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Resumen 

 

La leche humana es el alimento ideal en los primeros meses de vida del infante y su composición 

está adaptada a sus necesidades nutricionales. En la leche humana se encuentran oligosacáridos 

fucosilados, los cuales tienen diversos efectos benéficos en la salud de los infantes. Debido a las 

ventajas anteriormente mencionas, el objetivo de este trabajo fue aumentar el rendimiento de síntesis 

de oligosacáridos fucosilados, evaluando los parámetros de pH, temperatura y actividad de agua (aw) 

en la actividad hidrolítica y de transglicosilación de la α-L-fucosidasa de Thermotoga maritima. La 

fucosidasa presentó un intervalo de pH óptimo de 6-8 para la actividad hidrolítica y de 7-10 para la 

actividad de transglicosilación. Además, al aumentar la temperatura se observó un incremento tanto 

en la actividad hidrolítica como de transglicosilación, obteniéndose la mayor actividad enzimática a 

95 °C. Asimismo, la productividad más alta en la síntesis de oligosacáridos fucosilados (3.54 mM/h) 

se registró a pH 8 y 95 °C empleando pNP-fucosa (3.5 mM) como sustrato donador y lactosa (438 

mM) como sustrato aceptor. 

Posteriormente se evalúo el efecto de la aw, la cual se disminuyó mediante la adición de dimetil 

sulfóxido (DMSO), acetona y acetonitrilo. En el medio de reacción con acetona (aw 0.97, 0.95 0.93) 

y acetonitrilo (aw 0.96, 0.93 y 0.91) se obtuvo una actividad hidrolítica mayor al 100% respecto al 

ensayo control (medio acuoso), mientras que con DMSO a aw< 0.99, la actividad hidrolítica 

disminuyó. Por otro lado, la adición de cosolventes influyó en la actividad de transglicosilación, 

obteniéndose un rendimiento menor en la síntesis de oligosacáridos fucosilados en el orden de 

acetona>DMSO >acetonitrilo (0.51>0.42>0.18 mM/h). La adición de acetona y DMSO favoreció la 

actividad de transglicosilación sobre la actividad hidrolítica, esto se comprobó al obtenerse una tasa 

de transglicosilación/hidrólisis (rS/H) de 1.21 y 1.43, respectivamente. Por el contrario, en el medio 

con acetonitrilo la actividad hidrolítica prevalece (rS/H 0.59), no obstante, con todos los solventes se 

obtuvo una mayor rS/H respecto al ensayo control (0.39). 

Adicionalmente, se evalúo el efecto de la temperatura en la estructura de la α-L-fucosidasa de T. 

maritima mediante simulación de dinámica molecular (DM). En las DM realizadas a 60-90 °C no se 

observaron cambios significativos en los valores del promedio de RMSD (RMSDprom) indicando la 

estabilidad de la enzima en ese intervalo de temperaturas, sin embargo, a 95 °C se registró un 

incremento significativo en el RMSDprom y promedio de RMSF (RMSFprom) reflejando cambios 

conformacionales importantes en la estructura de la enzima. Además, los resultados obtenidos indican 

que la temperatura contribuye a los cambios en la estructura secundaria de la enzima, ocasionando 

una disminución en el contenido de α-hélices con el subsecuente aumento de conformación irregular, 

lo que explicaría la pérdida de actividad enzimática a temperaturas elevadas (200 °C). Asimismo, la 

temperatura influye en la estructura secundaria del sitio activo de la enzima, el cual puede adoptar 

diferentes conformaciones: abierta, intermedia o cerrada. Finalmente, con la técnica de acoplamiento 

molecular se observaron diferencias en la interacción de la α-L-fucosidasa con los ligandos L-fucosa 

y pNP-Fuc, reflejándose en una menor energía libre de unión y una mayor afinidad de la enzima por 

el sustrato conforme se incrementó la temperatura.



 

 

Abstract 

 

Human milk is the ideal food during the first months in the new-born life with his composition 

adapted to their nutritional needs. Fucosylated oligosaccharides are found in human milk and have 

diverse beneficial effects on the health of infants. In this work, the effect of pH, temperature and 

water activity (aw) on both the hydrolytic and transglycosylation activity on the synthesis of 

fucosylated oligosaccharides was evaluated by using the α-L-fucosidase from Thermotoga maritima. 

The fucosidase show an optimum pH range of 6-8 for hydrolytic activity and 7-10 for 

transglycosylation activity. In addition, when temperature was raised, an increase on both the 

hydrolytic and transglycosylation activities was observed, obtaining the highest enzymatic activity at 

95 ° C. Additionally, the highest productivity in the synthesis of fucosylated oligosaccharides (3.54 

mM/h) was obtained at pH 8 and 95 ° C by using pNP-fucose (3.5 mM) as donor substrate and lactose 

(438 mM) as acceptor substrate. 

Subsequently, the effect of aw was evaluated; aw was decreased by the addition of dimethyl sulfoxide 

(DMSO), acetone and acetonitrile. In the reaction medium with acetone (aw 0.97, 0.95 0.93) and 

acetonitrile (aw 0.96, 0.93 and 0.91), a hydrolytic activity greater than 100% was obtained with respect 

to the control (water media), while with DMSO at aw <0.99, the hydrolytic activity decreased. On the 

other hand, addition of solvents affected the transglycosylation activity, as the yield of fucosylated 

oligosaccharides synthetized was in the order of acetone> DMSO> acetonitrile (0.51> 0.42> 0.18 

mM/h). With the addition of DMSO and acetone, transglycosylation activity was favoured over the 

hydrolytic one, this by obtaining a transglycosylation/hydrolysis rate (rS/H) of 1.21 and 1.43, 

respectively; on the contrary, in the medium with acetonitrile, the hydrolytic activity prevailed (rS/H 

0.59), however, all solvents allowed to obtain a higher rS/H compared to the control (0.39). 

Additionally, the effect of temperature on the structure of the α-L-fucosidase of T. maritima was 

evaluated by molecular dynamics simulation (DM). In the DM at 60-90 °C, no significant changes 

were observed in the average RMSD (RMSDavg)values, indicating the stability of the enzyme in that 

range of temperatures. However, at 95 °C there was a significant increase on both, the RMSDavg and 

average RMSF (RMSFavg) values, which reflect important conformational changes in the enzyme 

structure. Furthermore, results indicate that temperature contributes to changes in the secondary 

structure of the enzyme, causing a decrease in the content of α-helices with the subsequent increased 

in irregular conformation, which would explain the loss of enzymatic activity at high temperatures 

(200 °C). Likewise, the temperature influences the secondary structure of the active site of the 

enzyme, which can adopt different conformations: open, intermediate or closed. Finally, with the 

molecular docking technique, differences were observed in the interaction of α-L-fucosidase with the 

ligand L-fucose and pNP-Fuc, as the temperature increased a lower free binding energy and higher 

affinity of the enzyme for the corresponding substrate was observed. 



 

 

Índice 

1 Introducción ......................................................................................................................... 1 

2 Antecedentes ......................................................................................................................... 2 

   2.1   Leche humana ..................................................................................................................... 2 

   2.2   Oligosacáridos en leche humana .......................................................................................... 2 

   2.3   Fuco-oligosacáridos............................................................................................................. 5 

   2.4   Efectos benéficos de los OLH en la salud de los lactantes .................................................... 5 

     2.4.1   Efecto prebiótico ............................................................................................................ 5 

     2.4.2   Efecto anti-infeccioso ..................................................................................................... 6 

     2.4.3   Efecto inmunomodulador ................................................................................................ 6 

     2.4.4   Maduración del sistema nervioso central ......................................................................... 7 

   2.5   Síntesis de fuco-oligosacáridos ............................................................................................ 7 

     2.5.1   Síntesis in vivo ................................................................................................................ 7 

     2.5.2   Síntesis química .............................................................................................................. 9 

     2.5.3   Síntesis enzimática ......................................................................................................... 9 

     2.5.4   Fermentación ................................................................................................................ 10 

   2.6   Fucosidasas ....................................................................................................................... 11 

     2.6.1   α-L-fucosidasa de Thermotoga maritima ....................................................................... 12 

        2.6.1.1   Estructura de α-L-fucosidasa de T. maritima ........................................................... 13 

   2.7   Parámetros que influyen en el rendimiento de síntesis enzimática de fuco-oligosacáridos ... 14 

     2.7.1   Especificidad y selectividad .......................................................................................... 14 

     2.7.2   Especificidad del donador ............................................................................................. 14 

     2.7.3   Especificidad del aceptor .............................................................................................. 15 

     2.7.4   Actividad de agua ......................................................................................................... 16 

        2.7.4.1   Efecto de los solventes en las reacciones de transglicosilación ................................. 17 

   2.8   Métodos computacionales.................................................................................................. 17 

     2.8.1   Dinámica molecular (DM) ............................................................................................ 18 

        2.8.1.1   Programas de dinámica molecular ........................................................................... 18 

           2.8.1.1.1   Software NAMD ............................................................................................... 19 

     2.8.2   Acoplamiento molecular ............................................................................................... 19 

        2.8.2.1   Programas de acoplamiento molecular .................................................................... 19 

3    Corolario .............................................................................................................................. 20 

4    Objetivo general ................................................................................................................... 22 

   4.1  Objetivos particulares ......................................................................................................... 22 



 

 

5    Hipótesis ............................................................................................................................... 22 

6    Justificación .......................................................................................................................... 23 

7    Plan general de trabajo ........................................................................................................ 24 

8    Materiales y métodos............................................................................................................ 25 

   8.1   Efecto del pH en la actividad hidrolítica de la α-L-fucosidasa de T. maritima ..................... 25 

   8.2   Efecto del pH en la actividad de transglicosilación de la α-L-fucosidasa de T. maritima ..... 25 

   8.3   Efecto de la temperatura sobre la actividad hidrolítica de la α-L-fucosidasa de T. maritima 25 

   8.4.   Efecto de la temperatura en la actividad de transglicosilación de la α-L-fucosidasa de T. 

marítima………………………………………………………………………………………………………...26 

   8.5   Termo-estabilidad de la α-L-fucosidasa de T. maritima ...................................................... 26 

   8.6   Estimación de la aw en el sistema de reacción Agua:Solvente ............................................. 27 

   8.7   Efecto de la aw en la estabilidad de la α-L-fucosidasa de T. maritima. ................................. 28 

   8.8   Efecto de la aw en la actividad hidrolítica de α-L-fucosidasa de T. maritima. ...................... 28 

   8.9   Efecto de la aw en la actividad de transglicosilación ........................................................... 29 

   8.10 Cuantificación de oligosacáridos fucosilados mediante HPLC............................................ 29 

   8.11 Análisis estadístico ............................................................................................................ 30 

8.12. Producción de las dinámicas moleculares ...................................................................... 30 

8.13. Procedimiento del acoplamiento molecular ................................................................... 30 

9   Resultados y análisis.............................................................................................................. 31 

   9.1   Efecto del pH en la actividad hidrolítica y de transglicosilación de α-L-fucosidasa de T. 

maritima.. .................................................................................................................................... 31 

   9.2   Efecto de la temperatura en la actividad hidrolítica y de transglicosilación de la α-L-

fucosidasa de T. maritima. ........................................................................................................... 33 

   9.3   Termo-estabilidad de la α-L-fucosidasa de T. maritima ...................................................... 35 

   9.4   Síntesis de oligosacáridos fucosilados ................................................................................ 37 

   9.5   Estimación de la actividad de agua en el sistema de reacción agua:solvente ....................... 40 

   9.6   Estabilidad de la α-L-fucosidasa de T. maritima a distintas aw ............................................ 40 

   9.7   Efecto de la aw sobre la actividad hidrolítica de la α-L-fucosidasa de T. maritima ............... 42 

   9.8   Efecto de la aw en la síntesis de fucooligosacáridos ............................................................ 43 

   9.9   Estudio del efecto de la temperatura en la estructura de la α-L-fucosidasa de T. maritima 

mediante dinámica molecular ....................................................................................................... 46 

     9.9.1   Raíz de la desviación estándar cuadrática (RMSD)........................................................ 46 

     9.9.2   Raíz de la fluctuación estándar cuadrática (RMSF) ....................................................... 48 

     9.9.3   Estructura secundaria .................................................................................................... 51 

     9.9.4   Conformación del sitio activo ....................................................................................... 54 

     9.10   Análisis del acoplamiento molecular .............................................................................. 56 



 

 

10   Conclusiones ........................................................................................................................ 63 

11   Perspectivas ......................................................................................................................... 64 

12   Bibliografía .......................................................................................................................... 65 

13   Anexo ................................................................................................................................... 78 

      13.1   Curva patrón de 4-nitrofenol (pNP) empleada para la cuantificación de pNP liberado en la 

reacción de hidrólisis catalizada por la α-L-fucosidasa de T. maritima .......................................... 78 

     13.2   Curva patrón de rafinosa empleada para la cuantificación de oligosacáridos fucosilados en 

la reacción de transfucosilación catalizada por la α-L-fucosidasa de T. maritima .......................... 79 

     13.3   Autodock convierte la energía libre de unión en Ki ......................................................... 80 

     13.4   RMSD de la estructura cristalográfica de la α-L-fucosidasa de T. maritima a 200 °C ...... 82 

     13.5   RMSF de la estructura cristalográfica de la α-L-fucosidasa de T. maritima a 200 °C. ..... 82 

     13.6   RMSD de los residuos catalíticos de la α-L-fucosidasa de T. maritima a 200 °C ............. 83 

     13.7   Efecto de la temperatura en la formación del complejo entre la α-L-fucosidasa de T. 

maritima y L-fucosa ..................................................................................................................... 84 

     13.8   Efecto de la temperatura en la formación del complejo entre la α-L-fucosidasa de T. 

maritima y pNP-fucosa. ............................................................................................................... 85 

     13.9 Artículos publicados ..................................................................................................... 86 

 



 

 
1 

 

1. Introducción 

 

La leche humana es el alimento ideal en los primeros meses de vida del recién nacido y su 

composición está adaptada a sus necesidades nutricionales. En la leche humana se encuentran 

oligosacáridos fucosilados, los cuales tienen diversos efectos benéficos en la salud de los infantes 

entre los que destacan su actividad prebiótica, efecto anti-infeccioso, inmunomodulador, además de 

ser una fuente importante de nutrientes para el desarrollo cognitivo. 

Los oligosacáridos fucosilados pueden ser sintetizados mediante tres vías: in vivo y mediante síntesis 

química y enzimática. En la síntesis in vivo los oligosacáridos son sintetizados en el aparato de Golgi 

de las células de las glándulas mamarias. Respecto a la síntesis química, esta requiere numerosos 

pasos de protección y desprotección lo cual dificulta el proceso, por su parte la síntesis enzimática 

puede realizarse mediante fucosiltransferasas y fucosidasas empleando sustratos donadores y 

aceptores bajo las condiciones adecuadas. Adicionalmente, los OLH pueden ser sintetizados mediante 

la vía fermentativa empleando cepas de E. coli genéticamente modificadas. 

Estudios recientes reportan el uso de fucosidasas de origen bacteriano como la de Thermotoga 

maritima, cuyo mecanismo de reacción depende de un delicado balance entre reacciónes de hidrólisis 

y transglicosilación. Para aumentar el rendimiento en la síntesis de oligosacáridos fucosilados es 

necesario reducir la actividad de agua (aw) en el medio de reacción, lo cual puede realizarse mediante 

la adición de solventes orgánicos adecuados. Sin embargo, es necesario que estos solventes cubran 

ciertas características como: ser miscibles en agua, tener propiedades fisicoquímicas similares a las 

del agua, mejorar la selectividad de la enzima por moléculas aceptoras diferentes al agua y sobre todo 

no deben tener un grupo hidroxilo que pueda ser fucosilado. 

Actualmente la interpretación de fenómenos biológicos como la síntesis enzimática ha sido 

enriquecida gracias a la combinación de los datos experimentales con la representación detallada de 

diferentes mecanismos obtenidos mediante modelos in silico.  Siendo las simulaciones de dinámica 

molecular (DM), acoplamiento molecular y simulaciones Monte Carlo las más empleadas. 

Recientemente se han realizado estudios computacionales sobre la actividad de α-L-fucosidasas de 

origen bacteriano. Por ejemplo, mediante DM ha sido posible explicar el efecto de la temperatura en 

la actividad de α-L-fucosidasas de distintos microorganismos, más aún, también es posible evaluar 

los cambios en su actividad como resultado de mutaciones en las mismas. 

En este trabajo se evaluaron diferentes parámetros que afectan la actividad hidrolítica y de 

transglicosilación de la α-L-fucosidasa de T. maritima, tales como pH, temperatura y aw con el 

objetivo de aumentar el rendimiento en la síntesis de oligosacáridos fucosilados. Además, se 

realizaron simulaciones de DM con la finalidad de interpretar a nivel estructural el efecto de la 

temperatura en la relación estructura-actividad de la fucosidasa. Adicionalmente, se recurrió a la 

técnica de acoplamiento molecular si el incremento de la temperatura ocasiona cambios estructurales 

en la enzima y si se altera la forma en que dos diferentes sustratos (L-fucosa y pNP-Fuc) se unen al 

sitio activo de la misma. 
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2. Antecedentes 

 

2.1.  Leche humana 

 

La leche materna es ampliamente conocida y aceptada como el estándar de oro en la nutrición 

infantil, además, es considerada el alimento ideal durante los primeros meses de vida del infante 

debido a la influencia positiva en su salud y  desarrollo (Baró et al., 2001; Cheng et al., 2021). 

Recientemente, diversos estudios han demostrado los múltiples beneficios de la leche materna en los 

lactantes. Por ejemplo, a corto plazo, se ha detectado una disminución en la morbilidad y mortalidad, 

mientras que, a largo plazo, disminuye el riesgo de padecer diabetes.Estos beneficios también se 

extienden a la madre, protegiéndola del riesgo de padecer cáncer de mama (Bode, 2013).   

Al igual que en cada mamífero, la leche está adaptada a las necesidades nutricionales del recién 

nacido. Por ejemplo, la concentración de lactosa varía de 69 g/L en la leche humana hasta 41 g/L para 

la leche caprina; mientras que la concentración de proteína en la leche humana es de 12 g/L, en la 

leche ovina puede contener hasta 62 g/L dado que este nutriente es indispensable para el crecimiento 

y por tanto es mayor el requerimiento en los becerros (Tabla 1). Sin embargo, es la abundante 

presencia de oligosacáridos en la leche humana en comparación con otras especies, lo que ha dirigido 

a diversos investigadores a proponer el efecto que estos azúcares presentan en diversas funciones 

biológicas, fisiológicas y de protección (Oliveira et al., 2015). 

 

Tabla 1. Composición de los nutrientes sólidos  básicos de la leche de distintas especies (Oliveira, et al., 2015). 

Composición (g/L) Humana Bovina Caprina Ovina 

Proteína 12 32 34 62 

Caseína 4 26 24 42 

Grasa 40 36 38 79 

Lactosa 69 47 41 49 

Cenizas 3 7 8 9 

Sólidos no grasos 89 90 89 120 

Calorías/100 mL 68 69 70 105 

Oligosacáridos 9-23 0.03-0.06 0.25-0.30 0.02-0.04 

 

 

2.2.  Oligosacáridos en leche humana 

 

Los oligosacáridos de la leche humana (OLH) son un grupo complejo de azúcares que se 

encuentran en una concentración de 9-12 g/L en la leche madura y hasta 15-23 g/L en el calostro 

(Vitoria, 2007). En comparación con la leche bovina (que es la habitualmente consumida) los 

oligosacáridos se encuentran en una mayor concentración. Además, su composición es diferente, 

mientras que en la leche materna los oligosacáridos fucosilados se encuentran en mayor abundancia, 

en la leche bovina son los oligosacáridos sialilados los que se encuentran en una mayor concentración 

(Tabla 2). En la leche humana se han identificado más de 100 estructuras diferentes de oligosacáridos 
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y aunque pueden contener entre 3 y 32 unidades, los OLH más abundantes tienen de 3 a 8 moléculas 

de monosacáridos (Baró et al., 2001). 

 

Tabla 2. Oligosacáridos presentes en la leche humana y bovina (Bode, 2012; Oliveira et al., 2015). 

Composición Humana Bovina 

Lactosa (g/L) 70 48 

Oligosacáridos (g/L) 9-23 0.05 

Oligosacáridos identificados 100+ ~40 

Fucosilados (%) 50-80 ~  30 

Sialilados (%) 10-20 ~70 

 

Los OLH siguen una estructura básica de construcción compuesta por cinco monosacáridos (Fig. 

