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|.1. Importancia biologica de las glicoestructuras

|.1.1. Oligosacaridos y glicoconjugados

Es bien conocido que los oligosacaridos presemtéssesuperficies de las membranas
celulares juegan un importante papel en el prodeseconocimiento y comunicacion
celular, mediante la interacciéon de los mismos dimersas proteinas (como por
ejemplo las lectinas), actuando como mediadorgsr@resos como la adhesién o la
sefializacién celular, y desencadenando con ellorespuestd® Y es asi como
células, toxinas, bacterias, virus y otros micraaigmos interaccionan con
receptores de la superficie celular, los cualesnanhos casos son glicoconjugados
(glicolipidos, glicoproteinas o proteoglicanos, ey 1. Representacion de algunas de
las interacciones moleculares que ocurren en labrama celular donde participan
glicoconjugados. (Imagen obtenida de la pagina
http://www.ncnr.nist.gov/programs/reflect/cnbt).)participando con ello en la
mediaciéon de multitud de fendmenos bioldgicos stalemo la inflamacion, procesos

tumorales, defensa inmune e infecciones viricagcyoianas?®

proteinas

toxinas

Figura 1. Representacion de algunas de las interaccionescolates que ocurren en la
membrana celular donde participan glicoconjugaddsiagen obtenida de la péagina

http://www.ncnr.nist.gov/programs/reflect/cnbt).
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Junto a lo anteriormente sefalado, los glicocomjagalesempefian otros papeles en
los procesos celulares, como es su posible empmlem enarcadores tumorales. El
conocido antigeno Thomsen-Friedereich, abreviadnocantigeno T representa un
importante ejemplo de este tipo de carbohidradta E&smpuesto por la unid{l-3)

de una molécula de galactosa con Macetil-galactosamina (disacéarido llamado
galactoN-biosa), unida a su vez a una serina 0 treoninairde mucina de la
superficie celular [GaB(1-3)-GalNAc-Ser/Thr] (Figura 2A). Pertenece adaflia de

los llamados antigenos de tipo carbohidrato asosiadtumores (TACA, del inglés
Tumor-associated carbohydrate antigens), resul@&lda glicosilacion aberrante
causada por los trastornos metabdlicos que sufiencélulas al convertirse en
cancerigenas. Este antigeno fue descubierto en 1930 sin denssiadscendenchi,
sin embargo varias décadas después, ésta moléauapyecursor, el antigeno Tn
(GalNAc-Ser/Thr, Figura 2B), se han asociado deerainequivoca a tumores:’
llegando a ser expresiones inmunorreactivas del 88%os carcinomas de pecho,
colon, vejiga y préstata, que no aparecen en tejisanos.®>'Las estrategias
antitumorales desarrolladas en los ultimos afiasetiecomo base la obtencion de
anticuerpos frente a glicopéptidos sintéticos atidsede estos epitopos, alcanzando

distintos niveles de éxito.

A) OH OH B) )
OH OH OH OH

C
OH OH OH
Q Q 0 Q Ho R
HO 0o H HO 0 OH
NH NH
NH OH
OZQ Ser/Thr Ser/Thr OZQ
0=
Figura 2. Estructura de algunos disacéridos y glicoconjugadeolucrados en procesos de

reconocimiento celularA) Antigeno T (GaB(1-3)-GalNAc-Ser/Thr);B) Antigeno Tn
(GalNAc-Ser/Thr)C) LactoN-biosa (Galp(1-3)-GIcNACc).

Los antigenos de Lewis de tipo I, en cuya estractmcontramos el disacarido
formado por la uniérB(1-3) de galactosa coNl-acetil-glucosamina [Gdl{1-3)-
GIcNAc], también llamado lactb-biosa (Figura 2C), constituyen también un
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importante ejemplo en este campo. Su expresion eueatra localizada
fundamentalmente en los fibroblastos y el lumenélelas epitelias en los individuos
sanos**3 participando en los procesos de extravasacfobebido al metabolismo
modificado de las células tumorales, se han eramdoten la superficie de células de
cancer de pecho, colon, estbmago, pancreas y medand™ La sobreexpresion de
estos antigenos favorece la metastasis de lasasélumorales, debido a su
participacién en los ya citados procesos de exsemian™® El tratamiento con
anticuerpos frente a estos antigenos ha probaddisaz para inhibir la metastasis en
cancer de pancreas de ratones, lo que los convamteinteresantes dianas

terapéuticas’

La molécula de lactd-biosa es también un componente fundamental thetiaN-
tetraosa [GaP(1-3)-GIcNAc(1-3)-Gal$(1-4)-Glu], tetrasacarido presente en la
leche humana al que se atribuyen cualidades predBée inmunomoduladoras.
(Figura 3)*

OH OH OH

O HO 0, ° oH

o)
HO o ©
oy HO o)
OH NH H
o=<
OH oy

Figura 3. Estructura de la lactd-tetraosa (Gap(1-3)-GIcNAc$(1-3)-Gal$(1-4)-Glu)

En las actuales terapias disponibles para aquphl#siogias relacionadas con la
interaccion y el reconocimiento de un patdégenocstexia problematica asociada de
gue no son totalmente curativas, y que suelen mpasproblemas de eficacia a largo
plazo debido a la aparicion de resistencias. Tdldojustifica la actual busqueda de
terapias alternativa®*La busqueda de posibles moléculas que actlien como
inhibidores del desarrollo de los procesos de adhes los que estan implicadas las
interacciones carbohidrato-proteina se ha conwegidun objetivo prioritario para el
desarrollo de nuevos sistemas terapéuticos congapftocesos patolégicos que

median en dichas interaccion€s:*® Sin embargo, para poder evitar la citada

10
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adhesion, resulta imprescindible entender a niveleoular los procesos de

interacciones especificas que tienen lugar erdrmtaéculas implicadas.

El proceso de aislamiento, purificacion y caragsion asociado a estos epitopos ha
supuesto sin embargo un impedimento al desarra@lcsd investigacion® si lo
comparamos con el de otras biomoléculas como acdiddgicos o proteinas. En los
ultimos afos se ha dado una creciente investiggeada obtener glicoconjugados
especificos en cantidades suficientes para llevaaba estudios que determinen su
verdadera implicacion en procesos tumorales o tinfes; asi como miméticos que
puedan ser utilizados en la lucha contra estaslogéhs. Alcanzar este objetivo
requiere de la exploracion de diversas metodoladgasintesis que permitan preparar
estos carbohidratos especificos, y sus analogograencantidad y un alto nivel de
pureza, asi como el desarrollo de sistemas mudtites que mimeticen los

glicoconjugados presentes en las membranas cedui&f&3!

|.2. Enzimas utiles en la sintesis de
oligosacaridos y glicoestructuras

Los oligosacaridos se localizan en las membrandslaces en forma de

glicoconjugados, unidos a lipidos o proteinas pdsa lugar a glicolipidos,

glicoproteinas o proteoglicano¥.Dadas sus diferentes implicaciones biolégicas y

patolégicas, se ha incrementado la optimizaciomed&odologias sintéticas para la

obtencion de moléculas que puedan reproducir ieeaginjugados presentes en los

fendmenos de reconocimiento molecular, asi congosdicaridos ligados a otros
33-38

fenémenos bioquimicos. Por ello se ha utilizadtesia quimica®**®enzimatica>®

“°0 bien una mezcla de ambas (quimioenzimatféa}.

El proceso de sintesis quimica de oligosacaridasuseteriza por sucesivos pasos de
proteccion y desproteccion, siendo imprescindialedrrecta activacion y proteccion

de la posicion anoméric¥ >*Algunas de las metodologias clasicas para la aifina

11
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y modificacién de carbohidratos fueron las dessrifor Koenigs y Knorr>®
Schmidt?”*® asi como Tietz&’ Dada la importancia que presenta la regio y
estereoselectividad requerida para obtener lasculaie de interés especifico para
cada finalidad se requieren numerosos pasos decpidh y desproteccion, lo que
conlleva la busqueda de métodos con la menor eahtig reacciones intermedias
para mejorar los rendimientos y disminuir la geoiérade subproductos y residuos,
tratando de contribuir con ello a la sostenibilidati proceso>®

Asi, la gran cantidad de residuos que se geneta gimtesis quimica se constituye
como una de las mas importantes desventajasa@é&mstde aproximacion, asi como
el uso de sustancias contaminantes como parte edionde reaccién, en muchos
casos utilizando precursores 6 disolventes halagend’>>>° agentes oxidantes
fuertes® o sales de metales pesados con Hg (Il) o AG'(f}°°Este hecho supone
claramente una incompatibilidad entre el hecho aiapleo de metodologias de
sintesis quimica y las metodologias sostenibless ge contravienen los principios
de: prevencion, economia atémica, sintesis menosaminantes (y/o toxicas),
disolventes y auxiliares mas seguros y reducciddedizados, todos ellos principios

béasicos de la quimica sostenilffe.

Desde la aproximacion planteada por la biocatalsesproponen procesos para la
sintesis de compuestos en condiciones ambientanbemntignas, con condiciones de
reaccion moderadas, catalizadores biodegradablemmpientalmente aceptables
(normalmente agua), donde ademas suelen transcamiralta regio-, quimio- y
estereoselectividad. A estas ventajas se les suneglgo de una menor generacion de
deshechos debido a que son rutas sintéticas mées.¢6P°* Todos estos factores
llevan a considerar la sintesis enzimatica de ségaridos como procesos mucho mas
sostenibles comparados con los procesos quimiaditnales. Ademas, se utilizan
sustancias menos toxicas, se disminuye el usoadtivies auxiliares y muchas veces

el disolvente es agua. Por otro lado, dependierddiglb de enzima utilizada las

12
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condiciones de sintesis se realizan a temperatprasyon ambiente. Todo ello est4
en clara sintonfa con varios de los principiosadguimica sostenibl&?

Las enzimas empleadas principalmente para lleveaba la sintesis enzimatica se
clasifican en tres tipos: 1) glicosidasas (E.C.13)22) glicosiltransferasas (E.C. 2.4.);
3) glicosintasas (E.C. 3.2.1. glicosidas83)siendo estas ultimas un grupo derivado

de las glicosidasas y unidas recientemente.

1.2.1. Sintesis de oligosacéaridos utilizando glicosidasas

Las glicosidasas constituyen una gran familia deinems (E.C.3.Xy.) que se
encuentran involucradas en la hidrélisis de enlatiessidicos. Estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza y han sido aisladaditerentes organismos, tanto

eucariotas como procariotds§°®

Gracias al avance de las actuales OMICs de lomastiafios, el numero de las
secuencias y estructuras tridimensionales de lasosglasas ha aumentado
enormemente. Esto a su vez ha llevado a un inctenenla complejidad de la
clasificacion de estas enzimas, que se puede basariltiples aspectos como las
similitudes de secuencia, la estructura tridimamaida especificidad de sustrato o el
mecanismo de reacciéf:®® Actualmente podemos encontrar que las mas de 6300
secuencias de glicosidasas se han agrupado erah@a$ basadas en la secuencia
aminoacidica. A su vez, estas familias se agruparfuacion de su estructura
tridimensional. Asi, las encontramos en 14 claneganizados por orden alfabético
desde GH-A hasta GH-N. La clasificacion en familiggorta una importante
informacion dado su caracter predictivo en cuant® especificidad por el sustrato,

el mecanismo de accidn o la posibilidad de queosadn productos secundarios en

la reaccion que catalizaff.

La mayoria de estas enzimas son exo-glicosidasasdeeir, que hidrolizan
anicamente residuos glicosidicos terminales, auniuebién existen las endo-
glicosidasas, que hidrolizan residuos glicosidid®sina cadena oligosacaridita’®"

! Las glicosidasas tienen la caracteristica de wesi@r la intervencion de ningdn

13
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cofactor y mostrar una elevada especificidad porresiduo glicosidico y la
naturaleza del enlace glicosidid8.>"* En el afio 1995, Withers y Aebersdfd
propusieron el mecanismo de reaccion en el cestreoade las glicosidasas, el cual

se mantiene vigente hasta hoy (Esquema 1).

En las secuencias de las glicosidasas se apreeiacmorme variabilidad. Sin
embargo, se ha encontrado que el centro activaecentddos residuos altamente
conservados de &cido glutdmico o aspartico (@IGIL7), que pueden actuar como
acido o base respectivamefiteEn el primer paso (Esquema 1), Ehactta como
acido, protonando el oxigeno anomérico del azucaorwirtiéndolo en un buen
grupo saliente, mientras que el residuo glicosdouse a Glti (lamado residuo
nucleofilo) como i6n oxonio. Entonces, el grupdesak ROH se ve desplazado por
la entrada en el centro activo de un compuestcenfild (R,OH), que en su medio
natural es el agud. En el segundo paso, el compuesto nucle6filgOf) es
desprotonado por Gluy se une al carbono anomérico del glicosilo jomismo
lado por el cual se expulsé el grupo saliente, eraéhdose la configuracion
original.

Algunas glicosidasas presentan la posibilidad dertir la configuracion sobre el
carbono anomérico (Esquema 2). Estas enzimas aetian solo paso, mediante el
cual uno de los residuos se comporta como acidooyr@ como base, desplazando

directamente al grupo saliente ROH, lo cual se afera un mecanismo de tipo
SNZ 72.

Las glicosidasas han sido muy empledas en la srdesoligosacaridos. Para que

estas enzimas lleven a cabo la sintesis requiegenoddiciones distintas a las

condiciones en sistemas biolégicos, donde el agtiaaomo nucledfilo (FOH) y

la enzima realiza exclusivamente hidrélisis. Esaslo de las glicosidasas, es posible
reemplazarla por otros nucleofilos, como puederoses glicésidos o alcoholes no

naturales (Esquema 2§."%
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Esquema 1.Mecanismo de reaccion en el centro activo dellessidasas con retencion de

la configuracion, propuesto por Withers y Aebergéld
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Esquema 2.Mecanismo de reaccion en el centro activo de liaegjdasas que invierten la

configuracion propuesto por Withers y Aeberséid.

En lo referido al mecanismo sintético, se ha prefudos aproximaciones:
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1. La aproximacién termodindmicae basa en favorecer la reaccion inversa mediante

el desplazamiento del equilibrio quimico, por loegse le suele conocer como
“hidrélisis inversa” o “sintesis por equilibrio cmalado”®® Requiere la optimizacion

de las condiciones de temperatura, pH, salinidadincipalmente afadir en exceso
productos de hidrdlisis (como galactosa, que atudespués como nucledfilo), y
disminuir la presencia de agua, para desfavorecidrolisis.?® Para llevarlo a

cabo se suelen utilizar mezclas de agua-disolvesngando que ésta alcance
concentraciones importantes y con ello disminuydad@osibilidades de que pueda

entrar al centro activo de la enzima y disminuhitdlisis.

OH on <H oH & OH on HJY Ry
o
Q Q
Ho&/om on - \ Ho% /
OH
i N
R V \R1 = Glucosa

OH

HO  OH HO  OH
0] Q O
OH o OH
HO HO HO

OH OH OH

Hidrdlisis Transglicosidacion
Esquema 3:Mecanismo de reaccion de las glicosidasas orierddd hidrdlisis o a la

transglicosidacion dependiendo del grupo nucled@file acceda al centro activo.

2. La aproximacion cinética o transglicosidacioepnsiste en usar glicésidos

activados que actuan como donadores; eéstos sanuoon el residuo de acido
glutamico del centro activo de la enzima formanlkdooenplejo glicosil enzima antes
descrito (Esquema 1) y al aumentar la concentradégbmceptor, este compite con las
moléculas de agua para realizar el ataque nudtenBbbre el complejo. En estos
casos, se suelen utilizar donadores que poseemdgenpos salientes, por ejemplo

glicésidos con fluoruros, azidapnitrofenil (pNF), entre otros. Una vez formado el
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producto de reacciéon, este puede ser hidrolizadolp@®nzima, pero este hecho
dependera de que la transglicosidacion sea méadarapie la hidrdlisis y que la
hidrolisis del producto de reaccion sea mas lentlg del donador, aunque por lo

general se obtienen bajos rendimienft&

La sintesis catalizada por glicosidasas presergangjgortantes ventajas: la primera,
€S que no necesita pasos de proteccion y despdipda segunda, que la
estereoquimica del carbono anomérico formado peed&olarse si se emplea la
enzima adecuada, aunque en muchos casos se obtiepeducto mayoritario y

mezcla de isomerdé?®’

Las glicosidasas se encuentran ampliamente extneid la naturaleza, existiendo
gran variedad atendiendo al tipo de sustrato quenmeen y segun el tipo de enlace
gue hidrolizan. Actualmente la oferta comercial lIde laboratorios japoneses,
europeos y americanos se ha incrementado, fundaimemite debido al gran
namero de aplicaciones de estas enzimas. Sin embadgp no existe suficiente

disponibilidad comercial de muchas de estas gliassis.

Dos de los organismos de interés para la busquedsagterizacion de glicosidasas
en el presente trabajo de investigacion han Balwllus circulansATCC 31382 y el

termofilo Sulfolobus sulfataricuB2.

1.2.1.1. B-GalactosidasaB-Gal-3 deBacillus circulansATCC 31382

Bacillus circulanses una bacteria mesoéfila, Gram positiva, en fodmdaston que
habita en el suel La cepa ATCC 31382 se sabe que es capaz de prdegi
isoformas dg-galactosidasa, cada una de las cuales hidrolizgpaoimleterminado de
enlace glicosidicof(1-3), B(1-4) y B(1-6)% En el afio 1997 se llevdé a cabo la
clonacion por primera vez del gen de la enzima adividad f(1-3), a la que se
denominéB-Gal-3 op-Gal-C° Esta enzima, con un tamafio de 67 kD, perteneze a |
familia GH35 de las glicosil hidrolasas. Ademéashdiolizar enlaces de tip(1-3),
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esta enzima también es capaz de llevar a caboiosaascde transglicosidacion
cuando se utiliza como donadpNF-3-D-Galactopirandsidop(NF-g-Gal) y como
aceptores GalNAc y GIcNAE,y en menor medida Manosa (M&hApara la sintesis
de Galp(1-3)-GalNAc, GalB(1-3)-GIcNAc y Galp(1-3)-Man respectivamente.

Tal como se describio anteriormente, los disacarfgld-3) presentan un papel
fundamental en la estructura de un gran nimerolidecgnjugados.*®*¢-9%gy
sintesis quimica se ha llevado a cabo y se ha izgiiilm para hacerla mas eficiente,
pero aln asi se caracteriza por pasos elaboradu®tecion y desprotecciér®”

19110 que hace mas interesante y sostenible la &ntesliante métodos enzimaticos.

En la actualidad, tan solo se encuentra comercrabradisponible Ig-galactosidasa
de testiculos bovinos, capaz de llevar a cabo rtesg del enlacg(1-3). Sin
embargo, su extraccion de un o6rgano animal supameingoveniente a su
disponibilidad para su uso a gran escala, y ad@megenta un bajo rendimiento del
28% en la sintesis de G(1-3)-GalNAc.'%%1%°

En nuestro grupo de investigacion se ha llevadab® el clonaje y expresion de la
proteinap-Gal-3, y se ha empleado para la sintesis de didasdGalf(1-3)-
GalNAc y Galf(1-3)-GIcNAc con altos valores de rendimiento taeto medios
tamponados como en presencia de solventes sostenibh dichos estudios, se
reportd un valor de rendimiento de transglicosdacdel 51% y 49% con los
aceptores GlucNac y GalNac respectivamente en methmponados, y un
incremento de la regioselectividad del 99% y 95% dos mismos aceptores
respectivamente, pero en presencia de una conciéntrde 2 M del cosolvente
DMA1.*%®

Finalmente, estudios posteriores de nuestro grepmestigacion llevados a cabo
con la misma enzima, pero en presencia de un 30%lel/liquido i6nico [Bmin]
[PF6], han reportado un rendimiento en la tranegllacion del 97% para los

aceptores arriba mencionadgs.
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1.2.1.2.3-Galactosidasa deBacillus circulans Biolacta No 5 (Daiwa

kasei)

La enzima comercial Biolacta No 5 de la casa Ddmsei (Osaka, Japdn), es (a
galactosidasa, proveniente del organisBexillus circulansy segun la literatura
consultada, éste preparado comercial se elabordacoapa ATTC 31382 descrita

anteriormenté®

Multiples estudios se han llevado a cabo empleasste preparado enzimatico,
determinando en ellos su capacidad sintética derrdant hidrélisis de lactosa,
identificando hasta 11 oligosacaridos como subprmsude la reacci6tf® 1%2%°por
otra parte, se han llevado a cabo ensayos de oeascde transglicosidacion, donde
principalmente se emplea pinitrofenil-B-D-galactopiranosidopNF-3-Gal) como
donador y laN-Acetil-D-glucosamina (GIcNAc) como aceptor. Deossensayos se
ha concluido que ésta enzima favorece la formadiérenlaces de tip8(1-4)
dando lugar mayoritariamente a la sintesis Niécetil-D-Lactosamina (Gal-
B(1-4)GIcNAc 6 LacNAc) y en menor proporcioN-Acetil-D-Alolactosamina
(Galf3(1- 6)GIcNAc 6 N-Allo, Esquema 4). Tal como se indiaiteaiormente, el
disacaridd3(1 - 4) presenta un papel fundamental en la estruceitandyran nimero

de glicoproteinas y glicolipido§:® 3

Sin embargo, resulta curioso que el preparado mahele Biolacta N°5 no lleve a
cabo la sintesis de oligosacaridos con enl¢ks 3), lo cual si ha sido descrito para
la cepa ATCC 31382 de éste organisifoHasta la fecha, ain se desconoce con
exactitud la razén de esta carencia de actividadgwe se ha descrito que pudiera
estar relacionado con una represion producida poneslio de cultivo utilizado

durante la produccién o bien, a pérdidas en elgsmde ultrafiltracién de Biolacta.

La sintesis de disacaridos @@ - 4)GIcNAc y Gal B(1-6)GIcNAc ha sido

ampliamente estudiada por varios grupos de inatig®®*>**’con la finalidad de
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mejorar los rendimientos del isomgs@l —4) o de cambiar su regioselectividad para
favorecer uno de los isémeros formados. Dentroadeektrategias empleadas para
mejorar este proceso, se han considerado comorgscaisminuir la temperatura, el
tiempo de incubacién (3h), las unidades enzimatigds) y el pH (5,0f°

OH OH

OH
PR
HO Oho OH
OH NH
o=§
OH OH H

° f-galactosidasa Gal-B(1,4)-GIcNAc
%O * HOMOH BiolactaN° 5 producto mayoritario
HO \©\
OH NH OH OH
0=
" m
(0]
HO
pNF-B-Gal GlcNAc OH%
HO OH
HO NH
o:Q

Gal-B(1,6)-GlcNAc
producto minoritario

Esquema 4.Sintesis dé&-acetil-D-lactosamina, isomefi{1 - 4), catalizada por Biolacta N°
5, utilizando GIcNAc como aceptorpNF{3-Gal como donador. Esta reaccidén suele generar

como producto secundadacetil-D-alolactosamina (isomeggl - 6)).

B-Galactosidasas aisladas de Biolacta No 5

En el afio 1984, Mozaffay col **® llevaron a cabo el aislamiento de dps
galactosidasas del preparado comercial de Biokat8, utilizando diverasas técnicas
de cromatografia de permeabilidad en gel y de datebio i6nico. Fruto de este
trabajo, se concluyé que lgsgalactosidasas aisladas, denominadas como | y I,
poseian un peso molecular aparente de 240 kDa ykID&) respectivamente. Este
valor se obtuvo por filtracion en gel (Sephadex 0B)2y se corroboré con
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS SSEAGE). Los parametros

determinados en dicho estudio se muestran €abla 1
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Sin embargo, 14 afios después, Vetere y Padldtgvaron a cabo un proceso de
purificacién con el fin de aumentar la regioseladfid en la sintesis de disacéaridos
utilizando 3-galactosidasas dB. circulans En este proceso de purificacion, ademas
de las do{3-galactosidasas (I y Il) descritas anteriormenteoatraron una tercera
isoenzima de este tipo. Estos autores llevarorba oa andlisis comparativo de las
enzimas aisladas, con respecto a las encontraiténrente por Mozaffay col '
aungue no se valoré en ningun caso la sintesidigizsacaridos con éstas enzimas.
La diferencia mas importante de ambos estudioglfpeso molecular de las enzimas
encontrada$'® Algunos de lo pardmetros medidos en este estusliensuentran

recogidos en laabla 1

Tabla 1. Comparacion de las propiedades deflamlactosidasas purificadas del preparado

comercial Biolacta No 5 en los estudios publicados.

Enzima PM PM AE. Ul/mg? AE Ul/mg " pH pH Temp. Temp.
(kDa)®  (kDa)" 6ptimo @ 6ptimo® Optima ® Optima ®
240 212 128 (2-16mM) 75,2 6,0 6,0 45 °C 44 °C
1] 160 145 56 (2-16mM) 15,3 6,0 4,0 60 °C 74 °C
Il -- 86 -- 10,2 -- 4,0 -- 60 °C

PM: peso molecular; AE: actividad especifit&studio realizado por Mozaffar col'*®® Estudio realizado por

Vetere y Paolett*®

Conviene resaltar que en ninguno de los dos estadites mencionados se lleva a
cabo electroforesis en condiciones no desnaturdéigani de las enzimas purificadas
ni del preparado comercial, a fin de poder obserearposible presencia de
subunidades y/o conglomerados liberados en el SAEEP Finalmente, todavia hoy
en dia, no se conoce a fondo cual de las tres asz&® la responsable de la sintesis

de cada uno de los disacarid@§1(-4] y B[1- 6]), pues los autores de los estudios
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de tales purificaciones no llevaron a cabo estudiosllo, y hasta la fecha no existen
publicaciones sobre éste tema.

Sin embargo, en nuestro grupo de investigacioteseé & cabo la semipurificacion de
las enzimas contenidas en el preparado comeradda, y, mediante su empleo, se

realiz6 el estudio de la capacidad sintétiticardifeial de las fracciones obtenid&S.

[.2.1.3.Glicosidasas desulfolobus sulfataricudP2

Las investigaciones en ambientes extremos llevadabo en las Ultimas décadas han
puesto de manifiesto la existencia de microorgamssncapaces de vivir en
condiciones que desde una perspectiva humana parmpesibles, a los cuales se les
conoce como extremofilos. Sus condiciones de vigeden implicar bajas 0 altas
temperaturas, valores de pH extremos 0 altos miveée sal, siendo el principal
requisito para su desarrollo la disponibilidad daaaliquida****Esta resistencia a
ambientes extremos hace de estos organismos, yspacial sus enzimas,

biocatalizadores de gran interés industffai*?’

Los organismos que poseen una temperatura Optirogedeniento entre 45°C y 80°C
se denominan termdfilos y los que superan este galalenominan hipertermofilos.
128.129130para entender la termoestabilidad de éstos organise han llevado a cabo
varios estudios, atribuyendo parte de la justifitaca la mayor cantidad de
interacciones moleculares presentes, como por &enguentes de hidrégeno,
interacciones idnicas, puentes disulfuro e intécaes hidrofébicas®' a la mayor
cantidad de cargas eléctricas en la superficieadprdteina, a un aumento en la
hidrofobicidad de su nudcleo y al reemplazo de a#tmims considerados como
“termol&biles” que estan expuestos al disolvelite->

Dentro de los organismos hipertermofilos, el génsulfolobus establecido por
Brock en 1972?? esta bastante estudiado. Incluye cepas termdéfibmstemperaturas
Optimas que se encuentran en el rango de 55°C°&€.88uelen ser generalmente

células esféricas que frecuentemente producendshuton una membrana celular

22



Introduccién

inusualmente falta de peptidoglucanos. De preféaeacidoéfila, toleran pH hasta 2-
3132 | a especieSulfolobus sulfotaricuses una bacteria aerobia terméfila, con
temperatura Optima de crecimiento de 80 °C y pHa21@®, que tiene la capacidad de
metabolizar azufre. Se he empleado como modelogbastudio de los mecanismos
de replicacion de ADN, transcripcion, traduccidmtegracion cromosOmica o ciclo

134-135¢consituyéndose en el organismo de la rama crenanmés estudiado.

celular,
Su cepa P2, empleada en el presente trabajo, basssmlienciada y anotada en un

proyecto conjunto entre la Unién Europea y Cartatia.

Con anterioridad, se habian caracterizado enzimfgcosidasas de cepas de
Thermus spcapaz de llevar a cabo reacciones hidroliticas raencion de la

configuracién anomérics?

Las termozimas (enzimas provenientes de organiderogofilos), presentan una
serie de ventajas frente a sus analogas mesdiilagor resistencia a disolventes
orgénicos, detergentes, cambios de 15#:2°**’0 que tienen una mayor estabilidad y
una vida media mas prolongada, lo que hace queirdigm la necesidad de

sustitucién en los procesos y facilita su almacéeam*®

En un trabajo realizado por el grupo de Dr Morapaiblicado en el afio 2003, se
llevé a cabo la clonacion del gen codificante denaimaa-fucosidasa d&ulfolobus
sulfataricus. En el mismo, se llevd a cabo el estudio de la ddpdcde
transglicosilacion de dicha enzima, empleando cosostrato donador ep-
nitrofenolw-L-fucopirandésido y como sustrato aceptor ptnitrofenola-D-
glucopiranésido. De dicha reaccion, realizada enptm fosfato 20 mM a una
temperatura de 75°C, se aislaron como productadisasaridosi-L-Fuc-(1-3)a-D-
Gluc-OpNF, a-L-Fuc-(1-2)a-D-Gluc-O-pNF y a-L-Fuc-(1-3)a-D-Fuc-OpNF .13

1.2.1.4. Sintesis de glicoconjugados utilizando lipasas
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Las lipasas (EC 3.1.1.3, triacilglicerol lipasasi $in grupo de enzimas que catalizan
la hidrolisis y sintesis de ésteres carboxiliceseScuentran ampliamente distribuidas
en la naturaleza, encontrandose en animales, plantemgos y bacterid®**! Se

caracterizan por su alta regioselectividad y estmiectividad:>'*

y una de las
principales caracteristicas es su alta promiscuidatlitica, definida como la
capacidad que poseen las enzimas de catalizariorascque se diferencian de su
reaccion fisiolégica naturdf>**’ Aprovechando esta caracteristica, se han logrado
realizar numerosas reacciones catalizadas pontdistiipasas en las que se obtienen
productos con enlaces distintos a éstétesales como: la sintesis de amidds,

h4’9—150

reaccion de Mannic adiciones aldélicds'y formacién de enlaces carbono-

carbono®?**3entre otras.

1.2.1.4.1. Mecanismo catalitico de las lipasas

Las lipasas son enzimas que debido a su mecanigmeatdlisis resultan muy
versatiles y dan lugar a numerosas reaccioneseEanismo catalitico de las lipasas
(Esquema 5) es muy similar al mecanismo que prasdas enzimas de tipo serin-
proteasas™ ™ En el afio de 1990, tras la realizacién de divemstsidios de
difraccién por rayos X, se encontraron dos estrastposibles para las lipasa3En
ellas se determind la presencia de una caractarissitructura Unica, que no se ha
encontrado en ningln otro tipo de enzima hastadaa™** Asi, las lipasas presentan
dos posibles formas: “tapadera abierta” y “tapadmaada’. La forma de tapa
cerrada es una forma inactiva que impide el acdeslos sustratos al centro activo

de la enzima y la forma de tapa abierta facilitastesd>”

En el primer paso del mecanismo catalitico deif@msas (Esquema 5), el sustrato
gque presenta un grupo éster, accede al centramai#iva enzima donde el carbonilo
es atacado por el hidroxilo de la serina formando pumer intermediario de

estructura tetraédrica. En este proceso, el grigroxilo de la serina cede el proton

que es captado por el nitrégeno imidazdlico debuesde una histidina adyacente.
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Dicha histidina queda cargada positivamente y estga es estabilizada por la carga
negativa del aspartato o glutamato vecinal. Laacaggativa que se habria originado
por la pérdida de un proton en la serina sufre ttar@sposicion, y se ubica en el

oxigeno del grupo que originalmente formaba el @aitb. Este oxianién es

estabilizado por residuos vecinales en el entoeh@ehtro activo de la enzima.

En el segundo paso, se rompe el intermediarioédti@o, debido a que el proton
presente en el residuo de imidazolio de la histidse transfiere a la cadena del
alcohol que formaba el éster inicial. De esta mars® libera una molécula de
alcohol y el resto de la molécula original quedaaral centro activo de la enzima
en forma de un complejo acil-enzima. Este compligiacil-enzima es atacado por
una tercera molécula nucleofilica cuya identidadimiza no esta limitada a los
grupos alcohol, sino que puede variar y con elldwzar a la formacion de distintos
tipos de sintesis. Cuando, en este paso, el gnipanée es una molécula de agua, se
lleva a cabo la hidrolisis, como suele ocurrir @s kistemas biologicos. Este
nucleofilo realiza un ataque sobre el carboniloadehplejo acil-enzima dando lugar

a la formacion de un nuevo intermediario tetraédciamo el del primer paso.

Finalmente, el sistema tetraédrico colapsa cuamdore® una segunda protonacion
sobre el oxigeno de la serina, dando lugar a éaddon de una nueva molécula (por
lo general un acido graso) y la restructuracionceeltro activo a su forma original.
Llevando a cabo una adecuada seleccion de losdiilmée es posible obtener una
variedad de productos, provocado por el hecho @elagi lipasas no restringen el
atague nucleofilico a un unico tipo de sustratas.sk funcion mas natural, las
lipasas utilizan agua para generar la hidrolisieste complejo acil enzima dando
lugar a la liberacién de &acidos gras¥ssin embargo se han descrito numerosas
reacciones con otros sustratos, tales como alcehmde obtener reacciones de
transesterificacioi’’ aminas para dar lugar a la aminél¥éfsel uso de amoniaco
para realizar reacciones de amonéfidel uso de peréxido de hidrégeno para

realizar perhidrolisiS®y el uso de hidracina, para la hidrazin6lf§fs.
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Esquema 5 Mecanismo catalitico de las lipasas (Adaptado derBty Verger):**

[.2.1.4.2.Lipasas en la sintesis de glicoconjugados

Dadas las numerosas ventajas de las lipasas caatddizadores, estas enzimas se

han utilizado en la sintesis de glicoconjugadosoli¢tivo fue obtener tensoactivos
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biodegradables al sintetizar ésteres de azUcarediane la acilacion de un grupo
hidroxilo del azlcar con acidos gras®s'®® Estos compuestos presentan también
actividad antimicrobiana contra organismos corBacillus subtilis Bacillus
stearothermophiluy Escherichia colilo que convierte a este tipo de compuestos en

sustancias con interés terapeufits:*®

Para la acilacion de azucares por lo general $eantidcidos grasos activados en
forma de ésteres vinilicB¢*® de ésta manera la reaccién se vuelve completamente
irreversible, pues el grupo vinilico saliente taoéoiza para formar acetaldehido

(Esquema 6).
(0]

o .
P : o R
o )k Lipasa é/
> o}

—
Azicar éster vinilico de acido graso azucar acilado
/—0
acetaldehido

Esquema 6.Representacion de la acilacion selectiva de unaadén posicion 6) a partir de

un éster activado, catalizada por una lipasa.

Tal como se muestra en la Tabla 2, la mayoriagleskcciones de acilacion descritas
empleando lipasas ocurren predominantemente sabpmdicion del hidroxilo del
carbono 6 del azucar, y utizando fundamentalmintgpasa deCandida antarctica
(CAL), principalmente su lipasa B (CAL-B), aunqué&ras enzimas como la de
Candida rugosa(CRL), Pseudomonas cepaci@CL) y Thermomyces lanuginosus
(TL) también han sido utilizadas.
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Tabla 2. Resultados descritos de algunas lipasas utilizadata sintesis de ésteres de

azucares acilados con &acidos grasos.

Enzima Acilante Azlcar Posiciones aciladasReferencia
CAL-B Laurato de vinilo Sacarosa 6, 6' [164]
Maltosa 6’ [164]
Glucosa 6 [168]
[164]
Palmitato de vinilo Sacarosa 6,6yl
Acido palmitico [169]
Acido laurico D-frutofuranosa 1

D-frutofuranosa

CAL Esteres de oxima de 2-desoxi-D-arabinohexopiranosa 6 [170]
acetona 2-desoxi-D-lixohexopiranosa
Butanoato de etilo Sacarosa 6y 6 [171]
Trehalosa 6y 6
Maltosa 6 [171]
Maltulosa 6,6'y1l
[171]
Dodecanoato de etilo Sacarosa 6y6
Trehalosa 6y6
Maltosa 6
CRL Acetato de vinilo 6-metil-O-Tritil- B-D- 2y3 (172]

glucopirandsido

PCL Esteres de la oxima 2-desoxi-D-arabinohexopiranosa 6 [170]
la acetona 2-desoxi-D-lixohexopiranosa
TL Laurato de vinilo Sacarosa 6,6'y1l [164]
Maltosa 6’
Glucosa 6
Palmitato de vinilo Sacarosa 6,6'y1l

CAL: C. antarctica CAL-B: lipasa B deC.antarcticg CRL: lipasa deC. rugosa PCL: lipasa dé°. cepacia TL:
lipasa deT. lanuginosugTL).

28



Introduccién

Otra estrategia utilizada para la obtencion de a®sc modificados es la
desproteccion regioselectiva de azuUcares peratadilanediante la utilizacion de
lipasas. Gudifioy col'”® han publicado la desacetilacién regioselectiva de
pentafurandsidos peracetilados, utilizando CAL-B mmesencia de etanol. Los
resultados han mostrado que la lipasa muestra refer@gncia para la desacetilacion
de la posicién 5 de este azlcar, dando lugar abxild libre, segiin se muestra en el
Esquema 7. Desacetilacion asimétrica de 2-des8)&-1rj-O-acetilp-D-ribofuranosa
catalizada por CAL-B en etanol (Gudificol).'®De la misma forma se han descrito
desacetilaciones regioselectivas catalizadas poas otlipasas Kseudomonas
fluorescensy C. rugosa en la posicién 4 de pirandsidos peracetilddbasi como en
las posiciones 1 y 8> Estos procesos de desacetilacion regioselectivenden de
varios factores como son: la naturaleza de la emzle naturaleza del sustrato a
hidrolizar y de las condiciones de reacciéon (eali&s el pH y la temperatura), por lo
gue existen numerosas posibilidades para utilematipasas como biocatalizadores en

desacetilaciones selectiva de sustratos peracstilad
0

(0]
i )J\
(|) CH,OH (@)
(0]

CH,

o)k
(0]
<
| (o]
0 Etanol O:<
O:<

Esquema 7. Desacetilacion asimétrica de 2-desoxi-1,3,%¢acetil p-D-ribofuranosa

catalizada por CAL-B en etanol (Gudifi@ol).'”

|.2.2. Procesos de inmovilizacion y estabilizacion de emzas

La inmovilizacién es una técnica que confina a enaima cataliticamente activa
dentro de un sistema de reaccion, dando lugar adenvado insoluble que
posteriormente puede ser reutilizadd:*"® Dentro de las innumerables ventajas que
aporta al proceso este tipo de biocatalizadoredemos destacar lo siguiente: mejora

de la estabilidad de la enzima; permite reutilidactel biocatalizador (incluso de
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forma continua); el catalizador se puede separar fagilidad de la mezcla; se
previene la contaminacion por proteinas en el mimdfinal y se evitan facilmente

contaminaciones microbianas en el sistéfMa.

En términos de eficiencia, la inmovilizacion supeeatajas en el aspecto econémico
para las industrias que utilizan biocatalizadoyagjue la posibilidad de reutilizar una
enzima hace que la productividad del catalizadefirftla como kg de producto
obtenidos por kg de catalizador) sea mas alta y el reduce los costes de
manufactura. Un ejemplo tradicional de esta megorda eficiencia lo constituye la
produccion de acido 6-aminopenicilanico, cuya pobgidad es de 600 kg por kg de
enzima'®®*®2por lo anterior, si desde una perspectiva de flmiga sostenible, el uso
de biocatalizadores es considerado como ambiemtémamigable®*®* el uso de
enzimas inmovilizadas puede resultar alin mas sbiermdada la posibilidad de

reutilizar el biocatalizador.

El Prof. Dr. Sheldort®*'® clasifica las metodologias de inmovilizacién deieras

en tres grandes grupos: |) inmovilizacidon covalestere un soporte previamente
funcionalizado, Il) captura de la enzima en masiagganicas 0 inorganicas

(encapsulamiento) y Ill) entrecruzamiento de pratei En el presente trabajo se han
empleado la primera y la segunda técnica, apliestk Ultima a células enteras, que

se describen a continuacion en mayor detalle.

1.2.2.1.Inmovilizacion de células enteras por retencion fisa o

encapsulamiento

La metodologia de inmovilizacibn mediante retendi@ita se puede clasificar en
dos tipos, atendiendo al material en el cual seell@ cabo la inmovilizacién del

biocatalizador. Asi, nos encontraremos con:

1) Atrapamiento en matrices (en geles o fibras)
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Esta metodologia consiste en la retencion fisielabibcatalizador (enzimas o
células enteras como se expondra a continuacioel @resente trabajo) en las
cavidades interiores de una matriz sélida porosastitaida generalmente por
prepolimeros fotoentrecuzables o polimeros del tgmdiacrilamida, colageno,

alginato o resinas de poliuretano.

2)_Inclusién en membranas (microencapsulacion gtoeas de membrana)

En la técnica de inclusion en membranas, los kadizatiores estan rodeados de
membranas semipermeables que permiten el paso BeEulas de sustrato y de
producto, pero no del biocatalizador.

A continuacion vamos a describir en mayor detallitnica empleada en el presente

trabajo.

[.2.2.1.1. Atrapamiento en matrices

Existen varias metodologias para llevar a cabogsas donde el biocatalizador esta
constituido por la célula entera: a) en condiciodescultivo en medio solido o
liquido, b) con células inmovilizadas, y c¢) con @dulas en condiciones de no
crecimiento, siendo este ultimo es el mas empleado.

Seré en aquellos casos en los cuales las céluascsentran facilmente disponibles,
posean una elevada actividad especifica y el poopesea un menor coste, cuando
sera elegida la inmovilizacion de células en lugmenzimas. Otros supuestos en los
que se recomienda la inmovilizacion de células spnel caso de enzimas que
utilizan coenzimas o cofactores a concentraciéregegdmétrica respecto al

substrato, o0 en el caso de procesos multienzingtico
Sin embargo, cuando se lleva a cabo la inmovildrapior esta metodologia, resulta

fundamental optimizar una serie de pardmetros tale® la difusion de reactivos, la
resistencia de las células a la destruccion, labéstad y la productividad del
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proceso, para evitar con ello los problemas adosia la transferencia de masa
184185

En la bibliografia encontramos multitud de ejempdies reacciones biocatalizadas

con células inmovilizadas empleando diversas nestri@) Hidrogeles idnicos:

186- 187

alginato? 'carragenat 190-192

pectato,
194-196

4E8.189 y quitosand®® b) Termogeles: agar,

197-198

agarosa, celulosa, gelatiti, y gluten, , C) Polimeros: poliacrilamida,

poliuretano, alcohol polivinilico y polialilamind® 2%

[.2.2.1.1.1 Inmovilizacién por atrapamiento en geles de poliiacnida

La poliacrilamida es un polimero muy resistentestalele. La polimerizacion se
establece usando como mondmeros acrilamiddN,M-metilen-bisacrilamida vy
afiadiendo posteriormente persulfato aménico comergeor de radicale®*

Este procedimiento presenta dos problemas: la ittadcde la acrilamida y la
toxicidad de los radicales hacia el material bimog Por este motivo, la
poliacrilamida, resulta imprescindible que las Eduno se mantengan en contacto

con la acrilamida mas de dos horas sin polimef{Zar.

[.2.2.1.1.2  Inmovilizacion por atrapamiento en agar y agarosa

El agar y la agarosa son hidrocoloides que gefifaladisminuir la temperatura, por
lo que se conocen como termogeles. Su estructtadamada por la repeticion de
unidades de L-galactosa y 3,6-anhidro-L-galactasa lzajo contenido de grupos
sulfatos (<1%}%°

Fue en el aflo 1937 cuando el profesor Araki, ddrnwersidad Técnica de Kyoto,
logré separar dos fracciones en el agar, llamagdooaa a aquella desprovista de
grupos sulfatos y que tiene casi la totalidad dedlep gelificante del agar, y
agaropectina a la fraccion que contiene la prattizdidad de los grupos sulfatos del
agar y que apenas tiene poder gelificante. La @sta basica de la agarosa fue
dilucidada por el mismo autor en el afio 1956, ¢uysndo la primera informacion

de este compuestd?
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Sin embargo, estudios mas recientes demostraroresfaeestructura coexiste con

otras®® En concreto, presenta otras 10 agarobiosas (unitlawérica cuya

polimerizacion lineal constituye la agarosa) cugsisucturas aparecen reflejadas en

la Figura 4.
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Figura 4.Estructuras de las diversas agarobiosas existenties algas agarofitas.

La presencia de una u otra estructura depender@getel cual llevemos a cabo la

extraccion, de la fecha de recoleccion, asi comutides parametros ecoldgicos.

La gelificacion del agar (causada por la agarosaélecontenida), se produce

exclusivamente por la formacion de enlaces de beird entre las cadenas de

polisacéaridos, y al no depender para su gelificaadé la presencia obligada de

productos o iones, se aplica a distintas areaa iellistria y la investigacioff> 2°°
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En el caso de la inmovilizacién de enzimas en hggrque tener en cuenta que los
agentes captores de protones, tales como ureadmeryoduro potasico, tiocianato

sédico, etc, dificultan, e incluso, cuando se entra@ en concentraciones elevadas,
pueden impedir la gelificacion, debido a que bl@gu& formacion de enlaces de

hidrégeno.

1.2.2.2.Inmovilizacién covalente por unién a un soporte

La inmovilizacion covalente sobre un soporte eproteso en el que la enzima se
une a un material con el que forma un derivaddbsthos soportes pueden provenir
de fuentes naturales como el quitosd3™ polimeros naturales quimicamente
modificados como glioxil agaros&¥;%*soportes organicos funcionalizad®$; ?*°o

inorganicos como la silica mesopor8$a:*2

La union covalente es una opcién muy utilizada dielai la ventaja de que la unién
enzima-soporte es irreversible. Para el presemfeajy se han elegido multiples
soportes: organicos funcionalizados con superfinmi@sroporosas, glioxil agarosas,
nanofibras de carbono, silica 6 polimeros de nlgzamafendlica. En todos los casos,
estos soportes se han empleado para inmovilizamaszle interés en la sintesis de

oligosacaridos y glicoconjugados.

[.2.2.2.1.Nanofibras de carbono

En la dltima década se ha producido un gran avamcda sintesis de nuevos
nanomateriales, particularmente en el campo dedasfibras de carbono aplicado a
la inmovilizacién covalente de enzinf@$?* Su empleo ha generado un gran
impacto en el desarrollo de sensd@$?’*?®dadas sus caracteristicas propiedades

electronicas, mecanicas, y conductividad, asi cemestabilidad quimicg’
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En la bibliografia podemos encontrar multiples ¢je® de inmovilizacion
enzimatica empleando materiales derivados del parblipasas:’® peroxidasa de
rabano, subtilisind' glucosa oxidas&?

Recientemente, en colaboracion con el grupo destigacion del Dr Rubio se han
preparado diferentes nanofibras de carbono funkzasms con grupos amino y

carboxilo.

Glioxil agarosas:

Las glioxil agarosas son soportes muy versatilea penovilizar enzimas. Se basan
en un biopolimero (la agarosa) que han sido madife para funcionalizar su
superficie con grupos aldehi@§.Los grupos aldehidos libres tienen la ventajawde q
pueden reaccionar de forma especifica con los grapaino primarios libres para
formar iminas mediante la formacion de Bases df, $jue luego son reducidas con

borohidruro sédico para formar aminas(Esquema8).

Lamentablemente este tipo de inmovilizaciones e¥gui un pH igual o superior a
10.0, lo que hace ésta técnica poco compatibleatgumas enzimas sensibles a los
cambios de pH. Sin embargo, el grupo de investigadirigido por el Dr. José
Manuel Guisan, ha desarrollado diversas estratedgagimovilizaciéon con glioxil
agarosas, que permiten disminuir el tiempo de éac pH alcalino para minimizar
la desactivacion enzimatica. El proceso se basdaeatraccion soporte-enzima
mediante una funcionalizacion de la glioxil agard3a esta forma se han descrito
glioxil agarosas funcionalizadas con cationes nuetgl como el Ni (Il), que
interaccionan con enzimas recombinantes que poseiemos polipeptidicos con
multiples histidinas Histag). También se han desarrollado soportes funcicacdiz
con grupos carboxilo que se cargan de forma negatppH 7.0, para atraer enzimas
con cargas positivas, por lo que se requiere utoganeléctrico de la enzima mayor
a 7.0. Finalmente, existen soportes funcionalizactws derivados de tipo cation

amonio cuaternario que estan cargados positivanzepte 7.0, los cuales requieren

35



Introduccién

gue la enzima esté cargada negativamente a egedeafiH, y por lo tanto su punto
isoeléctrico sea menor a 7.0 (Esquem&8).

a)

9
G, Hl NH
1. pH 10,05 O
0
5‘H i 2. NaBH, {4
>
1. pH 7,00
2. pH 10,05
3. NaBH, NH

w
z
P
bl
e TS
(@]
N 20
o

1. pH 7,00 (5 mM)
2. pH 10,05

v

3. NaBH,

Esquema 8. Estrategias de inmovilizacién sobre glioxil agasa) glioxil agarosa
tradicional; b) glioxil agarosa funcionalizada chii(ll) y &cido iminodiacético (IDA-Ni
(I); c) agarosa funcionalizada con superficieiGrita; d) agarosa funcionalizada con

superficie anidnica.
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En el caso de la enzinfaGal3 deB. circulans esta enzima se ha clonado con un
extremo de seis histidinas en el extremo aminoiteinde la enzima. Por esta razon,
es posible considerarla para su inmovilizacion ¢as distintas estrategias de

inmovilizacién desarrolladas con las glioxil aga®s

En nuestro grupo de investigacion se ha realizado tnabajo previo de
inmovilizacién de la enzim@-Gal-3 sobre soportes de glioxil agarosa al 10% de
entrecruzamiento, posteriormente empleada en l@sidnde disacaridop(1-3),
presentado en la Tesis Doctoral del Dr Baydén con rendimiento de
transglicosilacion del 34% y 30% empleando comaptaces GlcNac y GalNac

respectivamente en medio tamponat.

|.2.2.3.Sintesis de oligosacaridos y glicoconjugados utdimdo

enzimas inmovilizadas

En la bibliografia podemos encontrar numerosos @esn de glicosidasas y
glicosintasas inmovilizadas sobre distintos sogorjeque posteriormente han sido
caracterizadas y utilizadas en la sintesis oligo#dms (Tabla 3). En dicha tabla se
pueden sefalar algunos datos importantes sobneefdajas de utilizar este tipo de
enzimas inmovilizadas. Por ejemplo Blglicosintasa d&treptomyceE383A, que se
ha inmovilizado sobre un soporte de Ni (ll)-sefarasonservé 93% de actividad tras
nueve ciclos de uso, retiene un 83% de su actividesbués de 54 dias de
almacenamiento a 4 °C en tampoén fosfato. La enliibrease empleo en la sintesis de
distintos p-nitrofenil disacaridos donde los mayores rendintieralcanzados (77%)
se obtuvieron en la sintesis peF--Glc-(1-3)-Glc, para la misma sintesis, la enzima
inmovilizada sobre sefarosa-Ni(ll) aumento los ietientos hasta un 95%. 120

Otro ejemplo de enzima inmovilizada esplgalactosidasa d&luyveromyces lactis

que ha sido inmovilizada en Duolite A-568.Las reacciones se llevaron a cabo con
radiaciones de microondas, en tampon y en preseteialgunos disolventes
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organicos como hexanol, hexanodiol, glicerol, thatjlicol dietil éter. Tanto la
enzima libre como la inmovilizada, se han compama@uanto a su actividad en la
sintesis de galactooligosacaridos, dando mejomadtaelos la enzima inmovilizada,
ya que el equilibrio de reaccidn se desplaza Hacsintesis cuando se usa la enzima
inmovilizada, mientras que en medio acuoso se é&peofa hidrélisis del donador.
Otra enzima inmovilizada que ha sido utilizada esencia de disolventes organicos
es lap-galactosidasa aislada de la almerfdtajslada por precipitacién de los taninos
240 & inmovilizada sobre perlas de alginato de caféfcEsta enzima ha sido utilizada
en presencia de tampdén y mezclas de di-isopropil, @t distintos valores de pH
mostrando un comportamiento relativamente predeeblfuncion de las condiciones
del medio®*®

Tabla 3. Algunas glicosidasas y glicosintasas inmovilizada utilidad en la sintesis de

disacaridos y glicoconjugados.

