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Abreviaturas

Asp: Acido aspartico

CLEAs: Entrecruzamiento de agregados de enzima
CLECs: Entrecruzamiento de enzimas cristalizadas
CLEs: Entrecruzamiento de enzimas

CLSDs: Entrecruzamiento de enzimas secadas por aspersion
FOS: Fructooligosacaridos

Gal-GIcNAc: N-Acetil-D-lactosamina

GH: Glicosidasas

Glu: Acido glutamico

GOS: Galactooligosacaridos

GT: Glicosiltransferasas

HMO: Oligosacaridos de la leche humana

HPLC: Cromatografia de liquidos de alta eficacia
0OS: Oligosacaridos

pNP: p-Nitrofenol

pNP-F: 4-Nitrofenil-a-L-fucopiranésido



1. Introduccion

Los oligosacaridos son componentes de la leche humana que estan asociados a un
efecto prebidtico, ya que funcionan como sustratos metabdlicos para las
bifidobacterias, favoreciendo la formaciéon de una microbiota intestinal benéfica para
la salud del recién nacido, ademas de prevenir la adherencia de microorganismos
patdgenos a la superficie del epitelio intestinal. Se ha demostrado que uno de los
oligosacaridos predominantes durante el inicio de la lactancia relacionado con estos
beneficios es la 2’-fucosil-lactosa con una concentracion aproximada de 3 g/L al inicio
de esta etapa y de 1.2 g/L hasta un ano después del parto (Chaturvedi et al., 2001a;
Bode, 2012; Smilowitz, Lebrilla, Mills, German, & Freeman, 2014).

Actualmente, existen multiples factores post-parto que no permiten que algunos recién
nacidos sean amamantados. Por ello, ha surgido un creciente interés por el estudio y
la produccion de oligosacaridos de la leche humana, en especial de los oligosacaridos
fucosilados para su aplicacion en las formulas lacteas, las cuales carecen de estos
compuestos, debido a que estan elaboradas con leche de animales de granja, que

solo los contienen en cantidades traza.

Por otro lado, la sintesis quimica de compuestos fucosilados requiere repetitivos y
multiples pasos de proteccion y desproteccion de los grupos hidroxilo y la activacion
de carbonos anomeéricos, lo cual reduce los rendimientos y la productividad. La
produccion de oligosacaridos utilizando enzimas o células microbianas completas es
una alternativa para obtener productos regio- y estereoselectivos en una reaccion en
un solo paso, sin ninguna proteccidn o activacion quimica, dando como resultado
procesos mas eficientes (Han, Kim, Park, Kim, & Seo, 2012; Bankova, Bakalova,
Petrova, & Kolev, 2006).

Las a-L-fucosidasas son enzimas que hidrolizan residuos fucosilados con enlaces a-
(1-2) unidos a galactosa; a-(1-3), a-(1-4), y a-(1-6) unidos a N-acetilglucosamina v,
ademas, pueden realizar sintesis de carbohidratos por transfucosilacién, por ejemplo,
la a-fucosidasa de la bacteria hipertermofila Thermotoga maritima, ademas de ser una
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bacteria que produce a-fucosidasas similares a las de los mamiferos y comparte un
38% de identidad con las o-fucosidasas humanas, tiene alta actividad de
transfucosilacion para generar 4-nitrofenilgalactosa-a-1,2-fucosa a partir de 4-
nitrofenilfucopiran6sido como donador de fucosa (Sulzenbacher et al., 2004; Han et
al., 2012).

El objetivo de este proyecto fue realizar la sintesis de un oligosacarido fucosilado
(fucosil-lactosa) mediante una reaccién de hidrodlisis de 4-nitrofenil-a-L-fucopirandsido
(pPNP-F), que actua como sustrato donador de fucosa a lactosa (sustrato aceptor),
catalizada por la a-fucosidasa de Thermotoga maritima inmovilizada. La inmovilizacién
de la enzima pretende obtener algunas ventajas sobre la utilizacion de la enzima libre,
ya que, en general, se puede recuperar y reutilizar la enzima, debido a que conserva

su actividad, lo que llevaria a una reduccién de costos de la sintesis del fucésido.

De esta manera, se busco determinar las mejores condiciones de inmovilizacidon en
esferas macroporosas de Eupergit®CM, conocer el efecto de la concentracion de los
sustratos (donador y aceptor), determinar la Km y Vmax, Observar la cinética de la

reaccion y medir la vida de anaquel de la a-fucosidasa libre e inmovilizada.



2. Antecedentes (Marco teoérico)

2.1 Oligosacaridos de la leche humana

La leche humana es el alimento primordial para los bebés durante el primer afio de
vida debido a que provee al infante de proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y
minerales; o que permite cubrir sus necesidades nutritivas, caloricas e inmunoldgicas
(Yu et al., 2013).

El principal carbohidrato de la leche humana es la lactosa, sin embargo, también
contiene mas de 130 oligosacaridos (OS) distintos que cumplen con una funcién
inmunoldgica esencial para el recién nacido. Estas moléculas, HMO, por sus siglas en
inglés, Human Milk Oligosacharides, pueden estar en forma libre o conjugada. Los
conjugados incluyen glucoproteinas, glucolipidos y otros. Los oligosacaridos libres son

el tercer componente en importancia de la leche humana tras la lactosa y los lipidos.

Los HMO se componen principalmente por 5 monosacaridos: D-glucosa, D-galactosa,
N-acetilglucosamina, L-fucosa y acido sialico, siendo los fucooligosacaridos los que se
encuentran en mayor proporcion (Murata, Morimoto, Zeng, Watanabe, & Usui, 1999;
Mifiana, 2007; Bode, 2012. Han et al., 2012).



2.1.1 Oligosacaridos fucosilados

No todas las mujeres sintetizan el mismo tipo de oligosacaridos. La composicion de
HMO refleja las caracteristicas del grupo sanguineo, el cual depende de la expresion
de ciertas glucosiltransferasas humanas. Ademas de las variaciones genéticas,
factores como los aspectos nutricionales, ambientales o incluso el curso de la lactancia

también intervienen en esta variacion (Bode, 2012).

Por ejemplo, la concentracion total de los oligosacaridos disminuye a medida que
avanza el curso de la lactancia, de modo que, después de un afo, la leche humana
contiene menos de la mitad de oligosacaridos que en las primeras semanas de vida.
Los oligosacaridos fucosilados pueden tener un enlace 2-fucosa o 3-fucosa, esta
composicién también varia segun la nacionalidad de las madres y el curso de la
lactancia. La 2’-fucosil-lactosa, por ejemplo, esta presente en el 100% de las mujeres
mexicanas, el 91% de las francesas, 86% de las italianas, 83% de las alemanas y el
46% de las filipinas, y disminuye conforme avanza la lactancia, mientras que la 3’-

fucosil-lactosa aumenta (Mifiana, 2007).

El sustrato fucosilado de mayor interés comercial es el oligosacarido 2’-fucosil-lactosa,
el cual se cree que protege a los infantes de agentes infecciosos (Albermann,
Piepersberg, & Wehmeier, 2001).



2.1.2 Efectos beneficiosos de los oligosacaridos

Los HMO no juegan un papel apreciable para satisfacer las necesidades nutricionales
del lactante, ya que no son digeribles por las enzimas intestinales de los mamiferos.
Una vez ingeridos, resisten el bajo pH del estbmago de los bebés, asi como la
digestion por enzimas pancreaticas, lo que les permite alcanzar la parte distal del
intestino delgado y el colon en forma intacta. Aproximadamente el 97% de los
oligosacaridos consumidos pasan intactos a las heces, mientras que
aproximadamente el 0.5% son absorbidos y posteriormente excretados por la orina.
Su sustrato intestinal favorece que cumplan una funcién prebiodtica al promover el
crecimiento de bifidobacterias y, a su vez, brinden proteccién contra la adhesién de
patdgenos y la enterocolitis necrotizante en el recién nacido, ademas de otorgar
algunos efectos beneficiosos a la madre (Chaturvedi, Warren, Buescher, Pickering, &
Newburg, 2001b; Mifiana, 2007; Ashida et al., 2009; Bode, 2012; Han et al., 2012; Yu
et al., 2013).

2.1.2.1 Prebiobticos

Los HMO cumplen una funcion prebidtica estimulando el crecimiento de
bifidobacterias, ya que en presencia de oligosacaridos fucosilados expresados en la
superficie de la mucosa intestinal, se favorece el establecimiento de una comunidad
microbiana normal beneficiosa en el intestino, o que brinda protecciéon frente a
infecciones entéricas y se asocia con un menor riesgo de muchos tipos de diarrea en
bebés alimentados con leche humana. Asi, los oligosacaridos son un componente
principal de sistema inmunolégico innato con el que la madre protege a su hijo de

patdgenos durante la lactancia (Mifiana, 2007; Yu et al., 2013).

Un ejemplo de los microorganismos cuyo desarrollo se favorece con los componentes
de la leche humana es Bifidobacterium bifidum. Bifidobacterium longum subsp.
infantis también crece bien cuando los HMO estan disponibles como unica fuente de
carbohidratos, consume enteramente oligosacaridos incluyendo productos de la

degradacion de monosacaridos y disacaridos (Bode, 2012; Han et al., 2012).



La presencia de una microbiota con predominio de bifidobacterias puede derivar en
diferentes acciones beneficiosas, entre ellas, la fermentacion de los OS con formacion
de acidos grasos de cadena corta, y la sintesis de vitamina Be, B'2, tiamina, acido félico

y acido nicotinico (Mifiana, 2007).
2.1.2.2 Antiadhesivos microbianos

La mayoria de las bacterias intestinales, incluidas las patdogenas que se encuentran
en alimentos, no pueden crecer utilizando los HMO como unica fuente de carbono.
Algunos virus, bacterias y protozoarios patdégenos necesitan adherirse a las superficies
mucosas para colonizar o invadir al hospedero y causar enfermedades. Esta adhesion
es comunmente iniciada por interacciones lectina-glicano. Los HMO tienen una
estructura semejante a los receptores especificos hidrocarbonados de bacterias,
toxinas y virus, de modo que actuan como receptores competitivos en las células
intestinales de superficie del huésped para prevenir la adherencia de patégenos y
reducir el riesgo de infecciones parasitarias, bacterianas y virales. De esta manera, la
inhibiciéon de los HMO ha sido milenaria y no genera resistencia bacteriana como la
observada con el uso de algunos antibioticos. Por ejemplo, se ha demostrado que los
oligosacaridos fucosilados inhiben el enlace con ligandos de células del huésped con
Calcivirus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae (en células epiteliales,
faringeas y bucales) y Helicobacter pylori (Mifiana, 2007; Bode, 2012; Han et al.,
2012).

Los HMO con enlaces terminales a-1,2-fucosilo tienen actividad contra Campylobacter
jejuni, debido a que inhiben su unién a la mucosa intestinal ex vivo. La diarrea en
bebés amamantados causada por Campylobacter es inversamente proporcional a la
cantidad de estos oligosacaridos en la leche humana (Chaturvedi et al., 2001a; Han et
al., 2012).