1): D-glucosa (Glc), D-galactosa (Gal), N-acetilglucosamina (GlcNAc), L-fucosa (Fuc) y ácido siálico 

(Sia). La lactosa (Glc-Gal) forma el extremo reductor de las estructuras y salvo algunas excepciones 

(como la 2’-fucosil lactosa (2’FL) o difucosillactosa) puede estar unida a lacto-N-biosa o N-

acetillactosamina (Fig. 1a).  Por otro lado, a la molécula de lactosa se pueden ir agregando 

monómeros de otros azúcares como moléculas de lacto-N-tetraosa (tipo 1) o Lacto-N-neotetraosa 

(tipo 2) (Fig. 1b). Además, al bloque de lactosa se puede unir una molécula de fucosa en la Gal 

terminal mediante un enlace α 1-2 para formar 2’-FL o en el extremo reductor de la Glc en un enlace 

α 1-3 para generar 3-fucosillactosa (3-FL), alternativamente, la lactosa puede ser sialilada en la Gal 

terminal mediante un enlace α 2-3 o α 2-6 para generar 3’-sialillactosa (3’-SL) y 6´-sialillactosa (6’-

SL), respectivamente (Fig. 1c). Adicionalmente, las cadenas de tipo I y II pueden ser fucosiladas en 

diferentes enlaces para formar isómeros estructurales (Fig. 1d), además, las cadenas elongadas 

pueden ser sialiladas mediante enlaces α 2-3 o α 2-6 para formar distintos isómeros sialilados (Fig. 

1e) (Bode, 2012; Bode & Jantscher-Krenn, 2012). 
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Fig.  1 Ejemplos de las diversas estructuras de OLH (Modificado de Bode, 2012). 

 

La leche humana está compuesta por una mezcla compleja de oligosacáridos que difieren en 

tamaño, carga y abundancia, además, pueden encontrarse en forma libre como OLH o conjugada en 

forma de glucoproteínas, glucolípidos y glucosaminglicanos. En la Tabla 3 se observa que de acuerdo 

a su composición, los oligosacáridos se clasifican en tres grupos: (1) neutros, los cuales contienen 

residuos de monosacáridos no cargados (Glc, Gal, GlcNAc) y usualmente fucosa unida al núcleo de 

lactosa, representado alrededor del 75-85% del total de los OLH conocidos;  (2) aniónicos o ácidos, 

los cuales contienen la misma composición de oligosacáridos más ácido N-acetilneuramínico 

(NeuAc) y (3) oligosacáridos sialil fucosilados, que son oligosacáridos ácidos que contienen un 

residuo de fucosa (Ninonuevo et al., 2006; Oliveira et al., 2015; Vitoria, 2007). 

 

Tabla 3. Clasificación de los OLH (Gudiel-Urbano & Goñi, 2001; Vitoria, 2007) 

Oligosacáridos neutros Oligosacáridos ácidos Oligosacáridos 

sialilfucosilados 

2´fucosil-lactosa 

3´fucosil-lactosa 

Difucosil-lactosa 
 

Sialil α (2-3)-lactosa 

Sialil α (2-6)-lactosa 
Sialil-lacto-N-tetraosa a 

Sialil-lacto-N-tetraosa b 

 

3´sialil-lactosa-3-fucosil-

lactosa 
Sialil-fucosil-lacto-N-tetraosa 

Monofucosil-monosialil-lacto-

N-hexosa 
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2.3.  Fuco-oligosacáridos 

 

El contenido de los OLH fucosilados en la leche materna depende de la actividad de dos genes 

Loci: el locus Se que codifica para la α 1,2-fucosil transferasa (FUT2), mientras que el locus Le 

codifica para una α 1,3/4-fucosiltransferasa (FUT3) con ambos genes expresados en las glándulas del 

epitelio. Además, las llamadas mujeres secretoras con el gen locus Se expresan una α 1,2-fucosil 

transferasa activa, por lo que su leche contiene altas cantidades de oligosacáridos α 1,2-fucosilados, 

tales como 2´-FL o lacto-N-fucopenaosa I. (Petschacher & Nidetzky, 2016; Wicinski et al., 2020).   

Basado en la expresión de los genes Se y Le, la leche humana presenta diferentes perfiles de OLH, 

por ejemplo, la deficiencia de la enzima FUT2 resulta en la producción de leche sin la presencia de 

los oligosacáridos lacto-N-fucopentaosa I (LNFP I) y 2’-fucosillactosa (2´FL) lo que se refleja en una 

menor cantidad de OLH en la leche de humana. En un estudio realizado por Akkerman et al. (2019) 

se encontró aproximadamente entre un 35-45% menos OLH en la leche de mujeres no secretoras de 

la enzima FUT2. De manera análoga, la ausencia de la enzima FUT3, (responsable de la síntesis de 

OLH α 1-4 fucosilados) conlleva a una demora en la colonización intestinal de bacterias benéficas 

del género Bifidobacteria así como diferencias en la actividad metabólica de la microbiota, 

especialmente las del género Streptococcus (Cheng et al., 2021; Vandenplas et al., 2018; Wicinski et 

al., 2020). 

 

2.4.  Efectos benéficos de los OLH en la salud de los lactantes 

 

Los OLH han sido reconocidos primordialmente por su efecto bifidogénico y prebiótico por lo que 

originalmente fueron identificados como un factor bífido. En 1990 (Bode, 2012). se encontró 

evidencia que sugería que los OLH eran más que un sustrato que promovía el crecimiento de bacterias 

benéficas en el intestino delgado, sin embargo, actualmente los OLH han demostrado tener diversos 

efectos benéficos en la salud de los lactantes como: efecto prebiótico, antimicrobial, modulador 

intestinal, protector natural ante la enterocolitis necrosante, además son una fuente importante de 

nutrientes para el desarrollo del cerebro (Bode, 2012). 

 

2.4.1.  Efecto prebiótico 

 

Los prebióticos son alimentos no digeribles que afectan de manera indirecta, beneficiosa al 

hospedador al estimular el crecimiento o la actividad de un seleccionado grupo de bacterias (Marti et 

al., 2003). Tanto los OLH fucosilados como sialilados sirven como sustratos metabólicos para 

bacterias específicas del género Bifidobacterium como: Bifidobacterium longum y Bifidobacterium 

bifidum, las cuales han sido mayormente encontradas en las heces de los lactantes. Además, los 

Bacteroides presentes en la microbiota infantil demostraron la capacidad de metabolizar los OLH 

siendo Bacteroides vulgatus capaz de metabolizar los tres principales compuestos fucosilados (2’-

FL, 3-FL y difucosillactosa), mientras que Bacteroides fragilis, además de crecer con los principales 

compuestos fucosilados creció a partir de la 6’-SL, sin embargo, algunas bacterias ácido lácticas del 

género Lactobacillus, Enterococcus y Streptococcus presentan poco crecimiento a partir de OLH 

(Bode, 2012; Yu et al., 2013). 
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2.4.2. Efecto anti-infeccioso 

 

Muchos virus, bacterias y parásitos protozoarios patógenos necesitan adherirse a la superficie de 

las células del epitelio para proliferar y en algunos casos invadir y causar una enfermedad. 

Inicialmente estos patógenos se adhieren a los azúcares de las células epiteliales (glicanos) también 

conocido como glicocálix. Los OLH poseen estructuras similares a los receptores del glicocálix, por 

lo que actúan como ligandos competitivos para bacterias, virus, hongos y protozoos, evitando así la 

unión al huésped y deteniendo el proceso de infección. Es por ello, que estos microorganismos 

patógenos se encuentran con menor frecuencia en las deposiciones de los niños alimentados con leche 

materna (Bode, 2015; Gudiel-Urbano & Goñi, 2001). Hay más de 20 OLH capaces de unirse 

competitivamente a patógenos del tracto intestinal, respiratorio y urinario, donde cada oligosacárido 

inhibe la adhesión de cierto microorganismo patógeno (Tabla 4).  

 

Tabla 4. Ejemplos de oligosacáridos de la leche materna que inhiben microorganismos patógenos (Gudiel-Urbano & Goñi, 
2001; Bode, 2012). 

Oligosacárido Patógeno 

Tri-N-acetil lactosamina sialilado Streptococcus pneumoniae 

Pentasacárido fucosilado Escherichia coli enteropatogénica 

Oligosacáridos fucosilados Campylobacter jejuni 

Oligosacáridos sialilados 

 

Helicobacter pylori 

Mycoplasma pneumoniae 

Virus de influenza A, B y C 

 

Recientemente se demostrado que los OLH no solo ejercen un efecto anti-infeccioso al bloquear 

la adhesión de patógenos, también pueden alterar la expresión de genes en las células epiteliales que 

bloquean la infección de Listeria monocytogenes. Por otra parte, los OLH neutros como la lacto-N-

tetraosa (LNT) o lacto-N-fucopentaosa I (LNFP I), tienen un efecto directo en la inhibición de 

Streptococcus agalactiae evitando así el riesgo de enfermedades asociadas a esta bacteria tales como 

neumonía, septicemia y meningitis. Además, esta reportado que, los metabolitos producidos mediante 

la fermentación de OLH en la microbiota intestinal atenúan la virulencia patogénica (Bondue et al., 

2016; Lin et al., 2017; Triantis et al,  2018).  

 

2.4.3. Efecto inmunomodulador 

 

Los oligosacáridos de la leche humana pueden modular directamente la respuesta de las células 

del epitelio intestinal del huésped, reduciendo su crecimiento e induciendo su diferenciación y 

apoptosis y por lo tanto, alterando los genes del ciclo de crecimiento celular (Oliveira, et al., 2015). 

El número de los interferones 3γ  de los linfocitos CD3+CD4+ y CD3+CD8+ así como la interleucina-

13 productora de los linfocitos CD3+ y CD8+ incrementa cuando las células T de la sangre del cordón 

son expuestas a OLH sialilados (Bode, 2012).   
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Recientemente se ha demostrado que ciertos OLH sialilados reducen la expresión de citocinas 

pro-inflamatorias como la interleucina-1β e interleucina-6 en macrófagos estimulados por 

lipopolisacáridos, así como la reducción en la producción de interleucina-4 en el subconjunto de los 

linfocitos de pacientes adultos que presentan alergia al cacahuate, lo que conduce a la conclusión de 

que los OLH también pueden contribuir a la prevención de alergias (Bode, 2012, 2015). 

 

2.4.4. Maduración del sistema nervioso central 

 

El ácido siálico se presenta en la naturaleza en forma de glicoconjugados y es importante para el 

funcionamiento de membranas celulares y receptores de membrana. Se piensa que el ácido siálico 

ejerce un papel esencial en la sinapsis, en la formación de la memoria y en la comunicación celular. 

Una disminución en la concentración de estas substancias durante el periodo de crecimiento se asocia 

con un daño irreversible en la capacidad de aprendizaje en ratas (Gudiel-Urbano & Goñi, 2001). 

Urashima et al. (2013) reportaron que las ratas adultas alimentadas con sialil-lactosa tuvieron un 

incremento en los gangliósidos del cerebro mayor que con NeuAc libre, lo que se tradujo en una 

mejora en la habilidad de aprendizaje. Además, la absorción de los OLH en los bebés amamantados 

apoya la posibilidad de que el ácido siálico presente en los OLH es empleado como substrato en la 

biosíntesis de componentes sialilados incluidos gangliósidos y glicoproteínas en el cerebro (Rudloff 

& Kunz, 2012). 

 

2.5.      Síntesis de fuco-oligosacáridos 

 

El interés en los OLH comenzó aproximadamente a inicios de la década de los 90’s, influenciado 

por el incremento en la tasa de sobrevivencia de niños amamantados en comparación con aquellos 

alimentados con fórmulas infantiles atribuido a la composición única de la leche humana (Kunz, 

2012).  

Debido a la evidencia de los efectos benéficos de los OLH en la salud de los bebés amamantados, 

ha surgido el interés de agregar estos oligosacáridos a las fórmulas infantiles con la finalidad de 

proveer a los bebés alimentados con fórmulas los mismos beneficios que reciben los lactantes 

maternos. Dado que hay oligosacáridos que únicamente se encuentran en la leche materna (en especial 

aquellos con estructuras complejas) (Bode & Jantscher-Krenn, 2012); el reto ha sido proponer 

procesos que permitan sintetizar estos OLH entre estos métodos destacan la síntesis química (Schmid 

& Waldmann, 1998; Jennum  et al., 2014), enzimática (Guzmán-Rodríguez et al., 2018a, b; Lezyk et 

al., 2016; Zeuner et al., 2018) y fermentativa (Chin et al., 2016; Chin et al., 2017). 

 

2.5.1. Síntesis in vivo 

 

Los oligosacáridos son sintetizados en la glándula mamaria en el aparato de Golgi de las células 

que revisten el alveolo y los conductos más pequeños. El paso inicial es la síntesis de lactosa, siendo 

la α-lactoalbúmina quien regula la enzima glucosil-transferasa para producir lactosa en una reacción 
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entre UDP-galactosa y glucosa. La lactosa actúa como núcleo al que se añaden monosacáridos por la 

acción de glicosil-transferasas específicas a través de la adición secuencial de moléculas como Fuc, 

GlcNAc o NeuAc para formar los oligosacáridos (Gabrielli et al., 2011; McVeagh & Miller, 1997). 

En sistemas biológicos, la síntesis de oligosacáridos fucosilados se lleva a cabo mediante dos 

caminos metabólicos diferentes: la vía de novo y la vía de rescate. En la vía de novo la GDP-manosa 

(guanosina-difosfato-manosa) es transformada a GDP-4-ceto-6deoxifucosa (guanosina-difosfato-

fucosa) por la GDP-manosa-4,6-dehidratasa. Posteriormente, este intermediario es convertido a GDP-

fucosa en un proceso de dos pasos catalizado por las enzimas GDP-4-ceto-6-deoximanosa y GDP-

4ceto-6-deoxigalactosa, también conocidas como proteína FX (Fig. 2). En la vía de rescate 

(encontrada en humanos) se sintetiza fucosa libre derivada de fuentes extracelulares o lisosomales y 

es transferida dentro de las células y fosforilada por la fucosa cinasa a expensas de ATP. La L-fucosa-

1-fosfato es combinada con un trifosfato de guanosina (GTP) por la GDP-fucosa pirofosforilasa para 

producir GDP-fucosa la cual será transportada dentro del lumen del aparato de Golgi donde se vuelve 

disponible para dominios catalíticos de fucosiltransferasas que también se localizan en este 

compartimento (Becker & Lowe, 2003; Petschacher & Nidetzky, 2016). 

 

 

Fig.  2 Biosíntesis de GDP-fucosa en mamíferos. La vía de rescate hace uso de L-fucosa libre (proveniente de la 
alimentación o del catabolismo de otros glicoconjugados). En un primer paso, la fucosa es fosforilada mediante la fucosa 
cinasa y posteriormente activa a GDP-fucosa utilizando GDP mediante la acción de la GDP-fucosa-pirofosforilasa.  En la 

vía de novo se utiliza GDP-manosa como sustrato inicial, la cual es convertida a GDP-4-ceto-6-deoximanosa por la 
enzima DGP-manosa 4,6-dehidralasa (GMD). Posteriormente,  este  intermediario es transformado en GDP-fucosa en dos 

pasos catalizados por la GDP-manosa-4,6-dehidratasa (GMD) y GDP-ceto-6-deoximanosa-3,5-epimerasa-4-reductasa 
(FX). Finalmente, se obtiene 2’fucosillactosa mediante la transferencia de fucosa a la molecula de lactosa en una reacción 

catalizada por la α-2´fucosiltransferasa (Modificada de Becker & Lowe, 2003). 
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2.5.2. Síntesis química 

 

Muchos procedimientos químicos han sido desarrollados para la síntesis de oligosacáridos, sin 

embargo, son frecuentemente laboriosos debido a los numerosos pasos de protección y desprotección 

o las difíciles separaciones de las mezclas de anómeros lo que se refleja en bajos rendimientos 

(Svensson, 1990). 

En particular, la síntesis química de los OLH consiste en pasos secuenciales de protección de los 

grupos hidroxilos de los monosacáridos, es un procedimiento indispensable para guiar la posición del 

enlace glucosídico, el cual se lleva acabo empleando catalizadores químicos, tales como, 

trifluorometanosulfonato de trietilsililo o bromuro de tetra-n-butilamonio. Finalmente, el 

oligosacárido sintetizado debe ser desprotegido para obtener la molécula deseada (Pérez-Escalante et 

al., 2020).  

La construcción de glucósidos fucosilados es a menudo obstaculizada por su alta sensibilidad a 

los ácidos, en particular si el donador fucosil está protegido con un grupo benceno. Es por ello que se 

han buscado métodos para la síntesis química de O-fucosidos que puedan proceder bajo condiciones 

suaves y sin el uso de promotores como ácidos fuertes de Lewis (Schmid & Waldmann, 1998). 

Asimismo, se han desarrollado técnicas automatizadas de síntesis de oligosacáridos en fase sólida, lo 

que ha permitido una producción rápida y eficiente. En la síntesis en fase sólida, los oligosacáridos 

que están siendo sintetizados son unidos a un material insoluble (resinas o camas) que permiten una 

fácil separación de los productos de reacción del exceso de reactivos, sub-productos de reacción y 

solventes, sin embargo este procedimiento se enfrenta a la baja estereo-selectividad, bajos 

rendimientos y uso de reactivos tóxicos no adecuados para productos alimenticios (Han et al., 2012). 

Recientemente, Agoston et al. (2019) desarrollaron un procedimiento con el que es posible sintetizar 

a nivel de kilogramos 2´-FL con un solo paso de purificación, lo que representa la base para la 

producción de este OLH a nivel industrial.  

 

2.5.3.     Síntesis enzimática 

 

Como se mencionó previamente, los oligosacáridos pueden ser producidos mediante síntesis 

enzimática con transferasas, lo cual puede ser aprovechado para sintetizarlos via in vitro. Estas 

enzimas tienen una alta especificidad, sin embargo, presentan desventajas como: dificultad en los 

procesos de expresión y purificación, así como el uso de nucleótidos activados como sustratos. ES 

por ello que estas reacciones son virtualmente irreversibles, además muchas de las transferasas no 

son adecuadas para su aplicación debido a su baja estabilidad (Adlercreutz, 2017; Zeuner & Meyer, 

2020). En contraste, el uso de hidrolasas como las fucosidasas presentan ventajas como: ser 

asequibles, relativamente menos costosas, amplia especificidad hacia el sustrato, además, la 

formación de oligosacáridos usando la actividad transferasa de una glicosidasa es una reacción 

cinéticamente controlada (Boon et al., 2000; Wan et al., 2020).  

En la Fig. 3 se muestra el mecanismo de acción de una α-L-fucosidasa. Debido a las 

características propias de este mecanismo, en la que se da un equilibrio entre el rompimiento y la 

formación del enlace glicosídico, la enzima puede llevar a cabo reacciones tanto de hidrólisis como 

de transfucosilación. La síntesis de oligosacáridos fucosilados comienza con la hidrólisis del residuo 

fucosilado ubicado en el extremo no reductor del oligosacárido fucosilado o fucoglicoconjugado y la 
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subsecuente formación del intermediario covalente glicosil-enzima tras la unión del donador en el 

sitio activo de la enzima. Posteriormente, este complejo puede sufrir un ataque nucleofílico, ya sea 

por agua resultando en una reacción de hidrólisis, o por algún otro aceptor (como la lactosa) 

resultando en la formación del oligosacárido fucosilado.  Sin embargo, el producto de la 

transglucosilación también es un substrato para la enzima y puede sufrir una hidrólisis subsecuente 

(hidrólisis secundaria), por lo tanto los rendimientos en la obtención de productos de 

transglucosilación son resultado de un delicado balance entre tasa de síntesis, hidrólisis del donador 

e hidrólisis de producto (Zeuner et al., 2014).   

 

Fig.  3 Mecanismo de reacción para la obtención de fuco-oligosacáridos (Modificado de Zeuner et al., 2014). 