Enzima Soporte Productos Referencias

Streptomyces E383A Sefarosa-Ni' Glc-B(1-3)-Glc [237]

B-glicosintasa

B-galactosidasa Duolita A 568 Galactooligosacaridos [238]
Kluyveromyces lactis (resina defenol
formaldehido)
B-galactosidasa Eupergit C Gal{3(1-4)-GIcNAc [242]
B. circulans
(Biolacta N°5)

B-galactosidasa CNBr-sefarosa Gal$(1-3)-GalNAc [243]
B. circulans Gal{f3(1-3)-GalNAc-
(B-gal-3) a-Bn
B-Galactosidasa d&. Particulas magnéticas Galactooligosacéridos [211]
oryzae O
Quitosano
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B-glucosidasa de Perlas de alginato de 2-O-Glc-Tiamina [239]

almendra calcio

Un factor importante en la inmovilizacion de enzines el aumento de la estabilidad
y de la termoestabilidad, asi por ejemplo, enzipragenientes dB. circulansse han
inmovilizado en soportes como el Eupergit€y Sefarosa activada con bromuro de
ciandgeno, en ambos casos con una importante i@ethe la actividad enzimatica y
con un aumento de la estabiliddd.En el primer caso, la enzima utilizada es
regioselectiva hacia la sintesis de enldi{és4), y en el segundo caso hacia enlaces
de tipop(1-3). Efectos similares de aumento de la estaullise han obtenido con la
B-galactosidasa d&. oryzae que ha sido inmovilizada sobre particulas magastie
Fe;0,4 sobre quitosano, en este caso la inmovilizacigorée la estabilidad térmica

y también la estabilidad a diferentes valores de’pH

|.3. Glicosidasas en disolventes sostenibles

Al inicio de la década de 1990, aparecié un cangesiudio emergente denominado
Quimica Sostenible, el cual pretende implementataendustria quimica procesos
respetuosos con el medio ambiefife?**?*Esta disciplina se conoce también como

Quimica Verde y se inscribe dentro de las “tecri@l®gostenibles™??

El nombre “Quimica Sostenible” fue acufiado iniciaite en la Agencia de
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos de Aradpor Paul Anasta&’*y para

el afio 1993 esta entidad crea el Programa de QaiBostenible en dicho paf§3
Anastas y Warner definen esta nueva disciplina como

“La quimica sostenible es el disefio de producta®gesos quimicos que reducen o
eliminan la generacién de residuos y sustanciag#sk ®

Otra definicion sobre este campo la ofrece el BdafSheldon:
“La quimica sostenible utiliza eficientemente matemrimas (preferiblemente de

fuentes renovables), elimina residuos, y evitasel de reactivos y disolventes toxicos
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y/o peligrosos para la salud, en la manufactura lpberacion de productos

quimicos”, 183246

1.3.1. Los Principios de la Quimica Sostenible

La quimica sostenible esta basada en doce priscipie en general pretenden un
disefio ambientalmente benigno de productos y posc€$?**Estos principios soff:

1. Prevencion: es mejor prevenir la formacionrel@duos que dar tratamiento o
limpiarlos una vez creados.

2. Economia atOmica: los métodos de sintesis ridgbeestar disefiados para
maximizar la incorporacion de todos los materialsados en el proceso de
produccion en el producto final.

3. Sintesis quimicas menos peligrosas (y/o t&xicdentro de lo posible, los
métodos de sintesis deberian ser disefiados pary geamerar sustancias que
posean poca o ninguna toxicidad para la salud hamah ambiente.

4. Disefio de productos quimicos seguros: losymtod quimicos deberian ser
disefiados para obtener la funcion deseada minichizsin toxicidad.

5. Disolventes y auxiliares mas seguros: el dscsustancias auxiliares, como
disolventes, reactivos de separacion, entre otdeheria ser un hecho
innecesario y dentro de lo posible dichas sustand&ben ser inocuas al ser
usadas.

6. Disefio con eficiencia energética: los reguiemtos energéticos de procesos
guimicos deberian ser reconocidos por su impactoiesatal y econdmico y
deberian ser minimizados. De ser posible los méta#osintesis deberian ser
realizados a temperatura y presion ambiente.

7. Uso de materias primas renovables: deberigheanse éstos materiales siempre
gue sea técnica y econdmicamente viable.

8. Reduccién de derivados: los derivados utiigaden procesos de bloqueo,
proteccion, desproteccion, etc.) deben ser minidaigae incluso anularse de ser
posible, ya que cada paso requiere reactivos adilgs y esto genera residuos.
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9. Catalisis: los reactivos cataliticos (tan seles como sea posible) se emplearan
en lugar de reactivos estequiométricos.

10.Disefo para la degradacion: los productos quimigisen ser disefiados para
gue al final de su funcién se transformen en prumude degradacion inocuos y
no persistan en el ambiente.

11.Andlisis en tiempo real para prevenir la contamirac serd necesario
desarrollar metodologias analiticas para permititieampo real el seguimiento y
control durante el proceso antes de que se prod@sdancias peligrosas.

12.Quimica inherente a la seguridad para evitar antéde deben seleccionar las
sustancias y su forma para minimizar el potencaladcidentes, incluidas

emanaciones, explosiones e incendibs.

|.3.2. Disolventes Sostenibles

7

El concepto de disolventes sostenibles 6 verdedastante restringido, si se
consideran los postulados de la quimica sostenyidlenencionados. Esto implica
analizar muchos supuestos y por ello la clasif@ade los disolventes considerados
sostenibles no estara exenta de tensiones en aiddadi ya que dificilmente un
mismo disolvente cumple todos los requisitos presis. Desde esta perspectiva se
ha llegado a postular que el disolvente mas sddéergn si mismo no es un

247 sin embargo existen notorias ventajas de utildisolventes para el

disolvente,
desarrollo de reacciones quimicas respecto a lasomsin disolventes, algunas de

las ventajas citadas son las siguieAt&é*

- Las reacciones ocurren rapidamente y con mayolidadi cuando los reactivos
estan disueltos, por que se reducen las restriggida transferencia de masa.

- Los disolventes pueden afectar a los rendimientas yegioselectividades de una
reaccion debido a la distinta solvatacion de reastiintermediarios y estados de
transicion.

- Los disolventes actian como medios para trangkcalor ayudando a minimizar

los cambios bruscos de temperatura por gradierdessmderados
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- Muchas veces los disolventes facilitan la sepamagi6 purificacion de los

productos.

Desde una perspectiva legal, en la Union Euromsadisolventes deben reunir una
serie de caracteristicas que hagan su uso merigeopely mas seguro para el medio
ambiente, por este motivo se ha limitado el us@aapuestos organicos volatiles
(VOC'’s por sus siglas en inglés), ya que muchossies vapores son toxicos para el
ser humano, constituyendo una amenaza a la salgdidees lo utilizan y a la vez
pueden potenciar efectos dafinos en el ambienteo @afos a la capa de ozono y
potenciar el efecto de invernade?t.

Tomando en cuenta los aspectos legales sobre tengnlkdad de los disolventes y
los doce principios de la quimica sostenible, greeisl los principios 3, 4 y %> se
han considerado como disolventes sostenibles Igsiesites: 1) el agua, 2)
disolventes organicos obtenidos de fuentes renesald) disolventes organicos de
bajo impacto ambiental, 4) los disolventes fluosa@y los liquidos i6nicos (LIs), 6)
fluidos supercriticos (FSC)***%'"%3para el presente trabajo se han utilizado
disolventes descritos en las anteriores categartes excepcion de los fluidos

supercriticos.

El agua

Por sus caracteristicas, el agua se puede considemdisolvente sostenible por
excelencia®* pues no es toxico para el ser humano ni para eionanbiente, no es
inflamable, disuelve las enzimas en su forma nhtura requiere procesos de
manufactura (aunque si de purificacion), etc. Dasu# perspectiva de la quimica
sostenible, el agua es un excelente disolventee®imargo desde la perspectiva de
sintesis quimica, muchas veces el agua no es un diselvente para reactivos, 0
resulta no ser un buen disolvente para los produ@togque obliga a buscar métodos

de separacién de mezclas para purificar el prodieseadd®*®
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Disolventes organicos obtenidos de fuentes renovabl

Los disolventes organicos tradicionales son enayonia derivados del petréleo (una
materia prima no renovable) e incumplen algunosodepostulados de la quimica

2 entre los que se pueden mencionar los siguiergementan la

sostenible, ®
formacion de residuos, los procesos de sintesimigaien éstos son relativamente
peligrosos (lo que requiere cuidados adicionalesl gmoceso de sintesis), muchos de
ellos son volatiles por lo que se aumentan lasiengs de VOC'’s, ademas de que por

lo general poseen cierta toxicidad para el ser monyael medio ambiente.

La obtencion de disolventes procedentes de fuemtesvables puede disminuir
muchas de las caracteristicas mencionadas antentem En primer lugar
constituyen en si mismos una forma de evitar residpues convierten lo que seria
un potencial residuo en un nuevo disolvente, adatimente el diseiio de estos
disolventes puede ser mejorado para cumplir omeacteristicas como mejorar su
compatibilidad con la salud o el medio ambientes e los disolventes de fuentes
renovables méas conocidos y utilizados son el etgmoktanol,*! pues se pueden
producir en grandes cantidades por fermentacion petesos relativamente
sostenibles y en si mismos son sustancias que pusele biodegradadas con
facilidad.

Por otro lado también existen otros disolventegmidbs de fuentes renovables que
también estan ya comercializados por Loba Chentiégyna-Aldrich, y entre ellos
podemos citar el ciclopentenil metil éter (CPMEgcthto de etilo y el 2-
metiltetrahidrofurano (MeTHF) (Figura 32 Otros disolventes derivados de fuentes
renovables estan en fase de estudio, de los quéleihus ejemplos mas claro es el
proyecto europeo SolvSat& constituido por una plataforma innovadora de pégse

y medianas empresas, junto con sectores de inaegtig cuya meta ha sido la

reduccion de disolventes toxicos/peligrosos actaatm utilizados, reducir los
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compuestos organicos volétiles enviados a la aereisteducir las emisiones de
diéxido de carbono a la atmésfera y aumentar léidaohde materiales renovables en

uso.?*®

Finalmente, es importante comentar que el actuaieato en la produccién de
biodiesel (en parte debido al innegable hecho delgsi combustibles fésiles son
fuentes en proceso de agotamiento) ha conllevadauorento en su principal sub-
producto de manufactura: el glicerol, el cual ciemge cerca de un 10% de la masa
total en el proceso de producciér® Por lo anterior, es posible prever un aumento
masivo en la produccién de glicerol como subpraaldet la industria del biodiesel, lo
cual lo convierte en una posible materia primail&zat derivada de la biomasa. Por
este motivo se ha explorado la posibilidad de 8rastey caracterizar disolventes
derivados del glicerol, como una alternativa dea@chamiento de éste subproducto
de la industria del biodieséf® **°

Ay CHs B) on C)
o)

CHj
o)

Figura 5. Estructura de algunos disolventes obtenidos detdgerenovables disponibles
comercialmenteA) CPME;B) lactato de metiloC) MeTHF.

Disolventes organicos fluorados

La extraccion por disolvente es una técnica muizatia en quimica organica, siendo
los disolventes mas utilizados el éter dietiligolatometano, cloroformo y agua. Este
proceso se realiza normalmente mediante la expbotate la inmiscibilidad de dos
fases liquidas, por lo general una acuosa y oanica.”°® En este sentido los
compuestos fluorados se conocen como la "tercesa fmuida", ya que los
disolventes organicos, el agua y los compuestosrdtlos son mutuamente

inmiscibles®® Esta propiedad es a menudo una funcién dependierisetemperatura
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y permite obtener a mayores temperaturas un sistemoaofasico que luego
desaparece a bajas temperaturas, facilitando al#epeoducto deseado en una de las

fases 259-264

Dada su variable solubilidad, los disolventes fhams pueden ser empleados en
reacciones quimicas a temperaturas en las queessi® una fase y posteriormente,

se pueden enfriar hasta separar los reactivosduptas en la fase correspondiente.
Esta caracteristica aumenta la eficiencia de kisraas de reaccion y permite ademas

recuperar el disolvente disminuyendo su impactel@mbiente.

Algunos disolventes fluorados (DF) son derivadosflpgrados de alcanos, éter
dietilico o trietilaminas. Estos disolventes flubwa se caracterizan por que sus
interacciones moleculares son muy débiles, teniemdmenor punto de ebullicion y
una menor polaridad que los correspondientes a¢ah°El disolvente perfluorado
mas barato disponible comercialmente es el conocwmono “FC-72" 0
perfluorohexano (§F14). Sin embargo se han descrito muchas reaccionesl en
perfluorometil ciclohexano (PFMC), que es en simaisina alternativa mas costosa.
Sin embargo, el uso a gran escala de DF se enauenitado por el alto coste que

supone?%>-26@

Liquidos idnicos (LIs)

Los liquidos ionicos (LIs) son una nueva clase d&ldentes que han sido
recientemente desarrollados y su uso se ha exteadigliamente a varios campos de
estudio, entre ellos, reacciones bajo catalisisngitica.?®” *°®Los LIs generalmente
estan formados por cationes organicos y anionespgeden ser, tanto organicos
como inorganicos. Actualmente son sustancias gsi@eltan gran interés en cuanto a
su uso, debido a sus muchas propiedades: sodd&jaitemperatura ambient& 2
térmicamente estableS} polares?’? relativamente inerte$/® tienen una presion de
vapor casi nul’® no son inflamables, presentan una buena conductividad i6nica,

2’®hajos puntos de fusiéh’y amplias ventanas electroquimiczs.
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279 se han

Los bajos puntos de fusion de los LIs (generalmanfexior a 100°C)
explicado por el gran tamafio que poseen sus iotepgquefia carga de los mismos,
por lo que la energia necesaria para romper l@eslentre éstos es mas baja que la
energia requerida para disociar una sal clasica @mloruro de sodid®® Respecto

a su polaridad, los estudios espectroscépicos raugigue es similar a la de los

alcoholes de bajo peso molecular como el metasbkyanol 2

Muchas de las propiedades de los Lls tales comecosigad, presion de vapor,
polaridad, y solubilidad, entre otras, se puededifitar con una correcta seleccién
de los aniones y cationes, llegando incluso a disefs solubles en disolventes como
hexano o incluso insolubles en ag&id:*****?Algunos de éstos disolventes pueden
disolver cantidades relativamente grandes de losirde carbono, hasta 200 g/l de
sacarosa, glucosa, lactosa y ciclodextrifiarazén por la cual pueden ser una fuente

de interés en la sintesis de enzimatica de oligoshns.

Inicialmente estas sustancias se consideraron disotventes sostenibles utiles para
procesos cataliticod®® ya que se pueden reciclaf> aumentan en muchos casos los
rendimientos y se pueden utilizar en lugar de d&tks organicos volatiles (incluso
a temperaturas altas para reacciones enzimaticasnymejores rendimientos),
evitando con esto la emisién de vapores a la agr®&t' y de riesgos a la salud
humana (por inhalacién). Por éste motivo, existariag publicaciones que
promocionan los LIs como disolventes sosteniblde yotorios resultados en catélisis
enzimatica.?®®?®® Algunos autores sostienen que la biodegradabilidedos Lls
puede ser, en algunos casos, dificil de alcanzareyla ecotoxicidad de los mismos
puede superar la de disolventes organicos tradigsif>® sin embargo la estructura
de cada LI puede ser utilizada para estimar tateodée las probabilidades de su
ecotoxicidad, lo cual es una herramienta que peravitar el escalado de reacciones

y procesos que luego pueden ser perjudiciales aafrieente*°
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|.3.3. Galactosidasas en disolventes sostenibles

Las galactosidasas son enzimas que tradicionalnmamesido utilizadas en medios
acuosos tamponados, tanto para las reaccionesddiidis como de sintesis. Sin
embargo, el uso de disolventes o co-solventes stintgpo de enzimas es un tema
poco explorado. Por ejemplo [&galactosidasas dE. coli y de Kluyveromyces
fragilis han sido utilizadas caracterizadas en mezclashesta un 50% v/v de
disolvente organico: acetona, acetonitrilo, momogli diglima, triglima y tetraglima
entre otros. En estas condiciones presentaronsmgial0% de actividad hidrolitica
(medida como Velocidad maxim¥rfay en cinéticas tipo Michaelis-Menterij* Se
conocen también datos de p-galactosidasa deA. oryzae en la sintesis de

glicoconjugados con 1-feniletanol como sustratpatéida.??

Una de las enzimas de interés para este trabdgpegalactosidasa dB. circulans
que tolera disolventes organicos como acetonitdatm®tona yterc-butanol en bajas
cantidades debido a que puede ser desnaturaligedambargo ererc-butanol al
10% parece mostrar mejores resultados de actividaBor otra parte, muchos de los
datos medidos no corresponden a disolventes qpeiestan considerar sostenibles,

sino disolventes organicos tradicionales.

Los DF se han utilizado en forma de fluidos supgcos (fluoroformo) con |-
galactosidasa deB. circulans para la sintesis del Q@-(5-fenilpentil)$-D-
galactopiranésidd® y con lipasas para catalizar reacciones de trerdfescion
(tetrafluoroetano y fluoroformo§®®

Recientemente, en nuestro grupo de han desarrokstiodios de sintesis de
disacaridos y glicoconjugados en presencia de\distés derivados del glicerol®

120

con la B-galactosidasa dé&. coli.,”™ con la enzima comercial dB. circulans

(Biolacta)?®" y con la enzim@-Gal-3 deB. circulans*®®

Los LlIs ofrecen una serie de ventajas en la stsicarbohidratos debido a que
éstos pueden ser solubles o insolubles, permitieridener distintos procesos de
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298390 sin embargo, su

transporte, separacion y purificacion de los caidralos,
utilizacion en la sintesis de disacaridos catafizadr3-galactosidasas es todavia un
campo limitado. Se tiene constancia de quepdgalactosidasa del preparado
comercial Biolacta d8. circulans*** la B-galactosidasa deyrococcus furiosu¥?y

la B-galactosidasa daspergillus oryzae®®

se han empleado en presencia de LlIs. En
el primer caso, debido a la presencia de estos &és,obtuvieron mayores
rendimientos en la sintesis del disacéarido p@a#t)GIcNAc, asi como mayor
estabilidad de la enzim&* mientras que con Ig-galactosidasa de. furiosus solo

se observdé un incremento moderado en la actividatbtisa de la enzima
(aproximadamente un aumento del 10% respecto acdasliciones en agua),
detectandose una inhibicion de la enzima a altasartraciones del If? Respecto a

la B-galactosidasa d@é. oryzae se ha obtenido mayor actividad en hidrolisis del

sustrato donadoplF-B-Gal). 3%

Recientemente, en nuestro grupo de investigacidrasdecho estudios del efecto de
LIs sobre la actividad de la enzima TTP0042 Tdeermus thermophilu$iB27,
provocandose un aumento en la actividad y un camicegioselectividad hacia el
Galf(1-4)-GIcNAc, *** asi como con el preparado comercial Biolacta,roételo en
este caso también un incremento en el rendimiemtassglicosilacion en presencia
de disolventes derivados de glicetdl.Por dltimo, también se han reportado por
nuestro los datos del estudio de la influencia eterchinados LlIs sobre la actividad

de la enzim#®-Gal-3 deB.circulans™®’
|.3.4. Lipasas en disolventes verdes

Las lipasas utilizadas en reacciones de sintegislgp@eneral requieren medios
anhidros, debido a que en presencia de agua tiernfdeorecer las reacciones de
hidrolisis3*°=% Existen estudios de lipasas con actividad en \isoés verdes

(aunque pocos de ellos se refieren a sintesisrtelddratos), entre ellos: disolventes

S309-310

fluorados® metil tetrahidrofurand*' y derivados del glicerdf’ Sin embargo la
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sintesis de glicoconjugados tiene como principéicdiad la solubilidad de los

sustratos, pues los azucares no se tienden a @isetivmedios poco polares como
ocurre con los agentes acilantés.Esto ha llevado a desarrollar este tipo de
acilaciones enzimaticas principalmente en presafeidisolventes organicos polares

(puros o en mezclas) como 2-metil-2-butaftof 3etil-metil-cetona® piridina 243

terc-butanof'*>'®y dimetilsulfoxido®'’

Las reacciones de acilacion de azucares llevadadba con lipasas en condiciones
sostenibles, se han realizado fundamentalmenteesenria de LIs, ya que muchos
de ellos no tienden a desnaturalizar las enzimasococurre con disolventes
organicos de polaridad similar. No existe una regigirica que permita predecir los
posibles comportamientos de las lipasas en Lls, gire cada enzima se comporta de
manera distinta en un determinado LI. Sin embarg@ puna misma enzima, es
posible encontrar tendencias relacionadas con tsridaa hidrolitica y sintética en
funcién de las cadenas organicas del LI y en gégerala estructura de su cation y
de su ani6ri*®3*¥Las mezclas de disolventes orgénicos con agua dlsosuelen ser
muy utilizadas. En estas mezclas la superficieagacto es determinante debido a

que las lipasas suelen trabajar en la interfas&’

En el afio 2003 se publicd la sintesis de 1-metiltb-glucosas y 1-metil-6-tritil-
galactosas acetiladas, en presencia de clorofortetrahidrofurano y Lls
(hexafluorofosfato de 1-butil-3-metil imidazolioBfnim][PF])) y hexafluorofosfato
de 1-metoxietil-3-metil imidazolio ([Bmoem][RF utilizando la lipasa CRL. En este
caso la acetilacion dio como resultado mezcla aelymtos, observandose mayor
selectividad en presencia de Lis que en presercifistlventes organicos clasic¢6s
En el afio 2005 Ganske y Bornschetf@nptimizaron la sintesis de ésteres de glucosa
con &acido ladrico, miristico y palmitico, siendo rekjor agente acilante el &cido
ladrico. La enzima utilizada fue la CAL-B y el mediptimo fue una mezcla derc-
butanol con un 40% de LI, utilizando: [Bmim][§fy [Bmim][BF,4] (tetrafluoroborato
de 1-butil-3-metil imidazolio) a 60°C durante 78dreaccion. Bajo estas condiciones
la enzima es mucho mas selectiva y realiza la@éiadel hidroxilo del carbono 6 de
la glucos@?*®?® En afios posteriores se ha continuado el uso de-EAbmo
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biocatalizador para este tipo de reacciones utidlea disoluciones de Llis
sobresaturados con azlcat@smezclas de L’ y ultrasonidos para mejorar la

superficie de contacto de las lipad%s.

[.3.5. Influencia de los disolventes sostenibles en la

estructura terciaria de las enzimas

Los disolventes pueden ejercer numerosos efectoe $as enzimas, que en muchos
casos no son faciles de dilucidar. El entorno quéndie una enzima y en particular su
centro activo, durante una reaccion quimica, es coayplejo. Existen iones (en caso
de que se use un medio tamponado), sustratos Ywehses, valores de pH y

temperaturas, que afectan las interacciones esmrelistintas partes de la reaccion.
Dada la complejidad del sistema, pueden darseatt®mes tales como: enzima-
disolvente, enzima-sustrato, sustrato-sustratotragasdisolvente. Por ello resulta

dificil comprender la globalidad de factores queedainan el resultado final de una
reaccion enziméatica. En la actualidad, existerindest herramientas tecnoldgicas que
permiten medir en condiciones bastante sensibleexactas, algunas de las

interacciones que pueden darse durante una detafanieaccion quimica.

En el caso de las reacciones enzimaticas, se regdesarrollar sistemas de alta
sensibilidad y bajo consumo de muestra. Dentrcadealiferentes técnicas existentes
para estudiar la influencia de los disolventes miggE (sostenibles o0 no) en la
estructura tridimensional de una enzima, podemostadar dos de ellas, la
espectroscopia de fluorescencia y las técnicasfbronaticas. La espectroscopia de
fluorescencia es una herramienta (til para detecaanbios estructurales de las
proteinas debido a la presencia de disolventesnmagien el medio de reaccion. La
bioinformética, a través del modelado molecularl y docking, permite predecir,
interpretar o explicar las posibles interaccioneambientes microscopicog? %2

En el presente trabajo se utilizaran la espectpacale fluorescencia como

herramienta para el andlisis de los resultadosalus.
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1.3.5.1. Espectroscopia de Fluorescencia

La fluorescencia es el resultado de la emision udefbtoinducida por un grupo
fluoréforo. Este fendmeno requiere de una excitagibevia, por medio de una
radiacion incidente a una determinada longitud i#apque provoca la excitacion de
los electrones a un nivel energético excitado dendéecula (singlete excitado). La
relajacion de este estado provoca la emision dednain maximo de emision en una
longitud de onda mayor que la inictaf:*** Este fenémeno esta asociado a la
presencia de fluoroforos que son estructuras sgydeonjugadas que estabilizan el
estado excitado. En el caso de las proteinas, lasiG@mde fluorescencia esta
directamente relacionada con la presencia ddbfapo (anillo rigido conjugado) y
en menor medida de la tirosina y de la fenilalafdiRaUna alta presencia de
triptéfanos en la proteina garantizara un espeatgremision intenso y facil de medir,

incluso en equipos de baja sensibilidad.

Los cambios en el micro-entorno quimico de undfgoio modifican la estructura del

complejo excitado y con ello la longitud de ondaed@sion y consecuentemente los
valores de longitud de onda en los que se obtitmenmaximos de fluorescencia.

Esta informacion permite obtener datos sobre la@sitra terciaria de una proteina y
permite medir el efecto de factores externos cohpiHeo agentes quimicos sobre su
estructura terciaria (particularmente el entorndogeriptoéfanos), ya que la presencia
de sustancias que afectan la estructura de laipaotepercutira directamente en su

espectro de fluorescencig> 3

[.3.5.2. Herramientas de Bioinformatica

Las simulaciones por ordenador han probado searh@ntas eficaces para entender
las estructuras de las proteinas y sus dinamicaelcmedio.®*"* Existen varios

programas informaticos, bases de datos y servidoues ofrecen numerosas
herramientas para analizar y predecir caracteasstestructurales de las proteinas
como por ejemplo: punto isoeléctrico, puentes €liso) plegamientos, etc. Estas

51



Introduccién

predicciones se realizan en su mayoria basandoselgemitmos creados por

homologia con informacién de proteinas previameatacterizadas.

Bases de datos

En los ultimos afios las bases de datos retneffolamiaciéon de genes y proteinas de
NUMerosos organismos, asi también ofrecen impeddrg@rramientas de comparacion
entre la secuencias de un gen o proteina, lo qudaciéado el acceso a este tipo de
informacion a nivel mundial. Dentro de las baseslates de mayor importancia para

el andlisis de proteinas se pueden citar las sitpse

NCBI: El NCBI es la base de datos deNdcional Center for Biotechnology
Informatior’ de los Estados Unidos de América. Su direcciom wse la siguiente:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Esta es una base de datos con multiples funcimies;iendo: base de datos de
literatura (PubMed, especializada en biomedicima);ledtidos, herramientas para
analisis de secuencia (GenBank) y herramientas phrdisefio de estructuras
tridimensionales, entre otras. De ellas, una denias utilizadas para el analisis
comparativo de proteinas es el alineamiento deese@s proteicas por medio de la
herramienta “BLAST” (Basic Local Alignment Search To)of*° la que permite

obtener valores porcentuales de identidad entré dods proteinas.

Protein Data Bank (PDB)EI PDB, **! es una base de datos online dee&earch
Collaboratory for Structural Bioinformatic§RCSB)” de los Estados Unidos de
América, que acepta el depdsito de estructuragmeinsionales de proteinas. Su

direccion web es la siguiente: http://www.rcsb.pdip/home/home.do

Las macromoléculas disponibles en esta base de pgatmlen encontrarse aisladas o
bien en forma de complejos: proteina-proteina, eimatacido nucléico vy

macromolécula-ligandos. Los modelos depositadosigmen fundamentalmente de
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difraccién de rayos-X y algunos de espectroscogieaR¥IN. A cada una de las
entradas se les asigna un cddigo de identificad@mado por 4 caracteres
denominado “PDB ID”.

ExPASy (Expert Protein Analysis Systersta es una herramienta online d&hiss
Institute of Bioinformaticsque permite determinar caracteristicas de uneraétada
enzima a partir de su secuencia de aminoacidos agmafo ‘Fasta(Fast

Alignment}.>*? Su direccién web es la siguiente: http://web.eymag/

Las herramientas mas populares en la prediccioprogiedades de proteinas son

“ProtParam” >4

y “SWISSPROT".>** En la primera de ellas se obtienen varios
pardmetros estimados a partir de una secuencidiaesorformatoFASTA,3* tales
parametros son: peso molecular, punto isoelécttedrico, composicion de
aminoacidos, composicion atdmica, coeficiente dénen molar, vida media
estimada, indice de inestabilidad, indice alifatigromedio de hidrofobicidad. En la
segunda de ellas se indexan todas las proteinasrs¢adas y contiene multiples
referencias a otras bases de datos.

CAZy: Para el presente trabajo, CAZ{C&rbohydrate Active Enzyme}?*® es una
base de datos de gran utilidad, ya que ofrece nrdoidn especializada en
visualizacion y analisis de informacion gendémicatruiectural y bioquimica en
enzimas activas sobre carbohidratos. La paginadeadesarrollada por el grupo de
glicogendémica en arquitectura y funcién de las waaiéculas Biologicas de la
Universidad del Mediterraneo en Provenza, Frar@ueadireccion web es la siguiente:

http://www.cazy.org/

La base de datos CAZy inici6 como pagina web erB1p@n ella se describe las
familias de los modulos cataliticos estructuralreerlacionados y los hidratos de
carbono vinculados (o dominios funcionales) deela@mas que degradan, modifican

o crean enlaces glucosidicos.
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|.4. Estudios de interacciones moleculares entre
glicoestructuras y ligandos

La necesidad de llevar a cabo el estudio de layaotiones moleculares entre
glicoestructuras, como pueden ser los glicodenddsne los glicopéptidos, con sus
respectivos ligandos, ha provocado el desarrolisisiemas de alta sensibilidad y
bajo consumo de muestra. Dentro de las opcionesteexeés para estudiar las
interacciones moleculares se pueden citar; la sggo& magnética nuclear (RMN),
por medio de diferencia de la transferencia deraeitin (STD, del inglés Saturation
Transfer Differenceque permite determinar los sitios de union entre moléculas
que interactGan entre st°3*y la resonancia de plasmén de superficie (SPR, del
inglés Surface Plasmon Resonance), una herramigma permite inmovilizar
macromoléculas y fluir sobre ellas una soluciémulalito o ligando, cuantificando la
asociacion y disociacién entre amb#s>°?En nuestro caso, se empleara la técnica
de SPR, aplicada al estudio de la interaccion ejliteconjugados presentes en las
membranas y proteinas, como el caso de la hepgripaoteinas tales como
antitrombina Il1.

Asi mismo, se llevaran a cabo estudios de intefacentre péptidos inmovilizados

en las superficies de los chips y diferentes giptigos.

|.4.1. Resonancia de plasmoén de superficie (SPR)

La técnica de Resonancia de Plasmon de Super8&&) permite llevar a cabo el
analisis cinético de interacciones molecularesrdmado accesible, en tiempo real y
sin la necesidad de marcar las moléculas. Cometkcdon es independiente de la
naturaleza quimica de las muestras analizadasiiripio, todo tipo de moléculas
son susceptibles de estudio por esta técnica: ipastelipidos, acidos nucléicos,

farmacos, cofactores o carbohidratBs.
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La técnica de SPR se basa en la inmovilizacién ride raolécula que actia como
receptora sobre una superficie de oro funcionatizadn un grosor nanométrico. Esta
superficie constituye en si misma un biosensor.diosensores de SPR (Esquema 9)
detectan cambios en el indice de refraccion emprdasimidades de la superficie de
oro, utilizando luz polarizada, en la interfaz ergt soporte sélido y el medio liquido.
La molécula inmovilizada pasa a formar parte deufgerficie que es irradiada con un
haz de luz, cuyo indice de refraccion se modificBu&r una disolucion de ligando
sobre la superficie ya que al fluir la disoluciém @halito se obtiene una asociacion,
mientras que al dejar de fluirla y pasar un medstirdo al analito (por ejemplo
tampon) se obtiene una disociacion, este efectmide en unidades de respuesta
abreviadas como “RU” por sus siglas en inglés, mtmante se asocia el valor de 1

RU como el equivalente a 1 pg/rhim

INTENSIDAD

Unidad de
d ion I I

ANGULO

Fuente de
luz

Lz = Prisma

polarizada

SENAL DE
RESONANCIA

Luz Il
reflejada

Chip sensor co

lamina de oro " TIEMPO
T TRRAARABA

- o o ° Canal de flujo oo © o [ummmp

Esquema 9 Esquema del funcionamiento de un SPR. La luzdin@obre la superficie
funcionalizada que esta en contacto con una digoiude analito que fluye sobre ella. El
cambio del indice de refraccion es medido y coo kllinteraccion entre el receptor y el

ligando.
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Los ensayos se llevan a cabo en presencia de necoblgue es una superficie con las
mismas caracteristicas que la superficie originedsade inmovilizar al receptor, para
obtener un valor que luego es restado a los ensdgda superficie activada. La
informacion obtenida genera un grafico denominadonsggrama, en el cual se
analizan los valores obtenidos entre la celda thirés y la celda control (Esquema
10)3%° Con esta técnica se pueden obtener datos decemédentro de una gran
variedad de interacciones macromoleculares, quey&e sistemas de alta y baja

afinidad entre el receptor y el ligandd'3>°

El andlisis cinético de la interaccion, requielien&lar los posibles falsos positivos,
mediante la sustraccion de la respuesta obtenidalacsuperficie de control. El
modelo mas simple es el de la interaccion uno-urengmuir), que puede ser
aplicado en la mayoria de casos, sin embargo eerndetdas situaciones, los
procesos de asociacion y disociacion son tan rapmlee no permiten recoger
informacion, lo que obliga a alcanzar el estadacéshario de la interaccion, y con
ello determinar la constante de disociacion emgalliério (Kp) o de asociacionk(,)

de la interaccién entre analito y ligandd.

Parte de los avances en la técnica de SPR, raeicahdisefio de los experimentos,
en la actualidad existe gran variedad de chipsidmatizados, que ofrecen diversas
alternativas para inmovilizar el receptor pero aéleexiste la posibilidad de preparar

chips en el laboratorio que luego son evaluadozleSPR, "%

esto permite
ampliar y mejorar las opciones de inmovilizacion dg cuantificacion de
interacciones moleculares. Gracias a los avandstertes y las numerosas opciones
de trabajo en el SPR, muchas interacciones ent@egtructuras y sus ligandos han

llegado a ser cuantificada§?3®
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Esquema 10Representacion de un sensograma. Inicialmenteaydanigeccion de analito y
se observa una linea base. Cuando se inyecta lgbdassefial aumenta a medida que se
produce la interaccion, es la fase da asociaciGand@o se deja de inyectar analito, se libera
el espontaneamente el que esta unido en la fadésa@acion. Por ultimo, se inyecta una

disolucion para recuperar la linea base evitandoggede analito asociado al ligando.

La aplicacion mas comun del SPR en glicobiologialesstudio de reconocimiento
molecular carbohidrato-proteina. La mayoria de ssststudios de interaccion

carbohidrato-lectina se llevan a cabo con el gbojugado inmovilizado®®?

puesto
que de ese modo se intenta mimetizar la presentaedos glicoconjugados en las
membranas bioldgicas. Sin embargo, la otra poddilli el inmovilizar la lectina en
la superficie, ha sido por lo general menos empleathque segun Shinohara y col.
las constantes cinéticas y de afinidad determinagt@s iguales por ambas

aproximaciones:>°

Analisis de los datos obtenidos por SPR

El andlisis de los datos obtenidos mediante SPBRusde llevar a cabo a partir de la

determinacion de las constantes cinéticas o a plarta respuesta en el equilibrio.
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Determinacién de los pardmetros cinéticos de la iataccion
Para llevar a cabo el analisis cinético de la auebn, lo primero es eliminar los
posibles artefactos, mediante la sustraccion desfauesta de fondo que se obtiene al
fluir el analito por la superficie control. Postemente, se determinan los parametros
cinéticos de la interaccién. El modelo mas sim@eekde la interaccién uno-uno
(Langmuir) que puede ser aplicado en la mayoriasieasos (ecuacion [1]).

kon

A+L AL

koff [ 1]

La velocidad del proceso de interaccion entre @litany el ligando se define
mediante las constantes de asociacign) (k la de disociacion k), segun se

expresa en la ecuacion [2]:

d[AL]/dt ZK[A][L] - Kot [AL] [2]

Cuando se alcanza el equilibrio, la velocidad coe ge asocian el analito y el
ligando es igual a la velocidad con que se disggigoor tanto el proceso responde a
la siguiente ecuacion [3]:

onKAJ[L] = K off [AL] [3]

De este modo, se pueden calcular a partir de t&idzld de asociacion y disociacion
las constantes de afinidad en el equilibrio. Sendafcomo constantes de asociacion
(Ka) y de disociacion (K) y se relacionan conyky kot siguiendo las ecuaciones [4]
y [3I:

AKE [ALJ/A]IL] = K onf Kot [4]

pke [A][LI/[AL] = K ofi/ Kon [5]

En estos casos se asume que el analito es montvglaonmogéneo, que el ligando
es homogéneo y que en la interaccion no intervigmgin factor externo. Bajo estas
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condiciones, para calcular la afinidad los datosledgen ajustar a una isoterma de

Langmuir que responde a la ecuacion [6]:

aRx = Ro+ (Rsar— Ro) Ka Go(1 + Kago) ™ [6]

Donde R.ax €S, para una concentracion de ligangloegvalor maximo de R ats

gue se puede deducir facilmente de la curva ecudi€]o
dR - dt frente R [7]

Ro es el valor de R en el punto de partida correspoisl al canal que contiene el
tampoén sin ligando y & es el valor maximo de R cuando todos los sitios de
reconocimiento estan ocupados. Los parametrosicigése pueden determinar
directamente de las curvas experimentales de azgerdla ecuacion [8]:

R =R (Rmax— Rn) [1 - eXp(ISff t)] [8]

Determinacién de la constante de asociacion en stado estacionario

En determinadas situaciones, los datos obtenidaes deorico ajuste cinético serian
erroneos, puesto que los procesos de asociaci@ogiation son tan rapidos que no
permiten recoger informacion. Cuando esto ocurrenyel estudio se alcanza el
estado estacionario de la interaccion, es posikelarl a cabo el célculo de la
constante de disociacion en el equilibrig6 de asociacion (K de la interaccion

entre analito y ligando, aplicando la ecuacion [9]:

ef¥ Ka- C-Rnax/(Ka-C-n +1) [9]
En la que R; es la intensidad de la seial (RU) en el equiliiifioes la constante de
asociacion en el equilibrio, C es la concentraaéh analito, Rax €s la maxima
intensidad que podria alcanzar el analito y n esfamtor determinado por el

impedimento estérico.
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Estudio de las interacciones moleculares entre hefiaas y proteinas

Tal como ha quedado de manifiesto, la metodologi&®R supone una importante
herramienta para el estudio de las interaccioneleaulares, simulando en gran

medida las condiciones reales de las células.

La heparina y el heparin sulfato (HS) son polisdcér altamente sulfatados,
miembros de una familia que se caracteriza porestractura de unidades repetidas

de &cido glucuronico (GIcUA) o acido idurénico () y glucosamina (GIcN).

: 70- 371
(Figura 6§
CH,0805° COO CH,0X
—O_
0805 NHSO; ()% HY
Secuencia principal Secuencia variable
Ccoo CH,0H Ccoor CH,0X
—_O_
OH NHAc 0).¢ Y

Figura 6.Unidades repetidas de disacéridos de GIcUA o AlgWBIcN que conforman la

secuencia principal de la HP y HS.

La HS esta implicada en multitud de procesos biot®y tales como el desarrollo
embrionario, la cascada de coagulacion sanguinsaprocesos inflamatorios, el
desarrollo de metastasis o las infecciones vigdaacterianas. Generalmente, el HS
suele estar localizado de modo mas ubicuo, fundtaineente en las superficies

celulares y en la matriz extracelufat.

Existe una gran diversidad estructural en las nutddcde HS, que implicaran
multiples secuencias de reconocimiento molecukmegando la diversidad funcional
de la molécula. Asi, el patron de sulfatacion ypiesencia de residues de GICUA,

IdoUA y GIcN del HS resultan claves, provocando vadedad en la posicion de las
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cargas negativas a lo largo de la molécula. Pan@® GIcUA o IdoUA pueden
encontrarse sulfatados en el carbon 2, la glucosaan el carbon 6 0 3, y sus grupos

amino acetilados, sulfatados o sin substitucigh.

Las moléculas de heparina, que se sintetizan emé&ssocitos, se caracterizan por
poseer una mayor cantidad de residues de &cidénidor unidos mediante enlace
1—4 con glucosamina’® Se localizan en el intestino, pulmén, higado y pie
mamiferos, de donde suele ser extraido para sugaejdn farmacolégica como
anticoagulante. Sin embargo, estas heparinas dgnomatural estdn generando
problemas de contaminacion por las materias praeasigen, lo que esta llevando a

la industria a la busqueda de heparinas sintéticas.

Hasta la actualidad se han descrito tres tiposeg@rinas: no fraccionada (UF, del
inglés unfractionated, de peso molecular medio 860Q Da); de bajo peso
molecular (LMWH, del inglés low molecular weigthgaein, con aproximadamente
6000 Da); y ultra bajo peso molecular (ULMWH, deglés lultra low molecular
weigth heparin, con un peso inferior a 2000 Ba)Sin embargo, por ejemplo, tan
sélo un tercio de estas moléculas contienen enalenas el pentasécarido que actua
como lugar de reconocimiento para la AT lll, resgable de la actividad
anticoagulante a través de la interaccion con eaide la cadena de coagulacion,

como la trombina o el factor X&igura 7)3

" 0580
} O3SHN o—

O
~ O 055
0,50
Josn %
0,50 o3so
0SO0;

Figura 7. Regién de reconocimiento de la AT llI, resporesith la actividad de la HP.

Asi, el incremento en el nimero de casos de irntenaes HP-proteinas ha llevado a

la necesidad de caracterizar estos procesos deo@uooento. En ese sentido, la
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investigacion esta cada vez mas explotando lasjaanque aportan técnicas como el
SPR, que permite analizar la necesidad de la @eiseleterminadas regiones de

reconocimiento en las moléculas de HP y HS paracamacta interacciéri/%377=3"-

Sin embargo, la problemética de aplicar esta técsicge del hecho de la eleccidon
de la correcta metodologia de inmovilizacidt:*"®% ¥Dentro de las multiples
estrategias desarrolladas, la biotinilizacion de polisacaridos, para su posterior
inmovilizacidbn mediante su union a superficies skeeptavidina, se ha convertido en
una de las mas empleadd®**En ella, se lleva a cabo la funcionalizacién de las
moléculas mediante la unién a reactivos tales doioiina-LC-hidracida o NHS-LC-
biotina. En ambos casos, la funcionalizacion selyre en el interior de la cadena
del glicano. Sin embargo, en el primer caso, lacifuralizacion se produce
uniéndose a residuos de &cidos urdnicos; en ehdegse unen mayoritariamente a

glucosaminas, a través de los grupos arffiho.
En nuestro trabajo, llevaremos a cabo el estudmpeoativo de la interaccion de

diversas moléculas de HP y HS inmovilizadas, apicaambas funcionalizaciones
antes descritas, y empleando como proteinas mpdedoel analisis la ATIII.
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El objetivo general de la presente Tesis Doctasdheobtencion de biocatalizadores
Utiles en la sintesis de glicoestructuras de iatébélogico en condiciones
sostenibles. Para el desarrollo de este objetesplantearon los siguientes objetivos

especificos:

1. Busqueda de glicosidasas de organismos mesofiteamofilos Utiles en la

sintesis de oligosacaridos de interés biologico.

2. Sintesis enziméatica de disacaridos de interésdgamidGalf(1-4)-GIcNAc y
Gal{3(1-6)-GalNAc) utilizando el cultivo microbiano dacillus circulansen

presencia de disolventes sostenibles.

3. Sintesis enziméatica de disacéaridos de interésdgamidGalf(1-4)-GIcNAc y
Galf$3(1-6)-GalNAc) utilizando la fracciones semipurifizes de Bacillus
circulans proveniente del preparado comercial Biolacta easgmcia de
disolventes sostenibles.

4. Sintesis enzimatica de disacaridos de interésdiamidGalf(1-3)-GIcNAc y
Gal$3(1-3)-GalNAc) utilizando la enzim#-Gal-3 de Bacillus circulans
ATCC 31382 inmovilizada mediante diferentes apr@admnes en presencia
de disolventes sostenibles.

5. Sintesis enzimatica de disacaridos de interés dadopNF-Gluc-(1-2)-Fuc
y pPNF-Gluc-(1-3)-Fuc) utilizando la enzineeFuc deSulfolobus sulfataricus

P2 en presencia de disolventes sostenibles.
6. Andlisis estructural mediante espectrometria dmflaencia de disolventes

sostenibles en las reacciones enzimaticas cataizaor la enzima-Fuc de

Sulfolobus sulfataricuB2
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. Sintesis enzimatica de disacaridos de interés dimdutilizando lipasas

inmovilizadas en presencia de disolventes sostibl

Estudio de la interaccion de la proteina Antitramabill con heparinas y

heparan sulfato mediante SPR.
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[1l.1. Materiales

l11.1.1. Reactivos y disolventes

General

Todos los reactivos se obtuvieron de diferenteascammerciales y se usaron
directamente sin necesidad de purificacion preBia:Rad, Fisher, Fluka, Merck,
Pierce, Scharlau, SDS, Sigma-Aldrich.

AzUcares

Los estandares de azlcares y otros reactivosagiiizen la presente Tesis Doctoral,
fueron, en su mayoria, adquiridos en Sigma-Aldnehitrofenol NF), p-nitrofenil-
a-D-fucopiranésido gNF-a-Fuc), p-nitrofenil-B-D-fucopiranésido gNF-p-Fuc), p-
nitrofenil-a-D-galactopirandsido p(NF-o-Gal), p-nitrofenil-B-D-galactopirandsido
(pPNF-B-Gal), p-nitrofenil-a-D-glucopiranosido [{NF-o-Glu), p-nitrofenil-3-D-
glucopirandsido gNF-B-Glu), p-nitrofenil-o-D-manopiranosido pNF-a-Man), p-
nitrofenil-B-D-manopirandsido pNF-$-Man), p-nitrofenil-B-D-N-acetil-
galactopiranosidopfNF-B-GalNAc), p-nitrofenil-B-D-N-acetil-glucopirandsidop(NF-
B-GIcNACc), N-acetil-D-lactosamina [Gd}{1-4)-GIcNAc], D-(+)-galactosa (Gal), D-
(+)-manosa (Man), D-(+)-fucosa (Fuc), D-(+)-frucof~ru), D-(+)-glucosa (Glu),
clorhidrato de D-glucosamina (GIluNH clorhidrato de D-galactosamina (GaljyH
N-acetil-D-glucosamina  (GIcNAc), N-acetil-D-galactosamina (GalNAc), 4-
metilumbeliferil3-D-fucopiranosido, (Fug-MU), 1-desoxi-1-fluoroa-D-
galactopiranosido (Gal-F), B-D-galactopiranosil-azida (G&HN5).

Electroforesis

Los siguientes reactivos para electroforesis eesgde poliacrilamida (PAGE) y

analisis de proteinas fueron comprados a SigmaehldSaint Louis, MO, USA):
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dodecil sulfato de sodio para electroforesis (SI$;(hidroximetil)aminometano
(Tris), glicina, persulfato de amonio (PSA), padeeb83 (tincion para geles),
glicerol para uso en biologia molecular y el estéarde albumina de suero bovina
98%. Mientras que los siguientes reactivos fuemnprados a la casa comercial de
BioRad: Dye Reagent (tincion para método Bradfosdjucion de bis acrilamida
29:1 (40%), tetrametiletilendiamina (Temed) y edtirs de diferente peso
molecular para electroforesis (Kaleidoscope, duwdbrcy SDS-PAGE standards

broad range).

Resonancia de plasmén de superficie

Los estudios de interaccion mediante esta técnécaealizaron en un aparato
BlAcore-3000 (Biacore). Los datos se analizaron leammlo BIAEvaluation

software version 4.1, 2003 (Biacore).

Los Chips para inmovilizacién de ligandos en SRRfastantes y el kit de unién

covalente (amino coupling kit) fueron adquiridosGle Healthcare, Uppsala, Suecia.

Los precursores de peptidoglicano AcLys-D-Ala-D-AfecLys-D-Ala-D-Lactato y
AcLys-D-Ala-D-Ser, fueron adquiridos de Bachem (Batorf, Suiza).

Los glicopéptidos A40926, vancomicina y teicoplanineron adquiridos en Sigma.

Las moléculas de heparina y heparan sulfato fuebtenidas de Sigma y Celsus.
La proteina antitrombina Ill empleadas en dichasagas fueron adquiridas a Sigma-
Aldrich.

Disolventes derivados de biomasa

Los derivados ciclicos de glicerol: 1,3-dioxan-5§®L), 5-hidroxi-1,3-dioxan-2-ona,
(G2) y (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-1-il)metanolG3) fueron proporcionados por la
empresa COGNIS IP Management GMBH (Alemania).
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Los disolventes obtenidos de fuentes renovablasatiers de glicerol (Garciw col.
2010): 1,3-dimetoxipropan-2-olGC4), 2-butoxi-3-metoxipropan-2-olGC5), 1-
terc-butoxi-3-metoxipropan-2-ol G6), 1-isopropoxi-3-(2,2,2-trifluoroetoxi)propan-
2-ol (GC7), 1,3-bis(2,2,2-trifluoroetoxi)propan-2-oGC8), 2-metoxi-1,3-bis(2,2,2-
trifluoroetoxi)propano GC9), 1-butoxi-3-isobutoxipropan-2-ol GC10), 1,3-
dibutoxipropan-2-ol GC11), 1-(3-butoxi-2-metoxipropoxi)butanoGC12), fueron
proporcionados por el Prof. Dr. José |. Garcialnigituto de Ciencias Materiales de

Aragon perteneciente al CSIC, Zaragoza.

Los derivados de dimetilamida: 2-hidraXjN-dimetilpropanamidaMAL), N,N-
dimetilbenzamidaldMA2), N,N-dimetilhexanamidalfMA3) fueron proporcionados
por la empresa COGNIS IP Management GMBH (Alemania)

Liquidos lonicos (LI)

Los LI: hexafluorofosfato bistrifimida de trioatietilamonio [Troma][NTf],
metilsulfato de cocosalquil pentaetoxi metil amonipfCPMA][MeSQOy],
hexafluorofosfato de octil metil imidazol[@mim][PFg], hexafluorofosfato de butil
metil imidazolio [Bmim][PFe¢], tetrafluoroborato de etil metil imidazolio
[EmIim][BF,], tris-(pentafluoroetil)triffuorofosfato de butil metil midazolio
[Bmim][FAP], tetrafluoroborato de butil metil imidazoliof[Bmim][BF4],
hexafluorofosfato bistrifimida de butil metil imadolio[Bmim][NTf;], metilsulfato
de etil metil imidazolidEmim][MeSQ,], hexafluorofosfato bistriflimida de 1-hexil-
3-metil-imidazolio [HmMim][NTf;], fueron adquiridos de Meck-Chemicals

(Alemania).

Soportes para inmovilizacion

Los soportes utilizados para inmovilizacion fuergnNanofibras de carbono con

grupos carboxilo y amino, caracterizados y preg@sgor el grupo del Dr Rubio del
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Instituto de Ceramica y Vidrio (CSIC, Madrid), spportes fendlicos que fueron
preparados y caracterizados en nuestro grupo dasstigacion por el Dr. Gustavo
Levin como parte de su estancia posdoctoral .giiQxil agarosas, que fueron
cedidas por el grupo del Prof. Dr. José Manuel &uyislel Instituto de Catalisis y
Petroleoquimica, CESIC, Madrid. iv) Celite 435®akx inmovilizacion de PSL.

Glicopéptidos

Los glicopéptidos vancomicina, teicoplanina, midepta, dalbavancina, A-40926 y
MDL 63,246 fueron suministrados por el grupo dedfPbDr. Francesco Molinari,
Seccion de Microbiologia Industrial del Departaroede Ciencia y Tecnologia

Alimentaria y Microbioldgica, Universidad de Estasglide Milan (Italia).