Un estudio prospectivo de casi 100 pares de madres y nifios de la Ciudad de México,
realizado por Morrow et al. (2004), demostré que la diarrea causada por C. jejuni

ocurre significativamente menos en nifos en los que la leche humana contuvo altas
6



concentraciones de 2'-fucosil-lactosa. Ademas, se comprobd que la diarrea
ocasionada por Calcivirus ocurria menos seguido en nifios alimentados por leche
humana con altas concentraciones de lacto-N-difucohexosa |, otro oligosacarido a-1-
2-fucosilado (Bode, 2012).

En estudios in vitro, se ha demostrado que los HMO elevan la proporciéon de
Bifidobacterium spp., asi como las concentraciones de lactato y acidos organicos,
disminuir el pH del medio y reducir la proporcién de Escherichia coli y Clostridium
perfringens. Los principales oligosacaridos relacionados con estas propiedades son

2’-fucosil-lactosa, lactodifucotetraosa y 3’-fucosil-lactosa (Yu et al., 2013).

También se ha reportado la inhibicion de la adhesion de E. coli a las células epiteliales
de la vejiga. Y se conoce que los HMO interactuan con el receptor de guanilato ciclasa
para la toxina estable de E. coli, inhibiendo asi la unién de la toxina (Chaturvedi et al.,
2001a).

El efecto antiadhesivo microbiano probablemente aplique a ciertos parasitos
protozoarios como Entamoeba histolytica, que causa disenteria amebiana o absceso
hepatico amebiano, ya que la colonizacién e invasion de E. histolytica también requiere
de la adherencia a la mucosa intestinal, de lo contrario, el parasito es excretado por

las heces sin causar enfermedad.

Por otro lado, la leche humana cubre las superficies mucosas de las regiones
nasofaringeas de los infantes y, ocasionalmente, alcanza el tracto respiratorio superior
durante los episodios de aspiraciéon. Los bebés amamantados son menos propensos
a desarrollar otitis media causada por Streptococcus pneumonia, Pseudomonas
aeruginosa o Haemophilus influenzae. Y también, tienen menor riesgo de desarrollar

enfermedad respiratoria sincitial viral (RSV).

Del mismo modo, los HMO son absorbidos y posteriormente excretados en la orina; al
transitar por el sistema urinario, reducen la hemaglutinacién uropatogénica inducida

por E. coli, lo que sugiere que también reducen infecciones del tracto urinario.



De acuerdo con lo anterior, los efectos antiadhesivos microbianos pueden contribuir a
la menor incidencia de infecciones intestinales, respiratorias y del tracto urinario en
bebés amantados en comparacion con los alimentados con férmula lactea (Bode,
2012).

2.1.2.3 Proteccién natural contra enterocolitis necrotizante

Se ha planteado que los HMO contribuyen a los efectos protectores de la lactancia

humana contra la enterocolitis necrotizante (Bode, 2012).

2.1.2.4 Efectos en la madre

La leche humana contiene comunidades complejas de bacterias que son
caracteristicas de la mujer en lactacion. Estas bacterias pueden ser consideradas
como probidticos naturales que forman parte la microbiota intestinal del bebé, pero
también pueden considerarse comensales potenciales que modulan la composicion
de la leche humana o de patégenos que causan padecimientos como la mastitis. Los
HMO pueden influir en las comunidades bacterianas de la leche en la glandula
mamaria, sirviendo como prebiodticos o antiadhesivos microbianos o modulando
directamente la respuesta de las células epiteliales de la glandula mamaria o la

respuesta inmune local (Bode, 2012).



2.1.3 Oligosacaridos en las formulas infantiles

Aunque la leche humana es la mejor opcién nutricional para los bebés, la lactancia no
siempre es posible, y las férmulas lacteas son el resultado de mas de 100 afios de
busqueda de un sucedaneo apropiado cuyo beneficio principal sea satisfacer las
necesidades nutricionales del bebé; sin embargo, dichas no logran cumplir todas las
funciones de la leche humana, ya que esta ultima es Unica en su composicién, debido
a su gran cantidad y compleja gama de oligosacaridos. Se han identificado
aproximadamente 200 de ellos, mismos que poseen caracteristicas muy distintivas de

la leche de otros mamiferos (Chaturvedi et al., 2001a; Bode, 2012).

Los oligosacaridos de la leche de los animales de granja son mucho menos
abundantes y complejos estructuralmente que los de leche humana. La leche de vaca,
cabra, cerda y oveja contiene solamente cantidades traza de estos compuestos (ver
Tabla A) y, como consecuencia, tampoco estan presentes de manera significativa en
las férmulas infantiles a base de leche de vaca. Ademas, no se cuenta con ningun otro
recurso natural disponible para obtener HMO para formulas infantiles (Chaturvedi et
al., 2001a; Mifana, 2007; Han et al., 2012).

Tabla A. Macronutrimentos y oligosacaridos en leche humana y bovina.

~ Proteina@l) 8 2
© Lpdos@l) 4 a7
© lactosa@) 70 4
. Oligosacridos (g) 515 005
Numero de oligosacéridos identificados 100 40
~ Oligosacaridos fucosilados (%) 50-80 X
© Oligosacéridos sialilados (%) 10-20 70

Fuente: Bode, 2012.

La presencia de HMO se ha relacionado con una menor tasa de morbilidad y
mortalidad en bebés amamantados en comparacién con bebés alimentados con
férmulas lacteas. Se ha observado que el intestino de nifios alimentados con leche

humana es mucho mas resistente a alergias e infecciones, donde predominan las
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bifidobacterias y lactobacilos en una relacién 1000:1 frente a las enterobacterias,
mientras que en el intestino de los nifios alimentados con formulas infantiles
predominan enterobacterias sobre las bifidobacterias en una relacion de 10:1, hecho

que refleja una microbiota menos estable como producto de una lactancia artificial.

Por esta razon, la busqueda y produccion de oligosacaridos tiene gran relevancia, en
especial la de fucooligosacaridos, que puedan compensar esas deficiencias en las
formulas lacteas (Mifiana, 2007; Bode, 2012; Yu et al., 2013).

Los HMO estan ausentes en las férmulas infantiles debido a la escasez de métodos
industriales de produccion. En su lugar, se afladen galactooligosacaridos (GOS) y/o
fructooligosacaridos (FOS) con la expectativa de lograr el efecto prebidtico que
promueve una microbiota similar a la de nifos amamantados con leche humana. La
ingesta de GOS y FOS influye en la composicién de la microbiota y las heces de los
infantes. Una mezcla definida de estos oligosacaridos reduce la incidencia de
dermatitis atopica durante los primeros 6 meses de vida y, subsecuentemente,
disminuyen manifestaciones alérgicas e infecciones durante los dos primeros afios de
vida (Bode, 2012; Han et al., 2012).

En los ultimos afos, con la finalidad de disponer de nuevos componentes
antibacterianos y antivirales, ha aumentado el interés por los oligosacaridos de la leche
humana, especialmente por los fucooligosacaridos, para prevenir, por ejemplo, la
infeccion infantil por patégenos entéricos, en particular, durante el desarrollo
temprano, por lo que se han realizado mas estudios sobre estas moléculas (Chaturvedi
et al., 2001a; Han et al., 2012).
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2.2 Sintesis de oligosacaridos

Debido a la importancia de los oligosacaridos fucosilados en distintos procesos
bioldgicos, ha surgido la necesidad de producir cantidades suficientes de estos
compuestos para continuar la investigacion sobre su funcion bioldgica y para estudiar
sus posibles aplicaciones. Sin embargo, los fucooligosacaridos permanecen
relativamente inaccesibles a la investigacion cientifica y farmacéutica debido a las
dificultades inherentes a su sintesis, por lo que se ha buscado desarrollar diferentes

métodos para su obtencion (Becerra, 2016; Osanjo et al., 2007).

Los oligosacaridos se pueden sintetizar por métodos quimicos o enzimaticos. Los
procesos quimicos implican el disefio cuidadoso de grupos protectores, catalizadores,
condiciones de reaccién, grupos donantes y aceptores. A pesar de estas dificultades
intrinsecas, se han desarrollado diversas metodologias efectivas para su produccion,
que han contribuido a las investigaciones sobre sus funciones biolégicas. Por otro
lado, los métodos enzimaticos presentan algunas ventajas sobre los quimicos, debido
a que la glicosilacion se lleva a cabo estereo- y regioselectivamente bajo condiciones
de reaccion suaves sin procedimientos elaborados tales como la proteccion y

desproteccion de grupos hidroxilo (Murata & Usui, 2006).
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2.2.1 Sintesis quimica

Se han desarrollado diversos métodos quimicos para la produccion de oligosacaridos,
no obstante, son complicados e involucran varias etapas. El numero de etapas
aumenta con el tamano del oligosacarido, de modo que, aunque la sintesis de un
disacarido puede requerir de cinco a siete etapas, un trisacarido puede requerir mas
de diez etapas, lo que hace de la sintesis un proceso largo. Lo anterior ocurre porque
estan implicados muchos pasos de proteccion y desproteccion quimica para que la
reaccion sea regioselectiva, debido a que los carbohidratos tienen varios grupos
hidroxilo de reactividad similar. Por ello, se requiere una colocacion estratégica de
grupos protectores que enmascaren los grupos hidroxilo. Ademas, se debe considerar
la naturaleza estérica y electrénica de los grupos protectores, ya que influyen en gran
medida en la reactividad de los bloques de construccidn y en el resultado de las
reacciones de glicosilacion. Por lo anterior, la obtencién del andmero correcto, a 6 3,
se vuelve dificil (Nilsson, 1988; Bartolozzi & Seeberger, 2001; Maitin & Rastall, 2013).

En ese contexto, se han desarrollado diferentes técnicas para mejorar la produccion

de oligosacaridos, como la sintesis en fase sélida y la sintesis automatizada:

- La sintesis de oligosacaridos en fase sdlida consiste en ensamblar el
residuo terminal del compuesto que se va a sintetizar a un soporte sélido
insoluble para que el oligosacarido que se vaya formando esté anclado al
soporte mediante una estrategia de elongacion gradual. Se utiliza un exceso
de reactivo en cada etapa para asegurar altos rendimientos, no requiere
purificacion después de cada transformacion sintética, es automatizable, lo
que resulta ventajoso. Las desventajas son la dificultad de dar seguimiento
a lareaccion y el analisis de los productos de reaccion mientras permanecen
unidos al soporte; la necesidad de introducir dos pasos extra en la estrategia
sintética para la unién del material de partida al soporte y la separacién del
compuesto final, asi como las dificultades para la produccion a escala
(Bartolozzi & Seeberger, 2001; Encinas, 2008).
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-La sintesis automatizada de oligosacaridos se llevo a cabo basandose en
el hecho de que la reactividad de un azucar depende en gran medida de los
grupos protectores y del grupo activador de los carbonos anomericos, por lo
que se estableciéo un perfil de reactividad de una serie de bloques de
construccion, se desarrollé6 una base de datos, un buscador y un programa
por computadora (Optimer) que permite seleccionar las mejores
combinaciones de una lista de reactivos para la sintesis de oligosacaridos de
interés, junto con los rendimientos previstos. El programa se ha empleado
con éxito para la sintesis controlada de trisacaridos y tetrasacaridos,
permitiendo la posibilidad de crear una quimioteca de oligosacaridos (Maitin
& Rastall, 2013).