 

2.5.4.       Fermentación 

 

La producción de OLH mediante fermentación es probablemente la estrategia con los mejores 

avances en los años recientes. Generalmente, se modifican cadenas de E. coli mediante ingeniería 

genética para expresar las enzimas necesarias para la biosíntesis de los oligosacáridos objetivos 

(Pérez-Escalante et al., 2020). Uno de los OLH más sintetizado mediante esta ruta es la 2’FL en una 

reacción catalizada por una α 1,2-fucosiltransferasa intracelular, empleando GDP-fucosa como 

sustrato donador y lactosa como sustrato aceptor (Chin et al., 2016; Chin et al., 2017).  Por otro lado, 

Lee et al. (2012) alcanzaron una concentración máxima de de 2´FL de 1.23 g/L cuando el DNA de la 

cepa de E. coli JM109 (DE3) fue modidicado en un gen de H. pylory. Mientras que Baumgärtner et 

al. (2013) reportaron una productividad de 2’FL de 0.57 g.L/h empleando la cepa recombinante de 

E. coli JM109. 

En años recientes, se han establecido nuevos procedimientos para la síntesis de 2’FL. Por ejemplo, 

Guan et al. (2018) llevaron a cabo la modificación del ciclo de Krebs de E. coli JM109 con lo que no 

sólo proporcionaron energía adicional para la síntesis de oligosacáridos, sino además evitaron la 

formación de subproductos de la glicólisis. Mediante este procedimiento, los autores reprtaron 

productividades de 0.13, 0.06 y 0.019 g/Lh. Cabe resaltar, que mediante esta técnica se ha logrado 

una producción exitosa de otro tipo de OLH, tales como 3FL (Choi et al.,2019), LNT (Baumgärtner 

et al., 2013) y LNnT (Dong et al., 2019). 
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2.6.      Fucosidasas 

 

Las α-L-fucosidasas (E.C. 3.2.1.51) son exo-glicosidasas únicas que catalizan la eliminación de 

los residuos no reductores terminales de L-fucosa unidos por enlaces α-(1,2), α-(1,3), α-(1,4) o α-(1,6) 

a oligosacáridos y sus conjugados (Saumonneau et al., 2016).   

De acuerdo con la base de datos de enzimas activas en carbohidratos (CAZy), las α-L-fucosidasas 

se clasifican en cuatro familias: GH29, GH95, GH141 y GH151 (CAZy, 2020). Las fucosidasas 

pertenecientes a la familia GH29 hidrolizan los enlaces α-(1,2) de fucosa unida a galactosa o enlaces 

α-(1,3), α-(1,4), y α-(1,6) unida a residuos de N-acetilglucosamina. Esta familia de enzimas muestra 

un mecanismo clásico de retención de la configuración anomérica, incluyendo un doble 

desplazamiento del enlace O-fucosil con dos residuos de aminoácidos que juegan un papel principal 

en la reacción: el ácido glutámico (Glu) actúa como ácido/base de Lewis, mientras que el ácido 

aspártico (Asp) actúa como nucleófilo (Fig. 4). El primer paso comienza con el Glu que actúa como 

ácido general asistiendo la hidrólisis del residuo de fucosa en el extremo no reductor del compuesto 

fucosilado, posteriormente el Asp realiza el ataque nucleofílico al carbono anomérico formando el 

intermediario glicosil-enzima (Sulzenbacher et al., 2004; Zeuner et al., 2014).  

Dependiendo de la secuencia de aminoácidos, así como su especificidad hacia el sustrato, las 

fucosidasas de la familia GH29 se dividen a su vez en las subfamilias A y B. La subfamilia A 

comprende fucosidasas que son menos específicas hacia el enlace del sustrato fucosilado, mientras 

que las fucosidasas de la familia B son más regio-específicas para enlaces α-(1,3) o α-(1,4) unidos a 

galactosa (Saumonneau et al. 2016; Shaikh et al. 2013; Zeuner et al., 2018). 

 

 

Fig.  4 Mecanismo catalítico de la α-L-fucosidasa de la familia GH29. OR: oligosacárido, Nu: Nucleófilo, R: Donador 
activado  (Modificado de Faber, 2011). 
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Las fucosidasas de la familia GH95 comprenden un mecanismo de doble desplazamiento que 

envuelve la formación de un estado de transición similar al ión oxocarbenio con la subsecuente 

liberación del producto con una configuración anomérica invertida (Fig. 5) (Koval’ová et al., 2019). 

La reacción es llevada a cabo con ayuda de dos aminoácidos clave ubicados en el sitio activo: el grupo 

carboxilo del aminoácido Glu actúa como ácido general, mientras que el Asp actúa como base 

general. Debido a las diferencias en el mecanismo de reacción, solo las fucosidasas de la familia 

GH29 son buenas candidatas para la síntesis de oligosacáridos fucosilados (Koval’ová et al., 2019; 

Saumonneau et al., 2016). 

 

Fig.  5 Mecanismo catalítico de la α-L-fucosidasa de la familia GH95. Nu: Nucleófilo (Modificado de Faber, 2011). 

 

El mecanismo de reacción de las α-L-fucosidasas de las familias GH141 y GH151 aún no es muy 

conocido. Se ha reportado que la α-L-fucosidasa BT1002 de Bacteroides thetaiotaomicron pertenece 

a la familia GH141, esta enzima presenta un mecanismo de reacción de doble desplazamiento donde 

dos residuos de Asp actúan como residuos catalíticos, el Asp523 como nucleófilo y el Asp564 como 

ácido/base general (Ndeh et al., 2017). Por su parte, el primer reporte de la familia GH151 fue de una 

α-L-fucosidasa de Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697 (Sela et al., 2012), 

posteriormente, también se reportó una α-L-fucosidasa de Paenibacillus thiaminolyticus que presentó 

un mecanismo de retención que infería una actividad de transglicosilación (Wan et al., 2020). 

 

2.6.1.     α-L-fucosidasa de Thermotoga maritima 

 

Thermotoga maritima es una bacteria no formadora de esporas que presenta una forma 

redondeada, pertenece al orden de los Thermotogales y es una de las primeras bacterias 

hipertermófilas descubierta y aislada de un sedimento geotermal caliente en Vulcano, Italia. Esta 

bacteria presenta una temperatura óptima de crecimiento de 80 °C, además es capaz de metabolizar 

muchos azúcares simples y complejos entre los que se incluyen glucosa, sacarosa, almidón, celulosa, 

galactosa y xilano (Nelson et al., 1999). 



 

 
13 

 

T. maritima representa la línea más ampliamente conocida de las eubacterias, además tiene uno 

de los genomas más pequeños en los organismos de vida libre (1.86Mpb) (Zhang et al., 2015), posee 

una variedad de genes duplicados y repeticiones directas, lo que sugiere una inestabilidad potencial 

en su genoma (Singh et al., 2015). 

La α-L-fucosidasa es una enzima presente en el gen TM036 del código genético de T. maritima. 

Posee 449 aminoácidos y tiene una masa molar de 52205 Da. Además, basado en su secuencia de 

aminoácidos, así como en su mecanismo de reacción, esta enzima se ubica dentro de la familia GH29 

de acuerdo con la clasificación CAZy (Sulzenbacher et al., 2004; Tarling et al., 2003). 

En comparación con otras fucosidasas de origen microbiano, la α-L-fucosidasa de T. maritima 

comparte un 39% de identidad con la fucosidasa de Lactobacillus casei, 29% con la fucosidasa de 

Lactobacillus rhamnosus y 35% con la de Lactobacillus paracasei. Aaí miamo, es la enzima 

microbiana más cercana a las α-L-fucosidasas de mamíferos, compartiendo 38% de identidad de 

secuencia con su homóloga humana (Sulzenbacher et al., 2004; Tarling et al., 2003). Por otra parte, 

ha sido empleada con éxito en la síntesis de oligosacáridos fucosilados, por ejemplo, Lezyk et al. 

(2016) reportaron un rendimiento de 0.95% en la síntesis de 2’FL, mientras que un OLH 

fucosillactosa no identificado fue obtenido con un rendimiento de 1.25 %. Por otro lado, Guzmán-

Rodríguez et al. (2018a,b) reportaron un rendimiento de 6.04% en la síntesis de fucosillactosa en 3 h 

con base a la concentración de sustrato empleando 3.5mM pNP-Fuc y 146 mM D-Lactosa. Más aún, 

al adiconar 1.1 M de CaCl2, el rendimiento de síntesis deOLH aumentó a 12.48%.  

 

2.6.1.1. Estructura de α-L-fucosidasa de T. maritima 

 

La α-L-fucosidasa de T. maritima es una proteína hexamérica de dos dominios con dimensiones 

de 75x65x55 Å (Fig. 6). El dominio N-terminal (residuos 7-359) adopta un plegamiento de barril 

(β/α)8, con 8 hebras β paralelas empacadas alrededor de un eje central y rodeado por seis α-hélices 

(Sulzenbacher et al., 2004). Una pequeña bolsa formada por los extremos del carbono terminal de la 

hebra β del dominio (β/α)8 alberga el sitio activo, el tamaño de éste permite que un solo residuo de L-

fucosa se una. El azúcar es fuertemente envuelto por la enzima y cada grupo funcional hace un 

contacto directo con una o más lados de la cadena, enfatizando el patrón de reconocimiento de un 

substrato específico para L-fucosa. Esta fuerte interacción entre la enzima y la L-fucosa deja apenas 

algún espacio para modificaciones potenciales o para subsecuentes modificaciones (Sulzenbacher et 

al., 2004). Sin embargo, mutaciones en esta enzima ha permitido limitar su actividad hacia 

transferencia e inhibir su actividad hidrolítica. En 2007 Osanjo et al. (2007) modificaron la α-L-

fucosidasa de T. maritima hacia una transfucosidasa, dicha modificación permitió obtener una mejora 

en la obtención de los productos de transglicosilación  
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Fig.  6 Vista general de la α-L-fucosidasa de T. maritima representada en forma de diagrama de cinta (RCSB-PDB, 2021). 

 

2.7. Parámetros que influyen en el rendimiento de síntesis enzimática de fuco-

oligosacáridos 

 

Las reacciones de hidrólisis y de transglicosilación ocurren simultáneamente en el mismo sitio 

activo de las fucosidasas, de ahí el reto enuna producción elevada de oligosacáridos (Abdul-Manas 

et al., 2018). La síntesis de oligosacáridos fucosilados puede llevarse a cabo mediante reacciones de 

transglicosilación cinéticamente controladas, por lo que, al emplear glucosidasas es necesario 

identificar las condiciones ideales en la síntesis de OLH (Zeuner et al., 2014; Abdul-Manas et al., 

2018). 

 

2.7.1. Especificidad y selectividad 

 

La selectividad anomérica de las glucosidasas es absoluta porque está determinada por el 

mecanismo de reacción. Las fucosidasas poseen una elevada selectividad para el sustrato donador y 

así como para las moléculas aceptoras. La regioselectividad en la formación de producto varía de 

enzima a enzima y depende de las estructuras de las moléculas donadoras y aceptoras. Esta 

selectividad puede ser ajustada mediante el uso de cosolventes o ingeniería de proteínas (Zeuner et 

al., 2014). 

 

2.7.2. Especificidad del donador 

 

En las reacciones de transglicosilación, el donador del glicosilo debe cumplir ciertas 

características como: reaccionar rápidamente para mantener tiempos de reacción cortos (con la 

finalidad de prevenir la hidrólisis del producto) y poseer en su estructura un grupo donador activado, 
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por ejemplo, mono o disacáridos, un  grupo nitrofenil e incluso algunos halógenos (Rodríguez-Díaz 

et al,. 2013; Zeuner et al., 2014). Entre los donadores activados comúnmente empleados en la síntesis 

de fucooligosacáridos se encuentran el para-nitrofenil-α-L-fucopiranosido (pNP-Fuc), y el α-L-

fucosil fluoruro, sin embargo este último es químicamente inestable y su degradación espontánea 

resulta en rendimientos relativamente bajos (Petschacher & Nidetzky, 2016). 

 

2.7.2.1. para-nitrofenil-α-L-fucopiranósido  

 

El para-nitrofenil-α-L-fucopiranósido (pNP-Fuc) (Fig. 7) es un substrato donador glicosil 

activado. Es poco soluble en agua, pero soluble en etanol, dimetil sulfóxido (DMSO) y dimetil 

formamida (DMF). Además, produce un cromóforo amarillo, por lo que es empleado en ensayos 

colorimétricos para medir la actividad de las α-L-fucosidasas (Dicioccio et al., 1982; Research 

Products International, 2017). 

Diversos autores han reportado la síntesis de oligosacáridos fucosilados empleando pNP-Fuc como 

sustrato donador. Lezyk et al. (2016) reportaron un rendimiento de 0.95% en la síntesis de 2’-FL 

empleando la α-L-fucosidasa de T.maritima. Asimismo, un producto fucosilado no identificado fue 

sintetizado con un rendimiento de 1.25% al emplear una α-L-fucosidasa denominada Mfuc5. Por otro 

lado, Guzmán-Rodríguez et al. (2018a) reportaron un rendimiento de 6.04% en la síntesis de un 

trisacárido fucosilado empleando la α-L-fucosidasa de T.maritima, además con la adición de  CaCl2 

(1.1 M) el rendimiento en la síntesis del trisacárido aumentó a 12.48% (Guzmán-Rodríguez et al. 

2018b). Mientras que Escamilla-Lozano et al. (2019) reportaron un rendimiento de 21% en la síntesis 

de un trisacárido fucosilado en una reacción catalizada por la α-L-fucosidasa de Lactobacillus 

rhamnosus GG. 

 

 

Fig.  7 para-Nitrofenil-α-L-fucopiranosido. 

 

2.7.3. Especificidad del aceptor 

 

En general las α-L-fucosidasas muestran una elavada especificidad hacia los aceptores. Se ha 

sugerido que la presencia de residuos de aminoácidos aromáticos en el sitio de unión del aceptor +2 

induce una preferencia a los monosacáridos o en particular a los pNP-monosacáridos. De hecho, los 

monosacáridos (N-substituidos) o sus derivados metilos, pNP o alilos, son los aceptores comúnmente 
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empleados en las reacciones de transfucosilación (Petschacher & Nidetzky, 2016). Además, algunos 

productos de reacción han sido empleados como moléculas aceptoras con la finalidad de sintetizar 

oligosacáridos más complejos. Por ejemplo, Sakurama et al. (2012)  llevaron a cabo la síntesis de 

lactodifucotetraosa empleando 2´-FL como sustrato aceptor en una reacción catalizada por una α-L-

fucosidasa  Bifidobacterium bifidum, mientras que Zeuner et al. (2018) reportaron  la síntesis de lacto-

N-difucopentaosa II con rendimientos de 13% y 39 %  en una reacción catalizada por la α-L-

fucosidasa Bifidobacterium bifidum y Clostridium perfrigens expresada en E. coli empleando 3-FL 

como sustrato aceptor. 

 

2.7.4. Actividad de agua 

 

La actividad de agua (aw) es un parámetro termodinámico que mide la cantidad de agua disponible 

en un medio de reacción. Puede ser empleada para medir la capacidad del agua y participar en una 

reacción catalizada por una enzima, donde una aw de 1 es para un sistema donde únicamente hay agua, 

mientras que una aw de 0 refleja un sistema anhidro (Gosling et al., 2011). 

Diversos reportes señalan una baja actividad enzimática de las glicosil-hidrolasas en medios de 

reacción con poca concentración de agua con un incremento en su actividad conforme el contenido 

de agua aumenta (Lang et al., 2006), esto es debido a que algunas moléculas de agua unidas a la 

enzima tienen funciones como mantener su conformación estructural, por lo tanto, si estas moléculas 

de agua son retiradas la enzima pierde su actividad (Adlercreutz, 2017). Sin embargo, con base en la 

Ecuación 1, se observa que el rendimiento de productos de transglicosilación puede incrementar si 

aumenta la concentración de  los substratos o si se disminuye el contenido de agua, guardando una 

relación inversamente proprorcional entre concentración de sustratos y contenido de agua (Kasche, 

1986). 

[𝐴𝑁] = 𝐾𝑎𝑝𝑝
[𝐴𝑂𝐻][𝑁𝐻]

[𝐻2𝑂]
…..Ecuación 1 

Donde: 

AN: Producto de la reacción.  

Kapp: Constante de equilibrio aparente y está en función del pH, temperatura, fuerza iónica y 

composición del solvente.  

AOH y NH: Concentración de substrato donador y aceptor; el rendimiento de reacción puede 

incrementar si se aumenta la concentración de los reactantes.  

H2O: Concentración de agua en el sistema de reacción 

Algunos estudios han reportado un aumento en los rendimientos de transglicosilación al adicionar 

cosolventes orgánicos miscibles en agua al medio de reacción, debido a que se reduce el grado de 

competencia entre la reacción de hidrólisis sobre la reacción de transglicosilación, además, ayuda a 

la disolución de sustratos hidrofóbicos (Bridiau et al., 2010).  

Los cosolventes afectan la aw de la mezcla de reacción, así como la selectividad de la enzima para 

los nucleófilos competidores, los cuales son, el aceptor deseado y el agua. Existen algunas 

controversias sobre el mecanismo por el cual los cosolventes alteran la selectividad de la enzima, pero 
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en un principio se piensa que el aumento en los rendimientos se debe a alteraciones en la estructura 

secundaria y terciaria de la enzima (Zeuner et al., 2014).  

2.7.4.1. Efecto de los solventes en las reacciones de transglicosilación 

 

La elección del medio de reacción afectará tanto la enzima como el sustrato y puede tener un 

efecto profundo en el resultado de la reacción, ya sea induciendo un cambio conformacional que 

afecte la dinámica enzimática, actuando como inhibidor o modificando las propiedades del sustrato 

(Fransson, 2008). 

Como se observó en la Fig. 3. al disminuir el contenido de agua en reacciones con fucosidasas, 

es posible favorecer la actividad de síntesis sobre la de hidrólisis, siendo una opción atractiva la 

introducción de solventes orgánicos adecuados (Yoon & Rhee, 2000). Estos solventes deben cubrir 

algunas características como: ser miscibles en agua para que puedan modificar la actividad 

termodinámica del agua, tener propiedades fisicoquímicas cercanas a las del agua y sobre todo no 

deben tener un grupo hidroxilo que pueda ser fucosilado debido a que podrían convertirse en un 

substrato para la enzima (Bridiau et al., 2010). 

A pesar de que los solventes con una alta polaridad frecuentemente causan la desactivación de la 

enzima en las síntesis de oligosacáridos (Yoon & Rhee, 2000), se han reportado muchas aplicaciones 

exitosas de transglicosilación catalizadas con glucosidasas. Por ejemplo Svensson (1990) evalaron  la 

estabilidad de la α-L-fucosidasa de hígado porcino en DMSO, DMF y acetonitrilo, presentando una 

mayor estabilidad hasta en un 30% de DMSO en comparación con los otros solventes. Por otro lado, 

Ajisaka et al. (1998) sintetizaron α-L-Fuc-(1→3)-D-GlcNAc con las α-fucosidasas de Aspergillus 

niger y de Penicillium multicolor en DMSO, DMF y dioxano, obteniendo el máximo rendimiento 

(58%) con la fucosidasa de P. multicolor en DMSO. Mientras que Cruz-Guerrero et al. (2006) 

aumentaron el rendimiento en la síntesis de galactooligosacáridos (GOS) en un medio con acetona 

empleando una β-glicosidasa hipertermofílica. De forma similar, Vera et al. (2017) determinaron un 

aumento en la síntesis de hexil-β-galactósido con acetona como cosolvente, en una reacción 

catalizada por la β-galactosidasa de Aspergillus oryzae, mientras que en un estudio posterior 

reportaron un aumento en la síntesis de butil-β-D-galactósido en un sistema acetona:1-butanol:agua 

empleando una β-galactosidasa de Aspergillus oryzae (Ahumada et al., 2020). 

 

2.8.  Métodos computacionales 

 

Los métodos computacionales han permitido combinar los datos experimentales con la 

representación detallada de diferentes mecanismos obtenidos mediante modelos in silico para 

predecir y ayudar a enriquecer la interpretación de los fenómenos biológicos. Dentro de los métodos 

computacionales empleados para correlacionar datos experimentales con los obtenidos por modelos 

in silico se encuentran las simulaciones de dinámica molecular (DM), acoplamiento molecular, 

simulaciones Monte Carlo, entre otros. (Cárdenas et al., 2020; Maximova et al., 2016).  

El interés por interpretar la actividad enzimática a nivel estructural ha llevado a la 

implementación de técnicas que combinen datos experimentales con modelos teóricos. Por ejemplo, 

Klontz et al. (2020) evaluaron mediante DM el efecto de las mutaciones sobre la estructura 

conformacional de una α-L-fucosidasa de Lactobacillus casei, mientras que Liu et al. (2020) 
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determinaron mediante DM el efecto de la temperatura en la estructura y dinámica de la α-L-

fucosidasa de Bacteroides fragilis NCTC9343. Por su parte, Pérez-Escalante et al. (2020) evaluaron 

mediante acoplamiento molecular la actividad hidrolítica y de transgliosilación de la α-L-fucosidasa 

de T. maritima. 

 

2.8.1. Dinámica molecular (DM) 

 

La simulación DM es la herramienta más destacada empleada en la simulación del 

comportamiento de biomoléculas ya que permite caracterizar los movimientos estructurales, de 

flexibilidad, mecanismo de las enzimas, además de ayudar a tener una visión más clara de su relación 

estructura-función (Azam et al. 2012; Konar et al. 2019). Está técnica establece flexibilidad tanto en 

la molécula de interés (ligando) como en el blanco molecular (receptor) de manera más efectiva que 

otros algoritmos. Sin embargo, presenta la desventaja de ser un método laborioso y tardado ya que la 

DM progresa en pasos cortos (Meng et al., 2011).    