111.1.2. Microorganismos

Se llevo a cabo la busqueda de microorganismosuptaes de glicosidasas a partir
de una coleccibn de 80 levaduras del grupo de @istormaciones de la
Universidad Complutense de Madrid (Coleccion BT®)o se poseia informacion
previa de ninguno de estos microorganismos, porcudal se desconocian las

condiciones 6ptimas de crecimiento de los mismos.

La cepa ATCC 31382 dBacillus circulansfue adquirida de la Coleccion Americana

de Cultivos Tipo.

111.1.3. Enzimas

Las enzimas empleadas en este trabajo fueron:

- Biolacta N°5 con activida-galactosidasa (proveniente &acillus circulans
ATCC 31382), de Daiwa Kasei.
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- a-fucosidasa d&ulfolobus sulfataricyscedida por el Prof. Dr. Marco Moracci,
del Instituto de Bioquimica de Proteinas de Napdgledia) y producida en
nuestro laboratorio.

- B-Gal-3 deBacillus circulansATCC 31382, producida en el laboratorio.

- Lipasas de&Candida rugosay Pseudomonas stutze8jgma-Aldrich.

l11.2. Procedimientos generales

111.2.1. Métodos microbiologicos

[11.2.1.1. Medios de cultivo

La composicion de los distintos medios de cultisados fue la siguiente:

-Caldo Cerebro-corazén enriquecido con glucosa

Medio rico utilizado para revitalizar cepas micitas

30 g/l de infusién cerebro-corazon.

Glucosa 2 %

El medio fue esterilizado en autoclave (modelo ¢ulese 75 de P Selecta) a 115 °C

durante 15 min y conservado a 4 °C.

-Medio YM:

Medio rico utilizado para el crecimiento de levaaur

3 g/l de extracto de levadura.

3 g/l de extracto de malta.

5 g/l de peptona.

10 g/l de dextrosa.

El medio fue esterilizado en autoclave (modelo ¢ulese 75 de P Selecta) a 115 °C

durante 15 min y conservado a 4 °C.

-Medio LB (Luria-Bertani)*®?

Medio rico utilizado para el crecimiento de cepastérianas
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10 g/l de peptona.

5 g/l de Extracto de Levadura.

5 g/l de Cloruro sodico.

El pH del medio se ajusté a 7, posteriormente &iergizado en autoclave a 121 °C

durante 20 min y conservado a 4 °C.

-Medio LB enriqguecido con glucosa

Medio rico en el que la glucosa se usa para repadatabdlicamente la expresion de
la RNA polimerasa del fago T7 bajo el control dacPy asi tener el control sobre el
momento de la expresion de la proteina y podeargwn la medida de lo posible,
reacciones de toxicidad durante el crecimientadkivo.

10 g/l de Peptona.

5 g/l de Extracto de Levadura.

5 g/l de Cloruro sodico.

5 g/l de Glucosa.

El pH del medio se ajustd a 7, posteriormente &ieréizado en autoclave a 121 °C

durante 20 min y conservado a 4 °C.

-Medio LB-agar

Medio solido utilizado para el crecimiento en placa

30 gr/l de LB-agar

El medio, introducido en una botella de vidrio pyriie esterilizado en autoclave a
121 °C durante 20 min. Una vez esterilizado se dgféar hasta unos 60 °C, fue

dispensado en placas petri estériles y conservddCa

-Medio YM-agar :
Medio solido utilizado para el crecimiento en placa
30 gr/l de YM-agar

El medio, introducido en una botella de vidrio pyriie esterilizado en autoclave a

121 °C durante 20 min. Una vez esterilizado se daféiar hasta unos 60 °C, fue

dispensado en placas petri estériles y conservddiCa
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-Medio Super Broth (paper fucosidasa):

Medio rico para el crecimiento de bacteria clonaala la expresion defucosidasa.
32 g/l de Peptona.

20 g/l de Extracto de Levadura.

5 g/l de Cloruro sédico.

El pH del medio se ajustd a 7.4, posteriormenteekterilizado en autoclave a 121

°C durante 20 min y conservado a 4 °C.

[11.2.1.2. Revitalizacion y mantenimiento de la colecciéon BTG

Revitalizacion

La coleccién de microorganismos se encontraba &n@aen forma de criotubos, en
una suspension con glicerol al 20% y congeladd0&£€. Inicialmente, se llevo a
cabo la descongelacion de los criotubos y se tarégimismos una alicuota de 100
ul, que fue introducida en un matraz con 15 ml dedim cerebro-corazon
enriguecido con glucosa. Los matraces fueron irsoeda una temperatura de 30 °C
y a una agitacion de 180 revoluciones por minugar(r.), en un incubador Unitron
HT Infors con agitacion orbital. En periodos deh?fas se observo su crecimiento,

en busca de la aparicion de turbidez.

De aquellos matraces en los cuales se detectoniesto, se llevé a cabo la
incubacién en placa para obtener colonias aisld&as. ello, se tomo una alicuota de
100 pul, que se traspaso a una placa de medio LBeayd-agar (respectivamente,
empleados para bacterias o levaduras) y fue extamdira su crecimiento en césped,
para lo que se incubd en estufa a 30 °C. Posteridarse realizé una inoculacion en
placa mediante la técnica de agotamiento de asaquanprobar la pureza de los
cultivos. Con estos pasos obtuvimos colonias aslague se emplearon para llevar a

cabo nuevos cultivos partiendo del aislamiento.
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Conservacion de la coleccion BTG

Empleando los cultivos obtenidos de colonias agslade realizo el proceso de
conservacion de las cepas. Para ello, se emple@etso de congelacion mediante
el cual, en condiciones de esterilidad, se tomah |B0del cultivo crecido y se

afladen 200 ul de glicerol estéril, para obtenercamaentracion del 20% final en el

criotubo. Estos se almacenaron a —80°C.

[11.2.1.3. Crecimiento de microorganismos

Coleccion BTG levaduras

En condiciones estériles, en un matraz de 250 mbéaml de medio YM, se inoculo
con 100 pl del contenido de un criotubo guardad@@°C. Posteriormente, se
incub6 a 30 °C y a 180 r.p.m. durante 16 h.

La caracterizacion de la cinética de crecimientdes® a cabo mediante el estudio
de la variacion de la densidad Optica (medida cafsorbancia a 600 nm) del

cultivo. Para ello, se realizo un cultivo en metiguido, y se fueron tomando

muestras en esterilidad a distintos tiempos padamp@alizar la representacion de la
curva de crecimiento.

Asi mismo, para poder realizar la correcta corretaentre la densidad optica y el
namero de células, se llevé a cabo un plaqueoldeiaties seriadas de un cultivo
crecido hasta una absorbancia de 0,6 a 600 nm.

Empleando agua estéril, se realizaron dilucionds deuestra desde el rango dé'10
hasta 10, y se plaquearon 50 pl de las mismas en medidoséixtendiendo en
césped hasta su absorcién completa. Estas placga&slszaron por triplicado y se
incubaron 24 horas a 30°C. Transcurrido ese tiesgpdevo a cabo el conteo de las
colonias y se seleccionaron las placas que temiamimero de colonias entre 20 y

200. Con ellas, se procedio al calculo de la réfaentre absorbancia y n° de células.
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Bacillus circulansUSA

En condiciones estériles, en un matraz de 250 mbéom| de medio LB, se inoculd
con 100 pul del contenido de un criotubo guardad@@°C. Posteriormente, se
incubé a 37 °C y a 180 r.p.m. durante el tiempoes&go para alcanzar la fase

estacionaria 0 exponencial, segun el caso.

Al igual que en el caso de la coleccion BTG, sedlla cabo el procedimiento de
determinaciéon de la curva de crecimiento, asi cdmdéa correlacion entre el n° de

células y la absorbancia del cultivo.

E. coli recombinante

En condiciones estériles, en un matraz con medios&éBnoculé con 100 pl del
contenido de un criotubo guardado a -80 °C. Paosieente, se incub6 a 37 °C y a
180 r.p.m. durante 16 h. Cada matraz llevaba @biatito de seleccion para el cual
la cepa deE. coli recombinante presentaba resistencia. En el casongdicina, la
concentracion empleada fue de 100 mg/ml. Parasal da kanamicina, se empled

una concentracién de 30 mg/ml.

[11.2.1.4. Induccion y caracterizacion de cultivos celulares

111.2.1.4.1. Induccién de cultivos

Se llevo a cabo un estudio en busqueda de lasaonds 6ptimas para llevar a cabo

las reacciones hidroliticas con los extractos aedgl.

En el caso de la cepa de levadura 443, se analindllencia de la presencia de
inductores en el medio de cultivo sobre la acsdidhidrolitica, asi como la

busqueda del pH 6ptimo de la reaccién.

En el caso de la cefgacillus circulansUSA, se procedi6 a la puesta a punto del pH
optimo, la fuerza idnica del tampodn, la estabilidédmica en la temperatura de

reaccion y el céalculo de las constantes cinétimdadenzima implicada en las
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reacciones de tranglicosilacién. Asi mismo, seizéal estudio de la influencia de
los inductores del medio sobre la actividad hidicai

Induccion de cultivos

Se llevé a cabo la induccion de la produccion de dazimas implicadas en la
hidrélisis mediante la adiccion de disacaridos adim de cultivo. Los inductores

empleados fueron lactosa, celobiosa, maltosa yesaa

Para ello, por triplicado, se realizaron cultivesfeascos de 250 ml, con 50 ml de
medio YM o LB diluido ¥2 con agua estéril (para ldueas oB. circulansUSA
respectivamente), y con inductor a una concentnad#0,2 g/L. Se inoculé con 100
pul del contenido de un matraz crecido previamendsteh fase exponencial.
Posteriormente, se incubd a 30 °C para las levaduv°C pard. circulans y a
180 r.p.m. durante 16 h o hasta alcanzar la fagern@ncial del crecimiento. Como

control, se realizaron los cultivos en medio sinidy sin inductor afiadido.

Llegado a la fase exponencial, se realiz6 la meditdda densidad optica del cultivo a
600 nm, y se normalizaron las cantidades de cékiasada uno de los ensayos
mediante el calculo empleando la relacién entreadlasicia y n° de células.

Las muestras asi medidas se dispusieron en Tublm®nFae 15 ml y se
centrifugaron a 10.000 rpm 10 minutos. El pelletlaagd tres veces con tampoén
fosfato 50 mM pH 6,00 y se conservaron a 4°C pagosterior utlizacion.

Para evaluar la influencia del inductor sobre l@avimad hidrolitica, se llevo a cabo

el procedimiento descrito en el apartado 1ll.28B.1Todas las mediciones se

realizaron por triplicado.
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pH éptimo

Empleando el método discontinuo descrito en eltagarlll.2.3.1, se llevé a cabo la
medicion de la actividad hidrolitica de los extosctelulares crecidos hasta fase
exponencial. Los extractos obtenidos se normalizgvara contener el mismo

namero de células, y se llevd a cabo la hidrotisissustrato activado cqiNF.

En el ensayo realizado con la cepa 443 la tempear&ie de 30°C, y para la ceBa
circulans USA de 37°C. Las mediciones enzimaticas se reafizan presencia de
tampones citrato/fosfato de sodio 30 mM en el radgpH 6,50 y fosfato de sodio
30 mM desde 6,00 hasta 7,50.

En todos los casos se asegurd que el volumen meldtafuera al menos 20 veces
superior al de muestra y sustrato para aseguracoarecto ajuste del mismo.
Posteriormente, se llevd a cabo el calculo de fwidad enzimatica obtenida para

cada valor de pH, que se normalizé con el valoriméhallado en el experimento.

Fuerza i6nica

Una vez seleccionado el tampon éptimo para la emziteB. circulansse realizé un
estudio de actividad enzimatica (medido a 37 °CpddiR-3-Gal como sustrato) y se
evaluo el efecto de la fuerza idnica a concentreasade 25, 50, 75 y 100 mM de
NacCl.

Estabilidad térmica

Dado que las reacciones de transglicosilacion eanple la cepa dB. circulansse
llevaban a cabo en un tiempo de reaccion de 24sha® decidié analizar la
estabilidad térmica de los extractos celulares 2C3por ser la temperatura a la cual

se llevan a cabo las reacciones. Para este ensay@bkzo la actividad enzimatica de
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un extracto celular crecido hasta fase estaciosangetido a calentamiento durante
26 horas.

Constante de Michaelis-Menten ¢ y Velocidad Maxima (Max)

Finalmente, para caracterizar la enzfprgalactosidasa presente en los cultivo8de
circulans se llevo a cabo la medicion de la velocidad d#rdtisis de cultivos
normalizados en fase exponencial empleaidie-3-Gal como sustrato. El ensayo se
realizo a 37°C durante 90 minutos mediante el neétliscontinuo (punto 111.2.3.1).
Las concentraciones de sustrato fueron 0,2, 83,10y 1,5 mM respectivamente. Se
representaron las mediciones obtenidas en un grdéicdoble inversa (Lineweaver-
Burk) y se determiné por regresion lineal de laados valores d&maxy Ky para

este biocatalizador.

[11.2.1.5. Expresion de proteinas recombinantes eB. coli.

Las glicosidasas purag-Gal-3 ya-Fuc) se obtuvieron de cultivos &e coli BL21
transformados con los plasmidos recombinantes. ®aodtencion y purificacion, se
llevo a cabo el cultivo d&. colien medio LB o Super Broth segun el caso, a una
temperatura de 37 °C, en presencia del antibidterte al que la cepa presentara
resistencia. En el caso @eGal-3, al medio se afadié6 un 0,5% de glucosa para
reprimir catabdlicamente la expresion de la RNAimetasa del fago T7 bajo el
control de Rac, y asi tener el control sobre el momento de laesipn de la proteina

y poder evitar, en la medida de lo posible, reamsode toxicidad durante el
crecimiento del cultivo. Cuando los cultivos alcammn una D@y de 0,6-0,9, una
vez mas, dependiendo de la expresion de la protssmandujo la expresion del
promotor Pac con una concentracion de IPTG de 1 mM y se manguvagitacion

entre 5y 16 h, a la temperatura correspondiente.
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[11.2.1.6. Rotura de microorganismos

La rotura de células de los microorganismos utlimase realiz6 en un procesador
ultrasonico (sonicador) modelo LABSONIC M de laa&sartorius y en un sonicador

Branson Sonifier 450. La ruptura se realizé en it de 25 segundos en tubos de
vidrio (Corex) o en su defecto de plastico (Falc&m) todos los casos se realizo sobre
un bafio de hielo para evitar calentamientos. Lensitlad de cada sonicacion fue de

aproximadamente 12.000 microns (intensidad refenidee pico y pico).

111.2.2. Manipulacion de proteinas

[11.2.2.1. Cuantificacion de Proteinas

Para llevar a cabo la determinacién de la cantidadproteina presente en las
disoluciones se emple6 el método de BraddtdEste procedimiendo se basa en la
variacion en el espectro de absorcion visible didrante azul brillante de Coomasie
G-250 en presencia de una proteina. La adsor@@orateina provoca que el valor
del maximo de absorcién se desplace de 465 nm aB955egun las instrucciones
del fabricante, el reactivo de Bradford requiere w® dilucion 1:5 con agua,
partiendo de un concentrado comercial de Bio-Ragk (2agent). Como patréon de
proteina se utilizé una solucion de albumina decshevina (BSA) de concentracion
0,75 mg/ml en agua milli-Q o en el tampon de maestegun fuera el caso. Se
realizaron disoluciones sucesivas de la proteitr@maomo se muestra en la Tabla 4,
completandose con agua milli-Q (o tampdn) hastavalomen total de 0,1 ml. A
continuacion se afiadieron 5 ml de reactivo de Brdd§ se homogenizé la mezcla.
La adsorcién de la proteina al colorante se prothgtantaneamente siendo maxima
y estable entre los 5 y 20 primeros minutos. Toldssensayos se realizaron a
temperatura ambiente y por triplicado segun laatdel dilucion utilizada (Tabla 4).

Los resultados de absorbancia en funcion de laettracion de proteina, em/ml
para el volumen final de 5,10 ml, se ajustaronrpgresion lineal al modelo de una

recta de primer grado, cuya linealidad se valogfisel! valor de R
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Tabla 4. Disoluciones sucesivas de proteina patrén pataaeda recta de calibrado en la

determinacion de proteinas por el método de Breditr

No pl de Proteina (1 pl d.e.Agua ol de Bradford BSA
mg/ml) Milli-Q (ng/ml)
0~ 0 100 5,00 0
1 20 80 5,00 2,94
2 30 70 5,00 4,41
3 40 60 5,00 5,88
4 50 50 5,00 7,35
5 60 40 5,00 8,82
6 70 30 5,00 10,29
7 80 20 5,00 11,76
8 90 10 5,00 13,23
9 100 0 5,00 14,71

* El valor de cero se midid para establecer el dade trabajo en la recta de
calibrado, pero este valor no se representd pupstono esta ubicado en el rango

lineal de éste método.

[11.2.2.2. Electroforesis de proteinas

[11.2.2.2.1. Electroforesis de en geles de poliacrilamida SDS-FE

Mediante la técnica de electroforesis en gelesatiéamida, descrita en 1970 por
Laemmli, se llevé a cabo el analisis de la purezdad proteinas empleadas, asi
como su peso molecular. Se emplearon geles a dosmwaciones de acrilamida. Se
usaron geles de separacion de 12,5 % de acrilapiedparados con 1,25 de
bisacrilamida (29:1 al 40%), 1 ml de tampdn Tristigd 8,80 1,50 M, 1,69 de agua
destilada, 4Qul de SDS al 10%, 10l de Temed y 3Qul de PSA. Para los geles de
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acrilamida de 7,5% se utilizé 0,75 ml bis-acrilamida y 2,19 ml de agua destilada,
las demas concentraciones de reactivos fueronegalas descritas anteriormente.
El gel concentrador utilizado fue al 3% de acrildmiSe preparé utilizando 150

de bisacrilamida (29:1 al 40 %), 1 ml de tampdrs-HCI pH 6,80 0,50 M, 824l de
agua destilada 18 de SDS al 10 %, fl de Temed y 1%l de PSA.

Las muestras con proteinas se mezclaron en propofcil (v:v) con tampdén de
carga, que se prepar6 con fudle SDS al 10 %, 618l de tampdn Tris-HCI 0,50 M
pH 6,80, 233ul de B-mercaptoetanol, 40@l de glicerol y 0,8 mg de azul de
bromofenol. Una vez mezcladas con el tampon deacaggcalentaron a 96 °C durante
10 min y se centrifugaron 3 min. El sobrenadanteasgé en los geles y se corrieron
a 175 V en tampoén de electroforesis (30,3 g SD8,dL&is, 10 g de glicina, 1l de
agua destilada). El revelado de los geles se alcanm una disolucion del tinte
comercial Page Blue 83 al 0,1% (metanol: agua:caawético, 5:4:1) y se destifid con

la misma mezcla sin Page Blue 83.

[11.2.2.2.2. Electroforesis de proteinas en condiciones nativas

Se llevé a cabo siguiendo el mismo procedimientae gn el apartado 111.2.2.2.1
suprimiendo el uso de agentes desnaturalizante$ (BpP-mercaptoetanol) y sin
llevar a cabo la desnaturalizacion a 96 °C de lasstnas previa a la carga del gel.

111.2.2.3. Semipurificacién dep-galactosida deB. circulans

[11.2.2.3.1. Precipitacion fraccionada con sulfato amoénico

Esta técnica se utilizO6 como primer paso para lgfipacion de la enzimgs-

galactosidasa dRiolacta. Todo el proceso se llevé a 4°C.
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- Precipitacion fraccionada con sulfato aménico

Para llevar a cabo la semipurificacion de las faees de Biolacta se disolvieron 5,0
g de la enzima comercial en 100 mL de tampdn o#i@gfato de sodio 50 mM pH
5,00, a lo que se afadieron 17 mL de 2-mercaptoleyali/,8 mg EDTA.

A continuacién, se adiccion6 poco a poco sulfat@m@nio hasta alcanzar un 75%
de saturacion final. La cantidad total de sal aiadar, se calculé empleando la tabla
9. Tras la adiccion completa de la sal, se manavagitacion suave 30 minutos.
Pasado ese tiempo, se centrifugd a 10.000 rpm @u2&nminutos. El precipitado se
resuspendioé en el menor volumen posible de tamjid@iofosfato de sodio 50 mM
pH 5,00 y se pas6 a su dialisis para eliminar édsss La membrana de didlisis
empleada fue de 8 kDa de tamafio de poro, y el tardpdavado fue el mismo que
el empleado para la disolucién. Sobre esta dismuciializada se comprobé la

actividad hidrolitica empleangiNF-3-Gal como sustrato.

Tabla 5. Cantidad de sulfato amoénico que debe ser afiguida alcanzar los distintos

porcentajes. Los gramos indicados deben ser afsadigmrcentaje inmediatamente anterior.

Sulfato de amonio
Porcentaje de saturacion 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Gramos a afiadir a 1l de
106 55 56 58 60 62 65 67 70

solucion

[11.2.2.3.2. Cromatografia de exclusion molecular en Sephadex G0

Tras llevar a cabo la precipitacion con sulfatcadenio, se empled esta técnica de
cromatografia como segundo paso de la purificad@&ia enzimg-galactosiasa de
B. circulans El precipitado obtenido en el punto anterior aggé en una columna
empaquetada empleando Sephadex G-150 superfino isma. Previa a la carga,
se procedio al equilibrado de la columna empleaadgon fosfato 100 mM, pH

6,50, acorde a las instrucciones aportadas pabelchnte. La recogida se fracciones
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se llevo a cabo mediante un colector automaticmdestras, tomando muestras de 2
ml de volumen aproximado. Todas las muestras fuamalizadas midiendo su
absorbancia a 280 nm, y su activifiadjalactosidasa. (Apartado 111.2.3.1.2).
Finalmente, se obtuvieron dos series enzimaticas roayor actividad que se
denominarorFs; Y Fsy, Y que se encontraban compuestas por varias dreeside
elucion que se agruparon entre si. Para comproélparfé proteico de las mismas, se

realizo electroforesis en condiciones nativas ydegalizantes.

l11.2.2.4. Purificacion de proteinas mediante cromatografia de

afinidad

111.2.2.4.1. Proteinas con colas de histidina

Las enzimas recombinantes con colas de histidinaresadas erk. coli se

purificaron por medio de cromatografia de afinidddi(ll)-agarosa. Este
procedimiento se realiz6 a temperatura ambientel elispositivo para purificacion
de proteinas (Biologic LP, BioRad) utilizando urexies de columnas de afinidad
IMAC (del inglés immobilized metal affinity cromatographycargadas con iones
de Ni(ll), utilizandose los siguientes tamponesr (poden de elucién) como fase

movil:

- Tampon de adhesion: 300 mM de NaCl, pH 8,00 daafosde sodio 50 MM y 1
mM de imidazol.

- Tampon de lavado de 300 mM de NacCl, pH 8,00 daafoste sodio 50 mM y 10
mM de imidazol.

- Tampon de elucion 300 mM de NacCl, pH 8,00 de fostht sodio 50 mM y 500
mM de imidazol.

La purificacion se llevo a cabo por métodos coni@rates detectando la presencia

de proteinas con luz UV (280nm)

Se centrifugaron los cultivos de bacterias a 6500n: durante 10 min a 4 °C. El

pellet obtenido se resuspendié con tampon fosfatgatlio 50 mM, pH 7,00. Las

83



Materiales y métodos

células fueron resuspendidas y se rompieron poicauan con las condiciones
descritas en el apartado 111.2.1.6. Los extractoemdos se centrifugaron a 15.000

r.p.m. por 30 min a 4 °C.

Se eliminé el sélido generado y el extracto celgkmerado, conocido como se hizo
pasar por columnas cargadas de Ni(ll) en un apatatpurificacion de proteinas
Biologic LP (BioRad), siguiendo el protocolo dadwr el fabricante.

Se carg6 en el equipo de purificacion el extrad¢ttemido de un cultivo de 500 ml,
diluido en tampdn fosfato de sodio 50 mM, 300 mMMN&CI y pH 8,00, a un Ifujo
de 0,5 ml/min. Se utilizaron 3 columnas de Ni(l® d ml conectadas en serie, que
fueron equilibradas con tampdn de adhesion. Undimalizado el proceso de carga
de la muestra, se realiz6 la elucidbn con tampodnlagado, que debido a su
concentracién de imidazol (10 mM) facilité la elimacion de otras proteinas que
pudieran tener cierta afinidad por el Ni(ll). Fim&nte se lavo la columna con
tampdn de elucion, obteniéndose una serie de fnaesienriquecidas en proteinas
recombinantes con cola de histidinas. Las fraceamn la enzima recombinante
(Hisstag), se desalinizaron y se concentraron con un té ultra centrifugacion
Amicon (Millipore) a 4.000 r.p.m. durante 10 mid &C, repitiendo la desalinizacion
tres veces con tampon fosfato de sodio 50 mM, pBO.7Posteriormente, se
determiné la actividad relativa de cada proteindipada y se analizé su pureza por
electroforesis SDS-PAGE.

[11.2.2.4.2. Proteinas con GST unida (proteinas de fusion)

Las enzimas recombinantes con GST expresadgs ewli se purificaron por medio
de cromatografia de afinidad GST-agarosa. Esteeghmoiento se realizé6 a
temperatura ambiente en el dispositivo para pacfin de proteinas (Biologic LP,
BioRad) utilizando una serie de columnas de afthiG&ST (del inglés Glutation
transferase affinity cromatograpBy cargadas con un derivado de glutatién,

utilizandose los siguientes tampones (por ordeglut@dn) como fase movil:
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- Tampon de adhesion: 150 mM de NaCl, pH 7,40 deafosde sodio 10 mM, y
5mM de EDTA.

- Tampon de lavado: 150 mM de NaCl, pH 7,40 de fosfatsodio 10 mM, y 5mM
de EDTA.

- Tampon de elucién: 20 mM de glutation, pH 8,00 Ti®00 mM y 5 mM de
EDTA

La purificacion se llevo a cabo por métodos conimrates detectando la presencia
de proteinas con luz UV (280nm)

Se centrifugaron los cultivos de bacterias a 6500n: durante 10 min a 4 °C. El
pellet obtenido se resuspendié con tampon fosfatgatlio 50 mM, pH 7,00. Las
células se rompieron por sonicacién con las coodés descritas en el apartado

[11.2.1.6. Los extractos obtenidos se centrifugaadt.000 r.p.m. por 30 min a 4 °C.

Se recogi6 el sobrenante, que se diluyé a la nutedel tampdn de adhesion. El
procedimiento de carga y elucién se llevd a cabelesmparato de purificacion de
proteinas Biologic LP (BioRad), siguiendo el pratocdado por el fabricante.

Se utilizaron 2 columnas de Ni(ll) de 1 ml coneesden serie, que fueron
equilibradas con tampo6n de adhesion. Se carg6 &stnaude extracto celular a un
flujo de 0,5 ml/min. Una vez finalizado el procet® carga de la muestra, se realizo
la elucion con tampon de lavado, que elimind lastginas no unidas al cartucho.
Finalmente se lavo la columna con tampon de eluabiteniéndose una fraccion
enriquecida en la proteina de fusion. Las fracdaran la enzima recombinante se
desalinizaron y se concentraron con un tubo dea utgntrifugacion Amicon
(Millipore) a 4.000 r.p.m. durante 10 min a 4 °€pitiendo la desalinizacion tres
veces con tampodn fosfato de sodio 50 mM, pH 7,08tdfiormente, se llevo a cabo

la incubacion de la solucién resultante con 60 amed de trombina durante 16
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horas, con agitacion constante y a 4°C, a fin dges la unidén entre la GST y ¢a

fucosidasa.

Trasncurrida la incubacién, se procedié a calel#amuestra a 65°C durante 30
minutos para desnaturalizar tanto la GST como dmbina. Posteriormente, la
muestra se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 wsnat 4°C, y se recogio el

sobrenandante, eliminando asi las proteinas ptadgs por desnaturalizacion.

Posteriormente, se analiz6 el tamafio y la pureziiam& SDS-PAGE, asi como se

determind la concentracion de proteina y su actielativa.

I11.2.3. Ensayos enzimaticos

[11.2.3.1. Determinacién de la actividad enzimatica de glicodasas

Para determinar la actividad hidrolitica de lagmihtes glicosidasas utilizadas en esta
memoria, se usaron azucares activados en la posiodmérica por una molécula de
pNF (Esquema 11). EsfiNF se cuantificé espectrofotométricamente a 405parg
determinar la cantidad equivalente de azlcar ldmerdinalmente la actividad
enzimética especifica se determiné en funcién dem@romoles deNF liberados

por minuto y por un miligramo de proteina.
NO,

O

@ N
monosacarido liberado OH

p-nitrofenil glicésido (incoloro) p-Nitrofenol
(amarillo)

Esquema 11 Representacion de la hidrolisisaitrofenil glicésidos para su cuantificacion

enzimatica.

La actividad enzimatica se determind a diferentedores de pH, segun los
requerimientos de la enzima, y a un valor de alsmib de 405 nm (maximo de
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absorbancia dgiNF). Se definié una unidad internacional enzimatidg, como los
micromoles depNF liberados por minuto en las condiciones de uterdenado
ensayo. Se define la unidad de actividad espeditieado se refiere a la cantidad de

enzima en miligramos (Ul/mg)

Para la elaboracion de la recta de cuantificac@pNF liberado se pesaron 25 mg de
sélido pNF comercial calidad HPLC. Sigma-Aldrich) y se dseron en un matraz

aforado de 100 ml con agua destilada. De este pnaton (1,98 mM) en agua
destilada se tomaron 1,6 ml y se le adicionaro8 &#del tampon de interés, para

ajustar el pH en las mismas condiciones de la mdé&ritrabajo.

De éste segundo patron (5681) se tomaron alicuotas de ROcada una (Tabla 6) y
se afadieron a una cubeta de cuarzo con 2,5 marderato de sodio 0,20 M (o
tampodn ajustado al valor de pH deseado en la catitarado) y se leyo la absorbancia
a 405 nm. Con los datos obtenidos de la Tablagdad®mrd un grafico de absorbancia
leida a 405 nm, en funcion de la concentracionmmoilar depNF. Cada uno de los

puntos se repitio por triplicado.

Tabla 6. Disoluciones sucesivas de un patrorpblé (0,566 mM) para realizar la recta de

calibrado a 405 nm.

N° Volumen afiadido depNF (0,566 mM) Concentracion en cubetaNF (mM)

0 0 0,0000
1 20 0,0045
2 40 0,0089
3 60 0,0133
4 80 0,0176
5 100 0,0218
6 120 0,0259
7 140 0,0300
8 160 0,0341
9 180 0,0380
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10 200 0,0419
11 220 0,0458
12 240 0,0496
13 260 0,0533
14 280 0,0570
15 300 0,0606

En el caso de las mediciones de actividad hidealitie lipasas, el sustrato empleado
resultaba altamente insoluble en tampdn o aguaelRyrel proceso de medicion y
creacion de la recta de calibrado se ajustdo a desliciones que favorecian la
completa solubilidad.

Las modificaciones incluidas en el proceso fueros: d)se empled acetona como
solvente para el sustrabdlF-butirato; ii) el tampon empleado fue fosfatosdelio 50
mM pH 6,00 con un 0,8% de Triton.

Por lo demas, el esto el proceso fue el mismo qua el resto de glicosidasas, asi

como la realizacion de una recta de calibrado @&carelstas condiciones.

[11.2.3.1.1. Seleccion de microorganismos productores de glicdsisas

Se crecieron los microorganismos como se indicaelempartado 111.2.1.3, en
matraces de 250 ml con 50 ml de medio de cultias taldos de cultivo, una vez
crecidos los microorganismos, fueron traspasadod@s Falcon y centrifugados a
7000 r.p.m. durante 10 min en una centrifuga R@8 Bé Sorvall, con rotor F14S-
6x250. El volumen trasvasado se normaliz6 hastamiema concentracion celular
mediante el valor de la densidad 6ptica del cultislosobrenadante se conservé para
comprobar la presencia de enzimas extracelular@s.cElulas precipitadas fueron
lavadas con tampon fosfato 30 mM pH 7,00 y de nwevarifugadas, para eliminar
el medio de cultivo que pudiera quedar. Posteriateniieron resuspendidas en 5 ml

en ese mismo tampon.
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Las reacciones de hidrolisis de glicosidos se ttmva cabo en tubos Eppendorf, en
los que se introdujeron 450 ul de cada microorgamig 50 pl de cada sustrato en
una concentracion 5 mM, para obtener una concedtrgmal de 0,5 mM. Los
sustratos utilizados fuergaNF-B-Fuc, pNF-B-Gal, pNF-a-Glu, pNF-o-Man y pNF-
B-D-Man. Los tubos se mantuvieron en agitacion derd® min a 30 °C para los
microorganismos de la coleccion BT@gcillus circulansUSA.

Los tubos Eppendorf se centrifugaron a 7000 r.durante 10 min en una centrifuga
de sobremesa (Mikro 120. Hettich). Se tomaron 200del sobrenadante y se
introdujeron en un pocillo de una placa multipacilse midié su absorbancia en un
lector de microplacas a una longitud de onda de 5 utilizando como blanco

tampodn fosfato de sodio 30 mM, pH 7,00 con el ststcorrespondiente en una

concentracion de 0,5 mM.

Para considerar los resultados positivos 0 negata® aplicaron los siguientes

criterios:

-Absorbancia entre 0 y 0,05 se considero resultag@ativo (-).
-Absorbancia entre 0,05 y 0,5 se considero resupagitivo (+).

-Absorbancia mayor de 0,5 se considero resultabtegmsitivo (++).

Los resultados positivos se repitieron tres vepag confirmar que se mantuvieran
constantes y fueran reproducibles. Cada repetic@mmesponde a un crecimiento

independiente de los microorganismos y su respeoti@ccion con los sustratos.

[11.2.3.1.2. Cuantificacion de la actividad de enzimas de tipoligosidasa

Fouragey col,*®** han explicado dos formas analiticas para cuaatiftpNF liberado
en reacciones de hidrélisis enzimatica, donde ifiranm glicésidos que liberapNF.
La primera forma se denomina “método continuo”, ongiste en determinar el

aumento de la absorbancia a 405 nm por liberac&®pNF. En este método, la
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temperatura y el pH se deben controlar con preatigiara reproducir con exactitud la
recta de calibrado. La segunda forma de detern@nactividad se le conoce como
“método discontinuo”, y consiste en detener la ¢cgscen un momento determinado
(por lo general afiadiendo NaOH 0 ,8&; concentrados), cuantificando pNF
liberado en las mismas condiciones de fin de ladiéa. El uso de NaOH 0 de
NaCQO;, garantiza alcanzar valores de pH tan altos geeulibrio de ionizacion del
pNF estd completamente desplazado hacia la formacidia *®* Es importante
mencionar que ambas metodologias (continua y disc@) han sido utilizadas en
varios estudios, resaltando entre éstos el clongjgrificacion de enzimas termofilas
3%y |a purificacion de tres enzimfsgalactosidasas d& circulansATCC 31382°

por lo que su validez ha sido comprobada.

- Ensayo de actividad enzimatica por liberaciorpdd-: método continto

En una cubeta de cuarzo se adicionaron 2 mpNE-glicopiranésido (5 mM),
disuelto en tampon de trabajo a pH 7,00. Los dwstnatilizados fueropNF-p-Fuc,
pNF-3-Gal, pNF-a-Glu, pNF-o-Man y pNF-3-D-Man. La mezcla se atempero a la
temperatura de la reaccion en el espectrofotbmetexdiiante un bafio de agua
circulante conectado al sistema y se agitd congitador magnético adaptado al
espectrofotometro. La temperatura de este ensayadu30 °C para las enzimas
mesofilas, 37 °C para enzimasHBlecirculansy 65 °C para enzimas termofilas. Una
vez que la cubeta se hubo atemperado por al ménssdgdindos, se afiadierondo
de solucién enzima (normalmente con una concedtrage 1 mg/ml, para que la
cantidad total de proteina fuera deud). Al afadir la enzima se cuantifico el
incremento de absorbancia a 405 nm y se midier®melsultados frente a una recta
de calibrado d@NF realizada en las mismas condiciones experimesitaH 7,00,

tampoén fosfato de sodio 50 mM.

- Ensayo de actividad enzimatica por liberaciorpdd-: método discontinuo

En un tubo Eppendorf se afiadieropl4le disolucionpNF-glicopiranésido 50 mM,

a este se le afiadio el tampon de trabajo en cdrdipigpiada para que la suma de

90



Materiales y métodos

volumenes incluyendo la enzima (por lo general wowolumen no mayor a 14 y

de concentracion exactamente conocida) fuese dguR0lbs sustratos utilizados
fueronpNF-B-Fuc, pNF-B-Gal, pNF-a-Glu, pNF-a-Man y pNF-3-D-Man. Se agito la
mezcla en un vortex y se calentd a la temperatigaumda del ensayo (30 °C para la
coleccion BTG, 37 °C paa. circulansy 65 °C para termdfilos). Pasados 10 min, la
reaccion se detuvo por adicion de 800 pl deOda 0,20 M y se enfriaron las
muestras hasta su lectura en el espectrofotom&eo.realizd un blanco de
procedimiento, al cual no se le adicion6 ningunatidad de enzima hasta después
de agregar el N&EOs.

[11.2.3.1.3. Determinacion de las constantes cinéticas de MicHaeMenten (KM)

y Velocidad Maxima (Vmax)

En el estudio de caracterizacion de la enzipp@al-3, se llevd a cabo la
determinacion de las constantes de Michaelis-MenRara ello, se realizd la
determinacion de la velocidad de reaccion empleahdoétodo continuo (111.2.3.1),
empleando como sustrapiNF-Gal a las concentraciones de 0,2, 0,3, 0,8,115y
mM. El ensayo se realiz6 a 37°C, con agitacion temts. Finalmente, se
representaron las mediciones en el grafico de ddbieersas o Lineweaver-Burk y

se calculo el valor d&/axy Kv para este biocatalizador.

[11.2.3.2. Reacciones de transglicosidacion

[11.2.3.2.1. Reacciones de transglicosidacién con células entera

Se crecieron los microorganismos como se indicaelempartado 111.2.1.3, en

matraces de 250 ml con 50 ml de medio de cultias taldos de cultivo, una vez
crecidos los microorganismos, se midié su absorhaa®&00 nm (densidad Optica
del cultivo9), y se tomaron voliumenes de los mismfia de estandarizar el nUmero
de células empleadas para los ensayos. Este voliuad¢raspasado a tubos Falcon,
y centrifugados a 7000 r.p.m. durante 10 min en eavarifuga RC6 Plus (rotor

F14S-6x250. Sorvall). El sobrenadante se conseava gomprobar la presencia de
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enzimas extracelulares. Las células precipitadesofulavadas con tampén fosfato
30 mM, pH 7,00 y de nuevo centrifugadas para elmigl medio de cultivo que

pudiera quedar. Posteriormente fueron resuspendid&sml ese mismo tampon.

Las reacciones se efectuaron con una concentr@biémM de donador y 425 mM de
aceptor (relacién 1:5), para un volumen de reactiital de 1 ml en tampén fosfato
de sodio 50 mM y pH 7,00. Los sustratos utilizadmsio donadores fueropNF-f-
Fuc, pNF-p-Gal, pNF-a-Glu, pNF-a-Man y pNF-B-D-Man, y como aceptores: Fuc,
Fru, Gal, Glu, GalNK Man, GalNAc y GIcNAc. Las reacciones se llevaaorabo a
30 °C en caso de los microorganismos de la coled8idG y a 37°C parBacillus
circulans USA y se iniciaron afladiendo 500 ul de célulasigpendidas. De cada
reaccion se tomaron alicuotas de |@Ocada 1, 3, 8 y 24 h. Cada alicuota se
centrifugd a 14.000 r.p.m. durante 5 min, para sepkas células y finalizar la

reaccion. Las reacciones se siguieron por HPLO@ga111.2.7.1).

[11.2.3.2.2. Reacciones de transglicosidacion con enzimas glidasas libres

En el caso de las reacciones mediadas por Biolagagfectuaron con una
concentracion 85 mM dpNF-$-Gal como donador y 425 mM de aceptor (relacion
1:5) para un volumen de reaccion final de 1 misidtrato empleado como aceptor
fue GICNAc. Las reacciones se realizaron en cifestato de sodio 50 mM pH 5,00
con agitacion magnética. Cada reaccion se inicadieindo 155 Ul de enzima. De
cada reaccion se tomaron alicuotas depbOcada 30 minutos hasta finalizar la
reaccion a las 3 horas. Cada alicuota se calet@&C para finalizar la reaccion
mediante la desnaturalizacion de la proteina. easaiones se siguieron por HPLC
(apartado 111.2.7.1).

Las reacciones cam-fucosidasa d&. sulfotaricuse llevaron a cabo a 75 °C usando

como donadopNF-a-Fuc, y aceptopNF-a-Gluc, empleando una relacion 1:3 de los

mismos. El tamdn de trabajo fue 20mM fosfato decsqeH 7,00. Se llevaron a cabo
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en agitacion constante durante 24 horas, tomaridaoths de 20 ul a tiempos 0, 3y
24 horas.

[11.2.3.2.3. Reacciones de transglicosidacion en presencia de salventes

sostenibles

Las reacciones para analizar el efecto de difesetigolventes sostenibles sobre la
actividad enzimatica, se realizaron tal y como escdbe en el apartado 111.2.3.2.2.
Para ello, se utilizaron disolventes derivados aenbsa (Esquema 12) en una

concentracién final de 2M, o LI (Esquema 13) en cmacentracion final del 30%.
(0]
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Esquema 12Disolventes verdes utilizados en este estudioG1-G3 corresponden a
derivados ciclicos del glicerol; GC4-GC12 corresfmna derivados aciclicos del glicerol;
DMA1-DMAS3 corresponden a derivados deNgN-dimetilamida.
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Tabla 7. Caracteristicas fisico-quimicas de los diferenisslventes sostenibles derivados

de biomas&®’

Disolvente Densidad (g/ml) Log P  Sistema

G1 1.24 -0.057 monofasico
G2 1.41 -0.024 monofasico
G3 1.06 0.030  monoféasico
GC4 1.07 -0.60  monofasico
GC5 0.94 0.14 monofésico
GC6 0.91 0.27 monofésico
GC7 1.12 1.14 bifasico
GC8 1.36 1.42 bifasico
GC9 1.27 1.71 bifasico
GC10 0.90 1.93 bifasico
GCl11 0.89 2.07 bifasico
GC12 0.89 2.48 bifasico
DMA1 1.06 -0.69  monofasico
DMA2 1.15 1.41 monofésico
DMA3 0.91 1.42 bifasico
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Esquema 13LlIs utilizados como co-solventes en reaccionesatesglicosidacion.
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Tabla 8. Caracteristicas fisico-quimicas de los diferelitggdos i6nicos>**

Masa Densidad o Solubilidad en
Conductividad

Compuesto molar (g.ml™ L Log P agua

(g.mor™) (mS) (30% miv)
[Bmim][BF,] 226,03 1,12 2,3 N/D insoluble
[Bmim][FAP] 584,2 1,63 2,3 N/D insoluble
[Bmim][NTf;] 419,36 1,44 N/D N/D insoluble
[Bmim][PFg] 284,2 1,24 0,146 -2,39 insoluble
[Emim][MeSQ,] 174 1,34 N/D N/D insoluble
[Emim][BF,] 198,0 1,24 14 -2,66 soluble
[Hmim][NTf,] 475,5 1,25 N/D 0,79 insoluble
[Omim][PFg] 340,3 1,37 N/D -0,35 insoluble
[Troma][NTf,] 648,9 1,08 0,04 N/D insoluble
[CPMA][MeSOQ,]  517,7 1,21 N/D N/D soluble

[11.2.4. Purificacion de compuestos

l11.2.4.1. Cromatografia en columna de carbono-celite

La purificacion de disacaridos obtenidos en reamso enzimaticas de
transglicosidacion se realizé por medio de colundea® x 50 cm, con una altura de
columna de aproximadamente 20 cm de fase esta@oc@ampuesta por un 50 %
m/m de carbdén activado y 50 % m/m de celite. Lasimmoas se lavaron como
minimo con 3 volimenes de cada una de las fasefemdespecto al volumen de

soporte. Las fases moviles usadas (por orden d&)uiueron:

- 100 % agua milli-Q,
- 5% de etanol absoluto en agua milli-Q
- 10% de etanol absoluto en agua milli-Q.

- 15 % de etanol absoluto en agua milli-Q.

Los disacaridos se recogieron en las fraccionda déima elucién, correspondiente
al 15% de etanol (analizadas inicialmente por CE¥ésteriormente se analizo la
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pureza por HPLC (apartado 111.2.7.1.1) y se deteémsu estructura por RMN
(apartado 111.2.7.2).

l11.2.4.2. Cromatografia en capa fina (TLC)

Fase estacionaria: cromatoplacas de silice;60 F

Las fases moviles se describen en cada caso.

Reveladores:
-Lampara de ultravioleta/visible (UV/vis) de 254nm.

-Revelador de azulcares: 10% de acido sulfdrico etamol.

111.2.4.3. Cromatografia en columna de silica gel

La cromatografia en columna se llevé a cabo ennuoés de vidrio de diferentes
diametros. Como fase estacionaria se empled gjigte60, AC, C 40-63um. Se
localizaron por CCF las fracciones que conteniammigestra, las cuales fueron

concentradas a vacio.

[11.2.4.4. Liofilizacion

Los procesos de liofilizacion se efectuaron eniofilizador Labconco, Lyph-Lock
12, (Hucha-Erloss). Las muestras se congelaroadatiendo los viales en acetona
con nieve carbonica de modo que tuvieran la maygerficie posible. A

continuacion se conectaron al liofilizador hasta ge convirtieron en un polvo seco.
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111.2.5. Inmovilizacidn de células enteras

[11.2.5.1. Inmovilizacién en agar y agarosa

Para llevar a cabo el proceso de atrapamiento ld&sé&nteras, se seleccionaron
el agar y la agarosa como matrices, dada su fadilii® manejo y sus condiciones de

gelificacion (a temperatura ambiente).

Para ello, se realizé un cultivo de B. circulansAUlsasta estado estacionario.
Transcurrido ese tiempo, se midié la densidad apdiel mismo y se normalizé la
cantidad de células e emplear. El extracto se itugr para eliminar el medio de
cultivo, y se lavaron las células tres veces camptan fosfato de sodio 30 mM pH
7,00.

Por otro lado, se prepar6 una solucién de agald3&% y de agar al 2%, que se
esterilizd y se dej6é enfriar. Una vez atemperadmiy liquido, se mezclé con las
células resuspendidas en 1 ml de tampon de latadmezcla se dispenso en placa

Petri para dejar solidificar.

Transcurrido el tiempo necesario para la solidifiéa, se cortd en cuadrados y se
trasvasé a un matraz para llevar a cabo la medida dctividad enzimatica. Para
ello, segun el método continuo, se pusieron enatnamel contenido de la placa con
el inmovilizado, 45 ml de tampén fosfato de sodd rBM pH 7,00 y 5 ml del
sustratopNF-Gal a una concentracion de 5 mM. La reacciodejé 90 minutos en
agitacion a 37°C. Transcurrido ese tiempo, seéfilgrse midio la absorbancia a 405

nm del sobrenante recogido.

Como control, se emple6 un matraz con la mismaidahtde células que las
empleadas para la inmovilizacién. El procedimieptra la cuantificacion de la

actividad enzimatica fue el mismo que para el iniiEado.

[11.2.5.2. Inmovilizacién en acrilamida

En el proceso de inmovilizacion en poliacrilamitipolimerizacién se produce

por la adiccion de un agente iniciador.
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El procedimiento de inmovilizacion se llevdé a cadmpleando un cultivo B.
circulans USA hasta estado estacionario. Translurése tiempo, se midio la
densidad optica del mismo y se normalizé la cadtida células e emplear. El
extracto se centrifugo para eliminar el medio déwty y se lavaron las células tres

veces con tampon fosfato de sodio 30 mM pH 7,00.

Para la elaboracion del gel se empled poliacrilamabnstituido por un 19% p/v
de acrilamia y un 1% p/v e bis-acrilamida. A editolucion se adicciono 500 ul de
persulfato de amoénio y 50 pl de TEMED como agemiesadores. Seguidamente, y
antes del comienzo de la polimerizacion, se afiad@mezcla una suspension de las

células lavadas resuspendidas en agua.
La mezcla se dispuso en una placa hasta su congeliiieacion.

Transcurrido ese tiempo, se comprobo el grado liiicgeion y se llevé a cabo la
hidrolisis de pNF-B-Gal con el biocatalizador inmovilizado. Para elsggin el
método continuo, se pusieron en un matraz el camltede la placa con el
inmovilizado, 45 ml de tampon fosfato de sodio 3@ wH 7,00 y 5 ml del sustrato
pNF-Gal a una concentracion de 5 mM. La reacciodej@ 90 minutos en agitacion
a 37°C. Transcurrido ese tiempo, se filtrd, y sdidnia absorbancia a 405 nm del

sobrenante recogido.

111.2.6. Inmovilizacion de la enzimas

[11.2.6.1. Proceso de funcionalizacion e inmovilizacion en nafibras

Para la inmovilizacibn en nanofibras de carbono,dsponia de dos tipos de
funcionalizaciones posibles: con grupos carboxil@on grupos amino. Ambos
soportes habian sido sintetizados y oxidados pgruglo de investigacion del Dr
Rubio. Por tanto, se debio realizar la funcionaiiza de las mismas en cada caso,
siguiendo los protocolos propuestos en la biblitbgrgara la inmovilizacion en

nanotubos de carboro®
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Las nanofibras oxidadas se trataron del siguierddonsegun la funcionalizaciéon

deseada:

Nanofibras funcionalizadas con grupos aminose llevé a cabo la funcionalizacion

mediante carbodiimida. En este caso, no se pragisdratamiento previo a la

inmovilizacion.

Nanofibras funcionalizadas con grupos carboxilo: se llevd a cabo la

funcionalizacion mediante el sistema de acoplamipont NHS. El procedimiento se

llevé a cabo segun lo descrito a continuacion:

Pretratadas con isopropanaproximadamente 10 mg del soporte se dispersaron e

20 ml de isopropanol mediante 40 minutos de soitinac A continuacion, se
centrifugd y se elimind el isopropanol. Seguidareest llevan a cabo 3 lavados de

las nanofibras con tampén MES 50 mM pH 6,2.

Posteriormente, se realiza la activacion mediamtiadubacion con 10 ml de NHS
400 mM en tampon MES 50 mM pH 6,2. La preparaciéns8nica durante 60
minutos. A continuacion, se adicionan 10 ml de EIBOMM y se vuelve a sonicar
durante 40 minutos.

Pasado ese tiempo, la solucion se centrifuga a 0LGP@n y se elimina el
sobrenadante. Las nanofibras se lavaron 3 vecesaogmon MES 50 mM pH 6,2
para eliminar los restos de reactivos. El sélidsultante se deja secar en estufa a

37°C durante una noche.

Sin _pretratamiento con isopropanadproximadamente 10 mg del soporte se

dispersaron en 20 ml de tamp6én MES 50 mM pH 6,2ianéel 40 minutos de
sonicacion. A continuacién, se centrifugd y sem@ld el isopropanol.
Seguidamente, se llevan a cabo 3 lavados de ladilaas con tampon MES 50 mM
pH 6,2.
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Posteriormente, se realiza la activacion mediamtimdubacion con 10 ml de NHS
400 mM en tampon MES 50 mM pH 6,2. La preparaciénsénica durante 60
minutos. A continuacion, se adiccionan 10 ml de EIDGnM y se vuelve a sonicar
durante 40 minutos.

Pasado ese tiempo, la solucion se centrifugd a0QOMPm y se elimind el
sobrenadante. Las nanofibras se lavaron 3 vecesaocgmon MES 50 mM pH 6,2
para eliminar los restos de reactivos. El sélidkultante se deja secar en estufa a

37°C durante una noche.

Para la inmovilizacion de la enzinflaGal-3 y de las lipasas de. antarcticay P
stutzerien nanofibras carboxilo, se utiliz6 0,1 mg de @ired en un tubo Eppendorf
de 2 ml junto con 10 mg de soporte y 1,5 ml de tamdES 50 mM pH 6,20 o 7,50.
La mezcla se dejé en contacto a temperatura anebolumante 5, 17 o0 24 h en
agitador vertical a 25 r.p.m. Pasado este tiempaouantificd la cantidad de proteina
en el liguido sobrenadante, y se determind la dadtide enzima unida
covalentemente al soporte. Asi mismo, se midio dévidad hidrolitica de los
inmovilizados. La mezcla final se centrifugo y lasan el tampdn de inmovilizacion,

y se conservo a 4°C para su empleo.

