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Sumari	

Els	 quitosans	 i	 quitooligosacàrids	 (COS),	 obtinguts	 per	 enzims	modificadors	 de	 la	 quitina,	
presenten	un	elevat	 interès	biotecnològic	a	causa	de	 l’important	nombre	d’aplicacions	en	
àrees	tant	diverses	com	són	l’agricultura,	el	tractament	d’aigües,	la	indústria	alimentària,	la	
biomedicina	i	la	cosmètica,	entre	d’altres.	D’entre	les	funcions	biològiques	dins	la	indústria	
medicofarmacèutica	 destaquen	 activitats	 antiinflamatòries,	 immunoestimulants,	
antimicrobianes,	 antitumorals,	 de	 prevenció	 de	 l’obesitat	 i	 control	 del	 colesterol,	 com	 a	
vectors	 per	 a	 teràpia	 gènica	 i	 de	 promoció	 de	 la	 cicatrització	 i	 regeneració	 de	 la	 pell.	
Aquestes	 propietats	 biològiques	 dels	 COS	 no	 només	 són	 dependents	 del	 grau	 de	
polimerització	 i	 acetilació	 sinó	 que	 possiblement	 també	 depenen	 del	 patró	 d’acetilació	
d’aquests.		

Actualment	 la	 síntesi	 de	 COS	 presenta	 dos	 problemes	 principals:	 poca	 reproductibilitat	
entre	 lots	 i	 l’origen	animal	dels	productes,	que	dificulten	 la	seva	utilització	en	 la	 indústria	
medicofarmacèutica.	 Amb	 l’objectiu	 de	 sobreposar-se	 a	 aquestes	 limitacions	 s’ha	 pretès	
desenvolupar	 una	 plataforma	 biotecnològica	 per	 a	 la	 producció	 de	 COS	 de	 baix	 pes	
molecular	amb	seqüències	definides.	El	projecte	pretén	utilitzar	 l’activitat	transglicosidasa	
de	 les	quitinases	com	a	eina	sintètica	per	a	obtenir	oligòmers	de	quitina	 i	quitosà	definits	
amb	patrons	d’acetilació	repetitius.		

Les	quitinases	són	glicosil	hidrolases	que	catalitzen	la	hidròlisi	d’enllaços	glicosídics	β1,4	de	
polímers	 de	 quitina	 i	 quitosà.	 Algunes	 quitinases	 presenten	 també	 activitat	 de	
transglicosidació	 (TG)	mitjançant	 la	 qual	 són	 capaces	 d’introduir	 nous	 enllaços	 glicosídics	
entre	 un	 molècula	 donadora	 i	 una	 acceptora	 amb	 la	 conseqüent	 generació	 de	 COS	
oligomèrics.	Aquestes	quitinases	poden	utilitzar-se	per	a	 la	polimerització	 in	vitro	de	COS,	
però	 l’activitat	 hidrolítica	 que	 presenten	 tendeix	 a	 despolimeritzar	 els	 productes	 de	 TG	
ràpidament.		

Amb	 l’objectiu	d’augmentar	 l’activitat	de	TG	de	quitinases	per	a	 la	obtenció	de	nous	COS	
estructuralment	 definits,	 en	 aquesta	 tesi	 s’ha	 aplicat	 l’estratègia	 glicosintasa	 (GS)	 sobre	
diferents	quitinases	de	 la	 família	GH18	per	mutació	del	 residu	assistent	 i	 l’ús	d’un	derivat	
oxazolina	 com	 a	 donador,	 amb	 les	 que	 s’ha	 aconseguit	 una	 important	 disminució	 de	
l’activitat	hidrolítica	i	un	increment	de	l’activitat	de	TG.	Tot	i	l’increment	de	l’activitat	de	TG,	
l’activitat	hidrolítica	residual	que	presenten	dona	lloc	a	la	hidròlisi	dels	productes	GS	i	de	TG	
formats	 que	 impedeix	 augmentar	 el	 rendiment.	 Amb	 aquest	 propòsit	 s’ha	 optat	 per	 la	
modificació	 d’un	 dels	 enzims	 seleccionats	 per	 enginyeria	 de	 proteïnes.	 Mitjançant	
mutagènesi	 dirigida	 s’ha	 aconseguit	 incrementar	 el	 rendiment	 en	 polímer	 fins	 a	 un	 60%	
(p/p)	 amb	 l’ús	 d’un	 derivat	 oxazolina	 d’un	 COS	 de	 quitina	 (el	 60%	 del	 qual	 correspon	 al	
producte	de	la	reacció	GS),	i	també	la	obtenció	d’oligòmers/polímers	de	quitosà	amb	l’ús	de	
derivats	oxazolina	de	quitooligosacàrids	parcialment	desacetilats,	estructuralment	definits.		
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Sumario	

Los	 quitosanos	 y	 quitooligosacáridos	 (COS),	 obtenidos	 por	 enzimas	 modificadores	 de	 la	

quitina,	 presentan	 un	 elevado	 interés	 biotecnológico	 debido	 al	 importante	 número	 de	

aplicaciones	 en	 áreas	 tan	 dispares	 como	 son	 la	 agricultura,	 el	 tratamiento	 de	 aguas,	 la	

industria	 alimenticia,	 la	 biomedicina	 y	 la	 cosmética,	 entre	 otras.	 Entre	 las	 funciones	

biológicas	 dentro	 de	 la	 industria	 médico-farmacéutica	 destacan	 actividades	

antiinflamatorias,	 inmunoestimulantes,	 antimicrobianas,	 antitumorales,	 de	 prevención	 de	

la	obesidad	y	control	del	colesterol,	como	vectores	de	terapia	génica	y	de	promoción	de	la	

cicatrización	y	regeneración	de	la	piel.	Estas	propiedades	biológicas	de	los	COS	no	solo	son	

dependientes	 del	 grado	 de	 polimerización	 y	 acetilación	 sino	 que	 posiblemente	 también	

dependen	del	patrón	de	acetilación	de	estos.		

Actualmente	la	síntesis	de	COS	presenta	dos	problemas	principales:	poca	reproducibilidad	

entre	lotes	y	el	origen	animal	de	los	productos,	que	dificultan	su	utilización	en	la	industria	

médico-farmacéutica.	 Con	 el	 objetivo	 de	 sobreponerse	 a	 estas	 limitaciones	 se	 ha	

pretendido	desarrollar	 una	plataforma	biotecnológica	para	 la	 producción	de	COS	de	bajo	

peso	 molecular	 con	 secuencias	 definidas.	 El	 proyecto	 pretende	 utilizar	 la	 actividad	

transglicosidasa	de	 las	quitinasas	como	herramienta	sintética	para	obtener	oligómeros	de	

quitina	y	quitosano	definidos	con	patrones	de	acetilación	repetitivos.	

Las	quitinasas	son	glicosil	hidrolasas	que	catalizan	 la	hidrólisis	de	enlaces	glicosídicos	β1,4	

de	 polímeros	 de	 quitina	 y	 quitosano.	 Algunas	 quitinasas	 presentan	 también	 actividad	 de	

transglicosidación	 (TG)	 mediante	 la	 cual	 son	 capaces	 de	 introducir	 nuevos	 enlaces	

glicosídicos	entre	una	molécula	donadora	y	una	aceptora	con	la	consecuente	generación	de	

COS	oligoméricos.	Estas	quitinasas	pueden	utilizarse	para	la	polimerización	in	vitro	de	COS,	
pero	 la	actividad	de	hidrólisis	que	presentan	tiende	a	despolimerizar	 los	productos	de	TG	

rápidamente.	

Con	el	objetivo	de	aumentar	la	actividad	de	TG	de	quitinasas	para	la	obtención	de	nuevos	

COS	estructuralmente	definidos,	en	esta	tesis	se	ha	aplicado	la	estrategia	glicosintasa	(GS)	

sobre	diferentes	quitinasas	de	la	familia	GH18	por	mutación	del	residuo	asistente	y	el	uso	

de	 un	 derivado	 oxazolina	 como	 donador,	 con	 las	 que	 se	 ha	 logrado	 una	 importante	

disminución	de	la	actividad	de	hidrólisis	y	un	incremento	de	la	actividad	de	TG.	A	pesar	del	

incremento	de	la	actividad	de	TG,	la	actividad	hidrolasa	residual	que	presentan	da	lugar	a	la	

hidrólisis	de	 los	productos	GS	y	de	TG	 formados	que	 impide	el	aumento	del	 rendimiento.	

Con	este	propósito	se	ha	optado	por	 la	modificación	de	una	de	 las	enzimas	seleccionadas	

por	 ingeniería	 de	 proteínas.	Mediante	mutagénesis	 dirigida	 se	 ha	 logrado	 incrementar	 el	

rendimiento	en	polímero	hasta	un	60%	(p/p)	con	el	uso	de	un	derivado	oxazolina	de	un	COS	

de	 quitina	 (el	 60%	 del	 cual	 corresponde	 al	 producto	 de	 la	 reacción	 GS),	 y	 también	 la	

obtención	 de	 oligómeros/polímeros	 de	 quitosano	 con	 el	 uso	 de	 derivados	 oxazolina	 de	

quitooligosacáridos	parcialmente	desacetilados,	estructuralmente	definidos.		
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Summary	

Chitosan	 and	 chitooligosaccharides	 (COS),	 obtained	 by	 chitin-modifying	 enzymes,	 are	 of	
interest	 to	 a	 wide	 variety	 of	 areas	 such	 as	 agriculture,	 water	 treatment,	 food	 industry,	
biomedicine	and	cosmetics,	among	others,	due	to	their	important	number	of	applications.	
Among	 the	 biological	 roles	 on	 the	 medical-pharmaceutical	 industry	 are	 amply	
demonstrated	 anti-inflammatory,	 immunostimulants,	 antimicrobians	 and	 antitumorals	
activities,	 obesity	 prevention	 and	 cholesterol	 control,	 ability	 of	 gene	 and	 drug	 delivery,	
wound	 healing	 and	 skin	 regeneration	 activities.	 These	 biological	 properties	 are	 not	 only	
related	 to	 their	 degree	 of	 polymerization	 and	 acetylation,	 but	 possibly	 they	 are	 also	
dependent	on	their	pattern	of	acetylation.	

Nowadays	 the	 synthesis	 of	 COS	 has	 two	 main	 hurdles:	 a	 poor	 reproducibility	 between	
batches	and	 the	animal	origin	of	 the	products,	which	difficult	 their	usage	 in	 the	medical-
pharmaceutical	 industry.	With	 the	goal	of	overcome	these	 limitations,	we	were	aiming	at	
the	 development	 of	 a	 biotechnological	 platform	 for	 the	 production	 of	 sequence-defined	
low	 molecular	 weight	 chitosans.	 The	 project	 addresses	 the	 use	 of	 the	 transglicosidase	
activity	 of	 chitinases	 as	 a	 synthetic	 tool	 to	 obtain	 well-defined	 oligomers	 with	 repeating	
patterns	of	acetylation.		

Chitinases	are	glycoside	hydrolases	that	catalyse	the	hydrolysis	of	β1,4	glycosidic	bonds	of	
chitin	 and	 chitosan	 polymers.	 Some	 chitinases	 have	 also	 transglycosydase	 activity	 (TG),	
allowing	 them	 to	 introduce	 new	 glycosidic	 bonds	 between	 donor	 and	 acceptor	 sugar	
molecules	 with	 the	 consequent	 generation	 of	 oligomeric	 COS.	 Such	 transglycosylating	
chitinases	can	be	used	for	the	 in	vitro	polymerization	of	COS,	but	the	hydrolytic	activity	of	
these	enzymes	tends	to	depolymerise	the	TG	products	quickly.		

With	the	main	goal	of	increase	TG	activity	of	chitinases	to	obtain	new	well-defined	COS,	in	
the	present	work	we	use	the	glycosynthase	technology	(GS)	on	different	GH18	chitinases	by	
mutation	of	the	assisting	residue	and	the	use	of	an	activated	glycosyl	donor	(an	oxazoline	
derivative),	with	which	an	 important	diminish	of	the	hydrolytic	activity	and	an	 increase	of	
the	TG	activity	have	been	obtained.	Despite	the	higher	TG	activity,	 the	residual	hydrolytic	
activity	of	the	assisting	residue	mutants	results	in	the	hydrolysis	of	the	GS	and	TG	products	
that	 not	 allow	 the	 increase	of	 the	 polymer	 yield.	 Protein	 engineering	 (rational	 approach)	
was	used	to	modify	one	of	the	selected	enzymes.	By	site-directed	mutagenesis	it	has	been	
possible	 to	 increase	 the	polymer	yield	up	 to	60%	 (w/w)	using	a	 chitin	oligomer	oxazoline	
derivative	(the	60%	of	which	corresponds	to	the	product	of	the	GS	reaction),	and	it	has	also	
been	 possible	 to	 obtain	 chitosan	 oligomers/polymers	 using	 structurally	 defined	 partially	
deacetylated	COS	oxazoline	derivatives.		
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Abreviatures	

4-MU		 	 4-metilumbeliferona	

A	 	 GlcNAc,	quan	fa	referència	a	l’anotació	d’oligosacàrids	de	quitina/quitosà		

ACN	 	 Acetonitril	

ADN	 	 Àcid	desoxiribonucleic	

BCA	 	 Àcid	bicinchonínic 

CAZy	 	 Carbohydrate	Active	enZymes	

CBM	 	 Carbohydrate-Binding	Module		(Domini	d’unió	a	carbohidrats)	

CD	 	 Catalytic	Domain	(Domini	catalític)	

CDMBI	 	 clorur	de	2-clor-1,3-dimetil-1H-benzimidazole-3-oni		

ChBD	 	 Chitin	Binding	Domain	(Domini	d’unió	a	quitina)	

COS	 	 Chitin	Oligosaccharides	(Oligosacàrids	de	quitina)		

CV	 	 Coeficient	de	Variació	

D	 	 GlcNH2,	quan	fa	referència	a	l’anotació	d’oligosacàrids	de	quitosà	

DA	 	 Degree	of	Acetylation	(Grau	d’acetilació)		

DHB	 	 Àcid	2,3-dihidroxibenzoic	

DMBI	 	 1,3-dimetil-1H-benzimidazole-2-ona	

DP	 	 Degree	of	Polymerization	(Grau	de	polimerització)		

DPn	 	 Quitooligosacàrid	amb	un	grau	de	polimerització	n		

DP(N)n	 	 Quitooligosacàrid	amb	un	grau	de	polimerització	n	monodesacetilat	

DP(N,N)n	 Quitooligosacàrid	amb	un	grau	de	polimerització	n	didesacetilat	

DP(N,N,N)n	 Quitooligosacàrid	amb	un	grau	de	polimerització	n	tridesacetilat	

DMSO	 	 Dimetil	sulfòxid	

FnIII	 	 Fibronectin-type	III	domain	(Domini	de	la	fibronectina	tipus	III)	

(GlcNAc)n-MU	 Oligosacàrid	de	quitina	amb	un	grau	de	polimerització	n	unit	al	fluoròfor	4-
metilumbeliferona		

(GlcNAc)n-pNP	 Quitooligosacàrid	 amb	 un	 grau	 de	 polimerització	 n	 unit	 al	 cromòfor														
p-nitrofenil		

ESI	 	 Electro	Spray	Ionization	(Ionització	per	electroesprai)	

FR	 	 Factor	de	resposta	

GH	 Glicosil	Hidrolases	o	Glicosidases	

GlcNAc		 N-acetil	glucosamina	

GlcNH2	 	 Glucosamina	

GS	 Glicosintasa	
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HABA	 	 Àcid	2-hidroxi-4-aminobenzoic	

HILIC	 Hydrophilic	Interaction	Chromatography																																						
(Cromatografia	Líquida	d’Interacció	Hidrofílica)	

HPLC	 High	Performance	Liquid	Cromatography																																					
(Cromatrografia	Líquida	d’Alta	Resolució)		

IPTG	 	 Isopropil	β-D-1-tiogalactopiranòsid	

LB	 	 Medi	de	cultiu	Luria	Bertani	

LD	 	 Límit	de	detecció	

LQ	 	 Límit	de	quantificació	

MALDI-TOF	 Matrix	Assisted	Laser	Desorption/Ionization	–	Time	Of	Flight	
(Desorció/ionització	mitjançant	làser	assistida	per	Matriu	-	Temps	de	vol)	

MS	 	 Mass	Spectrometry	(Espectrometria	de	masses)	

Mw	 	 Molecular	Weight	(Pes	Molecular)	

OD600	 	 Densitat	òptica	a	600	nm	

ON	 	 Over-Night	(Durant	la	nit)	

PA	 	 Pattern	of	Acetylation	(Patró	d’acetilació)	

PBS	 	 Phosphate	Buffer	Saline	(Tampó	fosfat	salí)	

PCR	 	 Polymerase	Chain	Reaction	(Reacció	en	cadena	de	la	polimerasa)	

PKD	 	 Polycystic	Kidney	Disease	

PMSF	 	 Fluorur	de	fenilmetanosulforil	

RMN	 	 Ressonància	Magnètica	Nuclear	

rpm	 	 Revolucions	per	minut	

SDS-PAGE	 Sodium	Dodecyl	Sulfate-PoliAcrylamide	Gel	Electrophoresis																										
(Electroforesis	en	gel	de	poliacrilamida	amb	dodecilsulfat	sòdic)	

SIM	 	 Single	Ion	Monitoring		

TG	 	 Activitat	de	Transglicosidació		

TLC	 	 Thin	Layer	Chromatography	(Cromatografia	de	capa	fina)	

UV	 	 Ultraviolada	

VMD	 	 Visual	Molecular	Dynamics	

V0	 	 Velocitat	inicial	

wt	 	 wild	type	(versió	salvatge)	
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Introducció	

I.1.	Glicosidases	com	a	eina	per	a	la	síntesi	de	glicòsids		

Els	carbohidrats	són	biomolècules	presents	en	tots	els	organismes	vius	i	participen	en	una	
àmplia	varietat	de	funcions	biològiques	que	inclouen	processos	de	reconeixement	cel·lular,	
regulació	 i	 senyalització,	 proliferació	 cel·lular,	 interaccions	 patogen-hoste,	 resposta	
immunitària,	rol	com	a	components	estructurals	de	les	parets	cel·lulars	i	emmagatzematge	
d’energia	(Whitelock	and	Iozzo,	2005;	Adamczyk,	Tharmalingam	and	Rudd,	2012;	Schnaar,	
2016).		

La	 síntesi	 de	 glicòsids	 i	 glicoconjugats	 naturals	 i	 no-naturals,	 estructuralment	 definits,	 té	
una	elevada	rellevància	en	els	camps	de	la	glicobiologia	i	la	glicoquímica	i	conseqüentment	
hi	 ha	 un	 elevat	 interès	 en	 el	 desenvolupament	 d’estratègies	 eficients	 per	 a	 la	 síntesi	
d’aquests	 tant	 química	 com	 enzimàticament.	 Els	 processos	 de	 síntesi	 química	 tradicional	
requereixen	 etapes	 de	 protecció	 i	 desprotecció	 així	 com	 estratègies	 d’activació	 per	 a	
mantenir	la	regio-	i	estereoselectivitat	dels	productes,	que	resulten	en	processos	complexes	
amb	 rendiments	 finals	 normalment	 baixos	 (Demchenko,	 2008).	 En	 canvi,	 la	 síntesi	
enzimàtica	ofereix	avantatges	a	causa	de	l’elevada	selectivitat	dels	enzims,	que	possibiliten	
el	control	tant	de	la	configuració	anomèrica	com	de	la	regioselectivitat,	sense	la	necessitat	
de	l’ús	de	grups	protectors.		

L’ús	d’enzims	com	a	biocatalitzadors	proporciona	l’alternativa	a	les	limitacions	de	la	síntesi	
química,	donades	les	seves	particularitats:	elevada	activitat	catalítica,	absència	de	reaccions	
secundàries,	 condicions	 de	 reacció	 suaus	 i	 sobretot	 una	 alta	 esteroselectivitat	 i	
regioselectivitat.	 El	 conjunt	 d’enzims	 actius	 en	 carbohidrats,	 involucrats	 en	 la	 formació,	
modificació	i	hidròlisi	d’oligosacàrids,	polisacàrids	i	glicoconjugats,	es	classifiquen	a	la	base	
de	 dades	 CAZy	 (Carbohydrate	 Active	 Enzymes	 database,	 www.cazy.org)	 (Lombard	 et	 al.,	
2014)	en	funció	de	la	similitud	de	seqüència	 i	conseqüentment	de	plegaments	comuns	en	
les	 seves	 estructures.	 Segons	 l’activitat	 del	 seu	 domini	 catalític	 es	 classifiquen	 en	 (i)	
glicosiltransferases	 (GTs),	 que	 catalitzen	 la	 formació	 d’enllaços	 glicosídics;	 (ii)	 glicosil	
hidrolases	 o	 glicosidases	 (GHs),	 encarregades	 d’hidrolitzar	 enllaços	 glicosídics;	 (iii)	
polisacàrid	 liases	 (PLs),	 responsables	 de	 l’escissió	 no	 hidrolítica	 d’enllaços	 glicosídics;	 (iv)	
esterases	 de	 carbohidrats	 (CEs),	 que	hidrolitzen	 els	 èsters	 de	 carbohidrats	 i,	 (v)	 activitats	
auxiliars	 (AAs),	 enzims	 redox	 que	 actuen	 conjuntament	 amb	 altres	 enzims	 actius	 en	
carbohidrats.	 També	 es	 classifiquen	 a	 CAZy	 els	 mòduls	 d’unió	 a	 carbohidrats	 (CBMs,	
carbohydrate-binding	modules),	dominis	sense	funció	catalítica	que	contribueixen	a	la	unió	
i	accessibilitat	dels	substrats	als	centres	catalítics	d’altres	CAZymes.		

Les	dues	famílies	implicades	en	la	formació	d’enllaços	glicosídics	són	les	glicosiltransferases,	
que	transfereixen	un	monosacàrid	donador	activat	a	un	acceptor,	 i	 les	glicosidases,	que	a	
més	d’hidrolitzar	enllaços	glicosídics,	també	són	capaces	de	catalitzar	la	formació	d’aquests	
invertint	la	reacció	d’hidròlisi	o	mitjançant	reaccions	de	transglicosidació.	A	diferència	de	la	
síntesi	 de	 carbohidrats	 mitjançant	 GTs,	 que	 requereix	 substrats	 complexes	 i	 estrictes	
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especificitats	 de	 substrat,	 i	 alhora	 és	 complicada	 a	 causa	 de	 la	 dificultat	 d’obtenció	 dels	
enzims	i	la	poca	estabilitat	d’aquests,	la	síntesi	mitjançant	GHs	mostra	avantatges	tant	en	la	
obtenció	 i	 estabilitat	 dels	 enzims	 com	 en	 la	 poca	 especificitat	 de	 substrat	 en	 relació	 a	
l’acceptor	i	l’ús	de	substrats	accessibles.		

I.1.1.	Glicosil	Hidrolases	o	Glicosidases	(GHs)	

Les	 glicosidases	 es	 divideixen	 en	 dues	 classes	 segons	 el	mecanisme	 d’acció:	 enzims	 amb	
inversió	de	 la	configuració	anomèrica	 i	enzims	amb	retenció	de	 la	configuració.	A	més,	en	
funció	 de	 la	 localització	 de	 l’enllaç	 glicosídic	 hidrolitzat	 dins	 la	 cadena	 oligomèrica,	 les	
glicosidases	 s’agrupen	 en	 enzims	 exo-	 (alliberen	 un	 monosacàrid	 o	 disacàrid	 d’un	 dels	
extrems	de	la	cadena,	principalment	l’extrem	no-reductor)	o	endo-	(actuen	en	els	enllaços	
interns	de	la	cadena).	Aquesta	regioespecificitat	de	tall	és	conseqüència	de	la	topologia	del	
centre	actiu	(Davies	and	Henrissat,	1995).	

Ambdues	 classes,	 GHs	 amb	 inversió	 i	 GHs	 amb	 retenció	 de	 la	 configuració,	 actuen	
mitjançant	 un	 mecanisme	 catalític	 d’àcid-base	 general	 i	 presenten	 dos	 residus	 catalítics	
essencials,	 generalment	 aspartats	 o	 glutamats	 (Mccarter	 and	 Withers,	 1994),	 però	
difereixen	en	el	mecanisme	catalític.		

Les	glicosidases	que	actuen	amb	inversió	de	configuració	ho	fan	mitjançant	un	mecanisme	
d’únic	desplaçament	via	un	estat	de	transició	de	tipus	oxocarbocatiònic.	El	residu	que	actua	
com	 a	 base	 general	 incrementa	 la	 nucleofília	 d’una	 molècula	 d’aigua,	 la	 qual	 ataca	 al	
carboni	 anomèric	 al	 mateix	 temps	 que	 el	 residu	 àcid	 general	 assisteix	 el	 trencament	 de	
l’enllaç	O-glicosídic	cedint	un	protó	a	l’oxigen	glicosídic	a	escindir	(Figura	I.	1A).	En	canvi,	les	
glicosidases	 que	 actuen	 mitjançant	 retenció	 de	 configuració	 segueixen	 una	 reacció	 de	
doble-desplaçament	en	la	que	es	dona	la	formació	i	hidròlisi	d’un	intermedi	enzim-substrat	
(intermedi	 covalent	 glicosil-enzim).	 En	 la	 primera	 etapa,	 anomenada	 glicosilació,	 el	 grup	
àcid/base	 cedeix	 un	 protó	 a	 l’oxigen	 glicosídic	 mentre	 que	 el	 residu	 nucleòfil	 ataca	 al	
carboni	 anomèric	 formant	 l’intermedi	 covalent.	 En	 la	 segona	 etapa,	 desglicosilació,	 el	
residu	 catalític	 prèviament	 desprotonat	 actua	 com	 a	 base	 recuperant	 un	 protó	 d’una	
molècula	d’aigua,	 la	qual	ataca	al	carboni	anomèric,	rendint	el	producte	d’hidròlisi	amb	la	
mateixa	configuració	anomèrica	que	el	glicòsid	de	partida	(Figura	I.	1B).	Existeix	una	variant	
del	 mecanisme	 amb	 retenció	 de	 configuració,	 present	 en	 glicosidases	 que	 catalitzen	 la	
hidròlisi	 de	 l’enllaç	 glicosídic	 de	 sucres	 que	 presenten	 un	 grup	 2-acetamido	 (quitinases	

GH18,	hexosaminidases	GH20,	hialuronidases	GH56,	endo-β-acetilglucosaminidases	GH84	i	
GH85	i	β-N-acetilgalactosaminidases	GH123).	Aquestes	glicosidases	no	presenten	nucleòfil,	
i	actuen	mitjançant	una	catàlisi	assistida	per	substrat,	on	el	grup	N-acetil	del	substrat	actua	
com	a	nucleòfil	 intern	donant	lloc	a	la	formació	d’un	intermedi	oxazolina,	que	en	el	segon	
pas	 de	 reacció	 és	 atacat	 per	 una	 molècula	 d’aigua,	 assistida	 per	 la	 base	 conjugada	 del	
residu	 àcid	 general,	 donant	 lloc	 al	 producte	 amb	 retenció	 de	 la	 configuració	 anomèrica	
(Figura	 I.	1C).	Aquests	enzims	presenten	un	 residu	auxiliar	que	 forma	un	pont	d’hidrogen	
amb	el	NH-	del	grup	acetamida	assistint	 la	 formació	de	 l’intermedi	oxazolina	(Tews	et	al.,	
1997).	
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Figura	I.	1.	Mecanismes	catalítics	de	les	glicosidases	

A)	GHs	 amb	 inversió	 de	 configuració,	 B)	GHs	 amb	 retenció	 de	 configuració	 amb	presència	 de	nucleòfil,	 a	

través	 de	 la	 formació	 de	 l’intermedi	 glicòsid-enzim	 i	 C)	 GHs	 amb	 retenció	 de	 configuració	mitjançant	 un	

mecanisme	 catalític	 assistit	 per	 substrat,	 a	 través	 de	 la	 formació	 de	 l’intermedi	 oxazolini/oxazolina.	

Adaptada	de	Planas	et	al.	(Planas,	Faijes	and	Codera,	2015)	

	
Les	 glicosidases	 amb	 retenció	de	 configuració	 a	més	de	 catalitzar	 la	 reacció	d’hidròlisi	 de	

l’enllaç	 glicosídic	 també	 poden	 catalitzar	 la	 formació	 d’aquest.	 El	 potencial	 d’aquestes	

glicosidases	 com	 a	 eina	 per	 a	 la	 síntesi	 regio-	 i	 estereoespecífica	 de	 glicòsids	 s’està	

explotant	 des	 dels	 anys	 80.	 Les	 dues	 estratègies	 clàssiques	més	 destacades	 en	 la	 síntesi	

enzimàtica	 d’enllaços	 glicosídics	 es	 basen	 en	 invertir	 la	 reacció	 d’hidròlisi	 (i)	 desplaçant	

l’equilibri	 cap	 a	 la	 formació	 de	 l’enllaç	 (control	 termodinàmic)	 o,	 (ii)	 utilitzant	 donadors	

glicosídics	 activats	 (control	 cinètic).	 L’estratègia	 de	 control	 termodinàmic	 es	 basa	 en	 el	

desplaçament	 de	 l’equilibri	 de	 reacció	mitjançant	 l’alteració	 de	 les	 condicions	 d’aquesta,	

com	per	exemple,	utilitzar	elevades	concentracions	de	substrat,	augmentar	la	temperatura,	

o	 afegir	 solvents	orgànics.	 Per	 altra	banda,	 l’estratègia	de	 control	 cinètic	més	 comuna	es	

basa	 en	 accelerar	 la	 formació	 de	 l’intermedi	 de	 reacció	 i	 afavorir	 que	 un	 sucre	 acceptor	

ataqui	 ràpidament	 aquest	 intermedi,	 abans	 que	 una	 molècula	 d’aigua.	 Per	 a	 aquesta	

estratègia	 s’utilitza	 donadors	 glicosídics	 activats	 (fluorurs	 de	 glicosil,	 arilglicòsids,	

oligosacàrids	 o	 oligosacàrids	 activats	 (oxazolines))	 amb	 l’objectiu	 d’augmentar	 la	

concentració	de	 l’intermedi	enzim-substrat	 (Figura	 I.	2A)	o	oxazolina	 (Figura	 I.	2B)	un	cop	
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finalitzada	 la	 primera	 etapa	 del	 mecanisme	 catalític.	 Sota	 les	 condicions	 apropiades,	 un	
sucre	 acceptor	 nucleofílic	 pot	 interceptar	 l’intermedi	 de	 reacció	 i	 formar	 un	 nou	 enllaç	
glicosídic	 (producte	 de	 transglicosidació)	 amb	 la	 mateixa	 configuració	 anomèrica	 que	 el	
donador	glicosídic.		

L’eficiència	 de	 transglicosidació	 és	 depenent	 de	 com	 l’enzim	 pot	 acomodar	 el	 sucre	
acceptor	 per	 a	 competir	 contra	 una	 molècula	 d’aigua.	 S’han	 desenvolupat	 diferents	
estratègies	 per	 afavorir	 la	 transglicosidació	 respecte	 la	 hidròlisi,	 amb	 un	 èxit	 variable	 en	
funció	de	l’enzim	i	del	donador/acceptor	utilitzats,	però	tot	i	afavorir	la	formació	de	l’enllaç	
glicosídic,	 la	 reacció	 d’hidròlisi	 sempre	 es	 manté	 present,	 ja	 que	 els	 enzims	 segueixen	
essent	 hidrolíticament	 actius.	 El	 producte	 de	 transglicosidació	 esdevé	 substrat	 del	 propi	
enzim,	i	l’equilibri	és	desplaçat	lentament	cap	a	la	hidròlisi.	La	competència	entre	hidròlisi	i	
transglicosidació	ve	donada	per	dos	processos:	hidròlisi	primària,	referent	a	 la	hidròlisi	de	
l’intermedi	 de	 reacció	 per	 l’atac	 d’una	 molècula	 d’aigua	 en	 l’etapa	 de	 desglicosilació,	 i	
hidròlisi	secundària,	referent	a	la	hidròlisi	del	producte	de	tranglicosidació	que	és	substrat	
del	propi	enzim	(Figura	I.	2).		

	
Figura	I.	2.	Reaccions	de	transglicosidació	catalitzades	per	glicosidases	amb	retenció	de	configuració.	
A)	 Glicosidases	 amb	 nucleòfil	 catalític,	 B)	 Glicosidases	 que	 operen	 amb	 catàlisi	 assistida	 per	 substrat.	
Adaptada	de	Planas	et	al.	(Planas,	Faijes	and	Codera,	2015)	

	
L’eficàcia	de	 transglicosidació	de	GHs	 també	es	pot	 incrementar	mitjançant	enginyeria	de	
proteïnes.	 Les	 dues	 estratègies	 d’enginyeria	 generalment	 utilitzades	 consisteixen	 en	 el	
disseny	 racional	 en	base	 a	 la	 informació	 estructural	 accessible	 i	 en	 estratègies	 d’evolució	
dirigida	amb	l’ús	d’estratègies	de	cribratge	potents.	En	l’estratègia	de	mutagènesi	dirigida,	
els	 procediments	 que	 actualment	 es	 duen	 a	 terme	 es	 focalitzen	 en:	 (i)	 alterar	 les	
interaccions	en	el	 subseti	 -1,	donant	 lloc	a	un	 increment	de	 l’energia	 lliure	dels	estats	de	
transició	 tant	 de	 l’etapa	 de	 glicosidació	 com	 de	 desglicosidació,	 que	 es	 tradueix	 en	 una	
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disminució	de	la	velocitat	d’hidròlisi;	(ii)	modificar	els	residus	situats	en	els	subsetis	positius	

per	 a	 afavorir	 la	 unió	 de	 l’acceptor	 en	 l’etapa	 de	 desglicosidació,	 principalment	 amb	 la	

introducció	de	residus	aromàtics	i	(iii)	modificar	els	residus	implicats	en	la	interacció	amb	la	

molècula	 d’aigua	 catalítica	 (principalment	 substitucions	 de	 residus	 Tyr),	 o	 el	 bloqueig	 de	

l’entrada	 dels	 canals	 d’aigua	 (Bissaro	 et	 al.,	 2015).	 Per	 altra	 banda,	 l’evolució	 dirigida	
permet	incrementar	l’activitat	de	transglicosidació	sense	el	coneixement	previ	de	la	relació	

estructura-funció.		

L’any	1998	es	va	aconseguir	un	gran	progrés	en	la	síntesi	enzimàtica	d’oligosacàrids	amb	el	

desenvolupament	 de	 l’estratègia	 glicosintasa	 (Mackenzie	 et	 al.,	 1998;	Malet	 and	 Planas,	

1998),	 basada	 no	 només	 en	 l’enginyeria	 enzimàtica	 sinó	 també	 en	 l’ús	 d’un	 donador	

modificat.		

I.1.2.	Glicosintases	

El	concepte	glicosintasa	va	ser	introduït	l’any	1998	tant	en	una	exo-glicosidasa	(Mackenzie	

et	al.,	 1998)	 com	en	una	endo-glicosidasa	 (Malet	and	Planas,	1998).	 Les	glicosintases	 són	

glicosil-hidrolases	amb	retenció	de	configuració	en	les	que	s’ha	substituït	el	residu	catalític	

que	actua	de	nucleòfil	per	un	residu	no	nucleofílic,	donant	lloc	a	un	enzim	hidrolíticament	

inactiu.	 Es	 tracta	 d’un	 redisseny	 racional	 del	 centre	 actiu	 que	 permet	 suprimir	 l’activitat	

hidrolasa.	Aquests	enzims,	a	causa	de	l’absència	de	nucleòfil,	no	poden	formar	l’intermedi	

glicosil-enzim,	 però	 són	 capaços	 de	 catalitzar	 la	 reacció	 de	 transglicosidació	 a	 partir	 d’un	

donador	glicosídic	activat	(fluorurs	de	glicosil)	amb	configuració	anomèrica	oposada	a	la	del	

substrat	de	la	reacció	d’hidròlisi,	que	mimetitza	l’intermedi	de	reacció	(Figura	I.	3A).	A	causa	

de	la	mutació	del	nucleòfil	carboxilat	per	un	residu	més	petit,	la	cavitat	creada	en	el	centre	

actiu	permet	la	unió	del	donador	activat.	La	transferència	del	glicòsid	a	un	sucre	acceptor	és	

afavorida	 respecte	 la	 hidròlisi,	 i	 el	 producte	 de	 condensació	 no	 pot	 ser	 hidrolitzat	 per	

l’enzim	 a	 causa	 de	 la	 manca	 del	 nucleòfil	 catalític,	 incrementant	 així	 el	 rendiment	 de	

transglicosidació	 (Planas,	 Faijes	 and	 Codera,	 2015).	 Al	 llarg	 dels	 anys	 s’han	 desenvolupat	

vàries	 glicosintases	 de	 diferents	 famílies	 de	 glicosidases	 amb	 les	 que	 s’han	 obtingut	

importants	rendiments	en	productes	de	condensació	(Faijes	and	Planas,	2007;	Shaikh	and	

Withers,	2008;	Armstrong	and	Withers,	2013).	

El	 concepte	 inicial	 desenvolupat	 en	 glicosidases	 amb	 retenció	 de	 configuració	 utilitzant	

donadors	fluorur	de	glicosil	va	ser	estès	a	altres	aproximacions	que	inclouen	(i)	la	generació	

in	 situ	 del	 donador	 glicosídic	 activat	 mitjançant	 un	 nucleòfil	 extern,	 (ii)	 glicosintases	

derivades	de	glicosidases	que	actuen	mitjançant	un	mecanisme	catalític	assistit	per	substrat	

i,	(iii)	fins	i	tot,	glicosintases	derivades	de	glicosidases	amb	inversió	de	configuració,	en	les	

que	l’estratègia	seguida	es	basa	en	un	concepte	similar	però	diferent.	En	aquest	últim	tipus	

d’enzims	la	metodologia	es	basa	en	la	mutació	del	residu	que	actua	com	a	base	i	l’ús	d’un	

substrat	activat	fluorur	de	glicosil	amb	la	mateixa	configuració	anomèrica	que	el	producte	

d’hidròlisi.	Els	enzims	resultants	són	capaços	de	transglicosidar	i	l’activitat	hidrolítica	es	veu	

disminuïda	però	no	suprimida,	així	doncs	aquests	mutants	són	considerats	glycosynthase-
like.	
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Figura	I.	3.	Enzims	glicosintasa.	

A)	Mutant	del	residu	nucleòfil	d’una	glicosidasa	amb	retenció	de	configuració	amb	un	fluorur	de	glicosil	com	

a	 donador.	 B)	 Mutant	 del	 residu	 assistent	 d’una	 glicosidasa	 amb	 retenció	 de	 configuració	 que	 actua	

mitjançant	un	mecanisme	catalític	assistit	per	substrat,	amb	un	derivat	oxazolina	com	a	donador.	

	

En	 el	 cas	 de	 les	 glicosidases	 que	 actuen	 mitjançant	 un	 mecanisme	 catalític	 assistit	 per	

substrat,	 en	 el	 que	 els	 enzims	 no	 presenten	 residu	 nucleòfil,	 l’estratègia	 utilitzada	 és	

diferent,	 substituint	 el	 residu	 assistent	 del	 centre	 actiu,	 que	 té	 un	paper	 important	 en	 la	

formació	de	l’intermedi	de	reacció	(Figura	I.	3B)	i	l’ús	de	derivats	oxazolina	com	a	substrat.	

El	primer	exemple	de	glicosintasa	que	actua	mitjançant	catàlisi	assistida	per	substrat	va	ser	

una	endo-β-N-acetilglucosaminidasa	(Endo-M)	de	la	família	GH85.	En	la	família	GH85	hi	ha	

un	 residu	Asn	conservat	que	 té	un	paper	en	 la	orientació	del	grup	2-acetamido	 i	promou	

l’atac	nucleofílic	d’aquest	a	 la	posició	anomèrica,	per	a	 formar	 l’intermedi	oxazolina	en	el	

mecanisme	hidrolític.	La	mutació	d’aquest	residu	per	una	Ala	dona	lloc	a	un	enzim	incapaç	

de	 formar	 l’intermedi	 de	 reacció	 amb	 la	 conseqüent	 pèrdua	d’activitat	 hidrolasa,	 però	 el	

mutant	 segueix	 essent	 capaç	 d’utilitzar	 un	 donador	 oxazolina	 per	 a	 la	 reacció	 de	

transglicosidació.	 L’impacte	d’aquesta	mutació	N175A	 resulta	 en	 la	pèrdua	quasi	 total	 de	

l’activitat	hidrolítica	(0,024%	respecte	l’enzim	wt)	i	també	la	pèrdua	de	l’activitat	de	TG	de	

l’enzim,	 el	 que	 indica	 que	 aquest	 Asn	 és	 un	 residu	 essencial	 per	 a	 la	 catàlisi.	 En	 canvi,	

l’enzim	resultant	de	la	mutació	d’aquest	residu	assistent	en	l’enzim	Endo-M	és	capaç	de	dur	

a	terme	la	reacció	de	condensació	a	partir	d’un	donador	activat	oxazolina,	 i	el	glicopèptid	

resultant	no	és	hidrolitzat	 (Umekawa	et	al.,	2008).	En	aquesta	 família	GH85	 la	substitució	

de	l’Asn	que	assisteix	a	la	formació	de	l’intermedi	oxazolina	té	un	impacte	molt	elevat	sobre	

la	hidròlisi,	el	que	resulta	en	el	desenvolupament	d’un	enzim	glicosintasa	eficient,	 incapaç	

d’hidrolitzar	 el	 producte	GS	 format.	Aquesta	metodologia	ha	estat	 estesa	 a	 altres	 enzims	

GH85	 (Endo-A	 i	 Endo-D)	 (Wang	 and	 Huang,	 2009;	 Yamamoto,	 2013)	 amb	 èxit,	 però	

l’aplicació	d’aquesta	estratègia	pot	no	tenir	el	mateix	impacte	sobre	l’activitat	hidrolítica	en	

les	 altres	 famílies	 amb	mecanisme	 catalític	 assistit	 per	 substrat.	Més	 recentment,	 també	
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s’ha	començat	a	estendre	en	enzims	de	la	família	GH18	(Huang	et	al.,	2012;	Martinez	et	al.,	
2012).		