El fundamento básico de una simulación de DM es en realidad sencillo. A partir de las posiciones 

de cada uno de los átomos en un sistema biomolecular (por ejemplo, una proteína rodeada de agua), 

se puede calcular la fuerza ejercida sobre cada átomo por cada uno de los demás átomos. Por lo tanto, 

se pueden utilizar las leyes del movimiento de Newton para predecir la posición espacial de cada 

átomo en función del tiempo. En particular, conforme se avanza en el tiempo, se van calculando 

repetidamente las fuerzas en cada átomo y luego usando esas fuerzas para actualizar la posición y 

velocidad de cada átomo. La trayectoria resultante es, en esencia, una película tridimensional que 

describe la configuración a nivel atómico del sistema en cada punto durante el intervalo de tiempo 

simulado (Hollingsworth & Dror, 1999). 

Dentro de los softwares de DM más populares se encuentran GROMACS y NAMD, los cuales 

han sido compatibles con la interfaz de transmisión de  (MPI) durante mucho tiempo. Si es posible 

utilizar una gran cantidad de núcleos de computadora simultáneamente, los MPI pueden reducir el 

tiempo de cálculo significativamente (Hospital et al., 2015). Mediante el uso de simulaciones de DM 

es posible representar una gran variedad de procesos enzimáticos tales como: cambios 

conformacionales, unión de sustratos y fenómenos de plegamiento o desnaturalización de las 

proteínas. Cabe destacar que dichas simulaciones pueden además predecir cómo estas biomoléculas 

responden (a nivel atómico) a ciertos cambios, por ejemplo: mutaciones, fosforilación, adición o 

eliminación de un ligando, así como perturbaciones en su medio como cambios en su protonación o 

variaciones de temperatura (Hollingsworth & Dror, 1999). Recientemente, Jana et al. (2020) 

realizaron una DM empleando el software GROMACS para determinar el efecto de la temperatura 

en la estructura de distintas enzimas provenientes de organismos mesofílicos y termofílicos. Por su 

parte, Konar et al. (2019) empleando el software NAMD 2.9, evaluaron el efecto de la concentración 

de glucosa (ligando) en la estructura de una β-glucosidasa de Halothermotrix orenii (receptor). 

 

2.8.1.1. Programas de dinámica molecular  

 

Las simulaciones de dinámica molecular (DM) calculan trayectorias atómicas resolviendo 

ecuaciones de movimiento mediante el uso de campos de fuerza empíricos que se aproximan a la 
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fuerza atómica real en los sistemas de biopolímeros (como el campo de fuerza CHARMM). Para 

realizar simulaciones de DM, se han desarrollado varios programas informáticos. Sin embargo, la 

simulación de los movimientos/interacciones de moléculas grandes demanda una enorme potencia de 

cálculo, lo que requiere el uso de computadoras en paralelo. En los últimos años, las computadoras 

paralelas con memoria distribuida han estado ofreciendo una potencia computacional rentable 

(Phillips et al., 2020).  

 

2.8.1.1.1.  Software NAMD 

 

NAMD llamado así por su nombre en inglés “Not (just) Another Molecular Dynamics program” 

es un software gratuito desarrollado por el grupo biofísico teórico y computacional de la Universidad 

de Illinios. Este software ha sido diseñado para funcionar de manera eficiente en computadoras que 

funcionan en paralelo, lo que le permite simular moléculas grandes con relativa facilidad. Además, 

NAMD se adapta particularmente bien a los clústeres de PC de clase Beowulf (cada vez más 

populares) y que son bastante similares a los clústeres de estaciones de trabajo para los que se diseñó 

originalmente. Para mejorar la eficiencia, NAMD incluye un motor de secuencias de comandos, que 

permite la automatización de muchas tareas, además, permite visualizar las simulaciones empleando 

programas de visualización molecular, sin embargo, NAMD permite el uso de pocos campos de 

fuerza como AMBER, CHARMM y OPLS (Kass et al., 2011; Phillips et al., 2020). 

 

2.8.2. Acoplamiento molecular 

 

La técnica de acoplamiento molecular es un método computacional cuyo objetivo es buscar la 

forma en que un ligando potencial se une a un blanco molecular, así como la afinidad de unión más 

probable, es decir, la que requiera una menor energía (por que la unión es más fuerte). Además, esta 

herramienta es capaz de proporcionar resultados de forma relativamente rápida y económica en 

comparación con las técnicas experimentales (Scior et al., 2007). 

La técnica de acoplamiento molecular por lo general emplea dos algoritmos por separado. El 

primero consiste en un algoritmo de muestreo, el cual predice las configuraciones o conformaciones 

estructurales que puede asumir el ligando dentro del dominio o sitio activo del blanco. El segundo 

algoritmo, emplea una función de puntuación para predecir las energías libres de unión entre el 

ligando y el receptor en cada una de las configuraciones que se establecieron en el primer algoritmo. 

Finalmente, las configuraciones de unión ligando-receptor son jerarquizadas con base en sus energías 

de unión (Ballón & Grados, 2019). 

 

2.8.2.1.  Programas de acoplamiento molecular 

 

Los programas de acoplamiento molecular emplean un algoritmo de búsqueda que evalúa la 

conformación del ligando repetidamente hasta obtener la energía mínima de afinidad de unión. 

Finalmente, se emplea una función de puntuación de afinidad, ΔG (energía potencial total en 
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kcal/mol), para clasificar las posibles conformaciones que el ligando puede adoptar dentro del sitio 

activo del receptor, definido como la suma de las energías electrostática y de van der Waals.  

En los últimos años se han desarrollado más de 60 programas diferentes tanto de uso comercial 

como académico, entre ellos se encuentran AutoDock, GOLF, FlexX, AutoDock Vina, entre muchos 

otros (Pagadal et al.,2017). 

 

2.8.2.1.1 AutoDock 

 

En un inicio, AutoDock fue desarrollado en una era en la que los recursos computacionales 

eran prohibitivamente caros y relativamente primitivos, sin embargo, este programa ha ido 

evolucionado con el paso de los años para ser más confiables y fáciles de usar. Un avance notable de 

AutoDock es el conjunto de scripts y programas de Python llamados MGLTools que facilitan y 

automatizan los flujos de trabajo necesarios en la realización de muchos cálculos de acoplamiento 

simultáneos. Para mejorar el uso de AutoDock, los investigadores han desarrollado interfaces gráficas 

de usuario (GUI) que automatizan la administración y el envío de trabajos para el cálculo de 

acoplamiento molecular (Jacob et al., 2012). AutoDock ha demostrado ser una herramienta eficaz 

capaz de predecir con rapidez y precisión las conformaciones ligando-receptor así como las energías 

de unión, además, ofrece ciertas ventajas como un protocolo de acoplamiento rígido o  flexible 

(receptor) e implementaciones eficientes del algoritmo genético Lamarckiano (LGA) para buscar la 

postura del ligando con la mayor afinidad de unión (Morris et al., 2009). 

Autodock es un programa frecuentemente usado para predecir las conformaciones que puede adoptar 

un sustrato (ligando) dentro del sitio activo de una enzima (receptor). Por ejemplo, Pérez-Escalante 

et al. (2020) evaluaron las interacciones moleculares de distintos sustratos fucosilados en complejo 

con la α-L-fucosidasa de Thermotoga maritima, así como el efecto del complejo enzima-sustrato en 

la actividad de transfucosilación de la misma. Asimismo, Klontz et al. (2020) determinaron la 

interacción de diferentes compuestos fucosilados en el sitio activo de la α-L-fucosidasa Lactobacillus 

casei. 

3. Corolario 

 

Debido a los beneficios que los OLH proporcionan a la salud de los infantes, hay un creciente 

interés en mejorar e innovar técnicas en la síntesis de estos azúcares, los cuales incluyen 

procedimientos enzimáticos, químicos o fermentativos. Dentro de los procedimientos enzimáticos se 

han obtenido resultados prometedores empleando la α-L-fucosidasa de T. maritima, la cual, es una 

glicosil hidrolasa que, de acuerdo a la clasificación CAZy pertenece a la familia GH29 y posee un 

mecanismo de acción que la hace capaz de llevar a cabo la síntesis de compuestos fucosilados. Debido 

a que Las reacciones de hidrólisis y de transglicosilación ocurren simultáneamente en el mismo sitio 

activo de las fucosidasas, existe el reto de obtener una producción elevada de oligosacáridos por lo 

cual es necesario realizarla en un medio de reacción con condiciones controladas entre las que 

destacan, el tipo y concentración de sustrato donador, así como la aw presente en el medio de reacción. 

Sumado a los procedimientos in vitro, se ha implementado técnicas in silico que permitan enriquecer 

y entener a nivel molecular los fenómenos biológicos que suceden durante la síntesis de OLH. Dentro 

de estas técnicas in silico, se encuentran las dinámicas moleculares. Estas permiten caracterizar los 

movimientos estructurales, de flexibilidad, mecanismo de las enzimas, además de ayudar a tener una 
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visión más clara de su relación estructura-función. Por otro lado, se encuentra la técnica de 

acoplamiento molecular, la cual busca la forma en que un ligando potencial se une a un blanco 

molecular, así como la afinidad de unión más probable, es decir, la que requiera una menor energía 

(por que la unión es más fuerte). Dada la importancia de estos OLH se ha buscado combinar las 

técnicas in vitro e in silico con la finalidad de implementar un procedimiento que permita obtener una 

alta productividad de este tipo de carbohidratos.   

  



 

 
22 

 

4. Objetivo general 
 

Estudiar el efecto del pH, temperatura y aw en la síntesis de oligosacáridos fucosilados empleando 

la α-L-fucosidasa de Thermotoga maritima en medios convencionales y no convencionales. 

 

4.1.  Objetivos particulares 

 

1. Evaluar el efecto del pH y la temperatura en la actividad hidrolítica y de transglicosilación 

de la α-L-fucosidasa de T. maritima. 

2. Evaluar el efecto de la aw en la síntesis de oligosacáridos fucosilados  

3. Establecer las condiciones de reacción óptimas (pH, temperatura y aw) para la síntesis de 

oligosacáridos fucosilados. 

4. Evaluar el efecto de la temperatura en la estructura secundaria de la α-L-fucosidasa y en la 

formación del complejo enzima-sustrato mediante estudios in silico.  

 

5. Hipótesis 
 

Al disminuir la actividad de agua del medio de reacción se favorecerá la actividad de 

transglicosilación sobre la actividad hidrolítica de la α-L-fucosidasa de Thermotoga maritima con lo 

cual aumentará el rendimiento de síntesis de oligosacáridos fucosilados. 
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6. Justificación 
 

Los OLH son carbohidratos complejos no conjugados que son altamente abundantes en la leche 

humana pero no en las fórmulas infantiles. Dentro de los OLH se encuentran los oligosacáridos 

fucosilados, los cuales presentan diversas propiedades benéficas como actividad prebiótica, anti-

infecciosa, modulador de la respuesta de las células epiteliales intestinales, inmunomodulador y 

además son una fuente importante de nutrientes para el desarrollo del cerebro. 

La síntesis química de oligosacáridos fucosilados requiere pasos de protección y desprotección 

selectiva de los grupos hidroxilo de los carbohidratos, así como la activación del carbono anomérico. 

En contraste, la síntesis enzimática puede proveer regio y estéreoselectividad en los productos sin 

ningún paso de protección o activación en la reacción. 

En la Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa se ha llevado a cabo la síntesis de 

oligosacáridos fucosilados catalizada por la α-L-fucosidasa de Thermotoga maritima en medio 

acuoso, empleando pNP-Fuc como sustrato donador (el cual es poco soluble en medio acuoso) y altas 

concentraciones de lactosa como sustrato aceptor. 

Con la finalidad de estimular la actividad de transfucosilación sobre la actividad hidrolítica de la 

α-L-fucosidasa es necesario disminuir la actividad de agua del medio de reacción, siendo una opción 

atrayente la adición de solventes orgánicos miscibles en agua. La justificación de este proyecto es 

encontrar las condiciones de reacción que permitan favorecer la actividad de transglicosilación sobre 

la hidrolítica de la α-L-fucosidasa de Thermotoga maritima para obtener la mayor producción de 

oligosacáridos fucosilados.  
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7. Plan general de trabajo 
 

Síntesis de oligosacáridos 
fucosilados empleando la α-L-

fucosidasa de T. maritima

Evaluar la actividad 
hidrolítica y de 

transglicosilación a 
diferentes pH

Evaluar la actividad 
hidrolítica y de 

transglicosilación a 
diferentes temperaturas

Evaluar la actividad 
enzimática a 
diferentes aw

Evaluar la estabilidad de la 
enzima a distintas aw

Determinar el efecto de la aw en 
la actividad hidrolítica y de 

transfucosilación 

Síntesis de oligosacáridos 
fucosilados en las mejores 
condiciones de reacción

Evaluar el efecto de la 
temperatura y en la estructura de 

la enzima mediante métodos in 
silico

Dinámica 
molecular 

Acoplamiento 
molecular
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8. Materiales y métodos  
 

8.1.            Efecto del pH en la actividad hidrolítica de la α-L-fucosidasa de T. maritima 

 

La actividad de la α-L-fucosidasa fue determinada en el intervalo de pH de 5-10 monitoreando la reacción 

cada 0.5, 1, 1.5, 2, 3 y 5 min. La reacción se llevó a cabo adicionando 50 µL de α-L-fucosidasa de T. maritima 

(0.065 U/mL; Megazyme, Irlanda) a 400 µL de pNP-Fuc (3.5 mM) en regulador de fosfatos (0.1 M). La 

reacción se incubó a 60 °C con agitación constante en una incubadora con agitación orbital (Combi SV-12 

Fine PCR, Korea). La reacción se detuvo adicionando 50 μL de NaOH (J.T. Baker) 1M. El pNP liberado se 

cuantificó en un espectrofotómetro (Shimadzu UV-1800, Japón) a 410 nm interpolando el valor en una curva 

estándar de pNP (Anexo 13.1).  Una unidad de α-L-fucosidasa se definió como la cantidad de enzima necesaria 

para liberar 1 µmol de pNP por minuto. 

 

8.2. Efecto del pH en la actividad de transglicosilación de la α-L-fucosidasa de T. 

maritima 

 

El efecto del pH en la síntesis de oligosacáridos fucosilados fue evaluada como se describió anteriormente 

para la actividad hidrolítica (Sección 7.1), con la diferencia de que se adicionó D-lactosa (438 mM) al medio 

de reacción. La reacción se incubó a 60 °C durante 60 min analizando el progreso de la reacción a 10, 20, 40 

y 60 min. La reacción se detuvo añadiendo 50 μl de NaOH (1 M). Los oligosacáridos fucosilados se 

cuantificaron como se describe en la sección “7.10. Cuantificación de oligosacáridos fucosilados” 

 

8.3.      Efecto de la temperatura sobre la actividad hidrolítica de la α-L-fucosidasa de T. 

maritima 

 

La actividad de la α-L-fucosidasa se determinó en un intervalo de temperatura de 60-95 °C. La reacción 

se realizó adicionando 50 µL de α-L-fucosidasa de T. maritima (0.065 U/mL) a 400 µL de pNP-Fuc (3.5 mM) 

en regulador de fosfatos (0.1 M a pH 8). La mezcla de reacción fue incubada por 15 min con agitación 

constante en un baño con recirculación. La reacción fue monitoreada cada minuto durante 15 min deteniendo 

la reacción mediante la adición de 50 µL de NaOH (1 M). El pNP liberado se cuantificó en un 

espectrofotómetro a 410 nm.  

Además, se determinó la energía de activación (Ea) de la rección de hidrólisis. Para ello se obtuvo el 

diagrama de Arrhenius graficando el logaritmo natural de la velocidad inicial (ordenada) contra el inverso de 

la temperatura (1/T). Finalmente, la Ea fue calculada empleando la ecuación de Arrhenius expresada en las 

ecuaciones 2 y 3: 

 

𝑙𝑛 𝑘 = 𝑙𝑛 𝐴 −
𝐸𝑎

𝑅𝑇
…….Ecuación 2 
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Donde: 

k= Constante de velocidad de la reacción. 

A= Factor pre-exponencial. 

Ea = Energía de activación de la reacción. 

R= Constante universal de los gases (1.987 kcal/mol.K). 

T=Temperatura. 

 

𝐸𝑎 = − 𝑚𝑅……….Ecuación 3 

Donde: 

m= pendiente.  

R= constante universal de los gases (1.987 kcal/mol K). 

  

8.4.         Efecto de la temperatura en la actividad de transglicosilación de la α-L-fucosidasa 

de T. marítima 

 

El efecto de la temperatura en la síntesis de oligosacáridos fucosilados se evalúo como se describió 

anteriormente para la actividad hidrolítica con la excepción de que se adicionó D-lactosa (438 mM) al medio 

de reacción. La reacción se incubó durante 60 minutos con agitación orbital constante y fue monitoreada a 10, 

20, 40 y 60 min deteniendo la reacción mediante la adición de 50 µL de NaOH (1 M). Los oligosacáridos 

fucosilados se cuantificaron como se describe en la sección “7.10. Cuantificación de oligosacáridos 

fucosilados” Además, la Ea de la reacción de transglicosilación fue calculada como se describió en la sección 

7.3. 

 

8.5.       Termo-estabilidad de la α-L-fucosidasa de T. maritima 

 

La estabilidad térmica de la α-L-fucosidasa se evalúo a 90 y 95 °C durante 120 min monitoreando la 

reacción cada 30 min. Para ello se incubaron viales con 100 μL de α-L-fucosidasa (0.0065 U/mL) en regulador 

de fosfatos (0.1 M pH 8). Para cada intervalo de tiempo, la reacción se detuvo colocando el vial en un baño 

de hielo durante 1 min, posteriormente se tomaron alícuotas 50 μL y se adicionaron a 450 μL de pNP-Fuc (3.5 

mM) para determinar la actividad hidrolítica de la enzima. La cantidad de pNP liberado fue directamente 

cuantificado en una celda espectrofotométrica a 60 °C durante 10 min a 410 nm. La actividad hidrolítica 

residual (AR) se determinó de acuerdo con la Ecuación 4. 
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𝐴𝑅 (%) =
𝐴𝐻𝑇

𝐴𝐻𝐶
𝑥100 … … . 𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝟒 

Donde:  

AHT: Actividad de la enzima térmicamente tratada.  

AHC: Actividad de la enzima sin tratamiento térmico (control). 

 

 

8.6.       Estimación de la aw en el sistema de reacción Agua:Solvente 

 

La estimación de la actividad de agua en el sistema de reacción Agua:Solvente se realizó siguiendo las 

metodologías propuestas por Bell et al. (1997) y García-Garibay et al. (2000). El primer paso para estimar la 

aw en función de la concentración de agua consistió en calcular los valores intermedios agua-solvente (Λws) y 

solvente-agua (Λsw) a partir de los coeficientes de Wilson. 

 

𝛬
𝑤𝑠=

𝑉𝑠
𝑉𝑤

𝑒𝑥𝑝 (
−(𝜆𝑤𝑠−𝜆𝑤𝑤)

𝑅𝑇
)
 …..Ecuación 5  𝛬

𝑠𝑤=
𝑉𝑤
𝑉𝑠

𝑒𝑥𝑝 (
−(𝜆𝑠𝑤−𝜆𝑠𝑠)

𝑅𝑇
)
…..Ecuación 6 

 

Donde: 

Vs= Volumen molar del solvente. 

Vw= Volumen molar del agua (18 mL/mol). 

λws- λww= Coeficiente de Wilson del agua (-1,175 J/mol). 
λsw- λss= Coeficiente de Wilson del solvente. 

R= Constante universal de los gases 8.314 J/mol K. 

T= Temperatura de reacción (K). 

 
 

A partir de los valores intermedios obtenidos en las ecuaciones anteriores y la fracción molar del solvente se 

calculó el coeficiente de actividad de agua (δw) de acuerdo con la siguiente ecuación: 
 

 

𝑙𝑛𝛿𝑤 = − ln(𝑋𝑤𝑠𝑋𝑠) + 𝑋𝑠(
𝛬𝑤𝑠

𝑋𝑤+𝛬𝑤𝑠𝑋𝑠
− 

𝛬𝑠𝑤

𝑋𝑠+𝛬𝑠𝑤𝑋𝑤
)…..Ecuación 7 

 

Donde:  
 

     Xw= Fracción molar del agua. 

Xs= Fracción molar del solvente.    
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Xs= 1- Xw …..Ecuación 8 

 

 

Finalmente, con el coeficiente de actividad de agua y la fracción molar del agua se estimó la aw. 

