correlacidn a tres enlaces) del producto de fructosilacidon Fru,-4HB.
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Fructésido de alcohol 4-hidroxibencilico, en el hidroxilo primario

4-(hidroxi)-bencil-B-D-fructofuranésido (Fru;-4HB). RMN 'H (400 MHz, D,0): § 7.31 (2H, dd, J = 2.4
Hz, J = 8.4 Hz, H-2 y H-6); 6.91 (2H, dd, J = 2.6 Hz, J = 8.4 Hz, H-3 y H-5); 4.68 (1H, d, J = 10.8 Hz,
H-7a); 4.53 (1H, d, /= 10.8 Hz, H-7b); 4.21 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-3’); 4.09 (1H, t, J = 8.4 Hz, / = 8.4 Hz,
H-4’); 3.89 (1H, ddd, J=3.2 Hz, /= 7.5 Hz, J = 7.5 Hz, H-5’); 3.82 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1'a); 3.78 (1H,
dd, J = 3.2 Hz, J = 12.4 Hz, H-6'a); 3.70 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1’b); 3.59 (1H, dd, J = 7.4 Hz, J =12.2
Hz, H-6’b). RMN *C (100 MHz, D,0): & = 155.31 (C-1), 130.02 (C-2 y C-6), 129.98 (C-4), 115.49 (C-3
y C-5), 104.10 (C-2’), 81.30 (C-5’), 76.52 (C-3'), 74.90 (C-4’), 63.39 (C-7), 62.74 (C-6’), 60.31 (C-1').
FABMS (modo positivo): C;13H,305: 286, C13H,305Na: 309, Cy3H,50,K: 325.

Figura A25. Espectro de RMN H del producto de fructosilacion Fru;-4HB. Realizado en espectrometro Varian
operando a 400 MHz.
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Figura A26. Espectro de RMN B¢ del producto de fructosilacion Fru,;-4HB. Realizado en espectrometro Varian
operando a 100 MHz.
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Figura A27. Andlisis en doble dimension COSY del producto de fructosilacion Fru,-4HB.
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Figura A28. Analisis en doble dimension HSQC del producto de fructosilacion Fru;-4HB.

Apéndice



83 MHz

Figura A29.
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Andlisis en doble dimension HMBC (correlacidn a tres enlaces) del producto de fructosilacidon Fru,;-4HB.
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Fructdsido de n-butanol

n-butil-B-D-fructofuranésido (Fru-Bu). RMN 'H (400 MHz, D,0): 8 4.16 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-3); 4.06
(1H,t,J = 8.0 Hz, J = 8.0 Hz, H-4’); 3.85 (1H, ddd, J = 3.2 Hz, J = 7.6 Hz, J = 7.6 Hz, H-5’); 3.80 (1H, dd,
J=3.2Hz, J=12.0 Hz, H-6"a); 3.74 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1"a); 3.65 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1'b); 3.64
(1H, dd, J = 7.6 Hz, J =12.8 Hz, H-6’b); 3.51 (2H, m, H-1); 1.52 (3H, t, J = 7.6 Hz, H-4); 1.51 (2H, quin,
J=7.0 Hz, H-2); 1.34 (2H, m, H-3). RMN **C (100 MHz, D,0): & = 103.83 (C-2’), 81.15 (C-5’), 76.56
(C-3’), 75.21 (C-4’), 63.06 (C-6’), 61.51 (C-1’), 60.19 (C-1), 30.36 (C-2), 18.81 (C-3), 13.30 (C-4).
HRFABMS (modo positivo), calcd. para CioH,00gNa: 259.2520, encontrado: 259.1083.
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Figura A30. Espectro de RMN 'H del producto de fructosilacion Fru-Bu. Realizado en espectrometro Varian operando
a 400 MHz.
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Figura A31. Espectro de RMN 3¢ del producto de fructosilacion Fru-Bu. Realizado en espectrémetro Varian

operando a 100 MHz.
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