I.2.	Quitina	i	quitosans	

La	 quitina	 va	 ser	 descoberta	 l’any	 1811	 per	 Henri	 Braconnot,	 aïllant-se	 d’un	 extracte	 de	
fongs	i	va	ser	anomenada	fungina	(Braconnot,	1811).	No	va	ser	fins	l’any	1823	que	aquest	
polímer	va	ser	anomenat	quitina,	quan	es	va	obtenir	a	partir	de	la	desmineralització	de	la	
closca	 d’escarabats	 (Odier,	 1823;	 Campbell,	 1929)	 i	 l’any	 1929,	 l’investigador	 suís	 Albert	
Hofmann	en	va	descriure	l’estructura	química	(Karrer	and	Hofmann,	1929).	

Per	altra	banda,	el	quitosà	va	ser	descobert	l’any	1859	per	C.	Rouget,	en	bullir	la	quitina	en	
presència	 d’hidròxid	 de	 potassi	 concentrat,	 que	 va	 provocar	 la	 desacetilació	 parcial	
d’aquesta	(Rouget,	1859)	però	aquest	nou	polímer	no	va	rebre	el	nom	de	quitosà	fins	l’any	
1894	(Hoppe-Seyler,	1894).	L’any	1954	es	va	aïllar	per	primera	vegada	quitosà	natural,	per	
extracció	de	les	parets	cel·lulars	del	fong	Phycomyces	blakesleanus	(Kreger,	1954).		

Des	del	seu	descobriment,	l’interès	per	aquests	dos	polímers	ha	estat	contínua	i	a	partir	del	
segle	XX	 s’ha	 començat	 a	obtenir	més	 informació	 tant	dels	 propis	 compostos	 com	de	 les	
seves	aplicacions	(Zikakis,	2012).		

I.2.1.	Propietats	i	Estructura		

La	 quitina	 és	 el	 segon	 polímer	 natural	 més	 abundant	 en	 la	 natura,	 just	 després	 de	 la	
cel·lulosa,	 i	 és	 considerada	 una	 de	 les	 fonts	 renovables	 més	 abundants	 de	 la	 Terra.	
Principalment	 actua	 com	 a	 component	 estructural	 i	 es	 troba	 en	 els	 exosquelets	
d’artròpodes	(insectes	i	crustacis),	els	endosquelets	de	mol·luscs,	en	molts	invertebrats	i	en	
la	 paret	 cel·lular	 de	 fongs	 i	 algunes	 algues	 diatomees	 (Kurita,	 2001).	 Químicament,	 està	
definida	 com	 a	 un	 polisacàrid	 lineal	 format	 per	 monòmers	 d’N-acetil-D-glucosamina	
(GlcNAc)	units	per	enllaços	β(1à4)	(Figura	I.	4A).	En	la	natura	es	troba	present	en	forma	de	
3	tipus	de	macrofibril·les	diferents,	en	funció	de	l’organització	del	polímers	que	les	formen:	
α-quitina,	 formada	per	cadenes	antiparal·les;	β-quitina,	 formada	per	cadenes	paral·leles;	 i	
γ-quitina,	formada	per	una	mescla	de	cadenes	paral·leles	 i	antiparal·leles.	De	 les	diferents	
isoformes,	l’α-quitina	és	la	més	abundant	(Rinaudo,	2006).	A	causa	de	la	presència	del	grup	
N-acetil	del	carboni	C2	del	monòmer	de	GlcNAc,	la	quitina	és	molt	poc	soluble	tant	en	aigua	
com	en	els	dissolvents	orgànics	comuns.	

El	processat	de	la	quitina,	a	partir	de	processos	de	despolimerització	i	des-N-acetilació	dona	
lloc	 a	 una	 varietat	 de	 compostos	 amb	 importants	 funcions	 biològiques,	 entre	 els	 que	 es	
troben	els	quitosans	i	els	quitooligosacàrids	de	quitina	i	de	quitosà.		
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Figura	I.	4.	Estructures	químiques	de	la	quitina	i	els	quitosans.	

A)	Estructura	de	la	quitina,	definida	com	a	un	homopolisacàrid	lineal	compost	per	monòmers	d’N-acetil-D-
glucosamina	 units	 per	 enllaços	 β(1à4);	 B)	 Estructura	 dels	 quitosans,	 definida	 com	 a	 heteropolisacàrids	

lineals	compostos	per	monòmers	d’N-acetil-D-glucosamina	i	glucosamina	units	per	enllaços	β(1à4).	

	

Els	 quitosans	 són	 una	 família	 de	 compostos	 derivats	 de	 la	 quitina	 els	 quals	 s’obtenen	 a	

partir	de	des-N-acetilacions	parcials	d’aquesta.	Són	copolímers	 lineals	 formats	per	residus	

de	 GlcNAc	 i	 glucosamina	 (GlcNH2)	 (Figura	 I.	 4B).	 El	 procés	 natural	 de	 desacetilació	 de	 la	

quitina	 no	 és	molt	 comú,	 de	 fet	 només	 s’ha	 descrit	 en	 fongs	 dels	 llinatges	 Zygomycota,	
Basidiomycota	i	Ascomycota,	i	en	les	algues	del	gènere	Chlorella	(Kreger,	1954;	Kapaun	and	
Reisser,	 1995;	 Latil	 de	 Ros,	 2017).	 Aquesta	 desacetilació	 parcial	 resulta	 en	 grups	 amina	

lliures	 que	 confereixen	 càrrega	 positiva	 als	 quitosans,	 que	 esdevenen,	 així,	 els	 únics	

polisacàrids	policatiònics	naturals,	amb	capacitat	d’interaccionar	amb	molècules	carregades	

negativament,	com	per	exemple	ADN,	proteïnes	i	fosfolípids	de	membrana	(Se-Kwon,	2010).	

A	més,	 a	 causa	 de	 la	 desacetilació,	 els	 quitosans	 presenten	 noves	 propietats	 químiques,	

respecte	 la	 quitina,	 com	 són	 la	 solubilitat,	 flexibilitat,	 viscositat,	 porositat	 i	 conductivitat	

(Philibert,	Lee	and	Fabien,	2016).		

Aquestes	 característiques	 dels	 quitosans,	 juntament	 amb	 la	 seva	 biocompatibilitat,	

biodegradabilitat	 i	 baixa	 toxicitat,	 fan	 d’aquests	 polímers	 uns	 excel·lents	 candidats	 per	 al	

seu	ús	en	 la	 indústria,	 a	 causa	de	 les	 seves	potencials	 aplicacions	en	àrees	 tant	diferents	

com	són	la	medicina	i	l’agricultura	(Kumar,	2000).		

Les	 funcions	 biològiques	 dels	 quitosans	 són	 molt	 diverses	 i	 estan	 altament	 relacionades	

amb	el	 grau	de	polimerització	 (DP),	que	correspon	al	nombre	de	 residus	de	 la	 cadena;	el	

grau	d’acetilació	(DA),	és	a	dir	 la	proporció	relativa	de	monòmers	acetilats	 i	desacetilats;	 i	

del	patró	d’acetilació	 (PA),	 referent	a	 la	distribució	dels	monòmers	GlcNAc	 i	GlcNH2	en	 la	

cadena	oligomèrica.		

I.2.2.	Aplicacions	

Els	 quitosans	 presenten	 unes	 propietats	 fisicoquímiques	 i	 biològiques	 diferencials	 de	 la	

quitina,	 i	 com	 a	 conseqüència	 d’aquestes	 els	 quitosans	 són	 uns	 polímers	 amb	 un	 elevat	

interès	 en	 diversos	 camps	 com	 són	 l’agricultura,	 el	 tractament	 d’aigües	 i	 residus,	 la	

indústria	 alimentària,	 la	medicina	 i	 la	 cosmètica,	 entre	 d’altres	 (Taula	 I.	 1)	 (Kumar,	 2000;	
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Rinaudo,	2006;	Croisier	and	Jérôme,	2013;	Azuma	et	al.,	2014;	Pestov	and	Bratskaya,	2016;	
Philibert,	Lee	and	Fabien,	2016).		

Taula	I.	1.	Principals	aplicacions	dels	quitosans	

Agricultura	

Mecanisme	de	defensa	de	plantes	

Estimulació	del	creixement	de	plantes	

Recobriment	de	llavors	

Protecció	contra	gelades	

Alliberació	controlada	de	fertilitzants	i	nutrients	

Tractament	d’aigües	i	residus	

Floculant	per	a	la	clarificació	d’aigua		

Eliminació	de	metalls	

Polímer	ecològic	(substitució	de	polímers	sintètics)	

Disminució	d’olors	

Indústria	alimentària	i	de	begudes	

Fibra	dietètica	no	digerible	

Captura	de	greixos,	reducció	del	colesterol	

Conservant	

Espessidor	i	estabilitzador	de	salses	

Recobriment	protector,	fungicida	i	antibacterià	de	fruites	

Indústria	cosmètica	

Manteniment	de	la	humitat	de	la	pell	

Tractament	de	l’acne	

Suplement	capil·lar	

Reductor	de	l’electricitat	estàtica	del	cabell	

Manteniment	del	color	de	la	pell	

Tractaments	orals	(pasta	de	dents,	xiclets)	

Indústria	medicofarmacèutica	

Regulador	del	sistema	immune		

Antitumoral	

Hemostàtic	i	anticoagulant	

Cicatritzant	

Bacteriostàtic		

Drug-delivery	
Adaptada	de	Rinaudo	et	al.	(Rinaudo,	2006)	
	

No	només	els	quitosans,	sinó	també	els	oligòmers	derivats	d’aquests	i	de	quitina	(Partially	
Acetylated	 Chitosan	 Oligosaccharides	 (paCOS)	 i	 Chitin	 Oligosaccharides	 (COS))	 són	
igualment	 rellevants	 gràcies	 a	 les	 seves	 aplicacions	 potencials	 dins	 diferents	 àrees	 de	

producció	industrial,	de	les	que	destaquen	la	indústria	medicofarmacèutica	i	l’agricultura.		

Dins	 la	 indústria	 medicofarmacèutica	 destaquen	 les	 següents	 aplicacions:	 (i)	 activitat	

antiinflamatòria,	 inhibeixen	 la	 resposta	 inflamatòria	 induïda	 per	 lipopolisacàrids	 i	 també	

l’activació	de	basòfils,	neutròfils	i	 limfòcits	(Yoon	et	al.,	2007;	Chung,	Park	and	Park,	2012;	
Yousef	et	al.,	2012);	(ii)	immunoestimulants,	promouen	les	funcions	del	sistema	immunitari	

innat	 i	 adaptatiu	 (Feng,	 Zhao	 and	 Yu,	 2004;	 Zhang	 et	 al.,	 2014);	 (iii)	 activitats	
antimicrobianes,	 tenen	 activitat	 bactericides	 i	 bacteriostàtiques	 contra	 bacteris	 gram	

negatius	i	gram	positius	(Chung	et	al.,	2004;	Xia	et	al.,	2011;	Hosseinnejad	and	Jafari,	2016);	
(iv)	antitumorals,	interrompen	el	creixement	de	cèl·lules	canceroses	en	diferents	estadis	del	

desenvolupament,	i	fins	i	tot,	indueixen	mort	cel·lular	en	alguns	tumors	(Shen	et	al.,	2009;	
Park	 et	 al.,	 2011);	 (v)	 prevenció	 de	 l’obesitat	 i	 control	 del	 colesterol,	 són	 eficients	 en	 la	
reducció	de	lípids	en	el	plasma	(Pokhis	et	al.,	2015;	Trivedi	et	al.,	2016);	(vi)	activitat	anti-
diabètica,	 poden	 reduir	 la	 presència	 de	 glucosa	 en	 sang	 (Kondo	 et	 al.,	 2000;	 Lee	 et	 al.,	
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2003);	 (vii)	 vectors	 per	 a	 teràpia	 gènica	 i	 administració	 de	 fàrmacs	 (gene	 delivery	 i	 drug	
delivery)	(Maclaughlin	et	al.,	1998;	Mansouri	et	al.,	2004;	Ahmed	and	Aljaeid,	2016);	i,	(viii)	

promoció	 de	 la	 cicatrització	 i	 regeneració	 de	 la	 pell	 (Ueno	 et	 al.,	 1999;	 Ueno,	Mori	 and	

Fujinaga,	 2001;	 Patrulea	 et	 al.,	 2015),	 entre	 d’altres.	 Dins	 el	 sector	 de	 l’agricultura	
participen	 en	 el	 tractament	 antimicrobià,	 antifúngic	 i	 antiviral	 de	 plantes	 (Kendra	 and	

Hadwiger,	 1984;	 Ben-Shalom	 et	 al.,	 2003;	 Kulikov	 et	 al.,	 2006);	 com	 a	 promotors	 del	

creixement	(Nge	et	al.,	2006;	Mondal	et	al.,	2012;	Chamnanmanoontham	et	al.,	2015)	i	del	
sistema	immunitari	de	les	plantes	(Hadwiger,	2013;	Katiyar	et	al.,	2014).		

L’ampli	 ventall	 d’aplicacions	 dels	 quitosans	 ha	 provocat	 un	 increment	 de	 l’interès	 en	

l’obtenció	i	producció	d’aquests,	però	els	mètodes	de	producció	actuals	són	principalment	

químics,	 i	 donen	 lloc	 a	 una	mescla	 de	 quitosans	 heterogènia.	 Aquest	 fet	 impossibilita	 la	

realització	d’estudis	precisos	per	a	relacionar	cadascun	dels	compostos	amb	la	seva	activitat	

biològica	(El	Gueddari	et	al.,	2007;	Jung	and	Park,	2014;	Hosseinnejad	and	Jafari,	2016).		

I.2.3.	Producció	de	quitina	i	quitosà	

Avui	 en	 dia,	 la	 quitina	 s’obté	 principalment	 a	 partir	 de	 les	 restes	 de	 gambes	 i	 crancs,	

subproductes	 de	 la	 indústria	 pesquera,	 però	 també	 pot	 obtenir-se	 de	 l’endosquelet	 de	

calamars,	de	fongs	o	de	cutícules	d’insectes,	tot	i	que	amb	menor	quantitat.			

El	 procés	 d’extracció	 i	 obtenció	 de	 quitina	 consta	 principalment	 de	 tres	 etapes:	

desproteïnització,	desmineralització	i	decoloració.	La	primera	etapa	es	basa	en	l’eliminació	

de	proteïnes	a	partir	de	tractaments	alcalins,	normalment	amb	NaOH	o	KOH;	a	continuació,	

es	 realitza	 la	 desmineralització	 mitjançant	 tractaments	 amb	 dissolucions	 d’àcids,	

majoritàriament	 amb	 HCl,	 per	 a	 eliminar	 els	 dipòsits	 de	 fosfat	 càlcic	 i	 carbonat	 càlcic	

presents	en	 les	closques	dels	crustacis.	Finalment,	un	cop	 rentat	 i	assecat	el	producte,	es	

realitza	 els	 tractaments	de	decoloració	per	 a	 eliminar	 els	 pigments	 i	 lípids	presents	 en	el	

polímer	mitjançant	 l’ús	principalment	de	permanganat	potassi	 i	d’altres	compostos	com	a	

tractaments	complementaris	(Kumar,	2000;	Dhillon	et	al.,	2013).	Aquest	procés	dona	lloc	a	
la	obtenció	de	quitina	pura.		

Per	 altra	 banda,	 els	 quitosans	 s’obtenen	 a	 partir	 de	 des-N-acetilacions	 químiques	 de	 la	

quitina.	 Per	 a	 aquest	 procés	 s’empren	 condicions	 alcalines	 severes	 (elevades	

concentracions	de	bases	fortes)	 i	 temperatures	elevades	(entre	90°C	 i	120°C)	(Horton	and	

Lineback,	1965).	A	més,	per	a	 la	obtenció	dels	quitooligosacàrids,	 tant	de	quitina	 com	de	

quitosà,	s’afegeix	una	nova	etapa	d’hidròlisi	dels	polímers	mitjançant	l’ús	d’àcids	(HCl	és	el	

més	utilitzat)	(Einbu,	Grasdalen	and	Va,	2007).		

L’obtenció	 química	 de	 quitina	 i	 quitosà	 requereix	 l’ús	 d’una	 quantitat	 elevada	 d’àcids	 i	

bases,	 així	 com	 d’aigua,	 té	 uns	 requisits	 energètics	 elevats	 i	 produeix	 una	 quantitat	

abundant	 de	 residus	 (Kumar,	 2000).	 A	 més,	 la	 durada	 dels	 tractaments,	 així	 com	 les	

concentracions	 d’àcids	 i	 bases	 emprades,	 i	 les	 temperatures	 utilitzades	 afecten	 a	 les	

propietats	 fisiològiques	 del	 producte	 resultant,	 que	 finalment	 esdevé	 una	 mescla	
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heterogènia	 de	 quitosans	 que	 difereixen	 en	 el	 grau	 de	 polimerització,	 grau	 d’acetilació	 i	
patró	d’acetilació.	Aquesta	variabilitat,	juntament	amb	la	dependència	de	recursos	naturals,	
compromet	 la	 reproductibilitat	 entre	 lots,	 i	 dificulta	 l’estudi	 de	 les	 relacions	 estructura-
funció	biològica	de	cadascun	dels	diferents	productes.		

Per	tal	de	superar	aquests	desavantatges	s’ha	començat	a	desenvolupar	 l’ús	de	processos	
biotecnològics	 per	 a	 la	 producció	 de	 quitosans.	 Existeixen	 referències	 de	 síntesi	
quimioenzimàtica	(Pantaleone,	Yalpani	and	Scollar,	1992;	Jeon,	Park	and	Kim,	2001),	en	els	
que	s’utilitza	enzims	en	els	processos	d’extracció	de	quitina	i/o	desacetilació	d’aquesta	per	
a	la	obtenció	de	quitosans;	i	actualment,	s’ha	iniciat	la	utilització	d’estratègies	d’enginyeria	
metabòlica	 amb	 l’objectiu	 d’obtenir	 oligòmers	 i	 polímers	 de	 quitosà	 amb	 estructures	
definides	 (Naqvi	and	Moerschbacher,	2017).	Tot	 i	així,	 la	utilització	d’aquestes	estratègies	
es	 troba	 en	 una	 etapa	 molt	 primerenca,	 i	 encara	 es	 necessita	 un	 gran	 estudi	 i	
desenvolupament	d’aquestes,	que	són	altament	complexes,	principalment	per	la	presència	
d’un	gran	nombre	d’enzims	implicats.		

I.2.4.	Projecte	Nano3Bio	

Amb	 l’objectiu	 de	 desenvolupar	 una	 alternativa	 a	 la	 producció	 industrial	 actual	 de	
quitosans	es	va	crear	el	projecte	europeu	NanoBioEngineering	of	BioInspired	BioPolymers	
(Nano3Bio).		

L’objectiu	 del	 consorci	 és	 establir	 i	 desenvolupar	 mètodes	 biotecnològics	 de	 producció	
d’oligòmers	 i	 polímers	 de	 quitosans	 parcialment	 desacetilats,	 purs	 i	 d’alta	 qualitat,	
completament	definits.	El	projecte	engloba	l’ús	d’estratègies	in	vitro,	basades	en	processos	
biotecnològics	innovadors	que	utilitzen	tecnologies	quimioenzimàtiques,	com	estratègies	in	
vivo,	 per	 enginyeria	metabòlica,	 amb	 el	 propòsit	 d’obtenir	 nous	 oligòmers	 i	 polímers	 de	
quitosà	amb	graus	de	polimerització	i	acetilació	coneguts	així	com	amb	patrons	d’acetilació	
regulars	 i	 definits.	 Els	 principals	 enzims	 estudiats	 per	 al	 desenvolupament	 d’aquesta	
plataforma	 biotecnològica	 inclouen	 quitinasintases,	 quitinadesacetilases,	 quitinases	 i	
quitosanases.	

El	 projecte	 Nano3Bio	 pretén	 utilitzar	 quitinadesacetilases	 per	 a	 generar	 quitosans	 amb	
patrons	d’acetilació	regulars,	i	quitinases	i	quitosanases	per	a	hidrolitzar	enllaços	glicosídics	
dels	 polímers	 de	 quitosà	 en	 seqüències	 específiques,	 per	 tal	 de	 generar	 oligòmers	 de	
quitosà	 ben	 definits.	 A	 més,	 també	 es	 pretén	 utilitzar	 algunes	 quitinases	 amb	 activitat	
transglicosidasa	per	a	la	polimerització	in	vitro	d’oligòmers	de	quitosà	definits.		

En	 aquesta	 estratègia	 s’afegeix	 l’ús	 de	 quitinasintases	 bacterianes	 per	 a	 produir	 els	
oligòmers	 de	 quitina	 in	 vivo,	 que	 poden	 ser	 parcialment	 desacetilats	 per	
quitinadesacetilases	 tant	 in	 vivo	 com	 in	 vitro,	 o	 bé	 ser	 polimeritzats	 utilitzant	
transglicosidases	o	glicosintases.		

L’estratègia	 in	 vitro	 permet	 obtenir	 quitosans	 definits	 i	 aporta	 una	 solució	 a	 la	 poca	
reproductibilitat	 obtinguda	 en	 els	 assajos	 biològics	 de	 quitosans	 produïts	 per	 mètodes	
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químics;	i	per	altra	banda,	l’estratègia	in	vivo	pot	també	sobreposar-se	al	desavantatge	que	

suposa	 l’ús	de	productes	d’origen	animal,	principalment	en	el	 sector	medicofarmacèutic	 i	

de	la	cosmètica,	problema	que	presenten	els	quitosans	disponibles	en	el	mercat	avui	en	dia.		

Les	tasques	del	grup	del	projecte	Nano3Bio	comprenen	tant	el	descobriment	de	nous	gens	i	

enzims	involucrats	en	la	síntesi	 i	modificació	de	la	quitina	 i	quitosans,	com	l’enginyeria	de	

proteïnes	per	al	desenvolupament	de	nous	biocatalitzadors,	i	l’enginyeria	metabòlica	per	a	

crear	noves	 soques	 cel·lulars	bacterianes	 capaces	de	produir	nous	oligòmers	 i/o	polímers	

de	quitosans.	 	A	més,	 també	es	pretén	trobar	noves	aplicacions	per	als	quitosans	definits	

produïts	 biotecnològicament.	 Per	 últim,	 també	 s’inclou	 l’estudi	 de	 l’impacte	 medi-

ambiental	que	comporta	tot	el	procés	de	producció	biotecnològica.		

I.3.	Quitinases	de	la	família	GH18	

Les	quitinases	(EC	3.2.1.14)	són	enzims	de	la	família	de	les	glicosil	hidrolases	que	catalitzen	

la	hidròlisi	dels	enllaços	β(1à4)	presents	en	homopolímers	de	quitina.	Es	troben	presents	

en	una	gran	varietat	d’organismes,	que	 inclouen	bacteris,	 fongs,	plantes	 i	 animals	 i	 estan	

associades	 amb	 els	 rols	 fisiològics	 dels	 seus	 substrats.	 Les	 quitinases	 contribueixen	 a	 la	

generació	de	carboni	i	nitrogen	en	el	ecosistema.	En	bacteris,	principalment	s’encarreguen	

de	 la	 degradació	 de	 la	 quitina	 per	 a	 la	 seva	 utilització	 com	 a	 font	 d’energia,	 però	 també	

participen	 en	 el	 control	 biològic	 de	 malalties	 de	 plantes	 causades	 per	 fongs	 patogènics	

degradant	 la	 paret	 cel·lular	 d’aquests;	 en	 fongs	 també	 presenten	 funcions	 en	 la	

morfogènesi,	 nutricionals,	 d’autòlisi,	 i	 parasitàries;	 en	 llevats	 són	 necessàries	 per	 a	 la	

separació	 cel·lular	 durant	 el	 creixement;	 en	 plantes	 actuen	 de	 mecanisme	 de	 defensa	

davant	 patògens	 fúngics,	 i	 també	 participen	 en	 processos	 fisiològics	 vitals	 com	

l’embriogènesi	 i	en	 insectes,	participen	en	el	procés	d’ècdisis	 i	 tenen	 funcions	de	defensa	

contra	els	propis	paràsits	(Hamid	et	al.,	2013).		

En	 base	 a	 la	 similitud	 de	 seqüència,	 es	 classifiquen	 principalment	 en	 quatre	 subfamílies,	

GH18,	 GH19,	 GH23	 i	 GH48,	 que	 difereixen	 en	 estructura	 i	mecanisme	 d’acció,	 essent	 les	

dues	primeres	 les	més	nombroses	 (Henrissat	 and	Davies,	 1997).	 La	majoria	de	quitinases	

d’origen	bacterià,	fúngic,	víric,	i	animal	i	també	algunes	presents	en	plantes	formen	part	de	

la	família	GH18,	la	qual	és	la	única	que	actua	mitjançant	un	mecanisme	catalític	assistit	per	

substrat	 amb	 retenció	 de	 configuració.	 Les	 quitinases	 de	 les	 altres	 tres	 famílies	 actuen	

mitjançant	mecanismes	amb	inversió	de	la	configuració.		

La	similitud	de	seqüència	entre	les	quitinases	de	la	família	GH18	no	és	gaire	elevada,	però	

els	 centres	 actius	 contenen	 varis	 residus	 altament	 conservats	 amb	 funcions	 catalítiques	

conegudes	(Terwisscha	van	Scheltinga,	Hennig	and	Dijkstra,	1996;	Synstad	et	al.,	2004).	Les	
quitinases	GH18	presenten	dos	motius	de	seqüència	altament	conservats	en	el	centre	actiu	

que	 participen	 en	 el	 mecanisme	 catalític,	 el	 motiu	 SxGG	 i	 el	 motiu	 DxDxE,	 que	 conté	 el	

residu	Glu	que	actua	d’àcid/base	general.		
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Per	 altra	 banda,	 les	 quitinases	 es	 divideixen	 en	 funció	 del	 seu	 origen	 taxonòmic.	 Les	

quitinases	 bacterianes	 es	 classifiquen	 en	 tres	 subfamílies	 (A,	 B	 i	 C),	 en	 base	 a	 l’anàlisi	

filogenètic	dels	dominis	catalítics	(Suzuki	et	al.,	1999);	les	quitinases	fúngiques	es	divideixen	
en	3	grups	(A,	B,	C),	en	funció	de	la	similitud	de	seqüència	entre	les	quitinases	de	Hypocrea	
jecorina	 (Seidl	et	al.,	2005)	 i	 les	quitinases	de	plantes	en	dues	classes,	 III	 i	V,	en	base	a	 la	
seqüència	i	l’estructura	(Passarinho	and	Vries,	2002).		

Més	 recentment,	 s’ha	 obtingut	 una	 classificació	 unificadora	 de	 tots	 els	 membres	 GH18,	

mitjançant	 l’anàlisi	 de	 les	 seqüències	 genòmiques	 (Karlsson	 and	 Stenlid,	 2009).	 L’anàlisi	

filogenètica,	 a	 partir	 de	 379	 dominis	 catalítics	 de	 proteïnes	GH18,	 classifica	 els	membres	

GH18	 en	 3	 subfamílies	 diferents	 (A,	 B	 i	 C)	 en	 funció	 de	 la	 relació	 filogenètica	 de	 les	

seqüències	 proteiques	 dels	 dominis	 catalítics	 GH18	 (Figura	 I.	 5).	 Les	 subfamílies	 A	 i	 B	

contenen	 quitinases	 bacterianes,	 fúngiques	 i	 de	 plantes,	 mentre	 que	 la	 família	 C	 només	

conté	quitinases	bacterianes	i	una	quitinasa	d’arqueu.	Totes	les	quitinases	víriques,	animals	

i	 les	 altres	 dues	 quitinases	 d’arqueus	 conegudes	 es	 troben	 dins	 la	 subfamília	 A,	 essent	

aquesta	la	subfamília	amb	més	membres.	Cada	família	conté	subgrups,	cadascun	dels	quals	

està	format	per	organismes	amb	el	mateix	origen	taxonòmic.	No	hi	ha	patrons	definits	per	a	

explicar	 la	 separació	 d’aquestes	 3	 famílies,	 però	 les	 subdivisions	 que	 contenen	 mostren	

patrons	similars	en	relació	als	dominis	que	presenten,	a	més	del	domini	catalític,	i	algunes	

presenten	 substitucions	 de	 residus	 catalítics	 que	 es	 conserven	 dins	 el	 subgrup,	 fets	 que	

suggereixen	 una	 diferenciació	 funcional	 dels	 membres	 de	 la	 família	 GH18.	 En	 relació	 a	

aquestes	mutacions,	alguns	membres	contenen	substitucions	en	regions	conservades	que	

resulten	en	proteïnes	sense	activitat	quitinolítica.	Les	subfamílies	de	quitinases	bacterianes	

A,	B	 i	C	descrites	per	Suzuki	et	al.	es	 troben	dins	 les	subfamílies	A,	B	 i	C,	 respectivament,	

d’aquesta	nova	subdivisió.	

	 	
Figura	I.	5.	Relació	filogenètica	dels	dominis	catalítics	dels	membres	de	la	famíla	18	de	les	glicosil	hidrolases.	

El	 clúster	 A	 conté	 representants	 de	 bacteris,	 arqueus,	 fongs,	 plantes,	 animals	 i	 virus;	 el	 clúster	 B	 conté	

membres	 de	 bacteris,	 fongs	 i	 plantes;	 i	 el	 clúster	 C	 conté	 bacteris	 i	 un	 representant	 arqueu.	 Extreta	 de	

Karlsson	et	al.	(Karlsson	and	Stenlid,	2009)	

	

 Karlsson/Stenlid
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sequence of the catalytic domains together with plant 
and animal representatives are used in a phylogenetic 
analysis of the evolution of this important group of pro-
teins. The results show that GH18s can be divided into 
three main clusters and that there are subdivisions of 
GH18s that exhibit specific domain structures, as well as 
specific amino acid replacements in catalytic sites. This 
work provides a comprehensive overview of the evolu-
tionary relationships of GH18s and form a basis for fur-
ther investigations on functional aspects of GH18 biol-
ogy in ecology and biotechnology, including protein en-
gineering of GH18s with altered properties.

  Results 

 Distribution of GH18 Genes  
 Microbial genomes were analyzed for the presence

of GH18 genes using an iterative BLAST [Altschul et
al., 1997] approach. GH18 genes were detected in 134 
bacterial genomes, out of the 633 analyzed. They were 

distributed among eight different phyla ( table 1 ). All 
bacterial species and strains that contained GH18
genes in their genome sequence are listed in supple-
mentary table 1 (for online supplementary material, see
www.karger.com/doi/10.1159/000151220). GH18 genes 
were common in Actinobacteria, the Bacillales and 
Clostridiales classes of the Firmicutes phylum, the Burk-
holderiales class of the Betaproteobacteria, and all in-
vestigated classes in Gammaproteobacteria. The highest 
number of GH18 genes in a single species was 10 in 
 Streptomyces coelicolor  [Kawase et al., 2006] and 8 in 
 Photobacterium sp.  and  Vibrio angustum  (suppl. table 2). 
Among fungi, all investigated ascomycete and basidio-
mycete genomes contained GH18 genes, ranging from 1 
in  Schizosaccharomyces pombe  to 20 in  H. jecorina  and 
 Emericella nidulans  (suppl. table 2). In lower fungi, the 
mucormycete  Rhizopus oryzae  contained 15 genes while 
the two investigated microsporidial species,  Encephali-

Table 1. Taxonomic distribution of bacterial GH18-containing 
genomes

Phylum Class/order Genomes

Actinobacteria 12/41 (29)
Bacteroidetes/Chlorobi 4/27 (15)
Cyanobacteria 4/27 (15)
Firmicutes 40/126 (32)

Bacillales 23/42 (55)
Clostridiales 13/22 (59)
Lactobacillales 3/46 (7)
Mollicutes 1/16 (6)

Proteobacteria 67/350 (19)
Alpha subdivision

Alpha/Rickettsiales 3/25 (12)
Alpha/others 1/59 (2)

Beta subdivision
Beta/Burkholderiales 13/36 (36)
Beta/Neisseriales 1/4 (25)
Delta subdivision 2/19 (11)

Gamma subdivision
Gamma/Enterobacteriales 17/52 (33)
Gamma/Pseudomonadales 12/15 (80)
Gamma/Vibrionales 18/18 (100)
Gamma/others 20/55 (36)

Spirochaetes 2/9 (22)
Chloroflexi 3/6 (50)
Acidobacteria 2/2 (100)

Figures in parentheses are percentages.

89 100

83

Cluster C

Cluster B

Cluster A

  Fig. 1.  Phylogenetic relationships of family 18 glycoside hydrolase 
catalytic domains. An unrooted neighbor-joining tree was calcu-
lated based on an alignment of family 18 glycoside hydrolase cat-
alytic domain amino acid sequences. Percent bootstrap support 
from 1,000 iterations is shown for the three main clusters. Cluster 
A contains bacterial, archaean, fungal, plant, animal and viral 
representatives. Cluster B contains bacterial, fungal and plant 
members, while cluster C contains bacterial and one archaean 
representative. 
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Les	quitinases	poden	ser	de	tipus	exo-,	si	alliberen	GlcNAc	o	el	disacàrid	quitobiosa	des	d’un	
dels	extrems	de	 la	 cadena,	principalment	 l’extrem	no-reductor,	o	endo-,	 si	 hidrolitzen	els	
enllaços	interns	de	la	cadena	de	quitina.	A	més,	els	enzims	també	poden	ser	processius,	si	la	

unió	 de	 la	 cadena	 de	 quitina	 es	 produeix	 una	 sola	 vegada	 i	 després	 de	 cada	 procés	

d’hidròlisi	 es	 dona	 un	 lliscament	 d’aquesta	 pel	 centre	 actiu	 fins	 a	 la	 següent	 unió	

productiva;	o	bé,	no-processius,	si	es	dona	l’alliberació	de	la	cadena	de	quitina	després	de	

cada	esdeveniment	d’hidròlisi.		

Algunes	d’aquestes	quitinases	són	també	transglicosidases,	és	a	dir,	són	capaces	de	formar	

nous	 enllaços	 glicosídics	 entre	 dues	 molècules	 de	 sucre	 (donador	 i	 acceptor)	 generant	

oligòmers	de	quitina	amb	graus	de	polimerització	més	elevats	que	el	substrats	de	partida.		

I.3.1.	Estructura		

El	domini	catalític	de	les	quitinases	de	la	família	GH18	consisteix	en	un	plegament	en	barril	

triosafosfat	 isomerasa	 (β/α)8	 comú	 (TIM	 barrel)	 (Perrakis	 et	 al.,	 1994;	 Terwisscha	 van	
Sheltinga	 et	 al.,	 1994;	 van	 Aalten	 et	 al.,	 2000)	 que	 conté	 els	 dos	 motius	 de	 seqüència	

altament	 conservats,	 SxGG	 i	 	 DxDxE,	 localitzats	 a	 l’extrem	 de	 les	 cadenes	 β3	 i	 β4,	

respectivament	(Figura	I.	6).	A	més,	el	centre	actiu	està	envoltat	de	residus	aromàtics	que	

contribueixen	en	la	unió	a	substrat	(van	Aalten	et	al.,	2000;	Uchiyama	et	al.,	2001).	

	

Figura	I.	6.	Estructura	de	la	quitinasa	B	de	Serratia	marcescens.	
A)	Estructura	d’SmChiB	(PDB:	4Z2I).	El	domini	catalític	es	troba	acolorit	de	gris,	en	verd	es	mostra	el	CBM	i	

en	taronja	la	inserció	α+β	present	entre	les	cadenes	β7	i	β8	del	TIM	barrel;	B)	Aminoàcids	corresponents	

als	residus	del	motiu	conservat	DxDxE	d’SmChiB.	

	

Algunes	quitinases	presenten	una	inserció	amb	plegament	α+β	entre	les	cadenes	β7	i	β8	del	

TIM	 barrel	 (Figura	 I.	 6),	 que	 conté	 loops	 que	 participen	 en	 la	 unió	 del	 substrat	 i	 que	 els	
confereix	una	cavitat	d’unió	a	substrat	més	profunda	(Suzuki	et	al.,	1999;	Svein	J.	Horn	et	al.,	
2006).	 La	 presència	 d’aquesta	 inserció	 α+β	 és	 un	 tret	 característic	 de	 les	 quitinases	

bacterianes	 de	 la	 subfamília	 A,	 i	 no	 es	 troba	 en	 cap	 membre	 de	 les	 quitinases	 de	 les	

subfamílies	B	i	C,	i		està	relacionada	amb	la	processivitat	enzimàtica.	

A	

Asp140	
Asp142	

Glu144	

B	
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El	 grau	 de	 processivitat	 enzimàtica	 està	 relacionat	 amb	 la	 forma	 i	 composició	 del	 solc	

catalític.	 Típicament	 els	 enzims	 no-processius	 exhibeixen	 cavitats	més	 obertes	 amb	 pocs	

residus	aromàtics	mentre	que	enzims	altament	processius	contenen	cavitats	més	tancades	

o	 profundes	 amb	 un	 elevat	 nombre	 de	 residus	 aromàtics	 conservats	 que	 contacten	

directament	 amb	 el	 lligand.	 Els	 enzims	 processius	 contenen	 el	 domini	 d’inserció	 amb	

plegament	α+β	i	també	altres	loops	que	fan	el	solc	d’unió	a	substrat	més	profund.	A	més	de	

la	 geometria	 del	 centre	 actiu,	 hi	 ha	 3	 efectes	 distintius	 de	 processivitat:	 una	 menor	

flexibilitat	 del	 centre	 actiu,	 particularment	 dels	 residus	 catalítics,	 en	 concret	 del	 Glu	

àcid/base	 general;	 una	 menor	 flexibilitat	 del	 substrat	 quan	 es	 troba	 unit	 i	 una	 menor	

solvatació	d’aquest	substrat,	a	causa	de	la	cavitat	d’unió	a	substrat	més	delimitada	(Payne	

et	 al.,	 2012).	 A	més,	 els	 residus	 aromàtics	 del	 centre	 actiu,	 que	 interaccionen	mitjançant	

interaccions	 carbohidrat-π,	 són	 crucials	en	 la	determinació	del	 grau	 i	 direccionalitat	de	 la	

processivitat	 (Svein	 J	 Horn	 et	 al.,	 2006;	 Zakariassen	 et	 al.,	 2009).	 Les	 interaccions	
hidrofòbiques	 d’apilament	 entre	 els	 residus	 aromàtics	 i	 el	 lligand	 expliquen	 com	 es	

mantenen	 units	 enzim	 i	 substrat	 i	 com	 aquest	 pot	 lliscar	 durant	 el	mecanisme	 processiu	

(Vaaje-Kolstad	et	al.,	2013).	

A	més,	 les	 quitinases	 presenten	 arquitectures	 diferents,	 que	 consten	 del	 domini	 catalític	

GH18	 i	 d’altres	 dominis	 que	 participen	 d’alguna	 manera	 en	 la	 degradació	 de	 la	 quitina.	

Moltes	d’aquestes	quitinases	contenen	un	o	més	mòduls	d’unió	a	carbohidrats	(CBMs)	per	

assegurar	 la	 degradació	 eficient	 de	 substrats	 quitinolítics	 polimèrics,	 cristal·lins	 i	

inaccessibles.	 Els	CBMs	milloren	 l’eficiència	de	 les	quitinases	a	 causa	de	 la	 seva	adhesió	 i	

alteració	 del	 substrat	 (Zakariassen	 et	 al.,	 2009).	 La	 presència	 de	 CBMs	 incrementa	 tant	

l’afinitiat	 d’unió	 a	 substrat	 com	 l’eficiència	 d’hidròlisi,	 tot	 i	 que	 es	 desconeix	 exactament	

com	succeeix	(Madhuprakash,	et	al.,	2015).	A	més	dels	CBMs,	la	presència	d’altres	mòduls	

d’unió	com	els	dominis	PKD	(Polycystic	kidney	disease)	o	dominis	fibronectina	(FnIII)	també	

afavoreixen	la	unió	i	hidròlisi	de	quitina	cristal·lina.	També	hi	ha	quitinases	que	no	contenen	

cap	 domini	 d’unió	 a	 quitina	 addicional	 i	 només	 presenten	 el	 domini	 catalític	 GH18	

(Purushotham	 and	 Podile,	 2012;	 Vaikuntapu	 et	 al.,	 2016).	 Moltes	 quitinases	 contenen	

també	un	pèptid	senyal,	que	marca	la	proteïna	per	a	ser	excretada	o	cap	a	una	localització	

subcel·lular	determinada.		

