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Introduccién. La glicosilaciéon es una estrategia que ha
sido utilizada para la modificacion de propiedades
farmacocinéticas de las moléculas, tales como volatilidad,
solubilidad o estabilidad'”. Un método alternativo para la
sintesis de glicésidos es la via enzimatica aprovechando
la alta especificidad de las enzimas, que permite realizar
la sintesis en un numero reducido de etapas de proceso
y evita subproductos no deseados. Las
fructosiltransferasas (FTF’s) naturalmente catalizan la
transferencia de un residuo fructosilo a partir de la
sacarosa hacia una molécula aceptora, la cual puede ser
una cadena de fructano (polimerizacion), agua (hidrélisis)
u otro compuesto anadido al sistema (reaccion de
aceptor).

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la

optimizacién de la reaccion de glicosilacion de
compuestos fendlicos, usando hidroquinona como
sustrato  modelo, empleando mutantes de la

levansacarasa de Bacillus subtilis (BS-LVS).
Metodologia. Se evaluaron cinco mutantes de BS-LVS:
S164A, 1342V, R433A, H243L y Y429N, las cuales se
seleccionaron por su capacidad para transferir fructosa
hacia otros aceptores, su estabilidad (t,2) 0 su cambio en
relacion hidrélisis/polimerizacion ®. EI medio de reaccion
para la glicosilacion de hldroqumona (Hq) consistié en
0.4M de Sacarosa, 0.5M de Hg en amortiguador de
fosfatos 50mM, pH 6.0 y 5 U/mL de enzima. El fructésido
de Hqg (FHq) se purificd por cromatografia en columna y
las reacciones se analizaron por HPLC y TLC.
Resultados y discusion. Se determin6 la concentracion
optima de aceptor Hq en la reaccion con BS-LVS,
encontrandose una mayor produccibn de FHq a
concentraciones elevadas de aceptor (0.5M). Cabe
senalar que otras FTF’s se inactivan por la presencia de
Hg. En las condiciones optimizadas (0.5M Hq), todas las
mutantes de BS-LVS resultaron activas y sintetizaron
FHq, pero sélo la mutante Y429N mejoré el rendimiento
respecto a la silvestre (de 7 a 10% con base en la
conversion de sacarosa) (Fig.1).
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Fig. 1. Produccion de F-Hq con mutantes de B. subtilis.

Por otra parte, al observar la cinética de reacciéon con
BS-LVS y con Y429N, se encontr6 una considerable
reduccién en la velocidad de produccion de FHq
alrededor de las 4 horas de reaccion, tiempo en el cual
se ha consumido % de la sacarosa inicial. Puesto que se
determindé que BS-LVS puede hidrolizar FHg y que la
velocidad de hidrdlisis se reduce en presencia de
sacarosa, se evalué la reaccibn manteniendo una
concentracién constante de sacarosa (reaccion en lote
alimentado) con BS-LVS y Y429N. En estas condiciones,
se encontr6 que la produccion de FHq continda en
aumento aun después de las 4 horas de reaccién,
incrementando la produccién total de fructésido respecto
a la reaccion sin alimentacion de sacarosa (Fig. 2). Es
importante notar que la masa total de FHq producida en
lote alimentado fue mayor en la reaccion con Y429N que
con la enzima silvestre. Puesto que la mutante
practicamente no sintetiza polimero (=5%) a diferencia de
la silvestre (=55%), es probable que la mayor produccion
de fructésido se deba en buena medida a que no se
sintetizan otros fructanos que compitan con Hg como
aceptores del residuo fructosilo.
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Fig. 2. Produccion de F-Hq en lote alimentado (LA).
Conclusiones. Las mutantes evaluadas de BS-LVS
fueron activas en presencia de alta concentracién de Hq
y capaces de fructosilar dicho sustrato.

La mutante Y429N fue mas eficiente que la silvestre en la
reaccion de fructosilacion de Hq, eficiencia que se hizo
mas evidente al realizar la sintesis en reacciones en lote
alimentado.
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