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1. RESUMEN

La leche humana es el alimento més importante para un recién nacido debido a que
contiene todo lo necesario para su crecimiento y desarrollo 6ptimo en los primeros
dias de su vida. Por lo consecuente a los recién nacidos que no cuentan con este
alimento tienen un mayor porcentaje de fallecer por enfermedad como lo han

reportado varias organizaciones.

La presencia y particularmente la notable abundancia de oligosacaridos en la leche
humana como el tercer componente sélido mas grande ha generado interés para
conocer su funcionamiento y composicién. Los oligosacéaridos de la leche humana
se han estudiado ampliamente por tener la capacidad de aportar beneficios en la
salud de los lactantes. Por lo cual se han buscado métodos para su sintesis, uno de
ellos es la sintesis quimioenzimatica que pretende perfeccionar la obtencién de
estos compuestos al mezclar dos métodos que ya se utilizan en la obtencion de

estos compuestos.

En este proyecto se realiz la sintesis de oligosacaridos fucosilados por medio de
la reaccion enzimatica de transfucosilacién catalizada por la a-L-fucosidasa
recombinante de Thermotoga maritima utilizando como sustrato diferentes
aceptores y donadores de fucosa. Se logré sintetizar quimioenzimaticamente
oligosacaridos fucosilados a partir de donadores sintetizados quimicamente,

ademas se definieron algunas condiciones de trabajo para optimizar el rendimiento.




2. INTRODUCCION

La presencia y la abundancia de oligosacaridos en la leche humana han llevado a
diferentes grupos de investigadores a buscar funciones biologicas de estas
moléculas. Estos son carbohidratos complejos solubles que se sintetizan en las
glandulas mamarias, lo cual depende del genotipo materno, es decir que cuenten
con las enzimas necesarias para producir los diferentes oligosacéridos (Doare y col.,

2018; German y col., 2008).

Los oligosacaridos de la leche humana (OLH) se han estudiado ampliamente por
tener la capacidad de aportar beneficios en la salud de los lactantes. Se destacan
por su caracter prebidtico, actuando como receptores competitivos para algunas
bacterias patdgenas, impidiendo su adhesion a la superficie epitelial del intestino,
asi como previniendo infecciones (Bode, 2012). En la leche humana es donde se
encuentran en mayor cantidad estos oligosacaridos en comparacién con los demas

mamiferos productores de leche (Oliveira y col., 2015).

Por todo esto se han buscado métodos de obtencion, uno de ellos es la sintesis
guimioenzimatica que pretende perfeccionar la obtencién de estos compuestos,
ademas de permitir la mejora de estructuras existentes y la construccién al por

mayor de estructuras similares a los OLH.

Entre la gran variedad de prebidticos actualmente disponibles y emergentes,

relativamente pocos han sido examinados para su uso en formulas infantiles




(Chichlowski y col., 2011). Debido a esto es una clara oportunidad de desarrollo el

uso de prebidticos tanto en formulas infantiles, como en otros productos.

En este proyecto se realizo la sintesis de oligosacaridos fucosilados por medio de
la reaccion enzimatica de transfucosilacién catalizada por la a-L-fucosidasa
recombinante de Thermotoga maritima. De esta manera, se busca mejorar la
sintesis de oligosacaridos fucosilados analizando el efecto que tiene el uso de
diferentes donadores y la concentracion del donador, asi como observar la cinética

de la reaccion.




3. MARCO TEORICO

3.1 Laleche humana e importancia de la lactancia

La leche humana es el alimento ideal para los lactantes, pues tiene propiedades
inmunolégicas y nutricionales que no se encuentran en ninguno de los sucedaneos.
Este es un fluido vivo, cambiante, desarrollado a través de millones de afios de
evolucion que se adapta en funcion a las necesidades de cada etapa de la vida de
los lactantes, por lo que protege su salud y estimula su optimo desarrollo fisico y

mental (Martinez y Cordero, 2016).

La lactancia exclusivamente materna durante los primeros seis meses de vida
aporta muchos beneficios a los lactantes, al mismo tiempo que el inicio temprano
de la lactancia materna (en la primera hora de vida) protege al recién nacido de las
infecciones y reduce la mortalidad neonatal. A nivel mundial, solo el 43% de los
bebés menores de seis meses son amamantados, lo que representa un problema

de salud (OMS, 2018; UNICEF, 2016).

3.2 Composicion de la leche humana

Un litro de leche humana aporta alrededor de 700 kcal, consiste en diferentes
nutrientes, tales como proteinas, lipidos, carbohidratos, minerales, vitaminas y
oligoelementos que son de primordial importancia para satisfacer las necesidades
nutricionales de los recién nacidos y asegurar el crecimiento y desarrollo normal.

(Tabla 1; FAO, 2002).




Tabla 1. Comparacién del contenido de nutrientes de leche humana y leche de vaca en 100 g.

(FAO,2002)
Tipode | Energia | Carbohidratos | Proteinas | Grasas | Calcio | Hierro Vitamina A Folato | Vitamina
leche (kcal) ) (9 (9 (mg) | (mg) (Hg) (hg) c
(mg)

Leche

70 7.0 1.03 4.6 30 0.02 48 5 5
humana
Leche de
vaca 61 54 3.3 3.3 119 0.05 31 5 1
(entera)

El principal carbohidrato de la leche humana es el disacarido lactosa, cuya
concentracion es la menos variable de los macronutrientes. Posteriormente es la
presencia de glicanos, los cuales son muy diversos y complejos, debido a varios
factores como puede ser por el numero de diferentes azucares, la estructura
molecular de cada residuo de azucar, asi como los enlaces entre ellos que
conducen a multiples isdbmeros para una sola masa, y si estan libres o unidos a
proteinas, péptidos o lipidos. Dentro de estos se encuentran los oligosacaridos que

son cadenas complejas de monosacéridos.
3.2.1 Oligosacaridos en la leche humana (OLH)

La leche humana contiene entre 7 y 12 g/L de oligosacaridos, de los cuales se han
identificado mas de 200 especies moleculares de OLH, algunas se muestran en la
figura 1. Esta diversidad estructural es debido a la combinacién que se genera a
partir de los cincos monosacaridos que los componen: D-glucosa, D-galactosa, N-

acetilglucosamina, L-fucosa y acido sialico (Xi, 2015).




Monosacdridos P14
al-2 al-3 B1-3 B1-3

@ Gluccsa B1-3
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Figura 1. Ejemplo de oligosacaridos presentes en la leche humana (Smilowitz y col.,2014)

(2°-FL) 2" -fucosil-lactosa; (3FL) 3-fucosil-lactosa; (3"-SL) 3"-sialil-lactosa; (6"-SL) 6 sialil-lactosa; (LNFP
I, II, I, V) lacto-N-fucopentosa I, Il, 11, V; (LNH) lacto-N-hexaosa; (LNNnT) lacto-N-neotetraosa; (LNT)
lacto-N-tetraosa; (LST a,b,c) sialillacto-N-tetraosa a-c.