I.3.2.	Mecanisme	

Les	 quitinases	 de	 la	 família	 GH18	 actuen	 mitjançant	 un	 mecanisme	 catalític	 assistit	 per	

substrat	 amb	 retenció	 de	 configuració.	 No	 presenten	 residu	 nucleòfil,	 sinó	 que	 l’atac	

nucleofílic	és	dut	a	terme	pel	grup	acetamida	del	monòmer	posicionat	en	el	subseti	-1	amb	

la	participació	del	segon	Asp	del	motiu	DxDxE.	El	mecanisme	catalític	implica	la	distorsió	del	

substrat	 en	 el	 subseti	 -1,	 en	 una	 conformació	 en	 el	 camí	 cap	 a	 la	 formació	 de	 l’estat	

intermedi.	Aquesta	distorsió	del	GlcNAc	del	subseti	-1	ha	estat	confirmada	a	través	de	varis	

estudis	cristal·logràfics	(Tews	et	al.,	1997;	Papanikolau	et	al.,	2001;	van	Aalten	et	al.,	2001).	
A	causa	del	mecanisme	catalític,	les	quitinases	de	la	família	GH18	requereixen	la	presència	
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d’una	molècula	d’N-acetilglucosamina	en	el	subseti	-1,	mentre	que	l’especificitat	en	la	resta	

de	subsetis	és	menys	severa	(Honda	et	al.,	2000;	Sørbotten	et	al.,	2005).		

Arrel	 de	 l’estructura	 de	 la	 quitinasa	 B	 de	 S.	marcescens,	 el	 grup	 de	 Vincent	 G.	 H.	 Eijsink	
proposa	el	següent	mecanisme	catalític	per	a	les	quitinases	GH18	(van	Aalten	et	al.,	2001;	
Vaaje-Kolstad	 et	 al.,	 2013).	 En	 l’estat	 de	 repòs,	 els	 dos	 residus	 Asp	 del	 motiu	 DxDxE	

interaccionen	mitjançant	pont	d’hidrogen	(Figura	I.	7A).	En	una	primera	etapa,	 la	unió	del	

substrat	 indueix	 la	 rotació	del	 residu	Asp	assistent	cap	a	 l’àcid	general	Glu	per	 formar	un	

pont	 d’hidrogen.	 Al	mateix	 temps,	 la	 unió	 del	 substrat	 provoca	 una	 distorsió	 del	 GlcNAc	

situat	 al	 subseti-	 1,	 que	 adopta	 una	 conformació	 de	 nau,	 i	 el	 Glu	 actua	 d’àcid	 general	 i	

facilita	 l’alliberació	 del	 grup	 sortint	 mitjançant	 la	 protonació	 de	 l’oxigen	 glicosídic.	

Simultàniament,	es	dona	l’atac	nucleofílic	del	grup	acetamida	del	GlcNAc	del	subseti	-1,	que	

també	 ajuda	 a	 promoure	 l’alliberació	 del	 grup	 sortint,	 donant	 lloc	 a	 la	 formació	 de	

l’intermedi	oxazolini,	que	és	estabilitzat	per	l’Asp	assistent.	Finalment,	en	la	segona	etapa,	

el	residu	Glu	actua	de	base	general	i	activa	una	molècula	acceptora	que	ataca	el	ió	oxazolini.	

En	 funció	 de	 l’acceptor,	 la	 reacció	 resulta	 en	 la	 formació	 de	 producte	 d’hidròlisi	 o	 de	

transglicosidació	amb	retenció	de	la	conformació	del	carboni	anomèric	(Figura	I.	7).	

	

Figura	I.	7.	Mecanisme	catalític	assistit	per	substrat	present	en	les	quitinases	de	la	família	GH18.	

Els	dos	residus	Asp	del	motiu	DxDxE	interaccionen	mitjançant	un	enllaç	per	pont	d’hidrogen	quan	l’enzim	

està	 lliure	(A).	Quan	s’uneix	el	substrat	hi	ha	una	rotació	del	residu	Asp	assistent	per	a	 formar	un	pont	

d’hidrogen	amb	el	 residu	àcid	general	 (Glu),	el	qual	protona	 l’oxigen	glicosídic	 (B).	Conseqüentment	es	

produeix	l’atac	nucleofílic	del	grup	acetamida	de	la	unitat	GlcNAc	situada	en	el	subseti	-1,	donant	lloc	a	la	

formació	 de	 l’intermedi	 oxazolini/oxazolina	 (C).	 El	 residu	 assistent	 Asp	 estabilitza	 l’intermedi	

oxazolini/oxazolina.	 En	 la	 segona	 etapa,	 el	 residu	 Glu	 actua	 de	 base	 general.	 En	 funció	 de	 l’acceptor	

(R’OH),	es	donarà	hidròlisi	o	transglicosidació	(D).	Quan	s’allibera	el	producte,	l’Asp	assistent	rota	i	torna	

a	formar	pont	d’hidrogen	amb	l’Asp	estabilitzador	de	l’assistent	(A),	(Zakariassen	et	al.,	2011).	
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L’Asp	 assistent	 afecta	 l’estabilitat	 de	 l’intermedi	 ió	oxazolini	 i	 el	 pKa	del	Glu	 catalític,	 que	

varia	al	llarg	de	la	catàlisi	a	causa	del	seu	rol	dual,	com	a	àcid	en	l’etapa	de	glicosilació	i	com	

a	 base	 activadora	 en	 la	 hidròlisi	 del	 ió	 oxazolini.	 A	 part	 dels	 residus	 catalítics	 essencials,	

durant	 la	 catàlisi	 es	 veuen	 involucrats	 varis	 residus	 més,	 d’entre	 els	 quals	 destaquen	 el	

primer	Asp	del	motiu	DxDxE,	que	és	crucial	per	a	mantenir	 l’Asp	assistent	protonat;	 la	Ser	

del	motiu	SxGG,	i	una	Tyr	que	interaccionen	amb	el	primer	Asp	del	motiu	DxDxE	mitjançant	

ponts	 d’hidrogen	 per	 a	 compensar	 la	 càrrega	 negativa	 d’aquest	 quan	 l’Asp	 assistent	 es	

troba	 interaccionant	 amb	 el	 Glu	 àcid/base;	 un	 altre	 residu	 Tyr	 (Tyr214	 en	 SmChiB),	 que	

estabilitza	 el	 grup	 acetamida	 en	 la	 forma	 distorsionada	 per	 a	 que	 es	 produeixi	 l’atac	

nucleofílic;	 i	 un	 Asp	 que	 participa	 en	 la	 unió	 del	 monòmer	 GlcNAc	 del	 subseti	 -1	 en	 la	

conformació	distorsionada	(Figura	I.	8)	(van	Aalten	et	al.,	2001;	Synstad	et	al.,	2004;	Vaaje-
Kolstad	 et	 al.,	 2013).	 A	 més,	 els	 enzims	 GH18	 també	 presenten	 residus	 carregats	

positivament	en	la	part	inferior	del	TIM	barrel	que	poden	afectar	l’electrostàtica	del	centre	
actiu	(Vaaje-Kolstad	et	al.,	2013).	

	
Figura	I.	8.	Residus	clau	de	la	maquinària	catalítica	de	quitinases	de	la	família	GH18.	

La	 imatge	mostra	 dues	 situacions	 observades	 en	 l’estructura	 de	 la	 quitinasa	 ChiB	 de	 Serratia	marcescens	
(van	Aalten	et	al.,	2001).	Les	cadenes	laterals	dels	aminoàcids	implicats	en	la	catàlisi	i	el	substrat	es	troben	

acolorits	de	magenta	i	gris,	respectivament.	Els	aminoàcids	Asp140,	Asp142	i	Glu144	corresponen	als	residus	

del	motiu	de	seqüència	DxDxE.	En	l’estructura	apo-	(A),	els	residus	Asp140	i	Asp142	comparteixen	un	protó.	

Quan	 s’uneix	 el	 substrat	 (B),	 el	 residu	 Asp142,	 amb	 el	 protó,	 rota	 cap	 al	 Glu144,	 i	 aquesta	 rotació	 és	

acompanyada	d’altres	canvis	que	estabilitzen	l’Asp140.	Extreta	de	Vaaje-Kolstad	et	al.	(Vaaje-Kolstad	et	al.,	
2013).	

	
Tot	 i	 que	 aquest	 mecanisme	 és	 comú	 per	 a	 totes	 les	 quitinases	 GH18,	 la	 resolució	 de	

l’estructura	cristal·logràfica	del	domini	catalític	d’una	quitinasa	d’arqueu,	quitinasa	B	de	P.	
furiosus,	mostra	 diferències	 en	 les	 interaccions	 enzim-substrat	 tant	 dels	 residus	 catalítics	

presents	en	el	motiu	DxDxE,	l’Asp	assistent	es	troba	encarat	sempre	cap	el	Glu	àcid/base	i	

no	interacciona	amb	el	primer	Asp	del	motiu	conservat,	com	en	d’altres	residus	implicats	en	

la	 formació	 de	 l’intermedi	 oxazolina	 (la	 Tyr	 implicada	 en	 l’estabilització	 del	 monòmer	

GlcNAc	 distorsionat	 situat	 al	 subseti	 -1	 en	 quitinases	 d’arqueus	 és	 una	 Met)	 que	

suggereixen	petites	diferències	en	 les	 interaccions	dels	diferents	 residus	 involucrats	en	 la	

catàlisi	entre	quitinases	d’arqueus	i	quitinases	bacterianes	(Tsuji	et	al.,	2010).		
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Recentment	en	el	nostre	grup,	en	col·laboració	amb	el	grup	de	 la	Dra.	Carme	Rovira	 (UB,	

Barcelona),	 s’ha	 estudiat	 computacionalment	 la	 natura	 de	 l’intermedi	 de	 reacció	 de	 les	

quitinases	GH18	i	la	seva	reactivitat,	a	partir	de	simulacions	de	metadinàmica		QM/MM	en	

la	quitinasa	B	de	S.	marcescens,	amb	els	que	s’ha	demostrat	que	l’intermedi	de	reacció	és	

una	 oxazolina	 neutre	 amb	 conformació	 4C1/
4H5,	 i	 no	 un	 ió	 oxazolini	 com	 es	 creia	 fins	 el	

moment	 (Coines	 et	 al.,	 2018).	 El	 mecanisme	 implica	 una	 xarxa	 dinàmica	 de	 ponts	

d’hidrogen	que	assisteix	la	catàlisi	(Figura	I.	9).		

	

Figura	I.	9.	Mecanisme	de	reacció	d'SmChiB	obtingut	a	partir	dels	estudis	computacionals	de	QM/MM.	

MC:	complex	de	Michaelis;	TS:	estat	de	transició;	I:	intermedi	de	reacció;	P:	producte	de	reacció.	L’estat	

intermedi	 (I)	 s’ha	anomenat	 I1	o	 I2	en	 funció	de	si	el	grup	present	en	el	centre	actiu	és	el	grup	sortint	

GlcNAc	del	subseti	+1	 (I1)	o	una	molècula	d’aigua	 (I2).	La	xarxa	de	ponts	d’hidrogen	que	es	dona	en	 la	

catàlisi	es	representa	amb	línies	grogues	discontinues.	Extreta	de	Coines	et	al.	(Coines	et	al.,	2018).	

	
En	la	primera	etapa	de	la	reacció	de	doble	desplaçament,	etapa	de	glicosilació,	el	protó	del	

grup	 N-acetil	 del	 GlcNAc	 situat	 al	 subseti	 -1	 és	 cedit	 a	 l’Asp	 assistent	 (Asp142),	 el	 que	
afavoreix	 que	 l’àtom	 d’oxigen	 d’aquest	 se	 situï	 més	 proper	 al	 carboni	 anomèric,	

estabilitzant	 l’intermedi	oxazolina.	Al	mateix	temps,	el	Glu	catalític	 (Glu144),	que	es	troba	

formant	pont	d’hidrogen	amb	l’Asp	assistent,	actua	d’àcid	general	i	cedeix	un	protó	al	grup	

sortint.	En	la	segona	etapa,	desglicosilació,	l’aproximació	de	la	molècula	d’aigua	entrant	al	

carboni	 anomèric	 desestabilitza	 l’enllaç	 entre	 l’oxigen	 del	 grup	 acetamida	 i	 el	 carboni	

anomèric,	i	activa	la	protonació	de	l’oxazolina,	és	a	dir,	el	protó	de	l’Asp	assistent	torna	cap	

al	nitrogen	de	l’oxazolina.	L’Asp	assistent	és	estabilitzat	pel	pont	d’hidrogen	que	forma	amb	

el	Glu144,	que	finalment	actua	de	base	i	desprotona	la	molècula	d’aigua	entrant,	que	forma	

un	 enllaç	 covalent	 amb	 el	 carboni	 anomèric	 donant	 lloc	 a	 l’alliberació	 dels	 productes	 de	

reacció.	A	més,	aquests	productes	són	estabilitzats	per	la	 interacció	entre	el	grup	carbonil	
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de	 l’N-acetil	 i	 el	 grup	 hidroxil	 de	 la	 Tyr214,	 el	 que	 suporta	 el	 rol	 d’aquest	 residu	 com	 a	
estabilitzador.		

Aquest	model	suggereix	que	l’intermedi	de	reacció	és	una	oxazolina	que	adquireix	un	protó	
al	llarg	de	la	reacció,	que	involucra	la	formació	d’un	ió	oxazolini	en	l’estat	de	transició	entre	
l’estat	 intermedi	 i	 l’alliberació	 dels	 productes.	 Així	 doncs,	 l’intermedi	 oxazolina	 estable	
evoluciona	 cap	 a	 un	 ió	 oxazolini	 transitori	 durant	 la	 catàlisi	 a	 causa	 de	 la	 xarxa	 de	 ponts	
d’hidrogen	 altament	 definida	 entre	 la	 molècula	 d’aigua	 nucleofílica,	 el	 residu	 àcid/base	
general,	el	residu	assistent	i	l’àtom	de	nitrogen	de	l’oxazolina.	De	la	mateixa	manera,	en	la	
primera	etapa	de	reacció	també	té	lloc	l’estat	de	transició	ió	oxazolini	abans	de	la	formació	
de	l’intermedi	oxazolina.	

I.3.3.	Quitinases	com	a	eines	sintètiques	de	COS	

Com	 a	 conseqüència	 de	 les	 potencials	 aplicacions	 de	 la	 quitina	 i	 quitosans	 així	 com	 dels	
seus	productes	d’hidròlisi	en	els	sectors	de	l’agricultura,	cosmètica	i	medicina,	ha	sorgit	un	
alt	 interès	 per	 a	 la	 obtenció	 de	 quitooligosacàrids	 amb	 estructures	 definides.	 Per	 aquest	
motiu,	 l’ús	de	quitinases	GH18	com	a	eina	 sintètica	de	COS	 també	ha	 incrementat	en	els	
últims	anys.		

Amb	l’objectiu	d’incrementar	l’activitat	de	TG	de	quitinases	salvatges,	s’ha	seguit	diferents	
estratègies	com	són	la	variació	en	la	condicions	de	reacció	(temperatura,	pH,	concentració	
de	salts)	(Usui	et	al.,	1987;	Nanjo	et	al.,	1989),	variacions	en	les	concentracions	de	substrat	
i/o	enzim	(Purushotham	and	Podile,	2012),	l’ús	de	solvents	orgànics	(Makino	et	al.,	2006)	o	
l’ús	de	substrats	oxazolina	que	mimetitzen	l’intermedi	de	reacció	(Kobayashi,	Kiyosada	and	
Shoda,	1996,	1997).	Per	altra	banda,	també	s’ha	incrementat	l’activitat	de	TG	de	quitinases,	
per	 a	 obtenir	 COS	 amb	 graus	 de	 polimerització	 DP6-DP10,	 mitjançant	 l’aplicació	
d’estratègies	 de	 mutagènesi	 dirigida	 (Suginta	 et	 al.,	 2005;	 Aronson	 Jr.	 et	 al.,	 2006;	
Zakariassen	et	al.,	2011;	Madhuprakash	et	al.,	2012).	Aquestes	mutacions	majoritàriament	
es	troben	restringides	als	residus	catalítics	conservats	o	als	residus	aromàtics	presents	en	el	
centre	actiu.		

Mutacions	 que	 impliquen	 la	 introducció	 o	 eliminació	 de	 residus	 aromàtics	 resulten	 en	
canvis	en	l’activitat	de	TG,	relacionats	amb	la	interacció/unió	del	donador	o	acceptor	en	els	
subsetis	negatius	o	positius,	respectivament.	La	mutació	d’aquests	residus	aromàtics	en	els	
subsetis	 negatius	 resulta	 en	 l’increment	 de	 l’activitat	 de	 TG	 (Aronson	 Jr.	 et	 al.,	 2006),	
mentre	 que	 aquesta	 es	 veu	 disminuïda	 amb	 la	 substitució	 de	 residus	 aromàtics	 en	 els	
subsetis	positius	 (Taira	et	al.,	2010).	A	més,	 també	s’ha	aconseguit	 incrementar	 l’activitat	
de	TG	amb	la	 introducció	de	nous	residus	aromàtics	en	els	subsetis	positius	(Umemoto	et	
al.,	2013,	2015).		

Per	 altra	 banda,	 la	 mutació	 del	 residu	 Glu	 àcid/base	 dona	 lloc	 a	 enzims	 completament	
inactius	 tant	 en	 la	 hidròlisi	 com	 en	 l’activitat	 de	 TG	 (Shoda	 et	 al.,	 2002;	Martinez	 et	 al.,	
2012),	 en	 canvi,	 mutacions	 del	 segon	 aspàrtic	 del	 motiu	 DxDxE,	 corresponent	 al	 residu	
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assistent,	 provoca	 canvis	 electrostàtics	 que	 disminueixen	 la	 probabilitat	 de	 l’atac	 d’una	
molècula	d’aigua,	fet	que	redueix	l’activitat	hidrolítica	de	l’enzim,	i	en	general	l’activitat	de	
TG	es	veu	incrementada	(Zakariassen	et	al.,	2011;	Martinez	et	al.,	2012;	Sirimontree	et	al.,	
2014).	

En	el	capítol	1	es	recullen	les	quitinases	GH18	que	presenten	activitat	de	TG,	descrites	fins	
al	moment,	i	els	rendiments	obtinguts	en	productes	de	TG	amb	aquestes.		

I.4.	Marc	del	projecte	

La	 quitina	 i	 els	 quitosans,	 així	 com	 els	 quitooligosacàrids	 derivats,	 presenten	 un	 elevat	
interès	 a	 causa	 de	 les	 potencials	 aplicacions	 en	 diversos	 sectors,	 principalment	 en	
l’agricultura	i	la	medicina.	Avui	en	dia,	els	quitosans	comercials	s’obtenen	a	partir	de	des-N-
acetilacions	 químiques	 de	 la	 quitina,	 que	 prové	 de	 les	 restes	 de	 crustacis	 marins	 de	 la	
indústria	 pesquera.	 Aquests	 processos	 químics	 comporten	 tractaments	 molt	 severs	 que	
resulten	 en	 l’obtenció	 de	mescles	 heterogènies	 de	 quitosans,	 la	 qual	 cosa	 compromet	 la	
reproductibilitat	 entre	 lots.	 A	 més,	 els	 processos	 de	 producció	 descrits	 fins	 el	 moment	
requereixen	 l’ús	 d’una	 quantitat	 elevada	 d’àcids	 i	 bases,	 així	 com	 d’aigua	 i	 generen	 una	
quantitat	 abundant	 de	 residus.	 Un	 altre	 desavantatge	 per	 a	 l’ús	 d’aquests	 quitosans,	
principalment	en	cosmètica	 i	biomedicina,	és	el	seu	origen	animal.	Com	a	alternativa,	per	
tal	 de	 sobreposar-se	 a	 aquests	 desavantatges,	 	 s’està	 desenvolupant	 l’ús	 d’eines	
biotecnològiques	per	a	la	producció	de	quitosans	amb	estructures	definides.		

A	 partir	 del	 coneixement	 estructura-funció	 de	 quitinases,	 el	 present	 projecte	 pretén	
desenvolupar,	 utilitzant	 estratègies	 de	 disseny	 racional,	 nous	 biocatalitzadors	 per	 a	 la	
polimerització	 de	 COS	 activats	 per	 a	 obtenir	 polímers	 de	 baix	 pes	 molecular	 amb	
estructures	definides.		

Algunes	quitinases	tenen	activitat	transglicosidasa	i	s’estan	utilitzant	com	a	eina	sintètica	de	
COS,	però	l’activitat	hidrolítica	d’aquests	enzims	tendeix	a	despolimeritzar	els	productes	de	
TG	 ràpidament.	 Per	 a	 utilitzar	 aquestes	 quitinases	 com	 a	 biocatalitzadors	 eficients,	
mitjançant	 enginyeria	 de	 proteïnes	 es	 pretén	 desenvolupar	 una	 glicosintasa	 per	 a	 reduir	
l’activitat	hidrolítica	i	incrementar	l’activitat	de	TG	amb	l’objectiu	de	generar	nous	polímers	
de	quitosà	amb	patrons	d’acetilació	regulars	i	definits.		

Amb	aquestes	bases,	la	present	tesi	aborda	dos	propòsits	principals:	i)	la	selecció	i	aplicació	
de	 l’estratègia	 glicosintasa	 sobre	 el	 residu	 assistent	 de	 diferents	 quitinases	 i	 ii)	
l’optimització	 d’una	 glicosintasa	 mitjançant	 enginyeria	 de	 proteïnes	 per	 a	 la	 síntesi	
d’oligosacàrids	de	quitina	i	quitosà	definits.	
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Objectius	

La	 tesi	es	desenvolupa	en	el	marc	del	projecte	europeu	Nano3Bio,	que	 té	com	a	objectiu	
principal	l’obtenció	de	quitooligosacàrids	de	quitosà	altament	definits	en	termes	de	grau	de	
polimerització	 (DP),	 grau	 d’acetilació	 (DA)	 i	 patró	 d’acetilació	 (PA).	 Dins	 el	 projecte	 s’ha	

estat	treballant	en	el	desenvolupament	de	nous	biocatalitzadors	per	a	la	síntesi	enzimàtica,	
tant	in	vitro	com	in	vivo,	d’un	ampli	ventall	de	quitosans.		

L’ús	 de	 quitinases	 com	 a	 eina	 sintètica	 de	 COS	 està	 essent	 àmpliament	 estudiada	 però	
l’activitat	hidrolítica	inherent	d’aquestes	resulta	en	la	hidròlisi	dels	productes	de	TG	formats.	

Amb	 el	 propòsit	 de	 vèncer	 aquestes	 limitacions	 aquesta	 tesi	 té	 com	 a	 objectiu	 general	
desenvolupar	 una	 glicosintasa	 a	 partir	 d’una	 quitinasa	 GH18	 per	 a	 la	 obtenció	 de	 COS	
estructuralment	definits.		

Per	 a	 acomplir	 amb	 l’objectiu	 general	 del	 treball	 s’han	 plantejat	 els	 següents	 objectius	

específics:		

- Seleccionar	 diferents	 quitinases	 GH18	 candidates	 per	 al	 disseny	 de	 la	 primera	
generació	glicosintasa	per	mutació	del	residu	assistent.		
	

- Analitzar	l’efecte	de	la	mutació	del	residu	assistent	en	les	diferents	quitinases	GH18	
	

- Modificar	 per	 enginyeria	 de	 proteïnes	 el	 candidat	 seleccionat	 per	 a	 optimitzar	 la	

seva	capacitat	de	polimerització		
	

- Obtenir	nous	oligosacàrids/polisacàrids	a	partir	de	les	glicosintases	dissenyades	
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Organització	de	la	tesi	

Els	resultats	obtinguts	en	aquesta	tesi	s’estructuren	en	4	capítols:		

- El	 Capítol	 1	 es	 basa	 en	 una	 anàlisi	 bibliogràfica	 i	 bioinformàtica	 de	 les	 diferents	
quitinases	 de	 la	 família	 GH18	 amb	 el	 propòsit	 de	 seleccionar	 diferents	 quitinases	
candidates	per	a	l’anàlisi	de	la	mutació	del	residu	assistent.	

	
- El	 Capítol	 2	 es	 focalitza	 en	 la	 metodologia	 desenvolupada	 i	 emprada	 per	 a	 la	

caracterització	 dels	 diferents	 enzims	 i	 s’exemplifica	 cadascun	 dels	 mètodes	 utilitzats	

amb	els	resultats	obtinguts	per	a	la	quitinasa	D	de	Serratia	proteamaculans.	En	aquest	
capítol	 es	 recull	 el	 desenvolupament	 del	 mètode	 HPLC-MS	 emprat	 per	 a	 la	
caracterització	de	 l’activitat	hidrolítica	amb	substrats	naturals	 i	el	mètode	d’anàlisi	de	

l’activitat	glicosintasa	emprant	un	donador	activat	oxazolina.		
	

- En	el	Capítol	 3	es	 recull	 la	caracterització	de	 les	diferents	quitinases	candidates	 i	dels	
corresponents	 mutants	 del	 residu	 assistent	 emprant	 la	 metodologia	 explicada	 en	 el	
capítol	 2.	 Es	 compara	 l’efecte	 de	 la	 mutació	 del	 residu	 assistent	 en	 les	 diferents	
quitinases.	 Els	 resultats	 presentats	 en	 aquest	 capítol	 es	 recullen	 en	 l’article	 publicat:	

Cristina	 Alsina,	Magda	 Faijes,	 Antoni	 Planas	 (2019)	Glycosynthase-type	 GH18	mutant	
chitinases	at	the	assisting	catalytic	residue	for	polymerization	of	chitooligosaccharides.	
Carbohydrate	Research,	478,	1-9.	(Annex	4).		

	
- El	 Capítol	 4	 consta	 del	 desenvolupament	 d’una	 glicosintasa	 a	 partir	 del	 mutant	 del	

residu	 assistent	 de	 la	 quitinasa	 D	 de	 Serratia	 proteamaculans.	 Es	 recull	 el	

desenvolupament	 i	 caracterització	 d’una	 segona	 i	 tercera	 generació	 de	 mutants	
d’SpChiD	 a	 partir	 d’estratègies	 de	 mutagènesi	 dirigida.	 Per	 altra	 banda,	 també	 es	
desenvolupa	 l’aplicació	d’aquesta	estratègia	en	 la	quitinasa	A	de	T.	kodakaraensis	 i	es	
proposen	nous	mutants	pel	desenvolupament	de	la	glicosintasa	a	partir	d’aquest	enzim.	
Els	resultats	d’aquest	capítol	es	troben	en	fase	de	redacció	per	a	la	seva	publicació.		

La	 metodologia	 emprada	 per	 al	 desenvolupament	 del	 treball	 es	 recull	 en	 la	 secció	 Part	
experimental.		
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Capítol	1. Selecció	 de	 diferents	 quitinases	 de	 la	 família	 GH18	 per	 al	
disseny	d’una	glicosintasa		

Amb	l’objectiu	de	produir	in	vitro	polímers	de	quitina	i	quitosà	definits,	es	pretén	aplicar	la	
tecnologia	glicosintasa	per	a	modificar	quitinases.	Mitjançant	mutagènesi	es	vol	disminuir	
l’activitat	 hidrolítica	 d’aquestes	 i	 incrementar	 l’activitat	 de	 transglicosidació	 pròpia	 de	
l’enzim,	 per	 tal	 de	 catalitzar	 la	 polimerització	 controlada	 d’oligosacàrids	 mitjançant	 la	
utilització	de	substrats	activats,	que	mimetitzen	l’intermedi	de	reacció.		

Per	tal	d’assolir	els	objectius	desitjats,	es	pretén	seleccionar	diverses	quitinases	per	a	dur	a	
terme	un	primer	cribratge	i	escollir	la	quitinasa	a	partir	de	la	qual	generar	una	glicosintasa	
efectiva	 per	 a	 la	 polimerització	 de	 COS	 activats.	 Primerament	 s’ha	 realitzat	 una	 anàlisi	
bibliogràfica	 i	 bioinformàtica	 de	 quitinases	 per	 a	 la	 posterior	 selecció	 de	 diferents	
candidates.	

1.1.	Anàlisi	bioinformàtica	i	bibliogràfica	de	quitinases	

El	 primer	 criteri	 de	 selecció	 ha	 estat	 el	 fet	 de	 que	 fossin	 enzims	 amb	 retenció	 de	
configuració,	és	a	dir,	el	producte	d’hidròlisi	 resultant	ha	de	 tenir	 la	mateixa	configuració	
anomèrica	 que	 el	 substrat	 de	 partida.	 Basant-nos	 en	 aquest	 criteri,	 les	 quitinases	 a	
seleccionar	han	de	ser	de	la	família	18	de	les	glicosil	hidrolases,	ja	que	les	quitinases	de	les	
altres	 famílies	 (GH19,	GH23	 i	GH48)	 actuen	mitjançant	un	mecanisme	amb	 inversió	de	 la	
configuració.		

A	 l’inici	 del	 treball	 (juliol	 2014)	 es	 va	 realitzar	 una	 anàlisi	 bioinformàtica	 de	 les	 diferents	
bases	de	dades	enzimàtiques.	Es	van	identificar	6246	seqüències	classificades	com	a	glicosil	
hidrolases	de	 la	 família	GH18	en	 la	base	de	dades	CAZy,	 i	només	424	d’aquestes	estaven	
caracteritzades.	Dins	aquesta	família	GH18	es	troben	diferents	activitats:	activitat	quitinasa,	
lisozim	i		endo-β-N-acetilglucosaminidasa.	En	la	base	de	dades	PDB	només	s’hi	trobaven	62	
estructures.	 Per	 altra	 banda,	 en	 la	 base	 de	 dades	 PFAM	 hi	 havia	 8946	 seqüències	
identificades	com	a	Glyco_hydro_18,	amb	253	arquitectures	diferents.	En	aquesta	mateixa	
base	de	dades	 també	 s’hi	 troba	 generat	 el	 logotip	HMM	de	quitinases	 (Figura	1.1),	 en	el	
que	 es	 mostra	 els	 dos	 motius	 de	 seqüència	 conservats	 SxGG	 i	 DxDxE,	 on	 es	 localitza	 la	
tríada	catalítica.		

A	dia	d’avui	(març	2019)	es	troben	17542	seqüències	corresponents	a	GH18	a	CAZy	de	les	
quals	482	estan	caracteritzades,	i	es	troben	90	estructures	dipositades	en	la	base	de	dades	
PDB.	 En	 la	 plataforma	 PFAM	 s’hi	 troben	 20360	 seqüències	 identificades	 com	 a	
Glyco_hydro_18	amb	675	arquitectures	diferents.		
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Figura	1.1.	Logotip	HMM	de	la	família	GH18	
Obtingut	de	la	base	de	dades	PFAM:	Glyco_hydro_18	(PF00704)	realitzat	a	partir	de	8946	seqüències.	
Descarregat	el	mes	d’abril	de	2014.		

	

1.1.1.	Quitinases	amb	activitat	de	transglicosidació	reportada	

De	 totes	 les	 glicosil	 hidrolases	 de	 la	 família	 18	 s’ha	 realitzat	 una	 cerca	 bibliogràfica	 de	
quitinases	que	presenten	activitat	endo-	amb	activitat	de	transglicosidació	reportada.	S’ha	
trobat	diferents	quitinases	presents	en	eucariotes	(fongs,	animals	i	plantes)	i	en	procariotes	
(bacteris	 i	 arqueus).	 A	 més,	 també	 es	 troba	 reportada	 la	 caracterització	 de	 diferents	
mutants	de	 residus	 implicats	en	 la	 catàlisi	 i/o	en	 la	unió	dels	 substrats	que	presenten	un	
increment	de	l’activitat	de	TG.		

Es	 troben	 reportats	 3	 tipus	 de	 reaccions	 de	 TG:	 reaccions	 de	 TG	 que	 utilitzen	
quitooligosacàrids	com	a	substrat	i	donen	lloc	a	productes	amb	graus	de	polimerització	més	
llargs	 que	 el	 substrat	 inicial	 (Taula	 1.1);	 reaccions	 de	 TG	 mitjançant	 COS	 en	 les	 que	 es	
detecten	productes	més	curts	que	el	substrat	inicial,	provinents	de	la	hidròlisi	de	productes	
de	 TG	 intermedis	 (Taula	 1.1);	 i	 per	 últim	 reaccions	 de	 TG	 en	 les	 que	 s’utilitza	
quitooligosacàrids	activats	(derivats	oxazolina)	com	a	substrat	(Taula	1.2).		
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Serratia	m
arcescens	

Sm
ChiA	

W
167A	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
-	

-	
	

	
traces	DP5-DP6	per	HPLC	

(Aronson	Jr.	et	al.,	
2006)	

	
	

W
167A	

DP5	-->	DP6	+	DP7		
-	

-	
	

	
traces	DP6-DP7	per	HPLC	

(Aronson	Jr.	et	al.,	
2006)	

	
	

W
167A	

DP6	-->	DP5	 6		
-	

-	
	

	
DP6	-->	[DP2,DP3,DP4]	-->	
DP5	 6,	no	GlcN

Ac	
(Aronson	Jr.	et	al.,	

2006)	
	

	
W
167A	

DP3	-->	DP2	 6	
-	

-	
	

	
DP3	-->	[DP2+GlcN

Ac]	-->	
[DP4]	-->	DP2	 6	(quasi	no	
GlcN

Ac)	

(Aronson	Jr.	et	al.,	
2006)	

	
	

D313N
/F396W

	
DP4	-->	DP3	 6	

-	
-	

	
	

DP4	-->	[DP2]	-->	[DP6]	-->	
DP3	 6,	no	GlcN

Ac	
(M

adhuprakash	et	
al.,	2018)	

	
	

D313N
/F396W

	
/Y163A	

DP4	-->	DP3	 6	
-	

-	
	

	
DP4	-->	[DP2]	-->	[DP6]	-->	
DP3	 6,	no	GlcN

Ac	
(M

adhuprakash	et	
al.,	2018)	

		
		

D313N
/F396W

	
/Y390F	

DP4	-->	DP3	 6	
-	

-	
	

	
DP4	-->	[DP2]	-->	[DP6]	-->	
DP3	 6,	no	GlcN

Ac	
(M

adhuprakash	et	
al.,	2018)	

Serratia	m
arcescens	

Sm
ChiB	

D140A	
DP4	-->	DP3	 6	

-	
-	

	
	

DP4	-->	[DP2]	-->	[DP6]	-->	
DP3	 6,	no	GlcN

Ac	
(Zakariassen	et	al.,	

2011)	
	

	
D142N

	 5	
DP4	-->	DP3	 6	

-	
-	

	
	

DP4	-->	[DP2]	-->	[DP6]	-->	
DP3	 6,	no	GlcN

Ac	
(Zakariassen	et	al.,	

2011)	
		

		
D142N

/W
97A	

DP4	-->	DP3	 6	
-	

-	
	

	
DP4	-->	[DP2]	-->	[DP6]	-->	
DP3	 6,	no	GlcN

Ac	
(Zakariassen	et	al.,	

2011)	
Serratia	m

arcescens	
GPS5	

Sm
ChiD		

w
t	

DP3	-->	DP4-DP6		
-	

2,6%
		

(D
P4-D

P6)	
	

	
	

(Vaikuntapu	et	al.,	
2016)	

	
	

w
t	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
-	

5,2%
	(D

P5),		
3,7%

	(D
P6)	

	
3	h	

	
(Vaikuntapu	et	al.,	

2016)	
	

	
w
t	

DP5	-->	DP6		
-	

3,9%
	(D

P6)	
	

30	m
in	

	
(Vaikuntapu	et	al.,	

2016)	
		

		
w
t	

DP6	-->	DP7	+	DP8		
-	

-	
	

	
traces	DP7-DP8	per	
M
ALDI-TO

F	
(Vaikuntapu	et	al.,	

2016)	
Serratia	
proteam

aculans	
SpChiD	

w
t	

DP3	-->	DP4-DP7		
10%

	(DP4-DP6)	
13%

	(D
P4-D

P6)	
60%

	
15	m

in	
traces	DP7	per	HPLC	i	
M
ALDI-TO

F	
(Purushotham

	and	
Podile,	2012)	

	
	

w
t	

DP4	-->	DP5-DP10	
14,3%

	(DP5+DP6)	
10,8%

	(D
P5+D

P6)	
79%

	
45	m

in	
traces	DP7-DP10	per	
M
ALDI-TO

F	
(Purushotham

	and	
Podile,	2012)	

	
	

w
t	

DP5	-->	DP6-DP12	
5%

	(DP6)	
4,4%

	(D
P6)	

89%
	

90	m
in	

traces	DP7-DP12	per	
M
ALDI-TO

F	
(Purushotham

	and	
Podile,	2012)	

	
	

w
t	

DP6	-->	DP7-DP13	
-	

-	
	

	
traces	DP7-DP13	per	
M
ALDI-TO

F	
(Purushotham

	and	
Podile,	2012)	

	
	

w
t	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
10,9%

	(DP5+DP6)	
6,3%

	(D
P5),		

4%
	(D

P6)	
62,5%

	
30	m

in	
	

(M
adhuprakash	et	
al.,	2012)	

	
	

E153D	
DP4	-->	DP5	+	DP6		

2%
	(DP5	+	DP6)	

1%
	(D

P5),		
1,1%

	(D
P6)	

12,5%
	

6	h	
	

(M
adhuprakash	et	
al.,	2012)	

1	Rendim
ent	(%

)	de	productes	de	transglicosidació;	 2	%
TG:	productes	de	TG	en	relació	als	productes	totals	a	tem

ps	de	reacció	òptim
;	 3	%

	conversió:	percentatge	de	substrat	consum
it	a	tem

ps	de	reacció	òptim
;	 4	tòpt. :	tem

ps	de	reacció	
òptim

	(quan	el	%
TG	és	m

àxim
);	 5	m

utant	del	residu	assistent;	 6	reacció	de	TG	que	resulta	en	la	form
ació	d’oligòm

ers	m
és	curts	que	el	substrat,	resultants	de	productes	de	TG	interm

edis.	La	reacció	proposada	que	dona	lloc	als	productes	
finals	es	detalla	a	“observacions”;	 7	DP2-pN

P,	DP3-pN
P:	glicòsids	p-nitrofenil	de	CO

S	(DP2	or	DP3)	com
	a	substrat.	Els	valors	corresponents	al	rendim

ent	(%
),	%

	TG	a	tem
ps	òptim

	i	%
	conversió	de	reacció	han	estat	calculats	a	partir	de	les	

dades	proporcionades	en	la	bibliografia.	En	negreta	es	m
ostren	els	valors	reportats	en	la	bibliografia.	DPn	fa	referència	a	(GlcN

Ac)n .	
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O
rg
an

is
m
e	

Q
ui
tin

as
a	

En
zi
m
	

Ac
tiv

ita
t	T

G
	

Re
nd

im
en

t	(
%
)	1	

%
	T
G
	2	

%
	c
on

v	
3	

T ò
pt
.	4	

O
bs
er
va
ci
on

s	
Re

fe
rè
nc
ie
s	

Se
rr
at
ia
	

pr
ot
ea
m
ac
ul
an

s	
Sp
Ch

iD
	

Y1
54

A	
DP

4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
15

,4
%
	(D

P5
+D

P6
)	

8,
8%

	(D
P5

),	
	

4,
6%

	(D
P6

)	
65

%
	

5	
m
in
	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
12

)	
	

	
M
22

0A
	

DP
4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
19

%
	(D

P5
+D

P6
)	

12
%
	(D

P5
),	
	

5,
8%

	(D
P6

)	
75

%
	

6	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
12

)	
	

	
Y2
22

A	
DP

4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
16

,9
%
		(
DP

5+
DP

6)
	

13
,6
%
	(D

P5
),	

6,
8%

	(D
P6

)	
80

%
	

6	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
12

)	
	

	
R2

78
A	

DP
4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
13

,5
%
	(D

P5
+D

P6
)	

9,
8%

	(D
P5

),	
	

6,
2%

	(D
P6

)	
80

%
	

3	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
12

)	
	

	
F5
8W

	
DP

4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
20

,8
%
		(
DP

5+
DP

6)
	

12
,9
%
	(D

P5
),	

6,
6%

	(D
P6

)	
75

%
	

1	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
12

)	
	

	
S1
10

G	
DP

4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

	
21

%
		(
DP

5+
DP

6)
	

11
,7
%
	(D

P5
),	

8,
8%

	(D
P6

)	
72

,5
%
	

3	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
12

)	
	

	
F1
19

A	
DP

4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
20

,3
%
		(
DP

5+
DP

6)
	

10
,4
%
	(D

P5
),	

7,
8%

	(D
P6

)	
67

,5
%
	

6	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
12

)	
	

