CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD DE TRANSGLICOSILACION DE B-N-
ACETILHEXOSAMINIDASAS SOBRE OLIGOSACARIDOS DE QUITINA CON DIFERENTE
GRADO DE POLIMERIZACION Y ACETILACION.
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Introduccion. La hidrolisis enzimética de la quitina es
llevada a cabo por un sistema sinergista y consecutivo de
enzimas denominadas quitinasas. Dentro de las
quitinasas se encuentran las B-N-Acetilhexosaminidasas
(Hex) (EC 3.2.1.52) que son enzimas que catalizan la
hidrolisis de enlaces glucosidicos en los extremos no
reductores de la cadena, liberando N-acetil-D-
glucosamina (Nag)2. Ademas, también pueden catalizar
la formacion de nuevos enlaces glucosidicos mediante la
actividad de transglicosilacion (TGA). La TGA se ha
utilizado como una herramienta para la sintesis de
oligosacaridos y polisacaridos de quitina o quitosano.
Dentro de las ventajas se obtienen productos con grado
de polimerizacion (DP) y de acetilacion (%DA)
especificos?.

Metodologia. Las Hex se incubaron con los siguientes
sustratos Nag, Nagz, Nags, Hexamero de D-glucosamina
(GlcNe), Glucosa (Glu), Manosa (Man) en una solucién
amortiguadora 5mM (pH 7,0) a 37° C durante 48 horas.
Los sustratos y productos de reaccién se identificaron
mediante espectrometria de masas por la técnica de
MALDI-TOF.

Resultados. En las Tablas 1 y 2. se muestran las
asignaciones de picos, DP, %DA y Ila masa
monoisotopica de los sustratos y productos identificados
por MALDI-TOF.
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Fig 1. Espectros de MALDI-TOF de los oligosacaridos producidos por
TGA utilizando diferentes sustratos. A) Nag B) Man C) Nag,+Nags D)
Glu F) Glu+Nag: y E) GlcNs
Tabla 2. Grado de polimerizacion (DP), %DA y masa monoisotdpica
de los productos obtenidos por TGA de Hex

Tabla 1. Grado de polimerizacion (DP), %DA y masa monoisotopica | Productos | PP | BA | Masa monoisotopica (m/z) Formula
de los sustratos utilizados para TGA de Hex Teorica Experimental
Nagz 2 100 447.2 447.1 [HO(CsH13NOs)H+Na]*
DA Masa monoisotopica (m/z) Nags 3 100 650.2 650.2 [HO(CsH13NOs)sH+Na]*
Sustratos | DP (%) . » Formula Mang 3 0] 527.1 527.2 [HO(CsH1005)sH+Na]*
Tedrica Experimental Glus 3 0 527.1 527.2 [HO(CoH1005)sH+Nal"
Nag 1 100 244.1 244.0 [HO(CsH13NOs)1H+Na]* - N N L .
Van T 5 5031 5031 [HO(CeHioOs)HNal Conclqsmqes._ ,Hex logro producw_ollgosqcarldos conun grado
Giu 1 0 203.1 2031 [HO(CeH1005)1H+Na]* de polimerizacion 2 y 3 a partir monémeros acetilados y
Nag: 2 100 447.2 447.2 [HO(CsH1aNOs):H+Nal* |  desacetilados durante 48 horas de reaccion.
Naga 3 100 650.2 6503 [HO(CaH1NOs):H+Na]" | Agradecimiento. El trabajo experimental se llevé a cabo con
GleNe | 6 ° 1007.4 1007.6 | [HO(CHuNOJsHHNAT” | financiamiento de CONACYT (No. Proyecto 237292).

En la Fig 1 se observan los espectros de MALDI-TOF en
los que se identificaron oligosacaridos utilizados para
TGA, ademas se muestra los productos obtenidos
encontrando oligosacaridos con un DP 2 y 3
completamente acetilados y desacetilados.
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