A pesar de los avances, el area de sintesis quimica sigue siendo un desafio debido a
su complejidad técnica y a la ausencia de procedimientos generales aplicables a la
sintesis de una gama de oligosacaridos, lo que hace imposible su adaptacion a escala
industrial. Su aplicacion se limita actualmente a la sintesis de algunos oligosacaridos
bioactivos para fines de investigacion. Por estas razones, existe un gran interés en
desarrollar estrategias sintéticas basadas en el uso de enzimas (Nilsson, 1988; Rastall
& Bucke, 1992; Maitin & Rastall, 2013).

13



2.2.2 Sintesis enzimatica

Los oligosacaridos son generalmente sintetizados in vivo por glicosiltransferasas
especificas que se expresan en las glandulas mamarias y que transfieren un solo
azucar nucleotidico activado a un aceptor o cadena de carbohidratos en crecimiento.
La biosintesis de oligosacaridos fucosilados en la glandula mamaria se efectua por 4

tipos de reacciones (Albermann et al., 2001; Cervantes, 2006):

- Las estructuras centrales se forman por la transferencia sucesiva de unidades

de N-Acetil-D-lactosamina (Gal-GlcNAc) a lactosa.

-Los residuos GIcNAc se fucosilan por la accién de las enzimas a-3- 6 a-3,4-

fucosiltransferasa.

-Una a-2-fucosiltransferasa cataliza la transferencia de fucosa a residuos de

galactosa.
-Una a-3-fucosiltransferasa cataliza la fucosilacion del residuo de glucosa.

Debido a que la mayoria de oligosacaridos naturales son producidos por enzimas, se
pensoé que debia usarse la capacidad de sintesis de las enzimas in vitro para producir

oligosacaridos (Maitin & Rastall, 2013).

La sintesis enzimatica in vitro tiene diversas ventajas sobre la sintesis quimica, ya que
se puede controlar la configuracion anomérica, por lo que no se obtiene una mezcla
de isdbmeros; permite diferentes condiciones de reaccion; las enzimas presentan alta
regio- y estereoespecificidad para formar enlaces glicosidicos sin la necesidad de
proteccion de grupos reactivos (OH); las enzimas se pueden obtener por fermentacion,
y se pueden inmovilizar, lo que posibilita su reutilizacion posterior, haciendo el proceso
mas econémico (Hancock, Vaughan, & Withers, 2006; Maitin & Rastall, 2013).

Se han utilizado dos tipos de enzimas para la preparacion de oligosacaridos complejos
in vitro, las glicosidasas o glicosil-hidrolasas (GH), que son utiles para la sintesis de
14



oligosacaridos mas cortos y las glicosiltransferasas (GT), que son adecuadas para la

sintesis de oligosacaridos mayores (Nilsson, 1988).

2.2.2.1 Glicosiltransferasas

Las dlicosiltransferasas son responsables de la biosintesis de oligosacaridos y
compuestos glicoconjugados, catalizan la transferencia estereo- y regiospecifica de un
monosacarido desde un sustrato donador de azucar-nucleétido a un sustrato aceptor.
Se clasifican por el azucar transferido del donante al aceptor y por la especificidad del

aceptor (Nilsson, 1988).

La especificidad de las glicosiltransferasas por el sustrato puede mejorarse o
cambiarse para crear enzimas que tengan una nueva especificidad por sustratos
aceptores y/o donadores no naturales. Los oligosacaridos no naturales se podrian
sintetizar utilizando un azucar modificado que se transfiere por glicosiltransferasas con
una especificidad de sustrato mas amplia o disefiada, o usando un aceptor no natural

para el monosacarido transferido (Albermann et al., 2001).

Algunas glicosiltransferasas que se han purificado y aplicado a la sintesis de diferentes
oligosacaridos in vitro son galactosiltransferasa, fucosiltransferasa, sialiltransferasa y

N-acetilglucosaminiltransferasa (Rastall & Bucke, 1992).
2.2.2.2 Glicosidasas

La funcién normal de las glicosidasas es hidrolizar sustratos que contienen un
monosacarido unido por un enlace a 6 B. Sin embargo, con ciertas condiciones, las
mismas enzimas también catalizan la reaccion de transglicosilacion y sintetizan
oligosacaridos. El principal inconveniente de la sintesis de oligosacaridos por estas
enzimas es que el equilibrio de la reaccion se desplaza para favorecer la hidrélisis
sobre la sintesis en sistemas acuosos, o que conduce a un bajo rendimiento en la
produccion de oligosacaridos. En contraste, estan facilmente disponibles, ya que se

producen ampliamente en virus, microorganismos, plantas y células animales; no

15



requieren cofactores y pueden utilizarse sustratos sencillos y facilmente disponibles
como los compuestos formados por un p-nitrofenol y un azucar. Por lo tanto, las
glicosidasas han sido consideradas como una herramienta potente para la sintesis
practica de oligosacaridos (Nilsson, 1988; Maugard, Gaunt, Legoy, & Besson, 2003;
Murata & Usui, 2006).

2.2.2.2.1 oa-L-Fucosidasas

Las a-L-fucosidasas son exoglicosidasas capaces de hidrolizar residuos terminales a-
L-fucosilo de compuestos glicoconjugados involucrados en una amplia variedad de
procesos biologicos. La L-fucosa es uno de los monosacaridos mas comunes
presentes en el extremo no reductor de muchos glicanos en superficies celulares de
mamiferos, antigenos de grupos sanguineos y oligosacaridos de la leche humana
(Osanjo et al., 2007)

Existen dos familias de a-L-fucosidasas: GH29 y GH95.

- En la familia GH95, las 1,2-a-fucosidasas soélo hidrolizan enlaces fucosa-a-1-2-
galactosa presentes en los extremos no reductores de los oligosacaridos. Estas

fucosidasas no pueden sintetizar carbohidratos por transglicosilacion.

- En la familia GH29, las a-L-fucosidasas hidrolizan residuos fucosilados con
enlaces a-(1-2) unidos a galactosa; a-(1-3), a-(1-4) y a-(1-6) unidos a N-
acetilglucosamina y, ademas, pueden realizar sintesis de carbohidratos por

transglicosilacion.

La reaccién de transglicosilacién realizada por a-L-fucosidasas se denomina
transfucosilacién. Entre los microorganismos utilizados para la obtencién de a-L-
fucosidasas estan Aspergillus niger, Penicillium multicolor, Thermotoga maritima y

Paenibacillus thiaminolycticus (Becerra, 2016).
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2.22.21.1 a-L-fucosidasa de Thermotoga maritima

Los miembros del phylum Thermotogae comprenden un grupo de bacterias Gram
negativas, termdfilas, en forma de varilla, no esporuladas, con una envoltura exterior
tipo vaina, también conocida como toga. Estos microorganismos presentan

temperaturas de crecimiento altas (65-90°C).

La bacteria hipertermofila Thermotoga maritima fue originalmente aislada de una
caracteristica geotérmica de la isla de Vulcano, Italia (Conners,
Mongodi, Johnson, Montero, Nelson, & Kelly, 2006). Esta enzima es el pariente
bacteriano mas cercano a las a-fucosidasas de los mamiferos y comparte un 38% de
identidad con las a-fucosidasas humanas. Es una proteina con estructura hexamérica
de dos dominios (N-terminal y C-terminal) con dimensiones totales de 75 x 65 x 55 A
y una masa molecular relativa de 300 000 Da (Ver Figura A). El dominio N-terminal
adopta una estructura de barril (B/a)s con ocho laminas B paralelas empaquetadas
alrededor de un eje central y rodeados por seis hélices. El sitio activo se localiza en
un pequefio bolsillo formado por los extremos C-terminales de las hojas 3 centrales
del dominio (B/a)s. El tamafio del bolsillo permite la unién de un solo residuo de L-

fucosa.

El mecanismo catalitico se lleva a cabo a través de un doble desplazamiento que se
basa en dos grupos carboxilo estratégicamente localizados a 5,5 A de distancia, ya
sea Asp o Glu. En la primera etapa, un grupo carboxilo actia como un acido, ayudando
a la salida de la aglicona, mientras que el segundo ataca al carbono anomérico
generando un intermediario covalente fucosil-enzima. En la segunda etapa, el primer
grupo carboxilo actia como base, activando una molécula de agua entrante (u otro
grupo aceptor) para un ataque nucledfilo sobre el carbono anomérico del intermediario

fucosil-enzima, resultando en hidrdlisis o transfucosilacion (Sulzenbacher et al., 2004).
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Figura A. Vista general de la a-fucosidasa de Thermotoga maritima. Diagrama de cintas
coloreado en un
gradiente a lo largo de
la secuencia de
aminoacidos desde el
extremo N (azul) hasta
el extremo C (rojo). Se
indican los elementos
estructurales
secundarios
correspondientes a la
estructura (Bla)s-
plegada. El nucledéfilo
catalitico Asp??* acido
y Glu*® pase se
muestran en forma de
bola y palo, con
atomos de carbono de

color gris y oxigenos

de color rojo
(Adaptada de
Sulzenbacher et al.,
2004).

Se ha informado que la a-fucosidasa de Thermotoga maritima, bajo ciertas
condiciones, es capaz de hidrolizar el enlace 4-Nitrofenil-a-L-fucopiranésido (pNP-F),
liberando fucosa en el medio, y también realiza la reaccion de fucosilacion para

generar un oligosacarido fucosilado (Escamilla, 2016).
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2.3 Inmovilizaciéon de enzimas

Para llevar a cabo procesos en los que se utilizan enzimas, es necesario considerar
su estabilidad estructural para lograr un aumento en la eficiencia de reacciéon (Romero,

Mejia, Sanchez, Balagurusamy, & Luévanos, 2014).

Generalmente, el componente mas caro de la reaccion de sintesis enzimatica de
oligosacaridos es la enzima misma. Sin embargo, la economia del proceso
biocatalitico puede ser mejorada por la reutilizacion de la enzima gracias a su
inmovilizacidon en un soporte inerte (Rastall & Bucke, 1992; Tu, Zhang, Kurabi, Gilkes,
Mabee, & Saddler, 2006; Brady & Jordaan, 2009).

Una enzima inmovilizada es aquella que se encuentra confinada en un espacio
definido y retiene su actividad catalitica. Los componentes principales de un sistema
de inmovilizacién enzimaticos son la enzima, la matriz o soporte y el método de fijacion
(Romero et al., 2014).

Las enzimas inmovilizadas pueden recuperarse e implementar sistemas de produccion
continua con ganancias expresivas de productividad. Ademas, el uso de una enzima
inmovilizada permite simplificar el disefio de los reactores y evitar pasos subsecuentes
del proceso, es decir, controlar la reaccién al tener la capacidad de detenerla mediante
la eliminacién de la enzima a partir de la solucién de reaccion (Mateo, Palomo,
Fernandez-Lorente, Guisan, & Fernandez-Lafuente, 2007; Brady & Jordaan, 2009;
Elnashar, 2010; Da Silva, Aguirre, Vieira, Fernandes de Medeiros, & Veiga, 2012).