	
W
24

1A
	

DP
4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
16

,4
%
		(
DP

5+
DP

6)
	

9,
8%

	(D
P5

),	
	7
,2
%
	(D

P6
)	

58
,4
%
	

6	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
12

)	
	

	
G1

13
S	

DP
4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
18

,4
%
		(
DP

5+
DP

6)
	

9,
5%

	(D
P5

),	
	

8,
4%

	(D
P6

)	
60

%
	

6	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
12

)	
	

	
G1

13
W
	

DP
4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
2%

	(D
P5

	+
	D
P6

)	
0,
8%

	(D
P5

),	
	

1,
1%

	(D
P6

)	
	

6	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
14

)	
	

	
W
11

4A
	

DP
4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
2,
3%

		(
DP

5+
DP

6)
	

1%
	(D

P5
),	
	

0,
5%

	(D
P6

)	
65

%
	

5	
m
in
	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
12

)	
	

	
G1

95
W
	

DP
4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
18

,8
%
		(
DP

5+
DP

6)
	

8,
6%

	(D
P5

),	
	

8,
6%

	(D
P6

)	
50

%
	

90
	m

in
	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
14

)	
	

	
W
29

0A
	

DP
4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
7,
3%

		(
DP

5+
DP

6)
	

4,
3%

	(D
P5

),	
	

6,
3%

	(D
P6

)	
81

,3
%
	

30
	m

in
	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h,
	

Bo
bb

ili
,	e
t	a

l.,
	2
01

5)
	

	
	

W
39

5A
	

DP
4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
7,
5%

		(
DP

5+
DP

6)
	

12
,4
%
	(D

P5
),	

4,
3%

	(D
P6

)	
80

%
	

12
	h
	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h,
	

Bo
bb

ili
,	e
t	a

l.,
	2
01

5)
	

	
	

Y2
8A

	
DP

4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
9,
2%

		(
DP

5+
DP

6)
	

9,
3%

	(D
P5

),	
	

6,
8%

	(D
P6

)	
90

%
	

8	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h,
	

Bo
bb

ili
,	e
t	a

l.,
	2
01

5)
	

	
	

T3
6G

	
DP

4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
-	

3,
8%

	(D
P5

),	
	

5,
8%

	(D
P6

)	
	

	
3,
8%

	(D
P5

,	3
0	
m
in
),	
5,
8%

	(D
P6

,	5
	

m
in
)	

(M
ad
hu

pr
ak
as
h,
	

Bo
bb

ili
,	e
t	a

l.,
	2
01

5)
	

	
	

T3
6F
	

DP
4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
-	

4,
3%

	(D
P5

),	
	

9%
	(D

P6
)	

	
	

4,
3%

	(D
P5

,	6
0	
m
in
),	
9%

	(D
P6

,	3
0	
m
in
)	

(M
ad
hu

pr
ak
as
h,
	

Bo
bb

ili
,	e
t	a

l.,
	2
01

5)
	

	
	

E1
53

D/
F5
8W

	
DP

4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
7,
3%

		(
DP

5+
DP

6)
	

5,
9%

	(D
P5

),	
	

0,
8%

	(D
P6

)	
10

%
	

6	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h	
et
	a
l.,
	

20
12

)	
	

	
Δ(
As
n3

0-
As
p4

2)
	

DP
4	
-->

	D
P5

	+
	D
P6

		
8,
5%

		(
DP

5+
DP

6)
	

9,
7%

	(D
P5

),	
	

8,
4%

	(D
P6

)	
90

%
	

8	
h	

	
(M

ad
hu

pr
ak
as
h,
	

Bo
bb

ili
,	e
t	a

l.,
	2
01

5)
	

1 	R
en

di
m
en

t	(
%
)	d

e	
pr
od

uc
te
s	d

e	
tr
an
sg
lic
os
id
ac
ió
;	2
	%
TG

:	p
ro
du

ct
es
	d
e	
TG

	e
n	
re
la
ci
ó	
al
s	p

ro
du

ct
es
	to

ta
ls	
a	
te
m
ps
	d
e	
re
ac
ci
ó	
òp

tim
;	3
	%
	c
on

ve
rs
ió
:	p

er
ce
nt
at
ge
	d
e	
su
bs
tr
at
	c
on

su
m
it	
a	
te
m
ps
	d
e	
re
ac
ci
ó	
òp

tim
;	4
	t ò

pt
.:	
te
m
ps
	d
e	
re
ac
ci
ó	

òp
tim

	(q
ua
n	
el
	%
TG

	é
s	m

àx
im

);	
5 	m

ut
an
t	d

el
	re

sid
u	
as
sis

te
nt
;	6
	re

ac
ci
ó	
de

	T
G	
qu

e	
re
su
lta

	e
n	
la
	fo

rm
ac
ió
	d
’o
lig
òm

er
s	m

és
	c
ur
ts
	q
ue

	e
l	s
ub

st
ra
t,	
re
su
lta

nt
s	d

e	
pr
od

uc
te
s	d

e	
TG

	in
te
rm

ed
is.
	L
a	
re
ac
ci
ó	
pr
op

os
ad
a	
qu

e	
do

na
	ll
oc
	a
ls	
pr
od

uc
te
s	

fin
al
s	e

s	d
et
al
la
	a
	“
ob

se
rv
ac
io
ns
”;
	7 	
DP

2-
pN

P,
	D
P3

-p
N
P:
	g
lic
òs
id
s	p

-n
itr
of
en

il	
de

	C
O
S	
(D
P2

	o
r	D

P3
)	c
om

	a
	su

bs
tr
at
.	E
ls	
va
lo
rs
	c
or
re
sp
on

en
ts
	a
l	r
en

di
m
en

t	(
%
),	
%
	T
G	
a	
te
m
ps
	ò
pt
im

	i	
%
	c
on

ve
rs
ió
	d
e	
re
ac
ci
ó	
ha
n	
es
ta
t	c
al
cu
la
ts
	a
	p
ar
tir
	d
e	
le
s	

da
de

s	p
ro
po

rc
io
na
de

s	e
n	
la
	b
ib
lio
gr
af
ia
.	E
n	
ne

gr
et
a	
es
	m

os
tr
en

	e
ls	
va
lo
rs
	re

po
rt
at
s	e

n	
la
	b
ib
lio
gr
af
ia
.	D

Pn
	fa

	re
fe
rè
nc
ia
	a
	(G

lc
N
Ac
) n
.	
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CAPÍTOL	1	

	

O
rganism

e	
Q
uitinasa	

Enzim
	

Activitat	TG
	

Rendim
ent	(%

)	 1	
%
	TG

	 2	
%
	conv	 3	

T
òpt.	 4	

O
bservacions	

Referències	
Serratia	
proteam

aculans	
SpChiD	

w
t	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
11%

	(DP5+DP6)	
-	

83%
	

15	m
in	

	
(M

adhuprakash	et	al.,	
2018)	

	
	

Y28A	
DP4	-->	DP5	+	DP6		

21%
		(DP5+DP6)	

-	
	

	
[DP5]	m

àx.	als	180	m
in;	[DP6]	m

àx.	
als	45	m

in.	Traces	DP7-DP8	per	HPLC	
(M

adhuprakash	et	al.,	
2018)	

	
	

Y222A	
DP4	-->	DP5	+	DP6		

21%
		(DP5+DP6)	

-	
	

	
[DP5]	m

àx.	als	15	m
in;	[DP6]	m

àx.	als	
60	m

in.	Traces	DP7-DP8	per	HPLC	
(M

adhuprakash	et	al.,	
2018)	

	
	

Y226W
	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
15%

	(DP5+DP6)	
-	

	
	

[DP5]	m
àx.	als	15	m

in;	[DP6]	m
àx.	als	

5	m
in.	Traces	DP7-DP8	per	HPLC	

(M
adhuprakash	et	al.,	

2018)	
	

	
D151N

	 5	
DP4	-->	DP5	+	DP6		

19%
	(DP5+DP6)	

-	
	

	
[DP5]	m

àx.	a	les	12	h;	[DP6]	m
àx.	a	les	

6	h.	Traces	DP7-DP8	per	HPLC	
(M

adhuprakash	et	al.,	
2018)	

	
	

D151N
/Y28A	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
15%

	(DP5+DP6)	
-	

75%
	

24	h	
traces	DP7-DP8	per	HPLC	

(M
adhuprakash	et	al.,	

2018)	
	

	
D151N

/Y222A	
DP4	-->	DP5	+	DP6		

22%
	(DP5+DP6)	

-	
	

	
[DP5]	m

àx.	a	les	8,8h;	[DP6]	m
àx.	a	les	

24h.	Traces	DP7-DP8	per	HPLC	
(M

adhuprakash	et	al.,	
2018)	

	
	

D151N
/Y226W

	
DP4	-->	DP5	+	DP6		

22%
	(DP5+DP6)	

-	
	

	
[DP5]	i	[DP6]	m

àx.	a	les	12h.	Traces	
DP7-DP8	per	HPLC	

(M
adhuprakash	et	al.,	

2018)	
	

	
D151N

/Y226W
	

/Y28A	
DP4	-->	DP5	+	DP6		

17%
	(DP5+DP6)	

-	
57%

	
24	h	

traces	DP7-DP8	per	HPLC	
(M

adhuprakash	et	al.,	
2018)	

		
		

D151N
/Y226W

	
/Y222A	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
22%

	(DP5+DP6)	
-	

	
	

[DP5]	m
àx.	a	les	6h;	[DP6]	m

àx.	a	les	
12h.	Traces	DP7-DP8	per	HPLC	

(M
adhuprakash	et	al.,	

2018)	
Stenotrophom

onas	
m
altophilia	

Stm
ChiA	

w
t	

DP4	-->	DP4	 6	
-	

-	
	

	
DP4	-->	[DP2]	-->	DP4	 6	

(Sum
a	and	Podile,	
2013;		

	
	

w
t	

DP6	-->	DP6	 6	
-	

-	
	

	
DP6	-->	[DP2,DP3,DP4]	-->	DP6	 6	

(Sum
a	and	Podile,	
2013)	

	
	

W
306A	

DP3	-->	DP4	+	DP5		
<1%

	(DP4),	
<1%

	(DP5)	
<1%

	(DP4),		
<1%

	(DP5)	
25%

	
15	m

in	
	

(Bhuvanachandra,	
M
adhuprakash	and	
Podile,	2018)	

	
	

W
306A	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
3%

	(DP5),	8%
	(DP6)	

2,5%
	(DP5),		

7,2%
	(DP6)	

65%
	

15	m
in	

	
(Bhuvanachandra,	
M
adhuprakash	and	
Podile,	2018)	

	
	

W
306A	

DP5	-->	DP6	+	DP7		
5%

	(DP6)	
4,2%

	(DP6)	
64%

	
5	m

in	
traces	DP7	per	HPLC	

(Bhuvanachandra,	
M
adhuprakash	and	
Podile,	2018)	

	
	

W
679A	

DP3	-->	DP4	+	DP5		
5%

	(DP4),	1%
	(DP5)	

6,8%
	(DP4),		

1,5%
	(DP5)	

30%
	

12	h	
	

(Bhuvanachandra,	
M
adhuprakash	and	
Podile,	2018)	

	
	

W
679A	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
5%

	(DP5),	6%
	(DP6)	

5%
	(DP5),		

5,8%
	(DP6)	

30%
	

12	h	
	

(Bhuvanachandra,	
M
adhuprakash	and	
Podile,	2018)	

	
	

W
679A	

DP5	-->	DP6	+	DP7		
2%

	(DP6)	
1,7%

	(DP6)	
4%

	
3	h	

traces	DP7	per	HPLC	
(Bhuvanachandra,	
M
adhuprakash	and	
Podile,	2018)	

1	Rendim
ent	(%

)	de	productes	de	transglicosidació;	 2	%
TG:	productes	de	TG	en	relació	als	productes	totals	a	tem

ps	de	reacció	òptim
;	 3	%

	conversió:	percentatge	de	substrat	consum
it	a	tem

ps	de	reacció	òptim
;	 4	tòpt. :	tem

ps	de	reacció	
òptim

	(quan	el	%
TG	és	m

àxim
);	 5	m

utant	del	residu	assistent;	 6	reacció	de	TG	que	resulta	en	la	form
ació	d’oligòm

ers	m
és	curts	que	el	substrat,	resultants	de	productes	de	TG	interm

edis.	La	reacció	proposada	que	dona	lloc	als	productes	
finals	es	detalla	a	“observacions”;	 7	DP2-pN

P,	DP3-pN
P:	glicòsids	p-nitrofenil	de	CO

S	(DP2	or	DP3)	com
	a	substrat.	Els	valors	corresponents	al	rendim

ent	(%
),	%

	TG	a	tem
ps	òptim

	i	%
	conversió	de	reacció	han	estat	calculats	a	partir	de	les	

dades	proporcionades	en	la	bibliografia.	En	negreta	es	m
ostren	els	valors	reportats	en	la	bibliografia.	DPn	fa	referència	a	(GlcN

Ac)n .	
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	D
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	D
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	D
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e	
Q
uitinasa	

Enzim
	

Activitat	TG
	

Rendim
ent	(%

)	 1	
%
	TG

	 2	
%
	conv	 3	

T
òpt.	 4	

O
bservacions	

Referències	

ARQ
U
EU

S	
		

		
		

	
	

	
	

		
	

Therm
ococcus	

kodakaraensis	
TkChiA	

ChiAΔ4	
DP3	-->	DP4	+	DP5		

-	
-	

	
	

traces	DP4-DP5	per	TLC	
(Tanaka,	Fukui	and	
Im

anaka,	2001)	
KO

D1	
	

ChiAΔ4	
DP4	-->	DP5	+	DP6		

-	
-	

	
	

traces	DP5-DP6	per	TLC	
(Tanaka,	Fukui	and	
Im

anaka,	2001)	
	

	
ChiAΔ4	

DP5	-->	DP6		
-	

-	
	

	
traces	DP6	per	TLC	

(Tanaka,	Fukui	and	
Im

anaka,	2001)	
	

	
ChiAΔ5	

DP3	-->	DP4	+	DP5		
-	

-	
	

	
traces	DP4-DP5	per	TLC	

(Tanaka,	Fukui	and	
Im

anaka,	2001)	
	

	
ChiAΔ5	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
-	

-	
	

	
traces	DP5-DP6	per	TLC	

(Tanaka,	Fukui	and	
Im

anaka,	2001)	
		

		
ChiAΔ5	

DP5	-->	DP6		
-	

-	
	

	
traces	DP6	per	TLC	

(Tanaka,	Fukui	and	
Im

anaka,	2001)	

AN
IM

ALS	
		

		
		

	
	

	
	

		
	

Hom
o	sapiens	

sapiens	
Q
uitotrio-

sidasa	
w
t	

DP2-pN
P	 7	+	GlcN

Ac-M
U
	-->		

4M
U
	+	altres	

-	
-	

	
	

DP2-pN
P	+	GlcN

Ac-M
U
	-->	[pN

P	+	DP3-
M
U
]	-->	4M

U
	+	[DP3].	N

o	hidròlisi	de	
GlcN

Ac-M
U
	

(Aguilera	et	al.,	2003)	

		
		

w
t	

DP5	-->	DP6-DP9	
8%

	(DP6-DP9)	
6%

	(DP6-DP9)	
48%

	
10	m

in	
		

(Aguilera	et	al.,	2003)	

FO
N
G
S	

		
		

		
	

	
	

	
		

	

Aspergillus	
fum

igatus	
ChiB1	

w
t	

DP6	-->	DP8		
2%

	(DP8)	
1,7%

	(DP8)	
31%

	
20	m

in	
	

(Jaques	et	al.,	2003)	

	
	

w
t	

DP5	-->	DP7		
2%

	(DP7)	
1,3%

	(DP7)	
65%

	
90	m

in	
	

(Jaques	et	al.,	2003)	
	

	
w
t	

DP4	-->	DP6		
2,6%

	(DP6)	
2%

	(DP6)	
35%

	
30	m

in	
	

(Jaques	et	al.,	2003)	
	

	
w
t	

DP2-pN
P	 7	-->	DP2	+	GlcN

Ac-pN
P	 6	

-	
-	

	
	

DP2-pN
P	-->	[DP4-pN

P]	-->	DP3	+	GlcN
Ac-

pN
P	 6.	Ràtio	GlcN

Ac-pN
P/DP2	=	0,2	als	

45	m
in	

(Lü	et	al.,	2009)	

	
	

M
243E	

DP2-pN
P	 7	-->	DP2	+	GlcN

Ac-pN
P	 6	

-	
-	

	
	

DP2-pN
P	-->	[DP4-pN

P]	-->	DP3	+	GlcN
Ac-

pN
P	 6	

(Lü	et	al.,	2009)	

	
	

D246E	
DP2-pN

P	 7	-->	DP2	+	GlcN
Ac-pN

P	 6	
-	

-	
	

	
DP2-pN

P	-->	[DP4-pN
P]	-->	DP3	+	GlcN

Ac-
pN

P	 6.	Ràtio	GlcN
Ac-pN

P/DP2	=	0,7	als	
45	m

in	

(Lü	et	al.,	2009)	

	
	

w
t	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
-	

-	
	

	
traces	DP5-DP6	per	TLC	

(Lü	et	al.,	2009)	
	

	
M
243E	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
-	

-	
	

	
traces	DP5-DP6	per	TLC	

(Lü	et	al.,	2009)	
	

	
D246E	

DP4	-->	DP5	+	DP6		
-	

-	
	

	
traces	DP5-DP6	per	TLC	

(Lü	et	al.,	2009)	
		

		
w
t	

DP5	-->	DP6		
-	

-	
	

	
traces	DP6	per	TLC	

(Lü	et	al.,	2009)	
1	Rendim

ent	(%
)	de	productes	de	transglicosidació;	 2	%

TG:	productes	de	TG	en	relació	als	productes	totals	a	tem
ps	de	reacció	òptim

;	 3	%
	conversió:	percentatge	de	substrat	consum

it	a	tem
ps	de	reacció	òptim

;	 4	tòpt. :	tem
ps	de	reacció	

òptim
	(quan	el	%

TG	és	m
àxim

);	 5	m
utant	del	residu	assistent;	 6	reacció	de	TG	que	resulta	en	la	form

ació	d’oligòm
ers	m

és	curts	que	el	substrat,	resultants	de	productes	de	TG	interm
edis.	La	reacció	proposada	que	dona	lloc	als	productes	

finals	es	detalla	a	“observacions”;	 7	DP2-pN
P,	DP3-pN

P:	glicòsids	p-nitrofenil	de	CO
S	(DP2	or	DP3)	com

	a	substrat.	Els	valors	corresponents	al	rendim
ent	(%

),	%
	TG	a	tem

ps	òptim
	i	%

	conversió	de	reacció	han	estat	calculats	a	partir	de	les	
dades	proporcionades	en	la	bibliografia.	En	negreta	es	m

ostren	els	valors	reportats	en	la	bibliografia.	DPn	fa	referència	a	(GlcN
Ac)n .	
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Vàries	quitinases,	principalment	bacterianes,	presenten	activitat	de	TG	en	temps	inicials	de	
reacció,	 però	 els	 productes	 de	 TG	 són	 ràpidament	 hidrolitzats	 a	 causa	 de	 l’activitat	
hidrolítica	que	presenten.	 Per	 aquest	motiu,	 els	 rendiments	de	 TG	que	 s’obtenen	no	 són	
gaire	elevats	i	en	la	majoria	de	casos	no	es	reporten.	A	partir	dels	rendiments	calculats,	s’ha	
observat	que	el	rendiment	de	TG	de	quitinases	wt	caracteritzades	fins	el	moment	no	supera	
el	10%,	a	excepció	de	la	quitinasa	D	de	Serratia	proteamaculans	(SpChiD)	que	presenta	un	
rendiment	del	14%	en	formació	de	(GlcNAc)5-(GlcNAc)9	a	partir	de	(GlcNAc)4	com	a	substrat,	
fet	 que	 la	 caracteritza	 com	 a	 quitinasa	 hipertransglicosidasa	 (Purushotham	 and	 Podile,	
2012).	 També	 cal	 destacar	 les	 quitinases	 de	 Trichoderma	 reesei	 i	 de	Nocardia	 orientalis,	
amb	 els	 que	 s’ha	 assolit	 un	 rendiment	 de	 TG	 del	 24%	 i	 21%,	 respectivament,	 utilitzant	
(GlcNAc)4	 com	 a	 substrat,	mitjançant	 l’addició	 de	 sulfat	 i/o	 acetat	 d’amoni	 en	 la	 reacció,	
amb	l’objectiu	de	desafavorir	la	presència	de	molècules	d’aigua	en	el	centre	actiu	i	per	tant,	
afavorir	la	reacció	de	TG	(Nanjo	et	al.,	1989;	Usui,	Matsui	and	Isobe,	1990).		

Amb	 l’objectiu	 d’incrementar	 el	 rendiment	 de	 TG,	 s’ha	 aplicat	 estratègies	 de	mutagènesi	
dirigida	principalment	 tant	en	residus	 implicats	en	 la	catàlisi	com	en	residus	responsables	
de	 la	 unió	 de	 l’acceptor,	 és	 a	 dir,	 residus	 situats	 en	 els	 subsetis	 positius.	 Mitjançant	
aquestes	mutacions	s’ha	aconseguit	augmentar	l’activitat	de	TG	respecte	les	quitinases	wt	
resultant	en	un	increment	en	la	quantitat	de	productes	de	TG	i/o	en	un	canvi	en	la	durada	
de	formació	d’aquests.	Tot	i	així,	en	bibliografia	tampoc	no	es	reporta	el	rendiment	de	TG	
dels	 mutants,	 excepte	 en	 el	 cas	 dels	 mutants	 de	 SpChiD,	 la	 quitinasa	 més	 àmpliament	
estudiada	en	relació	a	 l’activitat	de	TG,	en	el	que	es	reporta	 la	proporció	de	productes	de	
TG	respecte	el	 total	de	productes	a	un	 temps	determinat	de	reacció	 (%	TG).	A	partir	dels	
rendiments	calculats,	s’observa	que	mitjançant	mutagènesi	s’ha	aconseguit	incrementar	el	
rendiment	 de	 TG	 de	 SpChiD	 fins	 a	 un	 21%	 amb	 els	 mutants	 simples	 F58W	 i	 S110G	
(Madhuprakash	et	al.,	2012).	Recentment	s’ha	aconseguit	incrementar	el	rendiment	fins	al	
22%	en	(GlcNAc)5	i	(GlcNAc)6	(com	a	productes	de	TG	a	partir	de	(GlcNAc)4	com	a	substrat)	
amb	 els	 mutants	 D151N/Y222A,	 D151N/Y226W	 i	 D151N/Y222A/Y226W	 d’SpChiD	
(Madhuprakash	 et	 al.,	 2018).	 Tot	 i	 així,	 els	 rendiments	 són	 calculats	 a	 partir	 de	 les	
concentracions	màximes	de	(GlcNAc)5	i	(GlcNAc)6	al	llarg	del	curs	de	reacció,	obtingudes	en	
diferents	 temps	 de	 reacció,	 és	 a	 dir,	 no	 hi	 ha	 un	 temps	 de	 reacció	 en	 concret	 en	 el	 que	
s’obtingui	aquest	rendiment	de	TG.		

Recentment,	 el	 grup	 d’A.	 R.	 Podile	 ha	 reportat	 noves	 quitinases	 amb	 activitat	 de	 TG:	
quitinasa	 D	 de	 Serratia	 marcescens	 (SmChiD)	 (Vaikuntapu	 et	 al.,	 2016),	 quitinasa	 1	
d’Enterobacter	 cloacae	 (Mallakuntla	 et	 al.,	 2017)	 i	 quitinasa	 B	 de	 Flavobacterium	
johnsoniae	(Vaikuntapu	et	al.,	2018),	i	a	més,	també	s’ha	reportat	increments	en	l’activitat	
de	 TG	 de	 les	 quitinases	 A	 de	 Stenotrophomonas	 maltophilia	 i	 Serratia	 marcescens	
mitjançant	mutagènesi	(Bhuvanachandra,	Madhuprakash	and	Podile,	2018;	Madhuprakash	
et	al.,	2018).		

D’entre	els	mutants	dels	residus	catalítics,	s’ha	observat	que	la	mutació	del	segon	aspàrtic	
del	 motiu	 conservat	 DxDxE,	 corresponent	 al	 residu	 assistent,	 per	 una	 asparagina	 en	 les	
quitinases	A	i	B	de	Serratia	marcescens	(Zakariassen	et	al.,	2011),	manté	l’activitat	de	TG	de	
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l’enzim,	 tot	 i	que	disminueix	 l’activitat	hidrolítica	d’aquest,	 i	 conseqüentment	 la	 formació	
de	productes	de	TG	es	prolonga	al	llarg	del	temps.	També	es	troba	reportada	la	mutació	del	
residu	 assistent	 de	 la	 quitinasa	 A1	 de	 Bacillus	 circulans	 (D202A)	 amb	 la	 que	 s’obté	 una	
mescla	de	COS	com	a	productes	de	TG	amb	graus	de	polimerització	de	fins	a	12	a	partir	de	
(GlcNAc)5	 com	 a	 donador	 (Martinez	 et	 al.,	 2012),	 i	 de	 la	 quitinasa	 A	 de	 Vibrio	 harveyi	
(D313A,	 D313N),	 amb	 les	 que	 s’obté	 (GlcNAc)8	 a	 partir	 de	 (GlcNAc)6	 com	 a	 substrat	
(Sirimontree	 et	 al.,	 2014).	 A	 causa	 de	 l’increment	 en	 l’activitat	 de	 TG	 resultant	 de	 la	
mutació	del	 residu	assistent,	els	estudis	 recents	han	optat	per	 la	mutació	d’aquest	 residu	
per	 a	 potenciar	 l’activitat	 de	 TG	 de	 les	 diferents	 quitinases.	 Així	 doncs,	 aquest	 últim	 any	
també	 s’ha	 reportat	 la	 mutació	 d’aquest	 residu	 per	 a	 les	 quitinases	 StmChiA	 (D464N),	
SpChiD	 (D151N)	 i	 FjChiB	 (D148N)	 (Bhuvanachandra,	 Madhuprakash	 and	 Podile,	 2018;	
Madhuprakash	et	al.,	2018;	Vaikuntapu	et	al.,	2018).		

Per	 altra	 banda,	 es	 troben	 citats	 diferents	 estudis	 en	 els	 que	 s’utilitza	 derivats	 oxazolina	
com	 a	 substrat	 per	 a	 la	 reacció	 de	 TG	 (Taula	 1.2).	 Kobayashi	 et	 al.	 reporten	 el	 primer	
exemple	de	 glicosidació	 enzimàtica	 de	quitinases	 en	 el	 que	 s’utilitza	 un	derivat	 oxazolina	
com	a	donador	glicosídic	(Kobayashi,	Kiyosada	and	Shoda,	1996,	1997).	Amb	les	quitinases	
wt	de	Bacillus	sp.,	a	pH	bàsic,	on	 la	hidròlisi	de	COS	es	troba	reduïda	significativament,	el	
substrat	 oxazolina	 és	 capaç	 d’actuar	 com	 a	 donador	 glicosídic	 donant	 lloc	 a	 la	 formació	
d’oligòmers	més	llargs.	Seguint	aquesta	estratègia,	s’ha	obtingut	quitobiosa	per	reacció	del	
derivat	 oxazolina	 de	 GlcNAc	 com	 a	 donador	 i	 GlcNAc	 com	 a	 acceptor,	 i	 també	 altres	
polímers	de	quitina	artificial	a	partir	de	(GlcNAc)2-ox	com	a	substrat,	mitjançant	la	quitinasa	
de	 Bacillus	 sp.	 Posteriorment,	 també	 s’ha	 utilitzat	 l’oxazolina	 del	 disacàrid	
GlcNβ(1à4)GlcNAc	 per	 a	 la	 obtenció	 de	 polímers	 de	 quitosà	 a	 partir	 de	 l’acció	 de	 les	
quitinases	 comercials	de	Bacillus	sp.,	Serratia	marcescens	 i	Streptomyces	griseus,	 amb	 les	
que	s’ha	obtingut	polímers	de	 fins	a	8-12	monòmers,	amb	rendiments	de	TG	aparents	de	
64%,	 62%	 i	 34%,	 respectivament	 (Makino	 et	 al.,	 2006).	 Recentment,	 s’ha	 combinat	 l’ús	
d’enzims	amb	la	mutació	del	residu	assistent	i	la	utilització	de	derivats	oxazolina	de	COS	per	
a	la	obtenció	de	polímers	de	quitina.	Per	reacció	del	mutant	D202A	de	B.	circulans	amb	el	
derivat	 oxazolina	 de	 (GlcNAc)2	 s’ha	 obtingut	 una	 mescla	 de	 COS	 amb	 graus	 de	
polimerització	 d’entre	 3	 i	 13.	 Amb	 el	 mutant	 D170A	 de	 Trichoderma	 harzianum,	 també	
utilitzant	 el	 derivat	 oxazolina	 de	 (GlcNAc)2,	 s’obté	 una	 mescla	 de	 COS	 amb	 graus	 de	
polimerització	parells	d’entre	4	i	10.	A	més,	també	s’han	realitzat	reaccions	de	condensació	
donador	 +	 acceptor	 a	 partir	 de	 les	 quals	 també	 s’obté	 una	 mescla	 de	 productes	 de	 TG	
(Martinez	et	al.,	2012).		
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Taula	1.2.	Quitinases	GH18	amb	activitat	de	transglicosidació	reportada	utilitzant	derivats	oxazolina	de	COS	com	a	substrat	

Organisme	 Quitinasa	 Enzim	 Activitat	TG	 treacció1	 Observacions	 Referències	

BACTERIS	 		 		 		 	 		 	

Bacillus	sp.	 Preparat	
comercial	

wt	 DP2-ox	-->	(GlcNAc)n		 50	h	 Mv=	4,6	x	10
4	 (Kobayashi,	Kiyosada	

and	Shoda,	1996)	
	 	 wt	 GlcNAc-ox	+	GlcNAc	-->	DP2	 6	h	 	 (Kobayashi,	Kiyosada	

and	Shoda,	1997)	
	 	 wt	 GalGlcNAc-ox	+	GlcNAcβ-OMe-->	GalGlcNAcGlcNAcβ-OMe	 30	min	 %TG3	=	55%		 (Shoda	et	al.,	2002)	
		 		 wt	 GalGlcNAc-ox	+	GlcNAcβ-SMe-->	GalGlcNAcGlcNAcβ-SMe	 24	h	 %TG3	≈	60%	 (Shoda	et	al.,	2002)	
	 	 wt	 GlcNGlcNAc-ox	-->	(GlcNGlcNAc)4	+	altres	 0,7	h	 %TG3	=	64%.	Traces	DP4-DP14	(n=2-7)	per	MALDI-TOF	 (Makino	et	al.,	2006)	
	 		 wt	 GlcNGlcNAc-ox	-->	(GlcNGlcNAc)4-5		+	altres	 3	h	 %TG3	=	58%	 (Makino	et	al.,	2006)	
Bacillus	circulans	 BcChiA1	 wt	 GalGlcNAc-ox	+	DP2-->	Gal(GlcNAc)3	 	 pH	7,0,	%TG3	≈	35%	als	20	min		

pH	10,4,	%TG3	≈	25%	a	les	4	h	
(Shoda	et	al.,	2002)	

	 	 wt	 GalGlcNAc-ox	+	GlcNAcb-OMe-->	GalGlcNAcGlcNAcb-OMe	 	 pH	7,0	i	10,4	 (Shoda	et	al.,	2002)	
	 	 D202N	2	 GalGlcNAc-ox	+	DP2-->	Gal(GlcNAc)3	 	 pH	7,0,	%TG3	≈	40%	a	les	4	h		

pH	10,4,	%TG3	≈	25%	a	les	4	h	
(Shoda	et	al.,	2002)	

	 	 Y279F	 GalGlcNAc-ox	+	DP2-->	Gal(GlcNAc)3	 	 pH	7,0,	rendiments	superiors	que	l’enzim	wt.	 (Shoda	et	al.,	2002)	
	 	 D280N	 GalGlcNAc-ox	+	DP2-->	Gal(GlcNAc)3	 	 pH	7,0,	rendiments	superiors	que	l’enzim	wt.	 (Shoda	et	al.,	2002)	
	 	 W433F	 GalGlcNAc-ox	+	DP2-->	Gal(GlcNAc)3	 	 pH	7,0,	rendiments	superiors	que	l’enzim	wt.	 (Shoda	et	al.,	2002)	
	 	 wt	 Gal(GlcNAc)2-ox	+	DP2	-->	Gal(GlcNAc)4	 5-6	h	 pH	10;	ràtio	producte	TG/donador	restant	=	32,5	 (Martinez	et	al.,	2012)	
	 	 D200A	 Gal(GlcNAc)2-ox	+	DP2	-->	Gal(GlcNAc)4	 48	h	 pH7;	ràtio	producte	TG/donador	restant	=	22	 (Martinez	et	al.,	2012)	
	 	 D202A	2	 Gal(GlcNAc)2-ox	+	DP2	-->	Gal(GlcNAc)4	 56	h	 pH7;	ràtio	producte	TG/donador	restant	=	8	 (Martinez	et	al.,	2012)	
	 	 D200A	 DP2-ox	-->	DP3-DP13	 24	h	 traces	DP3-DP13	per	MALDI-TOF	del	precipitat		 (Martinez	et	al.,	2012)	
	 	 D202A	2	 DP2-ox	-->	DP3-DP13	 24	h	 traces	DP3-DP13	per	MALDI-TOF	del	precipitat	 (Martinez	et	al.,	2012)	
	 	 D200A	 Gal(GlcNAc)2-ox	+	DP5	-->	Gal(GlcNAc)7	+	altres	 18	h	 traces	per	MALDI-TOF	del	precipitat:	Gal(GlcNAc)7	+	DP6-DP12	+	Gal(GlcNAc)8-

Gal(GlcNAc)13	
(Martinez	et	al.,	2012)	

	 	 D202A	2	 Gal(GlcNAc)2-ox	+	DP5	-->	Gal(GlcNAc)7	+	altres	 18h	 traces	per	MALDI-TOF	del	precipitat:	Gal(GlcNAc)7	+	DP6-DP12	+	Gal(GlcNAc)8-
Gal(GlcNAc)13	

(Martinez	et	al.,	2012)	

	 	 wt	 DP2-ox	-->	DP3-DP6	 	 traces	DP3-DP6	per	HPLC	 (Sakamoto	et	al.,	2001)	
		 		 E204Q	 DP2-ox	-->	DP4	+	DP6	 	 traces	DP4	i	DP6	per	HPLC	 (Sakamoto	et	al.,	2001)	
Serratia	
marcescens	

Preparat	
comercial	

wt	 GlcNGlcNAc-ox	-->	(GlcNGlcNAc)4	+	altres		 16	h	 %TG3	=	62%.	Traces	DP4-DP14	(n=2-7)	per	MALDI-TOF	 (Makino	et	al.,	2006)	

		 		 wt	 GlcNGlcNAc-ox	-->	(GlcNGlcNAc)5-6	+	altres	 24	h	 %TG3	=	75%	 (Makino	et	al.,	2006)	
Streptomyces	
griseus	

Preparat	
comercial	

wt	 GlcNGlcNAc-ox	-->	(GlcNGlcNAc)4	+	altres		 0,7	h	 %TG3	=	34%.	Traces	DP4-DP14	(n=2-7)	per	MALDI-TOF	 (Makino	et	al.,	2006)	

FONGS	 		 		 		 	 		 	

Trichoderma	
harzianum	

ThChit42	 D170N	2	 DP2-ox	-->	mescla	de	COS	 18	h	 traces	per	MALDI-TOF	del	precipitat		 (Martinez	et	al.,	2012)	

	 	 D170A	2	 DP2-ox	-->	DP4-DP10	 18	h	 traces	DP4-DP10	per	MALDI-TOF	del	precipitat,	només	COS	amb	DPs	parells		 (Martinez	et	al.,	2012)	
		 		 D170A	2	 Gal(GlcNAc)2-ox	+	DP5	-->	DP5	+	Gal(GlcNAc)7	+	altres	 18	h	 traces	per	MALDI-TOF	del	precipitat:	DP5	+	Gal(GlcNAc)7	+	petita	quantitat	de	COS	

amb	DPs	elevats	
(Martinez	et	al.,	2012)	

1	treacció:	temps	de	reacció	en	el	que	s’ha	analitzat	els	productes	de	TG	de	les	mostres;	2	mutant	del	residu	assistent.	3	%TG:	productes	de	TG	respecte	el	total	de	productes	presents	en	la	mescla	en	el	temps	de	reacció	òptim.			
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1.1.2.	Anàlisi	estructural	de	quitinases	procariotes	

Entre	 les	 88	 estructures	 de	 la	 família	 18	 de	 les	 glicosil	 hidrolases	 es	 troben	 vàries	

estructures	 de	 quitinases,	 que	 exhibeixen	 arquitectures	 diferents.	 El	 domini	 catalític	 de	

totes	 elles	 presenta	 el	 plegament	 (α/β)8,	 característic	 de	 quitinases	 GH18.	 D’entre	 les	

estructures	 cristal·logràfiques	 es	 troben	 resoltes	 diferents	 estructures	 de	 quitinases	

eucariotes,	 com	 per	 exemple	 les	 quitinases	 fúngiques	 ChiB1	 d’Aspergillus	 fumigatus	 i	 la	
quitinasa	 1	 de	 Coccidioides	 immitis;	 la	 quitinasa	 CTS1	 de	 Saccharomyces	 cerevisiae;	
quitinases	 de	 plantes	 com	 la	 quitinasa	 C	 d’Arabidopsis	 thaliana,	 la	 quitinasa	 A	 de	 Cycas	
revoluta	o	la	quitinasa	ChiV	de	Nicotiana	tabacum;	o	la	Quitotriosidasa	humana.	També	es	

troben	 resoltes	 estructures	 de	 quitinases	 bacterianes	 com	 les	 quitinases	 A,	 B	 i	 C	 de	 S.	
marcescens,	la	quitinasa	D	de	S.	proteamaculans	o	la	quitinasa	A	de	Vibrio	harveyi.	En	canvi,	
només	 es	 troba	 resolta	 l’estructura	 d’una	 quitinasa	 pertanyent	 al	 regne	 Archaea,	
corresponent	al	domini	catalític	AD2	de	la	quitinasa	B	de	Pyrococcus	furiosus.			

D’entre	 les	 estructures	 de	 quitinases	 GH18	 procariotes	 resoltes,	 s’ha	 realitzat	 una	 cerca	

específica	d’aquelles	que	es	troben	resoltes	en	complex	amb	substrat	(Taula	1.3).	

Taula	1.3.	Estructures	3D	de	quitinases	GH18	procariotes	en	complex	amb	substrat	

Origen	 Quitinasa	 UNIPROT	 PDB	 Organització	en	
dominis	

Substrat	en	
l’estructura	

Serratia	marcescens	 ChiA	 P07254	 1EHN	

1EIB	

1FFR	

1NH6	

1K9T	

FnIII-GH18	 (GlcNAc)8	

(GlcNAc)8	

(GlcNAc)6	

(GlcNAc)6	

(GlcNAc)4	
	

	 ChiB	 P11797	 1E6N	

1E6Z	

GH18-CBM5/12	 (GlcNAc)5	

(GlcNAc)2-ox	
	

Serratia	proteamaculans	 ChiD	 A8GFD6	 4Q22	

4PTM	

GH18	 (GlcNAc)	

(GlcNAc)	
	

Moritella	marina	 Chi60	 B1VBB0	 4HME	

4MB4	

4MB5	

GH18-CBM5/12	 (GlcNAc)2	

(GlcNAc)4	

(GlcNAc)5	
	

Bacillus	cereus	 ChiNCTU2	 D0VV09	 3N13	

3N15	

3N17	

3N18	

GH18	 (GlcNAc)2	

(GlcNAc)2	

(GlcNAc)2	

(GlcNAc)4	
	

Vibrio	harveyi	 ChiA	 Q9AMP1	 3B9A	

3B9D	

CBM5/12-GH18	 (GlcNAc)6	

(GlcNAc)5	
	

Pyrococcus	furiosus	 ChiB	 Q8U1H5	 3A4W	

3A4X	

GH18	(AD2)	 (GlcNAc)5	

(GlcNAc)4	
	

	

Per	a	l’anàlisi	estructural	de	les	diferents	quitinases	bacterianes	s’utilitzarà	com	a	referència	

les	quitinases	de	Serratia	marcescens,	ja	que	la	seva	caracterització	estructural	i	bioquímica	

es	troba	reportada	en	detall.		
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Serratia	 marcescens	 té	 4	 quitinases,	 3	 de	 les	 quals	 han	 estat	 àmpliament	 estudiades:	 la	
quitinasa	 A	 (ChiA)	 que	 té	 activitat	 principalment	 exo-	 i	 és	 processiva	 des	 de	 l’extrem	
reductor,	 la	quitinasa	B	 (ChiB)	que	 també	té	activitat	exo-	 i	és	processiva	des	de	 l’extrem	
no-reductor,	i	la	quitinasa	C	(ChiC)	que	té	activitat	endo-	i	és	no-processiva	(Svein	J.	Horn	et	
al.,	 2006).	 A	 nivell	 estructural,	 el	 domini	 catalític	 de	 les	 tres	 quitinases	 presenta	 un	
plegament	 (α/β)8	 (TIM	 barrel).	 Les	 quitinases	 ChiA	 i	 ChiB	 contenen	 a	 més	 un	 domini	
d’inserció	α+β	entre	les	cadenes	β7	i	β8	del	TIM	barrel	que	dona	lloc	a	una	cavitat	d’unió	a	
substrat	 profunda,	 tret	 característic	 de	 les	 quitinases	 bacterianes	 de	 la	 subfamília	 A.	 En	
canvi,	 la	 quitinasa	 ChiC	 no	 conté	 aquest	 domini	 d’inserció	 i	 conseqüentment	 la	 cavitat	
d’unió	a	 substrat	és	menys	profunda	 (Figura	1.2)	 (Vaaje-Kolstad	et	al.,	 2013).	Actualment	
s’ha	 descobert	 una	 nova	 quitinasa,	 la	 quitinasa	 D,	 de	 la	 qual	 encara	 no	 s’ha	 resolt	
l’estructura	 cristal·logràfica,	 tot	 i	 que	 per	 alineament	 de	 seqüència	 s’ha	 detectat	 la	
presència	del	domini	d’inserció	α+β	present	també	en	les	quitinases	A	i	B	de	S.	marcescens	
(Vaikuntapu	et	al.,	2016).		