En los OLH existen diferentes categorias entre ellas se encuentran los
oligosacaridos neutros que incluyen a los oligosacéaridos fucosilados. Los
oligosacaridos fucosilados son los que se encuentran en mayor proporcion, entre
estos se encuentran las moléculas de 2" -fucosil-lactosa (2°-FL), 3-fucosil-lactosa (3-
FL) y difucosil-lactosa. Se conoce que 2’-fucosil-lactosa inhibe la unién de
Campylobacter jejuni a la mucosa intestinal disminuyendo la presencia de

infecciones (Morrow y col., 2004).
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3.3 Férmulas lacteas infantiles

La formula infantil se define como un alimento para lactantes que es adecuado para
sustituir a la leche humana satisfaciendo las necesidades nutricionales del lactante.
Las formulas lacteas infantiles comercializadas pueden ser clasificadas en funcion
de la naturaleza y origen de la proteina, férmulas a base de leche de vaca (con
predominio de caseina o suero de leche), a base de concentrados de proteinas

(preferentemente de soya) y a base de hidrolizados de proteina.

En la mayoria de estas formulas carecen de contenido de fucosilsacéaridos, y en su
lugar se afiaden galactooligosacaridos y fructooligosacaridos, estos compuestos no
aportan los mismos beneficios a la salud del lactante ( Bode, 2012; Gémez-Alvarez,

2002).

3.4 Biosintesis

De manera natural la sintesis de estos oligosacaridos se lleva a cabo dentro de las
células de la glandula mamaria lactante especificamente en el aparato de Golgi.
Después de la produccidon de la lactosa que esta regulada por a-lactoalbumina,
donde se utilizan wuna variedad de transferasas especificas como
galactosiltransferasa, N-acetilglucosamiltransferasa, fucosiltransferasa vy
sialiltransferasas estas enzimas adicionan monosacaridos sobre la lactosa para
formar las distintas moléculas de oligosacaridos (Chichlowski y col., 2011). En el
caso de la fucosa la adicion depende de las acciones de al menos tres diferentes

fucosiltransferasas (FucT) (Kunz y col., 2000).




3.5 Sintesis in vitro

Debido a la importancia de estos compuestos se ha impulsado la busqueda de
métodos de sintesis, intentado por diversas vias, tales como la sintesis quimica, la
enzimatica y la quimioenzimatica, que tienen como objetivo la produccién de

oligosacaridos en gran escala.

3.5.1 Sintesis quimica

La sintesis quimica de oligosacaridos requiere de mdultiples pasos de reaccion,
debido a la complejidad de los OLH, ya que contienen un gran namero de grupos
hidroxilos libres con reactividad similar, por lo que es necesario la proteccion y
desproteccion de estos grupos, asi como la activacion de carbonos anomeéricos. La
mayoria de estos procedimientos tienen como inconveniente los bajos rendimientos
y el uso de reactivos toxicos que no son apropiados para los productos alimenticios.
Un ejemplo de sintesis quimica es el publicado por La Ferla y col. (2002) donde
estudiaron la sintesis de diversos oligosacaridos fucosilados, con grupos protegidos
a partir de un precursor, algunos ejemplos son el compuesto A y B que se
representan en la figura 2.

El precursor 1 (figura 2) se obtiene a partir de dos monosacaridos en presencia
trimetilsilil trifluorometanosulfonato (TMSOTH(), este se utiliz6 como punto de partida.
El compuesto 5 es el derivado protegido del compuesto A, se sintetiz6 de manera
directa, se inicia con la eliminacion del grupo bencilideno del compuesto 1 seguido
de una acetilaciéon selectiva de la posicion primaria a baja temperatura con cloruro
de acetilo produciendo el aceptor 3. Este se fucosilo utilizando al donante 4, este

donante se encuentra parcialmente acetilado debido a que es mas estable y facil de




usar en estas condiciones. Produciendo el compuesto 5 con un rendimiento del
79%. Para el compuesto 9 que es el derivado protegido del compuesto B, se inicia
con la eliminacioén de los grupos acetatos de la unidad de galactosa del compuesto
1 y la posicién 1' que se encuentra libre se sililé mediante la introduccién de un
grupo t-butildifenilsililo. Las posiciones 3'y 4' del compuesto 7 se protegieron con
un grupo isopropilideno que proporciona un aceptor 8 que se fucosila con el donante

4 en presencia de TMSOTTf para dar el trisacérido 9 con un rendimiento del 66%.
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Figura 2. Esquema de sintesis de oligosacaridos fucosilados (La Ferla y col.,2002)

Por su parte (figura 3), Xia y col., (2000) proponen la sintesis de un pentasacarido
1 que se observa en la figura 3 con una serie de pasos, se inicia con el compuesto
2 con este se lleva a cabo 5 pasos de proteccion/ desproteccion (i, iii, iv, v, vi) y una
glicosilacion (i) donde se obtiene el disacarido 9 el cual se acopla
regioselectivamente (vii) a un trisacarido donador tipo Lewis-x catalizado NIS/TfOH
(simportador de Na*-I/acido trifluorometansulfénico). Después sufre una o-
decloroacetilacion (viii), una sulfatacién regioselectiva (ix) y finalmente la

eliminacién de los grupos protectores (x, Xxi, xii, Xiii, Xiv).

5 R = NHAc 6: R = NHAC

Ar = p-MeOCgH,
ClAcO  OAcCl OH OH

RO OR O’Lo
réf&k&oﬁ‘ﬂr :R‘D&}m:

Ar {iv)

OAcCl R
OCH;
COOCH, COOCH;
9: R = NHAc 7:R=NHAc, R'=H
B: R = NHAC, R' = Clace—) ()
( ]
10
\ )
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Figura 3. Esquema de sintesis de un pentasacarido (Xia y col.,2000)

3.5.2 Sintesis enzimaética

La sintesis enzimatica ha sido una de las mejores opciones de obtencion de estos
productos debido a la alta especificidad que presenta. Se ha estudiado el uso de

enzimas como glucosiltransferasas y glicosidasas, ademas de la modificacion

genética de microorganismos para la produccion de oligosacaridos.