 

𝑎𝑤 = 𝛿𝑤 . 𝑋𝑤…..Ecuación 9 

 

 

 

8.7. Efecto de la aw en la estabilidad de la α-L-fucosidasa de T. maritima. 

 

La estabilidad de la α-L-fucosidasa de Thermotoga maritima en medio de reacción con acetona (aw 0.97) 

acetonitrilo (aw 0.96) o DMSO (aw 0.99) se evalúo durante 180 min (en intervalos de 30 min) a 60 °C. Para 

cada tiempo de muestreo se preparó un microtubo con 50 μL de α-L-fucosidasa (0.013 U/mL), 10 μL de 
solvente y 40 μL de regulador de fosfatos (0.1 M pH 8). Para cada intervalo de tiempo, la reacción se detuvo 

colocando el vial en un baño de hielo durante 1 min. La AR de la enzima se determinó mediante la adición de 

50 μL de la mezcla anterior a 450 μL de pNP-Fuc (3.5 mM. La cantidad de pNP liberado fue directamente 
monitoreado en una celda espectrofotométrica a 60 °C durante 10 min a 410 nm. La AR se calculó de acuerdo 

con la Ecuación 10.   

 

𝐴𝑅 (%) =
𝐴𝐻𝑆

𝐴𝐻𝐶
𝑥100 … … . 𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝟏𝟎 

Donde:  

AHS: Actividad de la enzima en presencia del solvente  

AHC: Actividad de la enzima en ausencia del solvente (control) 

 

 

8.8. Efecto de la aw en la actividad hidrolítica de α-L-fucosidasa de T. maritima. 

 

El efecto de la aw sobre la actividad hidrolítica de la α-L-fucosidasa se evalúo a pH 8 y 60 °C durante 10 

min, monitoreando la reacción cada 1 min. Para ello se prepararon viales que contenían 150 μL de pNP-Fuc 

(10.5 mM), 50 μL de α-L-fucosidasa de T. maritima (0.0065 U/ mL), distintos volúmenes de DMSO, acetona 

y acetonitrilo (10-50%, v/v) y regulador de fosfatos (0.1 M, pH 8) hasta alcanzar un volumen final de 450 μL 

(Tabla 5). La concentración final de pNP-Fuc en el medio fue 3.5 mM.  

Para cada intervalo de tiempo se enfrío el vial en un baño de hielo con la posterior adición de 50 μL NaOH 

(1 M). La actividad hidrolítica se determinó espectrofotométricamente mediante la liberación de pNP, la AR 

se calculó de acuerdo con la Ecuación 11.  
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𝐴𝑅 (%) =
𝐴𝐻𝑆

𝐴𝐻𝐶
𝑥100 … … . 𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 11  

Donde:  

AHS: Actividad hidrolítica de la enzima en presencia del solvente.  

AHC: Actividad hidrolítica de la enzima en ausencia del solvente. 

 

 

Tabla 5. Valores estimados de aw a diferentes concentraciones de solventes. 

Solvente (μL) Regulador (μL) aw Acetona aw Acetonitrilo aw DMSO 

50 400 0.97 0.96 0.99 

100 350 0.95 0.93 0.96 

150 300 0.93 0.91 0.91 

200 250 0.91 0.90 0.83 

250 200 0.90 0.88 0.74 

 

 

8.9. Efecto de la aw en la actividad de transglicosilación 

 

El efecto de la aw en la actividad de transglicosilación de la α-L-fucosidasa se determinó a 60 °C y pH 8 

durante 180 min, en presencia de acetona (aw 0.97), acetonitrilo (aw 0.96) y DMSO (aw 0.99). La mezcla de 

reacción consistió en 50 μL de α-L-fucosidasa de T. maritima (0.0065 U/mL), 50 μL del solvente 

correspondiente, 200 μL de regulador de fosfatos (0.1 M), 150 μL de pNP-Fuc (3.5 mM) y D-Lactosa (438 

mM). La concentración final de pNP en el medio fue 3.5 mM.  

El progreso de la reacción se monitoreo cada 30 min enfriando el vial en un baño de hielo durante un 

minuto previo a la adición de 50 μL de NaOH (1M). Los oligosacáridos fucosilados sintetizados fueron 

monitoreados mediante HPLC como se describe en la siguiente sección. El pNP liberado se midió 

espectrofotométricamente a 410 nm. La tasa de transglicosilación/hidrólisis (rT//H) se determinó como la 

relación de la concentración de oligosacáridos fucosilados sintetizados entre la concentración de pNP liberado.   

 

 

8.10. Cuantificación de oligosacáridos fucosilados mediante HPLC. 

 

La cuantificación de oligosacáridos fucosilados y fucosa liberada se realizó mediante HPLC (Lab 

Alliance, State Collegue, Estados Unidos) con una columna de exclusión iónica Rezex-RNO-Oligosacáridos 

Na+ (4%) (60 x 10 mm y tamaño de partícula de 12 μm) (Phenomenex; Amstelveen, Países Bajos) y 
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temperatura de horno de 75 °C. El equipo de HPLC está equipado con un detector de dispersión de luz SOFTA 

300S (Chrom Tech, Minnesota, USA) con flujo de nitrógeno a 62.5 psi, cámara de pulverización a 10 °C y un 

tubo de deriva a 45 °C.  Como fase móvil se usó agua destilada, desionizada y filtrada a un flujo de 0.3 mL/min. 

Para cuantificar los oligosacáridos fucosilados sintetizados se empleó el software Clarity interpolando el área 

obtenida en una curva estándar de rafinosa (Anexo 13.2).  

 

8.11. Análisis estadístico  

 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se reportan como la media ± desviación estándar. El 

análisis estadístico se realizó empleando el software IBM SPSS Statistic versión 25.0 para Windows (IBM, 

Nueva York, USA) mediante el análisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de Tuckey’s para 

comparar los pares de grupos. Un valor P de 0.05 fue considerando estadísticamente significante.  

 

8.12. Producción de las dinámicas moleculares 

 

       Para evaluar el efecto de la temperatura en la α-L-fucosidasa de T. maritima (PDB 2ZWY) se llevaron a 

cabo simulaciones de dinámica molecular (DM) a diferentes temperaturas: 60, 80, 90, 95 y 200 °C. Las 

simulaciones se realizaron en el cluster Yoltla perteneciente al Laboratorio de Supercómputo y visualización 

en Paralelo de la Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa. Se empleó el software NAMD 2.13 

(Phillips et al. 2020) y campo de fuerza CHARMM 36 (Huang & Mackerell, 2013). La enzima fue 

energéticamente minimizada y solvatada en una caja cúbica de moléculas de agua TIP3 con dimensiones de 

128 x 128 x 128 Å bajo condiciones a la frontera periódicas y manteniendo la proteína fijada. Este proceso 

permite que solo las moléculas de agua se ajusten a sus posiciones y orientaciones alrededor de la proteína en 

la caja en la manera más favorable.  Para neutralizar la carga total del sistema, se agregaron iones de Cl- y Na+ 

para alcanzar una concentración de 0.1 M. El protocolo de equilibración consistió en 15,000 pasos de 

minimización y 10,000 pasos de calentamiento donde la temperatura fue lentamente aumentada de 298.15 K 

hasta la temperatura deseada. Tanto en la equilibración como en todas las DM se empleó el termostato y 

baróstato de Langevin a una presión de 0.77 atm (presión atmosférica de la ciudad de México). Finalmente, 

el sistema fue sometido a la simulación con una corrida de 120 ns para cada una las temperaturas deseadas. 

Las DM consistieron en seis corridas de 106 pasos y con un paso de integración de 2 fs. Cada trayectoria fue 

salvada, donde 5,000 pasos corresponden a 10 ps.  

Las trayectorias de DM fueron analizadas empleando el software VMD 1.9.3 (Humphrey et al.  1996) y VMD-

SS plugin (Yahyavi et al., 2014). 

 

8.13. Procedimiento del acoplamiento molecular 
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Con la finalidad de evaluar si la temperatura tiene algún efecto en la forma en que los ligandos L-fucosa 

(PubChem 17106) y pNP-Fuc (PubChem 82473) interaccionan con la α-L-fucosidasa de T. maritima, se 

realizó el acoplamiento molecular de las estructuras cristalográficas de la enzima procedentes de la simulación 

de DM a diferentes temperaturas (60, 80, 90, 95 y 200 °C).  

Se generaron mapas de afinidad atómica centrados en el sitio activo de la enzima empleando el programa 

AutoGrid con un espaciamiento entre puntos de 0.375 Å y dimensiones de 46 x 74 x 60 puntos y centro de la 

caja con coordenadas 1.575, 26.938 y 30.195 en los ejes x, y, z respectivamente. El acoplamiento 

computacional se realizó en una computadora con procesador Intel Core Duo con 16 GB en RAM y 500 GB 

en disco duro empleando el programa AutoDock 4.2 (Morris et al. 2009). Se eligió el algoritmo genético de 

Lamarckian (LGA) como parámetro de búsqueda fijando un número de corrida de 250, tamaño de población 

de 150 y número máximo de evaluaciones (25,000,000).  Se evaluaron las diferentes interacciones enzima-

ligando tomando como criterio que el ligando que se situará dentro del sitio activo de la enzima, que 

interactuará con los aminoácidos reportados para la α-L-fucosidasa de T. maritima y que presentará la menor 

energía libre de unión se eligió para analizar el tipo de interacción empleando el programa BIOVIA Discovery 

Studio Visualizer (BIOVIA, Dassault Systemes, 2021). Autodock utiliza un algoritmo para el cálculo de la 

constante de disociación (Kd), por lo que, al calcular el inverso de este valor podemos obtener la constante de 

unión (Kb),  (Anexo 13.3). 

9. Resultados y análisis 
 

9.1. Efecto del pH en la actividad hidrolítica y de transglicosilación de α-L-fucosidasa de T. 

maritima 

 

Las fucosidasas muestran una actividad catalítica óptima a un pH específico, donde los residuos catalíticos 

de la enzima adquieren el estado de ionización más favorable para llevar acabo la reacción (Castillo et al., 

2006). En la Fig. 8 se muestra la actividad hidrolítica de la α-L-fucosidasa de T. maritima en función del pH, 

en ella se observa que en el intervalo de pH 7-9 se obtuvo la mayor actividad enzimática sin presentar 

diferencia significativa (p<0.05). Los resultados coinciden con lo reportado por Lezyk et al., (2016) quienes 

establecieron un pH óptimo de 7 así como un intervalo de actividad de pH 4-9 para la α-L-fucosidasa de T. 

maritima en condiciones de 30 °C y 1mM pNP-Fuc. En general las α-L-fucosidasas exhiben una actividad 

hidrolítica en un amplio intervalo de pH. Por ejemplo,  Berteau et al. (2004) determinaron un pH óptimo de 4 

para la α-L-fucosidasa de Pecten maximus, mientras que, Cobucci-Ponzano et al. (2005) reportaron un pH 

óptimo de 5 para la α-L-fucosidasa de Sulfolobus solfataricus. En un estudio realizado por Benešová et al. 

(2013) la α-L-fucosidasa recombinante de Paenibacillus thiaminolyticus clonada y expresada en E. coli  

mostró su máxima actividad a pH 8.2. 
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Fig.  8  Efecto del pH en la actividad hidrolítica y de transglicosilación de la α-L-fucosidasa de T.  maritima. La actividad hidrolítica 
se realizó a 60 °C empleando una solución 3.5 mM de pNP-Fuc y 0.0065 U/mL de α-L-fucosidasa. La actividad de transglicosilación 

se desarrolló de forma similar, pero empleando 438 mM D-lactosa. 

 

Asimismo, la Fig. 8 muestra la actividad de transglicosilación de la α-L-fucosidasa de T. maritima. La 

mayor actividad se encontró en el intervalo de pH de 7-10 (p<0.05), observándose que la actividad de 

transglicosilación (al igual que la actividad hidrolítica) aumenta con el pH, lo que se reflejó en un incremento 

en el rendimiento de síntesis de oligosacáridos fucosilados de 6.07% a 40.67% cuando el pH se modificó de 

5 a 8. Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado en otras glicosidasas provenientes de fuentes 

termofílicas. En un estudio realizado por Hansson et al. (2001) se demostró que la mejora en la producción de 

GOS está relacionada con el aumento de pH de 5 a 5.5, esto empleando una β-manosidasa de Pyrococcus 

furiosus como catalizador. Por otro lado, Ji et al. (2005) observaron un incremento en el rendimiento de GOS 

al modificar el pH de 5 a 6 en una reacción catalizada por la β-galactosidasa de T. maritima expresada en E. 

coli. De forma similar,  Wu et al. (2013) reportaron un aumento en la síntesis de GOS al modificar el pH de 4 

a 6 para una β-glicosidasa de Sulfolobus solfataricus, mientras que con dos β-glicosidasas expresadas en E. 

coli (F441Y y F359Q) se obtuvo una mejora en la síntesis de GOS cuando el pH incrementó de 4 a 6.5. 

Es notorio que la acticidad hidrolítica y de transglicosilación exhiben perfiles similares en pH 5-9, en 

cambio, a pH 10, la actividad hidrólitica disminuye mientras que la actividad de transglicosilación se mantiene 

sin cambios. Sulzenbacher et al. (2004) y Tarling et al. (2003) sugieren que los cambios de pH en el medio de 

reacción afectan el pKa de los aminoácidos involucrados en la catálisis, mientras que, Abdul Manas et al. 

(2018) concluyeron que la ionización de estos aminoácidos clave es un factor determinante que favorece las 
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interacciones ya sea con agua, resultando en una reacción de hidrólisis o con un azúcar aceptor resultando en 

una reacción de transglicosilación tal y como se observó en este trabajo.  

 

9.2. Efecto de la temperatura en la actividad hidrolítica y de transglicosilación de la α-L-

fucosidasa de T. maritima. 

 

Como se puede observar en la Fig. 9 el aumento en la temperatura de reacción mejoró la actividad 

hidrolítica de la enzima, obteniéndose la mayor actividad a 95 °C. Resultados similares han sido reportados 

para otras glicosidasas termo-resistentes. Por ejemplo, Costantino et al. (1990) reportaron que la α-glicosidasa 

de Pyrococcus furiosus despliega su máxima actividad en el intervalo de temperatura de 105-115 °C. Mientras 

que,  Turner et al. (2007) reportan una temperatura óptima de 90 °C para una β-glicosidasa recombinante de 

Thermotoga neapolitana. De forma similar, Gumerov et al. (2015) reportaron una temperatura óptima de 85°C 

para la β-galactosidasa de Acidolobus saccharovorans.  

 

Fig.  9 Efecto de la temperatura sobre la actividad hidrolítica y de transglicosilación de la α-L-fucosidasa de T. maritima. La 

actividad hidrolítica se determinó a diferentes temperaturas a pH 8, empleando una solución de pNP-Fuc (3.5 mM) y 0.0065 U/mL 
de T. maritima. La actividad de transglicosilación se desarrolló bajo las mismas condiciones, pero adicionando D-lactosa (438 mM). 
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Frecuentemente, las glicosidasas termoresistentes muestran una mejor productividad en la síntesis de 

oligosacáridos cuando la reaccción se realiza en altas temperauras, esto debido a una mejora en la cinética de 
la reacción y en la solubilidad de los sustratos (Liu et al. 2015). De forma semejante en este estudio, el aumento 

de la temperatura mejoró la actividad de transglicosilación de la α-L-fucosidasa  (Fig. 9). Cuando la reacción 

se realizó a 95 °C, el rendimiento en la síntesis fue tres veces mayor que a 60 °C (32.01 y 10.58% 

respectivamente), esto debido no sólo a lo mencionado anteriormente, también, al tratarse de una enzima 
proveniente de un microorganismo hipertermofilico, la actividad enzimática aumenta al trabajar en 

temperaturas elevadas. Resultados similares fueron obtenidos por Fourage et al.  (2000), quienes reportan un 

incremento en la síntesis de pNP-Fuc-Fuc 2.6 veces mayor al incrementar la temperatura de 37 a 75 °C (16 a 
42%, respectivamente) en una reacción catalizada por la β-glicosidasa de Thermus thermophilus. Mientras 

que, en una reacción catalizada por la β-galactosidasa de Aspergillus oryzae,  el incremento de temperatura de 

40 a 60 °C permitió obtener los máximos rendimientos de GOS y lactulosa (3.86 y 4.73 mmol/kg, 

respectivamente). Sin embargo, los autores sugieren que los resultados observados podrían estar relacionados 
con el efecto positivo de la temperatura en la actividad hidrolítica, por lo tanto, se puede asumir que la mejora 

en el rendimiento de síntesis de oligosacáridos fucosilados obtenida en este trabajo está asociada al aumento 

en la actividad hidrolítica por efecto de la temperatura (Vera et al., 2011). En el trabajo realizado por 
Warmerdam et al. (2013) se registró un incremento en el rendimiento de síntesis de GOS (5 a 15 g/L) debido 

al aumento de temperatura de 25 a 60 °C en una reacción catalizada por la β-galactosidasa de Bacillus 

circulans. Recientemente, Zeuner et al. (2016) reportaron un incremento de seis veces en los rendimientos de 
síntesis de N-acetillactosamina (0.9 a 5.4%) empleando la β-galactosidasa de Pyrococcus furiosus cuando la 

temperatura se modificó de 40 a 60 °C.  Debido a lo previamente mencionado, el uso de la α-L-fucosidasa de 

T. maritima es una alternativa tecnológicamente atractiva para la síntesis de oligosacáridos fucosilados.  

 
Adicionalmente, se calculó la Ea para la reacción de hidrólisis y de transglicosilación de la α-L-

fucosidasa, obteniéndose valores de 13.83 y 14.27 kcal/mol respectivamente (Fig. 10). Los valores obtenidos 

indican que la reacción de transglicosilación es termodinámicamente desfavorable por lo que la enzima debe 
sobrepasar una mayor barrera de energía para poder llevar a cabo la síntesis de oligosacáridos fucosilados en 

comparación con la energía requerida para catalizar reacciones de hidrólisis. Resultados similares han sido 

obtenidos por otros autores, por ejemplo, Pouwels et al. (2000) reportaron una Ea de 15.52 kcal/mol y de 16.96 
kcal/mol en la hidrólisis de para-nitrofenil-β-D-galactopiranósido para las β-glicosidasas de Pyrococcus 

furiosus y de Sulfolobus solfataricus, respectivamente. Por otro lado, Yang et al. (2018) determinaron una 

mayor Ea para la síntesis de galactotrisacáridos (7.45 kcal/mol) en comparación con la necesaria en la hidrólisis 

de lactosa (6.4 kcal/mol) en una reacción catalizada por la β-glucosidasa de Thermotoga naptohphila. Cuando 
el sustrato se une al sitio activo de la enzima, los residuos del sitio activo de esta pueden formar interacciones 

con los átomos de las moléculas del sustrato, lo cual disminuye la Ea (Marana et al., 2002). Las diferencias 

entre los valores obtenidos para la actividad hidrolítica y de transglicosilación podría deberse al efecto de los 
diferentes susbtratos aceptores (agua y lactosa, respectivamente) en el sitio activo de la enzima.  
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Fig.  10 Gráfico de Arrhenius del Ln(Vo) en función de 1/T de la actividad hidrolítica y de transglicosilación de la α-L-fucosidasa de 
T. maritima. Las barras de error representan la desviación estándar. 

 

Es notorio que los gráficos de Arrhenius obtenidos en este trabajo (Fig. 10) no presentan una tendencia 

lineal. Vieille & Zeikus (2001) reportaron que las enzimas hipertermofílicas son una excepción importante al 
comportamiento lineal típico de Arrhenius. Además, debido al incrementeo de temperatura, este tipo de 

enzimas sufren cambios catalíticos estructurales los cuales estan frecuentementente correlacionados con 

alteraciones conformacionales que se reflejan en su funcionamiento (Hensel et al., 1987; Londesborough, 
1980). Asimismo, es importante resaltar que el uso de sustratos donadores activados como el empleado en 

este trabajo  (pNP-Fuc) contribuyen a disminuir la energía de activación durante la reacción de 

transglicosilación debido a la energía liberada durante la hidrólisis del enlace glicosídico (Escamilla-Lozano 

et al., 2019), por lo tanto, es posible que el uso de sustratos donadores no activados conduzca a la obtención 
de Ea elevadas. 