	
Figura	1.2.	Resum	estructural	de	les	quitinases	de	S.	marcescens	
A	 l’esquerra	 es	mostra	 les	 estructures	 cristal·logràfiques	 de	ChiA,	 ChiB	 i	 del	 domini	 catalític	 de	ChiC,	 a	 la	
dreta,	les	cavitats	d’unió	a	substrat.	Es	mostren	en	magenta	els	residus	aromàtics	que	interaccionen	amb	el	
substrat	mitjançant	 interaccions	d’apilament	(stacking).	Adaptada	de	Vaaje-Kolstad	et	al.	 (Vaaje-Kolstad	et	
al.,	2013)	

1.2.	Quitinases	seleccionades	per	al	desenvolupament	d’una	glicosintasa	

A	 partir	 de	 la	 cerca	 bibliogràfica,	 s’ha	 decidit	 enfocar	 la	 selecció	 en	 quitinases	 d’origen	
procariota,	 per	 una	 banda	 a	 causa	 de	 que	 la	 majoria	 de	 quitinases	 amb	 activitat	 de	 TG	

ChiA	

ChiB	

ChiC	

GH18	

GH18	
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reportada	són	bacterianes,	 i	es	 coneix	molt	poc	 sobre	quitinases	d’organismes	eucariotes	

que	presentin	activitat	de	TG;	 i	 per	altra,	per	a	 facilitar	el	procés	d’expressió	 i	 purificació	

d’aquestes,	ja	que	es	vol	obtenir	les	proteïnes	recombinants	en	E.	coli.		

Tenint	en	compte	 l’activitat	de	transglicosidació	reportada	de	 les	quitinases	wt,	 finalment	

s’han	seleccionat	9	quitinases,	7	quitinases	bacterianes	 i	2	d’arqueus	(Taula	1.4),	per	a	un	

primer	cribratge	amb	 l’objectiu	 final	de	dissenyar	una	glicosintasa	efectiva	per	a	 la	síntesi	

de	COS	definits.		

Taula	1.4.	Quitinases	GH18	procariotes	seleccionades	per	al	disseny	d’una	glicosintasa	

Origen	 Quitinasa	 UNIPROT	 Org.	en	
dominis	

endo-
/exo-	 TG	 PDB	 S	en	

PDB	 Referències	

Bacillus	circulans	 BcChiA1	 P20533	 GH18-

FnIII-

FnIII-

CBM12	

endo-	 DP6	à	DP8	
	

GalCOIIoxa	+	

DP2	à	

GalCOIV	
	

DP2ox	àDP3-

DP6	
	

1ITX		

(GH18)	

Apo-	 (Matsumoto	et	
al.,	1999;	Sasaki	
et	al.,	2002)	

Laceyella	putida	 LpChiA	 W0T116	 ChBD-

FnIII-

GH18	
	

?	 ?	 -	 -	 	

Rhodothermus	
marinus	
	

RmChiA	 Q66SU9	 GH18	 endo-	 DP2	à	DP4	 -	 -	 (Hobel	et	al.,	
2005)	

Stenotrophomo-
nas	maltophilia	

StmChiA	 B2FMT1	 ChBD3-

PKD-

FnIII-

GH18	
	

endo-	 DP4	à	DP4	
	

DP6	à	DP6	

	

-	 -	 (Suma	and	

Podile,	2013)	

Serratia	
marcescens	

SmChiC	 Q700B8	 GH18-

FnIII-

CBM12	
	

endo-	 ?	 4AXN	

(GH18)	

Apo-	 (Payne	et	al.,	
2012)	

Serratia	
proteamaculans	

SpChiD	 A8GFD6	 GH18	 endo-	 DP3	à	DP4-

DP6	
	

DP4	à	DP5-

DP9	
	

DP5	à	DP6-

DP10	
	

DP6	à	DP7-

DP10	
	

4Q22	

4PTM	

GlcNAc	

GlcNAc	

	

(Purushotham	

and	Podile,	

2012)	

Vibrio	harveyi	 VhChiA	 Q9AMP1	 CBM5/1

2-GH18	

endo-	 DP3	à	DP4-

DP6	
	

DP4	à	DP5,	

DP6,	DP8	
	

DP5	à	DP6,	

DP7,	DP8	
	

3B9A	

3B9D	

DP6	

DP5	

	

(Suginta	et	al.,	
2005;	

Songsiriritthigul	

et	al.,	2008)	

Pyrococcus	
furiosus	

PfChiB	 Q8U1H5	 CBD2-

AD2	

(GH18)		

exo-
/endo-	

?	 3A4W	

(GH18)	

3A4X	

(GH18)	
	

DP5	

DP4	

	

(Tsuji	et	al.,	
2010)	

Thermococcus	
kodakaraensis	
KOD1	

TkChiA	 Q9UWR7	 ChBD1-

GH18(A)

-ChBD2-

ChBD3-

GH18(B)	

GH18(A):	

exo-	
	

	

	

GH18(B):	

endo-	

GH18(A):	

DP3	à	DP4,	

DP5	
	

GH18(B):	

DP3	à	DP4,	

DP5	
	

-	 -	 (Tanaka,	Fukui	

and	Imanaka,	

2001)	
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D’entre	 les	 candidates	 bacterianes	 s’han	 seleccionat	 les	 quitinases	 A	 de	 Rhodothermus	
marinus	i	Laceyella	putida	pel	seu	caràcter	termoestable,	tot	i	que	la	darrera	no	s’ha	descrit	
si	presenta	o	no	activitat	de	TG.	S’ha	seleccionat	la	ChiC	de	S.	marcescens	ja	que	tampoc	ha	
estat	 descrita	 la	 presència	 o	 absència	 d’activitat	 de	 TG	 de	 l’enzim,	 i	 per	 la	 diferència	
estructural	que	presenta	 respecte	 les	quitinases	ChiA	 i	ChiB	de	S.	marcescens,	que	 sí	han	
estat	 caracteritzades.	 També	 s’han	 seleccionat	 les	 quitinases	 A	 de	Vibrio	 harveyi	 i	 A1	 de	
Bacillus	 circulans	 com	 a	 quitinases	 a	 les	 que	 s’ha	 dut	 a	 terme	 mutagènesi	 del	 residu	
assistent,	presentant	els	nous	enzims	mutants	un	 increment	de	 l’activitat	de	TG	 respecte	
els	enzims	salvatges.	En	aquest	cas,	s’ha	caracteritzat	l’activitat	de	TG	de	la	quitinasa	ChiA1	
de	B.	 circulans	 a	 partir	 de	 la	 utilització	 de	 COS	 activats	 com	 a	 substrat.	 Una	 altra	 de	 les	
quitinases	 seleccionades	 és	 la	 quitinasa	 A	 de	 Stenotrophomonas	 maltophilia	 com	 a	
quitinasa	nova	amb	activitat	de	TG	reportada.	Per	últim,	s’ha	seleccionat	la	quitinasa	D	de	
Serratia	proteamaculans,	per	ser	la	quitinasa	wt	que	presenta	major	activitat	de	TG,	donant	
lloc	a	un	14%	de	rendiment	en	productes	de	TG	a	partir	de	la	utilització	de	(GlcNAc)4	com	a	
substrat.	Per	altra	banda,	s’han	seleccionat	dues	quitinases	del	regne	Archaea:	la	quitinasa	
A	de	Thermococcus	kodakaraensis,	la	única	quitinasa	que	presenta	dos	dominis	catalítics,	i	
ambdós	presenten	activitat	de	TG	i	la	quitinasa	B	de	Pyrococcus	furiosus,	la	única	quitinasa	
d’arqueu	de	 la	qual	 s’ha	resolt	 l’estructura	del	domini	catalític	 i	per	 la	seva	similitud	amb	
TkChiA.	

A	continuació	es	resumeixen	les	característiques	reportades	en	la	bibliografia	de	cadascuna	
de	les	quitinases	seleccionades:		

Quitinasa	A1	de	Bacillus	circulans		

La	 quitinasa	 A1	 de	 Bacillus	circulans	 WL-12	 està	 classificada	 dins	 la	 subfamília	 A	 de	 les	
quitinases	bacterianes	ja	que	presenta	el	domini	d’inserció	α+β	i	varis	residus	aromàtics	en	
la	 cavitat	d’unió	a	 substrat.	En	 l’extrem	N-terminal	presenta	el	domini	 catalític,	 classificat	
com	a	GH18,	seguit	de	dos	dominis	fibronectina	(FnIII)	i	en	l’extrem	C-terminal	presenta	un	
domini	 d’unió	 a	 quitina	 (ChBD).	 L’estructura	 cristal·logràfica	 del	 domini	 catalític	 es	 troba	
resolta	en	la	forma	apo-	(PDB:	1ITX)	i	també	s’ha	resolt	l’estructura	del	domini	catalític	en	
complex	 amb	 dos	 inhibidors,	 allosamidin	 i	 demethylallosamidin,	 i	 del	 mutant	 E204Q	 en	
complex	amb	(GlcNAc)7,	però	les	estructures	encara	no	han	estat	dipositades	(Matsumoto	
et	al.,	1999).	Els	autors	descriuen	que	l’estructura	3D	en	complex	amb	substrat	ha	permès	
detectar	l’existència	de	7	subsetis	en	el	centre	actiu	de	l’enzim	(del	-5	al	+2)	i	 la	presència	
de	varis	residus	aromàtics	en	la	cavitat	d’unió	a	substrat	que	interaccionen	amb	els	residus	
GlcNAc	 dels	 diferents	 subsetis.	 Entre	 ells	 es	 troba	 els	 residus	 Trp433	 i	 Tyr279	 que	
interaccionen	 amb	 el	 GlcNAc	 del	 subseti	 -1	 i	 que	 es	 troben	 conservats	 en	 la	 resta	 de	
quitinases,	essent	residus	essencials	per	a	la	catàlisi.	BcChiA1	ha	estat	caracteritzada	per	a	
diferents	 substrats	 polimèrics	 i	 oligomèrics,	 donant	 com	 a	 producte	 final	 principalment	
(GlcNAc)2.	 L’enzim	 hidrolitza	 tant	 microfibres	 de	 β-quitina,	 quitina	 col·loïdal	 com	 també	
quitosans	amb	diferents	graus	d’acetilació	(fins	a	un	DA	de	l’1%).	L’enzim	hidrolitza	el	segon	
enllaç	des	de	 l’extrem	reductor	en	substrats	polimèrics,	però	en	canvi,	hidrolitza	el	 segon	
enllaç	des	de	l’extrem	no-reductor	de	quitooligosacàrids	(Sugiyama	et	al.,	1999;	Sasaki	et	al.,	
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2002;	 Watanabe	 et	 al.,	 2003).	 Aquest	 fet	 suggereix	 un	 mecanisme	 d’entrada	 i	 unió	 del	

substrat	diferent	en	funció	del	grau	de	polimerització	d’aquest.	S’ha	proposat	que	l’enzim	

presenta	 activitat	 d’hidròlisi	 processiva	 en	 la	 hidròlisi	 de	 quitina	 insoluble,	 en	 la	 que	 el	

primer	 tall	 es	 realitza	 en	 el	 segon	 enllaç	 des	 de	 l’extrem	 reductor,	 llavors	 la	 cadena	 de	

quitina	 llisca	 cap	 als	 subsetis	 positius	 fins	 a	 ocupar	 els	 subsetis	 +1	 i	 +2	 per	 a	 la	 següent	

hidròlisi	 (Watanabe	 et	 al.,	 2003).	 S’ha	 detectat	 activitat	 de	 TG	 de	 l’enzim	 a	 partir	 de	

(GlcNAc)6,	donant	lloc	a	la	formació	de	(GlcNAc)8	a	partir	de	la	unió	de	(GlcNAc)2	provinent	

de	 la	 reacció	 d’hidròlisi	 i	 la	 posterior	 condensació	 d’aquest	 amb	 una	 nova	 molècula	 de	

(GlcNAc)6	 (Sasaki	 et	 al.,	 2002).	 No	 es	 reporta	 el	 rendiment	 de	 TG,	 però	 a	 partir	 de	 la	

informació	proporcionada	s’ha	calculat	que	aquest	(mM	(GlcNAc)8/mM	(GlcNAc)6	inicial)	és	

aproximadament	del	8,2%.	També	s’ha	reportat	la	utilització	de	diferents	derivats	oxazolina	

com	a	substrats	per	a	la	síntesi	d’oligosacàrids	a	partir	de	l’enzim	wt	(Kobayashi,	Kiyosada	
and	 Shoda,	 1996,	 1997;	 Sakamoto	 et	 al.,	 2001;	 Martinez	 et	 al.,	 2012).	 A	 partir	 de	 la	
utilització	de	(GlcNAc)2-ox	s’ha	obtingut	una	barreja	de	COS	amb	graus	de	polimerització	de	

4	 a	 6,	 provinents	 de	 la	 reacció	 de	 TG;	 a	més,	 s’ha	 obtingut	 Gal(GlcNAc)4	 per	 reacció	 de	

Gal(GlcNAc)2-ox	 com	 a	 donador	 i	 (GlcNAc)2	 com	 acceptor,	 obtenint	 una	 relació	 producte	

TG/donador	 restant	=	32,5	 al	 cap	 de	 5-6h	 de	 reacció.	 Per	 altra	 banda	 s’han	 dissenyat	 i	

caracteritzat	 diferents	 mutants	 de	 l’enzim	 tant	 dels	 residus	 aromàtics	 com	 dels	 residus	

implicats	en	el	mecanisme	de	catàlisi	(Watanabe	et	al.,	1993,	1994,	2001,	2003;	Martinez	et	
al.,	 2012).	 Els	mutants	dels	 residus	 catalítics,	D200A	 i	D202A,	 corresponents	a	 la	mutació	

dels	residus	aspàrtics	del	motiu	DxDxE,		tenen	la	capacitat	de	dur	a	terme	la	polimerització	

de	(GlcNAc)2-ox	donant	lloc	a	una	mescla	de	COS	amb	graus	de	polimerització	de	fins	a	13,	

però	tampoc	no	es	reporta	el	rendiment	de	TG	(Martinez	et	al.,	2012).		

Quitinasa	A	de	Laceyella	putida	

L.	putida	és	un	organisme	marí	 termoestable	 i	 conseqüentment	 la	quitinasa	A	present	en	

aquest	organisme	té	una	temperatura	òptima	de	75°C	i	una	vida	mitjana	de	360	h	a	50°C.	

Tot	i	que	l’estructura	3D	de	l’enzim	no	ha	estat	resolta,	l’enzim	es	troba	dins	la	subfamília	A	

de	les	quitinases	bacterianes,	per	similitud	de	seqüència	amb	d’altres	quitinases	d’aquesta	

subfamília.	 L’enzim	 consta	 d’un	 pèptid	 senyal	 seguit	 d’un	 ChBD	 (de	 la	 família	 CBM5),	 un	

domini	FnIII	 i	el	domini	catalític,	GH18,	que	es	 localitza	en	 l’extrem	C-terminal.	L’enzim	es	

proteolitza	 entre	 el	 domini	 FnIII	 i	 el	 domini	 catalític	 (CD)	 i	 posteriorment	 es	 dona	 la	

dimerització	 del	 CD	 per	 a	 donar	 lloc	 a	 l’enzim	 actiu.	 Fins	 al	moment	 LpChiA	 no	 ha	 estat	
produïda	de	manera	recombinant,	i	els	estudis	realitzats	han	estat	duts	a	terme	a	partir	de	

l’obtenció	de	l’enzim	del	propi	organisme.	L’activitat	hidrolasa	de	l’enzim	ha	estat	testada	

davant	 diferents	 substrats	 polimèrics,	 essent	 la	 quitina	 col·loïdal	 el	 substrat	 preferent,	

donant	 lloc	 a	 (GlcNAc)2	 i	 una	petita	 quantitat	 de	GlcNAc	 com	a	productes	 finals,	 i	 també	

davant	diferents	COS.	L’enzim	no	té	 la	capacitat	d’hidrolitzar	el	disacàrid,	però	té	activitat	

davant	(GlcNAc)3-(GlcNAc)6,	donant	lloc	a	(GlcNAc)2	com	a	producte	final	majoritari	i	també	

GlcNAc	en	la	hidròlisi	dels	COS	amb	graus	de	polimerització	senars	(Shibasaki	et	al.,	2014).	
Fins	al	moment	no	ha	estat	reportat	si	l’enzim	presenta	o	no	activitat	de	TG.	
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Quitinasa	A	de	Rhodotermus	marinus	

R.	marinus	és	un	bacteri	gramnegatiu	marí	termoestable	que	conté	dins	el	seu	genoma	el	
gen	 codificant	 per	 la	 quitinasa	A,	 una	 quitinasa	 no	modular	 amb	un	únic	 domini	 catalític	
GH18.	 La	 proteïna	 recombinant	 sense	 el	 pèptid	 senyal	 (ChiAΔsp)	 té	 una	 temperatura	
òptima	de	70°C	i	un	temps	de	vida	mitjana	de	3	h	a	90°C,	essent	la	quitinasa	bacteriana	més	
termoestable	descrita	fins	al	moment.	RmChiA	està	classificada	dins	 la	subfamília	A	de	les	
quitinases	bacterianes	ja	que	presenta	els	dos	motius	GGWTWS	i	FDGxDxDWEYP	específics	
d’aquest	grup,	 i	 l’estructura	3D	no	ha	estat	 resolta	 fins	al	moment.	En	relació	a	 l’activitat	
hidrolasa	de	l’enzim,	aquest	ha	estat	caracteritzat	davant	substrats	COS	marcats,	mostrant	
només	 alliberació	 del	 cromòfor	 quan	 s’utilitza	 (GlcNAc)2-pNP	 com	 a	 substrat.	 No	 s’ha	
detectat	alliberació	de	-pNP	a	partir	de	GlcNAc-pNP	ni	(GlcNAc)3-pNP,	el	que	suggereix	que	
només	 s’obté	 (GlcNAc)2	 i	 GlcNAc-pNP	 com	 a	 productes	 finals.	 També	 s’ha	 determinat	
l’activitat	 davant	 diferents	 COS,	 (GlcNAc)2-(GlcNAc)8,	 donant	 com	 a	 productes	 finals	
(GlcNAc)2	+	GlcNAc	en	el	cas	de	substrats	amb	graus	de	polimerització	senars.	La	hidròlisi	de	
(GlcNAc)6	i	(GlcNAc)8	dona	lloc	a	productes	intermedis,	(GlcNAc)3	i	(GlcNAc)5,	suggerint	una	
activitat	endo-	de	 l’enzim.	Per	altra	banda,	assajos	amb	quitosà	amb	un	DA	27%	mostren	
una	ràpida	disminució	de	 la	viscositat	d’aquest,	confirmant	 l’activitat	endo-	de	 l’enzim.	La	
hidròlisi	 de	 quitina	 col·loïdal	 i	 de	 cru	 de	 quitina	 dona	 lloc	 a	 dímers	 i	 monòmers	 com	 a	
productes	 finals.	 A	 més,	 s’ha	 observat	 l’acumulació	 de	 (GlcNAc)4,	 tant	 en	 reaccions	
d’hidròlisi	de	substrats	solubles	com	insolubles,	fet	que	s’ha	relacionat	amb	activitat	de	TG	
de	RmChiA	que	catalitza	 la	 formació	de	 tetràmers	a	partir	de	dímers	 (Hobel	et	al.,	2005).	
Fins	al	moment,	no	es	troba	reportat	cap	assaig	específic	per	a	l’anàlisi	de	l’activitat	de	TG.		

Quitinasa	A	de	Stenotrophomonas	maltophilia	

StmChiA	 és	 un	 enzim	 multi-modular	 que	 consta	 d’un	 domini	 d’unió	 a	 quitina	 (CBM3)	 a	
l’extrem	N-terminal,	seguit	d’un	domini	Polycystic	Kidney	Disease	(PKD),	un	domini	FnIII	i	un	
domini	 catalític	GH18	a	 l’extrem	C-terminal	 i	 es	 troba	 classificada	dins	 la	 subfamília	A	de	
quitinases	bacterianes.	L’enzim	té	una	temperatura	i	pH	òptims	de	40°C	i	5,	respectivament.	
En	relació	a	l’activitat	hidrolasa	de	l’enzim,	StmChiA	hidrolitza	quitina	col·loïdal	donant	lloc	
a	quitobiosa	com	a	producte	majoritari,	 i	presenta	activitat	endo-.	A	més,	també	presenta	
activitat	utilitzant	α-	 i	β-quitina	com	a	substrats,	hidrolitzant	preferiblement	 la	β-quitina,	 i	
donant	 lloc	 també	a	 (GlcNAc)2	com	a	producte	 final.	Per	altra	banda	 també	s’ha	analitzat	
l’activitat	 de	 l’enzim	 davant	 diferents	 COS,	 essent	 el	 dímer	 el	 producte	 final	 majoritari.	
StmChiA	 hidrolitza	 preferentment	 substrats	 amb	 un	 DP≥4,	 tot	 i	 que	 produeix	 una	 baixa	
concentració	de	dímer	i	monòmer	a	partir	de	(GlcNAc)3	al	cap	d’una	hora	de	reacció.	S’ha	
detectat	 activitat	 de	 TG	 a	 partir	 de	 (GlcNAc)4	 i	 (GlcNAc)6.	 StmChiA	 hidrolitza	 (GlcNAc)4	
inicialment	donant	lloc	a	(GlcNAc)2,	i	posteriorment,	quan	el	substrat	és	un	factor	limitant,	
els	oligòmers	disponibles	(dímers)	són	transglicosidats	donant	lloc	altra	vegada	a	(GlcNAc)4.	
El	 mateix	 succeeix	 per	 a	 (GlcNAc)6,	 l’activitat	 hidrolítica	 inicial	 resulta	 en	 la	 formació	 de	
(GlcNAc)2	+	(GlcNAc)3	+	(GlcNAc)4	i	posteriorment	es	dona	activitat	de	TG	esdevenint	en	la	
formació	de	(GlcNAc)6	(Suma	and	Podile,	2013).	Aquest	últim	any	s’ha	reportat	l’increment	
de	 l’activitat	 de	 TG	 a	 partir	 dels	 mutants	 D464N,	 corresponent	 a	 la	 mutació	 del	 residu	
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assistent,	 i	 dels	 mutants	 W306A	 i	 W679A,	 residus	 aromàtics	 que	 formen	 interaccions	
d’apilament	amb	l’anell	piranosil	del	GlcNAc	dels	subsetis	-3	i	-1,	respectivament.	El	mutant	
W679A	 és	 el	 que	 mostra	 un	 increment	 de	 l’activitat	 de	 TG	 més	 important,	 amb	 el	 que	
s’obté	fins	a	10,8%	de	(GlcNAc)5	i	(GlcNAc)6,	respecte	el	total	de	productes,	al	cap	de	12	h	
de	reacció	a	partir	de	(GlcNAc)4	com	a	substrat.	Per	al	mutant	W306A,	la	proporció	màxima	
obtinguda	de	(GlcNAc)5	i	(GlcNAc)6	és	de	9,7%	però	al	cap	de	15	minuts	de	reacció.	Ambdós	
mutants	presenten	també	activitat	de	TG	davant	(GlcNAc)3	com	a	substrat,	a	diferència	del	
mutant	D464N	que	no	en	mostra.	La	proporció	màxima	de	(GlcNAc)5	i	(GlcNAc)6	obtinguda	
amb	el	mutant	D464N	a	partir	de	(GlcNAc)4	com	a	substrat	és	del	2,5%.	A	més,	també	s’han	
obtingut	 (GlcNAc)6	 i	 (GlcNAc)7	 a	 partir	 de	 la	 hidròlisi	 de	 (GlcNAc)5	 amb	 els	 3	 mutants	
(Bhuvanachandra,	Madhuprakash	and	Podile,	2018).		

Quitinasa	C	de	Serratia	marcescens	

La	 quitinasa	 C	 de	 Serratia	marcescens	 està	 classificada	 dins	 la	 família	 B	 de	 les	 quitinases	
bacterianes,	per	tant,	no	conté	el	domini	d’inserció	α+β,	i	conseqüentment	la	cavitat	d’unió	
a	 substrat	 és	 menys	 profunda.	 És	 un	 enzim	multi-modular	 que	 conté	 el	 domini	 catalític	
GH18	a	 l’extrem	N-terminal,	seguit	d’un	domini	FnIII	 i	un	domini	ChBD	(CBM	de	 la	família	
12).	 L’enzim	 (ChiC1)	 és	 proteolitzat	 donant	 lloc	 a	 ChiC2,	 corresponent	 només	 al	 domini	
catalític	 (Suzuki	 et	 al.,	 1999).	 L’estructura	 del	 domini	 catalític	 (PDB:	 4AXN)	 mostra	 el	
plegament	 (α/β)8	 típic	 de	 quitinases.	 A	 més,	 el	 Glu	 àcid/base	 general	 catalític	 (Glu141)	
forma	interaccions	per	pont	d’hidrogen	amb	els	residus	Asp107	i	Ala108	situats	en	el	 loop	
entre	 les	 cadenes	 β-α3,	 que	 conté	 el	 domini	 SxGG	 altament	 conservat.	 Simulacions	 de	
dinàmica	molecular	 de	ChiC2	 (amb	 i	 sense	 (GlcNAc)7)	mostren	3	 conformacions	diferents	
del	 Glu141	 respecte	 l’Asp139	 entre	 els	 quals	 s’observa	 el	 complex	 catalíticament	 actiu.	
Juntament	amb	la	flexibilitat	del	residu	Glu141	i	en	general	del	centre	catalític,	també	s’ha	
detectat	 una	 major	 solvatació	 i	 flexibilitat	 del	 substrat,	 trets	 característics	 d’enzims	 no-
processius	(Payne	et	al.,	2012).	S’han	caracteritzat	ambdues	formes	enzimàtiques	(ChiC1	 i	
ChiC2),	essent	ChiC2	més	actiu	per	a	substrats	insolubles	que	ChiC1,	a	causa	de	la	presència	
del	 domini	 CBM12,	que	a	més	d’afavorir	 el	 procés	d’unió	 i	 guiatge	del	 substrat,	 d’alguna	
manera	és	important	per	a	la	hidròlisi	de	substrats	cristal·lins	(Suzuki	et	al.,	1999).	Ambdós	
enzims	 són	més	actius	davant	 substrats	 solubles,	essent	 la	quitina	en	pols	el	 substrat	pel	
que	presenten	menor	afinitat.	Per	altra	banda,	presenta	activitat	endo-	ja	que	hidrolitza	β-
quitina	 donant	 lloc	 a	 la	 formació	 d’una	 mescla	 d’oligòmers	 llargs	 en	 temps	 inicials,	 que	
posteriorment	s’hidrolitzen	en	dímers	 i	monòmers	com	a	productes	finals	(S	J	Horn	et	al.,	
2006).	 SmChiC	 també	 hidrolitza	 diferents	 COS	 i	 polímers	 de	 quitosà	 fins	 a	 un	DA	 10%.	 A	
partir	dels	COS	formats	en	la	hidròlisi	de	quitosà,	s’ha	determinat	la	preferència	d’unió	de	
GlcNAc	(A)	o	GlcNH2	(D)	dels	diferents	subsetis.	En	el	subseti	 -1	totes	 les	quitinases	GH18	
requereixen	 exclusivament	 GlcNAc,	 ja	 que	 actuen	 mitjançant	 el	 mecanisme	 de	 catàlisi	
assistit	 per	 substrat,	 per	 tant,	 tots	 els	 extrems	 reductors	 dels	 oligòmers	 formats	
consisteixen	 en	 unitats	 A.	 Per	 a	 SmChiC	 el	monòmer	 que	 precedeix	 l’extrem	 reductor	 és	
gairebé	sempre	A,	indicant	una	preferència	de	GlcNAc	en	el	subseti	-2,	tot	i	que	també	pot	
trobar-se	el	monòmer	desacetilat	quan	el	 substrat	 -AA-	s’ha	esgotat.	SmChiC	no	presenta	
preferència	per	GlcNAc	o	GlcNH2	en	el	subseti	+1	(Svein	J.	Horn	et	al.,	2006).	SmChiC	té	un	
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pH	 òptim	 d’entre	 3,9	 i	 4,5	 i	 una	 temperatura	 òptima	 de	 65°C.	 Fins	 al	 moment,	 no	 s’ha	
descrit	la	presència	o	absència	d’activitat	de	TG.		

Quitinasa	D	de	Serratia	proteamaculans	

La	 quitinasa	 D	 de	 S.	 proteamaculans	 és	 un	 enzim	 no	 modular,	 que	 consta	 només	 d’un	
domini	catalític	GH18.	L’estructura	del	domini	catalític	es	troba	reportada	tant	en	la	forma	
apo-	 (PDBs:	 4LGX,	 4NZC;	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2013))	 com	 en	 complex	 amb	 N-
acetilglucosamina	 (PDBs:	 4Q22,	 4PTM).	 Recentment	 també	 s’ha	 resolt	 l’estructura	 del	
mutant	 E153Q,	 corresponent	 al	 residu	 àcid/base,	 en	 complex	 amb	 GlcNAc	 (PDB:	 6F8N,	
(Madhuprakash	et	al.,	2018).	El	domini	catalític	presenta	el	plegament	(α/β)8	típic	 i	 també	
presenta	 el	 domini	 d’inserció,	 pel	 que	 forma	 part	 de	 la	 subfamília	 A	 de	 quitinases	
bacterianes.	A	més,	el	domini	catalític	conté	un	loop	format	pels	residus	Asn30-Aps42	que	
bloqueja	 parcialment	 l’accés	 a	 la	 cavitat	 d’unió	 a	 substrat,	 reduint-la	 en	 grandària.	
Simulacions	 bioinformàtiques	 amb	 (GlcNAc)4	 mostren	 dues	 unions	 productives	 d’aquest:	
entre	els	subsetis	-2	i	+2	i	entre	-1	i	+3.		L’enzim	té	una	temperatura	i	pH	òptims	de	40°C	i	6,	
respectivament.	 L’enzim	 presenta	 activitat	 davant	 varis	 substrats	 polimèrics,	 mostrant	 la	
major	activitat	davant	el	quitosà	clorhidrat.	A	més,	és	actiu	hidrolíticament	davant	diferents	
COS,	(GlcNAc)2-(GlcNAc)6,	presentant	activitat	quitobiasa,	és	a	dir,	capacitat	per	hidrolitzar	
el	 dímer.	SpChiD	mostra	 activitat	 de	 TG	a	partir	 de	 (GlcNAc)3-(GlcNAc)6,	 resultant	 en	una	
mescla	de	COS	amb	graus	de	polimerització	d’entre	2	 i	13	quan	s’utilitza	 (GlcNAc)6	com	a	
substrat	(Purushotham	and	Podile,	2012).	Per	reacció	de	(GlcNAc)4	com	a	substrat,	SpChiD	
dona	lloc	a	una	mescla	de	productes	(GlcNAc)2-(GlcNAc)10,	dels	quals	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3	
corresponen	a	productes	d’hidròlisi	i	(GlcNAc)5-(GlcNAc)10	a	productes	de	TG.	La	proporció	
màxima	de	 (GlcNAc)5	 i	 (GlcNAc)6,	únics	productes	de	TG	que	són	quantificats,	 respecte	al	
total	 de	productes	 en	 la	mescla,	 correspon	al	 10,8%	 i	 s’adquireix	 al	 cap	de	45	minuts	 de	
reacció.	SpChiD	és	la	quitinasa	amb	major	activitat	de	TG	reportada	fins	el	moment.	A	causa	
d’aquesta	 elevada	 activitat	 de	 TG,	 s’han	 dissenyat	 i	 caracteritzat	 diferents	 mutants	 amb	
l’objectiu	 d’incrementar	 l’activitat	 de	 TG	 i	 entendre	 la	 relació	 d’aquesta	 amb	 l’activitat	
hidrolasa	de	l’enzim.	Els	mutants	S110G	i	Y222A	són	els	que	presenten	un	major	increment	
de	l’activitat	de	TG,	obtenint	un	20%	de	productes	de	TG	((GlcNAc)5	+	(GlcNAc)6)	respecte	el	
total	 de	 productes	 a	 partir	 de	 (GlcNAc)4	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2012).	 Aquest	 últim	 any	
s’han	 reportat	 nous	 assajos	 de	 mutagènesi	 amb	 els	 que	 s’ha	 aconseguit	 incrementar	 el	
rendiment	 de	 TG	 fins	 al	 22%	 a	 partir	 de	 mutants	 dobles	 i	 triples	 (Madhuprakash	 et	 al.,	
2018),	(veure	capítol	4).		

Quitinasa	A	de	Vibrio	harveyi	

La	quitinasa	A	de	V.	harveyi	 consta	de	dos	dominis,	un	ChBD	en	 l’extrem	N-terminal	 i	un	
domini	catalític	GH18	en	l’extrem	C-terminal.	L’estructura	3D	de	l’enzim	(PDB:	3B8S)	revela	
el	plegament	típic	TIM	barrel	(α/β)8	del	domini	catalític	i	la	presència	d’un	domini	d’inserció	
α+β,	que	consta	de	5	cadenes	β	anti-paral·leles	envoltades	d’hèlix	α.	La	presència	d’aquest	
domini	 classifica	 la	 quitinasa	 dins	 la	 subfamília	 A	 de	 les	 quitinases	 bacterianes,	 tot	 i	 que	
prèviament	 a	 la	 resolució	 de	 l’estructura	 cristal·logràfica	 VhChiA	 havia	 estat	 classificada	
dins	la	subfamília	B	(Suzuki	et	al.,	1999).	Per	altra	banda,	també	s’ha	resolt	l’estructura	apo-	
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del	mutant	E315M,	corresponent	a	 la	mutació	del	Glu	àcid/base	general,	 i	 les	estructures	
del	 mutant	 en	 complex	 amb	 (GlcNAc)5	 i	 (GlcNAc)6	 (PDBs:	 3B9E,	 3B9D	 i	 3B9A,	
respectivament).	Les	estructures	en	complex	amb	substrat	han	permès	identificar	diferents	
modes	 d’unió	 dels	 substrats,	 presentant	 (GlcNAc)6	 més	 interaccions	 enzim-substrat	 en	
l’extrem	reductor	(subsetis	-1,	+1	 i	+2)	en	comparació	amb	(GlcNAc)5.	L’elevada	interacció	
enzim-substrat	en	els	subsetis	positius	respecte	als	subsetis	negatius	suggereix	una	elevada	
importància	 d’aquesta	 en	 la	 definició	 de	 la	 unió	 primària.	 A	 més,	 s’han	 detectat	 dues	
conformacions	del	substrat	diferents:	(GlcNAc)5	ocupa	4	subsetis	(-3,	-2,	+1	i	+2)	i	presenta	
una	 conformació	 recta,	 no	 òptima	 per	 a	 la	 catàlisi,	 coneguda	 com	 a	 conformació	 de	
reconeixement,	mentre	que	(GlcNAc)6	ocupa	6	subsetis	(-4,	-3,	-2,	-1,	+1	i	+2)	i	presenta	una	
torsió,	una	rotació	de	l’enllaç	situat	entre	els	subsetis	-1	i	+1,	i	a	més,	el	residu	GlcNAc	situat	
en	el	 subseti	 -1	presenta	una	 conformació	de	nau	 (Songsiriritthigul	et	al.,	 2008).	Aquesta	
observació	ha	donat	lloc	a	la	hipòtesi	de	que	VhChiA	segueix	el	mecanisme	de	catàlisi	slide	
and	bend,	proposat	per	Watanabe	et	al.	per	a	la	quitinasa	BcChiA1	(Watanabe	et	al.,	2003).	
En	relació	a	l’activitat	enzimàtica,	l’enzim	presenta	activitat	endo-,	i	dona	lloc	a	la	formació	
d’una	barreja	de	COS,	GlcNAc-(GlcNAc)7,	com	a	productes	de	la	hidròlisi	de	quitina	col·loïdal,	
essent	 la	quitobiosa	el	producte	majoritari.	L’enzim	presenta	més	afinitat	per	a	COS	 llargs	
(DP≥4),	 donant	 lloc	 a	 la	 formació	 del	 dímer	 com	 a	 producte	 majoritari,	 i	 aquest	 no	 és	
hidrolitzat	 al	 cap	 del	 temps.	 En	 la	 hidròlisi	 de	 (GlcNAc)6	 es	 detecta	 (GlcNAc)2,	 (GlcNAc)4	 i	
també	(GlcNAc)3	i	(GlcNAc)5	com	a	productes	inicials	i	aquests	són	hidrolitzats	donant	lloc	a	
(GlcNAc)2	 i	 GlcNAc	 com	 a	 productes	 finals.	 S’ha	 detectat	 activitat	 de	 TG	 en	 les	 reaccions	
amb	 (GlcNAc)3-(GlcNAc)5.	 	 S’ha	 obtingut	 una	 proporció	 de	 productes	 de	 TG	 respecte	
productes	d’hidròlisi	del	12%	(expressada	com	a	((GlcNAc)5	+	(GlcNAc)6)/GlcNAc2),	a	partir	
de	(GlcNAc)4	com	a	substrat	amb	l’enzim	wt,	i	aquesta	s’ha	incrementat	fins	el	23%	amb	el	
mutant	 D392N.	 	 A	 més,	 s’ha	 obtingut	 la	 formació	 de	 (GlcNAc)7	 i	 (GlcNAc)8	 a	 partir	 de	
(GlcNAc)5	 (Suginta	 et	 al.,	 2005).	Per	 altra	 banda,	 s’han	 dissenyat	 i	 caracteritzat	 diferents	
mutants	dels	residus	aromàtics	localitzats	en	el	ChBD	i	en	el	centre	actiu	del	domini	catalític	
que	han	permès	 identificar	residus	 implicats	en	el	guiatge	de	 la	cadena	de	quitina	(Trp70,	
Trp168,	Tyr171),	d’altres	 implicats	en	el	posicionament	 i	unió	del	substrat	per	a	 la	catàlisi	
(Trp275,	Trp570),	i	d’altres	implicats	principalment	en	la	unió	de	substrats	solubles	(Trp275,	
Trp397)	 (Suginta	et	al.,	 2005,	2007;	Pantoom,	Songsiriritthigul	and	Suginta,	2008).	També	
s’han	dissenyat	els	mutants	D313A	i	D313N,	corresponents	a	mutants	del	residu	assistent,	
amb	els	que	s’ha	incrementat	l’activitat	de	TG	en	relació	a	l’acumulació	de	productes	de	TG	
amb	graus	de	polimerització	més	llargs	durant	el	temps	de	reacció,	tot	i	que	tampoc	no	es	
citen	rendiments	(Sirimontree	et	al.,	2014).		

Quitinasa	A	de	Thermococcus	kodakaraensis	

T.	kodakaraensis	KOD1	és	un	arqueu	hipertermòfil	que	produeix	una	quitinasa	extracel·lular.	
Aquesta	quitinasa,	codificada	a	partir	d’un	únic	gen	(chiA),	té	134	kDa	i	és	la	quitinasa	més	
gran	descrita	fins	el	moment.	TkChiA	es	troba	dividida	en	dues	regions	amb	els	seus	centres	
actius	respectius.	Les	regions	N-terminal	i	C-terminal	presenten	similitud	de	seqüència	amb	
la	quitinasa	A1	de	B.	circulans	 i	 la	quitinasa	de	S.	erythraeus,	respectivament.	Tal	 i	com	es	
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representa	en	 la	 Figura	1.3,	 la	proteïna	 consta	de	dos	dominis	 catalítics	GH18	 (GH18(A)	 i	
GH18(B))	i	tres	ChBDs	(ChBD1,	ChBD2	i	ChBD3).		