3.5.2.1 Glucosiltransferasas

Las glucosiltransferasas catalizan la transferencia de restos de azlcar de moléculas
donadoras a moléculas aceptoras, formando enlaces glicosidicos. Se pueden

distinguir en dos grupos principales de glucosiltransferasas: las del tipo Leloir y las

11
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del tipo no Leloir (figura 4). La del tipo Leloir utiliza un nucledétido-difosfato para

activar al donador y la del tipo no Leloir utilizan donadores fosforilados (Carel y col.,

2008).
Glucosiltransferasas tipo Leloir Glucosiltransferasas tipo no Leloir
OH
e @ O
MO e O =0 base HOS0 L o0—B-0°
Q': i OH é!‘_-::
NKMPMNDP-activadoe HO OH glucosa-1-fosfato como
donador de glicisido donador de glicosido
Q
k-lﬂp;;-lml:lﬁ ME-“J OR
aceptor de glicosido aceptor de glicosido
(R =H o glicosido) (R =H o glicosido)
o 0
(HD.E:"-LN D)L;:-h-«-ﬂﬁ (Howf-——?hw o)—?;&oaﬂ
n n
o] " u
HOTR=0 base
D‘d ? =

11X HO-P-0
HO  OH e

nucledtido de fosfato foefato

Figura 4. Sintesis enzimatica de oligosacaridos por glucosiltransferasas de Leloir y no Leloir. (Carel y
col.,2008)

Las fucosiltransferasas son un tipo de glucosiltransferasas, que catalizan la
transferencia del grupo fucosilo de un donador fucosil-nucleétido a un sustrato
aceptor (carbohidrato). Su uso esta restringido debido a la poca disponibilidad de
este tipo de enzimas, ademas de contar con la dificultad de que cada enzima

necesita de un donador especifico y el alto costo de estas enzimas.
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3.5.2.2 Glicosidasas

Las glicosidasas son glicosil hidrolasas, que su funcion es hidrolizar sustratos que
contiene un monosacarido unido por un enlace a 6 3, pero con ciertas condiciones
puede catalizar la reaccion de transglicosilacion. La reaccion con una enzima
glicosidasa produce un intermediario glicosido-enzima que puede ser interceptado
por agua, para dar el producto de hidrélisis, o por un aceptor de glicésido para formar

un nuevo glicosido u oligosacarido (figura 5).

w0
HO - OH 4+ Enz

+H0
glicosidasa
0 - 0
HO e~ OR; HOR, + HO E—=i.~Enz
NP e
donador de glicosido intermediario + HO s OR
glicdsido-enzima aceptor de glicosido
0 )
HO ot O s O

+ Enz

Figura 5. Esquema de sintesis de glucosidos catalizada por glicosidasa (Carel y col.,2008)

La mayoria de las glicosidasas utilizadas con fines sintéticos son exo-glicosidasas
qgue catalizan la transferencia de glicosilo a la unidad terminal no reductora de
monosacaridos de los sustratos aceptores (Carel y col., 2008). Estas enzimas estan
ampliamente distribuidas en organismos vivos, siendo encontradas en bacterias,
hongos, plantas y mamiferos.

Las a-L-fucosidasas son glicosil hidrolasas que escinden enlaces fucosidicos en
oligosacaridos y glicoconjugados como se muestra en la figura 6. En este

esquema se representa el funcionamiento de la enzima, empieza con la formacion

13
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de un intermediario glicosilo-enzima que sufre un ataque nucleofilico, si el ataque
es debido al agua, el resultado es la hidrdlisis y en el caso de que sea otro aceptor
da como resultado una trans-glicosilacion. El producto de la trans-glicosilacion
también funciona como sustrato para la enzima por lo tanto también puede sufrir

una hidrdlisis posterior (Zeuner y col., 2014).

OH

HG’%’L&,D—H
H

OH 3 producto fucosilado

sintesis
HO DE + aceptor (glicosido) :
Og O-Lfucosidasa Hs ' hidrolisis
HO%D—H OH ~ O— Enzyme :
QOH N : intermediario o+ H:O

donador de fucosa HO-R fucosi-enzima + H:0 Y

hidrolisis OH
¢ fucosa
HO "'i }:-:Ll
Hy “OH

OH

Figura 6. Esquema de reaccion catalizada por a-L-fucosidasa (Zeuner y col.,2014)

Entonces el rendimiento de la trans-glicosilacion es el resultado del equilibrio entre
las velocidades de sintesis, la hidrdlisis del donante y la hidrélisis del producto. La
actividad de transglicosilacion de las a-L-fucosidasas es altamente variable segun
el origen de las enzimas, pero sugiere que estas enzimas pueden ser atractivas
para sintetizar oligosacaridos fucosilados. (Osanjo y col., 2007).

Un ejemplo de sintesis enzimatica es el publicado por Guzméan-Rodriguez y col.
(2018), donde proponen la sintesis de un trisacarido fucosilado empleando una
reaccion enzimatica de transfucosilacion catalizada por a-L-fucosidasa

recombinante de Thermotoga maritima, utilizando 4-nitrofenil-a-L-fucopirandsido
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como sustrato donador y lactosa como sustrato aceptor, con un rendimiento de
32.5% en 3 h de reaccion a 60 °C.

Por otra parte, Osanjo y col. (2007) utilizaron la a-L-fucosidasa de T. maritima
clonada en Escherichia coli para transferir fucosa a partir de 4-nitrofenil-a-L-
fucopirandsido hacia diferentes aceptores. Un aceptor utilizado fue 4-nitrofenil-a-D-
galactopiranosido donde la fucosa se transfirié a la galactosa con la formacion de
enlaces a-1,2 y a-1,6 con rendimientos del 14% y del 7% respectivamente.

3.5.3 Sintesis quimioenziméatica

La sintesis quimioenzimatica es una nueva manera de obtener oligosacaridos,
utilizando las dos técnicas ya existentes y aprovechando las ventajas de cada
método. Este método combina la flexibilidad de la sintesis quimica, la alta
regioselectividad y estereoselectividad de las reacciones catalizadas por enzimas

para lograr una sintesis altamente eficiente de carbohidratos complejos.