Para la inmovilizacion de la enzinflaGal-3 y de las lipasas de. antarcticay P
stutzerien nanofibras amino, se pesaron 100 mg del sop@#eadicionaron 10 mg
de enzima (disolucion pafaGal-3 y CAL-B; y polvo seco para CAL y PSL). Se
adicionaron agua hasta un volumen final de 10 ndeyajusté el pH a 5,00. Se
mantuvo en agitacion constante para favorecer l@nundnica al soporte.
Posteriormente, se afiadi6é carbodiimida hasta acanz concentracion final de 1
mM, y que se llevara a cabo la unidon covalentemieacla se mantuvo en agitacion
durante 90 minutos. Transcurrido ese tiempo, sérifteg® durante 10 minutos a
10.000 rpm, se tomé el sobrenadante de la misrsae, lgvo tres veces con tampoén

fosfato 50 mM pH 6,0. Se llevé a cabo cuantificacite la proteina residual en el
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sobrenadante, y se evalu6 la actividad hidrolitied inmovilizado. El soporte

inmovilizado se almacend a 4° C hasta su utilizacio

[11.2.6.2. Proceso de inmovilizacion en polimeros fenélicos

Para llevar a cabo la sintesis del polimero medadda peroxidasa de soja (SBP),
se empledé como sintdon de la reaccion de polimadmael compuesto 3-(4-
Hidroxifenil)acido propionico ésterN-hidroxisuccinimida. Este trabajo de
polimerizacion fue realizado por el Dr Gustavo lrevilurante su estancia

Postdoctoral en nuestro grupo de investigacion.

De manera general, el proceso de sintesis del ealirse realizé conforme al

siguiente procedimiento:

Se disolvieron 100 mg del sinton de polimerizaci&{4- Hidroxifenil)acido
propionico éstemM-hidroxisuccinimida en 25 ml de tetrahidrofuranoc6® ml de
tampon formico/formiato de sodio 30 mM de pH 3.5.

A esta disolucion se afadieron 0,22 mg de la en&BR, asi como 500 pl totales de
H.0, 5%, dosificados a razon de 50 ul cada 2,5 minutosnde 25 minutos.

La reaccion se mantuvo en constante agitacionabipiina temperatura de 25°C.

El seguimiento de la reaccion se realiz6 medianterha de muestras de la misma a
diferentes tiempos de reaccion, y su posteriorigiagbor HPLC para evaluar el

sustrato de partida no consumido.

Transcurridos 60 minutos, la reaccidn se detuvo ianéel centrifugacion del

volumen total de la reaccion.

El polimero precipitado de la reaccion se lavdo 3cege con el tampdn

férmico/formiato antes descrito y finalmente comamilliQ.
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Finalmente, el polimero obtenido se secd en estf@°C para su posterior empleo

como soporte de inmovilizacion.

La inmovilizacion se realizé con 0,1 mg de enziga@al-3, la cual se diluyé con
tampon MES 50 mM pH 6,20 hasta un volumen final deml. Luego se afiadio 10
mg de soporte. La mezcla se sometié a agitaciomabid 25 °C durante 12 horas.
Transcurrido ese tiempo, se sometié a centrifugaei615.000 rpm durante 10
minutos y se recogio el sobrenadante. Con el sabestte recogido se procedio a
medir la cantidad de enzima no unida. El soporowilizado se lavé con el tampon
de la inmovilizacion tres veces y se llevdé a cahomledicion de la actividad
enzimatica del inmovilizado por el método discominEl derivado inmovilizado se

conservo a 4 °C.

111.2.6.3. Proceso de inmovilizacidon en soporte de glioxil agasa

La inmovilizacién se realiz6 con 0,5 mg de enzigp@al-3, la cual se diluyd con
tampodn bicarbonato de sodio 100 mM pH 10,50 cob@¥ de PEG-600 hasta un
volumen final de 5 ml y el pH final de la disoluci&e ajusté hasta 10. Luego se
afadié 1 g de soporte (agarosa entrecruzada al TB%g, IDA o Ni en cada caso).
La mezcla se sometio a agitacion orbital a 25 °@rde 30 min. De la mezcla se
tomaron 1Qul de muestra, que se filtraron para medir la adéigide la enzima en el
liquido sobrenadante. Cuando se completé el proa#soinmovilizacion, se
afladieron 5 mg de NaBHLa mezcla se sometié a agitacion orbital sinrtapaante
30 minutos. La mezcla final se filtr6 sobre un @labroso y se lavé con tampdn

fosfato de sodio 50 mM pH 6,00. El derivado inmiagitio se conservo a 4 °C.

[11.2.6.4. Proceso de inmovilizacion en celite

La inmovilizacion por adsorcion de la lipasa de B8hre celite se realiz6 con 100
mg de enzima PSL, la cual se diluyé con tamporafosfie sodio 50 mM pH 6,00

hasta un volumen final de 600 pl. Luego se afafi® @ de soporte y 3 ml de
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acetona fria. La mezcla se sometié a agitaciontabribi 4 °C durante 100 min.
Transcurrido ese tiempo, se filtrd la suspensi@e yavo tres veces con tampon de
inmovilizacién. La cuantificacion de la enzima iowilizada se llevo a cabo con una
muestra tomada del solvente de inmovilizacion éxtr&n la filtracion. Asi mismo,
se llevé a cabo la cuantificacion de la actividadimatica del inmovilizado. El

derivado inmovilizado se conservd a 4 °C.

[11.2.6.5. Estabilizacion frente a pH de la enzima g-Gal-3

inmovilizada

Este ensayo se realiz6é para los complejos inmadtiz con nanofibras de carbono,
polimero fendlico y glioxil agarosas. En todos dasos el procedimiento general fue

el mismo, variando tan solo los tiempos de tomendestra entre ellos.

Se afiadieron 10 mg de soporte seleccionado cam&mazmovilizada para medir la
actividad hidrolitica utilizando el método disconid descrito en el apartado
[11.2.3.1.2. La hidrélisis se realiz6 a 37 °C wadindo pNF-3-Gal 5 mM como

sustrato. Las mediciones enzimaticas se realizaonpresencia de tampon
citrato/fosfato de sodio 50 mM en el rango de pBD4y fosfato de sodio 50 mM en
el rango de pH 5,50 — 8,00, y tampdn Tris-HCI 50 mMel rango de pH 9,00. La
actividad enzimatica obtenida para cada valor despHexpresé como actividad
relativa respecto al valor maximo hallado y el erppomedio del experimento

(expresado como desviacion estandar) no supeel 5

111.2.6.6. Reacciones de desacetilacién con lipasas inmovililees en
nanofibra

Este procedimiento se llevd a cabo con las lipasasvilizadas en nanofibras de
carbono y en Celite ®.

En el caso de las nanofibras, el volumen de trahsaomenor debido a la menor

disponibilidad del soporte. En ese caso, se disaiai 10 mg de las lipasas
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inmovilizadas en un volumen de 450 ul de los desolgs etanol, MeTHF, THF y
DMAS3. A ello se adicionaron 50 ul de agua, que sopun 10% del volumen final.

Como sustrato se emplearon 15 m@de-galactosa peracetilada.

En el caso del empleo de celite como soporte, s@vitron 100 mg de las lipasas
inmovilizadas en un volumen de 4,5 ml de los disotes etanol, MeTHF, THF y
DMAS. A ello se adicionaron 500 ul de agua. Comstraiio se emplearon 150 mg

dep-D-galactosa peracetilada.

En todos los casos, la reaccion se realiz6 enci@itaonstante a 30°C. Se tomaron
alicuotas de 20 pul a distintos tiempos, que seeiitn con 180 ul de butanol para su
posterior analisis por HPLC y CCF (111.2.7.1.1).

111.2.6.7. Reaccion de transglicosidacion cofi-gal-3 inmovilizada

Mediante el empleo de todos los complejos inmailas, se llevd a cabo la
reaccion de transglicosilacién, a fin de conocerrahdimiento sintético del

inmovilizado.

En todos los casos, la reaccién se llevé a caluiesido el siguiente procedimiento.

Las reaccion se llevd a cabo tal y como se des@ibeel apartado 111.2.3.2.2,
afadiendo 10 mg de soporte inmovilizado con lareaziPasado el tiempo de
reaccion, las muestras se centrifugaron a 14.Q@@n.r.durante 5 minutos para
separar el biocatalizador y finalizar la reacciBh.sobrenadante se conservd para
medir la actividad enzimatica por HPLC (apartad@I7.1).
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111.2.6.8. Termoestabilidad de la enzimg3-Gal-3 inmovilizada

Para estudiar la termoestabilidad de la enflrGal-3 deB. circulansinmovilizada,

se afiadieron 100 mg de los soportes (nanofibra, dd@kosa y soporte fendlico) en
100 pl de tampdn fosfato 50 mM pH 6,00 y se incobar 37°C y 50 °C. A 1, 3y 24
h, se tomaron 10 pl de la suspension y se midiactividad hidrolitica, segun el

método continuo descrito en el apartado 111.2.3.1.2

[11.2.6.9. Termoestabilidad de la enzima PSL inmovilizada enelite

Para estudiar la termoestabilidad de la enzima R®tovilizada en celite, se
afladieron 50 mg de soporte en 1,5 ml de tampoémattoF0 mM pH 6,00 y se
incubaron a 37 °C y 50 °C. A 10, 1,5, 24, 48, 882§ h, se tomaron 10 ul de la
suspension y se midié su actividad hidrolitica,usegl método discontinuo descrito

en el apartado 111.2.3.1.2.

[11.2.6.10. Reutilizacion de la enzima p-Gal-3 inmovilizada en

nanofibras y agarosas-TEA

Se disolvieron 10 mg de&Gal-3 inmovilizada en nanofibra o 10 Ul del inm@ado

en TEA en tampon fosfato de sodio 50 mM pH 6 coobgdtivo de llevar a cabo la
reaccion en tres medios de reaccion diferentesanjpon, i) tampon y 2M del
derivado de biomasa DMAL, vy iii) tampon y 30% dél[Bmim][PF6], para un
volumen final de 0.5 ml. La reaccion se llevé accakilizando concentracion final
de 85 mM degNF-B-Gal como donador, y 425 mM de GIcNAc como ace@ds/
°C, durante 1,5 h en agitacion orbital. Pasadeerido de reaccion, las muestras se
centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante 5 minutossdtirenadante se conservo para
medir la actividad enzimética por HPLC (apartado2lf.1). El soporte con la

enzima inmovilizada fue lavado dos veces con tanfipsiato de sodio 50 mM pH 6.
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Para los sucesivos ciclos, se afiadié de nuevo nuiceaccion. Puesto que el
[Bmim][PF6] se podia reutilizar porque precipitadacentrifugar, no fue necesario

volver a anadir este co-solvente en los distinids< de reutilizacion.

[11.2.7. Técnicas Analiticas

[11.2.7.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

[11.2.7.1.1. HPLC para el analisis de oligosacaridos

El seguimiento de las reacciones enzimaticas adedhaosidacion empleandgbGal-

3, B. circulansUSA vy Biolacta, se realiz6 mediante un cromatdgradsco 2000,
equipado con una columna MPb0-4E de grupos amino (Asahipak, Japon): diametro
interno: 4,6 mm, longitud 250 mm, tamafio de pakdicG um. Las condiciones de
trabajo fueron: flujo 0,8 ml/min, fase movil de @acetonitrilo y 20 % de agua (v/v).
El sistema tiene tres detectores: uno luz ultrat@o{(UV) y otro de dicroismo circular
(DC) fijados a 317 nm (méximo de absorcion de lesvddos deNF y un detector

de dispersion de la luz por evaporacioev@iporative light scattering detector
ELSD). Las condiciones de trabajo con este ultiratector fueron: temperatura del

tubo de deriv@DT]: 60 °C y de la camara de spf&(]: 54 °C

Las alicuotas obtenidas de las distintas reaccidaeesste trabajo, se diluyeron 10
veces y se filtraron para ser analizadas por HPLSEE De los datos obtenidos en
el cromatograma, se estimaron las proporciones idac@tidos mediante la
metodologia de calibracion absoluta (o del estaagrno). Para ello se utilizé un
estandar externo de disacéridos puros @BRI3)-GIcNAc, GalB(1-3)-GalNAc,
Gal{3(1-6)-GIcNAc Gale-(1-6)-GlupNF y Galwa-(1-6)-ManpNF) de concentracién
conocida. Se realizo una recta de calibrado del de& compuesto en funcion de las
concentraciones (1,25, 2,5, 3,75, 5, 6,25 y 7,5mt)glLos datos se ajustaron a un

modelo polinémico de primer grado y se evaluaranspovalor de R
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El detector UV se utiliz6 para estimar en el cramgeama la distribucion de los
gruposp-nitrofenol liberados y/o condensados durante d&ci®n, ya que éstos (sin
ionizar) absorben normalmente a 317 nm. Los glicpmgados con estos anillos
aromaticos se detectaron también por DC (317 nejue la presencia de dobles
enlaces del sistema aromatico cerca de un centi@al gqgpmo es el carbono

anomérico permiten ser detectados con ésta técnica.

Las mismas condiciones de andlisis se emplearoel easo de las reacciones de
desacetilacion llevadas a cabo con lipasas. Encastg el patron empleado fue una
muestra pura deé3-D-Galactosa tetraacetilada, que ha sido regiobedecente

atacada en la posicion anomérica.

Para el analisis de las muestra de transglicoéildéevadas a cabo por la enzima
fucosidasa se emplearon las mismas condicioneseteaion, a excepcion de la
mezcla de solventes de cromatografia, que fue d&3%nde acetonitrilo y un 17%
de agua, a fin de favorecer la correcta separatgdlos compuestos presentes en la

reaccion.

[11.2.7.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RNIN

Los espectros déH-RMN de los disacaridos purificados se realizamon
presaturacion de agua deuteradgdPo CHC} segun el caso, en un espectrémetro
Bruker AC-250 de 250 MHz. En el caso de muestrag diluidas o para espectros
de’*C-RMN se utiliz6 el espectrémetro Bruker Av de 308z 6 de 700 MHz.

111.2.7.3. Espectroscopia de Fluorescencia

Se analizé el espectro de emision de fluorescateila enziman-fuc utilizando un
espectrometro Perkin Elmer LS50B. Se excitd laginat a una longitud de ondg (
de 295 nm, la emision fue adquirida de 310 nm ari0La excitacion y emision de

ancho de banda se ajusté a 3 nm, las medicionbkiseon en celdas de 1 cm de
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paso de luz con un termorregulador CCF ajustad®°€.2El andlisis se realiz6
utilizando el software Spectra Félix 32. Primero a®lizé6 el espectro de los
solventesG2, G3, GC4, GC8, DMAL, [Bmin][Nth] y [Emin][MeSO,] para
conocer cuales de ellos daban sefial de manerasetd. A continuacion, el de la
enzimaa-fuc en tampon fosfato de sodio 30 mM pH 7,00 perder compararlos y
confirmar que la emisién de los solventes era e@pble comparada con la de la
enzima y que no interferiria en las mediciones. pDés se realizaron varias
adiciones de53, GC4, GC8, DMA1, [Bmin][Ntf,] y [Emin][MeSO,4] en la cubeta
con la enzima, logrando las siguientes concentnasidinales: 0, 0,09, 0,2, 0,9 y 2.
Se registraron los espectros de emision para diohexclas y se representd la

fluorescencia normalizada en funcién da la

111.2.7.4. Resonancia de Plasmon de superficie (SPR)

Los analisis se realizaron en un equipo Biacord 3BE Healthcare). Se utilizaron

dos tipos de chip:

- SA: contiene una superficie funcionalizada conegg@tvidina, que permite la
unién de moléculas biotiniladas. La union estrepiaa-biotina es tan fuerte,
gue se puede asemejar a una union covalente.

- CM4: contiene una superficie de oro funcionalizadn 30% de dextrano, lo que
reduce la sefial y evita uniones inespecificas. Estaiz permite la unién a los
grupos carboxilo a través de enlaces covalentesamteddistintos métodos

quimicos.

[11.2.7.4.1. Estudios de interaccién de moléculas de heparinaheparan sulfato

Para los chips CM4, los experimentos se llevaramal@ en presencia de tampon
fosfato de sodio 10 mM pH 7,40 con cloruro de sdh6 mM y 0,005% de P20.
Cada chip tiene cuatro celdas FC (Flow Cell), queeden actuar
independientemente, permitiendo la inmovilizaciGferdnciada en cada una de

ellas.
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[11.2.7.4.1.1Funcionalizacion con biotina de las moléculas deatma y heparan
sulfato

Las moléculas de heparina y HS se prepararon pararvilizacion mediante la
unién covalente al sustrato biotina-LC-hidracidsujfo-NHS-biotina. Se emplearon
dos condiciones diferentes a fin de conseguir haowilizacion por dos zonas
diferentes de la estructura: acoplamiento de larai@a través de los grupos urénicos
con el primer sustrato y con los residuos aminasutustituidos de las glucosaminas

mediante el segundo sustrato.

Para la union al primer sustrato, se llevo a cdlsigaiente protocolo: 50 mg de
las heparinas y HS disponibles (HP LMW, HS de CGglslP Celsus) se disolvieron
en 5 ml de tampén MES 0,1 M pH 4,50, y se incubaxam 62,5 ul de EDAC (100
mg/ml en tampon MES 0,1 M pH 4,50) durante 5 miauton agitacion constante.
Transcurrido ese tiempo, se adicciond 125 pl déirbldC-hidracida (50 mM en

DMSO) y se incub6 durante toda la noche a 28 °Cagitacion constante.

Pasado ese tiempo, se centrifugd la muestra a@3pdO durante 5 minutos y se
dializ6 empleando una membrana Spectra/Por® defimma poro 6-8, empleando
tampon HEPES 10 mM pH 7,40 como tampon de lavado.

Para el caso de la heparina LMW se procedio aitairglcion de la biotina no
unida mediante el empleo de una tubo de centrifugicon ® ultra-15, de tamafio
de poro 3, centrifugando la muestra durante 20 togha 9.000 rpm, y empleando
tampon HEPES 10 mM pH 7,40 como tampon de lavado.

En el caso del empleo del otro sustrato, el prociedito fue el siguiente: se
pesaron 50 mg de las diferentes HP y HS disponigles se disolvieron en 5 ml de
tampodn bicarbonato de sodio 50 mM pH 8,30. A el@diccion6 50 pl de NHS-LC-
biotina (20,5 pmol en DMF). La mezcla resultanténsebo6 durante dos horas a 4 °C
con agitacion continua. Transcurrido ese tiemp@rsecedio a eliminar la biotina no

unida del mismo modo que en el caso anterior.
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Las muestras obtenidas fueron liofilizadas paraerdt un polvo seco, y
almacenadas a 4 °C hasta su empleo.

[11.2.7.4.1.2Preparacion del chip SA

Todos los experimentos en el aparato de BlAconeakzaron a una temperatura

controlada de 25 °C.

[11.2.7.4.1.2.1 Normalizacion de la superficie de SA

El chip fue normalizado conforme a lo descrito émanual de BlAcore. Para
ello, se realizaron tres inyecciones de NaCl 1M WdOH 50 mM alternativamente,
a un flujo de 20 pl/min, con un tiempo de contad#ol minutos para cada una de

ellas. A continuacion, se lavo la superficie castinyecciones de tampén HBS-P.

[11.2.7.4.1.2.2 Inmovilizacion de ligandos en la superficie delpchi

El proceso de inmovilizacion se hizo conforme gugnte esquema: la celda Fcl se
bloqueo para su empleo como control; en la cel@adecinmovilizé la HP LMW,
Fc3 con HS de Celsus; Fc4 con HP de Celsus.

Para llevarlo a cabo, se realizaron tres injeccote 5 pl de cada una de las
moléculas a una concentracion de 30 pug/ml en HB®# un flujo de trabajo de 5

ul/min. A continuacién, se realizaron tres inyeoei® de lavado con el tampon HBS-
P, para eliminar de la superficie las moléculasrquee habian unido correctamente.

Finalmente, se cuantificaron las unidades de remmmabtenidas (RU), que reflejan

la respuesta de inmovilizacion.
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[11.2.7.4.1.2.3 Estudio de interacciones moleculares entre HP/H®oyeinas

Para llevar a cabo el estudio de la interacciéredatHP y la HS con proteinas, se
seleccionaron una proteina implicada en importanfieésciones biologicas:
antitrombina 11l (AT IlI).

Para el estudio de la ATIII, las muestras fuergreatadas (15 pl) a un flujo de 5
ul/min en tampdn fosfato de sodio 10 mM pH 7,40 clomuro de sodio 150 mM y

0,005% de P20 (HBS-P), midiendo después la disdciadurante 180 s. Las

concentraciones utilizadas para fluir los la ATléron: 0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,25,
0,5y 1 uM. después de cada inyeccion fue necesgmatar 5 pl de NaCl 1 M para
llevar a cabo la disociacion completa.

El procesamiento de datos y los andlisis de refagtae llevaron a cabo mediante el
programa BiaEvaluation v.4.1.1 (GE Healthcare)odas las sefiales se les resto el
blanco y fueron ajustadas a un modelo matematica phtener los parametros

cinéticos de la interaccion.

[11.2.8. Herramientas informaticas

[11.2.8.1. Programas bioinformaticos

[11.2.8.1.1. Analisis de secuencias proteicas

La comparaciéon de secuencias peptidicas, busquedprateinas homologas o
andlisis de proteinas, como célculo de su pun&léstrico, su masa molecular o la
prediccidon de posibles fragmentos transmembranpraoleinas, se realizé con los
paquetes de programas del servidor ExPASy: BLASBI/MW, ProtParam.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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IV.1. Capitulo 1. Busqueda de glicosidasas

aplicadas a la sintesis de oligosacaridos

Actualmente, para poder profundizar en el conocitoielel papel desempeinado por
los glicoconjugados, resulta de gran necesidadode&pde herramientas que nos
permitan obtener dichos compuestos a gran esadleg@o con un elevado grado de
pureza. Por ello, en la primera parte de esta Tesworal, nos planteamos como
objetivo trabajar en la busqueda de nuevas enzpfiasidasas aplicables al campo
de la sintesis de glicoconjugados. Este capitulte pdel empleo de técnicas de
microbiologia y enzimologia para poder abordarabdjo de blusqueda de enzimas
en microorganismo mesofilos y termofilos disporsblen nuestro grupo de

investigacion.

IV.1.1. Seleccion de organismos mesofilos productores de

glicosidasas

Nuestro grupo de investigacion poseia una colea&microorganismos, que Sirvio
de punto de partida de nuestro trabajo. En este tados ellos estaban catalogados
bajo el nivel 1 de bioseguridad, lo cual permitidrabajo sin la necesidad de tomar
medidas especiales de seguridad para su manefim@eto y conservacion. Esta
coleccion estaba denomina como coleccion BTG, gosstituia de bacterias, hongos

y levaduras. Estas Ultimas fueron el objeto detraidsisqueda.

Unida a esta coleccion, se llevo a cabo el misatmajp de busqueda y optimizacion
con la cepa bacteriana dacillus circulansde la coleccidon americana (Codigo
ATCC 31382), a fin de completar el amplio trabagsatrollado en nuestro grupo
con glicosidasas recombinantes provenientes débastaria>°

Dado que las levaduras de la coleccion no se emdxant identificadas en ningan

caso, a excepcion de un cédigo alfanumeérico qudeamgmos a titulo identificativo,
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el primer paso del trabajo fue la revitalizacion lde cepas. Las levaduras se
encontraban designadas con las siglas TCL y sumabantal 80 ejemplares. La
mayoria de ellas llevaban mucho tiempo congelad®® &C en glicerol al 20%, lo
cual suponia la premisa de un posible problemaialglidad en muchas de ellas.
Dado este posible impedimento, optamos por empl@ao primer medio de cultivo
el conocido como caldo cerebro-corazon enriquecao glucosa al 20 %. Se trata
de un medio enriquecido, empleado en los casos w@@®ogrganismos con
complicaciones para el crecimiento, o bien que bBatado sometidos a largos
periodos de almacenamiento o condiciones inadesuftdgia estos casos, se suele
optar por estos medios enriquecidos en lugar des gfenerales como puede ser el

medio YM o LB en bacterias.

De aquellos microorganismos que consiguieron sétatizados, se llevé a cabo una
siembra en placa con YM agar para su crecimientoésped, una inoculacién en

medio liquido YM, y un agotamiento de asa en plaea¥M agar.

En este caso, un gran numero de microorganismasrtoyg crecerse en medio
liguido. Sin embargo, decidimos llevar a cabo wiacsion de los mismos de cara a

su posterior trabajo de optimizacion. En este dasagriterios establecidos fueron:
1-Crecimiento en medio YM tanto sélido como liquato24 h a 30 °C.

2-Pureza de los cultivos, determinada a partirag@tamiento de asa en placas de
YM agar y a través de observacion en el microscdeidos crecimientos en YM
liquido.

Asi, finalmente pudimos seleccionar 7 microorganisngue se adaptaron a los

requisitos establecidos. De ellos, se crearon s@mecriotubos para su conservacion

a -20 °C, a -80 °C y liofilizados, tal y como ssae en el apartado 111.2.1.2.
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El procedimiento anteriormente descrito fue asimisealizado con la ce@acillus
circulans USA pero sustituyendo el medio YM por LB. En esteocds cepa crecid

sin ninguan problema y se pudo emplear para su pasteabajo.

IV.1.1.1. Seleccion de microorganismos mesofilos productorede

glicosidasas de la coleccion BTG

Empleando el protocolo descrito en el apartad@.811.1 de Materiales y Métodos
se llevo a cabo un estudio de las actividades Hidas presentes en los
microorganismos seleccionados anteriormente. Bn o, se emplearon cultivos
celulares en medio liquido hasta alcanzar la fatacienaria. Dado que nuestro
trabajo se orientd hacia la busqueda de glicosdadacidimos emplear como
sustratos una serie de monosacaridos activadopNBnque, al hidrolizarse en la
presencia de determinadas glicosidasas, liberamedlo una molécula deNF que
puede ser detectada por métodos colorimétricoss dustratos utilizados fueron
pNF-B-Fuc, pNF-3-Gal, pNF-a-Glu, pNF-a-Man y pNF-B-D-Man. En nuestro caso,
para facilitar el trabajo, se empleo un lector deroplacas multipocillo, permitiendo
reducir el tiempo de trabajo y aumentar el nUmeraapeticiones de las medidas.
Asi mismo, decidimos tomar unos valores de abscrhapara establecer los
resultados considerados positivos y negativos:

-Absorbancia entre 0 y 0,05 se consideré resultadativo (-).

-Absorbancia entre 0,05 y 0,5 se considero resuipaditivo (+).

-Absorbancia mayor de 0,5 se considero resultabtedmsitivo (++).

Los resultados encontrados se muestran en la Bableal como se puede observar
en la tabla, el ensayo resultd positivo o dobldatpospara todas las actividades a
excepcion d@-fuc, que no se encontré en ningln microorganisti&y. que tener en

cuenta que en ninguno de los casos se llevo alaabduccion de la expresion de
glicosidasas, y estamos analizando Unicamente deeg¥n basal mostrada por el

microorganisma®’
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Tabla 9. Resultados del cribado de actividades de micesosgnos productores de

glicosidasas.
pPNF- B-Fuc o-Glu B-Gal p-Man a-Man
TCL442 - ++ - - -
TCL435 - ++ - - -
TCL439 - + + - +
TCL 443 - ++ - - -
TCL 427 - - - + +
TCL436 - + - - -
TCL441 - + - - -

Dado que muchas de las levaduras no presentarobuere actividad hidrolitica
frente a estos sustratos, y unido al hecho de fuatarse de una coleccion sin
identificar corriamos el riesgo de riesgo de séd#@r microorganismos productores
de enzimas ya caracterizadas, poco novedosas ood® ipterés, optamos por
seleccionar la cepa que mejor resultados nos i@ en este ensayo, y tratar de
trabajar con ella en una segunda fase de cultindscidos. Por ello, se decidié
comenzar la busqueda de microorganismos capacsistéézar oligosacaridos por
aquellos candidatos que presentaron activadgtlicosidasa, los cuales aparecen en
la Tabla 9.

IV.1.1.2. Reacciones de transglicosidacion con células de argsmos

mesofilos

Tal como se explico en la Introduccion de esta m@mapartado 1.2.1), las
glicosidasas tienen la capacidad de, en determsnadaunstancias, utilizar el
sustrato como donador para realizar reaccionesratesdlicosidacion. Asi, para
averiguar si nuestros microorganismos tenian egiacidad, decidimos emplear los
seleccionados con actividadglucosidasa como biocatalizadores en reacciones de
transglicosidacion, tal y como se explica en eltapla 111.2.3.2. Para ello, se utilizé
como donador gdNF-a-gluc, y se selecciond un sustrato como aceptai\&dt.
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En ninguna de las reacciones se obtuvo ningurtadsupositivo para la sintesis de
disacaridos (resultados no mostrados). Esto ponmatdfiesto como, a pesar de
reconocer el sustrato donador y ser capaces delihaito, no son capaces de llevar
a cabo reacciones de tranglicosilacion. Ademaserdeb tener en cuenta que el
hecho de trabajar con células enteras dificultagm medida el control estricto
sobre las condiciones de reaccién, puesto que pudalse reacciones secundarias
no controladas que provoquen la degradacion deroductos o bien inhiban la
actividad sintética de la. Ademas, al no estartifiemda la coleccion BTG, y no
conocer la especie de los microorganismos con los € han realizado las
reacciones impide conocer las condiciones Optimas crecimiento, recursos

genéticos o caracterizaciones enzimaticas previas.

Por todo ello, decidimos seleccionar un Unico nuoganismo para tratar de trabajar
en las condiciones de optimizacién de la reacdiineste caso, se seleccion6 el mas
activo para la hidrolisis d@NF-a-Glc, el TCL 443. Nuestro trabajo posterior
consistid, centrandonos en esta cepa, en trataledar a cabo un trabajo de

optimizacién de las condiciones de cultivo, busauee pH 6ptimo, etc. (111.2.1.4).

IV.1.1.2.1.Induccion de la produccion dea-glucosidasa det43

Tras los ensayos de screening realizados, se desstliccionar la cepa TLC 443
puesta que era la que mayor actividad presentabbla 9)

La enzimaa-glucosidasa produce la hidrolisis de residuosldeoga. Es frecuente
que las glicosidasas presenten también actividpdes otros sustratos debido a
fenémenos de promiscuidad de sustrito 3%

Es bien sabido que la presencia de determinadasalidos en el medio de cultivo
puede llevar a la activacion de la expresion deytoees de las glicosidasas de modo
similar al provocado en el operdac, que, en presencia de lactosa, activa la
expresion dg-galactosidasa, entre otras enzimas y transpogadot

Para llevar a cabo los ensayos de induccion dedeesion de las glicosidasas se

utilizé medio YM diluido a la mitad, afiadiendo u#h He un solo disacarido en cada
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caso, tratando de favorecer el empleo del mismmdoente de carbono y provocar
un aumento en la expresion de las enzimas impkcadal metabolismo de de estas
moléculas. En nuestro caso, los disacaridos ulitigafueron celobiosa, lactosa,

maltosa, melibiosa y sacarosa, tal y como se nauestel apartado 111.2.1.4.

Inicialmente, y para poder llevar a cabo la comexitandarizacion del cultivo, se

realizaron dos ensayos:

- Elaboracién de la curva de crecimiento del micraoigmo en medio YM
control.

- Plaqueo en dilucidn seriada para poder llevar a gabceso de conteo celular y
establecer asi la proporcion correcta entre larabecia a 600 nm y el nimero

de unidades formadoras de colonias presentes (ifc/m

En primer lugar se llevé a cabo el procedimientscd en el apartado 111.2.1.3 de
Materiales y Métodos para establecer la relacidmeela absorbancia a 600 nm
(densidad 6ptica) y la concentracion celular ddtivauen ufc/ml. A partir del dato

obtenido, se procedid posteriormente al calculéadsoncentracion celular en cada

fase de la curva de crecimiento.

Posteriormente, para llevar a cabo la curva de irofecto, se siguio el
procedimiento descrito en el apartado 111.2.1.3vigeriales y métodos. El resultado
obtenido se representa en la Figura 8. Tal conubserva, la estandarizacion de los
cultivos empleados a un crecimiento de 16 horaguasejue se encuentren en la fase

estacionaria del mismo.

Resulta importante destacar como es critico el @omento de la masa celular de
trabajo de cara a estandarizar las medidas obtgridaando a cabo los estudios de
hidrolisis siempre con la misma cantidad de célplasa cada caso. Este aspecto

resulta fundamental para poder llevar a cabo laecta comparaciéon de datos,
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sobretodo en aquellos casos en los cuales la dalbale crecimiento no sea la

misma entre las diferentes cepas o cultivos
14 -

127 e

[
o
1
/

»
PO
""_T_‘;’le ’ f T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Ne células /ml ( x 10 3)

Tiempo (horas)

Figura 8. Curva de crecimiento de la levadura 443, dondegesenta la densidad 6ptica

del cultivo, medida como absorbancia del mismoGréa.

A continuacion, y teniendo en cuenta lo anteri@alizamos el estudio de la
induccion del cultivo y su posterior efecto solaehldrélisis de nuestros sustratos

modelo.

Tras llevar a cabo el cultivo durante 16 horastesdizo la medida de la densidad
Optica del mismo, a fin de conocer la implicaci@h disacarido adiccionado sobre la
induccién del crecimiento. La medida se realiz6 fppticado, y en la Figura 9 se

representan los resultados.

Tal como se puede ver, tan sélo la adiccién debaeda produce un incremento en el
crecimiento celular, cercano en este caso al 20%aoa respecto al control. En el
resto de los casos, se produce un descenso al &% medio YM diluido, al 90%

con la adiccion de maltosa, al 85% con sacarosa,descenso al 78% en la adiccion

de lactosa.
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Figura 9. Densidad optica relativa de los cultivos de 448 1é horas de cultiv
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Figura 10. Actividad relativa de los cultivos de 4«as 16 horas de cultivo.

Por otro lado, se realiz6 el andlisis de la ac#gichidrolitica de los cultivc
inducidos. Para ellojdvada a cabo la produccién por triplicado en preia de los
distintos disacaridos, Yavado: los extractos (apartado Ill.2.4,4se midi6 st
actividad hidrolitica tal y como se describe enaplartadolll.2.3.1.2, cuyos

resultados se muestran enFigura 10. La maltosg la sacarosa muestran
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actividad ligeramente superior a la del controinducido, llegando a un incremento
del 20% y 25% respectivamente. Sin embargo, lo sigsificativo es el efecto
producido por la presencia de celibiosa, que prawot descenso muy pronunciado
en la expresion de la enzimaglucosidasa analizada, llevando a un valor de

actividad inferior al 10% con respecto al control.

IV.1.1.2.1.Reacciones de transglicosidacion con células de 443

En la busqueda de las condiciones éptimas de fransitacion, o primero que se
llevo a cabo fue la busqueda del pH 6ptimo dedadkisis.

Para ello, tal como se describe en el apartad®. 11 de Materiales y métodos, se
empled la misma cantidad de células de un cultivdase estacionaria crecido en
YM, y se llevé a cabo la prueba de actividad hitica (apartado 111.2.3.1.1
Materiales y métodos) empleando tampones dentrsigi@lente rango de pH 6- 7.5.
Los datos obtenidos se muestran en la Figura dllcomo se puede observar, el pH

Optimo es 7.0, con lo cual, los siguientes ensagogansglicosilacién se realizan a

ese pH.
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Figura 11Estudio de pH 6ptimo para la hidrélisisalgluc por la levadura 443.
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Empleando cultivos inducidos con sacarosa y maltmsiacomo el control YM, que
tal como se ha mostrado en la Figura 10 result@arios mejores inductores de la
produccion de la enzima hidrolitica, se llevan laocdiversas pruebas en la busqueda

de un aceptor reconocido por la enzima.

Para ello, y tal y como se explica en el apartdtld.3.2, se procedié a probar
distintos aceptores. En todos los casos se utilimdo donador el pNE-gluc, y se
seleccionaron como posibles sustratos aceptoresFeic, Gal, Fuc, Man, GalNac y
GIcNAc.

En ninguno de los casos se encontro actividad atesgticosilacion (resultados no

mostrados).

IV.1.1.3. Estudio de la actividad glicosidasa de la cep®acillus

circulans USA

Para poder llevar a cabo un conocimiento profuneldadactividad glicosidasa del

mesdfilo Bacillus circulans USA nos propusimos llevar a cabo los siguientes

estudios:

- Estudio de la cinética de crecimiento microbiarsd,camo establecer la relacion
entre ufc/ml y absorbancia para la estandarizadgdios ensayos posteriores.

- Screening de actividades hidroliticas, empleand@rdos sustratos copNF
como marcador colorimétrico.

- Realizar ensayos de transglicosilacion empleandoélala entera, asi como
calcular el rendimiento de las mismas.

- Inmovilizacibn mediante metodologias de atrapamiamn la célula entera, y

comprobar posteriormente su capacidad hidrolitica.

Este abordaje se realiza con el objetivo de podeparar la actividad de la enzima
B-galactosidasa presente en este microorganismouey g sido ampliamente

estudiado en nuestro grupo a través de la expresida misma mediante un vector
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de clonaje y expresién. Asi mismo, parte del tralolgscrito en esta tesis se refiere al
uso de esa misma enzima purificada mediante eleeng@ diversas metodologias de

inmovilizacion.

IV.1.1.3.1.Caracterizacién del microorganismo: curva de crecinento, actividad

hidrolitica y constantes cataliticas

Para poder llevar a cabo el esquema propuestoi@niente, lo primero que nos
propusimos hacer era conocer la cinética de creaiimidel microorganismo, a fin de
poder caracterizar el tiempo necesario de cultiam@ @lcanzar la fase estacionaria,

condicion necesaria para los posteriores ensaybgld#isis.

Tras la realizacion del conteo de células por etg@dimiento descrito en el apartado
[11.2.1.3 de materiales y métodos, se estableci&lzcion entre la absorbancia y la
concentracion celular. Este dato se empled paracédsulos necesarios en la
elaboracion de la posterior curva de crecimiento.

Tal como se describe en el apartado de materiateitgdos 111.2.1.3, se llevo a cabo
el seguimiento del cultivo durante 50 horas, yfusron tomando muestras para
medir la densidad 6ptica del mismo, analizada caisorbancia a 600 nm. El

resultado se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Curva de crecimiento dgacillus circulans Tal como se puede observar,

a las 24 horas de crecimiento el cultivo se encaal@ntro de la fase estacionaria.
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A continuacién, empleando cultivos en fase estaciany estandarizando en todos
los casos con el empleo del mismo numero de célllegamos a cabo el
procedimiento descrito en materiales y método2.811.1. Los resultados se
muestran en la Tabla 10. Tal como se observatiddad hidrolitica predominante
en dicho microorganismo es la correspondiente $-dmlactosidasa, objeto de

nuestro estudio posterior.

Tabla 10. Resultados del screening de actividades hidrafitdeBacillus circulans USA.

pNF- B-Fuc a-Glu p-Gal B-Man e-Man
BCUSA + + I - +

Para poder obtener los datos de las constantediticata de la enzimap-
galactosidasa objeto de estudio, llevamos a cabealzcion de hidrdlisis descrita en
el apartado I11.2.1.4 de Materiales y métodos, fereintes concentraciones de
sustratopNF-Gal. Tras medir la absorbancia a 410 nm de Bmaj y realizar el
calculo delpNF liberado por unidad de tiempo, elaboramos |laesgmtacion de las
dobles inversas o Lineawever-Burk para realizaatdulo de dichas constantes. Los
valores obtenidos fueron de un valor dg #e 1,43 mM y Vax 0,012 mM &,
medidos a 37°C.

IV.1.1.3.2.Estudios de transglicosilacion con la célula enterade Bacillus

circulans USA

De cara a optimizar el posterior proceso de tracwsgjlacion, realizamos una serie
de ensayos para encontrar las mejores condicientaluhjo:

- pH

- Fuerzaibnica

- Induccion de la produccion enzimética mediantediacgn de disacéridos en el

medio de cultivo.
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En todos los casos, se llevaron a cabo los ensdgosptimizacion empleando

cultivos en fase estacionaria.

Para comenzar, llevamos a cabo el andlisis delgtirhd, tal como se describe en el
[11.2.1.4 de Materiales y métodos. Tras la reali@aae dicho ensayo, encontramos
qgue la mayor actividad se observaba a pH 6.0,lp@ual se tom6 ese como el
adecuado para las posteriores reacciones de ti@ssigicion. No obstante, no se
encontraron grandes diferencias entre los reswdtpdma los diferentes pH (datos no

mostrados).

En la consiguiente busqueda de la fuerza ionicandgpara el tampon de trabajo en
los ensayos de transglicosilacion, se realiz6 shymdescrito en el apartado 111.2.1.4
de Materiales y métodos, consistente en la reafimadel ensayo de actividad
hidrolitica del cultivo celular (en fase estacidaay en todos los casos mediante la
estandarizacion del contenido celular a empleatpempones preparados a diferente
concentracion de cloruro de sodio, obteniendo ngaale ensayo de entre 0 a 100
mM. En la Figura 13 podemos comprobar como lal@déds capaz de trabajar a altas
concentraciones salinas, obteniéndose para todosakns un valor de % actividad
relativa superior al control. No obstante, nosotrabajamos a una concentracion de
30 mM para poder extrapolar los datos a los obtsnttn las enzimas puras.

Tal como se aprecia en la figura, el empleo decsmhes tamponadas con una
concentracion salina de 100 mM nos report6é unaideti relativa superior al 200%
comparada con el control de concentracion 0 mMa Bacaso de la concentracion
de 25 mM, encontramos un incremento de la actividdativa cercano al 160%

respecto al control.
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Figura 13. Efecto de la concentracion salina sobre la activibarolitica deBacillus
circulans USA.

Con la intencién de mejorar la produccion enzinzatilevamos a cabo la inducci
de la expresion e incremento del crecimiento destnaidacteria. Para ello, tal col
se describe en el apartadio2.1.4 de Materiales y métodos, y del mismo modo
fue realizado gra la levadura 443 anteriormente descrita, llexaaoabo el cultiv:

en medios inducidos con celobiosa, maltosa, saagrtzstosa

Por un lado, analizamos la influencia de estoscdrsdos sobre la velocidad
crecimiento. Los datos obtenidosencuentran en la Figura 14. Tamo vemos e
la imagen, ninguno de los inductores mejord la peobn celular, si no todo
contrario. Asi mismo, mediante la adicciébn de s@mry maltosa se observo
formacion de agrgados floculares en el cultivo, lo al impedia la correci
medicion, y nos gener6 unos valores de DO relatiled 25% y 30 %
respectivamente. EI mejor valor se obtuvo con lacash de celobiosa, con un 62

de DO relativa, aunque en este caschién fue inferior al control.
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Figura 14. Efecto de la adiccion de inductores al medio déiveukobre la velocidad ¢
crecimiento.

A continuacion, valoramos la accion del inductobrsola expresion y posteri
actividad de la enzim@-galactosidasa presente en nuestro cultivo, y oljel
nuestro estudio.

Tal como se describe en el apartill.2.1.4 de Materiales y métodos, se realiz¢
medida de la actividad hidrolitica delltivo, estandarizando en todos los cg
mediante el empleo de la misma concentracion celetha todos los casos.
resultado se refleja en Fagura 15.
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Figura 15. Efecto de la adcion de inductores sobre la actividad hidrolitied dultivo,

empleando pNFsal como sustrat

Al observar la Figura 15eferida a la influencia del inductor sobre la\adad
hidrolitica del cultivo, vemos 1 resultado muy similar al anterior. De nuevo,
peores valores son mfdos a la maltosa y sacar con un 30% y 229
respectivamente, que pdarjustificarse debido a un problema de difusion
sustrato en el interior de los agregados flocul En e$e caso, sin contar el mec
de LB diluido que presento un valor del 85% devatdid relativa, el mejor resulta
se obtuvo con la adiccion de celobiosa, con unrvegocano al 80% de actividi

relativa.

Concluimos que ninguno de los disacaridos aadecuadamente como inductol

gue resulta mas adecuado realizar el cultivo edicammes estandar de L
Por tanto, una vez finalizado este estudio de dasliciones 6ptimas de producci

de microorganismo, asi como de las condicionesadésuadas [ra la realizacior

de las reacciones de transglicosilacion, llevamoabm, siguiendo el procedimier
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descrito en el apartado 111.2.3.2.1 de Materialesngtodos, las reacciones de

transglicosilacion.

Para ello, se emplearon los siguientes aceptorkegoga, manosa, fructosa,

galactosa, fucosa, GlucNac y GalNac.

La enzima tan soélo resultd activa en transglicosita en presencia de GlucNac
como aceptor. Esto constrasta claramente con ilddaxt encontrada por la enzima
pura obtenida mediante clonaje, donde reconoce @m®ptores tan GlucNac como
GaINac 106-107

El rendimiento de la reaccion de transglicosilaciébtenido tras 24 horas de

reaccion de 37°C fue de un 52%.

En nuestro grupo de investigacion ya hemos trabammh anterioridad con la
enzimap- galactosidasa proveniente @acillus circulans y conocemos que el
producto mayoritario de dicha reacciéon de tranegllacion se trata del disacarido
Gal$.(1,3)-GlucNac. Para confirmar la posicion del ealae nuestro producto, se
realizaron inyecciones en el HPLC de un patromasino, cuya identidad se habia
previamente confirmado mediante RMN. Estas, comfion que se trataba de dicho

producto.

Durante la reaccion, se tomaron alicuotas de lanmis diferentes tiempos. Tras la
inyeccion de las mismas en el equipo de HPLC, etatbos una recta de aparicion de
disacarido, que se muestra en la Figura 16. Enpeltlemos ver como la aparicion
del disacarido sigue una tendencia lineal, donds 24 horas desconocemos si se ha
alcanzado el maximo de produccién. Sin embargs, llezar a cabo un ensayo de
estabilidad del cultivo en el tiempo, pudimos coolar como a ese tiempo se
comienza a producir un descenso significativo dadfvidad hidrolitica, lo que

conlleva a su vez asociado un descenso en la daplade transglicosilacion. Por esa
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razon, establecimos 24 horas como el tiempo maximoreaccion. Los datos
referidos al estudio de estabilidad se muestrda Ergura 17.
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Figura 16. Cinética de aparicion del disacarido B-Gal-1,3eBlac empleando células de
Bacillus circulansen fase estacionaria.
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Figura 17. Estabilidad térmica del cultivo dBacillus circulansa 37°C. Los datos se
refieren a la actividad hidrolitica retenida etieinpo.

131



Resultados y discusion

IV.1.1.3.3.Inmovilizacién por atrapamiento de la célula enterade Bacillus
circulans USA

Una vez obtenido el biocatalizar activo en la sistée disacaridos, se llevo a cabo
la inmovilizacién del microorganismo completo medéala técnica de atrapamiento

en agar, agarosa Yy poliacrilamida.

Para ello, y siguiendo el procedimiento descrit@lespartado 111.2.5 de materiales y
métodos, se realiz6 la inmovilizacibn en agarosa3&l%, agar al 2% vy

poliacrilamida.

En todos los casos, se empled la misma cantidaéldies a inmovilizar para poder

llevar a cabo la correcta estandarizacion.

En el caso de la agarosa y el agar, se observdlisidrde pNF-Gal con el
inmovilizado. Las placas de agar y agarosa prelsentana consistencia elevada,
debido a su entramado, siendo estas Ultimas mas due las primeras, debido a que

el entramado de la agarosa es mayor y sobre toddamogéned?®

Sin embargo, los bajos datos de hidrdlisis obtenjleeden deberse a un problema
de difusién del sustrato al interior de las peftasnadas, asi como de la liberaciéon
del pNF al correspondiente tampdn de reaccion, hechoegperimentalmente se

comprueba por la coloracion tipica amarillaptd= que adquieren las perlas. Esto a

su vez dificulta el proceso de limpieza de las nasnpara su posterior reutilizacion.

En el caso de la inmovilizacion en agar, se obtuvealor de actividad del 24,9%, y
para la inmovilizacion en agarosa del 25,4%. Enaardasos, el control empleado

fueron células libres.

En el caso de la inmovilizacién empleando poliaonida no se pudo llevar a cabo la
hidrolisis de pNF-Gal dado que el inmovilizado que obteniamos wsefa la
consistencia adecuada, y, al intentar llevar a dabomedidas de actividad, se
disolvia el soporte inmovilizado por efecto ded@acion del medio.
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IVV.2. Capitulo 2: Sintesis de glicoconjugados de
interés biologico mediante el empleo de

glicosidasas

Tal como se puso de manifiesto en la Introducciénedgta Memoria, una de las
estrategias enzimaticas empleadas en la sintesisligesacaridos de interés

biolégico consiste en la utilizacion de glicosidasa

Para abordar esta tarea, nos propusimos trabajdarfuentalmente con tres fuentes
de enzimas glicosidasas: preparado comercial ddadd& con actividadp-
Galactosidasa, empleado previamente en nuestpw giel investigacion en las tesis
doctorales de los Dr Sandoval y Dra Péréz3*®g-galactosidas8acillus circulans
de produccion propia a partir de la clonacién yregin de la misma en nuestro
grupo de investigacion, empleada previamente ¢esia doctoral del Dr Bayorc®

a-fucosidasas donadas por el grupo del Prof. Dr.agmr

La clonacion de la enzim&Gal-3 de la cep8acillus circulansATCC 31382, fue
llevada a cabo como parte del trabajo desarrolfaaicel Dr. Carlos Bayon para el

trabajo presentado en su Tesis Doctdtal.

Concretamente, en esta tesis se ha presentadoagadms anteriores (1V.1.1.3) el
trabajo desarrollado con esta bacteria, mediangngleo de la célula entera como
biocatalizador.

Esta enzima, de amplio interés, se encuentra iagdicen la sintesis de los
disacéaridos Gab(1-3)-GIcNAc y Galp(1-3)-GalNAc. Inicialmente descrita por o
col. % presenta un gran potencial, tal como ha sido desusen estudios anteriores
de nuestro grupo, y por ello, nosotros nos proposilievar a cabo el desarrollo de

procesos de inmovilizacién en diversos soportestadando derivados de glioxil
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agarosas, nanofibras de carbono, y, por ultimo,ianésl un proceso de multistep
enzimatico acoplado, inmovilizando sobre sopor&solicos sintetizados por la

peroxidasa extraida de la cascara de soja.

IVV.2.1. Sintesis de glicoconjugados catalizada por |$-

Galactosidasa comercial de Biolacta

El preparado comercial de la casa Biolacta ha eidpleado con anterioridad por
varios investigadores, incluido nuestro propio grypara llevar a cabo la sintesis de
disacéaridos de interés biol6gits:>?"*%°*%'Se sabe que esta enzima reconoce al
GIcNAc como aceptot®®y en la mayor parte de estos trabajos se utilipeeparado

comercial de esta enzima.

Para nuestro trabajo, nos propusimos llevar a cabproceso de semipurificacion
del extracto, tratando con ello de separar lasrsigefracciones enzimaticas que
habian sido analizadas en otros trabajos. Asiusdgm encontrar en la bibliografia
la publicacion de dos procesos de purificacionuka de ellos, el proceso se aborda
desde sucesivos procesos de cromatografia de Exclowlecular empleando la
matriz Sephadex 150 e intercambio i6ritd™® Finalmente, obtienen doB-
galactosidasas a partir del crudo comercial.11&ifEtrabajo posterior, los autores
Vetere y Paolettt® repitieron la purificacién de este preparado dasmioo resultado

el aislamiento de una tercgfayalactosidasa.
En ambos estudios se presentan los resultadostielie de la actividad hidrolitica

de las enzimas purificadas, pero en ninguno des edl® abordan estudios de

transglicosilacion. Por ello, nosotros nos propusimhondar en este aspecto.
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IV.2.1.1. Caracterizacion y purificaciones de la enzima comeial

Teniendo en cuenta lo indicado en el punto antenos propusimos llevar a cabo en
primer lugar la semipurificacion de diferentes @meplos enziméticos a partir de la
B-galactosidasa Biolacta N° 5 comercia})(FEl proceso de purificacion parcial se
hizo siguiendo lo descrito en la bibliograft&*®®* (111.2.2.3), obteniéndose los
siguientes preparados enzimatides; y Fs,, mediante procesos de cromatografia de

exclusion molecular y precipitacion con sulfatcati@onio al 75%.

IV.2.1.1.1.Precipitacién fraccionada con sulfato aménico

La precipitacion mediante la adiccidén de sulfat@aito es una técnica ampliamente
descrita en la bilbiografi&'® Su accién se debe a que el sulfato aménico praveca
aumento de la fuerza i6nica del medio, forzandasagroteinas a unirse por sus

regiones menos hidrofilicas, formando agregadaggipitando.