	

Figura	 1.3.	 Organització	 en	 dominis	 de	 la	 quitinasa	 A	 de	 Thermococcus	 kodakaraensis	 (TkChiA)	 i	 models	
esquemàtics	 dels	 mutants.	 Adaptada	 de	 Tanaka	 et	 al.	 (Tanaka	 et	 al.,	 1999;	 Tanaka,	 Fukui	 and	 Imanaka,	
2001)	

	
TkChiA	presenta	una	temperatura	òptima	de	85°C	i	un	pH	òptim	de	5.	En	relació	a	l’activitat,	
hidrolitza	 quitina	 col·loïdal	 donant	 lloc	 a	 la	 formació	 de	 quitobiosa	 com	a	 producte	 final.	
També	hidrolitza	quitooligosacàrids,	(GlcNAc)3-(GlcNAc)6,	obtenint	el	dímer	i	monòmer	com	
a	 productes	 finals	 i	 no	 presenta	 activitat	 davant	 quitobiosa	 ni	GlcNAc-MU	 (Tanaka	et	 al.,	
1999).	S’han	dissenyat	varis	mutants	a	partir	de	la	deleció	dels	diferents	dominis	i	s’ha	vist	
que	 ambdós	 dominis	 catalítics	 (ChiAΔ5	 i	 ChiAΔ4)	 són	 actius	 individualment.	 Tots	 els	
mutants	presenten	activitat	davant	quitina	col·loïdal,	essent	ChiAΔ1	i	ChiAΔ2	més	actius,	fet	
correlacionat	 amb	 la	 presència	 de	 ChBD2	 i	 ChBD3,	 implicats	 en	 la	 hidròlisi	 de	 substrats	
llargs.	 Ambdós	 dominis	 catalítics	 presenten	 una	 similitud	 de	 seqüència	 molt	 baixa,	
aproximadament	del	17%,	però	tots	dos	són	de	la	família	GH18,	ja	que	contenen	els	motius	
de	 seqüència	 conservats.	 Per	 similitud	 de	 seqüència	 ChiAΔ5	 està	 classificada	 dins	 la	
subfamília	A,	mentre	que	ChiAΔ4	dins	 la	 subfamília	C.	Ambdós	presenten	activitat	davant	
diferents	substrats	polimèrics	(quitina	col·loïdal,	quitina	cristal·lina	i	quitosans	fins	a	DA	2%)	
i	oligomèrics	 ((GlcNAc)3-(GlcNAc)6	 i	 	 (GlcNAc)2-pNP-(GlcNAc)5-pNP)	resultant	principalment	
en	 la	 formació	 de	 quitobiosa	 com	 a	 producte	 final.	 ChiAΔ4	 hidrolitza	 la	 quitina	 col·loïdal	
donant	lloc	a	una	mescla	de	COS	amb	diferents	graus	de	polimerització	que	posteriorment	
són	 hidrolitzats	 fins	 a	 quitobiosa.	 A	 més,	 a	 partir	 de	 la	 hidròlisi	 dels	 diferents	 COS	 s’ha	
observat	que	ChiAΔ4	pot	alliberar	una	unitat	de	GlcNAc	donant	lloc	a	productes	amb	un	DP	
una	unitat	més	curts	que	el	substrat	inicial.	Aquests	resultats	indiquen	que	ChiAΔ4	presenta	
activitat	 endo-	 i	 hidrolitza	 tots	 els	 enllaços	 excepte	 el	 primer	 enllaç	 des	 de	 l’extrem	 no-
reductor.	En	canvi,	ChiAΔ5	presenta	activitat	exo-	i	hidrolitza	preferentment	el	segon	enllaç	
des	 de	 l’extrem	 no-reductor	 en	 substrats	 oligomèrics.	 Per	 similitud	 amb	 BcChiA1,	 es	
suggereix	 que	 ChiAΔ5	 pot	 ser	 que	 hidrolitzi	 el	 segon	 enllaç	 des	 de	 l’extrem	 reductor	 en	
substrats	 polimèrics.	 En	 relació	 a	 l’activitat	 de	 TG,	 s’ha	 detectat	 per	 TLC	 que	 ambdós	

TkChiA	

ChiAΔ1	

ChiAΔ2	

ChiAΔ3	

ChiAΔ4	

ChiAΔ5	
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dominis	catalítics	presenten	activitat	de	TG	a	partir	de	(GlcNAc)3	donant	lloc	a	la	formació	
de	(GlcNAc)4	i	(GlcNAc)5	(Tanaka,	Fukui	and	Imanaka,	2001).		

Quitinases	A	i	B	de	Pyrococcus	furiosus	

P.	furiosus	també	és	un	arqueu	hipertermòfil	que	té	la	capacitat	de	créixer	en	presència	de	
quitina.	L’anàlisi	de	la	seqüència	genòmica	ha	permès	identificar	dos	ORFs	diferenciats	que	
codifiquen	per	quitinases	GH18.	El	primer	ORF	(PF1234)	codifica	una	proteïna	de	39,7	kDa	
mentre	 que	 el	 segon	 ORF	 (PF1233),	 separat	 37	 nucleòtids	 del	 primer,	 dóna	 lloc	 a	 una	
proteïna	 de	 84,3	kDa.	 Les	 quitinases	 han	 estat	 anomenades	 ChiA	 i	 ChiB,	 respectivament.	
Sembla	ser	que	ambdós	gens	han	estat	separats	al	llarg	de	l’evolució	a	causa	de	la	inserció	
d’un	únic	nucleòtid	que	ha	provocat	un	canvi	en	el	marc	de	 lectura,	 incorporant	un	codó	
stop	en	el	centre	actiu	de	PF1234.	Ambdues	quitinases	presenten	una	elevada	homologia	
amb	TkChiA.	 Amb	 l’objectiu	 d’expressar	 ambdós	 gens	 conjuntament,	 i	 produir	 una	 única	
quitinasa	corresponent	a	la	unió	de	ChiA	i	ChiB	simulant	TkChiA,	s’ha	eliminat	el	nucleòtid	
1006A	localitzat	en	el	gen	codificant	per	ChiA.	La	quitinasa	resultant	consta	de	dos	dominis	
ChBD	(CBD1	i	CBD2)	i	dos	dominis	catalítics	GH18	(AD1	i	AD2).	Per	altra	banda,	també	s’han	
generat	varis	mutants	a	partir	de	la	deleció	dels	diferents	dominis	(Figura	1.4).		

	
Figura	1.4.	Model	esquemàtic	de	l’organització	en	dominis	de	TkChiA	i	PF-ChiA,	i	dels	mutants	recombinants	
de	PF-ChiA.	Extreta	de	Oku	et	al.	(Oku	and	Ishikawa,	2006)	

	
La	quitinasa	ChiA	conté	un	domini	ChBD	de	la	família	CBM5	(CBD1)	en	l’extrem	N-terminal,	
que	presenta	un	85%	d’identitat	de	seqüència	amb	el	ChBD1	de	TkChiA,	i	el	domini	catalític	
(AD1)	 en	 l’extrem	 C-terminal,	 que	mostra	 un	 90%	 d’identitat	 amb	 el	 domini	 GH18(A)	 de	
TkChiA.	Per	altra	banda,	ChiB	també	conté	un	únic	domini	ChBD	(CBD2)	i	un	domini	catalític	
(AD2).	CBD2,	membre	de	 la	 família	CBM2,	presenta	un	65%	d’identitat	de	seqüència	amb	
els	 dos	 dominis	 ChBD1	 i	 ChBD2	de	TkChiA,	mentre	 que	AD2	presenta	 un	 80%	d’identitat	
amb	GH18(B).	Tots	els	mutants	presenten	activitat	davant	quitina	col·loïdal,	α-	 i	β-quitina	
resultant	en	 la	 formació	de	 (GlcNAc)2	 i	GlcNAc	 com	a	productes	 finals.	 ChiA	no	hidrolitza	
GlcNAc-pNP	ni	quitooligosacàrids	amb	DP≤4	i	la	barreja	de	productes	d’hidròlisi	provinents	
de	 (GlcNAc)5	 i	 (GlcNAc)6	 suggereixen	 que	 té	 activitat	 endo-.	 Per	 altra	 banda,	 el	 domini	
catalític	de	ChiB,	AD2,	 tampoc	presenta	activitat	quitobiasa,	 i	 la	hidròlisi	de	diferents	COS	

(CBDs), and that PF-ChiA comprises two catalytic
domains AD1 (residues from 180 to 539) and AD2
(residues from 772 to 1060) and two chitin-binding
domains CBD1 (residues from 70 to 130) and CBD2
(residues from 621 to 701) (Fig. 2).

The artificial full frame of the chitinase (PF-ChiA)
was amplified by PCR and the recombinant enzyme was
expressed with E. coli, by the method described above.
The recombinant enzyme exhibited chitinase activity
toward colloidal chitin.13) On analysis of the structural
gene of PF-ChiA, four kinds (AD1, AD2, A, and B) of
recombinant chitinase genes were newly prepared
(Fig. 3). A (residues from 70 to 539) and B (residues
from 621 to 1060) comprised CBD1 and AD1, and
CBD2 and AD2, respectively (Fig. 2, 3). PF-ChiA and
these four recombinant enzymes were prepared and
purified by the method described above.

!-type crystalline chitin is the most abundant and
stable chitin in nature.1) Hence, estimation of chitinase
activity toward !-type crystalline chitin is important for
industrial use. The activities of the recombinant en-
zymes toward the crystalline chitins were examined. The
optimum pH and temperature of the recombinant
enzymes were determined to be 6.0–7.5 and over
90 !C. From HPLC analysis of the products, monomer
and dimer GlcNAc was observed as the product of the
recombinant enzymes. The monomer/dimer molar ratio
was determined to be about 1. During the enzyme
reaction, no other oligomer products were observed.
Dimer GlcNAc was not hydrolyzed by the enzymes.

These results suggest that the action pattern of the
recombinant enzymes is exo-type, but there is a slight
possibility that it is endo-type with strong multiple
attack action.14) Detailed analysis of the action pattern is
in progress. Figure 4 shows the activity of PF-ChiA
toward !- and "-type crystalline chitin. The activity was
determined to be released GlcNAc by the method
described above. The observed activity for !-type
crystalline chitin was similar to that for "-type crystal-
line chitins. The other recombinant enzymes also
exhibited activity toward crystalline chitins at high
temperatures. The specific activities of the recombinant
enzymes toward !-type crystalline chitin are shown in
Table 1.
It has been reported that PF1234 and PF1233 code

chitinases ChiA and ChiB respectively, and that the
activities of the recombinant enzymes toward crystalline
chitin were determined to be 0.01–0.07 (mmol/mg
protein/min) by measuring the released reducing end
of chitin substrate without cellulase.4) From the analysis
of the products by our recombinant enzymes, the
estimation of the activity of our recombinant enzymes
by the previous method4) converts the values in Table 1
to decreased values (about 60–70%), but the reported
activities of the recombinant enzymes (ChiA and
ChiB)4) were much less than those of our recombinant
enzymes. The activities of the catalytic domains (AD1
and AD2) were improved by adding chitin binding
domains (CBD1 and CBD2) (Table 1). B exhibited the
highest activity among the other recombinant enzymes
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resulta	 en	 la	 formació	 principalment	 de	 (GlcNAc)2	 com	 a	 producte	majoritari	 (Gao	et	 al.,	
2003;	Oku	 and	 Ishikawa,	 2006).	 S’ha	 resolt	 l’estructura	 3D	 del	 domini	 catalític	 AD2	 en	 la	
forma	apo-	(PDBs:	2DSK)	i	dels	mutants	D524A,	la	forma	apo-	i	en	complex	amb	(GlcNAc)5	
(PDBs:	 3AFB	 i	 3A4X,	 respectivament),	 i	 E526A	 en	 complex	 amb	 (GlcNAc)5	 (PDB:	 3A4W),	
corresponents	 a	 mutants	 dels	 residus	 catalítics	 Asp	 assistent	 i	 Glu	 àcid/base	 general,	
respectivament.	L’estructura	mostra	el	plegament	TIM	barrel	(a/b)8	amb	una	cavitat	d’unió	
a	substrat	tipus	túnel,	però	no	conté	el	domini	d’inserció	α+β,	ni	tampoc	el	loop	que	fa	de	
barrera	 en	 el	 subseti	 -3	 present	 en	 la	 quitinasa	 B	 de	 S.	marcescens,	 	 conseqüentment	 la	
cavitat	 d’unió	 a	 substrat	 es	 troba	 oberta	 per	 ambdós	 costats,	 fet	 que	 explica	 la	 unió	 de	
substrats	 més	 llargs.	 Tot	 i	 que	 els	 assajos	 cinètics	 amb	 COS	 suggereixen	 que	 l’enzim	
presenta	 activitat	 exo-,	 l’anàlisi	 estructural	 de	 la	 cavitat	 d’unió	 a	 substrat	 suggereix	 una	
activitat	 endo-	 d’AD2	 (Nakamura	 et	 al.,	 2007).	 Les	 estructures	 dels	 mutants	 en	 complex	
amb	substrat	mostren	una	conformació	de	nau	del	tercer	residu	(NAG3)	de	(GlcNAc)5	i	una	
torsió	 de	 l’enllaç	 entre	 el	 tercer	 i	 quart	 residus.	 A	 més,	 hi	 ha	 un	 elevat	 nombre	
d’interaccions	 d’hidrogen	 i	 hidrofòbiques	 entre	 l’enzim	 i	 el	 tercer	 residu	 del	 substrat.	
D’entre	els	 residus	 implicats	en	 les	 interaccions	hidrofòbiques	destaca	el	Trp664	que	està	
formant	 interaccions	d’apilament	(stacking)	amb	l’anell	de	piranosa	del	NAG3.	La	mutació	
d’aquest	 residu	 per	 una	 Ala	 causa	 una	 important	 disminució	 de	 l’activitat	 hidrolasa	 de	
l’enzim.	 L’estructura	 del	 mutant	 D524A	 en	 complex	 amb	 (GlcNAc)5	 mostra	 dues	
conformacions	 del	 residu	 Glu526,	 una	 conformació	 A	 semblant	 a	 la	 presentada	 en	
l’estructura	d’AD2	apo-,	 corresponent	 a	 la	 conformació	 activa,	 i	 una	 conformació	B	 en	 la	
que	 la	 cadena	 lateral	 del	 Glu526	 es	 troba	 rotada	 i	 exposada	 cap	 al	 solvent.	 Aquesta	
estructura	revela	la	participació	del	residu	Asp524	en	el	manteniment	de	la	conformació	A	
del	 Glu526	 mitjançant	 interaccions	 de	 ponts	 d’hidrogen,	 per	 a	 que	 aquest	 pugui	 actuar	
d’àcid	 general	 en	 la	 catàlisi.	 A	 partir	 de	 les	 estructures	 en	 complex	 amb	 (GlcNAc)5	 s’ha	
identificat	la	presència	de	5	subsetis	en	el	centre	actiu	(-3,	-2,	-1,	+1	i	+2).	Les	estructures	3D	
mostren	 el	 residu	 Asp524,	 corresponent	 al	 residu	 assistent,	 sempre	 encarat	 cap	 al	 Glu	
àcid/base	general,	i	per	tant	aquest	no	interaccionaria	amb	Asp522,	corresponent	al	primer	
Asp	del	motiu	DxDxE,	que	no	estaria	implicat	en	la	catàlisi,	però	participaria	en	la	xarxa	de	
ponts	 d’hidrogen	 per	 estabilitzar	 el	 plegament	 TIM	 barrel.	 Fins	 el	 moment	 no	 ha	 estat	
reportat	si	les	quitinases	ChiA	i	ChiB	de	P.	furiosus	presenten	o	no	activitat	de	TG.		

En	la	Figura	1.5	es	mostra	l’alineament	de	seqüència	dels	dominis	catalítics	de	les	quitinases	
seleccionades.	 Tot	 i	 la	 baixa	 similitud	 de	 seqüència	 entre	 aquestes,	 tret	 característic	 de	
quitinases	 de	 la	 família	 18,	 s’observa	 varis	 residus	 conservats.	 Entre	 aquests	 residus	
conservats	es	detecta	els	dos	motius	de	seqüència	SxGG	 i	DxDxE,	en	el	que	es	 localitza	el	
glutamat	 que	 actua	 d’àcid	 general	 i	 l’aspartat	 que	 actua	 d’assistent	 per	 a	 la	 formació	 de	
l’intermedi	oxazolina.		
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Figura	1.5.	Alineament	de	seqüència	dels	dominis	catalítics	de	les	quitinases	GH18	seleccionades	
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A	

Per	altra	banda,	utilitzant	 les	 seqüències	de	proteïna	de	 les	quitinases	 seleccionades	 s’ha	
analitzat	 la	 relació	 filogenètica	 entre	 aquestes	 (Figura	 1.6).	 Les	 quitinases	 d’arqueus	 es	
troben	 agrupades	 i	 segregades	 de	 les	 quitinases	 bacterianes,	 d’entre	 les	 quals,	 SmChiC	
sembla	ser	la	més	propera	a	les	del	regne	Archaea.	

	
Figura	1.6.	Arbre	filogenètic	de	les	quitinases	GH18	seleccionades	
Relació	filogenètica	entre	les	diferents	quitinases	obtinguda	a	partir	de	la	seqüència	proteica	dels	dominis	
catalítics.	

	
A	 nivell	 estructural,	 de	 les	 9	 quitinases	 seleccionades,	 només	 es	 troba	 reportada	
l’estructura	 3D	 dels	 dominis	 catalítics	 de	BcChiA1,	 SpChiD,	 SmChiC	 i	 PfChiB	 i	 l’estructura	
multi-modular	 de	 VhChiA.	 Com	 s’ha	 mencionat	 anteriorment,	 totes	 presenten	 un	
plegament	de	TIM	barrel	 amb	el	domini	d’inserció	α+β,	excepte	SmChiC	 i	 la	quitinasa	del	
regne	Archaea	PfChiB	que	no	contenen	aquest	domini	d’inserció	 i	consegüentment	tenen	
un	solc	catalític	menys	profund.	

En	la	Figura	1.7	es	mostra	la	superposició	del	domini	catalític	de	les	estructures	resoltes	de	
les	diferents	quitinases	seleccionades	en	la	que	s’observa	la	conservació	de	l’estructura	TIM	
barrel	(α/β)8.	A	més,	en	la	Figura	1.7B	i	C,	respectivament,	també	es	mostra	la	presència	o	
absència	del	domini	α+β	de	les	diferents	quitinases.		

	

PfChiB	

TkChiA	

BcChiA	

LpChiA	

RmChiA	

VhChiA	

SpChiD	

StmChiA	

SmChiC	
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Figura	1.7.	Superposició	dels	dominis	catalítics	de	les	quitinases	GH18	seleccionades	
A)	 Superposició	 de	 la	 regió	 del	 domini	 catalític	 de	 les	 estructures	 de	BcChiA1	 (PDB:	 1ITX),	 SmChiC	 (PDB:	
4AXN),	SpChiD	(PDB:	4NZC),	VhChiA	(PDB:	3B8S)	 i	PfChiB	(PDB:	2DSK).	Estructures	colorejades	considerant	
RMSD.	 B)	 Superposició	 de	 BcChiA1,	 SpChiD	 i	 VhChiA.	 En	 taronja	 es	 representa	 el	 domini	 d’inserció	
α+β.	C)	Superposició	de	SmChiC	i	PfChiA,	estructures	que	no	presenten	el	domini	d'inserció		α+β.		

1.3.	Gens	sintètics	per	a	l’expressió	de	proteïnes	recombinants	

Un	cop	seleccionades	les	quitinases,	s’han	dissenyat	els	gens	sintètics	per	a	la	producció	de	
les	 proteïnes	 recombinants	 en	 E.	 coli.	 En	 funció	 dels	 estudis	 reportats	 en	 la	 bibliografia,	
cadascun	 dels	 gens	 sintètics	 de	 les	 quitinases	 seleccionades	 s’ha	 dissenyat	 amb	 una	
organització	 en	 dominis	 diferent	 (Figura	 1.8).	 Així	 doncs,	 els	 gens	 sintètics	 han	 estat	
dissenyats	 de	 la	 mateixa	 manera	 que	 està	 reportat	 en	 bibliografia,	 però	 s’ha	 decidit	
eliminar	 el	 pèptid	 senyal	 de	 totes	 les	 quitinases	 que	 en	 presenten.	 En	 el	 cas	 de	 les	
quitinases	d’arqueus,	el	gen	sintètic	dissenyat	consta	del	segon	domini	catalític	i	els	ChBDs	
corresponents,	 equivalents	 als	 constructes	 B	 i	 ChiAΔ2	 de	 P.	furiosus	 i	 T.	kodakaraensis,	
respectivament	 (Tanaka	 et	 al.,	 1999;	 Oku	 and	 Ishikawa,	 2006).	 Per	 altra	 banda,	 sota	 el	
nostre	coneixement,	LpChiA	no	ha	estat	expressada	prèviament	de	manera	heteròloga,	per	
tant,	s’ha	dissenyat	el	gen	sintètic	a	partir	de	la	seqüència	de	la	regió	codificant	disponible	a	
la	base	de	dades	Genbank	(Genbank	Accession	no.	AB829901).		

	
Figura	1.8.	Organització	en	dominis	dels	gens	sintètics	de	les	quitinases	seleccionades	
S’indica	 els	 pèptids	 senyal	 (PS),	 dominis	 catalítics	 (GH18),	 dominis	 d’unió	 a	 quitina	 (CBM),	 dominis	
fibronectina-tipus	III	(FnIII)	i	domini	Policystic	Kidney	Domain	(PKD).	

GH18	 FnIII	 CBM12	SmChiC	

PfChiB	 GH18	CBM2	

BcChiA	 GH18	 FnIII	 FnIII	 CBM12	PS	

LpChiA	 CBM5/12	 FnIII	 GH18	SP	

SpChiD	 GH18	PS	

TkChiA	 CBM2	 GH18	CBM2	CBM5/12	 GH18	

seqüència	clonada	

RmChiA	 GH18	PS	

StmChiA	 CBM12	 FnIII	 GH18	PS	 PKD	

VhChiA	 GH18	CBM5	PS	
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Capítol	2. Desenvolupament	 de	 mètodes	 analítics,	 el	 cas	 de	 la	
quitinasa	D	de	Serratia	proteamaculans	 (SpChiD),	enzim	wt	 i	mutant	
D151A	

Per	 a	 la	 caracterització	 enzimàtica	 de	 les	 diferents	 quitinases	 seleccionades	 s’han	
desenvolupat	diferents	mètodes	analítics	amb	l’objectiu	d’analitzar	tant	l’activitat	hidrolasa	
com	l’activitat	glicosintasa.		

En	aquest	capítol	es	desenvolupa	 la	metodologia	per	a	 la	caracterització	 i	 s’exposa	com	a	
exemple	 els	 resultats	 obtinguts	 per	 la	 quitinasa	 D	 de	 Serratia	 proteamaculans,	 tant	 de	
l’enzim	salvatge	(wt)	com	del	mutant	D151A,	corresponent	a	la	mutació	del	residu	assistent.	
L’expressió	i	purificació	dels	enzims	model	pel	desenvolupament	dels	mètodes	analítics	es	
descriuen	al	capítol	3.		

2.1.	Activitat	hidrolítica	

Primerament	 s’analitza	 l’activitat	 hidrolasa	 de	 l’enzim	 mitjançant	 la	 determinació	 de	
l’activitat	específica.	Per	als	assajos	s’utilitza	diferents	concentracions	d’enzim	 i	una	única	
concentració	de	substrat.	

Per	 a	 la	 determinació	 de	 l’activitat	 específica	 d’hidròlisi	 de	 les	 diferents	 quitinases	
seleccionades	s’han	desenvolupat	dos	mètodes	d’anàlisi	diferents,	amb	diferents	substrats,	
basats	en	dues	estratègies	de	detecció.	Per	una	banda,	s’han	utilitzat	substrats	fluorogènics	
(4-metilumbeliferil-glicòsids)	 i	 s’ha	 monitoritzat	 l’alliberació	 del	 grup	 fluoròfor	 com	 a	
conseqüència	de	 l’activitat	hidrolasa	de	 l’enzim.	Per	altra	banda,	 s’ha	utilitzat	un	substrat	
natural	de	l’enzim,	(GlcNAc)4,	i	s’ha	seguit	els	productes	d’hidròlisi	per	HPLC-MS.	

2.1.1.	Assaig	fluorimètric	per	a	substrats	fluorogènics	

Es	determina	l’activitat	específica	mitjançant	un	assaig	fluorimètric	en	el	que	es	determina	
la	concentració	de	fluoròfor	alliberat	com	a	conseqüència	de	l’activitat	d’hidròlisi	de	l’enzim.	
Els	 substrats	 emprats	 són	 4-metilumbeliferil	 glicòsids	 i	 es	 monitoritza	 l’alliberació	 de	
l’aglicona	fluorogènica	4-metilumbeliferona	(4-MU).		

Es	 determina	 l’activitat	 per	 a	 tres	 substrats	 diferents	 (GlcNAc-MU,	 (GlcNAc)2-MU	 i	
(GlcNAc)3-MU).	Amb	aquest	assaig	només	es	quantifica	el	producte	resultant	de	la	hidròlisi	
de	 l’enllaç	que	rendeix	el	 fluoròfor	 lliure,	sabent	que	 l’enzim	també	és	capaç	d’hidrolitzar	
altres	enllaços	glicosídics	del	substrat	(Figura	2.1).	



CAPÍTOL	2	

	62	

	

Figura	2.1.	Esquema	de	la	reacció	d'hidròlisi	de	(GlcNAc)n-MU	

	

Cal	 tenir	 en	 consideració	 la	 poca	 solubilitat	 dels	 substrats	 de	 quitina	 fluorogènics,	 per	

aquest	motiu	 l’activitat	 enzimàtica	 es	 realitza	 a	 una	 concentració	 de	 substrat	 de	 50	µM.	

Com	que	es	treballa	a	una	[S]	baixa	(segurament	inferior	a	la	KM),	es	considera	que	V0/[E]	≈	

kcat/KM.	

Per	tal	de	quantificar	el	fluoròfor	 lliure	es	realitza	una	recta	patró	de	4-metilumbeliferona	

tenint	en	compte	les	concentracions	de	treball.		

L’anàlisi	es	realitza	de	forma	discontínua	prenent	alíquotes	en	el	temps.	El	grup	hidroxil	de	

la	4-metilumbeliferona	té	un	pKa	de	7,79,	per	aquest	motiu,	amb	l’objectiu	d’incrementar	la	

fluorescència,	es	realitza	una	dilució	1:4	en	un	tampó	bàsic	(Glicina	0.3M,	pH	10.3).	

A	 continuació	 es	mostra,	 com	 a	 exemple,	 l’activitat	 hidrolítica	 d’SpChiD	wt	 i	 del	 mutant	

D151A	davant	 els	 substrats	GlcNAc-MU,	 (GlcNAc)2-MU	 i	 (GlcNAc)3-MU.	 Les	 condicions	 de	

l’assaig	d’activitat	es	mostren	a	la	Taula	2.1.	La	concentració	de	proteïna	es	determina	per	

assaig	de	BCA.		

Taula	2.1.	Condicions	de	l’assaig	fluorimètric	per	a	la	determinació	de	l’activitat	específica	d’hidròlisi	

	 Substrat	 [(GlcNAc)n-MU]	=	50	µM	

	 Tampó	 Fosfat	50	mM	pH	7,	37°C	

	 Enzim	 [wt]	=	2-20	nM,	[mutant]=	0,5-8	µM	

	 Condicions		 λem=	360	nm,	λex	=	460	nm	

	

Es	 representa	 la	 V0	 (µM·min-1)	 enfront	 la	 concentració	 d’enzim	 emprada	 per	 a	 cadascun	

dels	 substrats,	 on	 el	 pendent	 de	 la	 recta	 és	 l’activitat	 específica	 V0/[E]	 (min-1)	 (Figura	

2.2,Taula	2.2).	
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Figura	2.2.	Determinació	de	l'activitat	específica	d'SpChiD	wt	i	del	mutant	D151A	per	als	diferents	substrats	
fluorogènics.	A)	SpChiD	wt;	B)	SpChiD	D151A.	Condicions	de	l’assaig:	[(GlcNAc)n-MU]	=	50	µM,	tampó	fosfat	
50	mM,	pH	7,	37°C.	

	
Taula	2.2.	Activitat	específica	(V0/[E])	d’SpChiD	wt	i	del	mutant	D151A.	Lot	1.	

	
V0/[E]	(min-1)	

GlcNAc-MU	 (GlcNAc)2-MU	 (GlcNAc)3-MU	

SpChiD	wt	 19,413	 18,333	 8,000	
SpChiD	D151A	 0,217	 0,027	 0,016	

D151A/wt	 1,12	x	10-2	 1,45	x	10-3	 1,94	x	10-3	
	

Es	determina	l’activitat	enzimàtica	per	a	diferents	lots	d’enzim	(n≥3)	i	es	calcula	la	mitjana	
obtenint	els	resultats	d’activitat	definitius	(Taula	2.3).		

Taula	2.3.	Activitat	específica	(V0/[E])	d’SpChiD	wt	i	del	mutant	D151A	
	 V0/[E]	(min-1)	1	

GlcNAc-MU	 (GlcNAc)2-MU	 (GlcNAc)3-MU	

SpChiD	wt	 14,7	±	5,6	 13,5	±	6,7	 7,1	±	1,7	
SpChiD	D151A	 0,17	±	0,04	 0,022	±	0,004	 0,016	±	0,002	

D151A/wt	 1,1	x	10-2	 1,6	x	10-3	 2,3	x	10-3	
Condicions	de	reacció:	50	µM	de	substrat	en	Na2HPO4	50	mM	pH	7.	1Mitjana	de	3	repeticions	

2.1.2.	Mètode	cromatogràfic	(HPLC-MS)	per	a	substrats	naturals	

L’activitat	 hidrolasa	 de	 les	 diferents	 quitinases	 també	 s’ha	 caracteritzat	 mitjançant	
substrats	naturals	per	a	determinar	 la	hidròlisi	dels	diferents	enllaços	O-glicosídics	 interns	
del	 substrat.	Concretament	en	 l’assaig	 s’utilitza	 tetraacetilquitotetraosa,	 (GlcNAc)4,	 com	a	
substrat,	i	s’analitzen	els	diferents	productes	de	reacció	formats	(Figura	2.3).		
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Figura	2.3.	Esquema	dels	possibles	productes	d'hidròlisi	de	(GlcNAc)4	

	
Per	a	la	determinació	de	l’activitat	específica	d’hidròlisi	utilitzant	(GlcNAc)4	com	a	substrat	
s’ha	desenvolupat	i	optimitzat	un	mètode	analític	d’HPLC-MS.	Aquest	mètode	pretén	seguir	
el	progrés	de	la	reacció	d’hidròlisi	de	(GlcNAc)4	a	diferents	intervals	de	temps.		

L’anàlisi	es	realitza	de	forma	discontínua	prenent	alíquotes	en	el	temps.	Per	tant,	cal	aturar	
la	reacció	enzimàtica	amb	una	substància	química	que	inactivi	l’enzim,	i	que	alhora	asseguri	
l’estabilitat	dels	substrats	i	productes	durant	un	període	de	temps	suficientment	llarg	per	a	
poder	realitzar	l’anàlisi	de	les	mostres	sense	que	hi	hagi	degradació	d’aquestes.		

Experiències	prèvies	en	el	Laboratori	de	Bioquímica	mostren	la	utilització	d’una	mescla	de	
n-propanol	al	50%	en	aigua	per	a	aturar	 la	 reacció,	assegurant	 l’estabilitat	d’oligosacàrids	
de	quitina	 i	 quitosà.	 Per	 aquest	motiu,	 s’ha	 comprovat	 si	 la	 reacció	 enzimàtica	d’hidròlisi	
també	 s’atura	 amb	 una	 dilució	 1:9	 en	 aquesta	 solució	 d’n-propanol:H2O	 (1:1).	 Per	 a	 la	
reacció	enzimàtica	s’ha	utilitzat	SpChiD	wt	(500	nM)	com	a	enzim	i	2	mM	de	(GlcNAc)4	com	
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a	substrat.	S’analitza	una	alíquota	de	reacció	presa	al	minut	10	i	diluïda	1:9,	després	de	5	i	

25	minuts	d’aturar	la	reacció	(Figura	2.4).		

	

Figura	2.4.	Comprovació	de	l'aturada	enzimàtica	

S’utilitza	 una	mescla	 d’n-propanol:H2O	 (1:1)	 com	 a	 tampó	 de	 parada.	Mostra	 dels	 10	minuts	 de	 reacció	

analitzada	5	i	25	minuts	després	d’aturar-la.		

	

Tal	com	es	mostra	en	la	Figura	2.4,	la	concentració	de	substrat	restant	i	productes	formats	

es	manté	constant	en	el	temps,	fet	que	confirma	l’aturada	de	la	reacció	enzimàtica.		

Un	cop	establert	el	 tampó	de	parada	de	 la	 reacció,	es	procedeix	al	desenvolupament	del	

mètode	 cromatogràfic	 d’HPLC.	 S’utilitza	 una	 columna	 HILIC	 (Hydrophilic	 Interaction	
Chromatography)	 de	 naturalesa	 amida,	 XBridge,	 degut	 a	 la	 polaritat	 dels	 compostos	 a	

separar.		

Per	 a	 l’estudi	 i	 optimització	 dels	 paràmetres	 de	 cromatografia	 líquida	 HPLC	 (fase	 mòbil,	

temperatura,	 flux,	 volum	 d’injecció)	 s’ha	 dissolt	 els	 principals	 quitooligosacàrids	 presents	

en	 la	 reacció	enzimàtica	 ((GlcNAc)2,	 (GlcNAc)3	 i	 (GlcNAc)4)	 en	Na2HPO4	50	mM	pH	7	 i	 s’ha	

realitzat	una	dilució	1:9	en	la	dissolució	de	parada	de	la	reacció	(n-propanol:H2O	1:1).	Per	a	

la	detecció	dels	compostos	s’utilitza	el	mètode	d’adquisició	SIM+	(Single	Ion	Monitoring),	en	
el	 que	 cada	 canal	 de	 detecció	 monitoritza	 l’abundància	 relativa	 dels	 diferents	 ions	 d’un	

compost.	Tanmateix,	s’utilitza	un	dels	canals	de	detecció	per	al	mètode	d’escaneig	(scan).		

Es	 segueixen	 els	 adductes	 [M+H]+	 i	 [M+Na]+	 per	 a	 cadascun	 dels	 tres	 quitooligosacàrids	

analitzats,	 ja	 que	 es	 detecten	 ambdós	 ions	 en	 l’espectre	 de	 masses	 (Figura	 2.5).	 Les	

condicions	cromatogràfiques	finals	es	mostren	a	la	Taula	2.4.	

Taula	2.4.	Condicions	cromatogràfiques	finals	d’HPLC	per	a	la	separació	i	detecció	de	(GlcNAc)4	i	els	

seus	productes	d’hidròlisi.	

	 Columna	 XBridge	BEH	Amide	XP	130	Å,	2’5	µm,	3x100	mm	

	 Fase	mòbil	 ACN:H2O	(70:30)	1%	àcid	fòrmic	

	 Volum	injecció	 5	µL	

	 Flux	 0,7	mL·min
-1
	

	 Temperatura	de	la	columna	 60°C	
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La	Figura	2.5	mostra	un	cromatograma	obtingut	mitjançant	el	mètode	d’HPLC	desenvolupat.	

	

	
Figura	 2.5.	 Cromatograma	 dels	 patrons	 de	 quitooligosacàrids	 obtingut	 a	 partir	 del	 mètode	 HPLC	
establert.	
Monitorització	 per	MS	 SIM+	 de	 [M+H]+	 i	 [M+Na]+	 per	 a	 (GlcNAc)2	(m/z	 425,2	 i	 447,2),	 (GlcNAc)3	 (m/z	
628,3	i	650,3)	i	(GlcNAc)4	(m/z	801,3	i	853,3).	

	

Un	 cop	 determinades	 les	 condicions	 cromatogràfiques	 s’han	 ajustat	 els	 paràmetres	 del	
mòdul	de	detecció	(MSD	Agilent	acoblat	al	cromatògraf	HPLC	1260).	Les	condicions	finals	es	
troben	a	la	Taula	2.5.		

Taula	2.5.	Condicions	finals	del	mètode	de	detecció	MS	
	 Mètode	de	ionització	 API-ES	positiu	
	 Flux	del	gas	de	desolvatació	 13	L·min-1	
	 Temperatura	 300°C	
	 Fragmentor	 80	
	 Pressió	del	nebulitzador	 40	psig	
	 Voltatge	del	capil·lar	 4	kV	

	 Mètode	de	detecció	

(GlcNAc)2:	425,30	[M+H]+	+	447,30	[M+Na]+,	25%	
(GlcNAc)3:	628,30	[M+H]+	+	650,30	[M+Na]+,	25%	
(GlcNAc)4:	831,30	[M+H]+	+	853,30	[M+Na]+,	25%	
Scan:	100-900	m/z,	25%	
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Desenvolupament	i	validació	del	mètode	analític	

Un	cop	definides	les	condicions	cromatogràfiques	i	els	paràmetres	necessaris	del	mòdul	de	
detecció	s’ha	procedit	a	la	comprovació	funcional	del	mètode.	Per	a	la	validació	del	mètode	
s’ha	 determinat	 la	 linealitat,	 la	 repetibilitat,	 el	 límit	 de	 quantificació	 (LQ)	 i	 el	 límit	 de	
detecció	(LD).		

Per	 a	 l’assaig	 enzimàtic	 es	 realitza	 una	 reacció	 amb	 (GlcNAc)4	 com	 a	 substrat	 i	 es	
monitoritza	el	progrés	d’aquesta	prenent	mostres	al	llarg	del	temps.	Es	pretén	seguir	tant	el	
consum	 de	 (GlcNAc)4	 com	 la	 formació	 de	 (GlcNAc)2	 i	 (GlcNAc)3,	 productes	 de	 la	 reacció	
d’hidròlisi.	 Per	 a	 la	 quantificació	 dels	 productes	 s’utilitza	 com	 a	 patrons	 externs	 els	
quitooligosacàrids	(GlcNAc)2,	(GlcNAc)3	i	(GlcNAc)4.		

Per	 tal	 de	 quantificar	 el	 substrat	 ((GlcNAc)4)	 i	 els	 productes	 formats	 durant	 la	 reacció	
((GlcNAc)2	 i	 (GlcNAc)3)	 es	 realitza	 una	 recta	 patró	 per	 a	 cadascun	dels	 compostos	 (Figura	
2.6).	 Per	 a	 la	 obtenció	 de	 la	 recta	 patró	 s’utilitza	 una	 barreja	 de	 (GlcNAc)2,	 (GlcNAc)3	 i	
(GlcNAc)4	a	diferents	concentracions	(0,02-0,5	mM	per	a	(GlcNAc)2	 i	 (GlcNAc)3,	 i	0,5-2	mM	
per	a	(GlcNAc)4)	en	tampó	Na2HPO4	50	mM	pH	7,	aquestes	mostres	de	la	barreja	de	patrons	
són	diluïdes	1:9	en	dissolució	de	parada,	de	la	mateixa	manera	que	les	mostres	de	reacció.	
Les	 mostres	 de	 la	 barreja	 de	 patrons	 s’injecten	 vàries	 vegades	 (entre	 4	 i	 6,	 segons	 el	
nombre	de	mostres	a	analitzar)	al	llarg	de	l’anàlisi,	intercalades	entre	les	mostres	de	reacció.		

	

	
Figura	2.6.	Rectes	patró	utilitzades	per	a	la	quantificació	de	substrat	restant	i	la	formació	de	productes	
A)	(GlcNAc)2,	B)	 (GlcNAc)3	 i	C)	 (GlcNAc)4.	 FR1:	Recta	patró	de	 la	primera	 injecció	de	patrons.	 FR2-6:	Recta	
patró	corresponent	a	la	mitjana	de	les	injeccions	2	a	6,	en	la	que	es	representa	les	barres	d’error.	
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Els	factors	de	resposta	dels	patrons	varien	entre	la	primera	injecció	(FR1)	i	la	resta	(FR2-6),	

essent	 en	 la	 primera	 injecció	 superiors.	 Per	 aquest	 motiu,	 per	 als	 assajos	 d’activitat,	 es	

decideix	 injectar	 a	 l’inici	 dues	 vegades	 seguides	 la	 barreja	 de	 patrons	 a	 diferents	

concentracions,	 i	no	es	considera	 la	primera	 injecció	per	a	 l’anàlisi,	utilitzant	com	a	factor	

de	resposta	la	mitjana	dels	factors	de	resposta	de	les	injeccions	2	a	6	dels	patrons.		

Per	a	 la	validació	de	 la	 linealitat	del	mètode	s’utilitza	els	valors	de	 les	 injeccions	2	a	6,	 la	

mitjana	dels	quals	correspon	al	factor	de	resposta	que	s’utilitzarà	per	a	la	quantificació	dels	

productes	en	l’assaig	(Figura	2.7).		

	

	

	

Figura	2.7.	Determinació	de	la	linealitat	del	mètode	analític	desenvolupat	

La	 recta	del	 factor	de	 resposta	correspon	a	 la	mitjana	de	 les	 injeccions	2	a	6,	en	 la	que	es	 representa	 les	

barres	d’error.	