Un ejemplo de sintesis quimioenzimatica es la propuesta por Rencurosiy col. (2003)
en donde sintetizan diferentes fucosil-lactosas protegidas, inician con bencil-
lactosida (compuesto comercial) en donde mezclan la proteccion enzimatica
regioselectiva de las lipasas para dar un compuesto 5 que sera el bloque principal

de la construccion posterior (figura 7).
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B-Bencil-lactosa

Ja

OAc 0O OAc

A OH
HO
IIK)S:S,H{WDBn = X2 622 oBn
Lev .
OH 3 OH
d
"E 2| Lev l
OAc
OBz
OLey

OTDS oL ""' (}TI)S

Figura 7. Esquema de sintesis (Rencurosi y col., 2003)

a) Acetato de vinilo, Tetrahidrofurano, lipasa Candida antartica (73%); b) trifluoetil levulinate,
Acetonitrilo, lipasa Candida antartica (72%); ¢) acetona, acido canforsulfénico, sikkon (66%); d) Cloro
dimetil (1,1,2-trimetilpropil) silano, imidazol, Dimetilformamida (75%); e) Cloruro de benzoilo (BzCl),

Piridina, 4-dimetilamiopiridina (94%)

Para obtener el compuesto 8 (figura 8), se elimina quimioselectivamente el grupo
2b-O-levulinoilo (Lev) generando el compuesto 6 y después sigue una reacciéon de
glicosilacién utilizando como donante al compuesto 7 (3,4 di-O-acetil-2-O-bencil-L-
fucopiranosa), el trisacarido obtenido tuvo un rendimiento del 61%. En el caso del
compuesto 10, se elimina el grupo sililo compuesto 9 y después una glicosilacién
con el mismo donante utilizado anteriormente, este compuesto 10 tiene un

rendimiento del 76%.
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Figura 8. Esquema de sintesis (Rencurosi y col., 2003)

a) acetil hidrazina, etanol/ éter dietilico (99%); b) 7, Trimetilsilil trifluorometanosulfonato
(0.01 eq), -10 °C (61%); c) Fluoruro de tetrabutilamonio, Tetrahidrofurano, &cido acético, 0
°C (61%); d) 7, Trimetilsilil trifluorometanosulfonato (0.01 eq), -36 °C (76%)

3.6 Beneficios del uso de oligosacéridos

Como ya ha sido mencionado, los OLH presentan diversas actividades biologicas
gue resultan interesantes, debido a que estos no son digeridos por las enzimas
intestinales presentes, por lo que se dirigen al intestino delgado y al colon. Estos
compuestos contribuyen al crecimiento de bifidobacterias, brinda proteccion en la

adhesion de patdégenos y la modulacion del sistema inmune.
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3.6.1 Efecto prebidtico

Los OLH son fuentes de carbono y energia utilizadas preferentemente por bacterias
‘buenas” como lo son las bifidobacterias probidticas, promoviendo asi su
crecimiento, estas a su vez producen &cido lactico y otros acidos organicos de
cadena corta que ocasionan la disminucién del pH en el intestino, lo que evita el
crecimiento de Escherichia coli y Clostridium perfringens (Yu y col., 2013). Un
ejemplo es el estudio in vitro realizado por Ward y col. (2007) donde demostré que
los OLH son la unica fuente de carbono utilizada por Bifidobacterium longum vy
Bifidobacterium infantis. Ademas, el crecimiento predominante y la colonizacion de
las bifidobacterias les permite competir por los nutrientes limitados disponibles en el
intestino, disminuyendo asi la oportunidad de proliferacion de las bacterias
patégenas. Algunas sustancias antimicrobianas liberadas por las bifidobacterias

también pueden generar un ambiente desfavorable para los patégenos (Xi, 2015).

3.6.2 Efecto antiadhesivo

Los OLH imitan las estructuras de glucanos presentes en la superficie del epitelio
intestinal, y sirven como receptores “sefiuelo” de las bacterias patdgenas
disminuyendo su unién a la superficie del intestino del infante evitando la
colonizacion, reduciendo asi el riesgo a infecciones virales, bacterianas y
protozoarias (figura 10; Xi, 2015). Un ejemplo es el estudio in vitro realizado por
Coppa y col. (2006) donde demostraron que los oligosacéridos inhiben la adhesién

a las células epiteliales de Escherichia coli, Vibrio cholerae y Salmonella fyris.
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s Oligosacarido
L S Prebiético

Célula del epitelio intestinal Célula del epitelio intestinal

Figura 9. Modelo de accion directa de los oligosacaridos prebiéticos en la prevencién de infecciones
(Dominguez y col.,2009)

A) Las adhesinas bacterianas reconocen a los receptores oligosacéridos en las células del epitelio
intestinal. B) Inhibicion de la adhesién bacteriana por prebiodticos con estructuras similares a los
glicanos receptores.

3.6.3 Modulacion del sistemainmune

Los OLH pueden modular las respuestas de células epiteliales, algunos OLH
pueden influir directamente en las funciones del epitelio intestinal y reducen el
exceso de infiltracion y activacion de leucocitos de la mucosa, lo que puede
disminuir el riesgo de enterocolitis necrotizante, uno de los trastornos intestinales

mas comunes Yy fatales en los lactantes prematuros (Bienenstock y col., 2013).
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4. OBJETIVOS

¢ Realizar la sintesis quimioenzimatica utilizando distintos donadores de

fucosa para la obtencion de oligosacaridos fucosilados.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Preparar distintos donadores de fucosa.

¢ Determinar la actividad hidrolitica de la a-L-fucosidasa de Thermotoga
maritima sobre las moléculas propuestas.

¢ Estudiar los donadores activos para la enzima en reacciones de
transfucosilacidon con distintos azlcares aceptores.

0 Conocer el efecto de la concentracion del donador en la sintesis de

oligosacaridos fucosilados para un mejor rendimiento
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Sustancias:

*Solucion enzimatica de a-L-fucosidasa de Thermotoga maritima (Megazyme) esta
se encuentra suspendida en una solucién de sulfato de amonio con 0.02 % (m/v) de
azida de sodio, con una actividad de 2.6 U/mg (U = cantidad de enzima que cataliza

la conversion de 1 umol de sustrato en un minuto).

*Fucosa: Sigma, G.C,99% pureza, sin purificacion posterior.

*Glucosa: Sigma, G.C,99.5% pureza, sin purificacion posterior.

*Lactosa: Sigma, G.C, 99% pureza, sin purificacion posterior.

*Diclorometano: J. T. Baker, Q.P, 99.5% pureza, sin purificacién posterior.

*Etanol: Meyer, R.A ,99.8% pureza, sin purificacion posterior.

*Metanol: Meyer,R.A , 99.5% pureza, sin purificacion posterior.

*Butanol: Silver Quim, R.A, 99.5% pureza, sin purificacion posterior.

*Alcohol isoamilico: J. T. Baker, Q.P, 99.9% pureza, sin purificacién posterior.

*Alcohol isopropilico: 1.B.1 Scientific, Q.P, 99% pureza, sin purificacion posterior.

*Alcohol bencilico: Silver Quim, R.A, 99.8% pureza, sin purificacion posterior.

5.1 Obtencién de los donadores de fucosa
Etilfucosa, isoamilfucosa y bencilfucosa: se mezcla fucosa (250 mg, 1.52 mmol) con

etanol (15 mL), alcohol isoamilico (10 mL), alcohol bencilico (15 mL)
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respectivamente y acido p-toluensulfonico (25 mg) como catalizador de reaccién en
un matraz bola de 25 mL, se deja en reflujo (3-6 h) donde se monitore6 la reaccion
por cromatografia en capa fina hasta que finalice la reacciéon utilizando como

eluyente una mezcla de diclorometano/metanol (3:1).