La capacidad de retener o recubrir enzimas permite la separacién del producto, que

no se contamina con la enzima (Brady & Jordaan, 2009; Elnashar, 2010).

La inmovilizacion dentro de las estructuras porosas de un sélido ayuda a mantener las
moléculas de la enzima totalmente dispersas, sin la posibilidad de interactuar con

alguna interfase externa (Mateo et al., 2007).
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La inmovilizacion de la enzima concede algunas ventajas sobre la utilizacion de la
enzima libre, ya que altera significativamente su comportamiento. En primer lugar, se
producen cambios en su estabilidad. En segundo, la actividad enzimatica se ve
afectada por efectos de tipo difusional, estérico y del microentorno, como
consecuencia de que la enzima inmovilizada es un sistema heterogéneo en el cual
todos los componentes que intervienen en el proceso catalitico (pH, sustratos,
productos, inhibidores, cofactores, activadores) se encuentran en interfase: en el
medio de reaccién y en la fase constituida por el soporte con la enzima (Arroyo, 1998;
Tu et al., 2006; Vu & Le, 2008).

Se ha presentado una mejora en la estabilidad de la enzima frente a pH, temperatura,
disolventes, contaminantes e impurezas después de su inmovilizacion, que se debe

principalmente a lo siguiente (Arroyo, 1998; Elnashar, 2010):

- Una estabilizacién conformacional de la enzima debido a la existencia de
uniones multipuntuales enzima-soporte. La estructura terciaria de la enzima
adquiere una mayor rigidez y se hace mas resistente a la desactivacion térmica
0 quimica. Esto se presenta en métodos en los que intervienen enlaces
covalentes, como el entrecruzamiento o la union a soportes activados, o incluso
en métodos mixtos que combinan la union covalente con la adicion de reactivos

bifuncionales que dan mayor rigidez a la estructura de la enzima.

- Una proteccion frente a proteasas. Se ha visto que la union de proteasas a un

soporte elimina su capacidad proteolitica, y evita su autdlisis.

- Se evita la agregacion intermolecular al mantener las moléculas de enzima

retenidas en una determinada region del espacio.

- Existe una alteracion del microentorno de la enzima debido a la interacciéon de
la enzima con el soporte. Por ejemplo, si una enzima sensible al oxigeno se
sitla en la superficie de un soporte cargado, la fuerza idnica efectiva en el

microentorno de la enzima sera muy alta y, como consecuencia, la
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concentracion de oxigeno disuelto sera mucho menor en esa zona que en el
medio de reaccién. En otros casos, el soporte tiene un efecto amortiguador del
pH o6ptimo de la enzima en su microentorno, aunque en la disolucién se
produzcan cambios importantes. Por otro lado, en las reacciones en presencia
de disolventes organicos, la capacidad para retener agua del soporte regula la
actividad de la enzima, es decir, a mayor capacidad de retencion, la enzima
poseera la cantidad necesaria de agua en su microentorno para mantener su

conformacion activa.

Sin embargo, existen algunos inconvenientes en la inmovilizacién, como la gran
heterogeneidad del sistema enzima-soporte, donde pueden existir distintas fracciones
de proteinas inmovilizadas con un diferente numero de uniones al soporte e incluso
puede haber una pérdida parcial o total de actividad enzimatica (Arroyo, 1998; Romero
et al., 2014).

La pérdida total de la actividad enzimatica puede deberse a que;

- La unidn al soporte se produce de tal forma que el paso del sustrato al centro

activo esta impedido;

- Los grupos reactivos del soporte reaccionan con algun aminoacido que forma

parte del centro activo o que es esencial para la actividad catalitica de la enzima;

- La inmovilizacion puede originar un cambio conformacional que da lugar a una

forma inactiva;

- Las condiciones experimentales del proceso causan la desnaturalizacion o

desactivacion de la enzima (Arroyo, 1998).

Cuando la pérdida de actividad no es total después de la inmovilizacion, se puede
atribuir principalmente a efectos difusionales, electrostaticos, estéricos y/o del

microentorno, como los siguientes:
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Efectos difusionales: la difusion de los sustratos hacia el centro activo de la
enzima puede estar impedida por resistencias de tipo externo (la pelicula liquida
estacionaria o capa de Nernst que rodea el soporte) e interno (el interior del gel,
microcapsula, fibora o poro del soporte donde se encuentra la enzima
inmovilizada). Para minimizar estos efectos, se puede reducir el grosor de la
capa de Nernst al disminuir el tamafo del biocatalizador, aumentar la

concentracion de sustrato, incrementar la agitacion o el flujo en el reactor.

Efectos electrostaticos entre el sustrato y el soporte. Si ambos tienen la misma
carga, existe una repulsion mutua, mientras que si las cargas son opuestas hay

atraccion; lo que mejora la afinidad de la enzima por el sustrato.

Impedimentos estéricos. Si se trata de sustratos con pesos moleculares
elevados, la actividad de la enzima inmovilizada disminuye drasticamente, lo
que se puede evitar mediante una inmovilizacion covalente a través de un brazo

espaciador enzima-soporte mas largo.

Efectos en el microentorno. La enzima inmovilizada se encuentra en un entorno
particular, especialmente cuando el soporte tiene grupos cargados
eléctricamente. Generalmente, se produce un desplazamiento en el valor del
pH 6ptimo de la reaccion y, en ocasiones, aumenta el intervalo de pH en el cual
la enzima puede actuar. Una enzima unida a un soporte cargado negativamente
tendra en su microentorno una concentracién mayor de protones que en el
medio de reaccion, lo que la hara mas activa a un pH mas alcalino. La enzima
seria mas activa a pH mas acido si estuviera unida a un soporte cargado

positivamente (Arroyo, 1998).
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2.3.1 Tipos de inmovilizacion

Existen diferentes tipos de inmovilizacion, la eleccion del método adecuado debe
considerar las condiciones de la reaccion biocatalizada, el tipo de reactor que se vaya

a utilizar, el tipo de sustrato que tenga que ser procesado y otros factores.

Un soporte ideal para la inmovilizacion debe tener un area superficial larga con alto
contenido de grupos reactivos, buena estabilidad mecanica y quimica y buenas
propiedades de flujo. Se debe procurar que la inmovilizacion incremente la afinidad
por el sustrato, se amplie el intervalo de pH éptimo y se reduzcan las posibles
contaminaciones microbianas. Ademas, el soporte debe tener resistencia mecanica
adecuada a las condiciones de operacion del reactor y ser facilmente separable del
medio liquido para que pueda ser reutilizado (Arroyo, 1998; Bezbradica, Corovi¢,

Prodanovi¢, Milosavi¢, & Knezevi¢, 2005).

Por otro lado, el costo del soporte se traducira en un aumento en el costo final del
biocatalizador, y debe considerarse durante el disefio del biocatalizador. Se ha
utilizado una gran variedad de materiales como soportes para la inmovilizacion de
numerosas enzimas. Estos materiales difieren en tamafio, densidad, porosidad y
forma (Arroyo, 1998; Garcia-Galan, Berenguer-Murcia, Fernandez-Lafuente, &
Rodrigues 2011).

Las técnicas de inmovilizacion de enzimas pueden ser realizadas por (Contesini et al.,
2013):

- La unidn de la enzima a un portador prefabricado.

- El atrapamiento o encapsulacion de la enzima en una red polimérica

tridimensional formada in situ.
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- Las metodologias de portadores libres que se basan en el entrecruzamiento de

cristales de enzima (CLEC) o agregados enzimaticos (CLEAs) con reactivos

bifuncionales para producir macroparticulas.

2.3.1.1 Adsorciéon

Figura B. Inmovilizacién por
adsorcion (Romero, 2014).

Se basa en la formacion de enlaces débiles entre la
enzima y el soporte, intervienen fuerzas de Van der
Waals, interacciones idnicas e hidrofébicas y puentes

de hidrogeno (Ver Figura B).

Los principales factores que influyen en este método
son el pH del medio, que controla el numero y la
naturaleza de las cargas que presenta la superficie de
la proteina y del sélido; la fuerza idnica, que puede
producir la desorcion de la enzima, ya que los iones
inorganicos se unen con mas fuerza al soporte que la

proteina; el diametro de poro, que debe ser

aproximadamente dos veces el tamafo del eje mayor de la enzima; y la presencia de

iones, que actuan como cofactores que pueden incrementar la carga enzimatica. Las

ventajas de este método son su facil preparacioén, su bajo costo, en ocasiones el

soporte se puede recargar, y los derivados enzima-soporte de la inmovilizacion son

estables en medios de trabajo con bajo contenido de agua. Sin embargo, debido a que

la union de la enzima al soporte es débil, se produce un enlace inestable y reversible,

por lo que hay una tasa alta de fuga del biocatalizador, y sélo es posible la evaluacién

de la reaccién por periodos cortos. Por otro lado, este método es susceptible a cambios

que se producen en el ambiente, como son las modificaciones de pH, temperatura y

fuerza idnica, por lo que tiene un indice de reproducibilidad bajo (Arroyo, 1998; Datta,
Christena, & Sriramulu, 2013; Romero et al., 2014).
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2.3.1.2 Atrapamiento

Figura C. Inmovilizaciéon por
atrapamiento (Romero, 2014).

Consiste en la retencion fisica de la enzima, por
union covalente o no, en el interior de una matriz

solida porosa, ya sean geles o fibras (Ver Figura C).

El proceso de inmovilizacion se lleva a cabo
mediante la suspension de la enzima en una
solucion del soporte. Posteriormente, se inicia la
polimerizacidon por un cambio de temperatura o
mediante la adicion de un reactivo quimico. En los
geles, la enzima queda atrapada en el interior,
mientras que en las fibras, la enzima se encuentra
ocluida dentro de microcavidades. Generalmente,

las fibras son mas resistentes que los geles. Este

método minimiza la lixiviacion de la enzima y mejora su estabilidad, ademas, permite

adaptar el material de encapsulacion para proporcionar el microambiente éptimo para

su actividad. El proceso experimental es sencillo, se requiere poca cantidad de enzima,

la cual no sufre ninguna alteracién en su estructura. No obstante, se producen

limitaciones de transporte de sustrato/analito al sitio activo de la enzima debido a su

localizacion en el interior del soporte (Arroyo, 1998; Brady & Jordaan, 2009; Romero

et al., 2014).
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2.3.1.3 Entrecruzamiento

También denominado cross-linking,
es un meétodo de inmovilizacion sin
soporte, consiste en la formacion de
una gran estructura tridimensional
compleja entre las mismas moléculas
de la enzima (Ver Figura D) por
medios fisicos (por medio de agentes
floculantes) o  quimicos  (por

Figura D. Inmovilizacién por
entrecruzamiento (Romero, 2014). formacion de enlaces covalentes).

El resultado son enlaces irreversibles capaces de resistir condiciones extremas de pH
y temperatura. Ademas, entre las principales ventajas, se puede tener una alta

actividad enzimatica con bajo costo, al no requerir soporte externo.