 

  
 

9.3.  Termo-estabilidad de la α-L-fucosidasa de T. maritima 

 

La α-L-fucosidasa muestra una mayor actividad enzimática a 90 y 95 °C (sección 8.1), por lo tanto, se 

determinó su estabilidad térmica incubando la enzima a dichas temperaturas. En la Fig. 11 se observa que, a 

90 °C en los primeros 20 min la actividad hidrolítica disminuye a 69±5.1% sin presentar diferencia 

significativa a partir de este punto y hasta los 120 min. A 95 °C la actividad disminuyó pronunciadamente a 
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lo largo del tiempo, conservando el 18.89± 3.3% después de 120 min de incubación sin presentar diferencia 

significativa con 90 min (p<0.05). Zeuner et al. (2018a) evaluaron la estabilidad de la α-L-fucosidasa de T. 

maritima a pH 5 en el intervalo de temperatura de 40 a 95 °C. Los autores reportan que la actividad de la 

enzima permanece estable a 60 °C en periodos de incubación hasta de 60 min, por el contrario, a 90 y 95 °C 

la fucosidasa presenta una vida media de 15 y 4.4 min, respectivamente, lo cual es significativamente menor 

a lo reportado en este trabajo, las diferencias podrían deberse a las  condiciones de reacción tales como: 

concentración de enzima y sustrato, así como  pH, ya que la α-L-fucosidasa de T. maritima demostró tener 

una mayor actividad cuando se encuentra en pH alcalino.   No obstante, en otro estudio, la β-glucosidasa 

recombinante de T. maritima expresada en E. coli, desplegó una vida media de 71 y 9.2 h a 90 y 100 °C, 

respectivamente (Mehmood et al. 2014). 

 

 
Fig.  11 Efecto de la temperatura en la termo-estabilidad de α-L-fucosidasa de T. maritima a 90 y 95 ° C. 
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9.4.  Síntesis de oligosacáridos fucosilados 

 

La síntesis de oligosacáridos fucosilados se llevó a cabo empleando pNP-Fuc como sustrato donador y D-

lactosa como sustrato aceptor. En la Fig. 12a se muestra el cromatograma de HPLC de los productos de 

transglicosilación. El tiempo de retención obtenido para el oligosacárido fucosilado fue de 7.7 min, el cual 

coincide con el tiempo de retención presentado por el estándar 2´-FL (Fig. 12b). Adicionalmente, la Figura 

12a revela la presencia de fucosa y el oligosacárido fucosilado, los cuales son indicativos de que la enzima 

cataliza tanto la reacción de hidrólisis del sustrato donador como de síntesis de oligosacáridos.  

 

Fig.  12 Cromatograma obtenido mediante HPLC de a) Reacción de transfucosilación y b) Estándar de 2’-FL. La reacción de 
transfucosilación se realizó a 90 °C y pH 8 empleando 0.0065 U/mL de α-L-fucosidasa de T. maritima, pNP-Fuc (3.5 mM) como 

sustrato donador y D-lactosa (438 mM) como sustrato aceptor. 

Dado que la α-L-fucosidasa exhibe su mayor actividad a pH 8, así como estabilidad entre 90 y 95 °C, estas 

condiciones fueron seleccionadas para realizar la síntesis de oligosacáridos fucosilados (Fig. 13). En la Fig. 

13a que corresponde a la reacción catalizada a 90 °C, se observa que la máxima concentración de 

oligosacáridos fucosilados fue 0.76 mM y que el sustrato donador se terminó a los 120 min de la reacción. En 

la Figura 13b se muestra la reacción catalizada a 95 °C, bajo estas condiciones la mayor concentración de 

oligosacáridos fucosilados (1.18 mM) se obtuvo a los 20 min. Sin embargo, posteriormente la concentración 

de oligosacáridos fucosilados disminuyó, este fenómeno tendría dos explicaciones: la primera sería que debido 

a que el producto sintetizado puede ser un sustrato para la enzima, posiblemente este siendo hidrolizado; por 

otro lado, con base a lo reportado Cruz-Guerrero et al. (2006), la segunda explicación es que el trisacárido 

sintetizado podría estar siendo usado como precursor para la formación de fucooligosacáridos de cadenas más 

largas. Sin embargo, esta hipótesis necesita ser comprobada, por ejemplo, se podría recurrir a la técnica de 
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espectrometría de masas (MALDI-TOF) para identificar todos los posibles compuestos sintetizados durante 

la reacción de transfucosilación.    

Lezyk et al. (2016) reportaron la síntesis de 2’-FL con una productividad de 0.23 mM/h empleando la α-

L-fucosidasa de T. maritima (0.51 µg/mL), 20 mM pNP-Fuc y 25 mM D-lactosa a 30 °C, mientras que, en un 

estudio realizado por Guzmán-Rodríguez et al. (2018a) se reportó una productividad de 0.29 mM/h en  la 

síntesis de fucosil-lactosa en una reacción catalizada a pH 5 y 60 °C por la α-L-fucosidasa de T. maritima 

(0.13 µg/mL) empleando 3.5 mM pNP-Fuc y 584 mM D-lactosa. Comparando con los datos previamente 

reportados, en este trabajo se alcanzó la mayor productividad (3.57 mM/h) a 95 °C y pH 8, lo cual es mayor a 

lo reportado por los autores previamente mencionados, empleando una concentración menor de enzima (0.013 

µg/mL). Al haber empleado la misma enzima, substrato donador y aceptor que el autor previamente 

mencionado, el oligosacárido fucosilado posiblemente corresponde a 2’-FL. Es notorio que la productividad 

de oligosacáridos fucosilados fue mayor a lo reportado por los autores mencionados anteriormente, esto debido 

al trabajar en condiciones óptimas de reacción de pH y temperatura. Al modificar el pH a 8, los aminoácidos 

catalíticos de la enzima adquirieron un estado de ionización en el que se favoreció la interacción de estos con 

la lactosa, favoreciéndose la reacción de transglicosilación. Mientras que al trabajar a una temperatura elevada 

95 °C (posiblemente la óptima o cercana a la óptima de la α-L-fucosidasa de T. maritima), la enzima exhiba 

una mayor actividad catalítica, además existe un al aumento en la cinética de la reacción, al aumento en la 

solubilidad del sustrato donador. 
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Fig.  13 Cinética de síntesis de oligosacáridos fucosilados catalizada por la α-L-fucosidasa de T. maritima. La reacción fue realizada 
a 90 (a) y 95 °C (b) a pH 8 empleando pNP-Fuc (3.5 mM) como substrato donador, D-Lactosa (438 mM) como substrato aceptor y 

0.0065 U/mL de α-L-fucosidasa de T. maritima.   
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9.5. Estimación de la actividad de agua en el sistema de reacción agua:solvente 

 

Debido a que la distribución de agua en el medio de reacción mantiene un balance entre los componentes del 

sistema, el parámetro termodinámico aw es la mejor variable para determinar la disponibilidad de agua en los 

sistemas agua:solvente. La Fig. 14 se obtuvo de acuerdo al modelo propuesto por Bell et al. (1997) y García-

Garibay et al. (2000). En ella se observa que a medida que la fracción molar de agua disminuye, la aw también 

presenta el mismo comportamiento. Sin embargo, ocurre de forma distinta en cada uno de los solventes 

ensayados. Mientras que acetona y acetonitrilo muestran perfiles similares, con DMSO la aw disminuye 

pronunciadamente conforme la fracción molar del agua lo hace. . La validez de las isotermas obtenidas fue 

corroborada ya que estas siguen el mismo patrón que las reportadas por Bell et al. (1997) y Cruz-Guerrero et 

al. (2006). 

 

 

Fig.  14 Estimación de la actividad de agua (aw) en función de la fracción molar del agua para acetona, acetonitrilo y DMSO a 60 °C. 

 

9.6. Estabilidad de la α-L-fucosidasa de T. maritima a distintas aw 

 

La adición de solventes en el medio de reacción representa una opción para disminuir la aw, aumentar la 

solubilidad del sustrato donador y con ello incrementar el rendimiento en la síntesis de oligosacáridos 

fucosilados, en consecuencia, la estabilidad de la α-L-fucosidasa en medio orgánico es un parámetro de estudio 
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importante.  La actividad hidrolítica residual de la enzima fue examinada en acetona (aw 0.97), acetonitrilo (aw 

0.96) y DMSO (aw 0.99) (Fig. 15). En ella no se observa diferencia significativa (p<0.05) en cuanto al efecto 

que tienen los solventes ensayados sobre la actividad enzimática, con la α-L-fucosidasa manteniendo alrededor 

del 76% de su actividad después de 180 min de incubación en comparación con el experimento control.  

 

Fig.  15 Actividad hidrolítica residual de la α-L-fucosidasa de T. maritima, control acetona, acetonitrilo y DMSO. La reacción fue 
realizada incubando 0.013 U/mL de α-L-fucosidasa en acetona (aw 0.97), acetonitrilo (aw 0.96) y DMSO (aw 0.99) durante 180 min a 

60 °C. 

 

Pyeon et al. (2019) reportaron que la β-glicosidasa recombinante de Microbulbifer thermotolerans 

conservó el 93, 79 y 29% de su actividad tras 1 h de incubación en acetona, (aw 0.97), DMSO (aw 0.98) y 

acetonitrilo (aw 0.96), respectivamente. Por el contrario, en un estudio previo (Lee et al., 2018) los autores 

informaron que la quitinasa recombinante MtCh509 de Microbulbifer thermotolerans exhibió más del 100% 

de su actividad en un medio con DMSO como cosolvente en aw 0.99 y 0.96. No obstante, en presencia de 

acetonitrilo la actividad de la enzima disminuyó considerablemente. Las enzimas termofílicas (como la α-L-

fucosidasa de T. maritima) frecuentemente presentan estructuras rígidas, lo cual es un requisito para que 

presenten una alta termo-estabilidad. Esta característica está directamente relacionada con su resistencia a 

solventes orgánicos, lo que explicaría por qué, la α-L-fucosidasa fue capaz de conservar parte de su actividad 

en presencia de los tres solventes en periodos prolongados de tiempo.  
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9.7. Efecto de la aw sobre la actividad hidrolítica de la α-L-fucosidasa de T. maritima 

 

Cuando se trabaja en medios con solventes orgánicos, es frecuente que se relacione la actividad enzimática 

con factores como: la capacidad de desnaturalización del solvente, momento dipolar, por su capacidad para 

formar puentes de hidrógeno y de retirar el agua de la superficie de la enzima. No obstante, el impacto del 

disolvente en la actividad enzimática, en realidad está relacionado con el coeficiente de partición del solvente 

(Log P), constante dieléctrica u otra medida de su polaridad  (Bankova et al., 2006). 

En la Fig. 16 se reporta el efecto que tienen los diferentes solventes sobre la actividad hidrolítica de la α-

L-fucosidasa de T. maritima, en ella se observa que la actividad residual de la α-L-fucosidasa excedió el 100% 

en presencia de acetona (aw 0.97, 0.95, 0.93) y acetonitrilo (aw 0.96, 0.93, 0.91) con respecto al ensayo control, 

sin embargo, a valores de aw menores a 0.91 la actividad enzimática disminuyó. En presencia de DMSO con 

una aw 0.99, la actividad enzimática de la α-L-fucosidasa no presentó diferencia significativa (p>0.05) respecto 

al ensayo control, no obstante, aw menores tienen un efecto negativo en su actividad. Estudios similares han 

sido realizados por otros autores, Mallek-Fakhfakh & Belghith (2016) reportaron que la β-glicosidasa de 

Talaromyces thermophilus no mostró cambios en su actividad en presencia de DMSO a una aw 0.97, sin 

embargo, la disminución de aw a 0.91 provocó la desactivación de la enzima. Por otro lado, Jiang et al. (2004) 

demostraron que en un medio con DMSO (aw 0.96) la actividad enzimática de la xilanasa B de T. maritima no 

sufrió cambios negativos. En comparación con los resultados reportados por los autores previamente 

mencionados, la α-L-fucosidasa de T. maritima empleada en este trabajo no sólo conservó una mayor actividad 

hidrolítica a bajas aw,  además presentó una actividad hidrolítica mayor al 100% a determinadas aw en presencia 

de acetona y acetonitrilo, lo cual es una característica atractiva para el uso de esta enzima en procesos 

industriales que requiera la hidrólisis de sustratos.    
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Fig.  16 Efecto de la aw en la actividad hidrolítica de la α-L-fucosidasa de T. maritima. La reacción fue realizada a 60 °C empleando 
distintas concentraciones de acetona, acetonitrilo y DMSO como solventes, así como 3.5 mM de pNP-Fuc y 0.0065 U/mL de α-L-

fucosidasa. 

 

9.8. Efecto de la aw en la síntesis de fucooligosacáridos 

 

Dado que el rendimiento en la síntesis de oligosacáridos se ve influenciado por la presencia de moléculas 

de agua, ya que estás desplazan el equilibrio de la reacción hacia hidrólisis, así como son responsables de las 

indeseables reacciones de hidrólisis secundaria. Diversos autores han propuesto que al disminuir la aw en el 

medio de reacción adicionando solventes orgánicos es posible aumentar la reacción de transglucosilación 

sobre de hidrólisis al favorecer la transferencia del residuo fucosil a un sustrato donador y con ello incrementar 

el rendimiento en la síntesis de oligosacáridos (Bankova et al., 2006; Gosling et al., 2011; Zeuner et al., 2014).  

Basado en los resultados previos obtenidos en este trabajo en donde la α-L-fucosidasa de T. maritima 

presentó una alta estabilidad y actividad en los medios de reacción con acetona (aw 0.97), acetonitrilo (aw 0.96) 

y DMSO (aw 0.99), estos cosolventes fueron seleccionados para realizar la síntesis enzimática de 

oligosacáridos fucosilados. En la Fig. 17a se muestra el efecto de los solventes en la actividad hidrolítica de 

la enzima. Se observa que a los 30 min la hidrólisis del sustrato donador es mayor en medio con acetonitrilo 

en comparación con acetona y DMSO. Sin embargo, conforme transcurre el tiempo de reacción, la actividad 

hidrolítica es mayor en medio con acetona en comparación con los demás solventes. Mientras que acetonitrilo 

y DMSO muestran perfiles similares a partir de los 120 min y hasta los 180 min de reacción. Además, en la 

Fig. 17b se observa que, la mayor concentración de oligosacáridos fucosilados se obtuvo en el orden de 

DMSO>acetona>acetonitrilo (0.85>0.51>0.46 mM). Resultados similares fueron reportados por, Trincone, et 

al. (2005) quienes determinaron un incremento en la síntesis de di- y trisacáridos β-D-glucopiranósidos en una 
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reacción catalizada por una β-glicosidasa de Sulfolobus solfataricus (Ss- β-glyE387G) en un medio con 

acetonitrilo. Por otro lado, en un estudio realizado por Cruz-Guerrero et al. (2006) se demostró que en un 

medio con acetona (aw 0.47) se obtuvo la mayor tasa de síntesis de GOS (0.051 μmol/mL). Mientras que en 

una reacción catalizada por α-L-fucosidasa de hígado porcino en medio con DMSO fue necesario extender el 

tiempo de reacción para alcanzar la misma concentración de fucopiranósidos (9%) que en el medio 

convencional (Svensson & Thiem, 1990). 
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Fig.  17 Efecto de los solventes en a) Síntesis de oligosacáridos fucosilados y b) Tasa rS/H catalizada por la α-L-fucosidasa de T. 
maritima. La reacción fue realizada a 60 °C durante 180 min en medio con acetona (aw 0.97), acetonitrilo (aw 0.96) y DMSO (aw 
0.99), empleando pNP-Fuc (3.5 mM) como sustrato donador, D-lactosa (438 mM) como sustrato aceptor y 0.0065 U/mL de α-L-

fucosidasa. Las barras de error representan la desviación estándar. 
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En este trabajo, también se evaluó el efecto en la tasa síntesis/hidrólisis (rS/H) por efecto de la variación de 

aw debido a la adición de solventes. Como se puede observar en la Fig. 17c en presencia de acetona la α-L-

fucosidasa muestra una mayor actividad de transglicosilación en comparación con la actividad hidrolítica 

(correspondiendo a un valor de rS/H> 1), alcanzado la mayor tasa rS/H (1.43) en 30 min. Mientras que en medio 

con DMSO, la mayor rS/H (1.2) se alcanzó en 120 min. Comparando los tres solventes ensayados en este 

trabajo, el medio con acetonitrilo presentó un rS/H menor a 1, lo que indica que la actividad hidrolítica prevalece 

sobre la de transglicosilación.  Además, al comparar con el ensayo control (rS/H 0.39), con la adición de 

solventes como acetona y DMSO se favoreció el proceso cinético de la reacción hacia la actividad de 

transglicosilación. Resultados similares fueron reportados por Li et al. (1999) quienes observaron una 

disminución en la actividad de transglicosilación en una reacción catalizada por una colección comercial de 

glicosidasas termofílicas (CLONEZYME) en un medio de reacción con acetonitrilo (aw 0.88). Por el contrario, 

Baek et al. (2003) reportaron un mayor rendimiento en los productos de transglicosilación en medio con 

acetona, para una reacción catalizada por la amilasa maltogénica de una cepa de Thermus. De forma semejante, 

Li et al. (2004) observaron un incremento de daidzeina en un 14% en un medio con DMSO (aw 0.94) en una 

reacción catalizada por una maltosil transferasa de T. maritima expresada en E. coli. 

 

9.9. Estudio del efecto de la temperatura en la estructura de la α-L-fucosidasa de T. maritima 

mediante dinámica molecular 

 

9.9.1. Raíz de la desviación estándar cuadrática (RMSD) 

 

La Raíz de la desviación estándar cuadrática (RMSD(Å)) es un parámetro empleado en el análisis de las 

trayectorias de dinámicas moleculares (DM) para establecer periodos de equilibrio, calidad de las simulaciones 

biomoleculares y agrupar conformaciones similares. Además permite comparar entre las proteínas en su 

estructura nativa totalmente plegada y su correspondiente estructura parcial o totalmente desplegada (Sargsyan 

et al., 2017). 

Con el fin de entender el efecto que ejerce la temperatura en la estructura de la α-L-fucosidasa de T. 

maritima se realizaron simulaciones de DM empleando como referencia la estructura equilibrada al inicio de 

la simulación para cada temperatura y comparando con la estructura sometida a DM a los diferentes tiempos 

de la simulación. Las temperaturas ensayadas fueron:  60, 80, 90 y 95 °C (esta última determinada en este 

trabajo como la temperatura a la que se presenta la mayor actividad catalítica). Además, con la finalidad de 

validar la capacidad del sistema de reproducir las condiciones experimentales, se realizó una simulación a 200 

°C; a dicha temperatura la enzima debería presentar un estado desplegado lo que indicaría que se encuentra 

desnaturalizada, ya que de acuerdo con lo reportado por Zeuner et al. (2018), la α-L-fucosidasa de T. maritima 

presenta una vida media de 4.4 minutos a 95 °C. En la Fig. 18 y el Anexo 12.4 se muestran los valores de 

RMSD obtenidos a lo largo de la DM para las diferentes temperaturas de simulación, observándose un 

incremento en los valores de RMSD con la temperatura.  
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Fig.  18 RMSD de la estructura cristalográfica de la α-L-fucosidasa de T. maritima a diferentes temperaturas. 

 

 

Dado que los valores de RMSD se mantienen estables en los últimos 20 ns de la DM (indicando el 

equilibrio en la simulación), se eligió este periodo para calcular el promedio de RMSD (RMSDprom) y con ello 

analizar el efecto de la temperatura en la estructura de la enzima. En la Tabla 6 se observa que los valores de 

RMSDprom no mostraron diferencia significativa para el intervalo de 60-90 °C, sin embargo, a 95 °C si existe 

una diferencia significativa, lo que podría sugerir que a esta temperatura se presentan cambios 

conformacionales importantes en la enzima. Asimismo, a 200 °C se observa un incremento drástico en los 

valores de RMSDprom, lo que indica que la enzima tiende a desplegarse cuando se encuentra a altas 

temperaturas, provocando la subsecuente pérdida de su estructura nativa, por lo que la enzima probablemente 

se desnaturalizó por efecto de la temperatura. 

Tabla 6. Promedio de RMSD (RMSDprom) de la α-L-fucosidasa de T. maritima a diferentes temperaturas 

Temperatura (°C) RMSDprom (Å) 

60 2.06 ± 0.19 

80 2.13 ± 0.2 

90 2.21 ± 0.27 

95 2.97 ± 0.25 

200 9.6 ± 0.44 
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Resultados similares han sido reportados para otras enzimas termófilas e hipertermófilas. Por ejemplo, la 

proteína hipertermofílica ribosomal L30e de Thermococcus celer no mostró cambios en los valores de RMSD 

entre las simulaciones a 27 y 77 °C (2.36 ± 0.18 y 2.26 ± 0.22 Å), indicando que la estructura nativa de la 

proteína se mantiene en ambas temperaturas y a lo largo de la simulación (Lee, 2012). Por su parte, Lian et al. 