	

Es	 defineix	 la	 linealitat	 del	 mètode	 com	 l’interval	 de	 concentracions	 amb	 un	 factor	 de	

resposta	 (àrea/concentració)	 dins	 l’interval	 ±	15%	 de	 la	 mitjana	 dels	 FR	 de	 les	 diferents	



CAPÍTOL	2	

	 69	

concentracions	de	patrons	analitzats.	El	mètode	presenta	un	rang	de	linealitat	de	0,5	mM	a	
2	mM	per	a	(GlcNAc)4,	 i	de	0,02	mM	a	0,5	mM	per	a	(GlcNAc)2	 i	 (GlcNAc)3,	essent	aquests	
intervals	 de	 concentracions	 les	 úniques	 concentracions	 assajades	 en	 les	 reaccions	
enzimàtiques.		

La	 repetibilitat	 del	 mètode	 de	 quantificació	 s’ha	 analitzat	 mitjançant	 injeccions	
consecutives	(n=7)	de	les	mostres	més	i	menys	concentrades	de	la	barreja	de	patrons	i	s’ha	
determinat	el	CV	de	cada	compost	per	a	l’àrea	del	pic	i	per	al	temps	de	retenció	(Taula	2.6).		

Taula	2.6.	Repetibilitat	del	mètode	analític.	

	 (GlcNAc)4	 (GlcNAc)3	 (GlcNAc)2	

Àrea	
t.	retenció	

(min)	
Àrea	

t.	retenció	
(min)	

Àrea	
t.	retenció	

(min)	

Mostra	1	
2	mM	(GlcNAc)4,		
0,5	mM	(GlcNAc)3,		
0,5	mM	(GlcNAc)2	

Mitjana	 2,13	x	107	 2,197	 7,04	x	106	 1,766	 5,72	x	106	 1,433	

SD	 4	x	105	 0,002	 8	x	104	 0,001	 4	x	104	 0,001	

CV	 1,7%	 0,09%	 1,1%	 0,08%	 0,7%	 0,05%	

Mostra	2		
0,5	mM	(GlcNAc)4,		
0,02	mM	(GlcNAc)3,		
0,02	mM	(GlcNAc)2	

Mitjana	 6,58	x	106	 2,201	 3,65	x	105	 1,765	 2,67	x	105	 1,432	

SD	 7	x	104	 0,001	 5	x	103	 0,001	 3	x	103	 0,001	

CV	 1,1%	 0,06%	 1,4%	 0,06%	 1,2%	 0,06%	

Els	valors	corresponen	a	la	mitjana	de	7	injeccions	diferents	(n=7)	

	

Referent	a	la	repetibilitat	de	l’àrea	dels	pics,	ambdues	mostres	presenten	un	CV	inferior	al	
2%,	 i	 pel	 que	 fa	 al	 temps	 de	 retenció,	 el	 CV	 és	 inferior	 al	 0,1%	 en	 ambdues	mostres.	 El	
mètode	dissenyat	 presenta	una	elevada	 repetibilitat	 en	 relació	 tant	 al	 temps	de	 retenció	
com	a	les	àrees	de	cada	producte	entre	les	diferents	injeccions.		

Per	a	la	determinació	del	límit	de	detecció	(LD)	i	límit	de	quantificació	(LQ)	del	mètode,	s’ha	
injectat	 un	 blanc	 de	 reacció	 10	 vegades	 (tampó	 Na2HPO4	 50	mM	 pH	 7	 dissolt	 1:9	 en	 n-
propanol:H2O	1:1),	 i	 s’ha	 considerat	el	 LD	 i	 LQ	 com	 la	 concentració	que	dona	una	 relació	
senyal:soroll	de	fons	de	3:1	i	10:1,	respectivament	(Taula	2.7).		

Taula	2.7.	Límit	de	detecció	i	quantificació	de	(GlcNAc)2,	(GlcNAc)3	i	(GlcNAc)4	
	 (GlcNAc)2	 (GlcNAc)3	 (GlcNAc)4	

LD	 0,09	µM	 0,38	µM	 0,08	µM	
LQ	 0,31	µM	 1,27	µM	 0,28	µM	

	

Un	cop	validat	el	mètode	es	procedeix	a	realitzar	un	assaig	d’activitat,	per	a	comprovar	la	
funcionalitat	del	mètode	en	l’anàlisi	de	la	reacció	d’hidròlisi	de	(GlcNAc)4.		

Per	a	la	reacció	s’utilitza	l’enzim	SpChiD	wt	i	el	mutant	D151A	a	una	concentració	de	91	nM	
i	93	µM,	respectivament.	S’utilitza	(GlcNAc)4	com	a	substrat	a	una	concentració	de	2	mM	en	
tampó	fosfat	50	mM	pH	7.	L’assaig	es	realitza	a	37°C.	Per	a	 la	monitorització	de	la	reacció	
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enzimàtica	 es	 prenen	 alíquotes	 de	 la	 dissolució	 de	 reacció	 en	 el	 temps,	 realitzant	 una	
dilució	 1:9	 en	 la	 dissolució	 de	 parada	 (n-propanol:H2O	 1:1)	 i	 s’analitzen	 per	 HPLC-MS	
mitjançant	el	mètode	analític	descrit.	

	
Figura	2.8.	Evolució	de	la	reacció	d'hidròlisi	de	(GlcNAc)4	
Gràfics	 obtinguts	 mitjançant	 la	 monitorització	 de	 la	 reacció	 d’hidròlisi	 utilitzant	 el	 mètode	 d’HPLC-MS	
desenvolupat.	A)	SpChiD	wt	(90	nM)	i	B)	SpChiD	D151A	(90	µM).	

	
Ambdós	 enzims	 hidrolitzen	 (GlcNAc)4	 formant	 (GlcNAc)2	 i	 (GlcNAc)3	 (Figura	 2.8).	 Aquest	
assaig	ens	permet	identificar	la	funcionalitat	del	mètode	tant	per	a	la	formació	de	producte	
com	 per	 al	 consum	 de	 substrat,	 tant	 en	 l’enzim	 wt	 com	 en	 un	 mutant	 hidrolíticament	
menys	actiu.		

Es	 realitza	 també	 un	 blanc	 de	 reacció,	 sense	 enzim,	 en	 el	 que	 es	 prenen	 alíquotes	 en	 el	
temps	idènticament	a	les	mostres	de	reacció,	per	tal	de	comprovar	l’estabilitat	de	(GlcNAc)4	
en	 el	 temps,	 i	 confirmar	 que	 la	 presència	 de	 (GlcNAc)2	 i	 (GlcNAc)3	 és	 conseqüència	 de	
l’activitat	 hidrolasa	 de	 l’enzim.	 Es	 comprova	 l’estabilitat	 de	 (GlcNAc)4	 al	 llarg	 del	 temps,	
però	 també	es	detecta	 certa	 concentració	 	de	 (GlcNAc)2	 i	 (GlcNAc)3	 constant	en	el	 temps	
(<60	µM	i	<120	µM,	respectivament).	Aquestes	concentracions	de	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3	del	
blanc	de	reacció	es	tindran	en	compte	a	l’hora	d’analitzar	les	mostres	de	reacció.		

Amb	totes	les	proves	realitzades	es	conclou	que	el	mètode	és	vàlid	per	a	la	caracterització	
de	l’activitat	hidrolasa	de	les	quitinases,	utilitzant	(GlcNAc)4	com	a	substrat.		

Anàlisi	dels	resultats	d’activitat	enzimàtica	

A	 causa	 de	 la	 complexitat	 de	 la	 reacció	 enzimàtica,	 el	 sistema	 d’anàlisi	 dels	 resultats	
adquireix	 alhora	 una	 elevada	 importància.	 A	 continuació	 s’exposa	 la	 reacció	 d’hidròlisi	
d’SpChiD	wt	i	del	mutant	D151A	com	a	exemple	per	a	detallar	el	procediment	d’anàlisi	dels	
resultats.		

L’assaig	 es	basa	en	 la	determinació	de	 l’activitat	 específica	dels	 enzims	esmentats,	 per	 al	
substrat	(GlcNAc)4.	Les	condicions	de	l’assaig	es	mostren	a	la	Taula	2.8.		
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Taula	 2.8.	 Condicions	 de	 l’assaig	 de	 determinació	 de	 l’activitat	 específica	 d’hidròlisi	 de	 quitinases	
GH18,	(GlcNAc)4	com	a	substrat.	

	 Substrat	 [(GlcNAc)4]	=	2	mM	
	 Tampó	 Fosfat	50	mM	pH	7,	37°C	
	 Enzim	 [wt]	=	0,02-1,5	µM	[mutant]=	10-100	µM	

	

Les	reaccions	es	realitzen	a	la	plataforma	robòtica	Bravo	(Agilent).		

Per	 a	 la	 determinació	 de	 la	 concentració	 de	 quitooligòmers	 presents	 en	 la	 barreja	 de	
reacció	s’utilitza	com	a	factor	de	resposta	la	mitjana	dels	FR	de	les	diferents	injeccions	de	la	
mescla	de	patrons	(injeccions	2	a	6),	com	s’ha	justificat	anteriorment.		

La	concentració	de	(GlcNAc)4	inicial	per	a	l’anàlisi	de	cadascuna	de	les	activitats	correspon	a	
la	mitjana	de	les	concentracions	del	blanc	de	reacció	(reacció	sense	enzim).	Per	al	càlcul	de	
la	concentració	de	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3	presents	en	la	mostra	es	resta	la	mitjana	d’aquesta	
concentració	del	blanc	de	reacció,	de	tal	manera	que	es	considera	que	no	hi	ha	presència	
de	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3	inicialment	en	l’assaig.		

La	 Figura	 2.9	 mostra	 el	 curs	 de	 reacció	 ([(GlcNAc)n]	 vs.	 temps)	 de	 l’assaig	 amb	 875	nM	
d’SpChiD	wt.	Per	a	cada	reacció	s’observa	dues	tendències	diferents,	referents	a	la	velocitat	
de	 reacció.	 Es	 detecta	 una	 disminució	 de	 la	 concentració	 de	 (GlcNAc)4	 inicial	 (entre	 els	
temps	0	i	2	minuts	de	reacció)	i	un	canvi	de	velocitat	del	consum	d’aquest	a	partir	del	segon	
minut	 de	 reacció.	 Per	 aquest	 motiu,	 per	 a	 calcular	 la	 V0	 (µM	 min-1)	 es	 consideren	 dos	
pendents,	i)	pendent	entre	temps	inicial	(concentracions	calculades	a	partir	del	blanc)	i	els	
dos	minuts	de	reacció	i,	ii)	pendent	a	partir	dels	2	minuts	de	reacció.	
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Figura	2.9.	Curs	de	reacció	de	l'activitat	hidrolasa	d'SpChiD	wt	
Determinació	de	les	velocitats	dels	dos	comportaments	de	l’enzim	per	a	la	formació	de	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3	
i	consum	de	 (GlcNAc)4.	Condicions	de	 la	 reacció:	 [SpChiD	wt]	=	875	nM,	 [(GlcNAc)4]	=	2	mM,	tampó	fosfat	
50	mM,	pH	7,	37°C.	DPn=(GlcNAc)n	

	

Es	 realitza	 el	 mateix	 assaig	 a	 diferents	 concentracions	 d’enzim	 i	 s’ajusta	 la	 recta	 de	 la	
representació	 de	 V0	 (µM·min-1)	 enfront	 la	 concentració	 d’enzim	 emprada	 de	 tots	 els	
experiments	 d’un	mateix	 lot	 d’enzim	 i	 s’obté	 l’activitat	 (min-1)	 de	 consum	 de	 (GlcNAc)4	 i	
formació	de	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3,	per	a	les	dues	V0	determinades	(Figura	2.10,	Taula	2.9).	
La	velocitat	de	 (GlcNAc)4,	 com	que	correspon	a	una	velocitat	de	 consum,	 s’expressarà	en	
negatiu	per	a	diferenciar-la	de	les	velocitats	de	formació	de	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3.		

	
Figura	2.10.	Determinació	de	l'activitat	específica	d'SpChiD	wt	
A)	V0	determinades	entre	els	0	i	2	minuts	de	reacció.	B)	V0	determinades	entre	els	2	i	20	minuts	de	reacció.	
DPn	=	(GlcNAc)n	
	
Taula	2.9.	Velocitats	específiques	(V0/[E])	per	al	lot	1	d’SpChiD	wt	
	 Formació		

V0/[E]	(min-1)	
Consum	

V0/[E]	(min-1)	
(GlcNAc)2	 (GlcNAc)3	 (GlcNAc)4	

0	–	2	minuts	 725,97	 461,33	 -407,57	
2	–	20	minuts	 4,16	 7,04	 -28,93	

	

Es	 realitza	el	mateix	assaig	d’activitat	per	al	mutant	D151A.	A	 la	Figura	2.11	es	mostra	el	
curs	de	la	reacció	amb	50	µM	d’enzim.	
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Figura	2.11.	Curs	de	reacció	de	l'activitat	hidrolasa	d'SpChiD	D151A	
Determinació	de	les	velocitats	dels	dos	comportaments	de	l’enzim	per	a	la	formació	de	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3	

i	consum	de	(GlcNAc)4.	Condicions	de	la	reacció:	[SpChiD	D151A]	=	50	µM,	[(GlcNAc)4]	=	2	mM,	tampó	fosfat	

50	mM,	pH	7,	37°C.	DPn	=	(GlcNAc)n	

	

S’ajusta	 la	 recta	V0	vs.	 [E]	 i	 es	 determina	 l’activitat	 del	mutant	D151A	 (Figura	2.12,	 Taula	

2.10).		

	

Figura	2.12.	Determinació	de	les	velocitats	específiques	d'SpChiD	D151A	
A)	V0	determinades	entre	els	0	i	2	minuts	de	reacció.	B)	V0	determinades	entre	els	2	i	20	minuts	de	reacció.		

DPn	=	(GlcNAc)n	

	

Taula	2.10.	Velocitats	específiques	(V0/[E])	per	al	lot	1	d’SpChiD	D151A	
	 Formació		

V0/[E]	(min-1)	
Consum	

V0/[E]	(min-1)	
(GlcNAc)2	 (GlcNAc)3	 (GlcNAc)4	

0	–	2	minuts	 0,17	 1,11	 -23,10	

2	–	20	minuts	 0,03	 0,49	 -0,23	
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Es	 determina	 l’activitat	 per	 a	 diferents	 lots	 d’enzim	 (n≥3)	 i	 es	 calcula	 la	 mitjana	 per	 a	
obtenir	l’activitat	específica	(V0/[E])	de	l’enzim	(Taula	2.11).	

Taula	2.11.	Taula	resum	de	les	velocitats	específiques	(V0/[E])	per	a	SpChiD	
	
	

Formació	1	
V0/[E]	(min-1)	

Consum	1		
V0/[E]	(min-1)	

	 (GlcNAc)2	 (GlcNAc)3	 (GlcNAc)4	
	 0	–	2	min	 2	–	20	min	 0	–	2	min	 2	–	20	min	 0	–	2	min	 2	–	20	min	

SpChiD	wt	 580	±	170	 8	±	4		 377	±	90	 8	±	2		 -460	±	130	 -27	±	9	

SpChiD	D151A	 0,23	±	0,08		 0,04	±	0,03	 1,2	±	0,1	 0,4	±	0,1		 -19,5	±	5,1	 -1,1	±	0,5	

D151A/wt	 3,9	x	10-4	 5,0	x	10-3	 3,2	x	10-3	 5,0	x	10-2	 4,2	x	10-2	 4,1	x	10-2	

Condicions	de	reacció:	50	µM	de	substrat	en	Na2HPO4	50	mM	pH	7.	1Mitjana	de	3	repeticions	

	

Cal	 esmentar	 que	 el	 mètode	 presenta	 com	 a	 limitació	 el	 fet	 que	 no	 permet	 detectar	 el	
monosacàrid	GlcNAc.	Aquesta	circumstància,	juntament	amb	que	les	quitinases	a	analitzar	
poden	presentar	activitat	transglicosidasa	en	les	condicions	d’assaig,	dificulten	el	seguiment	
del	balanç	de	matèria	present	en	la	reacció.	El	mètode	permet	quantificar	 la	concentració	
de	 (GlcNAc)2,	 (GlcNAc)3	 i	 (GlcNAc)4	 presents	 en	 la	 barreja	 de	 reacció,	 però	 no	 del	
monosacàrid	ni	dels	possibles	productes	de	TG	formats	amb	DP≥5	(aquest	últim	cas	a	causa	
de	 l’absència	 de	 patrons	 comercials	 com	 a	 conseqüència	 de	 l’elevada	 insolubilitat	 de	 la	
quitina).		

A	mode	de	resum,	a	la	Taula	2.12	es	mostra	els	passos	a	seguir	per	a	l’anàlisi	de	les	dades	
d’activitat	d’hidròlisi	per	HPLC-MS.	

Taula	2.12.	Passos	per	a	la	determinació	de	l’activitat	hidrolasa	de	(GlcNAc)4	
	
1.	Calcular	V0	per	a	cada	experiment.	
	

• Utilitzar	 com	 a	 factor	 de	 resposta	 la	 mitjana	 dels	 factors	 de	 resposta	 de	 les	
injeccions	2-6	dels	patrons	

• Considerar	com	a	concentració	 inicial	de	 (GlcNAc)4	de	 la	 reacció	 la	mitjana	de	 les	
concentracions	de	(GlcNAc)4	del	blanc	de	reacció	(sense	enzim)	

• Considerar	la	concentració	de	(GlcNAc)2	 i	(GlcNAc)3	present	en	el	blanc	de	reacció	
en	 les	 mostres	 de	 reacció	 (es	 resta	 la	 [(GlcNAc)2]	 i	 [(GlcNAc)3]	 del	 blanc	 a	 les	
mostres	de	reacció,	en	tots	els	temps	de	reacció)	

• Calcular	 les	dues	“V0”	 (µM·min-1):	considerar	el	pendent	entre	els	0	 i	2	minuts	de	
reacció	i	el	pendent	a	partir	dels	2	minuts	

	
2.	Representar	V0	vs.	[E]	dels	diferents	experiments	del	mateix	lot	i	determinar	V0/[E]	(min-1)	
del	lot	d’enzim.	
	
3.	Determinar	l’activitat	de	l’enzim	(V0/[E]	(min-1)),	corresponent	a	la	mitjana	de	V0/[E]	dels	
diferents	lots	d’enzim.	Per	a	la	comparació	dels	valors	d’activitat	s’utilitza	la	V0	corresponent	
a	la	segona	etapa.		
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Amb	aquest	mètode	d’anàlisi	es	detecta	un	comportament	bifàsic	en	 la	reacció	d’hidròlisi	

de	(GlcNAc)4,	amb	un	“burst”	inicial	corresponent	a	una	velocitat	inicial	molt	ràpida,	difícil	

de	mesurar,	que	es	considera	un	estat	pre-estacionari,	i	una	segona	etapa	on	la	velocitat	és	

més	 constant,	 considerada	 l’estat	 estacionari.	 A	 causa	 de	 les	 dificultats	 de	mesura	 de	 la	

velocitat	inicial,	que	és	molt	ràpida	principalment	en	les	reaccions	catalitzades	pels	enzims	

wt,	tot	i	calcular	ambdues	velocitats		(0-2	minuts,	i	de	2	a	20	minuts),	per	a	la	comparació	

d’activitat	entre	els	diferents	enzims	s’utilitza	la	velocitat	corresponent	a	l’estat	estacionari.	

Cal	 considerar	 però,	 que	 les	 quitinases	 presenten	 dues	 activitats	 diferents,	 que	

comparteixen	 el	 mateix	 mecanisme	 catalític,	 per	 tant,	 les	 concentracions	 de	 COS	

detectades	 poden	 provenir	 d’ambdues	 activitats	 (hidrolasa	 i	 de	 transglicosidació),	 el	 que	

dificulta	la	determinació	de	l’activitat	específica	de	l’enzim	amb	substrats	naturals.	És	a	dir,	

els	 productes	 d’hidròlisi	 formats	 poden	 ser	 alhora	 substrat	 per	 l’enzim	 donant	 lloc	 altra	

vegada	a	la	formació	de	(GlcNAc)4,	o	a	productes	de	TG	més	llargs,	que	no	es	detecten	per	

aquest	mètode	d’anàlisi,	que	alhora	també	són	substrat	de	l’enzim	i	tornen	a	donar	lloc	a	la	

formació	de	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3,	entre	d’altres.		

Tot	i	així,	no	és	objecte	de	la	tesi	la	caracterització	enzimàtica	de	l’activitat	hidrolasa	de	les	

diferents	 quitinases,	 sinó	 la	 comprovació/confirmació	 de	 l’efecte	 de	 la	 substitució	 del	

residu	assistent	sobre	aquesta.		

2.2.	Activitat	glicosintasa	

Un	 cop	 analitzada	 l’activitat	 hidrolasa	 de	 l’enzim,	 s’estudia	 si	 els	 mutants	 dissenyats	

presenten	activitat	glicosintasa,	és	a	dir,	si	tenen	la	capacitat	de	formar	un	enllaç	glicosídic	

entre	un	donador	activat	(donador	oxazolina)	i	un	substrat	acceptor.		

Amb	 l’objectiu	 d’identificar	 els	 mutants	 que	 disposen	 d’aquesta	 activitat	 glicosintasa,	 es	

plantegen	dos	mètodes	d’anàlisi	diferents	basats	en	i)	una	reacció	de	condensació	donador-

acceptor	i,	ii)	una	reacció	d’auto-condensació	d’un	donador.	

Prèviament	al	desenvolupament	dels	mètodes	d’anàlisi	se	sintetitzen	els	derivats	oxazolina	

que	s’utilitzaran	com	a	donadors	en	els	diferents	assajos.		

2.2.1.	Síntesi	d’oxazolines	

Es	troben	descrits	diferents	mètodes	per	a	la	preparació	de	derivats	oxazolina	però	tots	ells	

consten	 de	 procediments	 en	 vàries	 etapes	 que	 inclouen	 la	 protecció	 i	 desprotecció	 dels	

grups	-OH,	així	com	la	 introducció	selectiva	d’un	grup	apropiat	al	centre	anomèric,	el	que	

converteix	 la	 síntesi	 de	 la	 oxazolina	 en	 un	 procés	 laboriós.	 A	 més,	 aquests	 processos	

requereixen	 l’ús	de	 solvents	orgànics,	 àcids	 i	 bases	 fortes.	 L’any	2009,	Noguchi	et	al.	 van	
desenvolupar	 un	 procés	 de	 síntesi	 de	 derivats	 oxazolina	 de	 sucres	 N-acetil-2-amino	 no	

protegits,	en	un	únic	pas	i	en	H2O,	mitjançant	la	utilització	del	compost	clorur	de	2-clor-1,2-

dimetil-1H-imidazoline-3-oni	(DMC)	com	a	agent	condensador	deshidratant	soluble	en	H2O	
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(Noguchi	et	al.,	2009).	Tot	i	la	gran	simplificació	del	procés	de	síntesi	de	derivats	oxazolina	

mitjançant	 la	 utilització	 d’aquest	 reactiu,	 alguns	 desavantatges	 són	 la	 dificultat	 en	 el	

maneig	d’aquest,	degut	a	la	gran	inestabilitat	i	l’elevada	higroscopicitat	i,	el	difícil	control	de	

la	 reactivitat	 d’aquest,	 ja	 que	 el	 DMC	 es	 descompon	 en	 presència	 d’H2O	 donant	 lloc	 al	

producte	 d’hidròlisi	 1,3-dimetil-2-imidazolidine-2-ona	 (DMI).	 Amb	 l’objectiu	 de	 solucionar	

aquests	 problemes,	 l’estructura	 del	 DMC	 es	 va	 modificar	 mitjançant	 la	 introducció	 d’un	

anell	 benzè	 donant	 lloc	 al	 compost	 clorur	 de	 2-clor-1,3-dimetil-1H-benzimidazole-3-oni	

(CDMBI).	 La	 utilització	 d’aquest	 compost	 estabilitza	 l’intermediari	 reactiu	 de	 la	 síntesi	

(Noguchi	et	al.,	2012).		

La	 síntesi	 dels	 derivats	 oxazolina	 utilitzats	 en	 aquesta	 tesi	 s’ha	 realitzat	 mitjançant	 la	

utilització	 del	 compost	 CDMBI	 com	 a	 agent	 condensador	 deshidratant.	 La	 utilització	

d’aquest	 compost,	 a	 causa	 de	 l’existència	 de	 l’anell	 benzè,	 disminueix	 la	 solubilitat	 del	

producte	format	1,3-dimetil-1H-benzimidazole-2-ona	(DMBI)	 i	 facilita	 l’eliminació	d’aquest	

per	filtració.	

2.2.1.1.	Síntesi	d’oxazolines	de	COS	de	quitina	

Síntesi	del	derivat	oxazolina	de	diacetilquitobiosa	((GlcNAc)2-ox)	

	

Figura	2.13.	Síntesi	de	(GlcNAc)2-ox	mitjançant	la	utilització	de	CDMBI	

	
Per	 a	 la	 síntesi	 de	 (GlcNAc)2-ox	 (Figura	2.13)	 es	dissol	 (GlcNAc)2	 en	1	M	de	Et3N	en	D2O	 i	

s’afegeix	el	CDMBI,	s’agita	 la	reacció	durant	1	h	a	0°C.	Seguidament	s’elimina	el	precipitat	

de	DMBI	format	per	filtració	i	l’excés	de	Et3N	per	destil·lació	a	pressió	reduïda.	S’incuba	la	

mescla	de	reacció	amb	una	resina	d’intercanvi	aniònic	(Amberlyst	A21)	durant	1	hora	per	a	

eliminar	 les	 salts	 de	 clorur	 de	 trietilamoni	 formades	 durant	 la	 reacció.	 Finalment	 el	

producte	es	liofilitza	i	s’analitza	per	1H-RMN	(Figura	2.14).		

L’espectre	 d’RMN	mostra	 un	 desplaçament	 de	 la	 senyal	 del	 protó	 anomèric	 de	 4,6	ppm	

corresponent	 a	 la	 senyal	 de	 la	 diacetilquitobiosa	 a	 6,1	ppm,	 senyal	 corresponent	 a	

l’oxazolina.	S’obté	un	rendiment	en	pes	>100%,	a	causa	de	la	presència	de	salts	de	Et3N	en	

la	mostra.		
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Figura	2.14.	Espectre	d'1H-RMN	de	la	síntesi	de	(GlcNAc)2-ox.	En	vermell	(GlcNAc)2,	en	blau	(GlcNAc)2-ox.	

	
Síntesi	química	del	derivat	oxazolina	de	pentaacetilquitopentaosa	((GlcNAc)5-ox)		

La	síntesi	química	del	derivat	oxazolina	de	pentaacetilquitopentaosa,	(GlcNAc)5-ox,	ha	estat	

duta	a	terme	en	col·laboració	amb	la	companyia	Enantia	SL	(Figura	2.15).		

	

Figura	2.15.	Síntesi	de	(GlcNAc)5-ox	mitjançant	la	utilització	de	CDMBI	

	
Per	 a	 la	 síntesi	 també	 s’utilitza	 CDMBI	 com	 a	 agent	 condensador	 deshidratant	 però	

s’optimitza	el	protocol	 variant	 les	 condicions	de	 reacció:	 s’ha	 variat	 el	 volum	de	 reacció	 i	

s’han	 modificat	 els	 equivalent	 dels	 reactius	 amb	 l’objectiu	 d’assolir	 conversions	

pràcticament	 totals.	 Com	 a	 base	 de	 reacció	 s’ha	 provat	 la	 utilització	 de	 K3PO4	 i	 Et3N.	

Primerament	es	va	utilitzat	K3PO4,	però	a	causa	de	l’elevada	quantitat	de	salts	presents	en	

el	 cru	 de	 reacció	 (aproximadament	 el	 70%	 en	 pes)	 es	 va	 obtenir	 una	 baixa	 quantitat	

d’oxazolina	pura	(100	mg	cru/500	mg	cartutx	PGC).	Alternativament,	s’ha	utilitzat	Et3N	com	

a	base,	permetent	el	procés	de	dessalat	per	filtració	utilitzant	una	reïna	bàsica	d’intercanvi	

iònic	(Amberlyst	A-21).	Les	salts	de	trietilamina	són	convertides	en	trietilamina	volàtil,	que	

s’elimina	 posteriorment	 en	 el	 procés	 de	 liofilització.	Mitjançant	 la	 utilització	 de	 CDMBI	 i	

H-1	(oxa)	

H-1	 backbone	

Et3N	 Et3N	

CH3	
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Et3N	 en	medi	 aquós	 s’ha	 obtingut	 un	 rendiment	 del	 78%	 (128	mg	d’oxazolina/165	mg	de	
(GlcNAc)5	 inicial).	Tot	 i	eliminar	 les	salts,	 la	mostra	conté	aproximadament	un	3%	(p/p)	de	
clorur	de	trietilamoni,	calculat	a	partir	de	l’anàlisi	per	1H-RMN	(Figura	2.16A).		

	 	

	
Figura	2.16.	Anàlisi	del	producte	de	síntesi	del	derivat	oxazolina	de	pentaacetilquitopentaosa.	
A)	Espectre	1H-RMN,	B)	Cromatograma	d’HPLC-MS	

	
L’anàlisi	 per	 HPLC-MS	 (Figura	 2.16B)	 revela	 una	 puresa	 del	 89%	 en	 (GlcNAc)5-ox,	 i	 la	
presència	 també	 d’un	 1,4%	 de	 (GlcNAc)4-ox.	 Ambdues	 anàlisis,	 HPLC-MS	 i	 1H-RMN	
(5,95	ppm),	confirmen	la	presència	del	derivat	oxazolina.		

2.2.1.2.	Síntesi	d’oxazolines	de	COS	parcialment	desacetilats		

Previ	a	la	síntesi	de	la	oxazolina,	es	preparen	(GlcNAc)5	 i	(GlcNAc)3	monodesacetilats	en	la	
segona	 unitat	 des	 de	 l’extrem	 no-reductor	 per	 desacetilació	 dels	 COS	 mitjançant	 la	
desacetilasa	 de	 Vibrio	 cholerae	 (VcCDA),	 caracteritzada	 en	 el	 Laboratori	 de	 Bioquímica	
d’IQS		(Andrés	et	al.,	2014),	que	desacetila	específicament	el	segon	residu	des	de	l’extrem	
no-reductor.		

L’expressió	de	l’enzim	es	realitza	mitjançant	el	mètode	d’autoinducció,	en	cèl·lules	d’E.coli	
BL21(DE3)star	 transformades	 amb	 un	 plasmidi	 pET22b	 que	 conté	 el	 gen	 codificant	 pel	
domini	 catalític	 de	 VcCDA	 en	 marc	 de	 lectura	 amb	 una	 cua	 Strep-Tag	 II.	 La	 proteïna	 es	
purifica	 mitjançant	 cromatografia	 d’afinitat	 amb	 una	 columna	 Strep-Trap	 seguint	 el	
protocol	 del	 fabricant	 (GE	 Healthcare),	 però	 es	 realitza	 6	 cicles	 de	 càrrega-elució-
regeneració	(Figura	2.17)	a	causa	de	l’elevat	volum	de	lisat	de	proteïna.		

H-1	(oxa)	

CH3	

Et3N	

Et3N	

DMSO	

     1.00  ml/min
Injection date: 2/29/2016 6:49:04 PM             10 uL

Sample Name: EP59-2-115.2 Vial 36
Acq Operator: SYSTEM      229bar

Analysis method: D:\HPLC-MS acid\1602_LCMS\899160229A_PC2_F1
2016-02-29 15-38-24\600_D90B_20_D70B_5_B100->

        25ºC
 

Sample Info: Column Hypercarb 100 x 4.6mm 3um (COL-HP-99)
B: ACN   D:NH4HCOO  (10:90)---20min---(30:70)---5min---(
100:0)
2 mg/mL en H2O
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 DAD1 A, Sig=200,4 Ref=off (D:\HPLC-MS...MS\899160229A_PC2_F1 2016-02-29 15-38-24\A1604601_EP59-2-115-2.D)
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 MSD1 TIC, MS File (D:\HPLC-MS ACID\1602_LCMS\899160229A_PC2_F1 2016-02-29 15-38-24\A1604601_EP59-2-115-2.D)    ES-API,
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Signal: 1->: DAD1 A, Sig=200,4 Ref=off

# Meas. Ret Peak   Width   Area   Response
------------------------------------------
1     5.909 VB      0.414 220.624    0.623
2     6.775 BB      0.291 488.830    1.381
3     7.470 BV      0.227 116.557    0.329
4     7.897 VV      0.271 903.419    2.552
5     9.020 VV      0.312 3.151e4   89.003
6     9.794 VB      0.311 1.643e3    4.640
7    10.509 MM      0.361 215.767    0.609
8    12.296 MM      0.363 305.744    0.864
------------------------------------------

Signal: 2->: MSD1 TIC, MS File

# Meas. Ret Peak   Width   Area   Response
------------------------------------------
1     6.808 BV      0.261 8.424e6    9.854
2     7.521 BV      0.191 1.792e6    2.097
3     7.957 VB      0.234 2.164e6    2.532
4     9.118 MF      0.506 4.265e7   49.891
5     9.713 FM      0.396 1.982e7   23.187
6    10.563 MM      0.383 4.044e6    4.730
7    12.298 BB      0.364 6.590e6    7.709
------------------------------------------

Datafile:D:\HPLC-MS ACID\1602_LCMS\899160229A_PC2_Sample name:EP59-2-115.2   
         F1 2016-02-29 15-38-24\A1604601_EP59-2-->

created on:3/1/2016               8:20:08 AM                Page 1 of 4
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Figura	2.17.	Cromatograma	de	purificació	Strep-Trap	del	domini	catalític	de	VcCDA	
Cromatograma	 resultant	de	 la	purificació	per	 cromatografia	d’afinitat	de	VcCDA	en	 la	que	 s’ha	 realitzat	6	
càrregues	de	columna.	Els	números	indiquen	les	etapes	del	cicle	de	càrrega/elució.	1:	Càrrega;	2:	Elució;	3:	
Regeneració	amb	HABA.	Entre	cadascuna	de	les	etapes	hi	ha	una	etapa	de	rentat.	

	
Es	coneix	que	VcCDA	s’expressa	en	diferents	formes	oligomèriques,	d’entre	les	quals	només	
són	actives	el	dímer	 i	el	monòmer,	essent	aquest	últim	el	més	actiu.	Per	aquest	motiu,	el	
protocol	 de	 purificació	 establert	 consta	 d’una	 segona	 etapa	 de	 purificació	 per	
cromatografia	de	gel-filtració.	Com	que	l’objectiu	final	és	la	desacetilació	total	de	(GlcNAc)5	
i	 (GlcNAc)3,	 i	 no	 la	 caracterització	 de	 l’enzim,	 se	 suprimeix	 aquesta	 segona	 etapa	 de	
purificació.	El	gel	d’SDS-PAGE	(Figura	2.18)	revela	la	puresa	de	la	proteïna	obtinguda,	amb	
un	 pes	 molecular	 aproximat	 de	 36	kDa,	 que	 correspon	 al	 pes	 molecular	 teòric	 calculat	
d’aquesta	en	funció	de	la	seqüència	de	proteïna	(35,9	kDa).		

	
Figura	2.18.	SDS-PAGE	del	domini	catalític	de	VcCDA	
Gel	SDS-PAGE	del	procés	de	purificació	de	VcCDA.	M:	Marker	Low	Range,	FI:	Fracció	 insoluble	després	del	
procés	de	 lisi	 cel·lular,	 FS:	 Fracció	 soluble	després	del	procés	de	 lisi	 cel·lular,	 FT1-FT6:	Flow	 through	 de	 la	
columna,	E1-E6:	Elucions	de	la	proteïna.	
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Desacetilació	de	(GlcNAc)5	i	síntesi	d’ADAAA-ox	

El	 procediment	 d’obtenció	 de	 (GlcNAc)5	 monodesacetilat	 (ADAAA)	 consisteix	 en	 una	
primera	 reacció	 de	 desacetilació	 en	 la	 que	 s’incuba	 (GlcNAc)5	 amb	 VcCDA	 en	 tampó	
Na2HPO4	 50	mM	 pH	 8,5	 a	 37°C	 fins	 a	 la	 desacetilació	 completa,	 que	 succeeix	 al	 cap	 de	
48	hores	de	reacció	(Figura	2.19)	i	s’elimina	l’enzim	mitjançant	la	columna	d’afinitat	Strep-
Trap	(GE	Healthcare).		

	
Figura	2.19.	Cromatograma	d'HPLC-MS	de	la	reacció	de	desacetilació	de	(GlcNAc)5	amb	VcCDA	
Cromatograma	 control	 de	 (GlcNAc)5	 i	 a	 48	h	 de	 reacció	 de	 desacetilació	 de	 (GlcNAc)5	 amb	 VcCDA.	
Cromatogrames	de	(GlcNAc)5	i	DP5(N)	obtinguts	pel	mètode	d’HPLC	per	a	la	separació	de	quitooligosacàrids	
de	 quitosà	 un	 cop	 desacetilats	 per	VcCDA.	m/z	 dels	 adductes	 [M+H]+	 de	 (GlcNAc)5	 (m/z=1035)	 i	 DP5(N)	
(m/z=993).	

	
Seguidament	s’utilitza	una	reïna	d’intercanvi	catiònic	DOWEX	50WX8-200	per	a	purificar	el	
producte	 monodesacetilat	 de	 salts	 i	 possible	 (GlcNAc)5	 restant	 i	 s’elueix	 el	 producte	
d’interès	 amb	 un	 gradient	 d’NH3	(el	 producte	 comença	 a	 eluir	 a	 partir	 del	 3%	 d’NH3).	 En	
aquesta	 etapa	 es	 perd	 una	 gran	 quantitat	 de	 producte	 monodesacetilat	 que	 no	 queda	
retingut,	obtenint	un	rendiment	final	de	producte	desacetilat	ADAAA	del	44%	(Figura	2.20).	
Es	col·lecten	les	diferents	fraccions,	s’evapora	el	NH3	i	es	liofilitza	el	producte.		
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Figura	2.20.	Cromatogrames	d'HPLC-MS	del	procés	de	purificació	de	DP5(N)	

Cromatogrames	 de	 les	 diferents	 etapes	 de	 purificació	 amb	 la	 resina	 DOWEX	 50W8-200	 (producte	 inicial,	

càrrega,	rentat,	elució	amb	NH3	3%.	m/z	dels	adductes	[M+H]
+
	de	(GlcNAc)5	(m/z=1035)	i	DP5(N)	(m/z=993).	

	

La	 síntesi	 d’oxazolina	 es	 realitza	 en	 col·laboració	 amb	 Enantia	 SL.	 S’utilitza	 el	 mateix	

protocol	 que	 per	 a	 la	 síntesi	 de	 (GlcNAc)5-ox,	 en	 el	 que	 s’utilitza	 Et3N	 com	 a	 base	 i	 el	

compost	CDMBI	com	a	agent	condensador	deshidratant,	i	s’elimina	les	salts	mitjançant	una	

reïna	bàsica	d’intercanvi	iònic	(Amberlyst	A-21)	(Figura	2.21).	

	

Figura	2.21.	Síntesi	d'ADAAA-ox	mitjançant	la	utilització	de	CDMBI	

	

S’ha	obtingut	un	rendiment	(p/p)	en	ADAAA-ox	del	82%.	Tot	 i	eliminar	 les	salts,	 la	mostra	

conté	aproximadament	un	8%	 (p/p)	de	clorur	de	 trietilamoni,	 calculat	a	partir	de	 l’anàlisi	

per	
1
H-RMN	(Figura	2.22A).		

L’anàlisi	per	HPLC-MS	(Figura	2.22B)	revela	una	puresa	del	75%	en	ADAAA-ox,	i	la	presència	

d’un	20%	d’un	compost	no	determinat	amb	una	relació	m/z	=	990.	Ambdues	anàlisis,	HPLC-

MS	i	
1
H-RMN	(5,95	ppm),	confirmen	la	presència	del	derivat	oxazolina.		
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Figura	2.22.	Anàlisi	del	producte	de	síntesi	del	derivat	oxazolina	d'ADAAA.	
A)	Espectre	1H-RMN,	B)	Cromatograma	d’HPLC-MS	

	
Desacetilació	de	(GlcNAc)3	i	síntesi	d’ADA-ox	

Per	 a	 la	 reacció	 de	 desacetilació	 de	 (GlcNAc)3,	 i	 després	 de	 veure	 en	 el	 cas	 anterior	 la	
pèrdua	 de	 producte	 monodesacetilat	 DP5(N)	 en	 el	 procés	 de	 purificació	 amb	 la	 reïna	
DOWEX	 50WX8-200,	 s’ha	 decidit	 eliminar	 aquesta	 etapa,	 i	 per	 aquest	 motiu,	 un	 cop	
purificada	la	proteïna	VcCDA	es	realitza	un	canvi	de	tampó	a	bicarbonat	amoni	25	mM	pH	
8,5	 per	 a	 disminuir	 la	 presència	 de	 salts	 en	 la	 reacció	 de	 desacetilació.	 Prèviament	 a	 la	
reacció	de	desacetilació	preparativa	es	comprova	que	VcCDA	manté	l’activitat	amb	aquest	
tampó.	