Un procedimiento mixto de inmovilizacion muy comun consiste en inmovilizar la
enzima por adsorcion sobre una resina de intercambio idnico o un soporte polimérico,
con lo que se consigue una elevada carga enzimatica y, posteriormente, se afiade un
reactivo bifuncional que produce el entrecruzamiento (Arroyo, 1998; Brady & Jordaan,
2009; Romero et al., 2014).

Los métodos de inmovilizacion por entrecruzamiento pueden incluir desde la utilizacion

de enzimas crudas hasta cristales de enzima altamente purificados.

El mas simple, CLEs (Cross-linked enzymes), es preparado mediante el
entrecruzamiento de enzimas disueltas (Ver Figura E). Este procedimiento puede
mejorar la estabilidad térmica de la enzima, pero estas preparaciones tienen algunos
inconvenientes como la pérdida de actividad, estabilidad mecanica deficiente y

dificultades para su manipulacion debido a su naturaleza gelatinosa.
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Los CLECs (Cross-linked enzyme crystals) son producidos por el entrecruzamiento
de enzimas cristalizadas que para su obtencion se requiere que tengan alta pureza
(Ver Figura E). Este proceso tiene una mayor estabilidad térmica y mecanica y son
mas tolerantes a los disolventes organicos. Este aumento de estabilidad se basa en la
obtencion de un entramado cristalino, donde las moléculas de enzima estan rodeadas
exclusivamente por otras moléculas de proteina. De esta manera, la propia enzima
actua como soporte, y su estructura terciaria se estabiliza por las uniones covalentes

intermoleculares.

Los CLSDs (Cross-linked spray-dried enzymes) son sintetizados por el
entrecruzamiento de enzimas secadas por aspersion (Ver Figura E). Aunque es
técnicamente posible controlar diferentes parametros como el tamafo de particula de
la enzima, las aplicaciones son limitadas debido a la desactivacion de algunas enzimas

que sucede durante el proceso de secado.

Como una alternativa al método de CLECs, se desarroll6 CLEAS (Cross-linked
enzyme aggregate), que consiste en utilizar, en lugar de enzima pura, agregados de
enzima producidos a través de la precipitacion de proteina de las soluciones
enzimaticas (Ver Figura E). Este método permite el uso de la enzima cruda sin

necesidad de cristalizarla (Arroyo, 1998; Sukimaran et al., 2016).
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Figura E. Diferentes formas de inmovilizaciéon por entrecruzamiento
(Modificada de Sukimaran et al., 2016).
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2.3.1.4 Union covalente

Se basa en la unidn entre los grupos funcionales
presentes en la superficie del soporte y aquellos
pertenecientes a los residuos de aminoacidos en

la superficie de la enzima (Ver Figura F).

De entre los 20 aminoacidos, los mas empleados

para la formacién de enlaces con el soporte son

la lisina, cisteina, tirosina e histidina y, en menor

medida la metionina, el triptéfano, la arginina y

los acidos aspartico y glutamico. El resto de

Figura F. Inmovilizacion por aminoacidos, debido a su caracter hidrofobo, no
enlace covalente (Romero, 2014).

se encuentran en la superficie proteinica, y no

pueden intervenir en la unién covalente (Romero et al., 2014).

La principal ventaja de la inmovilizacibn covalente sobre otras estrategias de
inmovilizacidon es la ausencia de una barrera entre la enzima y la reaccion v,
consecuentemente, la ausencia de las limitaciones de difusion. Ademas de que la
enzima permanece con una carga constante después del proceso y presenta una
mayor resistencia a la desactivacién por efecto de la temperatura, de los disolventes
organicos o del pH, lo que permite su utilizacibn en reactores en continuo,

empaquetados, de lecho fluidizado o tanque agitado (Bezbradica et al., 2005).

La inmovilizacion de la enzima mediante la unién a un soporte covalente es
particularmente recomendable cuando la ausencia de la enzima en el producto final

es un requisito estricto, como es el caso de los alimentos (Contesini et al., 2013).

Por otro lado, es necesario activar la enzima o el soporte para lograr la inmovilizacion,
debido a la baja afinidad hacia la formacion de enlaces covalentes de los grupos

funcionales de ambas moléculas (Bezbradica et al., 2005).
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El procedimiento experimental requiere dos pasos: el primero es la activacion del
material de soporte que se lleva a cabo por la adicién de un compuesto reactivo; y el
segundo es la modificacidén del esqueleto del polimero para activar la matriz. El paso
de activacion produce un grupo electrofilico en el material del soporte, de esta forma

el soporte reacciona con los nucledfilos de las proteinas.

Un inconveniente es que frecuentemente implica el uso de productos quimicos y/o
condiciones operativas riesgosas para la actividad enzimatica, caracteristicas
particularmente notables en los primeros portadores y métodos desarrollados, lo que
ha sido superado mediante el uso de técnicas menos drasticas y soportes pre-

activados.

Actualmente, se dispone de soportes comerciales pre-activados con grupos epoxido,
que son matrices adecuadas para la inmovilizacion de enzimas a través de un proceso
sencillo: una adsorcion fisica rapida y tenue de la enzima al soporte, seguida por la
unidén covalente entre las moléculas de la enzima adsorbida y los grupos epoxido
vecinos (Arroyo, 1998; Brady & Jordaan, 2009; Contesini et al., 2013; Romero et al.,
2014).
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A continuacién se presenta una Tabla que compara los 4 métodos de inmovilizacién

anteriormente expuestos (Ver Tabla B).

Tabla B. Diferentes tipos de inmovilizacion.

Formacion de enlaces
débiles entre la enzima y
el soporte (fuerzas de Van
der Waals, interacciones
i6nicas e hidrofébicas y

puentes de hidrégeno)

Facil preparacion, bajo
costo, el soporte se puede

recargar

Enlace reversible, alta
tasa de fuga del
biocatalizador, indice de
reproducibilidad bajo
Susceptible a cambios en

el ambiente

Carboximetilcelulosa,
almidén, colageno,
sefarosa modificada,
resinas de intercambio
iénico, silica gel, 6xido de
aluminio, titanio, tierra de
diatomeas, ceramica,
hidroxiapatita, tanino-
quitosano y tanino-

sefarosa

Formacion de una

Inclusion de la gran estructura

enzima por tridimensional

union covalente compleja entre las

0 no, dentro de
geles o fibras

fisicos o quimicos

La propia enzima

actua como soporte y

Minimiza la

su estructura terciara

lixiviacién de la -
. ) esta estabilizada por
enzima y mejora ;
» las uniones
su estabilidad
covalentes

intermoleculares

Limitaciones de
Puede provocar
transporte de

cambios significativos

sustrato/analito

en el sitio activo de la

al sitio activo de

. enzima
la enzima
Métodos quimicos:
glutaraldehido, &cido
. dicarboxilico o
Alginato de o
) disocianato de
calcio,

) tolueno
nanomateriales,
; Métodos fisicos:
quitosano, L
) poliaminas,
carragenina o i
polietilenamina,

sulfonatos de

poliestireno y fosfatos

mismas moléculas de
la enzima por medios

Formacion de un
enlace covalente
entre el grupo
funcional de la matriz
del soporte y la
superficie de la
enzima que contiene
residuos de

aminoacidos

Ausencia de las
limitaciones de

difusién

Algunos soportes
implicaban el uso de
productos quimicos

y/o condiciones
operativas que son
riesgosos para la
actividad enzimatica

Poliacrilamida,

agarosa y silica
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2.3.2 Inmovilizaciéon en Eupergit®CM

El Eupergit® se desarrollé entre 1974 y 1980 por Otto R6hm, quien fue el primero en
introducir tecnologia enzimatica hace aproximadamente 100 afios en aplicaciones
practicas como curtido de cuero, detergentes para ropa y cicatrizacion de heridas v,
alrededor de 1930, invento el arte de polimerizar el metacrilato de metilo, conocido en
la actualidad como vidrio acrilico (plexiglass). Gracias a sus investigaciones anteriores,
Rohm desarrolldé un soporte para la inmovilizacion de enzimas basado en la

polimerizacién de metacrilato (Katchalski-Katzir & Kraemer, 2000).

El Eupergit®CM consiste en esferas macroporosas con diametros de 100-250 ym que
se producen por copolimerizacion de glicidil metacrilato, alil glicidil éter, metacrilamida
y N,N’-metilen-bis-(metacrilamida). Este soporte contiene grupos epodxico como
componentes reactivoslos cuales permiten ligar compuestos con enlaces covalentes
con moléculas que contienen grupos amino o hidroxilo (Katchalski-Katzir & Kraemer,
2000; Boller, Meier, & Menzler, 2002; Brady & Jordaan, 2009; Alptekin, Tukel, Yildirim
& Alagoz, 2010; Uzun, Cevik, & Senel, 2011; Braga, Silvab, Oliveirac, Treicheld & Kalil,
2014).

Los enlaces O-C y N-C formados por los grupos epoéxido (Ver figura G) son
extremadamente estables, por lo tanto, los polimeros que los contienen pueden ser

utilizados para la inmovilizacion de enzimas y proteinas (Hernaiz & Crout, 2000).

Figura G. Estructura del Eupergit® y la inmovilizaciéon de la enzima por enlace
covalente (Adaptada de Katchalski-Katzir & Kraemer, 2000). 32



Se ha demostrado que el Eupergit® ha permitido entre 15-100% de retencion de

actividad para un amplio intervalo de enzimas. Debido a la alta densidad de los grupos

reactivos sobre la superficie de las perlas, las enzimas pueden ser inmovilizadas en

varios sitios de su estructura, lo que se conoce como uniones multipuntuales, a esto

se le considera un factor importante para la alta actividad operativa de las enzimas
unidas al Eupergit® (Katchalski-Katzir & Kraemer, 2000; Brady & Jordaan, 2009).

Estas esferas macroporosas han sido identificadas como uno de los soportes mas

adecuados para la inmovilizaciéon covalente de enzimas para aplicacion industrial

debido a que tienen las siguientes ventajas:

Es un sistema casi ideal para desarrollar protocolos muy sencillos de

inmovilizacion.

Es extremadamente estable y tiene buenas propiedades mecanicas.

Posee alta capacidad de formacion de enlaces, baja absorcion de agua y

productos quimicos.

Permite un buen rendimiento al utilizarse en reactores con alta temperatura y

agitacion.

Es muy estable dentro de un intervalo de pH de 0 a 14 y no se hincha ni encoge
incluso después de cambios drasticos. Puede enlazar a una enzima dada en

un intervalo de pH en el cual la enzima es estable sin pérdida de actividad.

Muestra resistencia contra ataques microbianos por ser un polimero sintético.

La union multipuntual promueve un incremento en la estabilidad conformacional
de la enzima y, por lo tanto, mejora la estabilidad del biocatalizador en
operaciones a largo plazo, ademas, incrementa la termoestabilidad y aumenta

su resistencia a la desnaturalizacién por disolventes organicos polares (Hernaiz
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& Crout, 2000; Katchalski-Katzir & Kraemer, 2000; Mateo, Fernandez-Lorente,
Abian, Fernandez-Lafuente, & Guisan, 2000; Boller et al., 2002; Alptekin et al.,
2010; Braga et al., 2014).