Dependiendo de la estructura de las diferenteximag presentes en el medio, el
aumento gradual de concentraciéon de la sal prosogaecipitacion escalonada.

Sin embargo, por estudios previos desarrolladda &sis del Dr Bayon, conocemos
gue la presencia de esta sal en el tampdn deqgawidin provoca una inactivacion de
la actividad hidrolitica de las glicosidasas, inandio su deteccion en el medio de
reaccion. Por tanto, resulta necesario eliminaudhato amonico, bien mediante el
empleo de membranas de didlisis o bien mediantestde Vivaspin de bajo peso

molecular’®®

La precipitacion de la enzima se hizo conforme adéscrito en el apartado
[11.2.2.3.1, empleando un 75% de saturacion de Isat muestras obtenidas se
concentraron y desalinizaron mediante Vivaspint{Bais) para su posterior carga
en la columna de exclusion molecular. Previamergkoase comprob6 su actividad
hidrolitica (111.2.3.1.2)

135



Resultados y discusion

IV.2.1.1.2. Aislamiento por cromatografia de exclusion molecula

Tras la precipitacion fraccionada con sulfato amdnse llevd a cabo una
cromatografia de exclusion por peso molecular, spubasa en la separacion de las
proteinas a partir de diferencias en su tamafiolyman en solucién. Como fase
estacionaria se utiliz6 Sephadex G-150 superfine,sgpara moléculas de una masa
comprendida entre 5 y 150 kDa. La muestra obtetmatala precipitacion se aplico
en una columna de Sephadex G-150 superfino eqdiiben tampdn fosfato 100
mM, pH 6,00. A continuacion, el mismo tampén fudizgdo como fase movil. Las
fracciones eluidas se recogieron y se determindbsorbancia a 280 nm, asi como
su actividad frente @NF-B-gal ( 111.2.2.3.2). El perfil de elucidon obtenidee

representa en la Figura 18.

Las fracciones con actividag-galactosidasa se reunieron en dos muestras, que
comprendian las fracciones 20-23 y 25-B8, {y FsorespectivamenieLas muestras

se analizaron mediante electroforesis en geles aliacplamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y nativas para obsehgrado de pureza (apartado
[11.2.2.2.1). El rendimiento de los distintos pasiespurificacion y la electroforesis se

muestran agrupados en el apartado en la Tabla 11.

Tabla 11. Rendimientos del proceso de semipurificacion deBkgalactosidasas

presentes en Biolacta N° 5

Fraccion Proteinas Rendimiento  AE (Ul/mg)
(mg) (% prot.)

Fo 830 100 27,0

Fs1 44,9 54 32,0

Fs2 68,4 8,2 13,5
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Figura 18. Perfil de elucion de Ig-galactosidasa de Biolaota cromatografia de exclusion

molecular en Sephadex G-150.
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Figura 19. Perfiles de elucién en gel de electroforesis%r &crilamida) para proteinas
semipurificadas obtenidas de Biolacta en condicgor® desnaturalizantes; b) no

desnaturalizantes. En todos los casos, se emplBargrde carga en el pocillo.
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Al analizar la Figura 19, correspondiente a lactetdoresis en condiciones
desnaturalizantes, se observan 3 bandas pringipala la fracciondr. A través de

su peso molecular estimado, podemos pensar quejeabs dos de ellas, se
encuentran dentro del peso molecular que correigpiancon lag-galactosidasas |

y Il mencionadas en la literaturd;*'® cuyos pesos moleculares oscilan entre 240-
212 kDa para la primera enzima y 160-145 kDa parselgunda. Este dato puede
justificar la mayor actividad hidrolitica enconteagara esta fraccion (32,0 Ul/mg).
Por otra parte, la tercera enzima del preparadecmat con un peso aproximado de

86 kDa desaparece de dicha fraccion.

Sin embargo, en los resultados mostrados por [Ereferesis en condiciones no
desnaturalizantes (Figura 19), observamos comeEee la misma tendencia de
conglomerados de proteinas agrupados en tres batelasto peso molecular
(aproximadamente superior a los 140 kDa) para ttamdracciones. Este hecho
podria llevar a pensar que en la preparacion aatertilizada en nuestros ensayos
pudiera no estar presente la terd@galactosidasa con un peso de 86 kDa descrita
inicialmente por Vetere y Paoletl? Estos resultados nos inclinan a pensar que
quizas esta enzima es en realidad una subunidadalproteina mas grande o bien
podria darse la situacion de que sea un monomeunm denglomerado de proteinas

(por ejemplo un trimero).

IV.2.1.1.3. Sintesis de disacaridos con Ip-galactosidasa de Biolacta en medios

acuosos tamponados

Compo parte del trabajo experimental de la tesia @lga Pérez en nuestro grupo de
investigaciort™® se determinaron las condiciones 6ptimas para rllev@abo la

sintesis enzimatica de disacaridos utilizandf-tgalactosidas de Biolacta. En estos
estudios se determin6 que el sustrato reconocidegia enzima como aceptor era el

GIcNAc, y en estas condiciones la enzima era cdpaznterizar mayoritariamente
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el isémerop-(1-4) y en menor proporcion el isémepe(l - 6) (Esquema 4%’
Para llevar a cabo la reaccion se empddd--3-Gal como donador (0,17M) y
GIcNAc como aceptor (0,85M) segun se describe epuato 111.2.3.2.2 y como
biocatalizador se emplearon las diferentes fraes@btenidas de Biolacta. En todos

los casos se emplearon 155 unidades enziméticascepcion de la fracCioRs;,

donde se emplearon 7,2 unidades debido a su lbjmlad hidrolitica.

Tabla 12 Resultados obtenidos en reacciones de transiglimién realizadas con las
fracciones derivadg®-galactosidasa comercial de Biolacta en mediossamsutamponados

con fosfato/ citrato de sodio pH 5,00 50 mM.

Fraccion Hidrolisis Gal ~ GalB(1-4)GIcNAc  GalB(1-6)GIcNAc ~ Tiempo  de
reaccion (h)

Fo 6 93 1 3

Fs1 71 - 29 3

Fs2 - 99 1 3

Tal como se puede extraer de los datos de la Tiahl#a fraccion E; mostré una
preferencia hacia la hidrdlisis. Esta fraccibn eaf una mayor presencia de
proteinas de alto peso molecular en el geles a¢r@fleresis desnaturalizante (SDS-
PAGE, Figura 19), pero apenas proteinas menore408ekDa, como la IlI
isoenzima mencionada por Vetere y Padfétila cual posee un peso de
aproximadamente 86 kDa, por lo que podriamos pegsar las dos primeras

isoenzimas corresponderian a proteinas especifitarnilroliticas.

Los resultados con la fraccion semipurificadas, Fmostraron una alta
regioselectividad, con una clara tendencia a léesis del isomero G#{1- 4)-
GIcNAc y baja hidrdlisis.

En un trabajo desarrollado con la piruvato oxid@saactobacillus plantaruffzse
vinculaba la capacidad sintetica a las posiblesnas entre proteinas o subunidades,
que mejoraban la actividad de la misma. Pudieragger esta tendencia sintética

mostrada por la fraccionsf; estuviera relacionada con la presencia de suadesdo
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proteinas pequefias que resultan visibles en el BAEE (Figura 19) y que estan
ausentes en la fracciorFEn ese caso, estas subunidades o enzimas dedsajo
molecular estarian asociadas a un incremento aatilddad catalitica de la enzima

hacia la sintesis de disacaridos, pero no asile@dralisis.

IV.2.1.1.4.Sintesis de disacaridos con la fracciones semipucdfdas de Biolacta

en presencia de disolventes verdes

Estudios previos desarrollados por nuestro Grupmwestigacion han analizado el
papel desarrollado por la presencia de determinddmdventes verdes como co-
solventes en las reacciones enziméaticas con Bigidct’’ demostrando que su
adiccion genera un cambio en la regioselectividad & reaccion de
transglicosilacion, favoreciendo el isomgi(@ - 6). Estos disolventes verdes, en su
mayoria obtenidos a partir de subproductos dedasimia (como el glicerol) y de
biomasa (como los derivados de NgN-dimetilamida) han sido valorados para
establecer la concentracién 6ptima, obteniendo atorvde 2 M. %27 | as
estructuras de los disolventes empleados en estiodi@s, asi como un resumen de
los resultados obtenidos se muestran a continuaci@ Esquema 12 y Tabla 7, que

se encuentran en el apartado 111.2.3.2.3 de M&sriamétodos.

Tabla 13 Rendimientos de transglicosidacion obtenidos tm distintos disolventes

derivados del glicerol de cadena abierta cofidgalactosidasa de Biolacta.

Medio Gal Gal-p(1—4)GIcNAc Galp-(1—6)GIcNAc

(%) (%) (%)

Tampon - 84 17
Glicerol 35 14 9
GC4 - 15 85
GC5 - 23 77
GC6 - 13 87
GC7 - - 93

GC8 - - 100
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GC9 79 - 21
GC10 - 17 83
GCl1 - - 92
GC12 - 21 71

Valores tomados de Garciagl.>"

Asimismo, los disolventes de derivados ciclicosdlieerol y derivados de I&,N-
dimetilamida (Esquema 12) se han probado en laséntle disacaridos con Ips
galactosidasas de Biolacta. Los efectos de éssobsdntes sobre la regioselectividad
de la enzima han seguido una tendencia similagrémiendo la formacion del
disacarido con enlacgq1-6) y disminuyendo los porcentajes de disacarido con

enlace$(1- 4). Estos resultados de estudios se muestranTabla 14.

Tabla 14. Porcentajes de los rendimientos en las reaccid@ésansglicosidacion obtenidos
con lap-galactosidasa de Biolacta en tampoén citrato/fost mM a pH 5.0y 2 M de

disolvente verde en dicho tampon.

Disolvente Gal Galp-(1—6)GIcNAc
(%) Galp-(1—4)GIcNAc) (%) (%)
Tampon - 83 17
Gl ; 9 91
G2 81 13 v
3 ; 29 71
DMAL - 9 o1
DMA2 - 83 12
DMA3 - 24 75

Asi, siguiendo la metodologia descrita en el puiit@.3.2.2, se llevo a cabo la
sintesis de disacaridos utilizando como catalizsitas fracciones semipurificadas
de Biolacta: k1Y Fs2 en presencia de disolventes verdes a una conciémiraM de
cada uno de éstos. Los disolventes seleccionagosniGl, GC7, GC8y GC11,
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asi como tampdén a modo de control. Los resultaltenalos se resumen en la Tabla
15.

Tabla 15. Resultados obtenidos en reacciones de transglaméid (%) empleando las
fracciones semipurificadas {Fy Fsy), obtenidas de Biolacta N° 5 en medios 2M en
disolventes verdes y tamponados con fosfato/ citdat sodio pH 5,0, 50 mM. Todas las

reacciones se realizaron a un tiempo final de asor

Fraccion Medio Hidrolisis GalB(1-4)GIcNAc GalB(1-6)GIcNAc %
Gal %
Fs1 Tampén 100 0 0
Fs1 G1 100 0 0
Fs1 GC7 100 0 0
Fs1 GC8 100 0 0
Fs1 GC11 100 0 0
Fso Tampon 0 100 0
Fso G1 3 80 17
Fso GC7 1 89 10
Fso GC8 3 69 28
Fs2 GC11 3 69 28

Analizando en profundidad la Tabla 15, encontrac@so la fraccion & muestra
una clara tendencia a la realizacion de la hidsdlé exclusiva, la cual no se
modifica con la presencia de disolventes verdes. dd@ parte, la fraccion sk
mostro una baja tendencia a hidrolizar, hecho ooafilo en la reaccion efectuada en
tampdn, donde se obtiene un 100% de area paranetisf3(1 - 4). Estos resultados
pueden sugerir que podrian ser las proteinas depleap molecular (o subunidades

proteicas de otras) las implicadas en la activilatética.

La presencia de co-solventes modificé parcialmelds rendimientos de
transglicosilacionm con un incremento cercano &b 2kl isdmerd3(1- 6). Esto
podria llevarnos a pensar que serian algunas dertdsinas presentes en esta

fraccion y no en la otra las implicadas en el candala regioselectividad.
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A continuacion, nos propusimos analizar la infliarge los disolventes derivados
de los disolventes del grupo de Mdl-dimetilamidas. En el estudio previo resumido
en la Tabla 15, se puede observar como los mejesesdtados se obtuvieron con

DMA1 como co-solvente. Las recciones se realizar8rhoras.

Por tanto, siguiendo el protocolo descrito en ekiglo 111.2.3.2.3 se llevaron a cabo
la reacciones con los derivados NeN-dimetilamidas como co-solventes, a una
concentracion de 2 M, empleando las dos fraccieasspurificadas de Biolacta. En

la tabla se presentan los resultados al tiempd fina

Tal como podemos observar en la Tabla 16, la pcesele DMAL como co-solvente
derivados de glicerol, donde la fraccidér; AFnantiene su actividad altamente
hidrolitica, mientras que la fracciorsFmuestra una tendencia hacia la sintesis del
isdmerof(1-4) sin ser afectada por los disolventes verde® festomeno podria
corroborar lo indicado anteriormente, donde el dande regioselectividad podria
ser especifico para una determinada fraccion denaszprobablemente una enzima
en especifico), y que debido al proceso de pudidrahubiera sido eliminada del
preparado crudo original.

Tabla 16. Resultados obtenidos en reacciones de transglaméid (%) realizadas con 9

unidades enzimaticas de las fracciones semipuldic#ks; y Fs,) obtenidas de Biolacta N° 5

en medios 2M en DMA1 tamponado con fosfato/ citdgsodio pH 5,0, 50 mM.

Fraccion Medio Hidrdlisis GalB(1-4)GIcNAc GalB(1-6)GIcNAc

Gal
Fs1 Tampo6n 100 0 0
Fs1 DMA1 100 0 0
Fs, Tampon 0 100 0
Fs, DMA1 1 81 18
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IV.2.2. Produccion y purificacion de la p-Gal-3 de B.
circulans ATCC 31382

La enzimap-Gal-3 fue clonada por el Dr Bayon como parte werabajo de tesis
doctoral. Durante dicho trabajo, se llevo a caboldaacion del gen en el plasmido
pPET28b (+). Este plasmido fue posteriormente intoidb en bacterias dé. coli
BL21, cepa especializada en la produccién de praseiecombinantes. La proteina
expresada fue denomina@aGal-3-NTag, al poseer anclado en el extremo N-
terminal una cola de histidinas para facilitar @sterior proceso de purificacion. No

obstante, en este trabajo se denominara de modwaiado com@-Gal-3.

Asi, durante el trabajo de la presente tesis,es® I cabo el proceso de produccién
descrito en el apartado (apartado 111.2.1.5), eotde células (apartado 111.2.1.6) y
purificacion por colas de histidina en columna dgual (I) (apartado 111.2.2.4). En

la Figura 20 se muestra un perfil tipico de pcifion de la enzim@:Gal-3.
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Figura 20. Perfil de purificacion de la enzinfaGal-3-NTag.1) Proteinas no unidas a la
columna.2) Proteinas no unidas debido a la saturacion dellanna.3) Proteinas unidas
por unién inespecifica eluidas con el tampon deesidh.4) Proteinas unidas por union
inespecifica eluidas con el tampon de lav&)d&nzimap-Gal-3-Ntag eluida con el tampdn

de elucion.
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Una vez purificada la enzima se midié su conceittnapor el método de Bradford
(apartado 111.2.2.1) y se realizé un gel SDS-PAG&apcomprobar su pureza
(apartado 111.2.2.2.1). Como se puede observaadidura 21, la banda del carril 3,

correspondiente a la enzirfigGal-3 purificada, presenta un alto grado de pureza

!
|
PN e

|

Figura 21. Gel SDS-PAGE de la purificacion deGal-3-NTag yp-Gal-3-CTag. 1)
Extracto celular sin inducir con IPTQ@) Extracto celular inducido con IPT@) p-Gal-3

purificada.4) Patrones de peso molecular.

IVV.2.3. Inmovilizacion de la enzimap-Gal-3 de B. circulans

ATCC 31382

Como se explico en el apartado 1.2.2 de la Introauc de esta Memoria, la
inmovilizacibn de enzimas supone importantes vastajomo la mejora de la
estabilidad o la posibilidad de reutilizar el bitadeador, ya que se puede separar
facilmente de la mezcla de reaccion, lo que adgm&@dene la contaminacion por

proteinas en el producto final?
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Por ello se desarroll6 un proceso de inmovilizagié@na la enzim$-Gal-3 deB.
circulansATCC 31382 utilizando tres estrategias:

1. Inmovilizacién sobre polimeros de glioxil agarosasilitados por el grupo
del Prof. Dr. Guisan, perteneciente al InstitutaCdgalisis y Petroleoquimica
del CSIC.

2. Inmovilizacién sobre nanofibras de carbono, faailés por el grupo del Prof.
Dr. Rubio, del Instituo de Ceramica y Vidrio, CSIC.

3. Inmovilizacion sobre polimeros fendlicos, sintetiaa enzimaticamente por
el Prof Dr. Levin, del Centro de Investigacion yaisferencia de Entre Rios
(CITER) CONICET- UNER., Argentina, como parte de sstancia

Postdoctoral en nuestro grupo de Investigacion.

Los resultados obtenidos en cada uno de estos iegeos se detallan a

continuacion.

IV.2.3.1. Inmovilizacién de p-Gal-3 deB. circulans ATCC 31382 en

glioxil agarosas

En trabajos anteriores desarrollados por nuestipogrya se habian llevado a cabo
procesos de inmovilizacion sobre soportes gliogdlrasa. Concretamente, la enzima
B-Gal-3 habia sido inmovilizada sobre uno de losgidisponibles de este soporte,
con grandes resultados. El soporte glioxil agdfésse trata de un polimero
funcionalizado con grupos aldehido, el cual puede asi mismo modificado
posteriormente, dando lugar a un abanico de pasibieionalizaciones, tal como se
ha descrito en la introduccién de este trabajoa Reate trabajo, se emplearon las
siguientes agarosas: en forma de glioxil agarosagidnalizada con cationes
metalicos y niquel, que denominaremos IDA*Nen forma aniénica a través del
empleo de acido iminodiacético, que llamaremos IQA;finalmente, en forma

catidnica a través del empleo de trietilamina, dgrgominaremos TEA.
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IV.2.3.1.1.Estabilizacién de la enzima en medios alcalinos (pH))

Como parte del trabajo Fin de Master de Sergio Nais y en colaboracion con el
trabajo desarrollado por el Dr Bayon para su Te&sstoral, se llevdé a cabo un
estudio para la optimizacion de la estabilizaciédadenzima mediante la adiccion de
un 50% de polietilenglicol-600 (PEG-600) en el t@mple inmovilizacion al trabajar
con el polimero de glioxil agarosa. Este compusstoaracteriza por crear multiples
puentes de hidrogeno con las proteinas, lo quea epibsibles cambios
conformacionales?®* 4 4% 407pgrtiendo de las condiciones dptimas descritas en
dichos trabajos (pH, concentracion del agente #igtaite, carga enzimatica y
tiempo de contacto), se llevo a cabo el procesin@vilizacion en el resto de

soportes, empleando la glioxil agarosa tradicianato control del proceso.

El proceso de inmovilizacion y célculo del rendimiéde la misma (% de enzima
inmovilizada y % de actividad retenida por el coeppinmovilizado) se llevo a cabo
conforme a lo descrito en el apartado 111.2.6.aderiales y métodos. El resumen

de resultados de los 4 soportes derivados de agasegresenta en la Tabla 17.

Tabla 17. Resultados obtenidos para la inmovilizaciérd&al-3 en diferentes soportes de

agarosas modificadas.

Actividad

Enzima Carga enzimatica enzimatica
Soporte inmovilizada  (mg enzimal/g Ul/m

(%) soporte) g (%)
Enzima libre - - 6,2 100
Agarosa glioxil 100 0,5 5,27 85
TEA 100 0,5 3,3 53
IDA 60 0,5 0,17 27
IDA- Ni2+ 100 0,5 0,06 0,96

Tal como se puede observar en la Tabla 17, tan s®l@btuvieron resultados
positivos de retencion de actividad en el casoedebleo de glioxil agarosa sin

modificar y de TEA, destacando el primero.
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Sin embargo, dado que el trabajo con el soportglidzil agarosa tradicional ya
habia sido previamente desarrollado por nuestrgogrudecidimos continuar
explorando la actividad y caracteristicas del capopbbtenido mediante el empleo

de TEA como soporte de inmovilizacion.

IV.2.3.1.2.Influencia del pH en la actividad de la enzimg-Gal-3 inmovilizada

En la bibliografia encontramos ejemplos de comayam namero de las enzimas
modifican su intervalo de pH de trabajo cuando movilizan al variar el
microentorno de la protein®®*°°En la busqueda de las condiciones éptimas para
llevar a cabo reacciones con la enzipa@al-3 inmovilizada en soportes de glioxil
agarosa-TEA, se procedié al calculo de su pH optisiguiendo el protocolo
descrito en el apartado 111.2.6.5. Para ello sdiagada reaccién de hidrdlisis
utilizando pNF--Gal en distintas condiciones de pH por el métadoatinuo. En
la Figura 22 se muestran los resultados juntol@emmbtenidos previamente para la
enzima libre y con la inmovilizacion en glioxil agaa tradicional. La diferencia
fundamental que se puede encontrar es que encetieammplear TEA como soporte,
el maximo de actividad se desplaza a pH 7, al adotque ocurre con el otro
soporte y con la enzima libre, donde en ambos cssosantiene en un valor de pH
6. Asi mismo, se ve una tendencia de mejora ewmtlgidad a pH basicos con los
complejos inmovilizados. Estos valores indican umanto en la estabilidad de la

enzima inmovilizada a pHs basicos.
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Figura 22. Efecto del pH en la actividad de la enzifi&al-3 libre e inmovilizada sobre
glioxil agarosa sobre el sustrgibhlF-3-Gal e 5 mM a 37 °C. El pH se ajusté con tampones
citrato/fosfato de sodio, Tris-HCl y fosfato de moH0 mM. Las actividades estan referidas
en términos relativos al valor maximo determinadocada caso, normalizando para cada

tipo de inmovilizacion.

IV.2.3.1.3.Estabilidad térmica de la enzimaB-Gal-3 inmovilizada

Para estudiar el efecto de la temperatura solfiedal-3 inmovilizada sobre glioxil
agarosa, se incubd la enzima inmovilizada en lessdportes, asi como la enzima
libre a 37°C y a 50 °C, siguiendo el protocolo a@eghrtado 111.2.6.8. Se midié su
actividad a 1, 3, 12 y 24 h, obteniéndose los tadot de la Figura 23y Figura 24.
Como se puede observar, a 37 °C, tanto la enzimawvitizada como la libre
conservan una actividad préxima al 85% en gliogérasa, y al 70% en TEA una
vez transcurridas 24 h. Las diferencias son magseptativas a 50 °C, temperatura
a la cual la enzima libre pierde rapidamente siwidatd, quedando por debajo del 50
% a las 3 h. Sin embargo, la enzima inmovilizadatieae su actividad durante mas
tiempo, conservando el 46% a las 24 h en glioxarasga y un 64% en TEA, tiempo
en el que la enzima libre estaba completamentéivada. Estos resultados ponen de

manifiesto como el proceso de inmovilizacion enostgs derivados de glioxil
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agarosa mejora notablemente la termoestabilidath amzimap-Gal-3. Si a esto
unimos el hecho de que se produce una apertura baediciones de trabajo de pH

mas extremos, nos lleva a proponer este biocadalizzomo un modelo muy versatil

de trabajo.
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Figura 23. Estabilidad térmica de la enzinfaGal-3 libre e inmovilizada incubada en
tampodn fosfato de sodio 50 mM pH 6,00 a 37° duraste.
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Figura 24. Estabilidad térmica de la enzinfaGal-3 libre e inmovilizada incubada en
tampdn fosfato de sodio 50 mM pH 6,00 a 50° duraste.
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IV.2.3.1.4.Sintesis de disacaridos catalizada pg-Gal-3 inmovilizada en glioxil

agarosa

Una vez conocidas las condiciones Optimas pararllevcabo las reacciones de
transglicosilacion empleando los derivados inmpadios, se llevo a cabo el estudio
siguiendo el protocolo del apartado correspondieletenateriales y métodos, Ill.
2.6.3. Se realizaron las reacciones utilizando caoeptores GIcNAc y GalNac, en
presencia de solo tampon fosfato de sodio, 50 nbM7 fique habia mostrado mayor
actividad en nuestros estudios), y con disolveststenibles como co-solventes. La
eleccion de los co-solventes se baso en los estydavios realizados en el grupo
con la enzima libre. En ellos, encontramos queeelvddo de biomasBMAL vy el
liquido i6nico [Bmim][PF¢], generaron los mejores resultad@sLos resultados
obtenidos en nuestro estudio, empleando los inmadibs de-Gal-3 en TEA se

muestran en la Figura 25.
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M Enzima libre  ® Enzima inmovilizada

Figura 25. Rendimientos de la reaccion de transglicosidacamla enzimg@-Gal-3 libre e
inmovilizada utilizandopNF-gal como donador y como aceptor, &An GalNAc y enB)
GIcNAc.

Como se puede observar, en la reaccion controtaomopén, se obtuvo un resultado
del 25% de Gap(1-3)-GIcNAc con el inmovilizado, frente al 51% ¢tk enzima
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libre. En la sintesis de GA({1-3)-GalNAc se obtuvo un 43% de rendimiento con la
enzima inmovilizada, frente al 49% de la enzimarelibLa disminucion de
rendimiento es mayor en el caso de las reacciameBMAL, puesto que se pasoé de
un rendimiento del 99% con la enzima libre a ub%8con la enzima inmovilizada
en la sintesis de G#[1-3)-GIcNAc, y de un 95% en la sintesis de Ha-3)-
GalNAc con la enzima libre a un 26,1% con la enzinmaovilizada. Los peores
resultados se produjeron con el[Bmim][PF¢], con el que la sintesis de Gil-3)-
GIcNACc con la enzima libre y con la enzima inmaalila pas6 de un 97 a un 18,5%
respectivamente, y la sintesis de @d-3)-GalNAc disminuyé de un 97 a un
14,51%.

En la bibliografia existen ejemplos de inmovilizatide la enzim#-Gal-3 deB.
circulansATCC 31382 en CNBr-sefarosa, donde se habia leegachbo un estudio
de la capacidad sintética del complejo inmovilizaelmpleando en ese caspblF-
gal como donador y benzitD-GalNAc y metile-D-GalNAc como aceptores en
presencia de DMF, con los que obtuvieron un reretioi del 62 y del 53%
respectivament&?® Este rendimiento fue mayor que el que se obtuvamueEstros
estudios en la reaccion con solo tampén o BMAL o [Bmim][PF¢] como co-
solvente, en la reaccion con la enzima inmovilizadaylioxil agarosa. Guisancol.
compararon la inmovilizacion de Ig-galactosidasa d&luyveromyces lactien
CNBr-sefarosa y en glioxil agaro$d.Estos autores, al igual que en nuestro caso,
obtienen menor actividad con el soporte de gliagarosa, pero sin embargo, al
igual que en nuestros estudios, observan un incriemen la estabilizacion de la
enzima. Para justificar este resultado, los autoeeponen que en el sistema de
inmovilizacidn en glioxil agarosa se trata de ustesna covalente multipuntual,
frente al soporte CNBr-sefarosa, que inmoviliza ahzima por un solo punto de
union, lo que permite que la enzima se comportendemanera similar a la enzima
libre. Asi, aunque la inmovilizacion multipuntualraentara la rigidez de la enzima,
esto conllevara a su vez un incremento en la distathj aunque a su vez suele

implicar un descenso de actividdtf:

152



Resultados y discusion

Asi, lo descrito por estos autores se correspoitel@ encontrado en nuestros
resultados, ya que al inmovilizarfegal-3 se perdio parte de la actividad comparada
con la enzima libre, pero se aumento la estabilidawte al pH y la temperatura
(apartados 1V.2.3.1.2 y 1V.2.3.1.3).

Asi, a pesar de haber encontrado rendimientos reerman la enzima inmovilizada
comparada con la enzima libre, debemos poner ddfiesto que el principal
beneficio que confiere el hecho de inmovilizar inchtalizador es su posibilidad de
ser reutilizado repetidas veces dado su incremamia estabilidad enzimatica. Asi,
al poder ser reutilizado, se podria considerar @msg@do el hecho de la pérdida de

rendimiento.

IV.2.3.1.5.Reutilizacion de lap-Gal-3 de B. circulans ATCC 31382 en glioxil

agarosa

Asi, siguiendo lo comentado en el punto anteri@s mpropusimos estudiar la

posibilidad de reutilizar el inmovilizado enzimdtien glioxil agarosa.

Para ello, se llevaron a cabo las reacciones desdliaosilacion descritas en el
apartado 11.2.3.2.2. Para ello, empleamos GIlcNaama aceptor modelo,

fundamentalmente debido a su menor coste. La esialude la reutilizacion se llevo

a cabo conforme lo descrito en el 111.2.6.10, metdiael empleo de los siguientes
medios de reaccion: de soélo tampon fosfato de sedionM pH 7.0; corDMA1

como co-solvente; y con el Bmim][PF¢].

Como se puede ver en los resultados (mostrada@sfgura 26), las enzimas fueron
sufriendo una desactivacion brusca en todos losscaen el primer reuso, que
termina por estabilizarse en el siguiente reusoniBguno de los casos la enzima
mantuvo buenos resultados de actividad sintétacaubll podria ser atribuido a un
problema por la metodologia empleada, puesto queadizarse reacciones de 3

horas, el inmovilizado permanece mucho tiempo ep, uon cambios de
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temperatura, pasando de 37°C de reaccion, a 4&C amacenaje entre los reusos.

Esto podria perjudicar a la estabilidad de la eazijustificando parcialmente el
resultado.
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Figura 26. Reutilizacion de la enzim@Gal-3 deB. circulansATCC 31382 en reacciones
de transglicosilacién utilizando como aceptor GlaNén so6lo tampon o en presencia de
DMAL o [Bmim][PF ¢] como co-solventes.

Por ultimo, decir que, debido a qud@mim][PF¢] se puede separar de la mezcla de
reaccion, asi como del soporte, este co-solventeeser reutilizado en todas las
reacciones que se lleven a cabo con la enzima iramla, aumentando la

sostenibilidad del proceso.

IV.2.3.2. Inmovilizacién de p-Gal-3 de B. circulans ATCC 31382 en
nanofibras de carbono

Continuando con el estudio de inmovilizacion entzicaa se llevd a cabo la
inmovilizacion de la enzimf-Gal-3 deB. circulansATCC 31382 sobre diferentes

nanofibras de carbono funcionalizados con grupas@amcarboxilo.
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El proceso se puso a punto previamente mediantaoldificacion de diferentes
parametros tales como: tiempo de contacto, pHmevtlizacion, pre-tratamiento de
las nanofibras con isopropanol, etc. El desarrddbproceso de inmovilizacion se
monitorizé midiendo la cantidad de proteina inmesilla a diferentes tiempos. Para
ello se utilizé la metodologia del procedimientgesmental descrito en el apartado
1.2.6.1.

En el presente trabajo se realizaron ensayos enguedos tipos de nanofibras: i)
funcionalizadas con grupos carboxilo; ii) funciomatlas con grupos amino. Sin
embargo, en el caso del empleo de las nanofibrasdinalizadas con grupos amino
no se obtuvo actividad (datos no mostrados). Rdota continuacion, siempre que
indiguemos nanofibras nos estaremos refiriendo eclugiva a los soportes

funcionalizados con grupos carboxilos.

Los resultados de los ensayos de puesta a pudessgben en la Tabla 18.

Tabla 18 Resultados de la inmovilizacion flé5al-3 y actividad enzimética sobre soportes

nanofibras de carbono. (Pretratamiento con isopajpa

. Actividad
o . o ~ Enzima enzimatica
Condiciones de inmovilizacién inmovilizada  Carga?
o Ul/m
(%) g (%)
Enzima libre - - 27,94 100
pH 6,2 5 horas contacto, pretratamiento 74,9 10 6,69 24
pH 6,2 5 horas contacto, no pretratamiento 67,9 10 15,46 55,3
pH 6,2 17 horas contacto, pretratamiento 100 10 1,05 3,8
pH 6,2 17 horas contacto, no pretratamiento 100 10 5,40 19,3
pH 6,2 24 horas contacto, pretratamiento 100 10 1,48 53
pH 6,2 24 horas contacto, no pretratamiento 100 10 0,03 0,1
pH 7,5 17 horas contacto, pretratamiento 100 10 2,6 9,3
pH 7,5 17 horas contacto, no pretratamiento 100 10 2,9 10,4

% mg enzima/g soporte

Al analizar la Tabla 18 encontramos un resumen ade resultados obtenidos

empleando la nanofibra funcionalizada con gruposbadlo. Como puede
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observarse en dicha tabla, los resultados obtemiiodas distintas condiciones han
sido muy diversos, obteniéndose los mejores paaEnide inmovilizacién con el
pH 6,2, a menor tiempo de contacto (5 horas), ylasmanofibras sin pretratar con
isopropanol, obteniéndose un valor de actividadnedizca retenida del 55,3%. A
pesar de obtener en este caso el menor grado sheaeimmovilizada con un 15,5%,
esto se ve claramente compensado por una mejoeidactidel complejo formado por
la nanofibra y la enzima. Sin embargo, en todos dasos encontramos una

disminucién de la actividad con respecto a la eadibre.

Esta inactivacion, originada por el proceso de wilizacion, puede ser debida a la
modificacion de la estructura terciaria activa de dnzima, causada por la
inmovilizacion de la enzima por diversos residui@sng, cisteina 0 histidina) del
centro activo de la enzima 6 préximos a él. Tampigede ser debido a la naturaleza
de los soportes.

Asi mismo, debemos considerar como las nanofibeasadbono presentan una alta
hidrofobicidad, resultando en un entorno poco falkta para la actividad de las

glicosidasas, de naturaleza hidrofilica.

IV.2.3.2.1.Influencia del pH en la actividad de la enzimg-Gal-3 inmovilizada

Tal como se describia en el caso de la inmovillmacen agarosas (apartado
IV.2.3.1), llevamos a cabo el estudio del pH Optine® trabajo del complejo
inmovilizado enzima-nanofibra, siguiendo el protocdescrito en el apartado Ili
2.6.5. Para ello se realiz6 la reaccion de hidsdlisilizandopNF-B-Gal en distintas
condiciones de pH por el método discontinuo. Errigura 27 se muestran los
resultados junto con los obtenidos previamente par@nzima libre y con la
inmovilizacién en nanofibra. Tal como se puede olase el maximo de actividad
con el complejo inmovilizado se desplaza a pH 8gaadtrario que ocurre con la
enzima libre, donde se mantiene en un valor de.pM §ual que en el caso descrito
para las inmovilizaciones en glioxil agarosa, verm@s0 se produce una tendencia

hacia la mejora en la actividad a pH basicos cerctanplejos inmovilizados. Estos
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valores indican un aumento en la estabilidad dgmiama inmovilizada en ese rango
de pH.
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Figura 27. Efecto del pH en la actividad de la enzif&al-3 libre e inmovilizada sobre

nanofibras de carbono-carboxil sobre el susipblie-3-Gal e 5 mM a 37 °C. El pH se ajusto
con tampones citrato/fosfato de sodio, Tris-HCbgfato de sodio 50 mM. Las actividades
estan referidas en términos relativos al valor maxideterminado en cada caso,

normalizando para cada tipo de inmovilizacion.

IV.2.3.2.2.Estabilidad térmica de la enzimaf-Gal-3 inmovilizada

Para estudiar el efecto de la temperatura sobrp-Gal-3 inmovilizada sobre
nanofibras de carbono, se incubé la enzima innmadih en los dos soportes, asi
como la enzima libre a 37 y a 50 °C, siguiendareigeolo del apartado 111.2.6.8. Se
midio su actividad a 1, 2, 3, 12 y 24 h, obteni&gadios resultados de la Figura 28 y
Figura 29. Como se puede observar, a 37 °C, ianarlibre conserva una actividad
proxima al 88%, y un 60% en nanofibra, una veasearridas 24 h. Las diferencias
son de nuevo mas representativas a 50 °C, temperatia cual la enzima libre

pierde rapidamente su actividad, quedando por detdej 50 % a las 3 h. Sin
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embargo, la enzima inmovilizada pierde la actividgaosh mas r4pido (5% a las 3
horas). Este hecho puede deberse a que, tal coms@dananifestado por varios
autores, las nanofibras de carbono poseen la ciohde ser buenos transmisores
del calor.?®® Estos resultados ponen de manifiesto como estpsrtes no son

adecuados para la inmovilizacion de enzimas tetasdfgue operen a altas

temperaturas.
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Figura 28. Estabilidad térmica de la enzinfaGal-3 libre e inmovilizada incubada en

tampén fosfato de sodio 50 mM pH 6,00 a 37° durangl h.
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Figura 29. Estabilidad térmica de la enzinfaGal-3 libre e inmovilizada incubada en
tampon fosfato de sodio 50 mM pH 6,00 a 50° duraste.
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IV.2.3.2.3.Sintesis de disacaridos catalizada pof-Gal-3 inmovilizada en
nanofibra de carbono

A pesar de no tratarse del mejor soporte de ldades en la presente investigacion,
decidi6 llevarse a cabo el estudio de capacidagtgia siguiendo el protocolo del
apartado 111.2.6.7 Debido a a las propiedades tnsatiles de este soporte para
posibles funcionalizaciones posteriores. Se raalizéas reacciones utilizando como
aceptores GIcNAc y GalNac, en presencia de solpdanfosfato de sodio, 50 mM,
pH 7, y con disolventes sostenibles como co-sobsenél igual que en el caso
anterior (1V.2.3.1.4), se seleccionardMAL vy el liquido i6nico[Bmim][PF¢]. Los
resultados obtenidos en nuestro estudio, emplelasdomovilizados dg-Gal-3 en

nanofibra se muestran en la Figura 30.
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Figura 30. Rendimientos de la reaccion de transglicosidac@nla enzim$-Gal-
3 libre e inmovilizada utilizand@NF-gal como donador y como aceptor, &n
GIcNAc y enB) GalNAc.

Como se puede observar, en la reaccién controltaoopon, se obtuvo un resultado
del 24% de Gap(1-3)-GIcNAc, frente al 51% de la enzima libre. Bnsintesis de
Galf3(1-3)-GalNAc se obtuvo un 8,4% de rendimiento comehzima inmovilizada,
frente al 49% de la enzima libre. La disminuciorreledimiento es mayor en el caso

de las reacciones c@MAL, puesto que se pasé de un rendimiento del 99%acon
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enzima libre a un 18,5% con la enzima inmovilizadala sintesis de G8[1-3)-

GIcNAc. Los peores resultados se produjeron cdd @Bmim][PF¢], con el que la
sintesis de Gdi{1-3)-GIcNAc con la enzima libre y con la enzimanovilizada
pasé de un 97 a un 13,2% respectivamente, y lassntde Gap(1-3)-GalNAc

disminuyd solo de un 97 a un 3,05%.

A la vista de estos resultados, podemos conclug, qupesar de obtener peores
resultados en el caso de la enzima inmovilizadaepposible efecto en la estructura
terciaria de la proteina, asi como por el entoridrofdbico aportado por la
nanofibra, esto puede verse de nuevo compensada posibilidad de reutilizar el

biocatalizador.

IV.2.3.2.4.Reutilizacion de la pB-Gal-3 de B. circulans ATCC 31382 en
nanofibras de carbono

Asi, nos propusimos estudiar la posibilidad deilizat el inmovilizado enzimatico.

Para ello, se llevaron a cabo las reacciones desdliaosilacion descritas en el
apartado 111.2.3.2.3, donde empleamos GlcNac cooeptar modelo. La evaluacion
de la reutilizacion se llevo a cabo conforme locdés en el apartado 111.2.6.10,
mediante el empleo de los siguientes medios deitgaade s6lo tampdn fosfato de
sodio 50 mM pH 7.0; cobMA1 como co-solvente; y con el Bmim][PF¢].

Como se puede ver en los resultados (mostradaskegura 31), las enzimas fueron
sufriendo una desactivacion gradual en todos Isss;ajue termina por estabilizarse
en el reuso sexto. En todos los casos la enziméun@poerca del 50 % de actividad
de transglicosilacion hasta el 4° reuso. Sin enthaiggual que lo mencionado en el
caso de las glioxil agarasosas, la metodologiaeadpl para llevar a cabo el ensayo
de reuso pudo influir en el resultado, donde alizase reacciones de 3 horas, el
inmovilizado permanece mucho tiempo en uso, corbt@srde temperatura, pasando
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de 37°C de reaccion, a 4°C en el almacenaje estmelisos. Esto podria llevar a una
justificacion, al menos parcial, del resultado ericaxo.
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Figura 31. Reutilizacion de la enzim@Gal-3 deB. circulansATCC 31382 en reacciones
de transglicosidacion utilizando como aceptor GlcN# solo tampon o en presencia de

DMA1 o [Bmim][PF ¢] como co-solventes.

Por dltimo, decir que, al igual que en las inmaationes anteriores, el
[Bmim][PFg] se puede separar de la mezcla de reaccion, pemouoti su

reutilizacion.

IV.2.3.3. Inmovilizacion de g-Gal-3 de B. circulans ATCC 31382 en

polimeros fendlicos

Como parte del trabajo desarrollado durante Ianesgtdostdoctoral del Dr Levin en
nuestro grupo de investigacion, se llevé a cabmaovilizaciéon dep-Gal-3 en

polimeros fendlicos sintetizados mediante la pdiicaeion mediada por la
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peroxidasa de cascara de soja, propiedad del gleipavestigacion de procedencia
del Dr Levin.

El proceso de sintesis del polimero, asi como ecgso de inmovilizacion
enzimatica se llevo a cabo conforme lo descriteleapartado 111.2.6.2. En la Tabla

19 encontramos los resultados de la inmovilizacion.

Tabla 19. Resultados obtenidos para la inmovilizacio-€@al-3 en el polimero fendlico

Actividad
Enzima Carga enzimatica (mg_&nzimatica
Soporte inmovilizada (%) enzimal/g soporte)
Ul/img (%)
Enzima libre - - 7,3 100
Polimero fendlico 64 10 1,79 24,5

El proceso de inmovilizacion se siguid midiendo dantidad de proteina
inmovilizada a tiempo final. Para ello se utiliz metodologia del procedimiento
experimental descrito en el apartado IIl. 2.6.2.

Como se puede observar, a pesar de no inmovilidargetalidad de la enzima
disponible, el proceso de inmovilizacibn mantieeeca de un 25% de la actividad
hidrolitica de la enzimg3-Gal-3. Este proceso concuerda con lo encontrado
anteriormente, donde se observa una inactivaciola asmzima por el proceso de

inmovilizacion.

IV.2.3.3.1.Influencia del pH en la actividad de la enzimg-Gal-3 inmovilizada

Al igual que en los casos anteriores, se llevaba ehestudio de la influencia del pH
en la actividad del inmovilizado, siguiendo el pemlo descrito en el apartado
[11.2.6. Para ello se realizo la reaccion de higislutilizandopNF-p-Gal en distintas
condiciones de pH por el método discontinuo. Errigura 32 se muestran los
resultados junto con los obtenidos previamente par&nzima libre y con la

inmovilizacién en el polimero fendlico. Tal como m@ede observar, el maximo de
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actividad con el complejo inmovilizado se desplazaH 7, al contrario que ocurre
con la enzima libre, donde se mantiene en un eqH 6.

Al igual que hemos observado en el resto de lasvilinaciones sobre los diferentes
soportes, vemos que se produce una tendenciaralriento en la actividad a pH
basicos con los complejos inmovilizados, con els@priente incremento en la

estabilidad del complejo.
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Figura 32 Efecto del pH en la actividad de la enzigp@al-3 libre e inmovilizada sobre el

polimero fendlico sobre el sustraplNF-3-Gal e 5 mM a 37 °C. El pH se ajusté con
tampones citrato/fosfato de sodio, Tris-HCI y fesfde sodio 50 mM. Las actividades estan
referidas en términos relativos al valor maximoedeinado en cada caso, normalizando

para cada tipo de inmovilizacion.

IV.2.3.3.2.Estabilidad térmica de la enzimaf-Gal-3 inmovilizada

Para estudiar el efecto de la temperatura sobfeGal-3 inmovilizada sobre el

polimero fendlico, se incubd la enzima inmovilizadsi como la enzima libre a 37 y
a 50 °C, siguiendo el protocolo del 111.2.6.8. Seitsu actividad a 0,5, 1, 2, 4, 10,
12, 24, 36 y 48 h, obteniéndose los resultados @ggura 33 y Figura 34. Como se
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puede observar, a 37 °C, la enzima libre y el inhzado conservan una actividad
proxima al 88%. Las diferencias mas notables saasmian en los ensayos
realizados a 50 °C, temperatura a la cual la entipna pierde rapidamente su
actividad, quedando totalmente inactivada a lah@4s. Sin embargo, la enzima
inmovilizada mantiene una actividad cercana al a7fas 48 horas. Este fendmeno
de incremento de la estabilidad de los complejo®inlizados ya se habia puesto de

manifiesto en el caso de las glioxil agarosas asg@anofibras.
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Figura 33.Estabilidad térmica de la enzinfaGal-3 libre e inmovilizada incubada en
tampon fosfato de sodio 50 mM pH 6,00 a 37° durangd h.
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Figura 34. Estabilidad térmica de la enzinfaGal-3 libre e inmovilizada incubada en
tampon fosfato de sodio 50 mM pH 6,00 a 50° duraste.
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IV.2.3.3.3.Sintesis de disacaridos catalizada pof-Gal-3 inmovilizada en
polimeros de naturaleza fendlica

En el estudio de la transglicosilacion empleandcooetplejo inmovilizado dg-Gal-

3 sobre los soportes polimericos, se emplearoncdesliciones descritas en el
apartado lll. 2..6.7. Se realizaron las reacciarigigando como aceptor GIcNAc, en
presencia de solo tampon fosfato de sodio, 50 iV 6p Para poder conocer la
cinética de dicha reaccion, se tomaron muestrasfesentes tiempos, que se
analizaron por HPLC. El resultado se refleja eRidmura 35 .
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Figura 35. Cinética de la reaccion de transglicosidacion leoenzimap-Gal-3 libre e

inmovilizada utilizandg@NF-gal como donador y como aceptor GICNAc.

Como se puede observar, a las 5 horas de reaciba sonsumido la mayoria del
sustrato donador pNF-Gal, que coincide con el méxi@ sintesis. En el siguiente
tiempo, 6,5 horas, ya ha comenzado a ser hidraizdgroducto. Por tanto, a través
de este experimento, podemos concluir como parargledjar a obtener el maximo
rendimiento en la reaccion resulta de suma impoidano dejar transcurrir la

reaccion mas alla de 5 horas.

En este caso, comparado con lo expuesto en el dstinmovilizados, nos

encontramos con un rendimiento del 100% en la i@ac&ste hecho, unido al
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incremento en la estabilidad y la mejora en labéglad a pH basicos, nos hace
pensar en el polimero fendlico como un estupendalidato a la inmovilizacién

enzimatica.

Estudios posteriores con el empleo de co-solvemtgscomo las posibilidades de
reutilizacion del soporte seran desarrollados pamorar al maximo la versatilidad

del complejo inmovilizado.

IVV.2.4. Produccion y purificacion de la a-fucosidasa deS.

sulfataricus

La enzimaa-fucosida fue clonada por el Grupo de InvestigacéhDr Moracci, y
cedida gentilmente para la realizacion de los esal esta Tesis. El proceso de
clonacion y expresion esta descrito en una pubfioagel mismo grupd®® Durante
dicho trabajo, se llevd a cabo la clonacién del ganel plasmido pGEX. Este
plasmido fue posteriormente introducido en bacéerige E. coli BL21, cepa
especializada en la produccion de proteinas rec@ant®@s. La proteina expresada
fue denominadan-Fuc-NTag, al poseer anclado en el extremo N-teaimima
protéina de fusion GST para facilitar el postenwoceso de purificacion. Sin

embargo, en el presente trabajo se abreviara celruz.

Asi, durante el trabajo de la presente tesis,es® I cabo el proceso de produccién
descrito en el apartado (apartado 111.2.1.5), eotde células (apartado 111.2.1.6) y
purificacion por protéina de fusion GST en coluntdeaGST (apartado 111.2.2.4).
Posteriormente, la proteina obtenida fue incubawla tcombina para romper el
enlace a la proteina GST y obtenesadBuc aislada. El perfil de elucién obtenido del

proceso de purificacion es similar al mostradoegfigura Figura 20 para fpGal-3.

Una vez purificadas las enzimas se midid su cormeidh por el método de

Bradford (apartado 111.2.2.1) y se corrio un gel SBAGE para comprobar su
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pureza (apartado 111.2.2.2.1). Como se puede obsexvla Figura 36, el carril 1y 2
pertenecen a la proteina antes y después de sebatg con trombina
respectivamente, donde se aprecia la diferenciardafio entre la proteina resultante
de la union de GST y-Fuc (aproximadamente 85 KDa), y la protémtuc aislada

(aproximadamente 57 KDa).

85 EDa

ST EKDa

Figura 36. Gel SDS-PAGE de la purificacion deFuc 1) Proteina eluida sin incubar con

trombina.2) Proteina después de la incubacion con trombina.

IV.2.4.1.1.Reacciones de transglicosilacion con k&fucosidasa deS. sulfotaricus

en presencia de disolventes verdes

Por los ensayos descritos por Moracci y'édsabemos que la enziraafuc es capaz
de llevar a cabo la reaccion de transglicosila@éitre el donadopNF-Fuc y el
aceptorpNF-Glc, dando lugar a tres productad:-Fuc-(1-3)e-D-Glc-O-pNF, o-L-
Fuc-(1-2)e-D-Glc-OpNF,  a-L-Fuc-(1-3)e-D-Fuc-OpNF.*® En su caso, esta
reaccion fue llevada a cabo empleando como mediealkzxion tampon fosfato 20
mM, pH 7.0.
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Esquema 14. Reaccion de transglicosidacion catalizada por mainea o-fucosidasa
utilizando como donad@NF-a-Fuc y como aceptor pN&-Glc para la sintesis de Fa¢l-
2)-GlcpNF, Fuce(1-3)-GlcpNF y Fuce(1-3)-FucpNF

Por ello, y dados los precedentes descubiertosiestno grupo de investigaciéil,
donde se habia demostrado como la presenciaaegeatites verdes podia afectar en
la regioselectividad de las enzimas, nos propusidessubrir si en el caso deda

Fuc también se podia ver afectada la regioseldetivi

Por ello, siguiendo los protocolos descritos eralgartados 111.2.3.2.2y 111.2.3.2.3, se
llevaron a cabo las reacciones de transglicositacin 0.17 mmol deNF-Fuc y
0.51 mmol depNF-Gluc, empleando los disolventes ver@s2, GC3, GC4, GC8,
DMA1, DMA2, DMA3 a una concentracion final de 2M. Esta concentrabiie
obtenida como Optima en estudios previos de nuegtrpo de investigacion para

otras g“COSidasaé?O'Z%'zw

El proceso de expresion de la proteina mediargisteima de proteina de fusion GST
es una metodologia muy util para el caso de enzponae solubles. Sin embargo,
presenta la principal desventaja de la necesidadoager la union GSTB-Fuc

mediante la incubacion con trombina. Este pasouetedener un alto rendimiento,
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y, ademas, conlleva la optimizacion empirica desma, lo cual disminuye su
reproducibilidad**?***En nuestro caso, a pesar de realizar el procepeodeccion

y purificacion conforme a lo descrito por los aegrobtuvimos en todos los lotes un
bajo porcentaje de proteina final, lo cual resliftotante a la hora de llevar a cabo
las reacciones por la baja disponibilidad de lagina, lo cual justifica la decisién de

mantener la reaccién durante mas horas.

El seguimiento de las reacciones de transglicaéitase llevo a cabo mediante
cromatografia de HPLC acoplada a los detectoresltlavioleta (UV) y ligth
scatering (ELSD), tal como se describe en el apgari®2.7.1.1.

En la Figura 37 se muestra un cromatograma dealzcion de transglicosilacion. En
la Figura 37-A se muestra el tiempo O h, en elapsrecen los sustratos de partida
pNF-a-Fuc ypNF-o-Glc. En la Figura 37-B se muestra el tiempo 2ylahse observa
la aparicion de los dos productos de transglicosita El pico del aceptor se
mantiene, debido a que se encontraba 3 veces méasnttado que el donador. Es
importante destacar que a tiempo 0, la solubildiados sustratos era muy pequefia,
lo cual dificultaba en muchos casos la correctaatal® muestra. Esto se resolvia
durante el transcurso de la reaccion, asi comol@oadiccion de determinados

solventes, que favorecian la solubilidad de logatos.

il L 2 L uv E Eu L
: g,
T8 = = L2
1.0E+06 2 1.0E+06 B || B
2 N O
5 L
6.0E-+06 o 6.0E-+06 g
L
2
FOEHS ——— e — T EHS N i
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Tiempo (minutos) Tiempo {minutos)

169



Resultados y discusion

Figura 37. Cromatogramas de HPI-ELSD de la reaccion de transglicosidacion co
enzimaa- Fucen tampoén fosfato de soc30 mM pH 7,00 utilizandpNF-fuc como donado
y pPNF-Glc como aceptoA) Tiempo 0 hB) Tiempo 24 h.