(2016) reportaron incrementos en los valores de RMSD con la temperatura (27, 127 y 227 °C) para una 

celulasa de Thermotoga maritima (TmCel112A), obteniendo un valor de RMSD ~8 Å, así como cambios 

conformacionales importantes en su estructura secundaria en la simulación realizada a 227 °C. Mientras que 

la β-glucosidasa de Halothermothrix orenii mostró cambios en su estructura durante los últimos 20 ns de la 

simulación a 102 °C (RMSD >6 Å), lo que sugiere la desnaturalización de la enzima, por el contrario, a 27 y 

62 °C no se registraron cambios significativos al obtenerse valores de RMSD  ̴1.5 Å en ambas temperaturas 

(Konar et al., 2019). Al comparar estos resultados con los obtenidos para la α-L-fucosidasa de T. maritima, 

esta última presentó menos variaciones en los valores de RMSD a temperaturas más elevadas que las 

reportadas por los autores antes mencionados, probablemente debido a su mayor termoestabilidad en 

temperaturas más elevadas (Zeuner et al., 2018). 

 

9.9.2. Raíz de la fluctuación estándar cuadrática (RMSF) 

 

La Raíz de la fluctuación estándar cuadrática (RMSF) es un descriptor de la flexibilidad de la proteína y 

mide la amplitud de los movimientos de los átomos durante la DM, siendo calculado en este trabajo a partir 

de la columna de carbonos α (Cα) de la proteína. 

En la Fig. 19 y el Anexo 12.5 se muestran los valores de RMSF de los aminoácidos de la α-L-fucosidasa 

de T. maritima al final de la simulación para las diferentes temperaturas. En ella se aprecia que los valores de 

RMSF incrementan con la temperatura obteniéndose valores del promedio de (RMSFprom)de 3.52, 4.26, 4.58, 

4.82 y 7.24 Å (a 60, 80, 90, 95 y 200 °C respectivamente). Resultados similares han sido reportados por otros 

autores, por ejemplo, Jana et al. (2020) reportaron un aumento en el RMSFprom para una hidrolasa de Thermus 

thermophilus con valores de 1, 1.2 y 1.6 Å a 27, 77 y 127 °C, respectivamente, no obstante, en la proteína de 

choque-frío de Bacillus caldolyticus, el RMSFprom aumentó en el intervalo de temperatura de 27-77 °C (con 

valores de 0.8, 1.0 Å, respectivamente) sin presentar diferencia significativa en el intervalo de 77-127 °C (al 

presentarse valores de1.0 y 1.0 Å, respectivamente). Al comparar los resultados de este trabajo con los 

reportados por los autores antes mencionados, la α-L-fucosidasa de T. marítima presenta valores de RMSFprom 

más elevados, probablemente debido a su termoestabilidad y temperatura óptima más alta que las enzimas 

anteriormente mencionadas, lo que se refleja en una mayor flexibilidad, mientras que a temperaturas bajas 

presenta una estructura más rígida, lo cual es consistente con el hecho de que las enzimas hipertermófilas, 

presentan baja o nula actividad a temperatura ambiente (Basu & Sen, 2013; Jana et al., 2020). 
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Fig.  19 RMSF (3,500 frames) de la estructura cristalográfica de la α-L-fucosidasa de T. maritima a diferentes temperaturas. El 

rectángulo negro punteado señala las regiones de aminoácidos con mayores fluctuaciones en los valores de RMSF. 

De acuerdo con la Fig. 19 se observan dos regiones de aminoácidos en las que se presentan las mayores 

fluctuaciones, con valores de RMSF en el intervalo de 3.2-8.3 Å para la región de aminoácidos 38-66 y valores 

de RMSF de 2.8 a 8.9 Å en la región 170-202. Al realizar el análisis de la estructura 3D de la α-L-fucosidasa 

de T. maritima se encontró que estos residuos se localizan en regiones de loops expuestos a la superficie. Para 

que la enzima pueda adaptarse a las condiciones térmicas establecidas, los loops tienden a tener una mayor 

fluctuación, esto debido a que al entrar en contacto con las moléculas de agua se propician interacciones 

intermoleculares de los segmentos flexibles (Basu & Sen, 2013; Jana et al., 2020). Resultados similares fueron 

reportados por Mohamadnezhadi et al. (2019) en el que la adenilato quinasa termófila de Bacillus 

stearothermophilus exhibió dos regiones de aminoácidos expuestas a la superficie, las cuales mostraron altas 

fluctuaciones en los valores de RMSF, así como un aumento en la flexibilidad de los aminoácidos en la 

simulación de la DM a 55 °C (temperatura óptima de la enzima) indicando que a dicha temperatura se presenta 

la flexibilidad óptima de la enzima y se propician interacciones que la estabilizan. Con base en este argumento 

y con los resultados previamente obtenidos se podría afirmar que, a 95 °C, la α-L-fucosidasa de T. maritima 

presenta una flexibilidad óptima y una estructura estable que le permite desplegar su máxima actividad 

hidrolítica y de transglicosilación. 

Debido a que los cambios estructurales alrededor del sitio catalítico juegan un rol importante en la 

regulación de la actividad enzimática, se realizó un acercamiento en la región de aminoácidos 30-300, la cual 

comprende los aminoácidos pertenecientes al sitio activo (32, 34, 64, 66, 67, 128, 129, 171, 222, 224, 254, 

266, 290). En la Fig. 20a se observa que en la DM a 60, 80, 90 y 95 °C, los valores de RMSF incrementan en 
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la región que comprende los residuos 170-198 (cuadro negro punteado) presentando un valor máximo de 8.9 

Å a 95 °C, en esta región se encuentra el aminoácido catalítico Tyr171, el cual pertenece a la bolsa hidrofóbica 

que encierra el C-6 exo-cíclico del grupo metilo de la fucosa, por lo que podría influir en la actividad catalítica 

de la enzima (Sulzenbacher et al., 2004). Resultados similares fueron obtenidos para una celulasa de 

Tricoderma ressei, la cual presentó incrementos en los valores de RMSF en la región de  los loops que albergan 

el sitio activo cuando la temperatura de simulación varió de 27 a 77 °C, indicando que estas regiones se 

vuelven más flexibles a medida que se incrementa la temperatura debido a la sensibilidad térmica de estos 

residuos (Jiang et al., 2017). Por otra parte, la β-glucosidasa de Halothermothrix orenii mostró un incremento 

en los valores de RMSF en la región que comprende el sitio catalítico en el intervalo de temperatura de 27-

177 °C (Konar et al., 2019) 

 

 
Fig.  20 RMSF (3500 frames) de los residuos del sitio catalítico de la α-L-fucosidasa de T. maritima a diferentes temperaturas. El 

rectángulo negro punteado señala las regiones de aminoácidos con mayores fluctuaciones en los valores de RMSF. 

 
 

Es notorio que el aumento en la temperatura originó un incremento en la flexibilidad de la estructura 

secundaria de la fucosidasa, este fenómeno permite que la enzima realice los movimientos estructurales 

necesarios para la catálisis. Sin embargo, es importante trabajar en el intervalo de temperatura en el que la 

proteína es estable; al aumentar demasiado la temperatura, se debilitan las interacciones que estabilizan la 

enzima, en cambio, si la temperatura es muy baja su flexibilidad disminuye y se reduce su actividad (Fields et 

al., 2015). En este trabajo se documentó el incremento en la actividad hidrolítica y de transfucosilación de la 

α-L-fucosidasa de T. marítima con la temperatura, este fenómeno estaría relacionado con el aumento en la 

flexibilidad de los aminoácidos. 
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9.9.3. Estructura secundaria  

 

En la Fig. 21 se muestra la comparación final de la simulación de la estructura de la columna del Cα 

tomando como referencia la conformación de la enzima a 60 °C y comparando con la estructura a 80, 90, 95 

y 200 °C. En esta figura se observan desplazamientos en las estructuras entre las diferentes temperaturas. 

También se destacan los cambios en la estructura secundaria en torno a la región del sitio activo (círculo 

negro), donde se aprecia que el incremento de temperatura ocasionó la transición de α-hélices hacia 

conformaciones en desorden, esta modificación en la estructura secundaria explicaría los cambios en la 

actividad catalítica de la enzima al aumentar la temperatura, que además es lógica si consideramos que los 

puentes de hidrógeno son los que suelen mantener las estructuras helicoidales pero, al mismo tiempo son 

interacciones lábiles a la temperatura. Resultados similares fueron reportados por Kony et al. (2007) quienes 

establecieron que el incremento de temperatura en las simulaciones de DM se caracterizan por la pérdida 

progresiva del contenido de la estructura secundaria y terciaria de las enzimas.  

 

 

Fig.  21 Alineamiento de la columna de los átomos Cα de la última configuración de la enzima en la simulación de la DM a 
diferentes temperaturas. El óvalo negro en la figura indica la región del sitio catalítico. 

 

Las hojas-β  son el resultado del ensamblaje de varias hebras-β que se estabilizan mediante puentes de 

hidrógeno (Reeb & Rost, 2018). En la Fig. 22 no se observan cambios estructurales considerables en el 
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intervalo de temperatura de 60-95 °C (16.4-19.8%), además, no se observa un patrón en los cambios en la 

presencia de α-hélices y hélices-310 en las diferentes temperaturas de simulación. La conservación de las 

estructuras de hojas-β a pesar del incremento de temperatura en la DM es indicativa de la termoestabilidad de 

la enzima. En la Fig. 22 se observa que la estructura secundaria de giros no presentó variaciones significativas 

en el intervalo de temperatura de 60-95 °C. Sin embargo, a 200 °C, si se registró un aumento en este tipo de 

estructura. La estructura de giros representa un papel importante en la estabilidad e interacciones de la proteína 

(Kountouris & Hirst, 2010), por lo que se puede asumir que la α-L-fucosidasa de T. maritima presenta una 

estructura estable en el intervalo de 60-95 °C. Respecto a la estructura de puentes aislados (la cual se encuentra 

dentro de la categoría de conformación irregular), es menor a 90 °C en comparación con el resto de las 

temperaturas de la DM y aumentó ligeramente con el incremento de temperatura hasta 95 °C. 

Seelig & Schönfeld (2016) reportaron mediante calorimetría diferencial de barrido y dicroísmo circular 

en una lisozima de huevo que el aumento en la temperatura induce la transición de α-hélices hacia una 

estructura en desorden, provocando que la enzima transite de un estado plegado a uno desplegado. De forma 

similar,  Meersman et al. (2010) reportaron la pérdida de la estructura α-hélices y hélices-310 en una lisozima 

de huevo después de la equilibración de DM a 27, 32, 42 y 227 °C, así como al final de la trayectoria de DM 

a 227 °C.  Este tipo de comportamiento coincide con el mostrado por la α-L-fucosidasa de T. maritima, la cual 

presentó una disminución de α-hélices con el subsecuente aumento de estructuras en desorden a temperaturas 

superiores a 60 °C, lo que induce la transición del estado plegado a desplegado de la enzima tal y como 

observamos con el aumento en los valores de RMSD (Fig. 18).  

El efecto de la temperatura sobre los cambios conformacionales de las estructuras secundarias de enzimas 

ya ha sido descrito previamente. Lee (2012) reportó que la proteína hipertermofílica ribosomal L30e de 

Thermococcus celer no mostró cambios significativos en el contenido de α-hélices y hojas-β entre las 

temperaturas de simulación de 27 y 77 °C. Por su parte, Jana et al. (2020) registraron cambios en la estructura 

secundaria de dos enzimas hipertermofílicas por efecto del incremento en la temperatura: una hidrolasa de 

Thermus thermophilus la cual presentó una disminución en el contenido de hojas-β y hélices-310 así como un 

aumento en la estructura de giros y estructuras irregulares, mientras que la proteína de choque-frío de Bacillus 

caldolyticus mostró una disminución de hojas-β. Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con las 

enzimas reportadas por los autores antes mencionados, la α-L-fucosidasa de T. maritima no presentó una 

disminución considerable en las estructuras que estabilizan la proteína (hojas-β, α-hélices y puentes aislados), 

probablemente debido a que la rigidez en su estructura proporciona una mayor estabilidad a temperaturas 

elevadas en comparación con las enzimas reportadas por los autores mencionados.   
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Fig.  22 Efecto de la temperatura sobre la estructura secundaria de la α-L-fucosidasa de T. maritima. 

 

Los cambios estructurales del sitio catalítico juegan un rol importante en la regulación de la actividad 

enzimática. Por ello, se analizó el efecto de la temperatura en el intervalo de aminoácidos que involucran esta 

región (30-300), en consonancia con el análisis realizado en la sección anterior (8.9.2). En la Fig. 23 se observa 

que la temperatura tiene efectos variables sobre la estructura secundaria de la enzima. Sin embargo, resalta 

que el incremento de temperatura provoca una disminución en la presencia de α-hélices, así como un notable 

aumento en la presencia de la estructura irregular. Este comportamiento explicaría la pérdida de actividad 

enzimática a temperaturas elevadas, coincidiendo con la disminución en la vida media de la α-L-fucosidasa 

de T. maritima de 134 a 4.4 min al incrementar la temperatura de 50 a 95 °C (Zeuner et al., 2018a). Por otro 

lado, Konar et al. (2019) determinaron mediante DM cambios en el sitio activo de una β-glucosidasa de 

Halothermothrix orenii a temperaturas de 27, 62 y 102 °C. 
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Fig.  23 Efecto de la temperatura sobre la estructura secundaria en la región de aminoácidos del sitio catalítico (30-300) de la α-L-

fucosidasa de T. maritima. 

 

9.9.4. Conformación del sitio activo 

 

Las enzimas son biomoléculas flexibles cuya estructura varía entre distintos estados 

estructurales/conformacionales (cerrado, semi-abierto o intermedio y abierto). Diversos factores como la 

temperatura o la unión del sustrato al sitio activo de la enzima ocasionan cambios estructurales por lo que las 

proteínas presentan distintos estados conformacionales, lo cual se ve reflejado en su actividad catalítica 

(Hoeppner et al., 2013; Klontz et al., 2020). Como se observó anteriormente, la flexibilidad de la enzima es 

mayor conforme incrementa la temperatura. Para observar las distintas conformaciones que pudo adoptar el 

sitio activo de la α-L-fucosidasa de T. maritima por efecto de la temperatura, se midió la distancia entre los 

Cα de sus aminoácidos catalíticos Asp224 y Glu266 durante la DM.  

En la Fig. 24 se observa que, a temperaturas de 60, 80, 90 y 95 °C la α-L-fucosidasa adopta principalmente 

una conformación intermedia, donde el Asp224 y Glu266 están a una distancia de 5.5-8 Å. Sin embargo, a 60 

°C se obtuvo una conformación cerrada con menor frecuencia, donde el. Mientras que, a 200 °C, la enzima 

presentó con mayor frecuencia una conformación abierta, donde el Asp224 y Glu266 están a una distancia de 

> 8 Å. De acuerdo con lo reportado previamente en este trabajo, la α-L-fucosidasa de T. maritima presentó 

mayor actividad hidrolítica a 60 °C y mayor actividad de transfucosilación a 95 °C, por lo que podemos decir 

que la conformación del sitio activo es importante para el tipo de reacción catalítica que lleva acabo la enzima. 
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Mientras que, a 200 °C, la enzima presenta un aumento notable en la conformación abierta en comparación 

con las otras temperaturas, lo que sugiere cambios importantes en la conformación del sitio activo.  

 

 

Fig.  24 Efecto de la temperatura en los distintos estados estructurales/conformacionales de la α-L-fucosidasa de T. maritima 
determinados por la distancia que separa los aminoácidos Asp224 y Glu266. 

 

Al comparar con los resultados experimentales obtenidos previamente en donde a 95 °C se obtuvo la 

mayor actividad enzimática, se podría afirmar que la conformación ideal para que la fucosidasa de T. maritima 

lleve a cabo su actividad de transfucosilación es cuando presenta una conformación intermedia. Resultados 

similares han sido reportados por No obstante, nuestros resultados, difieren a los reportados otros autores, por 

ejemplo Sakurama et al. (2012) determinaron una mayor actividad hidrolítica de la α-L-fucosidasa de 

Bifidobacterium bifidum cuando exhibe una conformación cerrada, donde el Glu217 se posiciona a 5.8 Å del 

nucleófilo Asp172 para actuar como ácido/base general y asistir la catálisis. Por otra parte, Klontz et al. (2020) 

registraron una mayor actividad de transglicosilación en la α-L-fucosidasa de Lactobacillus casei cuando 

presenta una conformación abierta, donde el nucleófilo Asp242 se encuentra a una distancia >14 Å del 
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ácido/base Asp200. Estas diferencias podrían deberse a la distancia de los aminoácidos catalíticos 

consideradas para establecer las distintas conformaciones que puede adoptar el sitio activo de la enzima. 

 

9.10. Análisis del acoplamiento molecular    

 

De acuerdo con Sulzenbacher et al. (2004) el sitio activo de la α-L-fucosidasa de T. maritima se localiza 

en una pequeña bolsa formado por el C-terminal y la hojas-β del barril central (β/ α)8. En la Fig. 25 obtenida 

a partir de la estructura cristalográfica de la α-L-fucosidasa de T. maritima en complejo con fucosa (PDB 
1ODU) se observan los tipos de interacción de los aminoácidos del sitio catalítico con el ligando: la His129, 

Glu66 y Tyr67 interaccionan con el OH del C2 de la fucosa mediante puentes de hidrógeno, mientras que la 

His128 e His32 estabilizan el OH en posición axial del C4 de la fucosa mediante un puente de hidrógeno. Por 
su parte, las cadenas laterales de Phe32, Tyr171, Trp222 y Phe290 forman una bolsa hidrofóbica e interactúan 

con la fucosa mediante fuerzas de van der Waals. Además, se observa la presencia de dos aminoácidos claves 

para la catálisis: Asp224 y Glu266, donde el primero actúa como nucleófilo catalítico atacando el centro 
anomérico de la glicona generando el intermediario glicosil-enzima, mientras el segundo actúa como 

ácido/base general. 

 

 
Fig.  25 Acoplamiento del ligando L-fucosa en el sitio activo del receptor (α-L-fucosidasa de T. maritima). 
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Para evaluar el efecto de la temperatura en la interacción del ligando con la α-L-fucosidasa de T. 

maritima, se realizó el acoplamiento molecular con dos ligandos: L-fucosa y pNP-Fuc. Se tomaron dos 
criterios para elegir el complejo ligando-proteína más estable. El primero, que el ligando interactuara con los 

aminoácidos catalíticos Asp224 y Glu266, así como con los aminoácidos pertenecientes al sitio de unión 

reportados para esta enzima (Sulzenbacher et al. 2004) y el segundo, que el acoplamiento presentara la menor 

energía libre de unión. Además, se calcularon los parámetros termodinámicos de entalpia (ΔH) y entropía (ΔS) 
empleando la ecuación de van’t Hoff (Ecuación 12):  

 

ln 𝐾𝑏 = −
𝛥𝐻

𝑅
(

1

𝑇
) +  

𝛥𝑆

𝑅
….. Ecuación 12 

 

En la Tabla 7 se muestra la energía libre de unión expresada como energía libre de Gibbs (ΔG, kJ/mol) 

así como la constante de unión (Kb, mM) para el complejo formado entre la α-L-fucosidasa y cada uno de los 

ligandos. En el complejo formado entre la α-L-fucosidasa y L-fucosa se observa una disminución en los valores 
de ΔG con el incremento de temperatura, lo que indica que existe una mayor estabilidad en el complejo 

enzima-sustrato con el cristal procedente de la DM realizada a 95 °C. Pérez-Escalante et al. (2020) 

determinaron una ΔG de -25.1 kJ/mol, la cual es menor a la reportada en este trabajo, la diferencia con los 
valores obtenidos en este trabajo podría deberse diferentes factores: la diferente estructura cristalográfica 

empleada (PDB 1ODU), al tamaño y ubicación de la caja, parámetros del algoritmo de búsqueda y tipo de 

acoplamiento empleado; lo cual influye en las diversas conformaciones que adopta el ligando en la enzima.    

 
Asimismo, en la Tabla 7 se muestra el efecto de la temperatura en la Kb, la cual aumenta conforme el 

incremento de temperatura, lo que sugiere que la temperatura ocasiona cambios estructurales en la enzima con 

lo que podría haber incrementado la afinidad de la enzima por el sustrato.  
 

Tabla 7. Efecto de la temperatura en la energía libre de unión y constante de afinidad del complejo formado entre la α-L-fucosidasa 
con dos ligandos: L-Fucosa y pNP-Fuc a pH 8. 