La inmovilizacidon de la enzima en este soporte es producida a través de un mecanismo
de dos pasos. En el primero, se alcanza una rapida y tenue adsorcioén fisica de la
enzima en el soporte. En el segundo, ocurre una reaccion covalente entre la enzima

adsorbida y los grupos epoxido vecinos (Braga et al., 2014).

De esta manera, la inmovilizacién de enzimas en estas resinas es rapida y facil tanto
en el laboratorio como a escala industrial. Ademas, no requiere agentes adicionales o

equipo especial.

Como procedimiento estandar, la enzima simplemente se disuelve en amortiguador y
se mezcla con las esferas de Eupergit®, dejando reposar a una temperatura de 4°C 6
20-25°C por 12-72 horas. La enzima inmovilizada se lava con agua y amortiguador

para ser usada posteriormente.

La capacidad de unién de una enzima es alrededor de 100 mg de proteina/g de
Eupergit®C (Katchalski-Katzir & Kraemer, 2000; Boller et al., 2002).
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3. Objetivo

Realizar la sintesis del oligosacarido fucosil-lactosa mediante una reaccion de
transfucosilacién de 4-nitrofenil-a-L-fucopiranésido (pNP-F), que actua como sustrato
donador en presencia de lactosa (sustrato aceptor), empleando la enzima inmovilizada

a-fucosidasa de Thermotoga maritima.

4. Hipétesis

La inmovilizacion de a-fucosidasa de Thermotoga maritimaen las esferas
macroporosas de Eupergit®CM, permitira su reutilizacion, debido a la unién covalente
que establece con dicho soporte, lo que favorecera la reaccién y aumentara el

rendimiento de fucosil-lactosa con una baja cantidad de enzima.
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5. Procedimiento experimental

5.1 Solucion enzimatica

Se prepar6é una solucion enzimatica con 100 pL de a-fucosidasa de Thermotoga
maritima (Megazyme) y 900 uL de amortiguador de fosfatos (pH 5, 0.05 M), a partir de

la cual se llevo a cabo el resto de la metodologia.
5.2 Inmovilizacién de a-fucosidasa
Se evaluaron tres procedimientos para inmovilizar la enzima.

5.2.1 Procedimiento 1
Se adicionaron 100 uL de la solucion de a-fucosidasa de Thermotoga
maritima a 10 mL de amortiguador de fosfatos (pH 5, 1.5 M) y 400
mg de Eupergit® CM, manteniéndose en agitacion magnética suave
durante 24 horas a 4°C.

5.2.2 Procedimiento 2
Se adicionaron 100 uL de la solucion de a-fucosidasa de Thermotoga
maritima a 10 mL de amortiguador de fosfatos (pH 5, 1.5 M) y 400
mg de Eupergit®CM, manteniéndose en agitacion orbital a 150 rpm
durante 24 horas a 25°C.

5.2.3 Procedimiento 3
Se utilizaron las mismas condiciones que en el procedimiento 2 con

una modificacién en el pH del amortiguador de fosfatos a pH 7.

Después de la inmovilizacion, las muestras fueron filtradas y lavadas con amortiguador
de fosfatos (0.05 M, pH 5) para la determinacién de actividad enzimatica. A
continuacion, se almacenaron en amortiguador de fosfatos (0.05 M, pH 5) a 4°C para

su posterior utilizacion.
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5.3 Determinacion de la actividad enzimatica

En este caso, una unidad enzimatica esta definida como la cantidad de a-fucosidasa
requerida para liberar 1 umol de p-Nitrofenol (pNP) por minuto a partir de p-Nitrofenil-
a-L-fucopiranésido (pNP-F) a pH 5y 60°C.

5.3.1 Actividad de enzima libre

La actividad enzimatica de la a-fucosidasa libre se cuantificd
utilizando 1 mg de pNP-F en 1 mL de amortiguador de fosfatos (pH
5, 0.05 M) y 10 uL de solucion enzimatica. Se midié la absorbancia
con un espectrofotometro Schimadzu UV-1601 a una longitud de
onda de 410 nm manteniendo una temperatura de 60°C, durante 15

minutos para la cuantificacion del pNP liberado.
5.3.2 Actividad de enzima inmovilizada

La determinacion de la actividad de la enzima inmovilizada se realiz
utilizando 40 mg de Eupergit®CM con a-fucosidasa (4.8 U/mL) y 1
mg de pNP-F en 1 mL de amortiguador de fosfatos (pH 5, 0.05 M); la
reaccion se llevé a cabo a 60°C en agitacién orbital mediante un
sistema adaptado con un rotavapor. Posteriormente, el liquido de la
reaccion fue separado del soporte con ayuda de una jeringa para
insulina y se cuantificé el pNP liberado con un espectrofotometro
Schimadzu UV-1800 a una longitud de onda de 410 nm cada 2

minutos durante 10 minutos.
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5.4 Determinaciéon de Km y Vmax

5.4.1 Enzima libre

Se cuantifico la velocidad de reaccion de la a-fucosidasa libre, en 1
mL de amortiguador de fosfatos (pH 5, 0.05 M) y 10 uL de solucién
enzimatica, utilizando diferentes concentraciones de pNP-F: 0.25 mg
(0.87 mM), 0.1 mg (0.35 mM), 0.05 mg (0.17 mM), 0.03 mg (0.1 mM),
0.02 mg (0.07 mM) y 0.01 mg (0.03 mM). Se midi6 la absorbancia
con un espectrofotometro Schimadzu UV-1601 a una longitud de
onda de 410 nm manteniendo una temperatura de 60°C, cada 0.2
min durante 2 minutos para la cuantificacion del pNP liberado.
Posteriormente, con los datos obtenidos, se graficé el modelo de
Michaelis-Menten y, a continuacién, se determiné la Km y la Vmax con

base en el modelo de Lineweaver-Burk.

5.4.2 Enzima inmovilizada

Se cuantific6 la velocidad de reaccién de la a-fucosidasa
inmovilizada, en 1 mL de amortiguador de fosfatos (pH 5, 0.05 M) y
10 uL de solucién enzimatica a 60°C en agitacion orbital mediante un
sistema adaptado con un rotavapor, utilizando diferentes
concentraciones de pNP-F: 0.25 mg (0.87 mM), 0.1 mg (0.35 mM),
0.05mg (0.17 mM), 0.03 mg (0.1 mM), 0.02 mg (0.07 mM) y 0.01 mg
(0.03 mM). Posteriormente, el liquido de la reaccién fue separado del
soporte con ayuda de una jeringa para insulina y se cuantifico el pNP
liberado con un espectrofotdmetro Schimadzu UV-1800 a una
longitud de onda de 410 nm cada 0.5 min durante 3 minutos.
Posteriormente, con los datos obtenidos, se graficé el modelo de
Michaelis-Menten y, a continuacién, se determiné la Km y la Vmax con

base en el modelo de Lineweaver-Burk.
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5.5 Sintesis de fucosil-lactosa

5.5.1 Reaccién con enzima libre

La sintesis se llevo a cabo en 1 mL de agua a pH 5 con 1 mg de pNP-
F, 10 mg de lactosa y 10 pyL de la solucién de a-fucosidasa a 60°C
durante 3 horas en agitacion magnética. Los productos se
cuantificaron mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia

(HPLC) y espectrofotometria.
5.5.2 Reaccion con enzima inmovilizada

Se realiz6 en 1 mL de agua a pH 5 con 1 mg de pNP-F, 10 mg de
lactosa, al cual se adiciond la enzima inmovilizada en 40 mg de
Eupergit®CM calentandose a 60°C durante 24 horas con agitacion
orbital. Los productos se cuantificaron mediante HPLC vy

espectrofotometria.
5.6 Identificacion y cuantificacion de los productos de reaccion

La identificacion y cuantificacion del oligosacarido se llevé a cabo mediante un sistema
de HPLC con detector de dispersion de luz SOFTA 300s, Kromatek, con un flujo de
nitrogeno de 62.5 psi, una temperatura de nebulizador de 10°C y una temperatura de
evaporacion de 45°C; una bomba LAB Alliance con un flujo de 0.3 mL/min de agua
desionizada como fase movil, y una columna para monosacaridos Hamilton HC-75 a

un temperatura de 75°C.

La cuantificacion del pNP liberado se realizé por espectrofotometria con un

espectrofotometro Schimadzu UV-1800 a una longitud de onda de 410 nm.
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5.7 Cinética de sintesis del fucooligosacarido

5.7.1 Cinética de reaccion con enzima libre

Para realizar la sintesis, se utiliz6 una concentracion de 146 pmol/mL
de lactosa y 10.5 pmol/mL de pNP-F en 2 mL de agua a pH 5, a los
cuales se adicionaron 20 uL de la solucién de a-fucosidasa a 60°C

durante 3 horas en agitacion magnética.

Se tomaron muestras de 250 yL de la reaccion a los 25, 50, 75, 100,
125, 150, 175 y 200 min; se apartaron 100 pL para la cuantificacion
de productos mediante HPLC vy, a partir del resto de la muestra, se

hizo una dilucion 1:100 para cuantificar pNP por espectrofotometria.

5.7.2 Cinética de reaccion con enzima inmovilizada

Se utiliz6 una concentracion de 146 pmol/mL de lactosa y 10.5
pmol/mL de pNP-F en 2 mL de agua a pH 5, a los cuales se
adicionaron 80 mg de Eupergit®CM con a-fucosidasa calentando a

60°C durante 24 horas con agitacion orbital.

Se tomaron muestras de 250 uL de la reaccion con ayuda de una
jeringa para insulinaalas 3, 5, 9, 12, 15, 18, 21 y 24 h; se apartaron
100 pL para la cuantificacion de productos mediante HPLC y, a partir
del resto de la muestra, se hizo una dilucién 1:100 para cuantificar

pPNP por espectrofotometria.
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5.8 Reutilizacion de la enzima y vida de anaquel

Se realiz6 una sintesis en 1 mL de agua a pH 5 con 1 mg de pNP-F, 10 mg de lactosa
y 40 mg de Eupergit®CM con la enzima inmovilizada a 60°C durante 24 horas con
agitacion orbital. Al término de la reaccion, las esferas fueron filtradas y lavadas con
amortiguador de fosfatos (0.05 M, pH 5) para, posteriormente, realizar la
determinacion de la actividad enzimatica, en la cual se utilizé 1 mg de pNP-F en 1 mL
de amortiguador de fosfatos (pH 5, 0.05 M) y una temperatura de 60°C, en agitacion
orbital mediante un sistema adaptado con un rotavapor. A continuacion, el liquido de
la reaccion fue separado del soporte con ayuda de una jeringa para insulina,
posteriormente, se cuantificd el pNP liberado con un espectrofotémetro Schimadzu
UV-1800 a una longitud de onda de 410 nm cada 2 minutos durante 10 minutos. Este
procedimiento se realizd 3 veces mas con las mismas esferas de Eupergit®CM

utilizadas inicialmente.