Los resultados obtenidoson los diferntes co-solventes se muestranlafigura

38. Como control, se emple6 tampon fosfato 30 mM pH).7Jddas las reaccion
se realizaron a 75° C durante 24 hc
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Figura 38. Reacciones deansglicosidacion con la enzira-Fucutilizando como donadc

pNF-Fuc, como acept@NF-Glcy como ce-solventes una bateria de disolventes soster
derivados de biomasa.

Los rendimientos obtenidos con el control son megque los descritos por Mora
et col, del 14%. Sin embargo, hay que comentareqg dicha publicacionds autore:
llevan a cabo la reaccion durante 5 horas paranebten consumo total del donad

En nuestro caso, la velocidad de la reaccion fueomg, transcurridas 24 horas, ¢
permanecia un residual del 6

En la Figura 38 seueden observar los resultados obtenidos en pliasee

disolventes sostenibles derivados de biomasa. Esepcia de los diferent
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disolventes sostenibles se observaron varios caamp@ntos diferentes; i- Aquellos
en los que la reaccién transcurrié de forma muylaima la reaccién control en solo
en tamponG2 (con aparicion de los tres productos, presentamdeendimiento del
33% para el producto mayoritario, menor que erasbael tampaon). ii-Aquellos en
los que la reaccién se desplaz6 hacia sintesisriteaig del autocondensadG.C4,

con un rendimiento para este producto del 96%Aqitellos en los cuales se dio
mayoritariamente hidrdlisis del donador, con alespncia de fucosa como producto
de la mismaGC8 y DMAL (con un consumo del donador del 98% en ambos asos
iv-Aguellos en los que se modificd la regioseledid de la enzima-Fuc hacia la
sintesis de un unico product®3, con un rendimiento del 67% para el producto Fuc
(1-2)-GlcpNF.

Los productos se purificaron mediante una columassitica, segun el protocolo

descrito en el apartado 111.2.4.3.

La caracterizacion de los productos obtenidosesa la cabo mediante RMN (500
MHz, CHCken todos los casos) (apartado 111.2.7.2), confirteala estructura de los
Mismos:

o-Fuc-(1-3)w-D-Glc-O-pNF: ¥ 1H-NMR(®C-NMR):  Glc:  5.74(94.2)
H1,5.09(72.2) H2, 4.37(74.1) H3, 5.19(69.1) H4, 9869.16) H5, 4.13-
4.03(61.6)H6a,H6b; a-L-Fuc: 5.46(96.5)H1, 5.06(68.6) H2, 5.24(67.2) H3,
5.27(70.8) H4, 4.12(65.3) H5, 1.13(15.6) H6.

o-Fuc-(1-2)w-D-Glc-O-pNF: ¥ 1H-NMR (*C-NMR): Glc: 5.77(95.6) H1,

3.95(76.7) H2, 5.67(70.9) H3, 5.11(70.6) H4, 3.8%p H5, 4.03-

4.24(61.3)H6a,H6b; o-L-Fuc: 5.24(98.3)H1, 5.08(67.9) H2, 5.17(67.4) H3,
5.19(70.4) H4, 4.05(65.5) H5, 0.71(15.6) H6.

o-Fuc-(1-3)-a-L-Fuc-O-pNF: ¥ 1H-NMR: 5.90 (H1 fucosa unida mediante enlace
aril), 5.32 (H2 fucosa unida mediante enlace abl30 (H4 fucosa unida mediante
enlace aril), 5.27 (2H, H3-H4 unida fucosa exterbad2 (H2 fucosa externa), 5.20
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(H1 fucosa externa), 4.45 (H3 fucosa unida mediantace aril), 4.41 (H5 fucosa
unida mediante enlace aril), 4.06 (H5 fucosa e=fgri.21 (H6 fucosa unida
mediante enlace aril), 1.11 (H6 fucosa extern¥)-RMN: 94.8, 93.8, 71.0, 69.5,
69.1, 69.0, 67.7, 67.0, 66.4, 64.8, 15.9, 16.0.

Al tratar de establecer algun tipo de relacion eeis efectos observados en la
actividad sintética de la enzima y las propiedddeso-quimicas de los disolventes,
resulta muy complicado establecer una correlaci®on anterioridad estos

disolventes han sido empleados en nuestro grupanwestigacion con laf3-

291 2% gpteniéndose

galactosidasa comercial & circulans(Biolacta)“”" y deE. coli,
con ellas variaciones en la regioselectividad deelazimas y mejoras en la sintesis
de disacéridos, que han sido explicadas en térmidagsolaridad, hidrofobicidad e

interacciones moleculares con los disolventes.

IV.2.4.2. Reacciones de transglicosidacion con t& Fuc en presencia
de Lls

Finalmente, nos planteamos evaluar diferentes tipasls como co-solventes de las
reacciones de transglicosidacion. Los Lls utilizaden este estudio aparecen
representados en el Esquema 13. LIs utilizados am¥eplventes en reacciones de
transglicosidacion., donde Bmim][PF¢] ya ha sido empleado con anterioridad en
los ensayos dp-Gal-3 (IV.2.3 ). La cantidad de LI utilizada parada reaccion fue
de un 30%, ya que los datos bibliograficos previesnuestran que algunas
glicosidasas presentaron mejores rendimientos y magor estabilidad a esta
concentraciont?” Esto también habia sido confirmado por nuestrop@ruale

investigacién con la enzima TTP0042TehermophilugB27 3%

Se evaluaron un total de 10 Lis, en su mayoria daifies con el tampon a la
temperatura de trabajo (75°C). Esta caracterisésalta de gran utilidad en los
procesos de recuperacion de los LIs post-reacom@ajante un sencillo proceso de

centrifugacion o decantacion.
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Las reacciones con Enzimaa-Fuc se llevaron a cabo tal y como se describe ¢
apartado 111.2.3.2.2utilizando pNF-Fuc como donador, y como ace| pNF-Glc,
afiadiendo una concentracion del 30% de cada urlosdkls. Los resitados se

muestran en la Figura 39.

Cabe destacar que para la mayoria de los disob/dote imposible su analis
medianteHPLC debido a que coeluian con los compuestos téeés Se hiciero
multiples intentogpara ajustar las condiciones de cromatografia aldirsolventa
este problema, pero tan soélo se pudo conseguirdoarde ellosLos datos referido
a los LIs que no pudieron ser analizados no se tnaume

100 QIA 90
75
. I
(=
Nl
w
5 50
>
(=
o
o
18
> 2
0 = T T 1
Control [Emim][MeS04] [Bmim][Ntf2]

LI pNF-Fuc no consumido M Fuc-(1-3)-Glc-pNF
M Fuc-(1-2)-Glc-pNF M Fuc-(1-3)-Fuc-pNF

Figura 39.Reacobnes de transglicosidacion con la enza-Fucutilizando como donadc

pNF-Fuc, como aceptopNF-Glc y como cosolventes una bateria de liquidos i6nico
30%.

En la Figura 3%e pueden observar los resultadotenidos cuando la reaccién
transglicosidacion se realizé en presends. Como se ha comentado anteriorme
el rendimiento obtenido en la sintesis del disdcaGa-(1-3)-GIcNAc en tampoi

fosfato de sodi®0 mM pH 7,00 y transcurridas h, fue del75% para el disacaric
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Fuc-(1-2)-GlcpNF, 18% para el disacarido Fuc-(1-3)-@NF, un 2% para el
autocondensado Fuc(1-4)-FpisH, y un residual del 5% del donadaXF-Fuc no
consumido. Las reacciones llevadas a cabo con Iss [Bmim][Ntf,] vy
[Emim][MeSO,4], mostraron un comportamiento muy marcado hacia nua
actividad sintética y escasa actividad hidrolitiqgaedando en ambos casos un
residual del donador sin consumir del 90% o superio

En la bibliografia existen pocas referencias dettef generado por los LIs en las
reacciones mediadas por glicosidasas, pero ningetecionada con lasa-

fucosidasas hasta la fecha.

Hay que mencionar que, la mayor parte de los Lisimmiscibles con la fase acuosa
del medio de reaccién, por lo cual el fendmeno déeraccion ocurrira
mayoritariamente en la interfase entre la part@say el LI. Por este hecho, resulta
determinante que se lleve a cabo una correctacamitalel medio de reaccion,
suficientemente elevada para generar la fragmématgl LI en pequefias particulas

gue favorezcan el contacto con la enzima.

Debemos tener en cuenta que para cada LI se ggnarantorno quimico distinto,

con unas interacciones caracteristicas con el failizador y que, seguramente sea el
responsable de las modificaciones en la actividetiretica. Por este motivo, nos
propusimos analizar mediante técnicas espectrasg®pbmo la espectrocscopia de
fluorescencia, el papel desempefiado por los LIl emedio de reaccién, tratando de
encontrar justificacion a los resultados encontsaggperimentalmente en nuestros

ensayos.

IVV.2.5. Estudio del efecto del disolvente en la estructura
terciaria de la enzima a-Fuc de S. sulfotaricus por

espectroscopia de fluorescencia
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La técnica de espectroscopia de fluorescencia supoa herramienta muy util para
analizar los posibles cambios conformacionales rmmg en las enzimas por la
presencia en el medio de reaccion de terminandogwestos, como son los co-

solventes.

Lo primero que nos propusimos fue llevar a cabo sgreening previo para
determinar qué co-solventes de todos los empleagloslas reacciones de
transglicosilacion eran adecuados para su emplestes estudios de fluorescencia.
El factor excluyente era su capacidad de emisiéal @mtorno seleccionado. Esto es
asi puesto que, si el co-solvente generaba und defifluorescencia perse, esto

imposibilitaria distinguirla adecuadamente de @as€debida a la proteina.

Por tanto, tras llevar a cabo el ensayo con losobeentes puros, con urlade
excitacion de 295 nm, y un rango de emisiéon de&8200 nm, observamos que, de
los 5 disolventes verdes analizadds2( G3, GC4, GC8 y DMA), todos, a
excepcion deG2 eran validos. Por otro lado, con las mismas coonks
experimentales se llevd a cabo el ensayo para Is [Bmim][Ntf,] vy

[Emim][MeSO 4], obteniendo que tan solo el segundo era adecuwadapensayo.

Asi, conocido lo anterior, procedimos a medir lagsilples variaciones de
fluorescencia de la proteina disuelta con difeentsncentraciones de los solventes
G3, GC4, GC8, DMAly [Emim][MeSO 4].

La enzima se disolvio en tampodn fosfato de sodionB0 pH 7,00 para medir su
emision en forma nativa, obteniéndose un maxima%380 nm en funcion del co-
solvente. Después, se fueron afadiendo sucesivarakatiotas de los co-solventes
individualmente, tal y como se explica en el protoadel apartado 111.2.7.3. Como
resultado, se fueron obteniendo los espectros pata concentracion. Una vez
llevado a cabo para todos los solventes, se obsgmedtan sélo se generaban
cambios conformacionales con los solvern®34 y DMAL. Por ello, tan sélo se

muestran los datos referidos a estos dos co-selvént las Figura 40 y Figura 41
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se nmuestran los maximos de emision para las conceatresideGC4 y DMA1L
utilizadas en las reamnes de transglicosidacion apartado 1V.2.4.1.1En el casc
de GC4, con una concentracior M el maximode emision se desplazé hasta
nm. En el caso de DMA1 encontramos una variacion@feeitracon e 1 M hast
327 nm igualmente, pero partiendo en este casa3@enf para la conformacic
nativa. Estas variaciones, aunque leves, podrigaristalgin tipo de modificaci¢
en el entorno quimico de los triptéfanos de la g, lo que se asocia ¢ una

modificacién conformacional en la estructura dprtatein:. 3*°

El aminoécido triptéfano es residuo altamente hidrofébicoque suele este
localizado en regiones internas poco expuestas de la enzima. L&sultados
obtenidos con estos @miventes indicarian variaciones en la estructugalas

triptofanos, dependiente de la concentracion c-solvente.

a 327nm(zﬂ _ 329 nm (0 M)
0,98 -
0,96 -
0,94 -
0,92 -
0,9 ‘ ' ‘
320 OMps ORM T 8EM 340
09M ——2M

Figura 40. Espectro de emision de fluorescenciaa-Fuc en tampoén fosfa de sodio 3l

mM pH 7,00 y a diferentes concentracionesGCA4.
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327 nm (0.09 M) _—~330nm (0 M)
1 .
0,98 -
0,96 -
0,94 -
0,92 -
0,9 T T T T 1
320 325 330 335 340 345
—O0M 0.09 M 0.2M 0.9M 2M

Figura 41 Espectro de emision de fluorescenciaodeuc en tampén fosfato de sodio 30
mM pH 7,00 y a diferentes concentracione VAL .

IV.2.6. Sintesis de glicoconjugados con lipasas

Para finalizar este capitulo dedicado a la sintdsisglicoconjugados mediante
biocatalisis, se abordd el empleo de lipasas capuatalizadores.
Las lipasas son unas enzimas que se caracterizasupelevada promiscuidad
catalitica, conviertiéndolas en potenciales en imdltde reacciones. Dentro de la
guimica de los carbohidratos, las lipasas cataliwerreacciones fundamentalmente:
* Procesos de acilacion de grupos hidroxilos de toEares, utilizando como
agentes acilantes acidos carboxilicos o ésteres. efmplo, podemos
encontrar multitud de ejemplos del empleo de éstaeevinilo como agentes
acilantes-%81°41°
» Deacetilacion de azucares, fundamentalmente egioe®s de deacetilacion
regioselectiva en azUcares peracetilados, llevandabo la desproteccion
regioselectiva de determinadas posiciones de un@coia. Esta reaccion ha
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sido llevada a cabo tanto en entornos acuosos O(isid) como en

alcohdlicos (alcoholisis) 34044

En nuestro trabajo, nos propusimos llevar a calawcienes de desproteccion
regioselectiva de azuUcares peracetilados empletagldipasas deC. antarctica
(CAL), lipasa B deC. antarctica(CAL-B) y P. stutzeri(PSL).

Primeramente se caracterizaron las lipasas ppusra y actividad hidrolitica del
butirato de p-nitrofenilo (ENF-butirato); posteriormente se llevé a cabo su
inmovilizacidbn sobre diferentes soportes; vy, finahe, se evaluaron como
catalizadores inmovilizados en reacciones de dakeaén regioselectiva de

azucares peracetilados.

IV.2.6.1. Caracterizacion de las lipasas utilizadas

Las lipasas empleadas se encontraban todas efl@pa@sicion comercial. Por ello,
inicialmente llevamos a cabo estudios para detemmsn contenido proteico, asi

como su actividad hidrolitica frente a sustratoscados compNF.

IV.2.6.1.1.Lipasas deC. antarctica

En nuestro laboratorio disponiamos de dos lipasaemecientes al microorganismo
C. antarctica Por un lado, un preparado comercial donde seiermrt todas las
fracciones protéicas del microorganismo con adiyitipasa; por otro, empleamos

un preparado comercial liquido enriquecido en CAL-B
La primera determinacion fue medir la cantidad egina contenida en cada uno de

ellos mediante el procedimiento descrito en el tagar 111.2.2.1. Posteriormente,

para el preparado comercial solido, establecimospaicentaje real proteico
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contenido en peso, encontrando que poseia un 18 %@AL. Para el preparado
liquido, se llevo a cabo la determinacién del valmteico, pero no asi su porcentaje.

Como parte del trabajo experimental llevado a ailmante la tesis del Dr Manuel
Sandoval, se realizaron analisis por SDS-PAGE ties dipasas, y se conocia que la
muestra de CAL presentaba un perfil mas impurolgusuestra de CAL-B. Esto es
de esperar, puesto que la segunda se trata detrattexmas enriquecido en la

fraccion de lipasa-B.

A continuacién, llevamos a cabo las medidas devidati hidrolitica de las lipasas.
Para ello, y fruto del trabajo realizado por el ©eliz de la Universidad de Salta
(Argentina) durante su estancia postdoctoral erstruésrupo de investigacion, se
puso a punto la metodologia analitica. Se reatizbddida empleando como sustrato
el éster dep-nitrofenol de butirato gNF-butirato), disuelto en acetona dada su
insolubilidad en agua, y empleando tampon fosfateatlio 50 mM pH 6,0, con un
0,8% de Triton, que resulto el valor éptimo pargamse la solubilidad del sustrato.
Todas las actividades fueron medidas a 37°C. Ebpoto completo empleado esta
descrito en el apartado 111.2.3.1.2. Los resultaploienidos se muestran en la Tabla
20.

Tabla 20. Actividad hidrolitica de las lipasas @e antarcticautilizadas en este estudio.

Enzima Sustrato Actividad

(Ul/mg enzima)

CAL pNF-Butirato 7,14
CAL-B pNF-Butirato 12,6

IV.2.6.1.2. Lipasas dePseudomonas stutzeri

La tercera lipasa que empleamos fue la procederde ndicroorganismo

Pseudomonas stutzgPSL). A través del calculo del contenido protefmistuvimos
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un resultado del 9,6%. Segun los datos de SDS-P#gaiEados en la Tesis del Dr
Manuel Sandoval, este preparado comercial tan c@hbiene una banda, de peso

molecular entre 36 y 29 kDa.

Respecto a su actividad hidrolitica, se empleditara metodologia que la descrita
para el resto de las lipasas, y que se puede eacadn detalle en el apartado
[11.2.3.1.2. El dato de actividad hidrolitica obigm con la enzima PSL fue de 93,43

Ul/mg enzima, empleando como sustratpMfF-butirato.

IV.2.6.2. Inmovilizacion de lipasas en nanofibras de carbono

Empleando las nanofibras de carbono descritas epagtado correspondiente a la
inmovilizacion de la enzimg-Gal-3 (1V.2.3.2), se realizé el mismo procediment

con las lipasas antes descritas.

Igualmente, el proceso se puso a punto mediantaodificacion del tiempo de
contacto, pH de inmovilizacion, pre-tratamientola® nanofibras con isopropanol,
etc. El proceso de inmovilizacion se siguid6 midend cantidad de proteina
inmovilizada a diferentes tiempos. Para ello sdizatila metodologia del

procedimiento experimental descrito en el aparth@d®.1.
En este caso, también se ensayaron tanto las hea®fie carbono funcionalizadas
con grupos carboxilo como amino. De nuevo, en sba#e las segundas, no se

obtuvo actividad en ninguno de los casos (datasostrados).

Por tanto, siempre que indiquemos nanofibras notressos refiriendo

exclusivamente a las funcionalizadas con grupdsozéos.
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Tabla 21 Resultados de la inmovilizacién de lipasa CAL gtivadad enzimatica sobre

nanofibras de carbono. (Pretratamiento con/sirragzmol).

_ Actividad
Enzima enzimatica
Condiciones de inmovilizacion inmovilizada Carga®
o ul/m
(%) g (%)
Enzima libre - - 7,14 100
pH 6,2, 5 horas contacto, pretratamiento 100 10 0,19 2,7
pH 6,2 5 horas contacto, no pretratamiento 100 10 0,11 15
pH 6,2 17 horas contacto, pretratamiento 100 10 0 0
pH 6,2 17 horas contacto, no pretratamiento 100 10 1,67 23,4
pH 6,2 24 horas contacto, pretratamiento 100 10 16,28 228
pH 6,2 24 horas contacto, no pretratamientc 100 10 0 0
pH 7,5 17 horas contacto, pretratamiento 100 10 4,00 56,1
pH 7,5 17 horas contacto, no pretratamientc 100 10 1,24 17,3

a: mg enzima/g soporte

En la Tabla 21 encontramos un resumen de los aegltobtenidos para la enzima
CAL empleando la nanofibra funcionalizada con geuparboxilo. Como puede
observarse en dicha tabla, los resultados obtemiiodas distintas condiciones han
sido muy diversos, obteniéndose los mejores pamnide inmovilizacion con el
pH 6,2, a mayor tiempo de contacto (24 horas), n t@s nanofibras con
pretratamiento. En este caso, se produce un inatensgynificativo de la actividad
hidrolitica con respecto a la obtenida para la reazlibre (aproximadamente 2,5
veces superior).

Para el caso de la enzima CAL-B, vemos en la T2bleomo, en el caso del empleo
del tampdn de pH 6,2, resulta fundamental quedasfibras hayan sido pre-tratadas
con isopropanol. Sin embargo, para el pH de 7,Bstan critico, aunque es cierto
que el mejor resultado se encuentra en las pradaat(92 U/mg). Por otro lado,
observando la tabla, vemos como el tiempo de cnes critico. Al aumentar el
tiempo de contacto, se produce una inmovilizaciaesiva de la enzima, que puede
afectar a la rigidez de la misma, disminuyendo stividad catalitica. Por el
contrario, a tiempos cortos, la enzima se inmawitimmpletamente, pero no presenta
valores de actividad altos. En este caso, resuliadamental controlar

adecuadamente el tiempo y pH de la inmovilizacion.
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Tabla 22. Resultados de la inmovilizacién de lipasa CAL-Bgtividad enzimatica sobre

nanofibras de carbono. (Pretratamiento con/sirragzmol).

) Actividad
. _ o ~ Enzima enzimatica
Condiciones de inmovilizacion inmovilizada Carga®
o ul/m
(%) g (%)
Enzima libre - - 12,6 100
pH 6,2, 5 horas contacto, pretratamiento 100 10 1,46 11,6
pH 6,2 5 horas contacto, no pretratamiento 100 10 0 0
pH 6,2 17 horas contacto, pretratamiento 100 10 4,90 38,9
pH 6,2 17 horas contacto, no pretratamiento 100 10 0 0
pH 6,2 24 horas contacto, pretratamiento 100 10 0 0
pH 6,2 24 horas contacto, no pretratamientc 100 10 0 0
pH 7,5 17 horas contacto, pretratamiento 100 10 11,59 92,0
pH 7,5 17 horas contacto, no pretratamientc 100 10 2,90 23,0

a: mg enzima/g soporte

Tabla 23. Resultados de la inmovilizacion de lipasa PSL givead enzimética sobre

nanofibras de carbono. (Pretratamiento con/sirragzmol).

_ Actividad
. _ o ~ Enzima enzimatica
Condiciones de inmovilizacion inmovilizada Carga®
o Ul/m
(%) g (%)
Enzima libre - - 93,43 100
pH 6,2, 5 horas contacto, pretratamiento 100 10 0 0
pH 6,2 5 horas contacto, no pretratamiento 100 10 113 121
pH 6,2 17 horas contacto, pretratamiento 100 10 9,81 10,5
pH 6,2 17 horas contacto, no pretratamiento 100 10 0 0
pH 6,2 24 horas contacto, pretratamiento 100 10 0 0
pH 6,2 24 horas contacto, no pretratamientc 100 10 0 0
pH 7,5 17 horas contacto, pretratamiento 100 10 7,57 8,1
pH 7,5 17 horas contacto, no pretratamientc 100 10 3,74 4,0

a: mg enzima/g soporte

Finalmente, para el caso de PSL (Tabla 23) enconsajue el factor determinante
es el tiempo de contacto. Al emplear nanofibrasrgtadas, con un tampén de pH
6,2 y el tiempo de contacto mas corto (5 horag)peiplejo inmovilizado muestra el

mejor valor de actividad (113 U/mg).
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IV.2.6.2.1.Reacciones de desacetilacion regioselectiva de aam@s peracetilados

utilizando lipasas inmovilizadas

Aprovechando la capacidad de las lipasas pararastbae los enlaces tipo éster de
compuestos hidréfobos, se llevaron a cabo reacziode desacetilacion
regioselectiva deazucares peracetilados. Las donéf de reaccion se describen en

el apartado 111.2.6.4.

Como sustrato se empl@dD-Galactosa peracetilada, empleando como disagent
etanol, tetrahidrofurano, metiltetrahidrofurano lyselvente derivado de biomasa
DMAS3. Asi mismo, se adicciono un 10% del volumen d® Idara que se llevara a

cabo la hidrdlisis.

En todos los casos, la reaccion se siguid por HRLCCF para monitorizar el

consumo del sustrato. Las reacciones se dejarda bhagiempo final de 144 horas

(6 dias).
Los resultados se muestran en la
Tabla24.
B q
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Esquema 15Reaccién desacetilacion fid>-galactosa peracetilada catalizada por lipasas.
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Tabla 24. Desacetilacion df-D-galactosa peracetilada catalizada por lipasasvilizadas

en nanofibras de carbono en disolventes verdestdmmBmientos estan referidos a 6 dias de

reaccion.
Enzima Disolvente Rendimiento (%)
CAL-B Etanol 4
CAL-B DMA3 0
CAL-B THF 3
CAL-B MeTHF 0
PSL Etanol 51
PSL DMA3 32
PSL THF 0
PSL MeTHF 0
CAL Etanol 0
CAL DMA3 0
CAL THF 0
CAL MeTHF 0

Tabla 25. Desacetilacion d@-D-galactosa peracetilada catalizada por lipasaslilen en

disolventes verdes. Los rendimientos estan referdd48 horas de reaccith.

Enzima Disolvente Rendimiento (%)
CAL-B Etanol 8

CAL-B DMA3 3

CAL-B THF 3

CAL-B MeTHF 7

PSL Etanol 58

PSL DMA3 96

PSL THF 15

PSL MeTHF 25

Los rendimientos de esta reaccion aparecen mostedta
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Tabla 24. En ellos se puede observar como la Unica enziuoeapgesenta unos
resultados significativos es la PSL, Unicamente lognsolventes DMAS3 y etanol,

obteniendo un 32 y 51 % respectivamente de consi@ngustrato de partida.

Las otras lipasas CAL-B y CAL no presentaron bueresiltados. El problema
fundamental puede derivar de un escaso reconodimigel sustrato. Ademas,
debemos tener en cuenta que, al emplear solveotes el MeTHF o el THF, se
formaban dos fases, donde la nanofibra se quedabebéda dentro de la fase
acuosa. A pesar de gue la reaccion se llevabaal@Egb una enérgica agitacion, en
algunos casos puede darse la situacion en la eauaenfavorezca una correcta
difusion del sustrato (muy hidréfobo, y que quedatagyoritariamente disuelo en la
fase organica) hacia las nanofibras con las lipesaevilizadas (mayoritariamente
en la fase acuosa). Esto podria explicar porquemesres resultados se han
obtenido en el caso de etandDMA3, miscible completamente con agua el primero

y parcialmente miscible el segundo.

Para confirmar la estructura del compuesto mayaritée cada reaccion, se llevo a
cabo una purificacion mediante columna de silitedmo se describe en el apartado
[11.2.4.3 de materiales y métodos. Los compuesktrmielos se analizaron por RMN.

En todos los casos, el compuesto mayoritario eldrdemostro la capacidad de la
enzima hacia la hidrolisis regioselectiva de laiqggds anomérica del azlcar. Estos
compuestos resultan de gran interés puesto quenpaesun importante papel como

intermediarios en la sintesis de oligosacaridoicpepnjugados®’

IV.2.6.3. Inmovilizacion de lipasas en celite

En vista de que la lipasa PSL fue la Unica enzima gporté algun resultado
interesante en las reacciones de desacetilacidizvanotdo el biocatalizador

inmovilizado en nanofibras, decidimos probar uncstgomas hidrofébico como la
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celite. La enzima se inmovilizo siguiendo las coraties descritas en el apartado
3.5.5.1 Los resultados de la misma se presentén&abla 26.

Tabla 26. Resultados de la inmovilizacion de PSL en celite.

o Actividad
Carga enzimatica  enzimatica

Enzima inmovilizada .
(mg enzimal/g

Condiciones de inmovilizaciéon

0,
(%) soporte) Ulé m (%)
Enzima libre - - 93,43 100
100 minutos, pH 6.0 98 500 27,09 29

Tal como se observa en la Tabla 26, el rendimidata inmovilizacion respecto a la
cantidad de enzima inmovilizada fue muy alto, oigtetio un valor del 98% tras 100
minutos de contacto. Asi mismo, retiene un 29% de/idad comparado con la

enzima libre.

Por ello, decidimos llevar a cabo las mismas reaesd de deacetilacion que las

reflejadas en el apartado anterior.

IV.2.6.3.1.Reacciones de desacetilacion regioselectiva de aam@s peracetilados

utilizando PSL inmovilizada en celite

Las condiciones de reaccion se describen en eticaloali].2.6.6.

Como sustrato se empleé de nugD-Galactosa peracetilada, empleando como
disolventes etanol, tetrahidrofurano, metiltetrabiidrano y el solvente derivado de
biomasa DMAS3. Asi mismo, de adiccion6 un 10% déunen de HO para que se

llevara a cabo la hidrélisis.

En todos los casos, la reaccion se siguid por HRLCCF para monitorizar el

consumo del sustrato. Las reacciones se dejarda tiasiempo final de 96 horas.
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Los resultados se muestran en la Tabla 27.

Tabla 27. Desacetilacion df-D-galactosa peracetilada catalizada por PSL inlzada en

celite en disolventes verdes. Los rendimientosasteridos a 96 horas de reaccion.

Enzima Disolvente (500uL) Rendimiento (%)
PSL Etanol 43
PSL DMA3 51
PSL THF 0
PSL MeTHF 44

En este caso, los rendimientos fueron superiorles @&ncontrados con la enzima
inmovilizada en nanofibras. Este hecho puede delarsaracter hidrofébico de este

soporte, favoreciendo el contacto entre la enzimbsystrato.

Sin embargo, a partir de las 48 horas de reackigegioselectividad de la enzima se
vié variada con respecto a la enzima libre, enaemwlio la aparicion de multiples

compuestos de deacetilacion.

Se llevé a cabo la purificaciébn y posterior camezseion del mayoritario, que
resulté ser de nuevo el producto con la desacetiiaan el carbono anomérico. Este
hecho puede quizas deberse al propio proceso davilmacion. En la bilbiografia
se encuentran trabajos donde se describe un fedsiraiar mediante el empleo de
CAL-B inmovilizada en el soporte acrilico comer@atlo bajo la denominacion
Novozyme 435, donde el biocatalizador presentéossdgctividad en la hidrolisis
del isébmeroS del éster RS) 2-O-butiril-O-fenilacético, mientras que la misma

enzima inmovilizada sobre octil agarosa fue estsletectiva hacia el isémery*®

En este caso, la enzima libre de PSL ha mostradeg®selectiva hacia la posicion
1 de azucares peracetilados mientras que la miszien& inmovilizada (en celite)
ha mostrado una preferencia a mas de una posiEélos azucares, aunque el

mayoritario fue de igual modo la posicion 1.
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IV.2.6.3.2.Estabilidad térmica de la enzima PSL inmovilizada e celite

Finalmente, dado que las reacciones implicabanpsnde reaccion largos, nos
propusimos estudiar el efecto de la temperatureedakenzima PSL inmovilizada en
celite. Para ello, se llevo a cabo la incubacidiiat@e la enzima inmovilizada como
de la enzima libre a 37° y 50° C, siguiendo el qumolo descrito en el apartado
[11.2.6.9. Se midi6 su actividad a 0, 1,5, 24, 88,y 120 horas, obteniéndose los
resultados de la Figura 42y Figura 43.

Como se puede observar, a 30 °C la enzima libreeptea una activida retenida
cercana al 56% frente al 25% de la enzima inm@diz No obstante, para el ensayo
realizado a 50°C si apreciamos claramente comoZan@ inmovilizada aporta un
valor superior, mostrando una actividad retenida7d&o frente a la enzima libre
(52%). Este fendbmeno de incremento de la establilidn los biocatalizadores
inmovlizados es un hecho comun, que ya habiaman@mo para el caso de otras

enzimas inmovilizadas.
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Figura 42. Estabilidad térmica de la enzima PSL libre e imifimada incubada en tampdén
fosfato de sodio 50 mM pH 6,00 a 37° durante 120 h.
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Figura 43.Estabilidad térmica de la enzima PSL libre e indimaila incubada en tampén
fosfato de sodio 50 mM pH 6,00 a 50° durante 120 h.

IVV.3. Capitulo 3. Estudio de las interacciones

proteina-heparina y proteina-heparan sulfato

El estudio de las interacciones entre diversasepras, tales como la ATIII, y
glicoconjugados de membrana como la heparina yeglatan sulfato ha sido
ampliamente descrito en la bibliografia. Concretateela herramienta de SPR
supone un importante modelo para el desarrolloodentismos al mimetizar las

condiciones celulares.

Sin embargo, resulta clave para este mimetismoldacién de la correcta
metodologia de inmovilizacion de las moléculas edbr superficie del chip. Con
este propdsito, nos propusimos abordar el trabajmehovilizaciéon de heparina y
heparan sulfato en un chip mediante dos metodaafarentes. A continuacion, y
para poder valorar la influencia que pudiera testa diferencia, llevamos a cabo el

estudio de la interaccion entre el inmovilizadoog g@roteinas.
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IVV.3.1.1. Analisis de interaccion mediante SPR

Empleando la técnica de SPR se llevo a cabo ekandeé la interaccion de ATII con
los glicoconjugados heparina y heparan sulfatoa lBHo, o primero que se realiz6
fue la funcionalizacion de HP y HS mediante dositas de union a biotina. El
procedimiento se encuentra descrito en el apatthdd’.4.1.1. Partiendo de 4 tipos
de moléculas (HP LMW, HP Celsus, HP Sigma y HS @®|sse realiz6 la
funcionalizacion a través de los grupos urénicodadenolécula o a través de la
glucosamina. Creamos con ello dos conjuntos deaulalg, cuya inmovilizacion se
realizo a través de dos zonas diferentes de lactsta molecular (Esquema 16).

A continuacioén, se llevd a cabo el proceso de inlizaeion sobre la superficie de
un chip SA, segun la metodologia del apartado .nl41.2.2. La celda 1 fue
empleada como referencia en todos los casos. lsadtados de este proceso se

muestran en la Tabla 28.

Tabla 28. Resultados de la respuesta de inmovilizacion étedes de resonancia (RU) para

las diferentes moléculas.

Biotina-LC-Hidracida NHS-LC-biotina

HP LMW 333 47
HP Celsus 686 360
HP Sigma 715 418
HS Celsus 842 172

Seguidamente, se llevaron a cabo los estudiostdmation por SPR, fluyendo las
diferentes concentraciones de proteinas sobreigl tzth y como se describe en el
apartadolll.2.7.4.1.2.3.
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Esquema 16.Esquema de las moléculas de HS y HP funcionalizada biotina. A)
Conjugacion de heparina con biotina-LC-hidracidad®njugacién de heparan sulfato con
biotina-LC-hidracida; A2) Conjugacion de heparimam &NHS-LC-biotina. B2) Conjugacion
de heparan sulfato con NHS-LC-biotina. X=H 0sBOY=CH,CO o SQH

191



Resultados y discusion

70 A~
~180 1 HP LMW HS Celsus
o) 50 A
=) i
Z 30
S 10 T
5 . r s
<) -10 -
2 -50 50 150 250
] @ -30
-50 0 50 100 150 200 250 300 o -50 -
Tiempo (s) Tiempo(s)
550 HPCelsus 1200 HP Sigma
5450
= 350
» 250
S 150 f_’/ﬂ&
@ 501 ) —
& 50 ' 2
>0 150 %o 50 150 250
Tiempo (s) Tiempo (s)
——ATIN 0.01pM ——ATII 0.025pM ATIN 0.05pM
—— AT 0. ApM AT 0.25pM ATIN 0.5pM

—— AT 1pM o
Figura 44. Sensogramas de SPR de la unién ATIII con HP/ HSouilimado mediante

biotina-LC-hidracida, mostrando las fases de asdairiay disociacion

60 -
_ HP LMW HS Celsus
Z 40 - _ 807
o =
0 20 - = 30 1
g I — hL
% re— N g r T T u 1
& ' ' 2 ®; ]| s0 150 250
-50 50 150 250 Q
20 - =70 - .
Tiempo (s) Tiempo (s)
51450 HP Celsus 5 550 HP Sigma
e e
g 950 < 350
%] 0
g N £
3 450 | g 2 150
¢ ——— 9 g ——
X 50— T v
-50 150 350 -50 150
Tiempo (s) Tiempo (s)
—— AT 0.01pM —— ATIIl 0.025pM ATII0.05uM
——ATIIl 0.1uM ATIIN0.25uM ATII 0.5pM
——ATII 1M

Figura 45.Sensogramas de SPR de la unién de ATIII con HP ynA®vilizado mediante

NHS-LC-biotina sobre un chip SA, mostrando las $ade asociacion y disociacion.
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Los datos obtenidos en los sensogramas (Figuna 44
Figura 45) se ajustaron a un modelo de interaccién uno-encatigmuir**°

En la Tabla 29 se muestran los parametros cinétmoenidos para estas
interacciones. LaKp; obtenidas, quee calcularon comkyi/ka1, estaban en el rango
micromolar para todos los casos de las molécula€e&igus, HP LMW y HP Sigma,
lo que denota una interaccion muy parecida en amigtedos de funcionalizacion.
Por el contrario, la molécula HS Celsus muestra Kga mas elevadas en el caso de
la inmovilizacion mediante biotina-LC-hidrazida goanada con la inmovilizacion
mediante NHS-LC-biotina (1,29 x 2@/ 1,48 x 1@ respectivamente), lo que implica

gue la unidn es mas débil en el primer caso.

Tabla 29. Determinacién de los parametros cinéticos dentaraccion entre HP y HS

inmovilizados y la proteina ATIII.

Molécula

inmovilizada Funcionalizacion ka(MSY) ket (s1) Ka(M™) Kot (M)

HP LMW 653x10 928x10¢ 7,04x16 142x10
HP Celsus o S 1,15x16 1,70x1¢ 6,75x16 1,48 x10
HP Sigma Biotina-L C-hidracida 8,99x10 1,34x1F 6,74x16  1,48x 10
HS Celsus 155x16 2,00x10 7,75x16  1,29x1C
HP LMW 707x16 944x1¢F 7,49x10  1,33x10
HP Celsus o 1,19x16 1,77 x1¢ 6,72x16  1,49x 10
HP Sigma NHS-LC-biotina 144x16 150x1¢ 9,61x16  1,04x10
HS Celsus 268x16 395x1Ff 6,78x16  1,48x 10

Es conocido que la inmovilizacion a través de hebtsuele llevar asociado un
proceso de pérdida de la capacidad de reconociniEntas moléculas de HP y HS
debido, entre otras razones a la modificacion d&abp de sulfatacién, a una pérdida
de flexibilidad de la molécula o bien a una restén de la accesibilidad a los sitios

de union3®?

En nuestro caso, los niveles de inmovilizacién wibies fueron superiores a los

encontrados en la bibliografia para estudios sigsld"* donde los autores reportan
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un valor de 66 RU para la HP de Celsus, frenteestnoi valor de 686 RU con la
misma metodologia de inmovilizacién. Para la otredafogia, basada en grupos
aminos, los mismos autores obtienen un valor d@B2rente a nuestro valor de 418

RU con la misma molécula.

Mediante las metologias de inmovilizacion plantsada nuestro trabajo, la
biotinilizacién se produce en el interior de la @aa del glicoconjugado. En el caso
del empleo de biotina-LC-hidracida, la union deblatina puede darse de modo
aleatorio a lo largo de toda la molécula en cualggiupo de acido urénico presente.
En el caso del empleo de NHS-LC-hidracida, la urddn la biotina se restringe a
posiciones con aminos libres. Esto puede llevaua en el caso del empleo del
primer reactivo de funcionalizacion, la moléculaede unida de manera
multipuntual, generando una superficie inmovilizadgerior, lo cual concuerda con

los valores superiores de RU de la inmovilizacidoomtrados para este caso.

Referido al analisis de la interaccion con protginas bien sabido que el
reconocimiento HP/HS-ATIII requiere de la presendgaun patron de sulfatacion
definido en el glicoconjugadg’®3783"°

Cuando se lleva a cabo el analisis de la interacg@® ATIll con HS, encontramos
que la interaccion es bastante débil. Esto podnordrarse justificado por una
posible modificacion de la regién de reconocimieaspecifico provocada por la

inmovilizacién.3™®

Por contra, los resultados mostrados para la mialéda HP Celsus son muy

superiores al resto. Es importante considerar quendlécula de HP Celsus se
comercializa unida a un peptidoglicano. La presedei este brazo podria generar un
incremento de la flexibilidad de la molécula, majudo con ello la capacidad de

reconocimiento a la ATIII. Sin embargo, no se obaergrandes diferencias en lo

referido al célculo de las constantes de interactabcomo se observa en la Tabla
29.
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V. CONCLUSIONES
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Una vez presentados los resultados obtenidos yidsyasdo los objetivos

propuestos en la realizacidon de éste trabajo,asdqan las siguientes conclusiones:

196

Se ha llevado a cabo una busqueda de microorgasigraductores glicosidasas
en una coleccion de 80 ejemplares. De las actiegladbtenidas, se selecciond
una cepa con actividadglucosidasa, cuya produccién es inducible porrssea
y maltosa y presenta una elevada actividad endeblisis de residuos de-

glucosa en condiciones mesofilas.

Se ha realizado un estudio de la c8aillus circulansUSA ATCC 31382,
realizando la caracterizacion de su curva de cieoim Asi mismo, se ha
analizado la actividad actividgétgalactosidasa de dicha bacteria, obteniendo
una actividad hidrolitica cuyas constantes catalitideterminadas fueron dg K
1,43 MM Yy Vhax 0,012 mM &. Asi mismo, se llevé a cabo un estudio de
optimizacién de los parametros de reaccion de perza ionica y estudios de
induccion de la expresion de la enzima, obteniendospH Optimo de 6, una
fuerza salina de hasta 200 mM y una ausencia ahellgccion por la presencia
de disacaridos.

Se ha estudiado la actividad de transglicosiladénla cepa americana de
Bacillus circulansATCC 31382, presentando un rendimiento maximab@eo
en la sintesis del disacérido @él-3)-GIcNAc a las 24h.

La cepa ddacillus circulansATCC 31382 se inmovilizd en matrices de agar y
agarosa obteniendose valores del 24,9 y 25,4 %ewn@inmiento hidrolitico

respectivamente.

Se ha empleado el preparado comercigd-galactosidasa de Biolacta N° 5 para
llevar a cabo una semipurificacion de la misma.oBeivieron dos fracciones

enzimaticas mediante aislamiento por precipitadi@tcionada con sulfato
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amonico y aislamiento por cromatografia de exclusiolecular. Ambas
fracciones presentaban un contenido proteico difereasi como distinta
actividad hidrolitica. La fraccion sF presentaba un contenido del 44,9% en
proteinas, con una actividad de 32 Ul/mg; la fréiedk, presentd un contenido
proteico del 68,4%, y una actividad hidroliticalde5 Ul/mg.

. Se emplearon las fracciones;, Fy F; para llevar a cabo reacciones de
transglicosilacion en presencia de disolventesesddes como co-solventes de
la reaccion, como los derivados de biomasa. LaiffacFs1 presento una clara
tendencia a la hidrdlisis, mientras que la fracdté se vio influenciada por la
presencia en el medio de reaccion de los co-s@sefavoreciendo la sintesis de
Galf3(1-4)-GIcNAc, mientras que al utilizar disolventestsagbles (DMAL,
Gl, GC7, GC8 y GC 11) se obtiene un cambio en taoselectividad,

favoreciendo el disacarido GR{1 - 6)-GIcNAc.

. Se llevo a cabo el estudio de inmovilizacion detaimap-Gal-3, clonada a
partir de la cepaBacillus circulansATCC 31382 mediante tres estrategias
diferentes: inmovilizacion en polimeros de glioagarosas; inmovilizacion en

nanofibras de carbono; e inmovilizacion sobre petira fendlicos.

La inmovilizacidon sobre glioxil agarosas present@etentes resultados al
emplear el soporte de agarosa al 10% de entrecrerzeoncon una actividad
enzimatica retenida del 85%. Al emplear agarosasidnalizadas con grupos
TEA, se obtuvieron interesantes resultados, con acividad enzimatica
retenida del 53%.

La enzima inmovilizada en el soporte agarosa-TEArmple6 para el estudio de
la influencia del pH en la actividad hidroliticarepentando una tendencia a
estabilizar la enzima en pH basicos. Asi mismadjes® a cabo la estabilidad

térmica del complejo inmovilizado a 37°C y 50°Cteniiéndose una mejora de
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la termostabilidad como resultado de la inmoviliaac Asi mismo, se valoré la
actividad de transglicosilacion del inmovilizado an medio acuoso, y en
presencia d®MA1 y [Bmin][PFg] como co-solventes del medio de reaccion.
Se obtuvo un rendimiento del 25%, 18,5% y 18,5%e@aetsvamente para el
disacarido Gap(1-3)-GIcNAc;y unos rendimientos de 43%, 26,1% y51%o
respectivamente para el disacarido @Aak3)-GalNAc.

10.La inmovilizacion sobre nanofibras de carbono fanalizadas con grupos
carboxilo reportd los mejores resultados al reedezala inmovilizacion a
temperatura ambiente, pH 6,2, 5 horas de contacio ypretratamiento con
isopropanol del soporte, aportando un resultado 5&B% de actividad

enzimatica retenida.

11.La enzima inmovilizada en la nanofibra de carbomesgnté de nuevo una
tendencia a la estabilidad de la enzima en pHcbasAsi mismo, se llevo a
cabo la estabilidad térmica del complejo inmovidizaa 37°C y 50°C,
obteniéndose una mejora de la termostabilidad comsultado de la
inmovilizacién. Finalmente, se valoré la actividdeé transglicosilacion del
inmovilizado en un medio acuoso, y en presencidDNALl y [Bmin][PF ¢
como co-solventes del medio de reaccion. Se obtveoendimiento del 24%,
4,5% y 13,2% respectivamente para el disacaridep@aB)-GIcNAc;y unos
rendimientos de 8,4%, 10,5% y 3,05% respectivampata el disacarido Gal-
B(1-3)-GalNAc.

12.Finalmente, la enzimg-Gal-3 se inmovilizo en el soporte de polimero feo
sintetizado. Este inmovilizado presentd una achdidetenida del 24,5% y un
pH 6ptimo de 7.0. El estudio de su estabilidad ignaporté una notable

estabilizacion del complejo por la accion de ladnitziacion.
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13.Se empled el complejo inmovilizado con el polimé&rndlico para analizar la

capacidad de transglicosilacion de la enzima, @delo un 100% de
rendimiento en la sintesis de B4L-3)-GIcNAc transcurridas 5 horas de

reaccion.

14.Se llevé a cabo la expresion del enzimauc para su empleo como

15.

16.

17.

biocatalizador en la produccion de los disacariddsFuc-(1-3)«-D-Glc-O-
PNF, a-L-Fuc-(1-2)#-D-Glc-OpNF y a-L-Fuc-(1-3)a-D-Fuc-OpNF.

El empleo de disolventes sostenibles como co-stdgede la reaccion de
transglicosilacion generd una modificacion en eldmniento de la reaccion,
mediante una modificacion en la regioselectividadadenzima. La presencia de
G2 provocO una disminucién del rendimiento de la ¢&at con un consumo
total del donador del 54%; la presenciaGig provocé el desplazamiento a la
sintesis exclusiva del producta-L-Fuc-(1-2)a-D-Glc-OpNF, con un
rendimiento en la sintesis del mismo del 67% ;r&s@ncia d&5C4 generod la
formacion exclusiva del producto autocondensaeloFuc-(1-3)e-D-Fuc-O-
pNF, con un rendimiento del mismo del 96%; finalneeitd presencia d@MA1l
anulé practicamente la reaccion de transglicogitgaton un consumo total del
donador del 6 %.

La presencia de LIs en el medio de reaccion sdzanalediante el empleo de
los mismos como co-solventes a una concentracinah diel 30%. En todos los
casos se obtuvo una escasa actividad sintética,unof0% de donador no

consumido al tiempo final de reaccion.

Se ha estudiado el efecto de la presencia de vergek (derivado de biomasa
DMAL1 y GC4 sobre la estructura de la enzimduc, mediante técnicas de

espectroscopia de fluorescencia. Se ha concluigoeguconcentracion 2 M,
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estos co-solventes causan modificaciones estrilesugae podrian justificar los
efectos observados en la reaccidn de transglici&ila

18.Se valoro la actividad de las lipasas CALB, CAL $LPen la capacidad de
desacetilacion regioselectiva @eD-Galactosa peracetilada. Para ello, dichas

enzimas fueron inmovilizadas en nanofibras de carlmon grupos carboxilo.

19.En el estudio realizado para la enzima CAL, se wbtan las mejores
condiciones de inmovilizacion empleando un pH & B4 horas de contacto y
las nanofibras con pretratamiento con isopropdeste soporte inmovilizado se
empled en la reaccién de desacetilacion, pero nobs&/o ningun resultado
positivo.

20.Se realizo6 el estudio de la inmovilizacion de lziexa CALB en nanofibras de
carbono, obteniéndose las mejores condiciones ngoHude 7,5, 17 horas de
contacto y las nanofibras sometidas a pretratamien isopropanol. Se emple6
el biocatalizador inmovilizado en las reaccionegsldgacetilacion, obteniéndose
un rendimiento del 4% y -3% mediante el empleo @®ot y THF como

solventes de la reaccion.

21.Finalmente, la enzima PSL se inmovilizé en las fiares de carbono, siendo
sus mejores condiciones un pH de 6,2, 5 horas gi&«o y no pretratamiento
realizado. Dicho soporte se empled en las reacsidealesacetilacion, con unos
rendimientos del 51% y 32% mediante el empleo dacktty DMA3 como

solventes de la misma.

22.Se llevo a cabo la caracterizacion del producttadeaccion de deacetilacion.
En ambos casos, se determin6é que ambas enzimasagares de llevar a cabo

la hidrdlisis regioselectiva sobre la posicion agdoa del azucar peracetilado.
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23.La enzima PSL se inmoviliz6 en el soporte Celitec@3 reportando una
actividad hidrolitica retenida del 29%. Este conplemovilizado se empled
para la desacetilacion defleD-Galactosa peracetilada. Los resultados obtenidos
demostraron la capacidad del complejo de hidrolizgioselectivamente la
posicidbn anomérica del azucar, con importantesimardtos al empleaDMA3
como solvente de la reaccion. El complejo inmoaidi@a presentdé una alta

estabilizacion térmica.

24.Se ha llevado a cabo un estudio de interacciore éfir y HS, inmovilizados
mediante diferentes metodologias de funcionaliracodn biotina, y las
proteinas ATIII mediante la técnica de SPR. Loslltados demuestran que la
influencia para la interaccion de la presenciaadgelcuencia de reconocimiento,
asi como la mejora en la afinidad al emplear laddRCelsus debido a su brazo

espaciador.

201






Bibliografia

VI. BIBLIOGRAFIA

203



Bibliografia

VI. Bibliografia

10.

11.

12.

13.

14.

204

Lingwood, C. A. (1998). "Oligosaccharide receptors for bacteria: a view to a
kill." Curr. Opin. Chem. Biol. 2(6): 695-700.

Schmidt, M. A., Riley, L. W. and Benz, I. (2003). "Sweet new world:
glycoproteins in bacterial pathogens." Trends Microbiol. 11: 554-561.

Rudd, P. M., Wormald, M. R. and Dwek, R. A. (2004). "Sugar-mediated ligand-
receptor interactions in the immune system." Trends Biotechnol. 22(10): 524-
530.

Varki, A. (1993). "Biological roles of oligosaccharides: all of the theories are
correct." Glycobiology 3(2): 97-130.

Dwek, R. A. (1996). "Glycobiology: toward understanding the function of
sugars." Chem. Rev. 96(2): 683-720_

Imberty, A. and Varrot, A. (2008). "Microbial recognition of human cell surface
glycoconjugates." Curr. Opin. Struct. Biol. 18: 567-576.

Heimburg-Molinaro, J., Lum, M., Vijay, G., Jain, M., Almogren, A. and
Rittenhouse-Olson, K. (2011). "Cancer vaccines and carbohydrate epitopes."
Vaccine 29(48): 8802-8826.

Van den Akker, F., Steensma, E. and Hol, W. (1996). "Tumor marker
disaccharide D-Gal-f3(1-3)-GalNAc complexed to heat-labile enterotoxin from
Escherichia coli." Prot. Sci. 5: 1184-1188.