Isopropilfucosa y butilfucosa: se mezcla fucosa (100 mg, 0.61 mmol) con
isopropanol (0.46 mL), butanol (0.56 mL) respectivamente y acido p-toluensulfénico
(10 mg) como catalizador de reaccion en un matraz bola de 25 mL, se deja en reflujo
(3-6 h) donde se monitored la reaccion por cromatografia en capa fina hasta que
finalice la reaccion utilizando como eluyente una mezcla de diclorometano/metanol

(3:1).

5.1.1 Purificacion

Se elimina el alcohol en exceso por destilacion a presiéon reducida, después se
purifica en columna de gel de silice 60 utilizando diferentes proporciones de
disolventes diclorometano(99-95%)/metanol, una vez separado se evapora el

exceso de disolvente en un rotavapor.

5.2 Andlisis de los carbohidratos y donadores de fucosa

Los carbohidratos fueron analizados por el método de HPLC propuesto por
Guzman-Rodriguez y col., (2018) con las siguientes condiciones se emple6 una
columna Rexez RNO-Oligosaccharide Na+ 60 x 10 mm, tamafio de particula 12 pm
y una columna HC75-H+ 300 x 7.80 mm, tamafio de particula 8 um, a una
temperatura de 75 °C y se utiliz6 como fase movil agua destilada, desionizada y

filtrada, a un flujo de 0.3 mL/min. Empleando un detector de dispersién de luz

22

——
| —



modelo 300S a un flujo de nitrégeno de 62.5 psi, una temperatura en el nebulizador

de 10 °C y una temperatura de evaporacion de 45 °C.

Para el analisis de los donadores de fucosa, se prepararon soluciones de 0.25
mg/mL de concentracion utilizando agua desionizada como disolvente y se inyecto

en el equipo de HPLC con las mismas condiciones descritas anteriormente.

Como método complementario de analisis, los donadores (isoamilfucosa y
bencilfucosa) se enviaron a espectrometria de masas. Utilizando un sistema de
desorcién/ionizacion laser asistida por matriz — tiempo de vuelo acoplado (MALDI-
TOF/TOF) Autoflex-Speed (Brucker, MA, E.U.) con un laser Smart beam Il de 1,000
Hz. Se us6 una matriz de acido 2,5-dihidroxibenzoico (5 mg/100 mL de una solucién
acuosa de acetonitrilo al 50%), y NaCl 0.01 M fue adicionado como catién dopante
para incrementar la sensibilidad de la sefal. El espectro de masas en tandem

(MS/MS) fue obtenido a una energia de colisién de 1 k eV con gas argén.

5.3 Estudio del reconocimiento del sustrato
5.3.1 Preparacion de la enzima a-L-fucosidasa
Se preparé una solucion enzimatica (0.026 U/mg) con buffer de acetatos de 0.01 M

(pH 5) a partir de la solucién comercial de enzima (Megazyme).

5.3.2 Reaccion de hidrélisis con a-L-fucosidasa
Se realizé una mezcla con cada donador y 0.67 unidades enzimaticas de a-L-
fucosidasa (tabla 2), la reaccion se llevé a cabo a 60 °C por 15 h y se analizé

posteriormente cada hora por HPLC.
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Tabla 2. Cantidades de la reaccion de hidrélisis

Sustrato 1.0 mg
Buffer pH=5 800 pL
Enzima (0.026 U/mg) 200 pL

5.4 Estudio de la transferencia de fucosa. Reaccion de transfucosilacion
5.4.1 Reaccion de Transfucosilacion

Se mezcla cada donador (etilfucosa, isopropilfucosa, butilfucosa, isoamilfucosa y
bencilfucosa) con un azlcar aceptor (lactosa) y buffer de fosfatos (0.01 M) apH =5
con la enzima a-L-fucosidasa de Thermotoga maritima (tabla 3) para posteriormente

incubar a 60 °C por 15 h y posteriormente se analizé por HPLC.

Tabla 3. Cantidades de la reaccion de transfucosilacion

Donador 1.0 mg
Buffer pH=5 800 pL
Enzima (0.026 U/mg) 200 pL
Lactosa 50.0 mg

5.4.2 Reaccién de Transfucosilacién con diferentes aceptores

Se mezcla a cada donador (isoamilfucosa y bencilfucosa) con diferentes aceptores
(glucosa y lactulosa) y buffer de fosfatos (0.01 M) a pH = 5 con la enzima a-L-
fucosidasa de Thermotoga maritima (tabla 4) para incubar a 60 °C por 15 h y se

analizé por HPLC.
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Tabla 4. Cantidades de la reaccion de transfucosilacion

Donador de fucosa 1 mg 1 mg
Buffer de fosfatos pH=5 800 uL 800 uL
Azlcar aceptor Glucosa Lactulosa
50 mg 50mg

5.4.3 Efecto de la concentracion de bencilfucosa en la transfucosilacion
Se mezcla diferentes concentraciones del donador (bencilfucosa) con el aceptor de
lactosa y buffer de fosfatos (0.01 M) a pH = 5 con la enzima a-L-fucosidasa de

Thermotoga maritima (figura 11) para incubar a 60 °C por 6 h 'y se analiz6é por HPLC.

Figura 10. Cantidades de la reaccién de transfucosilacién variando al donador

Cantidad del donador

0.2mg

0.4 mg

Buffer pH=5 Enzima Lactosa 0.6 mg

0.026 Uimg) - 08

800 pL 200 pL 50 mg 1.0 mg

1.2 mg

1.5mg

1.8 mg
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5.5 Actividad residual de la enzima a-L-fucosidasa

5.5.1 Actividad enzimatica

La actividad de la enzima fue determinada empleando pNP-Fuc 3.5 mMy 0.67 U/mL
de a-L-fucosidasa de T. maritima en un buffer de acetatos de 0.01 M, pH =5 a 60
°C. El p-nitrofenol (pNP) liberado fue monitoreado mediante espectrofotometria
visible a 410 nm (Shimadzu UV-160A, Japon) tomando mediciones cada minuto

durante 40 minutos.

5.5.2 Actividad de la enzima después de tratamiento térmico
La actividad de la a-Lfucosidasa después de un tratamiento térmico fue determinada
empleando pNP-Fuc y la liberaciébn del p-nitrofenol fue seguida en el

espectrofotometro con las mismas condiciones descritas anteriormente.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencion de los donadores de fucosa

Se realiz6 la sintesis de diferentes donadores de fucosa. A partir de una reaccion
de glicosilacién de fucosa, con condiciones tipo Fischer: fucosa, alcohol y un medio
acido (Vermeer y col., 2001), en la figura 11 se muestra un esquema de los

diferentes donadores que se sintetizaron.