Temperatura 

(°C) 

L-Fucosa pNP-Fuc 

ΔG (kJ/mol) Kb (mM) ΔG (kJ/mol) Kb (mM) 

60 -16.98 0.943 -18.70 1.8 

80 -18.70 1.538 -20.04 3.225 

90 -19.24 1.886 -22.25 3.703 

95 -22.59 9.090 -23.30 12.5 

  

 
Adicionalmente, con base a los datos obtenidos del gráfico de van´t Hoff (Fig. 26) se determinaron 

los valores de ΔH y ΔS de 0.051 kJ/mol y 208.12 J/mol.K, respectivamente, estos valores reflejan la naturaleza 

endotérmica y de desorden del complejo formado entre la α-L-fucosidasa de T. maritima y L-fucosa. Además, 
de acuerdo con lo reportado por Suryawanshi et al.,  2016) el complejo formado entre la enzima y el sustrato 

presenta principalmente interacciones hidrofóbicas (ΔH>0 y ΔS>0). El efecto de la interacción α-L-fucosidasa 

con L-fucosa en los parámetros termodinámicos ha sido descrita previamente. Hoebeke et al. (1979) 

determinaron mediante el método de fluorescencia, valores de ΔH y ΔS de -51.88 kJ/mol y 840 J/mol*K, 
respectivamente en la α-L-fucosidasa de placenta humana en complejo con L-fucosa, lo que implica que el 

complejo presenta principalmente interacciones del tipo fuerzas electrostáticas. La diferencia de los resultados 



 
 

 

 
58 

 
 

 

reportados en este trabajo con el autor previamente mencionado podría deberse al origen de la enzima y al 

diferente método empleado. 
 

 
Fig.  26 Gráfico de van’t Hoff para las constantes de unión (Kb) a 60, 80, 90 y 95 °C calculadas en función de los datos obtenido del 

acoplamiento molecular para la α-L-fucosidasa de T. maritima en complejo con L-fucosa. 

Por otro lado, en la Fig. 27 es posible observar que el ligando L-fucosa adopta distintas 

conformaciones en el sitio activo de la enzima. No obstante, en todas ellas la L-fucosa interacciona con los 
aminoácidos Asp224 y Glu266 (que fue uno de los criterios para validar el acoplamiento) aunque de diferente 

manera. Por ejemplo, en el cristal control (cristal no sometido a simulación de DM) el OH del C3 de la fucosa 

interactúa, mediante puentes de hidrógeno, con el Asp224 y el OH del C4 de la fucosa lo hace con el Glu266 
(Fig. 27a y Anexo 12.9a). Mientras que, en el cristal procedente de la DM a 60 °C, la fucosa interactúa con 

el Asp224 a través de los OH de los C1 y C2 a través de puentes de hidrógeno y con el Glu266 a través del 

OH del C3 (Figura 27b y Anexo 12.9b) Por otra parte, en el cristal de la simulación a 80 °C, el Asp224 

interacciona con el OH del C1 y C2 de la fucosa mediante puentes de hidrógeno y el Glu266 por fuerzas de 
van der Walls (Figura 27c y Anexo 12.9c). Por su parte en el acoplamiento con el cristal procedente de la 

DM a 90 °C, el Asp224 interactúa con el OH del C1 y C2 de la fucosa, además se observa la interacción con 

otros aminoácidos catalíticos como el Glu66 y la His128-129 (Figura 27d y Anexo 12.9d). Asimismo, se 
observa que para el cristal de la simulación a 95 °C (Figura 27e y Anexo 12.9e) el OH del C4 de la fucosa 

interacciona con el Asp224 y el OH del C1 con el Glu266. Es importante resaltar que de entre los cristales 

procedentes de la simulación de DM, el cristal de la simulación a 95 °C presentó una mayor interacción con 

los aminoácidos reportados como catalíticos para esta enzima (aunque interactuando de diferente forma) y una 
menor distancia entre los puentes de hidrógeno mediante los que interactúa con el Asp224 y Glu266. Estás 

diferentes interacciones podrían explicar las diferentes energías libres de unión obtenidas. 

 
Cabe mencionar que también se realizó el acoplamiento molecular con el cristal procedente de la 

simulación a 200 °C. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron considerados, ya que como se observa 

en la Fig. 27f el ligando (L-fucosa) no se ubica dentro del sitio activo de la α-L-fucosidasa de T. maritima y 
por lo tanto no reacciona con los aminoácidos responsables de la catálisis sin los cuales no podría llevarse a 
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cabo la reacción. Esto podría deberse al efecto de la alta temperatura en la estructura del sitio activo de la 

enzima.  
 

 
Fig.  27 Efecto de la temperatura en interacción α-L-fucosidasa-fucosa. a) Control, b) 60 °C, c) 80 °C, d) 90 °C, e) 95 °C y f) 200 °C. 

De igual manera, en la Tabla 7 también se muestran los valores de ΔG y Kb del complejo formado entre 

la α-L-fucosidasa y pNP-Fuc. En ella se observa que a medida que aumenta la temperatura disminuye el ΔG 

mientras que la Kb aumenta, lo que sugiere que los cambios estructurales de la enzima por aumento de la 

temperatura crean conformaciones más estables. Konar et al. (2019) reportarón mediante DM que la 

temperatura no ejerce cambios significativos en el complejo glucosa-β-glucosidasa de Halothermothrix orenii, 

por el contrario, en este trabajo se observa una clara influencia del efecto de la temperatura, la cual al 

incrementarse ayudó a disminuir la energía libre de unión en el complejo ligando-receptor. Pérez-Escalante et 

al. (2020) realizó el acoplamiento molecular de la pNP-Fuc en complejo con la α-L-fucosidasa de T. maritima 
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(PDB 1ODU) obteniendo un valor de ΔG de -24.68 kJ/mol. Asimismo, en la Tabla 7 se muestran los valores 

de Kb de la α-L-fucosidasa para el pNP-Fuc, los valores fluctúan entre 1.8 y 12.5 M. 

Por otra parte, con base en los valores obtenidos del gráfico de vant’ Hoff para el complejo formado por 

la α-L-fucosidasa de T. maritima y pNP-Fuc (Fig. 28) se calcularon los parámetros de ΔH y ΔS registrándose 

valores de 0.043 kJ/mol y 192.36 J/mol*K, respectivamente lo que sugiere interacciones hidrofóbicas en el 

complejo formado. Los datos obtenidos, indican una naturaleza endotérmica y de desorden en el complejo 

formado, lo cual coincide con los altos valores de Ea obtenidos en este trabajo. Resultados similares han sido 

reportados para otras enzimas hipertermofílicas. Por ejemplo, Mehmood et al. (2014) reportaron valores de 

ΔH y ΔS de 0.67 kJ/mol y -0.10 kJ/mol.K, respectivamente, para la β-glucosidasa de T. maritima en complejo 

con pNP-Glucosa. Además, de acuerdo con Suryawanshi et al., (2016) el complejo formado presenta 

principalmente interacciones hidrofóbicas. 

 

Fig.  28 Gráfico de van’t Hoff para las constantes de unión (Kb) a 60, 80, 90 y 95 °C, calculadas a partir del acoplamiento molecular 
para la α-L-fucosidasa de T. maritima en complejo con pNP-Fuc. 

En la Fig. 29 se aprecian las distintas interacciones del ligando pNP-Fuc con los aminoácidos de la α-L-

fucosidasa de T. maritima. En ella se observa que, para todos los cristales procedentes de la DM realizadas a 

diferentes temperaturas, el pNP-Fuc interactúa con los aminoácidos catalíticos Asp224 y Glu266 (al igual que 

con el ligando L-fucosa; Fig. 27), aunque adoptando diferentes tipos de interacciones. En el cristal control, la 

molécula de fucosa del pNP-Fuc interactúa con el Asp224 mediante fuerzas de van der Waals, mientras que, 

el OH del C4 de la fucosa interacciona mediante puentes de hidrógeno con el Glu266 (Fig. 29a y Anexo 

12.10a). En el cristal perteneciente a la DM a 90 °C, el Asp224 interactúa a través de puentes de hidrógeno 

con el OH del C2 y C3 de la molécula de fucosa, mientras que con el Glu266 lo hace mediante fuerzas de van 

der Waals. Por su parte, en el cristal procedente de la DM a 95 °C (Fig. 29e y Anexo 12.10e) se obtuvo un 

acoplamiento similar a lo reportado por Sulzenbacher et al. (2004) donde el ligando se ubica dentro de la bolsa 

hidrofóbica compuesta por los aminoácidos aromáticos Phe32,290, Trp222 y Tyr171, además de interactuar 
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mediante puentes de hidrógeno a los aminoácidos Arg254, Asp222, His34,129 y Glu 66 y mediante fuerzas 

de van der Waals con el Glu266, esta conformación influyó en la obtención de la menor energía de unión de 

entre los cristales procedentes de la DM a diferentes temperaturas.   

 

Fig.  29 Efecto de la temperatura en la formación en la interacción de α-L-fucosidasa y pNP-Fuc procedente de la DM. a) Control, b) 

60 °C, c) 80 °C, d) 90 °C, e) 95 °C y f) 200 °C. 

Igualmente, se realizó el acoplamiento molecular con la estructura cristalográfica de la α-L-fucosidasa 

procedente de la simulación de DM a 200 °C. Sin embargo, un efecto similar al encontrado en la interacción 

con la fucosa se repitió. Los valores de ΔG y Kb obtenidos no fueron considerados en este trabajo ya que, 

como se observa en la Fig. 29f el ligando pNP-Fuc no se ubicó dentro del sitio activo de la enzima y por lo 

tanto no interactúa con los aminoácidos catalíticos reportados para esta enzima. 
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Con respecto a los valores de ΔG presentados por el complejo α-L-fucosidasa con los ligandos fucosa y 

pNP-Fuc (Tabla 7) se observan valores cercanos. Resultados similares fueron reportados por Pérez-Escalante 

et al. (2020) quienes reportaron no haber obtenido diferencia significativa en los valores de ΔG en el 

acoplamiento molecular de la α-L-fucosidasa de T. maritima en complejo con L-fucosa y pNP-Fuc con valores 

de -25.1 y -24.68 kJ/mol respectivamente, lo que indica la estabilidad en la formación de ambos complejos. 

De igual forma, los valores obtenidos de ΔH para L-Fucosa (0.051 kJ/mol) y pNP-Fuc (0.043 kJ/mol) sugieren 

una naturaleza endotérmica en la formación del complejo, mientras que, de acuerdo con los valores de ΔS 

tanto el complejo formado entre la enzima y el ligando L-fucosa o pNP-Fuc sugieren la naturaleza en desorden 

del complejo dados los valores obtenidos de 208.12 y 192.36 J/mol.K, respectivamente. Finalmente, se 

observan interacciones de tipo hidrofóbicas en ambos complejos formados.  
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10. Conclusiones 

 

En este trabajo se estudió la actividad hidrolítica y de transglicosilación de la α-L-fucosidasa de T. 

maritima tanto en medio convencional como no-convencional.  En medio convencional, tanto para la actividad 

hidrolítica como de transglicosilación se establecieron las mejores condiciones de trabajo a pH 8 y 95 °C, bajo 

estas condiciones se requirió de menor tiempo de reacción y de concentración de enzima para lograr la mayor 

productividad de oligosacáridos fucosilados (3.54 mM/h). Los resultados recopilados indican que la α-L-

fucosidasa de T. maritima puede catalizar la síntesis de oligosacáridos fucosilados en medios con disolventes 

orgánicos. Los mejores resultados en medio no convencional para la actividad hidrolítica se observaron en el 

medio con acetona y acetonitrilo, mientras que para la mejor actividad de transglicosilación se obtuvo en 

medio con acetona, en donde se obtuvo la mayor productividad de oligosacáridos (0.51 mM/h). Además, la 

adición de acetona o DMSO al medio cambió el equilibrio de la reacción favoreciendo la transglicosilación 

sobre la hidrólisis al obtenerse valores de rS/H de 1.43 y 1.21, respectivamente, los cuales fueron más altos en 

comparación con el valor registrado en el ensayo de control (rS/H 0.39).  

Por otro lado, las simulaciones de DM indicaron que el incremento de la temperatura induce cambios 

estructurales en la α-L-fucosidasa de T. maritima como lo demuestra el aumento de RMSD prom y de RMSFprom 

lo que explicaría el aumento en su actividad hidrolítica y de transglucosilación. El análisis en la estructura 

secundaria exhibió la conservación del contenido de estructuras que estabilizan la enzima como son las hojas-

β y puentes aislados, posiblemente debido a que la estabilidad de la enzima a temperaturas elevadas. Además, 

los resultados demuestran que la α-L-fucosidasa adopta diferentes estados conformacionales al modificar la 

temperatura de simulación. Adicionalmente, al realizar el acoplamiento molecular de la α-L-fucosidasa de T. 

maritima con L-fucosa y pNP-Fuc se observaron diferentes interacciones entre la enzima y los sustratos, 

reflejándose en una disminución en los valores de ΔG y un aumento en los valores de Kb con el incremento de 

temperatura, sin presentar diferencia considerable entre ambos sustratos, sugiriendo la afinidad de la enzima 

por ambos sustratos, así como la estabilidad en la formación de ambos complejos. 
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11. Perspectivas  

 

Dado que el uso de altas temperaturas en la síntesis de oligosacáridos fucosilados en combinación con 

periodos prolongados provocó una disminución en la síntesis del producto de reacción (trisacárido fucosilado), 

es probable que esté siendo empleado como precursor para la síntesis de oligosacáridos más complejos. 

Además, debido a que la adición de solventes modifica la regio-selectividad de la α-L-fucosidasa de T. 

maritima se recomienda la identificación de los compuestos sintetizados. 

Debido a que la α-L-fucosidasa de T. maritima presentó una buena estabilidad en presencia de DMSO, 

una mayor actividad de transglicosilación en relación con la actividad hidrolítica, , sería interesante combinar 

estos en conjunto con temperaturas de 90 y 95 °C, ya que a estas temperaturas se obtuvieron aumentos en 

ambas actividades.  

Para validar los resultados obtenidos en la DM respeto a los cambios en la estructura secundaria de la 

enzima por efecto de la temperatura, se recomienda realizar el análisis de la estructura enzimática mediante la 

técnica de dicroísmo circular.  

Para validar los valores de ΔG y Kb, así como los parámetros termodinámicos ΔH y ΔS obtenidos en el 

acoplamiento molecular, se recomienda analizar el efecto de la temperatura en la enzima mediante la técnica 

de fluorescencia.  
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13. Anexo 

 

13.1. Curva patrón de 4-nitrofenol (pNP) empleada para la cuantificación de pNP 

liberado en la reacción de hidrólisis catalizada por la α-L-fucosidasa de T. maritima 
 

pNP (mM) Absorbancia 

1 

Absorbancia 

2 

Promedio 

0 0 0 0 

0.0125 0.14 0.208 0.174 

0.025 0.304 0.368 0.336 

0.05 0.691 0.794 0.7425 

0.075 1.082 1.177 1.1295 

0.1 1.396 1.485 1.4405 
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13.2. Curva patrón de rafinosa empleada para la cuantificación de oligosacáridos 

fucosilados en la reacción de transfucosilación catalizada por la α-L-fucosidasa de T. 

maritima 
 

Concentración Rafinosa (mg/ml) Área 1 Área 2 Promedio 

0 0 0 0 

0.1 1715.966 1542.252 1629.109 

0.5 12504.79 11719.69 12112.24 

1 27866.56 27023 27444.782 

 

 

y = 14.717x - 0.0068
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13.3. Autodock convierte la energía libre de unión en Ki 

 

Considerando una reacción en el equilibrio de la formación del cómprelo Enzima (E) con el ligando (I). 

E +  L ↔ EL 

Si la reacción está favorecida en la formación del complejo se tiene la constante de unión (Kb) 

 

E +  L  →   EL         Kunión (Kb) 

Por lo tanto: 

𝑲
𝒃=

𝑬𝑳

(𝑬)(𝑳)

       … Ecuación 13 

y = 27725x - 793.38
R² = 0.996
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En cambio, si no hay formación del complejo, se tiene la constante de disociación:  

EL  →  E  +  L      Kdisociación  (Kd) 

Por lo tanto: 

𝑲
𝒅=

(𝑬)(𝑳)

𝑬𝑳

    …. Ecuación 14 

Con base a lo anterior Kb se puede expresar de la siguiente manera: 

𝑲𝒃 =
𝟏

𝑲𝒅
 …. Ecuación 15 

Por lo anterior, en el caso de querer saber la afinidad en la formación del complejo, simplemente se calcula 

el inverso de la Kd con lo que obtendríamos la Kb. 
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13.4. RMSD de la estructura cristalográfica de la α-L-fucosidasa de T. maritima a 200 

°C 

 

13.5.  RMSF de la estructura cristalográfica de la α-L-fucosidasa de T. maritima a 

200 °C. 
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13.6. RMSD de los residuos catalíticos de la α-L-fucosidasa de T. maritima a 200 °C 
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13.7. Efecto de la temperatura en la formación del complejo entre la α-L-fucosidasa 

de T. maritima y L-fucosa 

 

a) Control, b) 60 °C c) 80 °C, d) 90 °C, e) 95 °C y f) 200 °C 
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13.8. Efecto de la temperatura en la formación del complejo entre la α-L-fucosidasa 

de T. maritima y pNP-fucosa. 

 

a) Control, b) 60 °C, c) 80 °C, d) 90 °C, e) 95 °C y f) 200 °C. 
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Abstract 

Received: March 23, 2021; Accepted: May 17, 2021 

Fucosylated oligosaccharides play several biologically relevant roles. They are naturally present in human milk and offers to 

infants, short- and long-term health benefits. These compounds can be obtained also by enzymatic synthesis. In this work, the 

effects of pH and temperature on hydrolytic and transfucosylation activities of α-L-fucosidase from Thermotoga maritima were 

evaluated. The optimal pH for the enzyme-catalyzed hydrolysis was found in a range from 6 to 8 while the highest conversions 

for transfucosylation reactions were observed within the range of 7-10. The best temperature for both enzymatic activities was 

95 °C. Fucosylated oligosaccharides were synthesized with the highest productivity of 3.54 mM/h at pH 8 and 95 °C. Overall, 

optimization of the conditions of transfucosylation reaction catalyzed by the α-L-fucosidase from Thermotoga maritima, allowed 

for higher yields of fucosylated oligosaccharides as well as shorter reaction time and a lower concentration of the employed 

enzyme. 

Keywords: Fucosylated oligosaccharides, fucosidase, Thermotoga maritima. 

Resumen 
Los oligosacáridos fucosilados desempeñan varias funciones biológicamente relevantes. Están presentes de forma natural en la 

leche materna, lo que ofrece a los bebés beneficios a la salud a corto y largo plazo. Estos compuestos pueden obtenerse también 

mediante síntesis enzimática. En este trabajo, se evaluaron los efectos de pH y temperatura en las actividades hidrolíticas y de 

transfucosilación de la α-L-fucosidasa de Thermotoga maritima. El pH óptimo para la hidrólisis catalizada por la enzima se 

encontró en un rango de 6 a 8, mientras que la mayor conversión en las reacciones de transfucosilación se observó en el rango 

7-10. La mejor temperatura para ambas actividades enzimáticas fue 95 °C. Los oligosacáridos fucosilados fueron sintetizados 

con la productividad más alta de 3.54 mM/h a pH 8 y 95 °C. En general, la optimización de las condiciones de la reacción de 

transfucosilación catalizada por la α-L-fucosidasa de Thermotoga maritima permitió mayores rendimientos de oligosacáridos 

fucosilados así como un tiempo de reacción más corto y una menor concentración de enzima. 

Palabras clave: Oligosacáridos fucosilados, fucosidasa, Thermotoga maritima. 

 

1 Introduction 
 

 
L-Fucose is present in many biological entities such as 

blood group antigen, glycoproteins, glycolipids and 

in human milk oligosaccharides (HMO) such as 

fucosylated oligosaccharides (Becker and Lowe, 2003; 

Lezyk et al., 2016). The latter represent between 
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50-80% of the total HMO, in fact, 2’-fucosyllactose 

is one of the most abundant components in human 

milk (2.43 g/L) (Chaturvedi et al., 2001). Fucosylated 

oligosaccharides show many important beneficial 

effects on infant health, for example, they act as 

prebiotics, modulators of gut motility, and pathogen 

adhesion blocking agents, that help to avoid enteric 

infections (Rudloff and Kunz 2012; Zehra et al., 

2018). 

 

Publicado por la Academia Mexicana de 

Investigación y Docencia en Ingeniería 

Química A.C. 1 



 
 

 

 
88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
89 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
90 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

} 



 
 

 

 
91 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
94 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
96 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
98 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
99 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
101 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
102 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
103 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
104 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
105 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
106 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
107 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
109 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
110 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
111 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
112 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
113 

 

 