Springer, G. F. (1984). "T and Tn, general carcinoma autoantigens." Science
224:1198-1206

Holemann, A., Seeberger, P.H. (2004). "Carbohydrate diversity: synthesis of
glycoconjugates and complex carbohydrates." Curr. Opin. Biotechnol. 15: 615-
622.

Springer, G. F., Desai, P. R., Wise, W., Carlstedt, S. C., Tegtmeyer, H., Stein, R.
and Scanlon, E. F. (1990). "Pancarcinoma T and Tn epitopes: autoimmunogens
and diagnostic markers that reveal incipient carcinomas and help establish
prognosis." Immunol. Ser. 53: 587-612.

Hakomori, S. (2001). "Tumor-associated carbohydrate antigens defining tumor
malignancy: basis for development of anti-cancer vaccines." Adv. Exp. Med.
Biol. 491: 369-402.

Ragupathi, G., Damani, P., Srivastava, G., Srivastava, O., Sucheck, S., Ichikawa,
Y. and Livingston, P. (2009). "Synthesis of sialyl Lewis A (sLea, CA19-9) and
construction of an immunogenic sLeA vaccine." Cancer Immunol. Inmunother.
58(9): 1397-1405.

Ravindranath, M. H., Amiri, A. A., Bauer, P. M., Kelley, M. C., Essner, R. and
Morton, D. L. (1997). "Endothelial-selectin ligands sialyl Lewis(x) and sialyl
Lewis(a) are differentiation antigens immunogenic in human melanoma."
Cancer 79(9): 1686-1697.



Bibliografia

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Ugorski, M. and Laskowska, A. (2002). "Sialyl Lewis(a): a tumor-associated
carbohydrate antigen involved in adhesion and metastatic potential of cancer
cells." Acta Biochim. Pol. 49(2): 303-311.

Takada, A., Ohmori, K., Yoneda, T., Tsuyuoka, K., Hasegawa, A., Kiso, M. and
Kannagi, R. (1993). "Contribution of carbohydrate antigens sialyl Lewis A and
sialyl Lewis X to adhesion of human cancer cells to vascular endothelium."
Cancer Res. 53(2): 354-361.

Monzavi-Karbassi, B., Cunto-Amesty, G., Luo, P., Shamloo, S., Blaszcyk-Thurin,
M. and Kieber-Emmons, T. (2001). "Immunization with a carbohydrate
mimicking peptide augments tumor-specific cellular responses." Int. Immunol.
13(11): 1361-1371.

Murata, T. and Usui, T. (2006). "Enzymatic synthesis of oligosaccharides and
neoglycoconjugates." Biosci. Biotechnol. Biochem. 70(5): 1049-1059.

Li, Z., Willke, R. J., Pinto, L. A., Rittenhouse, B. E., Rybak, M. J., Pleil, A. M.,
Crouch, C. W., Hafkin, B. and Glick, H. A. (2001). "Comparison of length of
hospital stay for patients with known or suspected methicillin-resistant
Staphylococcus species infections treated with linezolid or vancomycin: a
randomized, multicenter trial." Pharmacotherapy 21(3): 263-274

Rubinstein, E., Cammarata, S. K., Oliphant, T. H. and Wunderink, R. G. (2001).
"Linezolid (PNU-100766) versus vancomycin in the treatment of hospitalized
patients with nosocomial pneumonia: a randomized, double-blind, multicenter
study." Clin. Infect. Dis. 32(3): 402-412.

Sears, P. and Wong, C.-H. (1998). "Mechanism-based inhibition of
carbohydrate-mediated biological recognitions." Chem. Commun.(11): 1161-
1170.

Yarema, K. J. and Bertozzi, C. R. (1998). "Chemical approaches to glycobiology
and emerging carbohydrate-based therapeutic agents." Curr. Opin. Chem. Biol.
2(1): 49-61

Bertozzi, C. R. and Kiessling, L. L. (2001). "Chemical Glycobiology." Science
291(5512): 2357-2364.

Rudd, P. M., Elliott, T., Cresswell, P., Wilson, I. A. and Dwek, R. A. (2001). "Roles
for glycosylation in the immune system." Science 291: 2370-2376.

Dube, D. H. and Bertozzi, C. R. (2005). "Glycans in cancer and inflammation -
potential for therapeutics and diagnostics." Nat. Rev. Drug. Discov. 4(6): 477-
488.

Bernardi, A. and Cheshev, P. (2008). "Interfering with the sugar code: design
and synthesis of oligosaccharide mimics." Chem. Eur. J. 14(25): 7434-7441.
Schimdt, R. and Michel, R. (1986). "Divinylglycole zur synthese von
desoxyhexosen- synthese der D-bzw. L-Chalcose." Angew. Chem. Int. Ed. 98:
213-236.

Mammen, M., Choi, S-K., Whitesides, G. M. (1998). "Polyvalent interactions in
biological systems: implications for design and use of multivalent ligands and
inhibitors." Angew. Chem. Int. Ed. 37: 2754-2794

Kiessling, L. L., Gestwicki, J. E., Strong, L. E. (2000). "Synthetic multivalent
ligands in the exploration of cell-surface interactions." Curr. Opin. Chem. Biol.
4: 696-703.

205



Bibliografia

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

206

Nicolaou, K. C., Mitchell, H. J. (2001). "Adventures in carbohydrate chemistry:
new synthetic technologies, chemical synthesis, molecular design, and
chemical biology " Angew. Chem. Int. Ed. 40: 1576-1624.

Houseman, B. and Mrksich, M. (2002). “Model systems for studying polyvalent
carbohydrate binding interactions.” Host-Guest Chemistry. S. Penadés, Springer
Berlin Heidelberg. 218: 1-44.

Weijers, C. A. G., Franssen, M. C. R. and Visser, G. M. (2008).
"Glycosyltransferase-catalyzed synthesis of bioactive oligosaccharides."
Biotechnol. Adv. 26(5): 436-456.

Plante, O., Palmacci, E. and Seeberger, P. (2001). "Automated solid-phase
synthesis of oligosaccharides." Science 291: 1523-1527.

Palmacci, E., Plante, O., Hewitt, M. and Seeberger, P. (2003). "Automated
synthesis of oligosaccharides." Helv. Chim. Acta 86: 3975-3990.

Seeberger, P. (2003). "Automated carbohydrate synthesis to drive chemical
glycomics." Chem. Commun.: 1115-1121.

Unverzagt, C. (2003). "Synthesis of a core trisaccharide as a versatile building
block for N-glycans and glycoconjugates." Chem. Eur. J. 9: 1369-1376.

Weiss, H. and Unverzagt, C. (2003). "Highly branched oligosaccharides: a
general strategy for the synthesis of multiantennary N-glycans with a bisected
motif." Angew. Chem. Int. Edit. 42: 4261-4263.

Seeberger, P. H. (2008). "Automated carbohydrate synthesis as platform to
address fundamental aspects of glycobiology - current status and future
challenges." Carbohydr. Res. 343: 1889-1896.

Crout, D. H. G. and Vic, G. (1998). "Glycosidases and glycosyl transferases in
glycoside and oligosaccharide synthesis." Curr. Opin. Chem. Biol. 2(1): 98-111.
Sasaki, A., Ishimizu, T., Geyer, R. and Hase, S. (2005). "Synthesis of [3-
mannosides using the transglycosylation activity of endo-B-mannosidase from
Lilium longiflorum." FEBS J. 272(7): 1660-1668.

Zeng, Y., Wang, J., Li, B, Hauser, S., Li, H. and Wang, L.-X. (2006). "Glycopeptide
synthesis through endo-glycosidase catalyzed oligosaccharide transfer of sugar
oxazolines: probing substrate structural requirement." Chem. Eur. J. 12(12):
3355-3364.

Faijes, M. and Planas, A. (2007). "In vitro synthesis of artificial polysaccharides
by glycosidases and glycosynthases." Carbohydr. Res. 342(12-13): 1581-1594.
Hommalai, G., Withers, S. G., Chuenchor, W., Cairns, J. R. K. and Svasti, J.
(2007). "Enzymatic synthesis of cello-oligosaccharides by rice B-glucosidase
glycosynthase mutants." Glycobiology 17(7): 744-753.

Vocadlo, D. J. and Davies, G. J. (2008). "Mechanistic insights into glycosidase
chemistry." Curr. Opin. Chem. Biol. 12(5): 539-555.

Bojarova, P. and Kren, V. (2009). "Glycosidases: a key to tailored
carbohydrates." Trends Biotechnol. 27(4): 199-209.

Gambert, U. and Thiem, J. (1997). "Chemoenzymatic synthesis of the Thomsen-
Friedenreich antigen determinant." Carbohydr. Res. 299(1-2): 85-89.

Gonzalez Lio, R. and Thiem, J. (1999). "Chemoenzymatic synthesis of spacer-
linked oligosaccharides for the preparation of neoglycoproteins." Carbohydr.
Res. 317(1-4): 180-190.



Bibliografia

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Koeller, K. M., Smith, M. E. B., Wong, C-H. (2000). "Chemoenzymatic synthesis
of PSGL-1 glycopeptides: Sulfation on tyrosine affects glycosyltransferase-
catalyzed synthesis of the O-glycan." Bioorg. Med. Chem. 8: 1017-1025.

Yan, F., Mehta, S., Eichler, E., Wakarchuk, W. and Whitfield Dennis, M. (2004).
“Chemoenzymatic synthesis of lactosamine and a(2-3)sialylated lactosamine
building blocks. Synthesis of carbohydrates through biotechnology” J. Amer.
Chem. Soc. 873: 53-72.

Ueki, A., Takano, Y., Kobayashi, A., Nakahara, Y. and Hojo, H. (2010). "Solid-
phase synthesis of glycopeptide carrying a tetra-N-acetyllactosamine-
containing core 2 decasaccharide." Tetrahedron 66(9): 1742-1759.

Yu, H., Thon, V., Lay, K., Cai, L., Chen, Y., Mu, S., Li, Y., Wang, P. G. and Chen, X.
(2010). "Highly efficient chemoenzymatic synthesis of [1-3-linked
galactosides." Chem. Commun. 46(40): 7507-7509.

Broder, W. and Kunz, H. (1993). "A new method of anomeric protection and
activation based on the conversion of glycosyl azides into glycosyl fluorides."
Carbohydr. Res. 249(1): 221-241.

Fukase, K., Yasukochi, T., Nakai, Y. and Kusumoto, S. (1996). "p-Nitrophenyl
group for anomeric protection of oligosaccharides, selective oxidative cleavage
via p-acetamidophenyl glycosides." Tetrahedron Lett. 37(19): 3343-3344.
Dasgupta, S. and Nitz, M. (2011). "Use of N,O-dimethylhydroxylamine as an
anomeric protecting group in carbohydrate synthesis." J. Org. Chem. 76(6):
1918-1921.

Paulsen, H. (1982). "Advances in selective chemical syntheses of complex
oligosaccharides." Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 21(3): 155-173.

Schimdt, R. and Michel, R. (1980). "Einfache synthese von a- und [-O-
glycosylimidaten. Hertellung von glycosiden und disacchariden." Angew. Chem.
Int. Ed 92: 763-765

Tietze, L., Fischer, F. and Guder, R. (1982). "Stereoselective synthesis of
protected 1-O-trimethylsilyl-a-D-glucopyranoside." Synthesis: 946.

Wang, C. C, Lee, J. C., Luo, S. Y., Kulkarni, S. S., Huang, Y. W,, Lee, C. C., Chang,
K. L. and Hung, S. C. (2007). "Regioselective one-pot protection of
carbohydrates." Nature 446(7138): 896-899.

Wang, P. G. (2007). "Sugars synthesized in a snap." Nat. Chem. Biol. 3(6): 309-
310.

Boltje, T. J., Buskas, T. and Boons, G.-J. (2009). "Opportunities and challenges
in synthetic oligosaccharide and glycoconjugate research." Nat. Chem. 1(8):
611-622.

Bohm, G. and Waldmann, H. (1995). "Synthesis of glycosides of fucose under
neutral conditions in solutions of LiCIO, in organic solvents." Tetrahedron Lett.
36(22): 3843-3846.

Anastas, P. T. and Warner, J. C. (1998). Green chemistry: theory and practice.
Oxford University Press. New York.

Sheldon, R. A. and van Rantwijk, F. (2004). "Biocatalysis for sustainable organic
synthesis." Aust. J. Chem. 57(4): 281-289.

207



Bibliografia

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

208

Alcalde, M., Ferrer, M., Plou, F. J. and Ballesteros, A. (2006). "Environmental
biocatalysis: from remediation with enzymes to novel green processes." Trends
Biotechnol. 24: 281-287.

Perugino, G., Trincone, A., Rossi, M. and Moracci, M. (2004). "Oligosaccharide
synthesis by glycosynthases." Trends Biotechnol. 22(1): 31-37.

Blanchard, J. E. and Withers, S. G. (2001). "Rapid screening of the aglycone
specificity of glycosidases: applications to enzymatic synthesis of
oligosaccharides." Chem. Biol. 8(627-633).

Vasella, A., Davies, G. J. and Bohm, M. (2002). "Glycosidase mechanisms." Curr.
Opin. Chem. Biol. 6(5): 619-629.

Hinou, H. and Nishimura, S. [. (2009). "Mechanism-based probing,
characterization, and inhibitor design of glycosidases and
glycosyltransferases." Curr. Top. Med. Chem. 9(1): 106-116.

Henrissat, B., Davies, G. (1997). "Structural and sequence-based classification
of glycoside hydrolases." Curr. Opin. Struct. Biol. 7: 637-644.

Giordano, A., Andreotti, G., Tramice, A. and Trincone, A. (2006). "Marine
glycosyl hydrolases in the hydrolysis and synthesis of oligosaccharides."
Biotechnol. J. 1(5): 511-530.

Trincone, A. and Giordano, A. (2006). "Glycosyl hydrolases and
glycosyltransferases in the synthesis of oligosaccharides." Curr. Org. Chem.
10(10): 1163-1193.

Withers, S. G. and Aebersold, R. (1995). "Approaches to labeling and
identification of active site residues in glycosidases." Protein Sci. 4(3): 361-372.
Gijsen, H. J. M., Qiao, L., Fitz, W. and Wong, C. H. (1996). "Recent advances in
the chemoenzymatic synthesis of carbohydrates and carbohydrate mimetics."
Chem. Rev. 96(1): 443-473¢

Daines, A. M., Maltman, B. A. and Flitsch, S. L. (2004). "Synthesis and
modifications of carbohydrates, using biotransformations." Curr. Opin. Chem.
Biol. 8(2): 106-113.

Moracci, M., Trincone, A. and Rossi, M. (2001). "Glycosynthases: new enzymes
for oligosaccharide synthesis." J. Mol. Catal. B. Enzym. 11(4-6): 155-163.

Zeng, X. and Uzawa, H. (2005). "Convenient enzymatic synthesis of a p-
nitrophenyl oligosaccharide series of sialyl N-acetyllactosamine, sialyl Le* and
relevant compounds." Carbohydr. Res. 340(16): 2469-2475.

Turner, P., Svensson, D., Adlercreutz, P. and Karlsson, E. N. (2007). "A novel
variant of Thermotoga neapolitana [-glucosidase B is an efficient catalyst for
the synthesis of alkyl glucosides by transglycosylation." J. Biotechnol. 130(1):
67-74.

Li, W., Xiang, X., Tang, S., Hu, B., Tian, L., Sun, Y., Ye, H. and Zeng, X. (2009).
"Effective enzymatic synthesis of lactosucrose and its analogues by [3-D-
galactosidase from Bacillus circulans." J. Agric. Food Chem. 57(9): 3927-3933.
Ashida, H., Ozawa, H., Fujita, K., Suzuki, S. and Yamamoto, K. (2010). "Synthesis
of mucin-type O-glycopeptides and oligosaccharides using transglycosylation
and reverse-hydrolysis  activities  of  Bifidobacterium endo-a-N-
acetylgalactosaminidase." Glycoconjugate. J. 27(1): 125-132.



Bibliografia

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

Vetere, A. and Paoletti, S. (1996). "High-yield synthesis of N-acetyllactosamine
by regioselective transglycosylation." Biochem. Biophys. Res. Commun. 219(1):
6-13.

Nieder, V., Marx, S. P., Gallego, R. G., Kamerling, J. P., Vliegenthart, J. F. G. and
Elling, L. (2003). "Synthesis of nucleotide-activated disaccharides with [3-
galactosidase from Bacillus circulans and a-galactosidase from Bifidobacterium
adolescentis." J. Mol. Catal. B. Enzym. 21(4-6): 157-166.

Murata, T., Hattori, T., Amarume, S., Koichi, A. and Usui, T. (2003). "Kinetic
studies on endo-B-galactosidase by a novel colorimetric assay and synthesis of
N-acetyllactosamine-repeating  oligosaccharide  B-glycosides using its
transglycosylation activity." Eur. J. Biochem. 270(18): 3709-3719

Sandoval, M., Ferreras, E., Pérez-Sanchez, M., Berenguer, J., Sinisterra, J. V. and
Hernaiz, M. J. (2012). "Screening of strains and recombinant enzymes from
Thermus thermophilus for their use in disaccharide synthesis." J. Mol. Cat. B:
Enz. 74: 162-169.

Crout, D. H. G. and Vic, G. (1998). "Glycosidases and glycosyl transferases in
glycoside and oligosaccharide synthesis." Curr. Opin. Chem. Biol. 2(1): 98-111.
Palcic, M. M. (1999). "Biocatalytic synthesis of oligosaccharides." Curr. Opin.
Biotechnol. 10: 616-624.

Scigelova, M., Singh, S., Crout, D.H.G. (1999). "Glycosidases - a great synthetic
tool." J. Mol. Cat. B: Enzymatic. 6: 483-494.

Harrison, J. A., Kartha, K. P. R., Turnbull, W. B., Scheuerl, S. L., Naismith, J. H.,
Schenkman, S., Field, R. A. (2001). "Hydrolase and sialyltransferase activities of
Trypanosoma cruzi trans-sialidase towards NeuAc-a-2,3-Gal-3-O-PNP." Bioorg.
Med. Chem. Lett 11: 141-144.

Bergey, D. H., Boone, D. R,, Garrity, G. M., Castenholz, R. W., Brenner, D. J,,
Krieg, N. R. and Staley, J. T. (2001). Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology: The Firmicutes. Springer-Verlag New York.

Song, J., Abe, K., Imanaka, H., Imamura, K., Minoda, M., Yamaguchi, S. and
Nakanishi, K. "Causes of the production of multiple forms of [3-galactosidase by
Bacillus circulans." Biosci. Biotechnol. Biochem. 75(2): 268-278.

Ito, Y. and Sasaki, T. (1997). "Cloning and characterization of the gene encoding
a novel B-Galactosidase from Bacillus circulans." Bios. Biotech. Biochem. 61(8):
1270-1276

Fujimoto, H., Miyasato, M., Ito, Y., Sasaki, T. and Ajisaka, K. (1998).
"Purification and properties of recombinant [-galactosidase from Bacillus
circulans." Glycoconjugate. J. 15(2): 155-160.

Miyasato, M. and Ajisaka, K. (2004). "Regioreselectivity in B-galactosidase-
catalyzed transglycosylation for the enzymatic assembly of D-galctosyl-D-
mannose." Biosci. Biotechnol. Biochem. 68(10): 2086-2090.

Rapoport, E., Khaidukov, S., Baidina, O., Bojenko, V., Moiseeva, E., Pasynina,
G., Karsten, U., Nifant'ev, N., LePendu, J. and Bovin, N. (2003). "Involvement of
the Gal-3(1-3)-GalNacP structure in the recognition of apoptotic bodies by
THP-1 cells." Eur. J. Cell. Biol. 82(6): 295-302.

209



Bibliografia

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

210

Caines, M. E. C., Zhu, H., Vuckovic, M., Willis, L. M., Withers, S. G., Wakarchuk,
W. W. and Strynadka, N. C. J. (2008). "The structural basis for T-antigen
hydrolysis by Streptococcus pneumoniae." J. Biol. Chem. 283(46): 31279-31283.
Shirato, H., Ogawa, S., Ito, H., Sato, T., Kameyama, A., Narimatsu, H., Xiaofan,
Z., Miyamura, T., Wakita, T., Ishii, K. and Takeda, N. (2008). "Noroviruses
distinguish between type 1 and type 2 histo-blood group antigens for binding."
J. Virol. 82(21): 10756-10767.

Mandal, P. K. and Turnbull, W. B. (2010). "Studies on the synthesis of Lewis-y
oligosaccharides." Carbohydr. Res. 346(14): 2113-2120.

Lemieux, R. U. and Driguez, H. (1975). "Chemical synthesis of 2-acetamido-2-
deoxy-4-0O-(a-L-fucopyranosyl)-3-O-(B-D-galactopyranosyl)-D-glucose. Lewis a
blood-group antigenic determinant." J. Am. Chem. Soc. 97(14): 4063-4069.
Schmidt, R. R. and Riicker, E. (1980). "Stereoselective glycosidations of uronic
acids." Tetrahedron Lett. 21(15): 1421-1424.

Khare, D. P., Hindsgaul, O. and Lemieux, R. U. (1985). "The synthesis of
monodeoxy derivatives of lacto-N-biose | and N-acetyl-lactosamine to serve as
substrates for the differentiation of a-L-fucosyltransferases." Carbohydr. Res.
136(0): 285-308.

Schmidt, R. R. (1986). "New methods for the synthesis of glycosides and
oligosaccharides- are there alternatives to de Koenigs-Knorr method?" Angew.
Chem. Int. Ed. 25: 212-235.

Wilstermann, M. and Magnusson, G. (1995). "Synthesis of disaccharide glycosyl
donors suitable for introduction of the B-D-Gal p-(1-3)-a-and-B-d-Gal pNAc
groups." Carbohydr. Res. 272(1): 1-7.

Hedbys, L., Johansson, E., Mosbach, K., Larsson, P. O., Gunnarsson, A,
Svensson, S. and Lonn, H. (1989). "Synthesis of Gal-B-1-3-GlcNac and gal-B-1-3-
GIcNAc-set by an enzymatic method comprising the sequential use of beta-
galactosidases from bovine testes and Escherichia coli " Glycoconjuate. J. 6(2):
161-168.

Gambert, U., Lio, R. G., Farkas, E., Thiem, J., Bencomo, V. V. and Liptak, A.
(1997). "Galactosylation with [3-galactosidase from bovine testes employing
modified acceptor substrates." Bioorg. Med. Chem. 5(7): 1285-1291.

Schroder, S., Schmidt, U., Thiem, J., Kowalczyk, J., Kunz, M. and Vogel, M.
(2004). "Synthesis of oligosaccharides as potential novel food components and
upscaled enzymatic reaction employing the B-galactosidase from bovine
testes." Tetrahedron 60(11): 2601-2608.

Gambert, U. and Thiem, J. (1997). "Chemoenzymatic synthesis of the
Thomsen-Friedenreich antigen determinant." Carbohydr. Res. 299(1-2): 85-89.
Bayodn, C., Cortés-Cabrera, A., Aires-Trapote, A., Civera, C., Hernaiz, M.J. (2013)
“Highly efficient and regioselective enzymatic synthesis of B-1-3 galactosides in
biosolvents.” RSC Adv. 3: 12155-12163

Bayén C., Cortés A., Berenguer J. and Herndiz M.J. (2013) “Highly efficient
synthesis of GalB(1-3)-GalNac and GalB-(1-3)-GlucNac in ioninc liquids.
Tetrahedron. 69:4973-4978.



Bibliografia

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

Yanahira, S. Kobayashi, T. Suguri, T. Nakakoshi, M. Miura, S. Ishikawa, H.
Nakajima, I. (1995) “Formation of oligosaccharides from lactose by Bacillus
circulans B-Galactosidase”. Bios. Biotech. Biochem. 59, (6), 1021-1026.

Usui, T. Morimoto, S. Hayakawa, Y. Kawaguchi, M. Murata, T. Matahira, Y.
Nishida, Y. (1996) “Regioselectivity of [-D-galactosyl-disaccharide formation
using the [-D-galactosidase from Bacillus circulans”. Carbohydr. Res. 285, 29-
39.

Klisch, K. Jeanrond, E. Pang, P. C. Pich, A. Schuler, G. Dantzer, V. Kowalewski,
M. P. Dell, A. (2008) “A tetraantennary glycan with bisecting N-
acetylglucosamine and the Sd(a) antigen is the predominant N-glycan on
bovine pregnancy-associated glycoproteins”. Glycobiology 18, (1), 42-52.
Sangeetha, S. R. Appukuttan, P. S. (2005) “IgAl is the premier serum
glycoprotein recognized by human galectin-1 since T antigen Gal
B(1-3)GalNAc is far superior to non-repeating N-acetyl lactosamine as
ligand”. Int. J. Biol. Macromol. 35, (5), 269-276.

Sajdel-Sulkowska, E. M. Koibuchi, N. (2000) “Altered CD15 glycolipid expression
in the developing rat cerebellum following treatment with antithyroid drug,
propylthiouracil”. Endocr. J. 47, (3), 353-358.

Malagolini, N. Chiricolo, M. Marini, M. Dall'Olio, F. (2009) “Exposure of
(2 - 6) sialylated lactosaminic chains marks apoptotic and necrotic death in
different cell types”. Glycobiology 19, (2), 172-181.

Zeng, X. X. Yoshino, R. Murata, T. Ajisaka, K. Usui, T. (2000) “Regioselective
synthesis of p-nitrophenyl glycosides of [3-D-galactopyranosyl-disaccharides by
transglycosylation with [3-D-galactosidases”. Carbohydr. Res. 325, (2), 120-131.
Vetere, A. Paoletti, S. (1996) “High-yield synthesis of N-acetyllactosamine by
regioselective transglycosylation”. Biochem. Biophys. Res. Commun. 219, (1), 6-
13.

Li, J. Wang, P. G. (1997) “Chemical and enzymatic synthesis of glycoconjugates
2. High vyielding regioselective synthesis of N-Acetyllactosamine by use of
recombinant thermophilic glycosidases library”. Tetrahedron Lett. 38, (46),
7967-7970.

Takayama, S. Shimazaki, M. Qiao, L. Wong, C.-H. (1996) “Synthesis of
lactosamine derivatives using [3-galactosidase from Bacillus circulans”. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 6, (10), 1123-1126.134

Mozaffar, Z. Nakanishi, K. Matsuno, R. Kamikubo, T. (1984) “Purification and
properties of [3-galactosidases from Bacillus circulans”. Agric. Biol. Chem. 48,
(12), 3053-3061.

Vetere, A. Paoletti, S. (1998) “Separation and characterization of three [(3-
galactosidases from Bacillus circulan”s. Biochim. Biophys. Acta, Gen. Subj.
1380, (2), 223-231.

211



Bibliografia

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

212

Pérez-Sanchez, M., Sandoval, M., Cortés-Cabrera, A., Garcia-Marin, H.,
Sinisterra, J. V., Garcia, J. I. and Hernaiz, M. J. (2011). "Solvents derived from
glycerol modify classical regioselectivity in the enzymatic synthesis of
disaccharides with Biolacta [3-galactosidase." Green Chem. 13: 2810-2817.
Rothschild, L. J. and Mancinelli, R. L. (2001). "Life in extreme environments."
Nature 409(6823): 1092-1101.

Niehaus, F., Bertoldo, C., K&hler, M. and Antranikian, G. (1999).
"Extremophiles as a source of novel enzymes for industrial application." Appl.
Microbiol. Biotech. 51(6): 711-729.

Sellek, G. A. and Chaudhuri, J. B. (1999). "Biocatalysis in organic media using
enzymes from extremophiles." Enzym. Microbiol. Tech. 25(6): 471-482.
Demirjian, D. C., Moris-Varas, F. and Cassidy, C. S. (2001). "Enzymes from
extremophiles." Curr. Opin. Chem. Biol. 5(2): 144-151.

van den Burg, B. (2003). "Extremophiles as a source for novel enzymes." Curr.
Opin. Microbiol. 6(3): 213-218.

Egorova, K. and Antranikian, G. (2005). "Industrial relevance of thermophilic
archaea." Curr. Opin. Microbiol. 8(6): 649-655.

Salameh, M. d., Wiegel, J., Allen I. Laskin, S. S. and Geoffrey, M. G. (2007).
“Lipases from extremophiles and potential for industrial applications.” Adv.
Appl. Microbiol. 61: 253-283.

Panasik, N., Brenchley, J. E. and Farber, G. K. (2000). "Distributions of
structural features contributing to thermostability in mesophilic and
thermophilic a/f3 barrel glycosyl hydrolases." Biochim. Biophys. Acta 1543(1):
189-201.

Vieille, C. and Zeikus, G. J. (2001). "Hyperthermophilic enzymes: sources, uses,
and molecular mechanisms for thermostability." Microbiol. Mol. Biol. Rev.
65(1): 1-43.

Zhou, X. X., Wang, Y. B,, Pan, Y. J. and Li, W. F. (2008). "Differences in amino
acids composition and coupling patterns between mesophilic and thermophilic
proteins." Amino Acids 34(1): 25-33.

Li, W. F., Zhou, X. X. and Lu, P. (2005). "Structural features of thermozymes."
Biotechnol. Adv. 23(4): 271-281.

Paiardini, A., Gianese, G., Bossa, F. and Pascarella, S. (2002). "Structural
plasticity of thermophilic serine hydroxymethyltransferases. Extensive
comparative study of an enzyme family with a focus on the structural features
involved in thermostabilization." Proteins 50: 122-134.

Brock TD, Brock KM, Belly RT, Weiss RL. (1972) “Sulfolobus: a new genus of
sulfur-oxidizing bacteria living at low pH and high temperature”. Arch
Mikrobiol. 84(1):54-68.

She Q1, Singh RK, Confalonieri F, Zivanovic Y, Allard G, Awayez MJ, et al.
(2001). “The complete genome of the crenarchaeon Sulfolobus solfataricus
P2”. Proc Natl Acad Sci ;98(14):7835-40

Pfeifer F, Palm P, Schleifer K-H, editors. (1994). “Molecular Biology of Archaea”
Stuttgart: Gustav Fischer; pp. 1-267.

Eneyskaya E.V., kulminskaya —a.-a., Kalkkinen N., Nifantiev N.E., Arbatskii N.P.

Saenko A.l., Chepurnaya O.V. and Arutyunyan A.V. (2001) “An alpha-L-



Bibliografia

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

fucosidase from Thermus sp. with unusually broad specificity”. Glycoconj. 10,
827-834

Leuschner, C. and Antranikian, G. (1995). "Heat-stable enzymes from extremely
thermophilic and hyperthermophilic microorganisms." World J. Microbiol.
Biotechnol. 11(1): 95-114.

Coolbear, T., Daniel, R. M. and Morgan, H. W. (1992). "The enzymes from
extreme thermophiles: bacterial sources, thermostabilities and industrial
relevance." Adv. Biochem. Eng. Biotechnol. 45: 57-98.

Cobucci-Ponzano B., Trincone A., Giordano A., Rossi M. and Moracci M. (2003).
“Identification of an archael a-L-fucosidase encoded by an interrupted gene”. J.
Biological Chemistry. 278: 14622-14631.

Fojan, P. Jonson, P. H. Petersen, M. T. N. Petersen, S. B. (2000) “What

distinguishes an esterase from a lipase: A novel structural approach”.
Biochimie 82, (11), 1033-1041.

Schmidt, R. D. Verger, R. (1998) “Lipases: interfacial enzymes with attractive
applications”. Angew. Chem. Int. Ed. 37, (12), 1608-1633.

Bornscheuer, U. Kazlauskas, R. (1999) “Hydrolases in organic synthesis regio-
and stereoselective biotransformations”. Weinheim:Wiley/VCH

Liese, A. Seelbach, K. Wandrey, C. (2000) “Industrial biotransformations”.
Weinheim: Wiley/VCH

Schmidt, M. Bornscheuer, U. T. . (2005) “High-throughput assays for lipases
and esterases”. Biomol. Eng22, (1-3), 51-56.

Kapoor, M. Gupta, M. N. (2012) “Lipase Promiscuity and its biochemical
applications”. Process Biochem.

Hult, K. Berglund, P. (2007) “Enzyme promiscuity: mechanism and
applications”. Trends Biotechnol. 25, (5), 231-238.

Gupta, M. Kapoor, M. Majumder, A. B. Singh, V. (2011) “Isozymes,
moonlighting proteins and promiscous enzymes”. Curr. Sci. 100, 1152-1162.
Gotor-Fernandez, V. Busto, E. Gotor, V. (2006) “Candida antarctica Lipase B: An
ideal biocatalyst for the preparation of nitrogenated organic compounds”. Adv.
Synth. Catal. 348, (7-8), 797-812.

Li, K. He, T. Li, C. Feng, X. W. Wang, N. Yu, X. Q. (2009) “Lipase-catalysed direct
Mannich reaction in water: utilization of biocatalytic promiscuity for C-C bond
formation in a “one pot” synthesis”. Green Chem. 11, 777-779.

He, T. Li, K. Wu, M. Y. Feng, X. W. Wang, N. Wang, H. Y. Li, C. Yu, X. Q. (2010)
“Utilization of biocatalytic promiscuity for direct Mannich reaction”. J. Mol.
Cat. B: Enz. 67, 189-194.

Li, C. Feng, X. W. Wang, N. Zhou, Y. J. Yu, X. Q. (2008) “Biocatalytic promiscuity:
the first lipase-catalysed asymmetric aldol reaction”. Green Chem. 10, 616-618.
Branneby, C. Carlgvist, P. Magnusson, A. Hult, K. Brinck, T. Berglund, P. (2003)
“Carbon-carbon bonds by hydrolytic enzymes”. J. Am. Chem. Soc. 125, 874-
875.

213



Bibliografia

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

214

Svedendahl, M. Hult, K. Berglund, P. (2005) “Fast carbon-carbon bond
formation by a promiscuous lipase”. J. Am. Chem. Soc. 127, 17988-17989.
Cygler, M. Grochulski, P. Kazlauskas, R. J. Schrag, J. D. Bouthillier, F. Rubin, B.
Serreqi, A. N. Gupta, A. K. (1994) “A structural basis for the chiral preferences
of lipases”. J. Am. Chem. Soc. 116, (8), 3180-3186.

Brady, L. Brzozowski, A. M. Derewenda, Z. S. Dodson, E. Dodson, G. Tolley, S.
Turkenburg, J. P. Christiansen, L. Huge-Jensen, B. Norskov, L. Thim, L. Menge,
U. (1990) “A serine protease triad forms the catalytic center of a triacylglycerol
lipase”. Nature 343, 767-770.

Murthy, M. S. R. C. Swaminathan, T. Rakshit, S. K. Kosugi, Y. (2000) “Statistical
optimization of lipase catalyzed hydrolysis of methyloleate by response surface
methodology”. Bioprocess Biosyst. Eng. 22, (1), 35-39.

Wolfson, A. Atyya, A. Dlugy, C. Tavor, D. (2010) “Glycerol triacetate as solvent
and acyl donor in the production of isoamyl acetate with Candida antarctica
lipase B”. Bioprocess Biosyst. Eng. 33, (3), 363-366.

Li, X.-G. Lahitie, M. Kanerva, L. T.( 2008) “Burkholderia cepacia lipase and
activated [-lactams in [B-dipeptide and [-amino amide synthesis”.
Tetrahedron: Asymmetry 19, (15), 1857-1861.

Kirk, O. Christensen, M. W. r. Damhus, T. Godtfredsen, S. E. (1994) “Enzyme
catalyzed degradation and formation of peroxycarboxylic acids”. Biocatal.
Biotransform. 11, (1), 65-77.

Yadav, G. D. Borkar, I. V. (2010) “Lipase-catalyzed hydrazinolysis of phenyl
benzoate: Kinetic modeling approach”. Process Biochem. 45, (4), 586-592.
Zhang, X. Hayes, D. (1999) “Increased rate of lipase-catalyzed saccharide-fatty
acid esterification by control of reaction medium”. J. Am. Oil Chem. Soc. 76,
(12), 1495-1500.

Ducret, A. Giroux, A. Trani, M. Lortie, R. (1996) “Characterization of
enzymatically prepared biosurfactants”. J. Am. Oil Chem. Soc. 73, 109-113.
Oguntimein, G. B. Erdmann, H. Schmid, R. D. (1993) “Lipase catalysed synthesis
of sugar ester in organic solvents”. Biotech. Lett. 15, (2), 175-180.

Ferrer, M. Soliveri, J. Plou, F. J. Lopez-Cortés, N. Reyes-Duarte, D. Christensen,
M. Copa-Patifio, J. L. Ballesteros, A. (2005) “Synthesis of sugar esters in solvent
mixtures by lipases from Thermomyces lanuginosus and Candida antarctica B,
and their antimicrobial properties”. Enzym. Microb. Tech. 36, (4), 391-398.
Habulin, M. Sabeder, S. Knez, Z. (2008) “Enzymatic synthesis of sugar fatty acid
esters in organic solvent and in supercritical carbon dioxide and their
antimicrobial activity”. J. Supercrit. Fluids 45, (3), 338-345.

Malaisse, W. (2002) “Monosaccharide esters: new tools in biomedicine”. Acta
Clin. Belg. 57, (2), 49-52.



Bibliografia

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

Degueil-Castaing, M. De Jeso, B. Drouillard, S. Maillard, B. (1987) “Enzymatic
reactions in organic synthesis: 2- ester interchange of vinyl esters”.
Tetrahedron Lett. 28, (9), 953-954.

Ganske, F. Bornscheuer, U. T. (2005) “Lipase-catalyzed glucose fatty acid ester
synthesis in ionic liquids”. Org. Lett. 7, (14), 3097-3098.

Sabeder, S. Habulin, M. Knez, Z. (2006) “Lipase-catalyzed synthesis of fatty acid
fructose esters”. J. Food. Eng. 77, (4), 880-886.

Pulido, R. Gotor, V. (1994) “Towards the selective acylation of secondary
hydroxyl groups of carbohydrates using oxime esters in an enzyme-catalyzed
process”. Carb. Res. 252, (0), 55-68.

Woudenberg van Oosterom, M. van Rantwijk, F. Sheldon, R. A. (1996)
“Regioselective acylation of disaccharides in tert-butyl alcohol catalyzed by
Candida antarctica lipase”. Biotech. Bioeng. 49, 328-333.

Palocci, C. Falconi, M. Chronopoulou, L. Cernia, E. (2008) “Lipase-catalyzed
regioselective acylation of tritylglycosides in supercritical carbon dioxide”. J.
Supercrit. Fluids 45, (1), 88-93.

Gudifio, E. D. Iribarren, A. M. Iglesias, L. E. (2009) “Diastereoselective
enzymatic preparation of acetylated pentofuranosides carrying free 5-hydroxyl
groups”. Tetrahedron: Asymmetry 20, (15), 1813-1816.

Terreni, M. Salvetti, R. Linati, L. Fernandez-Lafuente, R. Fernandez-Lorente, G.
Bastida, A. Guisan, J. M. (2002) “Regioselective enzymatic hydrolysis of
acetylated pyranoses and pyranosides using immobilised lipases. An easy
chemoenzymatic synthesis of o and [3-D-glucopyranose acetates bearing a free
secondary C-4 hydroxyl group”. Carb. Res. 337, (18), 1615-1621.
Fernandez-Lorente, G. Palomo, J. M. Cocca, J. Mateo, C. Moro, P. Terreni, M.
Fernandez-Lafuente, R. Guisan, J. M. (2003) “Regio-selective deprotection of
peracetylated sugars via lipase hydrolysis”. Tetrahedron 59, 5705-5711.

Klibanov, A. M. (1983). "Immobilized enzymes and cells as practical catalysts."
Science 219(4585): 722-727.

Norde, W., MacRitchie, F., Nowicka, G. and Lykelma, J. (1986). "Protein
adsorption at solid-liquid interfaces: reversibility and conformation aspects." J.
Colloid Interface Sci. 112: 447-456.

Lamb, S. B. and Stuckey, D. C. (2000). "Enzyme immobilization on colloidal
liguid aphrons (CLAs): the influence of system parameters on activity." Enzym.
Microb. Tech. 26(8): 574-581.

Bornscheuer, U. T. (2003). "Immobilizing enzymes: How to create more
suitable biocatalysts." Angew. Chem. Int. Ed. 42(29): 3336-3337.

Spiel, A., Schlothauer, R. C., Hinrichs, J., Scheidat, B. and Kasche, V. (1999).
"pH gradients in immobilized amidases and their influence on rates and yields
of B-lactam hydrolysis." Biotech. Bioeng. 62(3): 267-277.

Tischer, W. and Kascher, V. (1999). "Immobilized enzymes: crystals or
carriers?" Trends Biotechnol. 17: 326-335.

215



Bibliografia

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

216

Sheldon, R. A. (2007). "Enzyme immobilization: the quest for optimum
performance." Adv. Synth. Catal. 349(8-9): 1289-1307.

Sheldon, R. A., Arends, |. and Hanefeld, U. (2007). Green Chemistry and
Catalysis. Weinheim, Wiley-VCH.

Shreve y Vogel, (1992) Comparison of substrate utilization and growth kinetics
between immobilized and suspended Pseudomonas cells. Biotech Bioeng 41
(3): 370-9

Huang J., Hoojimans C.M, Briasco C.A., Geraats S.G.M., Luyben K.,Ch. A: M,,
Thomas D. y Barbotin.N (1990). “Effect of free-cell growth parameters on
oxygen concentration in gel-immobilised recombinant Escherichia coli” Appl.
Microbiol. Biotechnol., 33: 619-623.

Mofidi N., Agyhai-Moghadam M. y Sarboluuki M.N. (2000). “Mass preparation
and characterization of alginate microspheres”. Process. Biochem., 35: 885-
888.;

Patkova J., Smugrovicova D., Omény Z. y Bafrancova P. (2000). “Very high
gravity worth fermentation by immobilised yeast”. Biotechnol. Lett., 22, 1173-
1177.

Nakajima H., Sonomoto K., Usui N., Sato F., Yamada Y., Tanaka A, Fukui
S.(1985). “Entrapment of Lavandula vera cells and production of pigments by
entrapped cells”. J. Biotechnol. , 2, 101-117.

Vassileva M., Azcon R., Barea J.M. y Vassilev N. (2000). “Rock phosphate
solubilization by free and encapsulated cells of Yarrovia lipolytica”. Process
Biochem., 35, 693-697.

Branccini I. y Pérez S. (2001). “Molecular basis of Ca2+ - induced gelation in
alginates and pectins: The egg-box model revisited”. Biomacromolecules, 2,
1089- 1096.

Germeiner P., Kurillova L., Malovikova A., Toth D. y Tomasovicova D. (1989).
“Properties of spherical calcium pectate and alginate gels and their use in
diffusion chromatography, solids separations ad immobilization of enzyme and
cells”. Folia Microbiol., 34, 3, 214-227.

Kurillova L., Germeiner P., Vikartovska A., Mikova H., Rosenberg M. y llavsky M.
(2000). “Calcium pectate gel beads for cell entrapment. 6. Morphology of
stabilized and hardened calcium pectate gel beads with cells for immobilized
biotechnology”. J. Microencapsulation, 17(3), 279-296.

Krajewska B. (2004). “Application of chitin and chitosan —based materials for
enzyme immobilization: a review”. Enzyme Microb. Technol., 35, 126-129.
Kattar J.1.S. (1999). “Renoval of chromium ions by agar immobilized cells of the
cyanobacterium Anacystis nidulans in acontinuos flow bioreactor”. Enzyme
Microb. Technol., 25, 564-568.

Christov P., Spassov G. y Pramatorova V. (1999). “Effect of matrix on (S) —
pchlorodiphenyl methanol production by immobilized Debaryomyces
marana”.Process. Biochem., 34, 231-237.

Armisén R. (1991). “Agar and agarose biotechnological applications”.
Hydrobiology., 221, 159-166.

Long J-Ch, Lee W-Ch, Guo S-H (2000). “Inmobilization of cell-associated
enzyme by entrapping in gluten matrix”. Biocatal. Biotrans. 17, 431-443.




Bibliografia

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

Umemura |., Takamatsu S., Sato T., Tosa T. y Chibata I. (1984). “Improvement
of production of L-aspartic acid using immobilized microbial cells”. Appl.
Microbiol. Biotechnol., 20, 291-295.

Pattanapipitpaisal P., Brown N.L. Macaskie L.E. (2001). “Chromate reduction by
Microbacterium liquefaciens immobilised in PVA”. Biotechnol. Lett., 23, 61-65.
Trelles J., Fernandez M., Lewkowicz E., .Iribarren A.M., J.V. Sinisterra. (2004).
“Free and immobilised Citrobacter amalonaticus CECT 863 as a biocatalyst for
nucleoside synthesis”. Int. J. Biotechnol., 6, 376-384.

Nilsson K., Birnbaum S., Flygare S., Linse L., Schrodel U., Jeppson U., Larsson
P.0.,Mosbach K. y Brodelius P. (1983). “A general method for the
immobilization of cells with preserved viability”. Eur. J. Appl. Microb. Technol.,
7,319-326.

Carballeira D. (2003). “Nuevos microorganismos biocatalizadores para la
reduccion estereoselectiva de compuestos carbonilicos: Oxidacidn de alcoholes
y monoxigenacion de cetonas, valoracién cruzada HTS/QSAR-3D CoMFA” Tesis
Doctoral, Universidad Complutense de Madrid.

Araki C. (1944). “Chemical studies on agar-agar. Separation of agarobiosefrom
the agar-agar like substances of Gelidium amansii by partial hydrolysis”. J.
chem. Soc. Japan, 65; 544-8; 627-32.

Lahaye M. y Rochas C. (1991). “Chemical structure and physico-chemical
properties of agar”. Hydrobiology, 221, 137-148.

Rees D. A. y Welsh E.J. (1977). “Secondary and tertiary Structure of
polysaccharides in solution and gels”. Angew Chem. Int. Ed. Engl. 16, 214-224.
Foord, S. A., Atkins E.D.T. (1989). “New X-Ray diffraction results from
agarose:Extended single helix structures and implications for gelation
mechanism”. Biopolymers, 28, 1345-1365.

Barbara, K. (2004). "Application of chitin- and chitosan-based materials for
enzyme immobilizations: a review." Enzym. Microb. Tech. 35(2-3): 126-139.
Chiou, S. H. and Wu, W. T. (2004). "Immobilization of Candida rugosa lipase on
chitosan with activation of the hydroxyl groups." Biomaterials 25(2): 197-204.
Tagieddin, E. and Amiji, M. (2004). "Enzyme immobilization in novel alginate:
chitosan core-shell microcapsules." Biomaterials 25(10): 1937-1945.

Cetinus, S. A., Oztop, H. N. and Saraydin, D. (2007). "Immobilization of catalase
onto chitosan and cibacron blue F3GA attached chitosan beads." Enzym.
Microb. Tech. 41(4): 447-454.

Pan, C., Hu, B., Li, W., Sun, Y., Ye, H. and Zeng, X. (2009). "Novel and efficient
method for immobilization and stabilization of B-D-galactosidase by covalent
attachment onto magnetic Fe304-chitosan nanoparticles." J. Mol. Cat. B: Enz.
61(3-4): 208-215.

Guisan, J. M. (1988). "Aldehyde-agarose gels as activated supports for
immobilization-stabilization of enzymes." Enzym. Microb. Tech. 10: 375-382.
Mateo, C., Palomo, J. M., Fuentes, M., Betancor, L., Grazu, V., Lépez-Gallego,
F., Pessela, B. C. C., Hidalgo, A., Ferndndez-Lorente, G., Fernandez-Lafuente, R.
and Guisan, J. M. (2006). "Glyoxyl agarose: A fully inert and hydrophilic support
for immobilization and high stabilization of proteins." Enzym. Microb. Tech.
39(2): 274-280.

217



Bibliografia

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

218

Mateo, C., Bolivar, J. M., Godoy, C. A., Rocha-Martin, J., Pessela, B. C., Curiel, J.
A., Mufioz, R., Guisan, J. M. and Fernandez-Lorente, G. (2010). "Improvement
of enzyme properties with a two-step immobilizaton process on novel
heterofunctional supports." Biomacromolecules 11(11): 3112-3117.

Mateo, C., Fernandez-Lorente, G., Abian, O., Fernandez-Lafuente, R. and
Guisan, J. M. (2000). "Multifunctional epoxy supports: A new tool to improve
the covalent immobilization of proteins. The promotion of physical adsorptions
of proteins on the supports before their covalent linkage." Biomacromolecules
1(4): 739-745.

Boller, T., Meier, C. and Menzler, S. (2002). "Eupergit oxirane acrylic beads:
how to make enzymes fit for biocatalysis." Org. Process Res. Dev. 6(4): 509-
519.

Mateo, C., Abian, O., Fernandez-Lorente, G., Pedroche, J., Fernandez-Lafuente,
R. and Guisan, J. M. (2002). "Epoxy sepabeads: a novel epoxy support for
stabilization of industrial enzymes via very intense multipoint covalent
attachment." Biotechnol. Prog. 18(3): 629-634.

Pessela, B. C. C., Fernandez-Lafuente, R., Fuentes, M., Vian, A., Garcia, J. L.,
Carrascosa, A. V., Mateo, C. and Guisan, J. M. (2003). "Reversible
immobilization of a thermophilic B-galactosidase via ionic adsorption on PEI-
coated Sepabeads." Enzym. Microb. Tech. 32(3-4): 369-374.

Torres, R., Mateo, C., Fernandez-Lorente, G., Ortiz, C., Fuentes, M., Palomo, J.
M., Guisan, J. M. and Fernandez-Lafuente, R. (2003). "A novel heterofunctional
epoxy-amino sepabeads for a new enzyme immobilization protocol:
immobilization-stabilization of B-Galactosidase from Aspergillus oryzae."
Biotechnol. Prog. 19(3): 1056-1060.

Lu, J. and Toy, P. H. (2009). "Organic polymer supports for synthesis and for
reagent and catalyst immobilization." Chem. Rev. 109(2): 815-838.

Fan, J., Lei, J., Wang, L., Yu, C., Tu, B. and Zhao, D. (2003). "Rapid and high-
capacity immobilization of enzymes based on mesoporous silicas with
controlled morphologies." Chem. Commun.(17).

Wang, Y. and Caruso, F. (2005). "Mesoporous silica spheres as supports for
enzyme immobilization and encapsulation." Chem. Mater. 17(5): 953-961.

K. Besteman, J.-O Lee, F.G.M. Wiertz, H.A. Heering, C. Dekker(2003) "Enzyme-
coated carbon nanotubes as single-molecule biosensors". Nano Letters . 3 (6):
727-730

Shi Kam N.W., Jessop T.C., Wender P.A., Dai H.J. (2004)."Nanotube molecular
transporters: internalization of carbon nanotube-protein conjugates into
Mammalian cells". Am Chem Soc.126(22):6850-1

Pantarotto D., Briand J.P., Prato M., Bianco A. (2004) Translocation of bioactive
peptides across cell membranes by carbon nanotubes. Chem Commun (Camb).
7;(1):16-7.

Asuri P., Karajanagi S.S., Sellitto E., Kim D.Y., Kane R.S., Dordick J.S. (2006)
"Water-soluble carbon nanotube-enzyme conjugates as functional biocatalytic
formulations". Biotechnol Bioeng.5;95(5):804-11.

Barone, P. W.; Baik, S.; Heller, D. A.; Strano, M. S. (2005)"Near-infrared optical
sensors based on single-walled carbon nanotubes”. Nature Materials, 4, 86-92.



Bibliografia

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

Chen R.J., S. Bangsaruntip, K. A. Drouvalakis, N.W.S. Kam, M. Shim, Y. Li, W.
Kim, P.J. Utz and H. Dai, 2003. Noncovalent functionalization of carbon
nanotubes for highly specific electronic sensors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
100:4984-4989

Zheng L.X., O'Connell M.J., Doorn S.K., Liao X.Z., Zhao Y.H., Akhadov E.A.,
Hoffbauer M.A., Roop B.J., Jia Q.X., dye R.C., Peterson D.E., Huang S.M., Liu j.,
Zhu y.T. (2004). "Ultralong single-wall carbon nanotubes". Langmuir. 23:
12318-12321.

Ji P, Tan H,, Xu X., Feng W. (2010) " Lipase covalently attached to multiwalled
carbon nanotubes as an efficiente catalyst in organic solvent". AIChE Journal,
56:3005-3011.

Asuri P., Bale S.S., Pangule R.C., Shah D.A., Kane R.S., Dordick J.S. (2007).
"Structure, function and stability of enzymes covalently attached to single-
walled carbon nanotubes". Langmuir. 23: 12318-12321.

Mateo, C. Bolivar, J. M. Godoy, C. A. Rocha-Martin, J. Pessela, B. C. Curiel, J. A.
Mufioz, R. Guisan, J. M. Fernandez-Lorente, G. (2010) “Improvement of
enzyme properties with a two-step immobilizaton process on novel
heterofunctional supports”. Biomacromolecules, 11, (11), 3112-3117.