@) @)
CH R-OH
3 H — CHs OR
HO H+ HO
HO HO
OH HO
fucosa donador de fucosa

R = etil, isopropil, butil, isoamil, bencil

Figura 11. Esquema de la sintesis de los diferentes donadores

La reaccion se monitore6 por cromatografia en capa fina (CCF) a lo largo de la
sintesis en donde se observé la desaparicion del sustrato de fucosa y la formacion
de cada nuevo producto (figura 12). Después se realizé la purificacién de cada uno
de los donadores, eliminando el exceso de alcohol presente y recristalizando cada
producto con una mezcla de diclorometano/metanol, estos coincidieron con tener

una apariencia similar de polvo blanco, como lo reporté Vermeer y col. (2001).
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fuc

fuc-Et

fuc-Pr

fuc-nBu

fuc-Pn fuc-Bn

Figura 12. CCF, diclorometano/metanol 3:1, fuc: fucosa, fuc-Et: etilfucosa, fuc-Pr:
isopropilfucosa, fuc-nBu: butilfucosa, fuc-Pn: isoamilfucosa y fuc-Bn: bencilfucosa

En la tabla 5 se observan los diferentes Rf, puntos de fusion (pf) obtenidos de
manera experimental, el peso molecular (teérico), el rendimiento experimental y
tiempo de reaccidén necesario para la obtencién de cada donador sintetizado, estos
resultados fueron comparados con el sustrato de fucosa. ElI donador de
isoamilfucosa es el que se obtuvo en mayor cantidad en comparacion con los demas
debio a las caracteristicas de los disolventes utilizados. En el caso de los donadores
de bencilfucosa e isoamilfucosa se enviaron a un analisis de masas (anexo 1) y se

comparo con el esperado, cumpliendo con estos valores. Estos datos sirvieron como

pardmetro de identificacién de los productos sintetizados.

Tabla 5. Rf, puntos de fusion, peso molecular y rendimiento.

Donador de Rf pf Peso Rendimiento Tiempo de
fucosa molecular reaccioén
fucosa 0.16 | 136-139 °C 164.16 - -

etilfucosa 0.60 | 116-119°C 192.21 45% 3.5h
isopropilfucosa 0.66 140-142 °C 206.24 Nd 3.5h
butilfucosa 0.70 118-120 °C 220.26 Nd 3.5h

( ]

L )




isoamilfucosa 0.78 178-182 °C 234.29 80% 4 h

bencilfucosa 0.90 164-166 °C 254.28 58% 4 h

Nd: No determinado, estos compuestos fueron sintetizados anteriormente y no se tiene
informacién.

6.2 Identificacion de los donadores de fucosa por HPLC

Una vez obtenidos los donadores y purificados se prepararon soluciones de 0.25
mg/mL de cada donador para inyectarse en el HPLC. En la tabla 6 se observa el
tiempo de retencion de cada uno de los donadores y el del sustrato de fucosa, estos
van a servir como patrones de referencia para el andlisis de las reacciones de
transfucosilacion. En la figura 13 se observa las diferentes estructuras de los
donadores de fucosa sintetizados, para conocer la estructura exacta y el tipo de

enlace que se forma es necesario un analisis mas especializado.

Tabla 6. Tiempo de retencidn de los donadores sintetizados y fucosa.

Sustrato Tiempo de retencion
(min)
fucosa 11.2
etilfucosa 13.0
isopropilfucosa 12.9
butilfucosa 18.1
isoamilfucosa 20.7
bencilfucosa 32.1
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Figura 13. Estructuras de los
CH, donadores sintetizados: A) etilfucosa,
B) isopropilfucosa, C) isoamilfucosa,

o)
0] CH CH 0 CHz . .
CHs 3 3 D) butilfucosa, E) bencilfucosa.
HO HO
HO HO
OH OH
.
o)
HO
HO
OH

6.3 Estudio del reconocimiento del sustrato

Una vez listos los donadores se realizé una mezcla con cada donador y la enzima
a-L-fucosidasa de Thermotoga maritima en un buffer de fosfatos y una incubacion
a 60 °C por 15 h. Esto se realiz6 con la finalidad de saber si la enzima es capaz de
reconocer al donador, ejerciendo su actividad hidrolitica sobre éstos. Las
reacciones se analizaron mediante HPLC en intervalos de tiempo de 1 h,

cuantificandose la cantidad de fucosa liberada (Anexo 2).

Tabla 7. Resultados de la hidrdlisis de cada donador.

Donador Fucosa libre (%) Tiempo (h)
etilffucosa 48 % 8h
isopropilfucosa 25 % 15h
butilfucosa 100 % 8h
isoamilfucosa 60 % 1h
bencilfucosa 55 % 8h

La fucosa libre se cuantificd a partir del cromatograma de HPLC.

30

——
| —



En la tabla 7 se observa el porcentaje de fucosa liberada para cada donador y el
tiempo que tarda en hidrolizar esta cantidad, esto confirma que la enzima reconoce
a los donadores. Pero no de la misma manera es decir algunos necesitan mayor
tiempo de reaccién, como en el caso de la isopropilfucosa que necesita mas tiempo
para hidrolizar al donador y libera muy poca fucosa, por lo que la enzima tiene una
baja afinidad por este donador. Esto podria deberse a que proviene de un alcohol
secundario, que es menos reactivo en comparacion con los demas, que provienen

de un alcohol primario (figura 13).

6.4 Estudio de la transferencia de fucosa. Reaccion de transfucosilacion

Teniendo el conocimiento de que la enzima a-L-fucosidasa reconoce a los
donadores, se realizo la reaccion de transfucosilacion utilizando a la lactosa como
aceptor (figura 14). Esto se realiz6 colocando a cada donador, excepto la
isopropilfucosa con la enzima y a la lactosa en un buffer (0.01 M) a pH=5 a 60 °C
por 15 h, las reacciones se analizaron mediante HPLC en intervalos de 2 h,

cuantificandose la cantidad de fucosa libera y el porcentaje de transferencia.

0]
CH o—L-fucosidasa ]
H30 OR + lactosa — = fucosil - lactosa
HO R = etil, butil, isoamil, bencil

OH
Figura 14. Esquema de la reaccion de transfucosilacion con el aceptor de lactosa
En la tabla 8 se encuentran los resultados de la reaccion de transfucosilacion, la
transferencia de fucosa no fue posible con los donadores de etilfucosa y butilfucosa,
solo se observo la presencia de fucosa libre y no la formacion de un producto

fucosilado. Estos dos donadores son los que poseen una cadena de menor tamafio

31

——
| —



y ademas tienen un menor peso molecular, en comparaciéon con los otros dos

donadores (isoamilfucosa y bencilfucosa) que mostraron transferencia.