Las esferas restantes fueron almacenadas en amortiguador de fosfatos (0.05 M, pH 5)
a 4°Cy, del mismo modo, se determind la actividad enzimatica a los 7, 14, 21, 28 y 35

dias.
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6. Resultados y discusidn

6.1 Condiciones de inmovilizacion

Se realiz6 la inmovilizacién de la a-fucosidasa en Eupergit® CM en amortiguador de
fosfatos 1.5 M a pH 5, 4°C y agitacion magnética tenue durante 24 h (Procedimiento
1). Se calculd la actividad de la fucosidasa inmovilizada utilizando 4-nitrofenil-a-L-
fucopirandsido (pNP-F) como sustrato y se determind que el rendimiento de
inmovilizaciébn era muy bajo (ver Tabla 1). Las esferas de Eupergit®CM fueron
observadas en el microscopio optico, donde se reveld que la mayoria de éstas estaban

rotas, por lo cual se buscé modificar las condiciones del proceso de inmovilizacion.

Con base en la literatura, se llevaron a cabo inmovilizaciones en amortiguador de
fosfatos 1.5 M a pH 5y pH 7 (Procedimiento 2 y 3, de manera respectiva), ambas con
agitacion orbital (150 rpm) a 25°C. El movimiento orbital permitié que la agitacion se
realizara adecuadamente sin que las esferas del soporte sufrieran dafno aparente. Los
rendimientos alcanzados en estas condiciones mejoraron notablemente con respecto
al proceso anterior, siendo la inmovilizacion en pH 7 la que mostré un mejor

rendimiento (ver Tabla 1).

Da Silva et al. (2012) informan un rendimiento de inmovilizacion de 85.02% para la 8-
galactosidasa de Kluyveromyces lactis en Eupergit®C, mientras que Brandi,
D’Annibale, Galli, Gentili y Nunes (2006) reportaron un valor del 84% para la lacasa
de Trametes villosa en el mismo soporte, por lo que se concluye que los rendimientos
obtenidos para la a-fucosidasa de Thermotoga maritima son buenos, y que los
Procedimientos 2 y 3 son eficientes para llevar a cabo la inmovilizacién.

Tabla 1. Rendimiento de inmovilizacién de fucosidasa en Eupergit®CM en las diferentes condiciones
de inmovilizacion.

0.00125 19.6
0.00468 81.4
0.00479 89.9
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6.2 Determinacion Km y Vmax de fucosidasa libre e inmovilizada

Se determind la velocidad de reaccion a diferentes concentraciones de sustrato para
la enzima libre (ver Figura 1) y la inmovilizada (ver Figura 2) para obtener el Km de la
enzima en ambas condiciones y conocer el efecto de la inmovilizacién de la fucosidasa

en la afinidad por el sustrato.

1.600 y =0.6598x + 0.0167
0.87mM ©0.35mM ©0.17 mM R? = 0.9837
1.400 y = 0.6409x - 0.1089
200 0.1mM ©0.07mM ©0.03mM R = 0.9856
' y = 0.5932x - 0.0289
< 1.000 o R? = 0.9955
E e y = 0.5259x - 0.0005
= 0.800 §ie” Rz = 0.9927
2. 0,600 S y = 0.433x + 0.0979
g e R? = 0.9977
0.400 T 3 y = 0.2402x + 0.184
o R?=0.9818
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@
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0 0.5 1 15 2
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Figura 1. Velocidad de reaccion de fucosidasa libre a diferentes concentraciones de pNP-F.
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Figura 2. Velocidad de reaccion de fucosidasa inmovilizada a diferentes concentraciones de pNP-F.
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Con los datos obtenidos, se aplicé el modelo de Michaelis-Menten para ambas

condiciones de la enzima (ver Figura 3).

Enzima libre Enzima inmovilizada
0.7 0.35, 0.641 0.006
0.6 0.005
. 0.17, 0.593 0.87,0.660 _ 0.87, 0.0054
E 0.5 0.10, 0.526 E 0.004 0.35, 0.0045
S 04 [0.07,0433 S 0003 0.17,0.0034
£ 0.3 £ 0.10, 0.0026
=20.2 0.03,0.240 0002 70,07,0.0018
0.1 0.001 . 0.03,0.0013
0.0 0.000
0.00 0.50 1.00 0.00 0.50 1.00
[PNP] (mM) [PNP] (mM)

Figura 3. Representacion grafica del modelo de Michaelis-Menten.

Y, posteriormente, se graficé el inverso de la velocidad contra el inverso de la
concentracion de sustrato para obtener una recta segun el modelo de Lineweaver-

Burk y asi estimar el Km (ver Figura 4).

Enzima libre Enzima inmovilizada

4.5 900

4.0 800
S 35 S 700
£ 3.0 £ 600
£ 25 < 500
£ £
= 20 y=0.097x + 1.1773 < 400 y = 21.142x + 179.02
2 15 R? = 0.9579 < 300 R2 = 0.9724

1.0 200

0.5 100

0.0 0

0.0 20.0 40.0 0.0 20.0 40.0
1/[pNP] (mM-1) 1/[pNP] (mM-1)

Figura 4. Representacion grafica del modelo de Lineweaver-Burk.
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Tarling et al. (2003) reportan un valor de Km de 0.032 mM para la a-fucosidasa de
Thermotoga maritima en su forma silvestre a pH=5 y 60°C, mientras que el valor
obtenido para la a-fucosidasa utilizada en el presente estudio es ~2.6 veces mas alta
(Ver Tabla 2).

Por otro lado, el valor de Km para la enzima inmovilizada en Eupergit®CM es ~1.4
veces mas grande que el valor de la fucosidasa libre, lo que concuerda con resultados
anteriores sobre enzimas inmovilizadas en Eupergit®, por ejemplo, Hernaiz & Crout
(2000) reportaron un aumento del valor de Km para la 3-galactosidasa de B. circulans,
de 5a 14.2 mM (2.84 veces mas grande), después de la inmovilizacion, y Da Silva et
al. (2012), por su parte, sefalaron un incremento de Km, de 30.33 a 104 mM (-~ 3.4
veces mas grande), después de la inmovilizacion de B-galactosidasa de
Kluyveromyces lactis. Este aumento se debié probablemente a cambios
conformacionales de la enzima durante el proceso de inmovilizacién, los cuales
resultaron en una menor posibilidad de formar el complejo enzima-sustrato o menor

accesibilidad del sustrato a los sitios activos de la enzima inmovilizada.

Tabla 2. Vmax ¥ Km de la enzima inmovilizada en Eupergit®CM y de la enzima libre.

' Fucosidasalibre =  0.082 0.849
- Fucosidasa inmovilizada  0.118 0.006
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6.3 Sintesis del fucooligosacarido

Para la produccion del oligosacarido fucosilado, se realiz6 una reaccién con a-
fucosidasa, que hidroliza el enlace a-(1-4) del pNP-F, el cual actua como sustrato
donador vy transfiere la fucosa a un grupo hidroxilo disponible en la galactosa del

sustrato aceptor (lactosa) para lograr la sintesis de fucosil-lactosa (Ver Figura 5).

Figura 5. Sintesis de fucosil-lactosa.
6.3.1 Sintesis con enzima libre

La reaccion de sintesis con la enzima libre se realizé con 1mg de pNP-F
(3.5x10% mol) y 10 mg de lactosa (2.92x10° mol) durante 3 horas. La muestra
fue inyectada en el equipo de HPLC (Ver Figura 6), donde se separaron e
identificaron los picos de la enzima, lactosa, fucosa, y del oligosacarido

sintetizado, por comparacion con estandares puros.

Figura 6. Reaccion de sintesis con enzima libre.
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6.3.2 Sintesis con enzima inmovilizada

La reaccion con enzima inmovilizada también se realizé con 2.92x10-° mol de
lactosa y 3.5x10 mol de pNP-F y 40 mg de Eupergit®CM con a-fucosidasa
durante 3 horas. La muestra fue inyectada en el equipo de HPLC, donde se
observd que no se habia efectuado la reaccion (ver Figura 7), ya que el pico

correspondiente al fucooligosacarido de interés no pudo apreciarse.

Figura 7. Reaccioén de sintesis de 3 horas con enzima inmovilizada en Eupergit®CM.

Con dicho resultado, se considerd que el tiempo designado no fue suficiente
para la hidrolisis completa del sustrato ni para la reaccidn de sintesis. De
acuerdo con esto, se repitid el procedimiento dejando la reaccién durante 4,
8 y 24 horas, siendo la ultima donde si se logré producir el fucooligosacarido,

como se muestra en la Figura 8.

Figura 8. Reaccion de sintesis de 24 horas con enzima inmovilizada en Eupergit®CM.
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Al comparar los resultados obtenidos con los de la reaccion efectuada con enzima libre
(ver Figura 9) y cuantificar la concentracion de cada producto (ver Tabla 3), se observo

que la reaccion de 24 horas con la enzima inmovilizada en Eupergit® CM lograba
resultados similares a la sintesis de 3 horas.

Figura 9. Reaccion de sintesis de 24 horas con enzima inmovilizada en Eupergit®CM vy reaccion de
sintesis de 3 horas con enzima libre.

Tabla 3. Concentraciones de pNP, fucosa y fucosil-lactosa obtenidas en las reacciones de sintesis
con la enzima libre (3 h) y la inmovilizada en Eupergit®CM (24 h).

3.32 3.15

3.45 3.77
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6.4 Efecto de la concentracion de sustratos en la sintesis del

oligosacarido

Se aumentod la concentracion de lactosa, de 10 mg/mL (29.2 pmol/ml) a 50 mg/mL (146

pmol/mL), de pNP-F, de 1 mg/mL (3.5 pmol/mL) a 3 mg/mL (10.5 ymol/mL), en la

reaccion con fucosidasa libre y fucosidasa inmovilizada para conocer el efecto de cada

uno de los sustratos sobre la sintesis del oligosacarido fucosilado y, asi, determinar

las condiciones mas favorables para su produccion.

6.4.1 Efecto de la concentracién del sustrato aceptor

Como se muestra en la Figura 10, al aumentar 5 veces la concentracion del
sustrato aceptor (lactosa), se observo un incremento considerable en el pico
correspondiente al oligosacarido, ya que su concentracion aumenta mas de 6
veces el valor obtenido en la reaccion con 10 mg de lactosa; esto significa que
la presencia de lactosa en mayor cantidad favorece la sintesis de fucosil-
lactosa, de tal manera que la fucosa total tedrica (3.5umol/mL) utilizada por la
enzima para producir el fucooligosacarido aumenta de 6 a 41% con la enzima

libre, y de 6 a 39% con la enzima enlazada en Eupergit®CM (ver Tabla 4).

|Reaccién con enzima libre (10 mg lactosa, 1 mg pNP-F)
Reaccién con enzima libre (50 mg lactosa, 1 mg pNP-F)

. . Fucosa
Fucooligosacérido
Lactosa

T mTTI FTT T T TT17 T UL I VI

0

T T T T T T
5 10 15 20 5 30
[min.]

Figura 10. Efecto de la concentracion de lactosa en la reaccion de sintesis con enzima libre e

inmovilizada.
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Valtage

Tabla 4. Concentracién de sustratos y productos.