Vieille, C. Zeikus, G. J. (2001) Hyperthermophilic enzymes: sources, uses, and
molecular mechanisms for thermostability. Microbiol. Mol. Biol. Rev., 65, (1), 1-
43

Sellek, G. A. Chaudhuri, J. B. Biocatalysis in organic media using enzymes from
extremophiles. Enzym. Microb. Tech. 1999, 25, (6), 471-482.

Owusu, R. K. Cowan, D. A. (1989) Correlation between microbial protein
thermostability and resistance to denaturation in aqueous organic solvent two-
phase systems. Enzym. Microb. Tech. 11, 568-574.

Cowan, D. A. (1997) Thermophilic proteins: Stability and function in aqueous
and organic solvents. Comp. Biochem. Physiol., Part A: Mol. Integr. Physiol.
118, (3), 429-438.

Faijes, M., Saura-Valls, M., Pérez, X., Conti, M. and Planas, A. (2006). "Acceptor-
dependent regioselectivity of glycosynthase reactions by Streptomyces E383A
B-glucosidase." Carbohydr. Res. 341(12): 2055-2065.

Maugard, T., Gaunt, D., Legoy, M. D. and Besson, T. (2003). "Microwave-
assisted synthesis of galacto-oligosaccharides from lactose with immobilized B-
galactosidase from Kluyveromyces lactis." Biotechnol. lett. 25(8): 623-629.
Ponrasu, T., Manohar, B. and Divakar, S. (2009). "A response surface
methodological study on prediction of glucosylation yields of thiamin using
immobilized B-glucosidase." Process Biochem. 44(2): 251-255.

Hestrin, S., Feingold, D. S. and Schramm, M. (1995). “B-Glucosidase from sweet
almond emulsin.” Methods Enzymol. S. P. Colowick and N. O. Kaplan. New York
. Academic Press: 234-240.

Won, K., Kim, S., Kim, K.-J., Park, H. W. and Moon, S.-J. (2005). "Optimization of
lipase entrapment in Ca-alginate gel beads." Process Biochem. 40(6): 2149-
2154

219



Bibliografia

242.

243.

244,

245.

246.
247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254.
255.

256.

257.

258.

259.

260.

220

Hernaiz, M. J. and Crout, D. H. G. (2000b). "Immobilization/stabilization on
Eupergit C of the [-galactosidase from B. circulans and an a-galactosidase from
Aspergillus oryzae." Enzym. Microbiol. Tech. 27(1-2): 26-32.

Naundorf, A., Caussette, M. and Ajisaka, K. (1998). "Characterization of the
immobilized [3-galactosidase C from Bacillus circulans and the production of
B(1-3)-linked disaccharides." Bios. Biotech. Biochem. 62(7): 1313-1317.
Anastas, P. T. K., Mary M. (2002). "Origins, current status, and future
challenges of green chemistry." Acc. Chem. Res. 35(9): 686-694.

Horvath, I. T., Anastas, P. T. (2007). "Innovations and green chemistry." Chem.
Rev. 107(6): 2169-2173.

Sheldon, R. A. (2000). "Chimie/Chemistry." C. R. Acad. Sci. 3: 541-551.

Kaupp, G. (2003). "Solvent-free organic synthesis. By Koichi Tanaka." Angew.
Chem. Int. Ed. 42(40): 4851-4852.

Hernaiz, M. J., Alcantara, A. R., Garcia, J. I. and Sinisterra, J. V. (2010). "Applied
biotransformations in green solvents." Chem. Eur. J. 16: 9422-9437.

Pérez, M., Sinisterra, J. V. and Hernaiz, M. J. (2010). "Hydrolases in green
solvent." Curr. Org. Chem. 14(20): 2366-2383.

Jessop, P. G., Trakhtenberg, S. and Warner, J. (2008). “The twelve principles of
green chemistry.” Innovations in industrial and engineering chemistry.
Washington, DC, American Chemical Society: 401-436.

Capello, C., Fischer, U. and Hungerbuhler, K. (2007). "What is a green solvent?
A comprehensive framework for the environmental assessment of solvents."
Green Chem. 9(9): 927-934.

Sanchez-Vicente, Y., Cabanas, A., Renuncio, J. A. R. and Pando, C. (2009).
"Supercritical fluid extraction of peach (Prunus persica) seed oil using carbon
dioxide and ethanol." J. Supercrit. Fluids 49(2): 167-173.

Morere, J., Tenorio, M. J., Torralvo, M. J., Pando, C., Renuncio, J. A. R. and
Cabafias, A. (2011). "Deposition of Pd into mesoporous silica SBA-15 using
supercritical carbon dioxide." J. Supercrit. Fluids 56(2): 213-222.

Ball, P. (2000). H,0: A Biography of Water. London, Phoenix Press.

da Silva, G. P., Mack, M. and Contiero, J. (2009). "Glycerol: A promising and
abundant carbon source for industrial microbiology." Biotechnol. Adv. 27(1):
30-39.

Dasari, M. A., Kiatsimkul, P. P., Sutterlin, W. R. and Suppes, G. J. (2005). "Low-
pressure hydrogenolysis of glycerol to propylene glycol." Appl. Catal. A 281(1-
2): 225-231.

Wolfson, A., Dlugy, C. and Shotland, Y. (2007). "Glycerol as a green solvent for
high product yields and selectivities." Environ. Chem. Lett. 5(2): 67-71.

Garcia, J. ., Garcia-Marin, H., Mayoral, J. A. and Pérez, P. (2010). "Green
solvents from glycerol. Synthesis and physico-chemical properties of alkyl
glycerol ethers." Green Chem. 12: 426-434.

De Simone, J. M. (2002). "Practical approaches to green solvents." Science
297(5582): 799-803.

Horvéth, I. T. and Rabai, J. (1994). "Facile catalyst separation without water:
fluorous biphase hydroformylation of olefins." Science 266(5182): 72-75.



Bibliografia

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

277.

Xiang, J., Orita, A. and Otera, J. (2002). "Fluorous biphasic esterification
directed towards ultimate atom efficiency." Angew. Chem. Int. Ed. 41(21):
4117-4119.

Wende, M. and Gladysz, J. A. (2003). "Fluorous catalysis under homogeneous
conditions without fluorous solvents: A "Greener" catalyst recycling protocol
based upon temperature-dependent solubilities and liquid/solid phase
separation." J. Am. Chem. Soc. 125(19): 5861-5872.

Hobbs, H. R., Kirke, H. M., Poliakoff, M. and Thomas, N. R. (2007).
"Homogeneous biocatalysis in both fluorous biphasic and supercritical carbon
dioxide systems." Angew. Chem. Int. Ed. 46: 7860-7863.

Correa da Costa, R., Buffeteau, T., Guerzo, A. D., McClenaghan, N. D. and
Vincent, J.-M. (2011). "Reversible hydrocarbon/perfluorocarbon phase-
switching of [Ru(bipy)s;]** driven by supramolecular heteromeric fluorous
carboxylate-carboxylic acid H-bond interactions." Chem. Commun. 47(29):
8250-8252.

Khmelnitsky, Y. L., Mozhaev, V. V., Belova, A. B., Sergeeva, M. V. and Martinek,
K. (1991). "Denaturation capacity-a new quantitative criterion for selection of
organic-solvents as reaction media in biocatalysis " Eur. J. Biochem. 198(1): 31-
41.

Hobbs, H. R. and Thomas, N. R. (2007). "Biocatalysis in supercritical fluids, in
fluorous solvents, and under solvent-free conditions." Chem. Rev. 107(6):
2786-2820.

Kragl, U., Eckstein, M. and Kaftzik, N. (2002). "Enzyme catalysis in ionic
liquids." Curr. Opin. Biotechnol. 13(6): 565-571.

van Rantwijk, F., Lau, R. M. and Sheldon, R. A. (2003). "Biocatalytic
transformations in ionic liquids." Trends Biotechnol. 21(3): 131-138.

Galinski, M., Lewandowski, A. and Stepniak, I. (2006). "lonic liquids as
electrolytes." Electrochim. Acta 51(26): 5567-5580.

van Rantwijk, F. and Sheldon, R. A. (2007). "Biocatalysis in ionic liquids." Chem.

Rev. 107(6): 2757-2785

Kosmulski, M., Gustafsson, J. and Rosenholm, J. B. (2004). "Thermal stability of
low temperature ionic liquids revisited." Thermochim. Acta 412(1-2): 47-53.
Dzyuba, S. V. and Bartsch, R. A. (2002). "Expanding the polarity range of ionic
liquids." Tetrahedron Lett. 43(26): 4657-4659.

Chiappe, C. and Pieraccini, D. (2005). "lonic liquids: solvent properties and
organic reactivity." J. Phys. Org. Chem. 18(4): 275-297.

Earle, M. J., Esperanca, J. M. S. S., Gilea, M. A., Canongia Lopes, J. N., Rebelo, L.
P. N., Magee, J. W., Seddon, K. R. and Widegren, J. A. (2006). "The distillation
and volatility of ionic liquids." Nature 439(7078): 831-834.

Fox, D. M., Awad, W. H., Gilman, J. W., Maupin, P. H., De Long, H. C. and
Trulove, P. C. (2003). "Flammability, thermal stability, and phase change
characteristics of several trialkylimidazolium salts." Green Chem. 5(6).

Tsuzuki, S., Tokuda, H., Hayamizu, K. and Watanabe, M. (2005). "Magnitude
and directionality of interaction in ion pairs of ionic liquids: relationship with
ionic conductivity." J. Phys. Chem. B. 109(34): 16474-16481.

Wasserscheid, P. and Keim, W. (2000). "lonic liquids: new “solutions” for
transition metal catalysis." Angew. Chem. Int. Ed. 39(21): 3772-3789.

221



Bibliografia

278.

279.

280.

281.

282.
283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

292.

293.

294.

295.

222

Hagiwara, R. and Ito, Y. (2000). "Room temperature ionic liquids of
alkylimidazolium cations and fluoroanions." J. Fluorine Chem. 105(2): 221-227.
Welton, T. (2004). "lonic liquids in catalysis." Coord. Chem. Rev. 248(21-24):
2459-2477.

Dupont, J. and Suarez, P. A. Z. (2006). "Physico-chemical processes in
imidazolium ionic liquids." Phys. Chem. Chem. Phys. 8(21): 2441-2452.

Poole, C. F. (2004). "Chromatographic and spectroscopic methods for the
determination of solvent properties of room temperature ionic liquids." J.
Chromatogr. A 1037(1-2): 49-82.

Wasserscheid, P. and Welton , T. (2003) “lonic liquids in synthesis”. Wiley-VCH
Liu, Q., Janssen, M. H. A., Rantwijk, F. V. and Sheldon, R. A. (2005). "Room-
temperature ionic liquids that dissolve carbohydrates in high concentrations "
Green Chem. 7: 39-42.

Sheldon, R. (2001). "Catalytic reactions in ionic liquids." Chem. Commun.: 2399-
2407.

Gathergood, N., Garcia, M. T. and Scammells, P. J. (2004). "Biodegradable ionic
liquids: Part I. Concept, preliminary targets and evaluation " Green Chem. 6:
166-175.

Madeira Lau, R., van Rantwijk, F., Seddon, K. R. and Sheldon, R. A. (2000).
"Lipase-catalyzed reactions in ionic liquids." Org. Lett. 2(26): 4189-4191.

Earle, M. J. and Seddon, K. R. (2002). “lonic liquids: green solvents for the
future”. Clean Solvents. Washington, DC, American Chemical Society: 10-25.
Park, S. and Kazlauskas, R. J. (2003). "Biocatalysis in ionic liquids - advantages
beyond green technology." Curr. Opin. Biotechnol. 14(4): 432-437.

Garcia, M. T., Gathergood, N., Scammells, P.J., (2005). "Biodegradable ionic
liquids. Part Il. Effect of the anion and toxicology." Green Chem. 7: 9-14.
Jastorff, B., Stormann, R., Ranke, J., Molter, K., Stock, F., Oberheitmann, B.,
Hoffmann, W., Hoffmann, J., Niichter, M., Ondruschka, B. and Filser, J. (2003).
"How hazardous are ionic liquids? Structure - activity relationships and
biological testing as important elements for sustainability evaluation." Green
Chem. 5: 136-142.

Yoon, J. H. and McKenzie, D. (2005). "A comparison of the activities of three 3-
galactosidases in aqueous-organic solvent mixtures." Enzym. Microbiol. Tech.
36(4): 439-446.

Majumder, A. B., Singh, B. and Gupta, M. N. (2008). "Diastereoselective
synthesis of (R)-(alkyl)-3-D-galactopyranoside by using [3-galactosidase
(Aspergillus oryzae) in low-water media." Bioorg. Med. Chem. Lett. 18(1): 124-
128.

Bridiau, N., Issaoui, N. and Maugard, T. (2010). "The effects of organic solvents
on the efficiency and regioselectivity of N-acetyl-lactosamine synthesis, using
the pB-galactosidase from Bacillus circulans in hydro-organic media."
Biotechnol. Prog. 26(5): 1278-1289.

Mori, T., Li, M., Kobayashi, A. and Okahata, Y. (2002). "Reversible control of
enzymatic transglycosylations in supercritical fluoroform using a lipid-coated [3-
D-galactosidase." J. Am. Chem. Soc. 124(7): 1188-1189.

Horvath, I. T. (2005). Multiphase homogeneous catalysis. Weinheim Germany,
Wiley-VCH Verlag GmbH & Co KGaA.



Bibliografia

296.

297.

298.

299.

300.

301.

302.

303.

304.

305.

306.

307.

308.

309.

310.

Pérez-Sanchez, M., Cortés-Cabrera, A., Garcia-Martin, H., Sinisterra, J. V.,
Garcia, J. I. and Hernaiz, M. J. (2011). "Improved synthesis of disaccharides
with Escherichia coli 3-galactosidase using bio-solvents derived from glycerol."
Tetrahedron 67(40): 7708-7712.

Pérez-Sanchez, M., Sandoval, M. and Hernaiz, M. J. (2012). "Bio-solvents
change regioselectivity in the synthesis of disaccharides using Biolacta [3-
galactosidase." Tetrahedron 68(9): 2141-2145.

Sheldon, R. A,, Lau, R. M., Sorgedrager, M. J., van Rantwijk, F. and Seddon, K. R.
(2002). "Biocatalysis in ionic liquids." Green Chem. 4(2): 147-151.

Murugesan, S. and Linhardt, R. J. (2005). "lonic liquids in carbohydrate
chemistry - current trends and future directions." Curr. Org. Chem. 2: 437.
Prasad, V., Kale, R. R., Kumar, V. and Tiwari, V. K. (2010). "Carbohydrate
chemistry and room temperature ionic liquids (RTILs): Recent trends,
opportunities, challenges and future perspectives." Curr. Org. Synth. 7(5): 506-
531.

Kaftzik, N., Wasserscheid, P. and Kragl, U. (2002). "Use of ionic liquids to
increase the yield and enzyme stability in the [3-galactosidase catalysed
synthesis of N-acetyllactosamine." Org. Process Res. Dev. 6(4): 553-557.

Lang, M., Kamrat, T. and Nidetzky, B. (2006). "Influence of ionic liquid
cosolvent on transgalactosylation reactions catalyzed by thermostable [3-
glycosylhydrolase celB from Pyrococcus furiosus." Biotech. Bioeng. 95(6): 1093
- 1100.

Singh, N. R., Narinesingh, D. and Singh, G. (2010). "Immobilization of [3-
galactosidase onto sepharose and stabilization in room temperature ionic
liquids." J. Mol. Lig. 152(1-3): 19-27.

Sandoval, M., Cortés, A., Civera, C., Trevifio, J., Ferreras, E., Vaultier, M.,
Berenguer, J., Lozano, P. and Hernaiz, M. J. (2012). "Efficient and selective
enzymatic synthesis of N-acetyl-lactosamine in ionic liquid: a rational
explanation." RSC Adv. 2: 6306-6314.

Trodler, P. Pleiss, J. (2008) “Modeling structure and flexibility of Candida
antarctica lipase B in organic solvents”. BMC Struct. Biol. 8, (1), 9.

Liu, B. Qian, X. Wu, Q. Lin, X. (2008) “Two lipase-catalyzed sequential synthesis
of drug derivatives in organic media”. Enzym. Microb. Tech. 43, (4-5), 375-380.
Krishna, S. H. Divakar, S. Prapulla, S. G. Karanth, N. G. (2001) “Enzymatic
synthesis of isoamyl acetate using immobilized lipase from Rhizomucor
miehei”. J. Biotechnol. 87, (3), 193-201.

Soumanou, M. M. Bornscheuer, U. T. (2003) “Improvement in lipase-catalyzed
synthesis of fatty acid methyl esters from sunflower oil”
33, (1), 97-103.

Shipovskov, S. (2008) “Homogeneous esterification by lipase from Burkholderia
cepacia in the fluorinated solvent”. Biotechnol. Prog. 24, (6), 1262-1266.
Hungerhoff, B. Sonnenschein, H. Theil, F. (2002) “Combining lipase-catalyzed

. Enzym. Microb. Tech.

enantiomer-selective acylation with fluorous phase labeling: A new method for
the resolution of racemic alcohols”. J. Org. Chem. 67, (6), 1781-1785.

223



Bibliografia

311.

312.

313.

314.

315.

316.

317.

318.

319.

320.

321.

322.

323.

224

Simeo, Y. Sinisterra, J. V. Alcantara, A. R. (2009) “Regioselective enzymatic
acylation of  pharmacologically interesting  nucleosides in 2-
methyltetrahydrofuran, a greener substitute for THF”. Green Chem. 11, (6),
855-862.

Ducret, A. Giroux, A. Trani, M. Lortie, R. (1995) “Enzymatic preparation of
biosurfactants from sugars or sugar alcohols and fatty acids in organic media
under reduced pressure”. Biotech. Bioeng. 48, (3), 214-221.

Flores, M. V. Halling, P. J. (2002) “Full model for reversible kinetics of lipase-
catalyzed sugar - ester synthesis in 2-methyl-2-butanol”. Biotech. Bioeng. 78,
(7), 795-801.

Degn, P. Zimmermann, W. (2001) “Optimization of carbohydrate fatty acid ester
synthesis in organic media by a lipase from Candida antarctica”. Biotech.
Bioeng. 74, (6), 483-491.

Pedersen, N. R. Wimmer, R. Emmersen, J. Degn, P. Pedersen, L. H. (2002)
“Effect of fatty acid chain length on initial reaction rates and regioselectivity of
lipase-catalysed esterification of disaccharides”. Carbohydr. Res. 337, (13),
1179-1184.

Oguntimein, G. B. Erdmann, H. Schmid, R. D. Lipase catalysed synthesis of sugar
ester in organic solvents. Biotech. Lett. 1993, 15, (2), 175-180.

Ferrer, M. Soliveri, J. Plou, F. J. Lopez-Cortés, N. Reyes-Duarte, D. Christensen,
M. Copa-Patifo, J. L. Ballesteros, A. Synthesis of sugar esters in solvent mixtures
by lipases from Thermomyces lanuginosus and Candida antarctica B, and their
antimicrobial properties. Enzym. Microb. Tech. 2005, 36, (4), 391-398.

De Diego, T. Lozano, P. Abad, M. A. Steffensky, K. Vaultier, M. Iborra, J. L. (2009)
“On the nature of ionic liquids and their effects on lipases that catalyze ester
synthesis”. J. Biotechnol. 140, (3-4), 234-241.

Kaar, J. L. Jesionowski, A. M. Berberich, J. A. Moulton, R. Russell, A. J. (2003)
“Impact of ionic liquid physical properties on lipase activity and stability”. J.
Am. Chem. Soc. 125, (14), 4125-4131.

Tejo, B. A. Salleh, A. B. Pleiss, J. (2004) “Structure and dynamics of Candida
rugosa lipase: the role of organic solvent”. J. Mol. Model. 10, (5), 358-366.
Saifuddin, N. Raziah, A. Z. 2008, Enhancement of lipase enzyme activity in non-
aqueous media through a rapid three phase partitioning and microwave
irradiation. Eur. J. Chem. 5, (4), 864-871.

Kim, M.-J. Choi, M. Y. Lee, J. K. Ahn, Y. (2003) “Enzymatic selective acylation of
glycosides in ionic liquids: significantly enhanced reactivity and
regioselectivity”. J. Mol. Cat. B: Enz. 26, (3-6), 115-118.

Ganske, F. Bornscheuer, U. T. (2005) “Optimization of lipase-catalyzed glucose
fatty acid ester synthesis in a two-phase system containing ionic liquids and t-
BUuOH”. J. Mol. Cat. B: Enz. 36, (1-6), 40-42.



Bibliografia

324.

325.

326.

327.

328.

329.

330.

331.

332.

333.

334.

335.

336.

337.

338.

339.

Bornscheuer, U. Kazlauskas, R. (1999) “Hydrolases in organic synthesis regio-
and stereoselective biotransformations”. Weinheim:Wiley/VCH

Halling, P. J. (1994) “Thermodynamic predictions for biocatalysis in
nonconventional media: Theory, tests, and recommendations for experimental
design and analysis”. Enzym. Microb. Tech 16, 178-206.

Lee, S. H. Ha, S. H. Dang, D. T. Chang, W. J. Koo, Y. M. (2008) “Lipase-catalyzed
synthesis of fatty acid sugar ester using supersaturated sugar solution in ionic
liquids”. Biotech. Bioeng 99, (1), 1-8.

Lee, S. H. Ha, S. H. Hiep, N. M. Chang, W.-J. Koo, Y.-M. (2008) “Lipase-catalyzed
synthesis of glucose fatty acid ester using ionic liquids mixtures”. J. Biotechnol.
133, (4), 486-489.

Lee, S. H. Nguyen, H. M. Koo, Y.-M. Ha, S. H. (2008) “Ultrasound-enhanced
lipase activity in the synthesis of sugar ester using ionic liquids”. Process
Biochem. 43, (9), 1009-1012.

Cardin, A. and Weintraub, H. (1989). "Molecular modeling of protein-
glycosaminoglycan interactions." Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 9(1): 21-32.
Uppenberg, J., Oehrner, N., Norin, M., Hult, K., Kleywegt, G. J., Patkar, S.,
Waagen, V., Anthonsen, T. and Jones, T. A. (1995). "Crystallographic and
molecular-modeling studies of lipase B from Candida antarctica reveal a
stereospecificity pocket for secondary alcohols." Biochemistry 34(51): 16838-
16851.

Fotin, A., Cheng, Y., Sliz, P., Grigorieff, N., Harrison, S. C., Kirchhausen, T. and
Walz, T. (2004). "Molecular model for a complete clathrin lattice from electron
cryomicroscopy." Nature 432(7017): 573-579.

Stone, J. E., Phillips, J. C., Freddolino, P. L., Hardy, D. J., Trabuco, L. G. and
Schulten, K. (2007). "Accelerating molecular modeling applications with
graphics processors." J. Comput. Chem. 28(16): 2618-2640.

Hovius, R., Vallotton, P., Wohland, T. and Vogel, H. (2000). "Fluorescence
techniques: shedding light on ligand—receptor interactions." Trends Pharmacol.
Sci. 21: 266-273.

Michalet, X., Weiss, S. and Jager, M. (2006). "Single-molecule fluorescence
studies of protein folding and conformational dynamics." Chem. Rev. 106(5):
1785-1813.

Vivian, J. T. and Callis, P. R. (2001). "Mechanisms of tryptophan fluorescence
shifts in proteins." Biophys. J. 80(5): 2093-2109.

Peng, Z. G., Hidajat, K. and Uddin, M. S. (2004). "Conformational change of
adsorbed and desorbed bovine serum albumin on nano-sized magnetic
particles." Colloids Surf. B33(1): 15-21.

Colombo, G., Ottolina, G. and Carrea, G. (2000). "Modelling of enzyme
properties in organic solvents." Monatsh. Chem. 131(527-547): 527-547.
Colombo, G. and Carrea, G. (2002). "Modeling enzyme reactivity in organic
solvents and water through computer simulations." J. Biotechnol. 96(1): 23-33.
Eswar, N., John, B., Mirkovic, N., Fiser, A., llyin, V. A., Pieper, U., Stuart, A. C,,
Marti-Renom, M. A., Madhusudhan, M. S., Yerkovich, B. and Sali, A. (2003).

225



Bibliografia

340.

341.

342.

343.

344,

345.

346.

347.

348.

349.
350.

351.

352.

353.

354.

355.

226

"Tools for comparative protein structure modeling and analysis." Nucleic Acids
Res. 31(13): 3375-3380.

Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W. and Lipman, D. J. (1990).
"Basic local alignment search tool." J. Mol. Biol. 215(3): 403-410.

Bernstein, F. C., Koetzle, T. F., Williams, G. J. B., Meyer Jr, E. F., Brice, M. D.,

Rodgers, J. R., Kennard, O., Shimanouchi, T. and Tasumi, M. (1977). "The protein
data bank: A computer-based archival file for macromolecular structures." J.
Mol. Biol. 112(3): 535-542

Pearson, W. R. and Lipman, D. J. (1988). "Improved tools for biological
sequence comparison." Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 85(8): 2444-2448.
Gasteiger, E., Hoogland, C., Gattiker, A., Duvaud, S., Wilkins, M. R., Appel, R. D.
and Bairoch, A. (2005). “Protein identification and analysis tools on the ExPASy
server.” The proteomics protocols handbook. J. M. Walker, Humana Press: pp.
571-607

Boeckmann, B., Bairoch, A., Apweiler, R., Blatter, M. C., Estreicher, A,
Gasteiger, E., Martin, M. J., Michoud, K., O'Donovan, C., Phan, I., Pilbout, S. and
Schneider, M. (2003). "The SWISS-PROT protein knowledgebase and its
supplement TrEMBL in 2003." Nucleic Acids Res. 31(1): 365-370.

Cantarel, B. L., Coutinho, P. M., Rancurel, C., Bernard, T., Lombard, V. and
Henrissat, B. (2009). "The carbohydrate-active enzymes database (CAZy): an
expert resource for glycogenomics." Nucleic Acids Res. 37(D): 233-238.

Klein, J., Meinecke, R., Mayer, M. and Meyer, B. (1999). "Detecting binding
affinity to immobilized receptor proteins in compound libraries by HR-MAS STD
NMR." J. Am. Chem. Soc. 121(22): 5336-5337.

Wang, Y.-S., Liu, D. and Wyss, D. F. (2004). "Competition STD NMR for the
detection of high-affinity ligands and NMR-based screening." Magn. Reson.
Chem. 42(6): 485-489.

Wen, X., Yuan, Y., Kuntz, D. A., Rose, D. R. and Pinto, B. M. (2005). "A combined
STD-NMR/Molecular modeling protocol for predicting the binding modes of
the glycosidase inhibitors kifunensine and salacinol to Golgi a-Mannosidase II."
Biochemistry 44(18): 6729-6737.

D. G. Myszka 1997;

Myszka, D. G. and Rich, R. L. (2000). "Implementing surface plasmon resonance
biosensors in drug discovery." Pharm. Sci. Technol. Today 3(9): 310-317.

Rich, R. and Myszka, D. (2000). "Advances in surface plasmon resonance
biosensor analysis." Curr. Opin. Biotechnol. 11: 54-61.

Homola, J. (2003). "Present and future of surface plasmon resonance
biosensors." Anal. Bioanal. Chem. 377(3): 528-539.

Karlsson, R. (2004). "SPR for molecular interaction analysis: a review of
emerging application areas." J. Mol. Recognit. 17(3): 151-161.

Pattnaik, P. (2005). “Surface plasmon resonance: applications in understanding
repector-ligand interaction”. Appl. Biochem. Biotechnol. 126:79-92.

Rich, D.G., Papalia, G., Flynn, P., Furneisen, J., Mufoz, F.)., Herndiz, M.J. and
Myszka, D.G. (2009). “A global benchmark study using affinity-based
biosensors”. Anal. Biochem. 386:194-216.



Bibliografia

356.

357.

358.

359.

360.

361.

362.

363.

364.

365.

366.

367.

Homola, J. (2008). "Surface plasmon resonance sensors for detection of
chemical and biological Species." Chem. Rev. 108(2): 462-493.

Smith, E. A., Thomas, W. D., Kiessling, L. L. and Corn, R. M. (2003). "Surface
plasmon resonance imaging studies of protein-carbohydrate interactions." J.
Am. Chem. Soc. 125(20): 6140-6148

Suda, Y., Arano, A., Fukui, Y., Koshida, S., Wakao, M., Nishimura, T., Kusumoto,
S. and Sobel, M. (2006). "Immobilization and clustering of structurally defined
oligosaccharides for sugar chips: an improved method for surface plasmon
resonance analysis of protein-carbohydrate interactions." Bioconjugate Chem.
17(5): 1125-1135.

Linman, M. J.,, Taylor, J. D., Yu, H., Chen, X. and Cheng, Q. (2008). "Surface
plasmon resonance study of protein-carbohydrate interactions using
biotinylated sialosides." Anal. Biochem. 80(11): 4007-4013.

Mufioz, F., Rumbero, A., Sinisterra, J. V., Santos, J., André, S., Gabius, H. J.,
Jiménez-Barbero, J. and Hernaiz, M. J. (2008). "Versatile strategy for the
synthesis of biotin-labelled glycans, their immobilization to establish a
bioactive surface and interaction studies with a lectin on a biochip."
Glycoconjugate J. 25(7): 633-646.

Munoz, J. F.,, Andre, S., Gabius, H.-J., Sinisterra, J. V., Hernaiz, M. J. and
Linhardt, R. J. (2009). "Green glycosylation using ionic liquid to prepare alkyl
glycosides for studying carbohydrate-protein interactions by SPR." Green
Chem. 11(3): 373-379.

Duverger, E., Frison, N., Roche, A.C. and Monsigny, M. (2003). “Carbohydrate-
lectin interactions assesed by surface plasmon resonance”. Biochemie 85 (1-2):
167-179.

Fernandez-Gonzalez, A., Rychlowska, J., Badia, R. and Salzer, R. (2007) “SPR
imaging as a tool for detecting mucin-anti mucin interaction. Outline of the
development of a sensor for near-patient testing for mucin”. Microchim. Acta
158(3): 219-225.

Hurtado-Gémez, E., Abian, O., Mufnoz, F.J., Hernaiz, M.J., Veldazquez-Campoy,
A. and Neira, J.L. (2008). “Definig the epitope region of a peptide from the
Streptomyces coelicolor phophoenolpyruvate: sugar phosphotransferase
system able to binf to the enzyme 1”. Biophysical J. 95(3): 1336-1348.
Karamanska, R., Clarke, J., Blixt, O., MacRae, J., Zhang, J., Crocker, P., Lauretnt,
N., Wright, A., Flitsch, S., Russell, D. and Field, R. (2008). “Surface plasmon
resonance imaging for real-time, label-free analysis of protein interactions with
carbohydrate microarrays”. Glycoconjugate J. 25(1): 69-74.

Mufoz, F.J., Pérez, J., Rumbero, A., Santos, J.l., Cafiada, F.J., André, S., Gabius,
H.J., Jiménez-Barbero, J., Sinisterra, J.V. and Hernaiz, M.J. (2009). “Glycan
tagging to produce bioactive ligands for a surface plasmon resonance (SPR)
study via immobilization on different surfaces”. Bioconjugate Chem. 20(4):673-
682.

Mufoz, F.J., Santos, J.I., Arda, A., André, S., Gabius, H.J., Sinisterra, J.V,,
Jiménez-Barbero, J. and Herndiz, M.J. (2010). “Binding studies of
adhesion/growth- regulatory galectins with glycoconjugates monitores by
surface plasmon resonance and NMR spectroscopy” Org. Biomol.Chem.
8(13):2986-2992.

227



Bibliografia

368. Safina, G., Duran, 1.B., Alasel, M. and Danielsson, B. (2011). “Surface plasmon
resonance for real-time study of lectin-carbohydrate interactions for the
differentiation and identification of glycoproteins”. Talanta. 84(5):1284-1290.

369. Shinohara, Y., Hasegawa, Y., Kaku, H. and Shibuya, N. (1997). "Elucidation of
the mechanism enhancing the avidity of lectin with oligosaccharides on the
solid phase surface." Glycobiology. 7(8): 1201-1208.

370. Capilla I. and Linhardt R.J. (2002) Heparin-protein interactions. Angewandte

chemie international edition. 41: 390-412.

371. Rabenstein D. L. (2002) Heparin and heparan sulfate: structure and function.

Nat Prod Rep. 19: 312-331.
372. Peterson, S.; Frick, A.; Liu, J. (2009) “ Design of biologically active heparan

sulfate and heparin using an enzyme-based approach” Natural Product Reports
26:610-627.

373. Park, P. W.; Reizes, O.; Bernfield, M. J. (2000) “ Cell surface heparan sulfate
proteo-glycans: selective regulators of ligand-receptor encounters”. J. of
Biological Chemistry 275: 29923-29926.

374. Linhardt, R. J. (2003) “Heparin structure and activity”Journal of Medicinal
Chemistry 46:2551-2564.

375. Linhardt, R. J.; Liu, (2012) ”Synthetic heparin” J. Current Opinion in
Pharmacology 12:217-219.

376. Petitou, M.; Casu, B.; Lindahl, U. (2003) “1976-1983, a critical period in the
history of heparin: the discovery of the antithrombin binding site”. Biochimie ,
85:83-89.

377. Capila I., Herndiz M.J., Mo Y.D., Mealy T.R., Campos B., Dedman J.R., Lindhardt
R.J., Seaton B.A. (2001). “Annexin V-heparin oligosaccharide complex suggest
heparan sulfate-ediated assembly on cell surfaces”. Structure. 9: 57-64.

378.  Hernaiz M.J., Liu J., Rosenberg R.D. and Lindhdrdi. (2000). “Enzymatic
modification of heparan sulfate on a biochip proesoits interacition with
ATII". Biochemical and biophysica276: 292-297.

379. Libeu C.P. et al. (2001) “New insights into the heparan sulfate proteoglycan-
binding activity of Apolopoprotein E”. The Journal of Biological chemistry. 276:
39138-39144.

380. Cochran S., li C.P., Ferro V. (2008) “A surface plasmon resonance-based solution
affinity assay for gheparan sulphate-binding proteins”. Glycoconjugated journal.

381. Osmond R. i. W., Kett W.C., Skett S.E., Coombe D.R. (2002). “Protein-heparin
interactions measured by BlAcore 2000 are affected by the method of heparin
inmobilization”. Analytical biochemistry. 310: 199-207.

382. Miller, J. (1972). Experiments in Molecular Genetics Manual. New York., Cold
Spring Harbor Laboratory.

383. Bradford, M. M. (1976). "A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding."
Anal. Biochem. 72(1-2): 248-254.

228



Bibliografia

384.

385.

386.

387.

388.

389.

390.

391.

392.

393.

394.

395.

396.

397.

Fourage, L., Helbert, M., Nicolet, P. and Colas, B. (1999). "Temperature
dependence of the ultraviolet-visible spectra of ionized and un-ionized forms of
nitrophenol: consequence for the determination of enzymatic activities using
nitrophenyl derivatives. a warning." Anal. Biochem. 270(1): 184-185.

Dion, M., Fourage, L., Hallet, J. N. and Colas, B. (1999). "Cloning and expression
of a PB-glycosidase gene from Thermus thermophilus. Sequence and
biochemical characterization of the encoded enzyme." Glycoconjugate. J.
16(1): 27-37.

Bayodn, C. (2013). “Obtencidn de biocatalizadores para la sintesis enzimatica de
glicoestructuras de interés bioldgico en condiciones sostenibles”. Tesis
Doctoral. Departamento de Quimica Orgdnica y Farmacéutica. Universidad
Complutense de Madrid.

Madigan, M. T., Martinko, J. M. and Parker, J. (2003). Brock Biology of
Microorganisms. Prentice Hall/Pearson Education.

Nord, C. E. and Wadstrom, T. (1972). "Formation of -L- and -D-fucosidase in
cultures of Streptococcus mitis." Med. Microbiol. Immunol. 158(2): 95-103.
Wiederschain, G. Y. and Prokopenkov, A. A. (1973). "B-d-Galactosidase and B-d-
fucosidase of pig kidney." Arch. Biochem. Biophys. 158(2): 539-543.

Calvo, P., Santamaria, M. G., Melgar, M. J. and Cabezas, J. A. (1983). "Kinetic
evidence for two active sites in beta-D-fucosidase of Helicella ericetorum." Int.
J. Biochem. 15(5): 685-693.

Melgar, M. J., Cabezas, J. A. and Calvo, P. (1985). "Kinetic studies on B-D-
fucosidase of Littorina littorea L." Comp. Biochem. Physiol. B: Biochem. Mol.
Biol. 80(1): 149-156.

Den Tandt, W. R. (1987). "Human leukocyte and plasma beta-D-fucosidase:
identity with B-D-galactosidase." Biochem. Med. Metab. Biol. 38(3): 331-337.
Nunoura, N., Ohdan, K., Yano, T., Yamamoto, K. and Kumagai, H. (1996).
"Purification and characterization of B-D-glucosidase (B-D-fucosidase) from
Bifidobacterium breve clb acclimated to cellobiose." Biosci. Biotechnol.
Biochem. 60(2): 188-193.

Srisomsap, C., Svasti, J., Surarit, R., Champattanachai, V., Sawangareetrakul, P.,
Boonpuan, K., Subhasitanont, P. and Chokchaichamnankit, D. (1996). "Isolation
and characterization of an enzyme with B-glucosidase and B-fucosidase
activities from Dalbergia cochinchinensis Pierre." J. Biochem. 119(3): 585-590.

Mathews, C. K., Ahern, K. G., Van Holde, K. E. and de Buitrago, J. M. G. (2003).
Biochemistry. Addison Wesley.

Garcia-Burgos C. (2004). “Desarrollo de nuevos geles de agarosa y agar para
preparar catalizadores de células inmovilizadas. Tesis Doctoral Universidad
Complutense de Madrid.

Sandoval, M. (2012). “Nuevas estrategias sostenibles para la sintesis enzimatica
de oligosacédridos y glicoconjugados de interés bioldgico”. Tesis Doctoral.
Departamento de Quimica Organica y Farmacéutica. Universidad Complutense
de Madrid

229



Bibliografia

398.

399.

400.

401.

402.

403.

404.

405.

406.

407.

408.

409.

410.

411.

230

Pérez, M. (2009). Tesis Doctoral. Departamento de Quimica Organica vy
Farmacéutica. Universidad Complutense de Madrid

Hernaiz, M. J. Crout, D. H. G. (2000)”A highly selective synthesis of N-
acetyllactosamine catalyzed by immobilised b-galactosidase from Bacillus
circulans”. J. Mol. Catal. B. Enzym. 10(4): 403-408.

Farkas, E. Thiem, J. (1999) “Enzymatic synthesis of galactose-containing
disaccharides employing beta-galactosidase from Bacillus circulans”. Eur. J. Org.
Chem. (11): 3073-3077.

Yanahira, S. Yabe, Y. Nakakoshi, M. Miura, S. Matsubara, N. Ishikawa, H.
(1998)“Structures of novel acidic galactooligosaccharides synthesized by
Bacillus circulans b-Galactosidase”. Bios. Biotech. Biochem. 62(9): 1791-1794.
Risse, B. Stempfer, G. Rudolph, R. Schumacher, G. Jaenicke, R. (1992)
“Characterization of the stabilizing effect of point mutations of pyruvate
oxidase from Lactobacillus plantarum: Protection of the native state by
modulating coenzyme binding and subunit interaction”. Protein Sci. 1(12): 1710-
1718.

Tello-Solis, S. R. Jimenez-Guzman, J. Sarabia-Leos, C. Gomez-Ruiz, L. Cruz-
Guerrero, A. E. Rodriguez-Serrano, G. M. Garcia-Garibay, M. (2005)
“Determination of the secondary structure of Kluyveromyces lactis [3-
galactosidase by circular dichroism and Its structure-Activity relationship as a
function of the pH”. J. Agric. Food Chem. 53(26):10200-10204.

Jain, A. and Ashbaugh, H. S. (2011). "Helix stabilization of poly(ethylene glycol)-
peptide conjugates." Biomacromolecules 12(7): 2729-2734.

Attri, P., Venkatesu, P. and Kumar, A. (2012). "Water and a protic ionic liquid
acted as refolding additives for chemically denatured enzymes." Org. Biomol.
Chem. 10(37): 7475-7478.

Qiang, S., Yubo, F., Lijiang, Y. and Yi Qin, G. (2012). "From protein denaturant to
protectant: comparative molecular dynamics study of alcohol/protein
interactions." J. Chem. Phys. 136(11): 115101-115109.

Romeo, G. (2012). "Thermal motions quantification of lysozyme in aqueous
mixtures with different co-solvent: glycerol [CsHs(OH)s] , trehalose [Cy;H»,014],
sucrose [Cy;yH»,044], and a chaotropic agent [CO(NH,),] by osiris near-
backscattering crystal analyser spectrometer." Appl. Phys. A: Mater. Sci.
Process. 106(4): 893-900.

Moreno, J. M., Arroyo, M., Herndiz, M. J. and Sinisterra, J. V. (1997a). "Covalent
immobilization of pure isoenzymes from lipase of Candida rugosa." Enzym.
Microb. Tech. 31: 552-558.

Moreno, J. M., Hernaiz, M. J., Sdnchez-Montero, J. M., Sinisterra, J. V., Bustos,
M. T., Sanchez, M. E. and Bello, J. F. (1997b). "Immobilization of pure lipases A
and B from Candida cylindracea increase the enantioselectivity and the
thermostability." J. Mol. Cat. B: Enz. 2: 177-184.

Bernal, C., Marciello, M., Mesa, M., Sierra, L., Fernandez-Lorente, G., Mateo, C.
and Guisan, J. M. (2013). "Immobilisation and stabilisation of B-galactosidase
from Kluyveromyces lactis using a glyoxyl support." Int. Dairy J. 28(2): 76-82.
Pedroche, J., del Mar Yust, M., Mateo, C., Fernandez-Lafuente, R., Giron-Calle,
J., Alaiz, M., Vioque, J., Guisan, J. M. and Millan, F. (2007). "Effect of the support
and experimental conditions in the intensity of the multipoint covalent



Bibliografia

412.

413.

414,

415.

416.

417.

418.

419.

attachment of proteins on glyoxyl-agarose supports: Correlation between
enzyme—support linkages and thermal stability." Enzyme Microb. Technol. 40(5):
1160-1166.

(2002) “The protein recombinant handbook: protein amplification and simple
purification”. Amersham Pharmacia Biotech. , 18-1142-75, pp. 41-58

Baneyx F. (1999) “Recombinant protein expression in E. coli”. Curr Opin
Biotechnol. 10(5):411-21.

Sgrensen H. P. and Mortense K.K. (2005) Advanced genetic strategies for
recombinant protein expression in Escherichia coli. Journal of Biotech. 115:
113-128

Gumel, A. M. Annuar, M. S. M. Heidelberg, T. Chisti, Y. (2011)” Lipase mediated
synthesis of sugar fatty acid esters”. Process Biochem. 46(11): 2079-2090.

Ifigo, S. Porro, M. T. Montserrat, J. M. Iglesias, L. E. Iribarren, A. M. (2005)
“Deprotection of peracetylated methyl D-ribosides through enzymatic
alcoholysis: Different recognition of the anomers”. J. Mol. Cat. B: Enz. 35(1-3):
70-73.

Nicolosi, G. Spatafora, C. Tringali, C. (1999). “Enzymatic procedure catalysed by
lipase from Candida antarctica for the regioprotection-deprotection of
glucosamine”. Tetrahedron: Asymmetry. 10(15):2891-2897.

Cabrera, Z. Fernandez-Lorente, G. Fernandez-Lafuente, R. Palomo, J. M. Guisan,
J. M. (2009). “Novozym 435 displays very different selectivity compared to
lipase from Candida antarctica B adsorbed on other hydrophobic supports”. J.
Mol. Cat. B: Enz. 57(1-4): 171-176.

Biacore, A. B. s. h., version 3.0 (1997). "Biacore, A. BlAevaluation software
handbook, version 3.0."

231



Abstract

VIl.  ABSTRACT

232



Abstract

ABSTRACT
Design and optimization of Biocatalysts for their

application on the Synthesis of carbohydrates in stiainable
conditions
(Disefio y optimizacion de biocatalizadores para su

aplicacion en la sintesis de carbohidratos en coruilbnes)

Introduction

Cell surface carbohydrates are involved in manyobical processes such as cell-
cell recognition and communication, growth regwaatiand antibody interaction,
bacterial and viral infection and other cruciakntellular recognition events. In most
of them, the carbohydrate binds to selectins, galecand other carbohydrate-
binding proteins:® Since individual protein-carbohydrate interacticare usually
weak, multivalency is often required to achieve Idgccally relevant binding
affinities and selectivities. The study of molecular processes involving
carbohydrates requires the development of toolsnioitivalent presentation of
carbohydrate.

An example of a key carbohydrate structure is gaiblebiose [Galg(1-3)-GalNAc]
which is integrated in the Tn antigen associateth warcinoma cells, or lacto-N-
biose [Galf(1-3)-GIcNAc], the critical disaccharide of Lewiatggen (sLea), which
has been reported to act as a ligand in metastésisncer cells>*! Due to its
important biological functions, these moleculeséattracted considerable interest
and they have been a valuable resource with aeastcrg demand in both medicine
and biotechnology'?

There is a great interest in the synthesis of gyrcotures (monovalent or
multivalent) in order to deepen our knowledge @iithbiological functions. Organic
chemical methods for obtaining them have been deeel, but they involve several
elaborate protection and deprotection procedurestlam use of toxic reagents®
Furthermore, biocatalysis is an attractive prospacthe synthesis of compounds in

mild reaction conditions, biodegradable and envirentally acceptable catalysts.
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Also these reactions proceed with high regio-, avemd stereoselectivity:>° To

perform the enzymatic synthesis of oligosaccharided glycoconjugates mainly

three types of enzymes, glycosidases, glycosyrshasd glycosyltransferases, can

be used?!

At the same time, recently, green solvents haveived increasing attention as new

co-solvents for biocatalytic organic synthesis iangral, and in carbohydrate

chemistry in particular because of their lower tityi It has been shown that the use

solvents derived from biomass, or ionic liquids s)iLas co-solvents enzymatic

reactions, lead to a variation of the enzyme agti?f %’

Main purposes of this research:

1.

234

Search for glycosidase producing mesophilic miggaarsms useful in the
synthesis of biologically interesting oligosacchas.

Enzymatic synthesis of biologically interestingatisharides (Ggt-(1-4)-
GIcNAc and Gal (1-6)-GlucNAc) usingacillus circulansATCC 31382 in
the presence of green solvents.

Enzymatic synthesis of biologically interestingatisharides (Ggt-(1-4)-
GIcNAc and GalB (1-6)-GlucNAc) usingBacillus circulansATCC 31382
semi purified in the presence of green solvents.

Enzymatic synthesis of biologically interestingatisharides (Ggt-(1-3)-
GIcNAc and Gal (1-3)-GalNAc) usingp-Gal-3 from Bacillus circulans
ATCC 31382 immobilized using different approachaesthe presence of
green solvents.

Enzymatic synthesis of biologically interestingatisharidesgNF-Gluc-(1,-
2)-Fuc andpNF-Gluc-(1,-3)-Fuc) usingi-Fuc from Sulfolobus sulfataricus
P2 in the presence of green solvents.

Structural analysis by fluorescence spectrometdyranlecular modelling of
the effect of green solvents in reactions catalyzgthea-Fuc enzyme from
Sulfolobus sulfataricuB?2.

Enzymatic synthesis of biologically interesting atisharides using

immobilized lipases in the presence of green sa$ven
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8. Study of proteins interactions with heparin and drap sulphate through
differents immobilization approaches.

Chapter 1: Search for glycosidases useful for theysthesis of biologically
interesting oligosaccharides

A screening for glycosidase producing microorgasidmas been developed from
yeast collection composed by 80 mesophilic orgasisém a-glucosidase was and
characterized. The production of this enzyme walsiged by sucrose and maltose
and showed high activity for the hydrolysis @fglucose residues in mesophilic
conditions.

An optimization of reactions conditions wiBacillus circulansUSA was performed.
Catalytic constants, pH optimization and inductsbadies were carried out in order
to find optimal conditions. Km 1,43 mM and Vmax D20mM s-1 were obtained as
results, as well as pH optimal of 6,0, and no iniducactivity. Transglycosylation
reactions were performed using cells fra@acillus circulansculture, showing a
yield of 52% in the synthesis of G@g{1-3)-GIcNAc.

Chapter 2: Synthesis of biologically interesting diaccharides using Glycosidases
The glycosidase from Biolacta commercial producs wemipurified using different
approaches as fractioned precipitation with ammuongulphate and gel filtration.
Two fractions were obtained, and their transgly@syn activity was assayed in the

presence of green solvents.

The B-Gal-3 enzyme fronBacillus circulansATCC 31382 has been immobilized in
carbon nanotubes, phenolic polymers and glyoxylasgs.

In transglycosylation reactions, the enzyme immoéd in glyoxil agarose was able
to synthesize Ggl{1-3)-GIcNAc and Gap(1-3)-GalNAc usingpNP{-Gal as donor
and GIcNAc or GalNac as acceptors, showing a maximgield of 25% and 43%
respectively for each disaccharide after 3 h. Tthece of green solvents derived
from biomass and ionic liquids (ILs) as reactionsodvents was analyzed. Solvents

derived from biomass enhanced the specificity @& tlansglycosylation reaction
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catalyzed bys-Gal-3, with yields of GaB(1-3)- GIcNAc and Gap(1-3)-GalNAc of
18,5 and 26,1% respectively with solv®WA1 (a dimethylamide derivative), being
the optimal concentration of co-solvent of 2 M. Mover, ILs used as co-solvents in
transglycosilation reactions also increased th&lyoé Gal{3(1-3)-GIcNAc and Gal-
B(1-3)-GalNAc, obtaining the best result wifBmim][PF6], with a 18,5% and
14,51% respectively yield, being the optimal conion of the co-solvent of 30%.

In transglycosylation reactions, the enzyme immbpéd in carbon nanotubes was
able to synthesize G@l-1-3)-GIcNAc and Gap(1-3)-GalNAc usingpNP$-Gal as
donor and GIcNAc or GalNac as acceptors, showingagimum yield of 24% and
8,4% respectively for each disaccharide after 3Ttme effect of green solvents
derived from biomass and ionic liquids (ILs) asctemn co-solvents was analyzed.
Solvents derived from biomass enhanced the spigifa¢ the transglycosylation
reaction catalyzed bg-Gal-3, with yields of Gap(1-3)- GIcNAc and Gap(1-3)-
GalNAc of 4,5 and 10,5% respectively with solvddMA1l (a dimethylamide
derivative), being the optimal concentration ofsmvent of 2 M. Moreover, ILs
used as co-solvents in transglycosilation reactmse increased the yield of Gal-
B(1-3)-GIcNAc and Gap(1-3)-GalNAc, obtaining the best result with
[Bmim][PF6], with a 13,2% and 3,05% respectively yield, beihg optimal

concentration of the co-solvent of 30%.

In transglycosylation reactions, the enzyme immbéd in phenolic polimers was
able to synthesize G#l1-3)-GIcNAc usingpNP--Gal as donor and GIcNAc as

acceptor, showing a maximum yield of 100% after 5 h

The a-fucosidase fronsulfolobus sulfataricusvas purified from a culture cell using
GST fusion protein. The enzyme was employed to operftransglycosylation
reaction of the following disaccharidgaNF-Gluc-(1,-2)-FucpNF-Gluc-(1,-3)-Fuc

andpNF-Fuc-(1,-3)-Fuc.

Reactions were made in the presence of green $slV@A decreased yieldG3

produced regioselectivity changes d&dAl inactivated the enzyme.
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The effects of different sustainable solvents weMAl1 and GC4 on thea-Fuc
structure was studied by fluorescence spectrosddping concentrations of 2 M,
these co-solvents cause structural modificationsclwhincrease or decrease the
affinity of the substrate for the active site oé thnzyme, and decrease the affinity of
the agueous phase for them, increasing the tintetieg remain located in optimal
reaction distance.

Finally, lipases have been immobilized using twifedent strategies: macroporous
polymers and carbon nanotubes, obtaining the bestlts with the latter.
Deactilatyion reactions have been performed usinmaobilization complex. Best
result was obtained with celite support and PSLyemz In all cases, activity

retained was higher than 20% compared to the fizgnee.

Chapter 3: Study of interactions of heparin and hepran sulphate by SPR
Heparin and heparan sulphate were immobilized usilogstrategies. Antithrombin
[Il has been using as protein model for the kinatialysis of the interaction by SPR
shows a recognition sequence presence is necessarynteraction between

molecules.
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