Tabla 8. Resultados de la reaccidn de transfucosilacién.

Donador Transferencia (%) Fucosa libre (%) Tiempo

etilfucosa - 48% 8h

butilfucosa - 100% 8h
isoamilfucosa 26% 73% 15h
bencilfucosa 48% 52% 4h

Con el objetivo de conocer la versatilidad de la enzima y la de los donadores, que
si lograron transferir la fucosa, se decidid experimentar con otros azlcares

aceptores, como el monosacarido de glucosa y el disacarido de lactulosa.

6.5 Reaccion de transfucosilacién: isoamilfucosay bencilfucosa

6.5.1 Isoamilfucosa

Conociendo que la enzima a-L-fucosidasa transfiere la fucosa a partir del donador
de isoamilfucosa se realiz6 la reaccion de transfucosilacién con diferentes aceptores
(lactulosa y glucosa) y se analizé en el HPLC. En la tabla 9 se observan los
resultados de la transfucosilacién con isoamilfucosa en donde existe transferencia
de fucosa a los aceptores de glucosa y de lactosa, en el caso de la lactulosa no es

posible la transferencia
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Tabla 9. Resultados de la reaccién de transfucosilacién con isoamilfucosa a diferentes aceptores.

Aceptor Transferencia (%) Fucosa libre (%) Tiempo
Glucosa 67% 33% 15h
Lactulosa - 100% 15h
Lactosa 26% 73% 15h

La transferencia se calculé por la relacién molar que existe entre el donador y el aceptor
(producto fucosilado = donador al inicio — fucosa libre — donador sin reaccionar).

Analizando la reaccién con el aceptor de lactulosa, solo se observé la hidrolisis del
donador, dejando la fucosa libre en el medio a lo largo de las 15 h de reaccion (figura
15). Esto podria indicar que la a-L-fucosidasa de T. maritima no logra reconocer a
la lactulosa, este es un disacarido de galactosa y fructosa (figura 16), pero en
algunos otros estudios se encontr6 que empleando la enzima a-L-fucosidasa de
Lactobacillus rhamnosus GG si se transfiere la fucosa a la lactulosa con 25% de

rendimiento utilizando pNP-F como donador a un tiempo de 24 h (Escamilla, 2016),

esto se debe a que la actividad enzimética depende del origen de esta.

— LACTULOSA-TOD
— LACTULOSA-TS
— lactulosa-T10
— lactulosa-T15

isoamilfucosa

Time

Figura 15. Cromatograma de la reaccién de transfucosilacién: isoamilfucosa con lactulosa.
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Figura 16. Estructura de la lactulosa.
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La reaccion de transfucosilacién con el aceptor de glucosa tuvo transferencia del
67% al término de la reaccion, en la figura 17 se representa la formacion del
producto fucosilado, la desaparicién total del donador de isoamilfucosay a la fucosa
libre. Se logré transferir la fucosa al aceptor de glucosa formando fucosil-glucosa
después de las 15 h de reaccidn, este producto se observo en los cromatogramas

generados por el HPLC (anexo 3).

4.5

4.0

3.5

Concentracion (umol/mL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (h)

donador —@—fucosa - @-= fucosil-glucosa

Figura 17. Reaccion de transfucosilacion: isoamilfucosa y glucosa.
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En la figura 18 se representa la formacion de fucosil-lactosa, la desaparicion total
del donador de isoamilfucosa y la fucosa libre. Para la reaccion de transfucosilacion
con lactosa se obtuvo de transferencia del 26%, que en comparacion con el aceptor
de glucosa es menor. Con estos dos donadores se necesitd 15 h de reaccion para

que la enzima transfiera la fucosa a cada aceptor.

4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0

1.5

Concentracion (umol/mL)

1.0

05 \
0.0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (h)

—@— donador fucosa fucosil-lactosa

Figura 18. Reaccion de transfucosilacion: isoamilfucosa y lactosa.

6.5.2 Bencilfucosa

De igual manera se realiz6 la reaccion de transfucosilaciéon con el donador de
bencilfucosa con los mismos aceptores utilizados anteriormente para comparar a
los dos donadores empleados y si tiene algun efecto en la transferencia de fucosa.
En la tabla 10 se observa que, como en el caso anterior del donador isoamilfucosa

solo se logra la transferencia de fucosa al aceptor de glucosa y lactosa, no existe la
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transferencia al aceptor de lactulosa. Por lo que se determin6 que la enzima a-L-

fucosidasa de T. maritima no reconoce a la lactulosa como aceptor.

Tabla 10. Resultados de la reaccion de transfucosilacion con bencilfucosa a diferentes aceptores.

Aceptor Transferencia (%) Fucosa libre (%) Tiempo
Glucosa 22% 72% 15h
Lactulosa - 100% 6h
Lactosa 48% 52% 4h

La transferencia se calculd por la relacién molar que existe entre el donador y el aceptor
(producto fucosilado = donador al inicio — fucosa libre — donador sin reaccionar).

En el caso del aceptor de glucosa se obtuvo de transferencia del 22% y con el
aceptor de lactosa se obtuvo una transferencia del 48%, en la figura 19 se
representa la formacion de fucosil-glucosa, la desaparicion del donador de
bencilfucosa y la fucosa libre al término de 15 h de reaccion. En comparacion con
el otro donador (isoamilfucosa) este tiene un menor rendimiento con el aceptor de

glucosa.

4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0

Concentracién (umol/mL)

0.5 s e .,.--0—-0"
-o--o- -o--& -0 -
00 @-®-® - -0

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (h)

—@— donador fucosa = @@= fucosil-glucosa

Figura 19. Reaccion de transfucosilacion: bencilfucosa y glucosa.

( 1
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Para la reaccion de transfucosilacion con la lactosa se tiene un porcentaje de
transferencia de 48%, en esta reaccion solo se necesito 4 h para que desapareciera
el donador por completo, este al tener el mejor porcentaje de transferencia en un
menor tiempo se decidio estudiar con mayor detenimiento, para lograr optimizar esta

reaccion.

Un reporte de sintesis de fucosil-lactosa es el de Guzman-Rodriguez y col. (2018)
donde utilizaron como donador p-nitrofenil fucosa, el aceptor de lactosa y la enzima
a-L-fucosidasa de T. maritima con condiciones similares a las que se trabajaron, en
donde se logré identificar el producto de sintesis como fucosil-lactosa con un
rendimiento 32.5%, que es menor al reportado en este ensayo, ademas de que se
obtuvo en un menor tiempo. El inconveniente del uso de este tipo de donador (p-
nitrofenil fucosa) es que al hidrolizarse se libera nitrofenol al medio, que es

considerado téxico para la salud, ademas de no ser tan soluble.