29.2 3.5 0.22 6%

29.2 3.5 0.21 6%
146 3.5 1.42 41%
146 3.5 1.36 39%

*Con respecto a la concentracion tedrica de pNP-F (3.5 pmol/mL)

6.4.2 Efecto de la concentracion del sustrato donador

Al incrementar la concentracién del sustrato donador también aumentd la
concentracion de fucosil-lactosa (ver Figura 11), sin embargo, el resultado fue
menor que el obtenido al aumentar el sustrato aceptor, ya que al adicionar 3
mg/mL (10.5 pmol/mL) de pNP-F a la reaccién, la concentracion del
oligosacarido aumenta solo el doble, y la fucosa total utilizada para la sintesis
disminuye de 6 al 4% (ver Tabla 5); lo que indica que estas condiciones

favorecen mas la reaccion de hidrdlisis que la de sintesis.

Reaccién enzima inmovilizada (10 mg lactosa, 3 mg pNP-F)
“Reaccion enzima inmovilizada (10 mg lactosa, 1 mg pNP-F)
Reaccidn enzima libre (10 mg lactosa, 3 mg pNP-F)
Reaccién enzima libre (10 mg lactosa, 1 mg pNP-F)

Fucosa

Time [min.]

Figura 11. Efecto de la concentracion de pNP-F en la reaccion de sintesis con enzima libre e

inmovilizada.
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Voltage

0.8+

0.6

0.4

0.2+

0.0

Tabla 5. Concentracién de sustratos y productos.

3.5

292 0.21 6%
29.2 3.5 0.22 6%
29.2 10.5 0.45 4%
292 10.5 0.47 4%

*Con respecto a la concentracion tedrica de pNP-F (3.5 y 10.5 pmol/mL)

6.4.3 Efecto de la concentracion de ambos sustratos

Posteriormente, se llevo a cabo una reaccion aumentando la concentracion
de ambos sustratos al mismo tiempo (ver Figura 12), lo que permitio la
obtencidn de fucosil-lactosa con una concentracion 16-17 veces mayor que la
obtenida en la reaccidn inicial, con 10 mg de lactosa y 1 mg pNP-F (ver Tabla
6).

Reaccion con enzima inmovilizada (10mg lactosa, 1mg pNP-F)
-Reaccion con enzima inmovilizada (50mg lactosa, 3mg pNP-F)
Reaccion con enzima libre (10mg lactosa, 1mg pNP-F)
‘Reaccién con enzima libre (50mg lactosa, 3mg pNP-F

)

Fucosa

Figura 12. Efecto de la concentracion de lactosa y pNP-F en la reaccién de sintesis con enzima libre

e inmovilizada.
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Tabla 6. Concentracién de sustratos y productos.

292 3.5 0.21 6%
29.2 3.5 0.22 6%
146 10.5 3.9 37%
146 10.5 3.4 32%

*Con respecto a la concentracion tedrica de pNP-F (3.5 y 10.5 pmol/mL)

Finalmente, se concluye que la concentracién de los sustratos que favorece mas la
sintesis del oligosacarido es 146 pymol de lactosa y 10.5 ymol de pNP-F, debido a que
con estas condiciones la reaccion presentd concentraciones mas altas de

oligosacarido fucosilado.
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6.5 Cinética de sintesis de fucooligosacarido

Debido a que la reaccién con 146 pmol de lactosa y 10.5 pmol de pNP-F presenté la
mayor concentracion de oligosacarido sintetizado, se utilizaron estas condiciones para
determinar la cinética de la reaccidn con la enzima libre y con la enzima inmovilizada,
a fin de conocer el comportamiento de la fucosidasa y la variacion de sustratos y
productos a diferentes tiempos de reaccion, de tal manera que se tomaron 8 muestras

en cada caso.
6.5.1 Cinética con la enzima libre

Se recolectaron muestras cada 25 minutos durante 200 minutos y fueron inyectadas
en el equipo de HPLC. Los cromatogramas obtenidos mostraron el aumento gradual

de la concentracion del oligosacarido (Ver Figura 13).

Figura 13. Cinética de sintesis del fucooligosacarido con enzima libre.
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Se calculd la concentracion de pNP liberado y la del fucooligosacarido. Se observo
que se produce una mayor cantidad del oligosacarido durante los primeros 25 min,

posteriormente, el incremento en la concentracion es menor (Ver Figura 14).

Asimismo, se determiné que la velocidad de formacion del oligosacarido fucosilado es
de 0.039 pmol/min y que la velocidad de hidrdlisis del pNP-F es de 0.089 umol/min
(ver Figura 14).

y =0.089x + 0.4148
7 R? = 0.9057

5 |y=0.039x+0.1879
3 9 R%2=0.9

Concentracion (umol/mL)

0 25 50 75 100 125 150 175 200
tiempo (min)

®— Oligosacarido pNP

Figura 14. Cinética de reaccion con enzima libre.
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6.5.2 Cinética con la enzima inmovilizada

Las muestras fueron tomadas cada 3 horas durante 24 horas (ver Figura 15); se
observo el aumento progresivo de la sintesis de fucosil-lactosa hasta las 15 horas,
después de este tiempo, la concentracion del oligosacarido aumenta muy poco; e

incluso, como se observa en la Figura 16, parece constante.

Figura 15. Cinética de sintesis del fucooligosacarido con enzima inmovilizada en Eupergit®CM.

Con lo anterior, se determiné la velocidad de hidrdlisis del pNP-F y la velocidad de
sintesis de fucosil-lactosa (ver Figura 16). La velocidad de formacién del oligosacarido
fucosilado es de 0.2071 umol/hora (0.0035 ymol/min), mientras que la velocidad de
hidrolisis del pNP-F es de 0.4806 umol/hora (0.0080 pmol/min).
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Figura 16. Cinética de reaccién con enzima inmovilizada en Eupergit®CM

En general, las velocidades de reaccion fueron 4 veces menores para la enzima
inmovilizada en comparacion con la enzima libre, lo que se debe probablemente a que
la inmovilizacién de la enzima provoca dificultades en la difusion del sustrato al sitio
activo del catalizador, hecho que puede ser atribuido a una alteracién de la estructura
tridimensional de la fucosidasa o a una desactivacién parcial de la enzima debido a
una interaccion entre los grupos oxirano presentes en el Eupergit®CM vy el sitio activo,
como se ha informado para la B-glucosidasa (Tu et al., 2006) y para la B-galactosidasa
(Hernaiz & Crout, 2000).
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6.6 Reutilizacion de la enzima y vida de anaquel

La enzima inmovilizada se reutilizd 4 veces en reacciones de sintesis y se calculd su
actividad residual después de cada reaccion. De acuerdo con la Figura 17, después
de 4 veces de ser reutilizada, la enzima en Eupergit®CM disminuye su actividad hasta
un 43%. Esto puede deberse a un desprendimiento de la fucosidasa del soporte debido
a las condiciones de reaccion o incluso a una modificacion fisica en el soporte que
provoca la pérdida de la enzima, ya que a pesar de que en la literatura se reporta que
el soporte es muy estable, se debe considerar que la reaccion de sintesis del
oligosacarido se lleva a cabo en un tiempo mas prolongado (24 h) y a una temperatura
mas elevada (60 °C) en comparacion con las condiciones generalmente utilizadas en
enzimas inmovilizadas en Eupergit®. Por ejemplo, Alptekin et al. (2010) emplearon
una temperatura de 25°C y un tiempo de reaccion maximo de 82 min para la catalasa
de higado bovino; por su parte, Tu et al. (2006) reportaron condiciones de reaccion de
50°C y 30 min para la B-glucosidasa de Aspergillus niger; Bezbradica et al. (2005),
37°C y 3 h para la lipasa de Candida rugosa; Braga et al. (2014), 10°C y 120 min para
la B-galactosidasa de Kluyveromyces marxianus; Da Silva et al. (2012), 40°C y 60 min
para la B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis; y Brandi et al. (2006), 25°C y 24 h

para la lacasa de Trametes villosa.

120
100 89

71
80 65

60
43

40

Actividad residual (%)

20

0 1 2 3 4
Numero de veces de reuso

Figura 17. Reutilizacién de la enzima inmovilizada en Eupergit®CM
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Para conocer la vida de anaquel, la fucosidasa inmovilizada y la libre fueron
almacenadas a 4°C en amortiguador de fosfatos a pH 7 y se calcul6é su actividad

residual en estas condiciones durante 35 dias.

Como se muestra en la Figura 18, la actividad residual de la enzima libre se reduce
muy poco durante este tiempo, de manera que en la ultima medicion cuenta aun con

el 92.3% de su actividad inicial.

120.0
3 .
‘_:‘,’ 96.6
S 80.0 88.0
/2]
o
g 60.0 70.7 70.7
o
=
G 55.6
< 400
20.0
0.0
0 7 14 21 28 35
Tiempo de almacenamiento (dias)
Enzima libre Enzima inmovilizada

Figura 18. Vida de anaquel de la fucosidasa inmovilizada y libre

Sin embargo, después de los 35 dias de almacenamiento, hay una reduccién de casi
la mitad de la actividad de la enzima en Eupergit®CM (55.6%), lo cual representa una
pérdida importante en comparacion con otros resultados. En el caso de Hernaiz y
Crout (2000), se reporta que la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae sélo pierde el
4% de su actividad después de 4 meses de almacenamiento y la catalasa de higado

bovino mantenia el 68% de su actividad inicial después de 28 dias a partir de la
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inmovilizacion (Alptekin et al., 2010), aunque Braga et al. (2014) indicaron una pérdida

del 50% para la B-galactosidasa de Kluyveromyces marxianus después del quinto uso.

Finalmente, se considera que se cumple la hipotesis propuesta, ya que se logro
producir mayor cantidad de fucosil-lactosa con menor cantidad de a-fucosidasa de
Thermotoga maritima, debido a que el proceso de inmovilizacién permite que se
reutilice gracias a la union establecida con el Eupergit®CM de acuerdo con las
propiedades de dicho soporte reportadas por diferentes autores como Katchalski-
Katzir y Kraemer (2000), Mateo et al. (2000) y Braga et al. (2014), por mencionar

algunos.

59



7. Conclusiones

-Se consiguid la inmovilizacion de la enzima a-fucosidasa en Eupergit®CM

alcanzando un rendimiento de inmovilizacion de 89.9%.
-Se logré la sintesis del oligosacarido fucosilado con la enzima inmovilizada.

-Se obtuvieron los valores de Km para la enzima libre (0.082 mM) y para la
enzima inmovilizada (0.118 mM) y se comprob6 que la inmovilizaciéon causa
dificultades en la difusion del sustrato al sitio activo de la enzima, lo que conduce

a un tiempo de reaccién prolongado.

-Se establecio que el tiempo de reaccion para obtener resultados similares a

la enzima libre es de 18 h.

-La sintesis del oligosacarido fucosilado se favorece a concentraciones altas
de lactosa (sustrato aceptor) y de pNP-F (sustrato donador), aunque en menor

grado en este ultimo caso, debido a que se favorece mas la reaccion de hidrdlisis.

- La enzima inmovilizada se logré reutilizar 4 veces, sin embargo, su actividad

disminuye a un 43% con respecto a su actividad inicial.

-La actividad residual de la enzima libre se reduce a 92% durante su
almacenamiento por 35 dias, mientras que la de la enzima inmovilizada

disminuye a un 55.6% durante el mismo periodo en las mismas condiciones.
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