6.5.3 Efecto de la concentracion de bencilfucosa en la transfucosilacién

Conociendo que es posible la transferencia de fucosa al aceptor de lactosa en un
menor tiempo de reaccion con el donador de bencilfucosa, se propuso la
optimizacién de este proceso, analizando el efecto de la concentracion del donador
de bencilfucosa en la reaccion de transfucosilacion. Por lo que se realizaron
diferentes ensayos de reaccion de transfucosilacion, con diferentes concentraciones
de donador, con la misma cantidad de aceptor y con las mismas condiciones de

reaccion, donde se monitoreo cada 2 h a lo largo del procedimiento
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Tabla 11. Resultados de la transferencia a diferentes concentraciones del donador.

Concentracion Relacion molar | Transferencia
de donador mM donador/aceptor (%)
(mg/mL)
0.2 0.79 0.005 -
0.4 1.57 0.010 -
0.6 2.36 0.016 -
0.8 3.15 0.022 40.51
1.0 3.93 0.027 48.12
1.2 4.72 0.032 36.03
1.5 5.90 0.040 43.32
1.8 7.08 0.049 1.98

En la tabla 11 se observan los resultados de la variacion de la concentracion del
donador, aqui se nota que a menor concentracion de 3.15 mM no existe la
transferencia de fucosa, solo se hidroliza al donador y al aumentar esta
concentracion hasta 5.90 mM se transfiere la fucosa obteniendo de transferencia
similar al término de las 6 h de reaccion, pero al aumentar la concentracion del

donador disminuye la cantidad de producto y solo se observa a la fucosa libre.

Analizando con mayor detalle las concentraciones que tuvieron un alto rendimiento
(3.15 mM a 5.90 mM), cada 2 h de reaccion se observa en la figura 20 que al inicio
de la reaccion hay una mayor cantidad de producto, que se va perdiendo con el

tiempo debido a la actividad enziméatica, es decir la enzima hidroliza al producto.
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Se observa que con 5.90 mM de concentracién a las 2 h de reaccidon se obtiene la
mayor cantidad del producto fucosilado con un 57.9% de transferencia, en
comparacion con las otras concentraciones, por lo cual se analiz6 esta

concentracién cada 15 min. de reaccion.

60

50 See

)
teccecttinena..

ceer @
40

30 eoches 393 MM

——4.72 mM

% Transferencia

eee@ ¢ 590 mM

20

10

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Figura 20. Esquema de porcentaje de transferencia a diferentes concentraciones.

En lafigura 21 se observa la aparicion del producto fucosil-lactosa, en donde sucede
una rapida transferencia, a las 2 h es donde se obtiene la mayor cantidad de
producto y a partir de ese momento empieza a disminuir esta cantidad. Esto

demuestra que la enzima hidroliza al producto fucosilado.
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Figura 21. Reaccién de transfucosilacidon con 5.90mM de bencilfucosa.

6.6 Actividad residual de la enzima a-L-fucosidasa

Por ultimo, se buscé conocer la posible influencia que tendria el alcohol liberado por
la accion de la enzima y del tratamiento térmico usado. De esta forma se realizé un
analisis de actividad enzimatica después de haber realizado una incubacién a 60 °C
por 6 h, ya que se observa un descenso de la actividad a lo largo de la sintesis de
transfucosilacion. Esto se logré comparando la velocidad inicial de la enzima sin
ningun tratamiento previo (control) y la velocidad inicial de la enzima después de

utilizarla en las condiciones de trabajo.
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Figura 22. Resultados de la actividad enzimatica.

En la figura 22 se observa que la velocidad inicial de la enzima después de haber
pasado por un tratamiento es de 0.0108 mM/min y la del control es de 0.0873
mM/min. Esto demuestra que la enzima pierde un 87.6% de actividad, esto
concuerda con lo propuesto, el efecto de la temperatura y la presencia de alcohol
en el medio inhibe la actividad enzimatica. Debido a esto la enzima pierde actividad

hidrolitica.
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7.CONCLUSIONES

La sintesis quimioenzimatica es una nueva estrategia para la obtencién de
carbohidratos con estructuras complejas, se utilizé el método quimico para realizar
una modificacidon en un carbohidrato que servirdA como bloque inicial para la
construccion de oligosacaridos, para posteriormente usar enzimas que adicionen

otro azucar.

Se prepararon cinco diferentes donadores que se identificaron de diversas maneras,
ademas se determind la actividad hidrolitica con la enzima a-L-fucosidasa de

Thermotoga maritima sobre estos compuestos.

Se logro sintetizar quimioenzimaticamente oligosacaridos fucosilados, mediante la
reaccion de transfucosilacion utilizando a la isoamilfucosa y bencilfucosa como
sustrato donador de fucosa, la enzima a-L-fucosidasa de Thermotoga maritima y
diferentes aceptores y se definieron algunas condiciones de trabajo 6ptimas como:
el tiempo de reaccion y la concentracion del donador, para obtener un mejor

rendimiento.
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La mezcla de isoamilfucosa y glucosa, con 15 h de reaccién a 60 °C fueron las
mejores condiciones para la sintesis de fucosil-glucosa, se obtuvo un rendimiento
del 67%. La mezcla de bencilfucosa (5.90 mM) y lactosa, con 2 h de reaccion a 60
°C fueron las mejores condiciones para obtener fucosil-lactosa, con un rendimiento

del 57.9%.
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9. ANEXO

Anexo 1: Espectros de masas y cromatogramas para los donadores: isoamilfucosa

y bencilfucosa.

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.5 Bar
Focus Active Set Capillary 4500V Set Dry Heater 160 °C
Scan Begin 50 miz Set End Plate Offset -500V Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 1000 m/z Set Charging Voltage ov Set Divert Valve Source
Set Corona 0 nA Set APCI Heater 0-C
Intens. 3 H+Na +
x105§ H+Na + 0.0001 CHs
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Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.5 Bar
Focus Active Set Capillary 4500V Set Dry Heater 160 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset -500 v Set Dry Gas 4.0 I/min
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Set Corona 0 nA Set APCI Heater 0=C
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1 277.1033 HO
1.5 HO
" OH Exact Mass 254.2840 (277.2737)
1.04
0.5 411557 5312172
191.0847 4850118 | \l 593.1878
00l b b b L sty
100 200 300 400 500 600 700 miz

[— +MS, 0.4min #21

Espectro de masas para bencilfucosa formando un aducto con Na*.

[mv]_

4004

3004

Woltage

2004

100

Bencilfucosa

T
15

T
20
Time

Cromatograma para bencilfucosa Tr = 32.1 min.

Anexo 2: Cromatogramas de hidrdlisis de los donadores.
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Cromatograma para la hidrolisis de la isopropilfucosa.
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Anexo 3: Cromatogramas de la reaccion de transfucosilacion.
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