Es	realitza	3	reaccions	de	desacetilació	preparatives	en	les	que	s’incuba	l’enzim	VcCDA	amb	
(GlcNAc)3	en	50	mM	NH4HCO3	pH	8’5,	a	37°C	en	agitació.	Al	 cap	de	2	hores	de	 reacció	es	
torna	a	afegir	enzim	a	cadascuna	de	les	reaccions	i	s’incuben	fins	a	una	conversió	total	de	
(GlcNAc)3	a	ADA,	que	s’observa	al	cap	de	48	hores.	El	seguiment	de	la	reacció	es	realitza	per	
HPLC-MS	 (Figura	 2.23).	 Un	 cop	 finalitzada	 la	 reacció	 es	 procedeix	 a	 l’eliminació	 de	 la	
proteïna	mitjançant	 la	columna	d’afinitat	Strep-Trap	 (GE	Healthcare),	 s’ajunta	el	producte	
de	les	3	reaccions,	es	comprova	la	presència	d’ADA	per	TLC,	i	es	liofilitza	el	producte	abans	
de	la	síntesi	d’oxazolina.		

H-1	(oxa)	

CH3	

Et3N	 Et3N	

DMSO	

     1.00  ml/min
Injection date: 7/27/2015 12:58:57 PM             10 uL

Sample Name: EP59-2-040-3 Vial 54
Acq Operator: SYSTEM      211bar

Analysis method: C:\Chem32\1\DATA\1507_LCMS\899150727A_PC2_F1
2015-07-27 10-13-06\600_D90B_20_D70B_5_B100->

        25ºC
 

Sample Info: Column Hypercarb 100 x 4.6mm 3um (COL-HP-99)
B: ACN   D:NH4HCOO  (10:90)---20min---(30:70)---5min---(
100:0)
2 mg/mL en H2O
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 MSD1 TIC, MS File (C:\CHEM32\1\DATA\1507_LCMS\899150727A_PC2_F1 2015-07-27 10-13-06\12310_EP59-2-040-3.D)    ES-API, P

 1
0.

67
4

 1
5.
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5

 1
4.

38
1

 1
2.

57
0

 1
1.

34
5

Signal: 1->: DAD1 A, Sig=200,4 Ref=off

# Meas. Ret Peak   Width   Area   Response
------------------------------------------
1    10.639 MM      0.223 306.809    1.483
2    11.305 MM      0.319 1.559e4   75.344
3    12.530 MM      0.371 4.195e3   20.275
4    14.293 MF      0.194 130.619    0.631
5    14.612 FM      0.299 336.458    1.626
6    15.700 MM      0.227 132.565    0.641
------------------------------------------

Signal: 2->: MSD1 TIC, MS File

# Meas. Ret Peak   Width   Area   Response
------------------------------------------
1    10.674 MM      0.186 1.902e6    2.098
2    11.345 MM      0.621 4.191e7   46.224
3    12.570 MM      0.513 1.530e7   16.878
4    14.381 MF      0.295 5.461e6    6.023
5    14.675 FM      0.508 2.110e7   23.265
6    15.755 MM      0.341 4.998e6    5.512
------------------------------------------

Meas.RT Area Height mAU Area  % Width min Spectra

Datafile:C:\CHEM32\1\DATA\1507_LCMS\899150727A_   Sample name:EP59-2-040-3   
         PC2_F1 2015-07-27 10-13-06\12310_EP59-2->

created on:7/27/2015              3:38:05 PM                Page 1 of 4
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Figura	2.23.	Cromatogrames	d'HPLC-MS	de	la	reacció	de	desacetilació	de	(GlcNAc)3	amb	VcCDA	
Cromatogrames	 de	 diferents	 temps	 de	 reacció	 (15	min,	 2	h	 i	 48	 h)	 de	 la	 desacetilació	 de	 (GlcNAc)3	 amb	
VcCDA,	obtinguts	pel	mètode	d’HPLC	per	a	la	separació	de	quitooligosacàrids	de	quitosà	un	cop	desacetilats	
per	VcCDA.	m/z	dels	adductes	[M+H]+	de	(GlcNAc)3	(m/z=629)	i	DP3(N)	(m/z=587).	

	
Per	a	la	síntesi	d’oxazolina	(Figura	2.24)	s’adapta	el	protocol	modificat	per	Enantia	SL.	

	

Figura	2.24.	Síntesi	d'ADA-ox	mitjançant	la	utilització	de	CDMBI	

	
Les	 diferents	 fraccions	 col·lectades	 de	 producte	 es	 liofilitzen	 i	 s’analitzen	 per	 HPLC-MS	
(Figura	 2.25).	 L’anàlisi	 de	 les	 fraccions	 3-9	 revela	 la	 presència	 d’ADA-ox	 (m/z=568)	 però	
també	de	producte	no	activat	ADA	(m/z=586).	A	partir	de	la	fracció	19	també	es	detecta	un	
pic	 amb	m/z	 corresponent	 a	 (GlcNAc)3-ox,	 el	 que	 suggereix	 que	 en	 la	mostra	 de	 partida	
utilitzada	per	a	 la	 síntesi	d’oxazolina	hi	ha	un	 romanent	de	 (GlcNAc)3	no	desacetilat	en	 la	
reacció	amb	VcCDA.		
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Figura	2.25.	Cromatogrames	d'HPLC-MS	de	la	reacció	de	síntesi	d'ADA-ox	
A)	Cromatogrames	de	diferents	fraccions	de	la	reacció	de	síntesi	en	els	que	se	segueix	les	m/z	de	DP3(N)-ox,	
DP3(N)	 i	 (GlcNAc)3-ox.	 B)	 Espectres	 iònics	 de	 DP3(N)-ox	 i	 DP3(N)	 obtinguts	 en	 la	 fracció	 3	 (F3).	m/z=285	
[DP3(N)-ox	 +	 2H]2+;	 m/z=569	 [DP3(N)-ox	 +	 H]+;	 m/z=591	 [DP3(N)-ox	 +	 Na]+;	 m/z=294	 [DP3(N)	 +	 2H]2+;	
m/z=587	[DP3(N)	+	H]+;	m/z=609	[DP3(N)	+	Na]+.	
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2.2.1.3.	Estabilitat	de	les	oxazolines	

Anteriorment	 en	 el	 Laboratori	 de	 Bioquímica	 s’ha	 estudiat	 l’estabilitat	 de	 l’oxazolina	
utilitzant	 el	 derivat	 oxazolina	 d’N-acetilglucosamina,	 com	 a	 model	 (Val-Cid,	 2016).	 Es	 va	
monitoritzar	 per	 1H-RMN	 la	 hidròlisi	 de	GlcNAc-ox	 en	 tampó	 citrat-fosfat	 50	mM	amb	un	
10%	 de	 D2O	 en	 un	 interval	 de	 pH	 d’entre	 3,5	 i	 9,	 en	 que	 es	 van	 integrar	 les	 senyals	 a	
5,95	ppm	 (J=	 7,4Hz,	 H-C1	 de	 l’oxazolina),	 5,05	 ppm	 (J=	 3,7	 Hz,	 H-C1	 de	 l’α-GlcNAc)	 i	
4,50	ppm	 (J=	 8,9	Hz,	 H-C1	 β-GlcNAc).	 Es	 van	 representar	 les	 velocitats	 d’hidròlisi	 de	
l’interval	 de	 pHs	 entre	 4,5	 i	 8	 (Figura	 2.26)	 i	 es	 va	 calcular	 un	 pKa	 aparent	 de	 5,4.	 La	
oxazolina	mostra	una	estabilitat	 reduïda	 a	pHs	 àcids	 essent	hidrolitzada	espontàniament,	
mentre	 que	 a	 pHs	 superiors	 a	 6,5	 es	manté	 estable	 durant	 les	 20	hores	 de	 l’anàlisi.	 Per	
aquest	motiu,	les	activitats	glicosintasa	assajades	en	aquest	treball	s’han	realitzat	a	pH	7,	en	
que	l’oxazolina	és	estable.		

	
Figura	2.26.	Estabilitat	del	donador	oxazolina	a	diferents	valors	de	pH	

	

2.2.2.	Intent	de	desenvolupament	d’un	mètode	de	cribratge	en	placa	

Primerament,	per	a	avaluar	els	diferents	mutants	glicosintasa,	s’ha	decidit	desenvolupar	un	
mètode	de	cribratge	en	placa	per	a	l’anàlisi	en	massa	dels	diferents	mutants.		

El	mètode	es	basa	en	un	assaig	enzimàtic	acoblat	compost	per	dues	reaccions	(Figura	2.27).	
En	la	primera	reacció,	s’utilitza	el	derivat	oxazolina	de	diacetilquitobiosa	com	a	donador,	 i	
GlcNAc-MU	com	a	acceptor	per	a	la	reacció	glicosintasa.	Un	mutant	glicosintasa	actiu	ha	de	
ser	capaç	de	formar	el	producte	(GlcNAc)3-MU,	com	a	producte	de	la	condensació	donador-
acceptor.	 El	 producte	 d’aquesta	 primera	 reacció	 és	 substrat	 de	 la	 segona,	 on	 una	
endoquitinasa	 alliberarà	 l’aglicó	 fluorogènic	 del	 substrat	 (però	 no	 del	 GlcNAc-MU	 inicial)	
donant	lloc	a	(GlcNAc)3.		
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Figura	2.27.	Esquema	de	l'assaig	acoblat	de	cribratge	en	placa	per	a	la	detecció	de	mutants	glicosintasa	

	
El	primer	pas	del	desenvolupament	de	l’assaig	s’ha	basat	en	la	cerca	d’una	quitinasa	per	a	

la	segona	reacció,	capaç	d’hidrolitzar	el	grup	4-MU	del	trisacàrid	(GlcNAc)3-MU	però	no	de	

GlcNAc-MU,	utilitzat	com	acceptor	de	la	primera	reacció	de	l’assaig.			

S’ha	 escollit	 la	 quitinasa	 comercial	 d’Streptomyces	 griseus	 que	 és	 capaç	 d’hidrolitzar	
(GlcNAc)3-pNP,	alliberant	-pNP,	però	no	GlcNAc-pNP	(Frederiksen	et	al.,	2015).		

Amb	 l’objectiu	 de	 comprovar	 l’activitat	 de	 la	 quitinasa	 d’S.	 griseus,	 s’han	 realitzat	 dues	
reaccions,	una	amb	GlcNAc-MU	i	 l’altra	amb	(GlcNAc)3-MU.	S’ha	utilitzat	una	concentració	

de	substrat	de	50	µM	dissolt	en	 tampó	 fosfat	50	mM	pH	6	 i	una	concentració	d’enzim	de	

42	µg·mL-1.	 La	 reacció	 s’ha	dut	a	 terme	a	30°C,	 i	 s’ha	monitoritzat	 l’alliberament	del	 grup	

fluorogènic	durant	40	minuts	(Figura	2.28).	

	

Figura	2.28.	Activitat	d'hidròlisi	de	la	quitinasa	d'S.	griseus	
Condicions	de	la	reacció:	[Quitinasa]	=	42	µg·mL-1,	[Substrat]	=	50	µM,	tampó	fosfat	50	mM,	pH	7,	30°C.	

	



CAPÍTOL	2	

	 87	

Els	resultats	confirmen	la	capacitat	de	l’enzim	d’hidrolitzar	el	grup	fluorogènic	del	trisacàrid	

però	no	del	monosacàrid.	Aquests	resultats	confirmen	la	possibilitat	d’utilitzar	la	quitinasa	

d’S.	griseus	en	la	segona	reacció	de	l’assaig	enzimàtic	acoblat.		

Un	 cop	 seleccionada	 la	 quitinasa	 per	 a	 la	 segona	 reacció,	 es	 procedeix	 a	 comprovar	 la	

funcionalitat	 de	 l’assaig.	 L’assaig	 es	 realitza	 en	 microplaca,	 mitjançant	 la	 plataforma	

robòtica	 Bravo	 (Agilent).	 Per	 a	 la	 reacció	 glicosintasa	 s’utilitza	 la	 quitinasa	 A	 de	 Bacillus	
circulans	a	una	concentració	de	100	nM.	BcChiA	és	una	de	les	quitinases	seleccionades	en	
aquesta	 tesi	 per	 a	 l’aplicació	 de	 l’estratègia	 glicosintasa	 per	mutació	 del	 residu	 assistent.	

L’expressió	i	caracterització	de	l’enzim	wt	i	del	mutant	D202A	es	presenten	en	el	capítol	3.		

Es	 mescla	 (GlcNAc)2-ox	 amb	 un	 excés	 d’acceptor	 GlcNAc-MU	 (relació	 1:5),	 per	 a	 evitar	

l’autocondensació	del	 donador,	 en	 tampó	 fosfat	 50	mM	pH	7	 i	 s’afegeix	 la	 quitinasa	 amb	

activitat	de	TG	(BcChiA	per	a	aquest	primer	assaig).	Al	cap	d’una	hora	de	reacció	s’afegeix	la	

quitinasa	d’S.	griseus	 i	s’incuba	la	reacció	a	30°C.	Finalitzat	el	temps	d’incubació,	s’atura	la	

reacció	mitjançant	 una	 dilució	 1:9	 en	 una	 solució	 de	 glicina	 0,3	M	 pH	10,3	 i	 es	 llegeix	 la	

fluorescència	(λexcitació	360	nm,	λemissió	460	nm).	De	la	mateixa	manera,	es	realitza	una	

reacció	 en	 la	 que	 no	 s’afegeix	 la	 quitinasa	 d’S.	 griseus	 i	 una	 en	 la	 que	 no	 s’afegeix	 la	
quitinasa	de	B.	circulans.		

Taula	2.13.	Reaccions	de	comprovació	de	l’assaig	acoblat	

	 1	 2	 3	 4	 5	 6	
GlcNAc-MU	 2,5	mM	 2,5	mM	 2,5	mM	 2,5	mM	 2,5	mM	 2,5	mM	

(GlcNAc)2-ox	 0,5	mM	 0,5	mM	 0,5	mM	 -	 -	 0,5	mM	

GS	
BcChiA	wt	
100	nM	

BcChiA	wt	
100	nM	

-	
BcChiA	wt	
100	nM	

-	 -	

Quitinasa		
S.	griseus	

40	µg·mL-1	 -	 40	µg·mL-1	 -	 40	µg·mL-1	 -	

UF	 3210	 3330	 310	 10	 24	 7	
	

Els	resultats	d’aquesta	primera	prova	de	l’assaig	(Taula	2.13)	mostren	com	la	quitinasa	de	B.	
circulans	és	capaç	de	formar	l’enllaç	glicosídic	entre	(GlcNAc)2-ox	i	GlcNAc-MU,	donant	lloc	

a	(GlcNAc)3-MU,	però	a	l’hora	és	capaç	d’hidrolitzar-lo	alliberant	4-MU.	Per	altra	banda,	la	

quitinasa	d’S.	griseus	té	activitat	transglicosidasa	utilitzant	(GlcNAc)2-ox	com	a	donador.	Per	

tant,	 per	 a	 la	 optimització	 de	 l’assaig,	 s’ha	 d’eliminar	 la	 oxazolina	 que	 no	 ha	 reaccionat	

abans	de	que	es	doni	la	segona	reacció.		

Per	tal	d’eliminar	la	oxazolina,	es	va	pensar	en	utilitzar	azida	de	sodi	(NaN3),	per	a	formar	la	

glicosil-azida.	 Amb	 la	 voluntat	 d’afegir	 NaN3	 un	 cop	 finalitzat	 el	 temps	 d’incubació	 de	 la	

reacció	 glicosintasa,	 i	 seguidament	 afegir	 la	 quitinasa	 d’S.	 griseus,	 primerament	 es	

comprova	l’efecte	de	l’azida	sobre	aquest	enzim.		

Es	 realitza	 dues	 reaccions	 en	 les	 que	 s’utilitza	 50	µM	 de	 (GlcNAc)3-MU	 com	 a	 substrat	 i	

40	µg·mL-1	d’enzim,	dissolts	en	tampó	fosfat	50	mM	pH	7.	En	una	de	les	reaccions	s’afegeix	

360	mM	 d’NaN3.	 Es	 monitoritza	 l’increment	 de	 fluorescència	 com	 a	 conseqüència	 de	
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l’alliberació	de	4-MU	(Figura	2.29).	S’observa	una	inhibició	parcial	de	l’activitat	d’hidròlisi	de	

la	quitinasa	d’S.	griseus	en	la	reacció	amb	NaN3.		

	

Figura	2.29.	Efecte	de	NaN3	sobre	l'activitat	d'hidròlisi	de	(GlcNAc)3-MU	de	la	quitinasa	d'S.	griseus	
Condicions	 de	 la	 reacció:	 [Quitinasa	 d’S.	 griseus]	=	40	µg·mL

-1
,	 [(GlcNAc)3-MU]	=	50	µM,	 tampó	 fosfat	

50	mM,	pH	7,	30°C.	

	

En	paral·lel	es	realitza	el	mateix	assaig	en	discontinu,	i	en	microplaca.	Els	resultats	mostren	

una	inhibició	parcial	de	la	quitinasa	d’S.	griseus	al	cap	de	5	minuts	de	reacció,	però	a	temps	

d’incubació	més	llargs	aquesta	diferència	és	pràcticament	inexistent	(Figura	2.30).	Per	tant,	

els	resultats	suggereixen	que	la	presència	d’NaN3	no	tindria	un	efecte	negatiu	en	l’acció	de	

la	quitinasa	d’S.	griseus	en	l’assaig	acoblat.		

	
Figura	2.30.	Efecte	de	NaN3	sobre	l'activitat	d'hidròlisi	de	(GlcNAc)3-MU	de	la	quitinasa	d'S.	griseus,	assaig	en	
microplaca.	 Condicions	 de	 la	 reacció:	 [Quitinasa	 d’S.	 griseus]	=	40	µg·mL

-1
,	 [(GlcNAc)3-MU]	=	50	µM,	

Na2HPO4	50	mM,	pH	7,	30°C.	

	

Per	 altra	 banda,	 s’ha	 analitzat	 per	 1H-RMN	 una	 mostra	 de	 (GlcNAc)2-ox	 tractada	 amb	

360	mM	 d’NaN3.	 Els	 resultats	 de	 l’RMN	 de	 protó	 (Figura	 2.31)	 mostren	 el	 senyal	

corresponent	 al	 protó	 anomèric	 de	 la	 oxazolina	 (6,3	ppm),	 indicant	 la	 presència	 de	

(GlcNAc)2-ox	no	hidrolitzada	en	la	mostra.	

L’addició	de	NaN3	en	l’assaig	no	és	suficient	per	a	hidrolitzar	l’oxazolina	completament,	per	

tant,	 la	 quitinasa	 d’S.	 griseus	 no	 només	 hidrolitzarà	 el	 (GlcNAc)3-MU	 format	 pel	 mutant	
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glicosintasa	 sinó	 que	 també	 tindrà	 lloc	 la	 reacció	 de	 transglicosidació	 entre	 el	 donador	

oxazolina	restant	i	l’acceptor.		

	

	

Figura	2.31.	Espectre	d'RMN	de	(GlcNAc)
2
-ox	tractada	amb	360	mM	d'NaN

3
	durant	24	hores	

	

Com	a	conseqüència	dels	resultats	obtinguts,	no	es	continua	amb	la	optimització	de	l’assaig	

acoblat	per	al	cribratge	en	massa	i	s’analitza	l’activitat	glicosintasa	dels	enzims	seleccionats	

a	partir	de	reaccions	de	polimerització.	

2.2.3.	Reacció	de	polimerització:	anàlisi	per	MALDI-TOF-MS	

Finalment	 es	 decideix	 analitzar	 l’activitat	 glicosintasa	 dels	 mutants	 de	 les	 diferents	

quitinases	seleccionades	per	MALDI-TOF-MS.		

L’assaig	 es	 fonamenta	 en	 el	 seguiment	 d’una	 reacció	 d’auto-condensació	 del	 derivat	

oxazolina	de	pentaacetilquitopentaosa,	(GlcNAc)
5
-ox	com	a	donador	activat	(Figura	2.32).		

	

Figura	2.32.	Esquema	de	la	reacció	d'auto-condensació	de	(GlcNAc)
5
-ox	

	

Per	 a	 la	 reacció	 de	 polimerització	 s’incuba	 una	 elevada	 concentració	 de	 donador	 amb	

l’enzim	i	es	realitza	el	seguiment	de	la	formació	d’un	precipitat,	com	a	conseqüència	de	la	

insolubilitat	dels	polímers	de	quitina	formats.	El	precipitat	format	és	aïllat	per	centrifugació	

i	analitzat	per	MALDI-TOF-MS.	Les	condicions	de	l’assaig	es	mostren	a	la	Taula	2.14.	
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Taula	2.14.	Condicions	de	l’assaig	d’activitat	glicosintasa	

	 Donador	 [(GlcNAc)5-ox]	=	24	mM	

	 Tampó	 Fosfat	50	mM	pH	7,	37°C	

	 Enzim	 1	mg·mL
-1
		

	

El	 precipitat	 comença	 a	 formar-se	 al	 cap	 d’1-2	 hores	 de	 reacció.	 Se	 separa	 el	 precipitat	

format	 després	 de	 2	 i	 18	 hores	 de	 reacció,	 amb	 l’objectiu	 d’identificar	 els	 polímers	

insolubles	 formats	 presents	 en	 la	 fracció	 insoluble	 i	 realitzar	 un	 seguiment	 temporal	

d’aquests.		

Es	presenta	 la	 reacció	de	polimerització	de	 (GlcNAc)5-ox	del	mutant	SpChiD	D151A	com	a	

exemple.		

Seguint	el	procediment	esmentat,	s’incuben	24	mM	de	(GlcNAc)5-ox	i	1	mg·mL
-1
	de	l’enzim	

SpChiD	D151A.	A	més,	en	paral·lel,	es	prepara	una	reacció	control	amb	(GlcNAc)5-ox	sense	

enzim.	 Al	 cap	 de	 18	 hores	 de	 reacció,	 en	 la	 reacció	 control	 no	 es	 detecta	 formació	 de	

precipitat	 i	 l’anàlisi	per	MALDI-TOF-MS	revela	 la	presència	únicament	de	(GlcNAc)5	(Figura	

2.33).	

	

Figura	2.33.	Espectre	de	MALDI-TOF-MS	de	la	reacció	control	de	(GlcNAc)5-ox,	sense	enzim	

Anàlisi	de	la	mescla	de	reacció	al	cap	de	18	hores	d’incubació.	

	

En	 canvi,	 en	 la	 reacció	 amb	 SpChiD	 D151A,	 al	 cap	 de	 2	 hores	 de	 reacció	 ja	 s’observa	
formació	de	precipitat,	aquest	s’aïlla	i	es	liofilitza	un	cop	realitzats	els	rentats	amb	aigua.	Es	

calcula	 la	massa	 del	 precipitat	 (en	mg)	 per	 tal	 de	 determinar	 el	 rendiment	 de	 la	 reacció	

(p/p)	i	s’analitza	per	MALDI-TOF-MS	utilitzant	DHB	com	a	matriu	(Figura	2.34).	
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Figura	2.34.	Espectre	de	MALDI-TOF	de	la	reacció	de	polimerització	de	(GlcNAc)5-ox	catalitzada	per	SpChiD	
D151A.		
Espectre	dels	productes	resultants	de	la	polimerització	de	(GlcNAc)5-ox	catalitzada	pel	mutant	SpChiD	D151A	
al	cap	de	2	hores	de	reacció.	Anàlisi	de	la	barreja	de	COS	presents	en	la	fracció	insoluble.	DPn	=	(GlcNAc)n	
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Per	 a	 cadascun	 dels	 quitooligòmers	 es	 detecta	 diferents	 pics,	 corresponents	 a	 diferents	
adductes	formats.	Els	pics	amb	una	intensitat	més	alta	corresponen	als	adductes	amb	sodi	
(+23)	i	potassi	(+39).	Per	a	cadascuna	de	les	espècies	també	es	detecta	un	pic	equivalent	a	
una	relació	m/z	corresponent	a	M+103.	En	presència	de	DMSO,	quan	s’utilitza	metodologia	
ESI,	es	formen	també	adductes	amb	sodi	amb	una	relació	m/z	+101	(Keller	et	al.,	2008).	Tot	
i	que	aquests	adductes	no	s’han	descrit	en	MALDI-TOF-MS,	els	pics	corresponents	a	M+103	
podrien	 explicar-se	 com	 a	 resultat	 de	 la	 formació	 de	 l’adducte	 M+DMSO+Na.	 Per	 altra	
banda	 també	 es	 detecta	 un	 altra	 pic	 amb	 una	 relació	m/z	 corresponent	 a	M-14.	 Aquest	
podria	explicar-se	com	a	causa	de	la	pèrdua	de	–CH2	del	grup	N-acetil	de	l’oxazolina.	

D’altra	 banda,	 també	 es	 pretén	 determinar	 la	 composició	 d’aquest	 precipitat,	 és	 a	 dir,	
l’abundància	relativa	de	cadascun	dels	quitooligòmers	formats	en	la	reacció	enzimàtica	de	
polimerització.		

En	 no	 disposar	 de	 patrons	 per	 a	 cadascun	 dels	 quitooligòmers	 amb	 DP>5	 i	 per	 tant	 no	
poder	determinar	els	factors	de	resposta	(àrea/concentració),	no	es	pot	realitzar	una	anàlisi	
quantitativa	de	 la	mostra.	Tot	 i	així,	per	a	conèixer	 l’abundància	aproximada	de	cadascun	
dels	oligòmers	presents,	s’ha	decidit	normalitzar	els	valors	d’intensitat	i	àrea	del	total	dels	
adductes	de	cadascuna	de	les	espècies	pel	valor	d’intensitat	o	àrea	del	total	dels	adductes	
presents	 en	 la	 mostra	 analitzada.	 Amb	 aquest	 objectiu,	 es	 calcula	 el	 percentatge	
d’intensitat	 i	 àrea	 totals	 per	 a	 cadascuna	 de	 les	 espècies	 (tenint	 en	 compte	 tots	 els	
adductes	per	a	cada	una	de	les	espècies)	respecte	el	sumatori	de	la	intensitat	i	àrea	totals	
de	la	mostra	(Taula	2.15).	

Els	 resultats	 mostren	 com	 a	 mesura	 que	 augmenta	 el	 grau	 de	 polimerització	 del	
quitooligosacàrid/polisacàrid	 format,	 la	 relació	 entre	 àrea	 i	 intensitat	 augmenta,	 a	
conseqüència	de	l’eixamplament	dels	pics.	Per	a	l’anàlisi	dels	productes	formats,	i	per	a	la	
comparació	de	 l’abundància	de	 cadascun	dels	COS	entre	els	diferents	enzims	 s’ha	decidit	
utilitzar	els	valors	d’àrea	normalitzats.		

D’aquesta	 manera,	 en	 aquesta	 reacció	 exemplificada,	 (GlcNAc)10	 és	 el	 polímer	 més	
abundant	al	cap	de	2	h	de	reacció,	amb	una	proporció	d’un	42%	respecte	el	 total	de	COS	
presents	en	el	precipitat	format,	seguit	de	(GlcNAc)5	(substrat	de	la	reacció).		

És	important	esmentar	que	aquest	mètode	d’anàlisi	i	detecció	(MALDI-TOF-MS)	no	sempre	
permet	 identificar	 el	 derivat	oxazolina,	 ja	 que	aquest	 s’hidrolitza	 en	 l’anàlisi.	 Tot	 i	 així,	 el	
mètode	permet	 identificar	els	polímers	 insolubles	 formats,	caracteritzant	així	 si	el	mutant	
dissenyat	 té	 activitat	 glicosintasa	 mitjançant	 la	 detecció	 de	 la	 formació	 de	 (GlcNAc)10	
resultat	de	la	condensació	de	dues	molècules	del	donador	(GlcNAc)5.		
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Taula	2.15.	Anàlisi	dels	adductes	presents	en	la	mostra	de	la	reacció	de	polimerització	de	(GlcNAc)5-

ox.	

	 m/z	 Adducte	 Intens.	 Àrea	 Σ	intens.	 %	Intens.	 Σ	Àrea	 %	Àrea	 %	Àrea/		
%	Intensitat	

DP5	

971,82	 	 8846	 5760	

557307,0	 41,3	%	 519788,0	 27,2	%	 0,7	

1019,14	 [DP5	-14]	 25309	 22986	

1054,87	 [DP5ox	+	K]+	 58165	 48788	

1055,69	 	 41468	 27974	

1056,78	 [DP5	+	Na]+	 36894	 59293	

1072,87	 [DP5	+	K]+	 122510	 106927	

1073,63	 	 87998	 71050	

1074,62	 	 47281	 57059	

1119,03	
[DP5ox	+	DMSO	+	Na]+	

24839	 18821	

1119,91	 19702	 15007	

1137,07	
[DP5	+	DMSO	+	Na]+	

46814	 37007	

1137,89	 37481	 49116	

DP6	

1259,38	 [DP6	+	Na]+	 17254	 12646	

45155,0	 3,3	%	 33204,0	 1,7	%	 0,5	1275,91	 [DP6	+	K]+	 19120	 14591	

1340,24	 [DP6	+	DMSO	+	Na]+	 8781	 5967	

DP7	

1426,05	 [DP7	-	14]	 14238	 39188	

142410,0	 10,5	%	 217492,0	 11,4	%	 1,1	

1462,83	 [DP7	+	Na]+	 32027	 46280	

1478,99	 [DP7	+	K]+	 31736	 22945	

1525,28	 [DP7ox	+	DMSO	+	Na]+	 36603	 38819	

1543,08	 [DP7	+	DMSO	+	Na]+	 27806	 70260	

DP8	

1629,47	 [DP8	-	14]	 24316	 80119	

107753,0	 8,0	%	 186854,0	 9,8	%	 1,2	

1665,84	 [DP8	+	Na]+	 35145	 67091	

1682,86	 [DP8	+	K]+	 33837	 20484	

1728,35	 [DP8ox	+	DMSO	+	Na]+	 6939	 9059	

1746,11	 [DP8	+	DMSO	+	Na]+	 7516	 10101	

DP9	

1832,64	 [DP9	-	14]	 21225	 3075	

80241,0	 5,9	%	 144490,0	 7,6	%	 1,3	

1868,88	 [DP9	+	Na]+	 24915	 62226	

1884,76	 [DP9	+	K]+	 25800	 66541	

1930,88	 [DP9ox	+	DMSO	+	Na]+	 3652	 5531	

1949,09	 [DP9	+	DMSO	+	Na]+	 4649	 7117	

DP10	

2034,64	
[DP10	-	14]	

63927	 119459	

417054,0	 30,9	%	 806041,0	 42,2	%	 1,4	

2035,24	 63872	 151318	

2054,23	 [DP10ox	+	Na]+	 14801	 20821	

2072,09	
[DP10	+	Na]+	

51868	 113202	

2072,77	 49190	 113679	

2088,86	 [DP10ox	+	K]+	 64864	 126142	

2090,09	 	 64518	 141144	

2105,93	 	 6238	 1337	

2134,24	 [DP10ox	+	DMSO	+	Na]+	 10744	 1928	

2152,37	 [DP10	+	DMSO	+	Na]+	 12541	 10623	

2154,14	 	 14491	 6388	

DP15	 3103,63	 [DP15+K]+	 532	 75,7	 532,0	 0,039	%	 75,7	 0,004	%	 0,1	

	 TOTAL	 1350452	 100	 1907944,7	 100	
	

DPn	=	(GlcNAc)n	
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Capítol	3. Primera	generació	glicosintasa:	mutació	del	residu	assistent	

3.1.	Estratègia	general	per	al	disseny	de	la	primera	generació	glicosintasa	

La	tecnologia	glicosintasa	es	basa	en	la	substitució	del	residu	que	actua	com	a	nucleòfil	per	
un	residu	no	nucleofílic	en	una	glicosil-hidrolasa	amb	retenció	de	configuració	donant	lloc	a	
un	enzim	hidrolíticament	 inactiu.	A	causa	de	que	 les	quitinases	de	 la	 família	GH18	actuen	
mitjançant	un	mecanisme	catalític	assistit	per	 substrat,	 l’estratègia	 seguida	per	al	disseny	
d’un	enzim	glicosintasa	és	diferent,	substituint	el	residu	assistent	del	centre	actiu,	que	té	un	
paper	important	en	la	formació	de	l’intermedi	de	reacció	(Figura	3.1).		

	
Figura	3.1.	Mecanisme	de	les	quitinases	GH18	que	operen	per	catàlisi	assistida	per	substrat	
A)	 Reaccions	 d’hidròlisi	 i	 transglicosidació	 d’una	 quitinasa	 wt.	 B)	 Mecanisme	 tipus	 glicosintasa	 per	 als	
mutants	del	residu	assistent	amb	l’ús	d’un	donador	oxazolina	com	a	substrat.	

	
En	 les	 quitinases	 GH18,	 el	 residu	 auxiliar	 que	 assisteix	 a	 la	 formació	 de	 l’intermedi	 de	
reacció	 és	 el	 segon	Asp	 del	motiu	DxDxE,	 altament	 conservat	 en	 aquesta	 família.	 Aquest	
residu	Asp	 té	un	paper	 important	en	 la	orientació	del	grup	2-acetamida	que	actua	com	a	
nucleòfil	per	formar	l’intermedi	oxazolina.	Està	reportat	que	la	mutació	d’aquest	residu	en	
quitinases	de	la	família	GH18	dona	lloc	a	una	significant	disminució	de	l’activitat	hidrolasa	
de	l’enzim	(Papanikolau	et	al.,	2001;	Synstad	et	al.,	2004;	Tsuji	et	al.,	2010;	Zakariassen	et	
al.,	2011).		

Fins	al	moment,	sota	el	nostre	coneixement,	només	dues	publicacions	reporten	estudis	en	
que	 s’utilitza	 quitinases	 GH18	 catalíticament	 deficients	 com	 a	 glicosintases	 i	 un	 derivat	
oxazolina	 com	 a	 donador.	 Aquesta	 estratègia	 s’ha	 aplicat	 en	 la	 quitinasa	 ChiA1	 de	 B.	
circulans,	en	que	es	reporta	la	caracterització	de	diferents	mutants	dels	residus	catalítics.	La	
mutació	del	 residu	Asp202,	 corresponent	 al	 residu	 assistent,	 per	una	Asn,	 dona	 lloc	 a	un	
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bon	 catalitzador	en	 reaccions	de	polimerització	utilitzant	derivats	oxazolina	 (Shoda	et	al.,	
2002).	 També	 s’han	 caracteritzat	 els	 mutants	 BcChiA	 D200A	 (residu	 estabilitzador	 de	
l’assistent)	 i	 D202A	 com	 a	 bons	 catalitzadors	 utilitzant	 derivats	 oxazolina,	 i	 a	 més,	 la	

mutació	d’aquests	 residus	per	una	Ala	dona	 lloc	a	una	 important	disminució	de	 l’activitat	

hidrolítica	 (2,1%	 i	 1,7%	 en	 comparació	 amb	 l’enzim	wt,	 respectivament)	 (Martinez	et	 al.,	
2012).	En	els	mateixos	estudis,	també	s’ha	caracteritzat	el	mutant	BcChiA	E204Q	(el	residu	
Glu204	 actua	 com	 a	 residu	 àcid/base	 general),	 obtenint	 un	 enzim	 completament	 inactiu	

tant	hidrolíticament	com	en	la	reacció	de	polimerització.	

Considerant	els	estudis	esmentats,	per	al	disseny	dels	mutants	corresponents	a	la	primera	

generació	 glicosintasa	 s’ha	 substituït	 l’Asp	 assistent	 localitzat	 en	 el	 motiu	 de	 seqüència	

conservat	DxDxE,	per	una	Ala.	Els	 residus	 individuals	a	ser	substituïts	s’han	 identificat	per	

alineament	de	seqüència	de	les	diferents	quitinases	GH18	seleccionades	(Figura	3.2).		

	

Figura	3.2.	Alineament	de	seqüència	de	 les	quitinases	seleccionades.	S’observa	el	domini	DxDxE	conservat	

en	totes	elles.	

3.2.	 Clonatge,	 expressió	 i	 purificació	de	 les	quitinases	 seleccionades	 i	 dels	
mutants	

S’han	 produït	 els	 gens	 sintètics	 de	 les	 nou	 quitinases	 seleccionades	 (veure	 part	

experimental),	 optimitzats	 per	 a	 l’expressió	 en	E.coli.	 Els	 gens	 han	 estat	 obtinguts	 en	 els	
vectors	pMK-RQ	o	pMA-T	i	s’han	subclonat	en	un	vector	pET22b(+)	entre	les	dianes	NdeI	i	

HindIII	per	a	generar	les	corresponents	proteïnes	amb	una	cua	d’His	a	l’extrem	C-terminal	

(Figura	 3.3).	 S’han	 transformat	 cèl·lules	 d’E.coli	 DH5α	 i	 BL21(DE3)star	 amb	 els	 diferents	

plasmidis.		

	
Figura	3.3.	Mapa	d'un	exemple	de	constructe	de	pET22b(+)	amb	el	gen	codificant	per	una	quitinasa	

Mapa	en	que	es	mostra	el	subclonatge	del	gen	codificant	per	una	quitinasa	entre	les	dianes	de	restricció	per	

NdeI	i	HindIII,	així	com	la	cua	d’His	en	l’extrem	C-terminal.	
	

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

BcChiA/41-451
LpChiA/177-560
RmChiA/19-355
StmChiA/291-656
SmChiC/13-328
SpChiD/21-415
VhChiA/160-588
PfChiB/409-706
TkChiA/911-1215

- - - - - - - - - MD SY K I V GY Y P SWA A Y - - GRNY NV AD I DP T - - - - K V T H I
- SP DP DPQ P P T SK K I I GY Y P AWA T Y - - GRNYQ V AD I DA S - - - - K I T H I
- - - - - - EQ P A L D F R V VGY L Y G- - - - - - P RMD S L P V L E L S - - - - G L T H L
- - - - - - DGGT T GK RV I GY F TQWG I Y - - GRNY R V K N I D S SG SA A R L T H I
DDA A I MP S I A NK K I LMG FWHNWAAGA - SDGYQQGQ F A NM- - - - N L T D I
- - - - - - - - - - M SY L SV GY F NGGGDV T AGP GGD I NK L DV T - - - - Q I T H L
- - - - - - - - - - - - - VMGT Y F V EWG I Y - - GRDY T V DNMP VD- - - - N L T H I
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

NY A F A D I CWNG I HG- NP DP SGP NP V TWT CQN EK SQ T I NV P NGT I V L GD
NY A F A N I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T NG E I V V GD
NY A F A NV R P D- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - GR V V L ET
NY A F GNV RNNRC EVGV TQ P SDP N S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - GA GGD
P T EY NV V A V A FMK G- - - - - Q - - - - - - - - - - - - - - - - - G- - - - - I P T F K
NY S F G L I Y ND EKQ ET NP A L K DP SR L - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
L Y G F I P I C GP N E SV K SVGGN S F NA LQ T A CR - - - - - - - GV NDY EV V I HD
- - - - - - - - - - - - - NA NP I P EH F F A - - - - - - - - - - - - - P Y I DM S L SV HK
- - - - - - - - - - - - - - - - - L P EH F F A - - - - - - - - - - - - - P Y I DM S L G I HK

PW I DT GK T - - - - - F - - - - - - - - - - - A GDTWDQ P I - A G- N I NQ L NK L KQ
T Y A DT DK F - - - - - F - - - - - - - - - - - P GDCWDP GCK RG- N F NQ LQ K L K A
S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - DD SV R - - - - L R R L V GM- R
A F A DY T K A - - - - - F SA A E - - - SV SG SADTWDQ P L - RG- NWNQ L KQ L K A
P Y N L S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - DT E F - R - - - - RQ VGV L - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - HQ I Y L SP K VMA - D LQ L L P V L R K
PWA A YQ K S - - - - - F PQ - - - - - - - - - A GH EY ST P I - K G- NY AM LMA L KQ
P L V EY A K L T GT K Y F T L A F I L Y S SV Y NGP AWAG S I P L EK F V D EV R E L - -
P L V EY Y N L T GT P Y F T L A F V L Y S SV Y NGP AWAG S I P L DA F V D EV K G L - -

T NP N L K T I I SV GGWTWSNR F SDV A A T A A T R EV F A N SA VD F L - - - - - - -
A Y P H L K T L I SV GGWTWSGG F SDA A L T DA SR T K F A D SA V R F V - - - - - - -
GM EGP R I L L SV GGWTWSDY F SDA A L T EA SRQR F A E SA G S L L - - - - - - -
K Y P SMK V L I S L GGWTWSRG F S SA A R P EN- RQ A F V A SC I DA Y I K GN L P V
N SQGRA V L I S L GGADAH I E L - - - - - K T GD EDK L K D E I I R L V - - - - - - -
Q NP E L K V L L SV GGWGA - RG F SGA A A T A E SR A V F I R SVQQV I - - - - - - -
R NP D L K I I P S I GGWT L SDP F Y D F V DK K N- RDT F V A SV K K F L K - - - - - -
R E I GG EV I I A F GGA VGP Y L CQQA S - T - - - P EQ L A EWY I K V I - - - - - - -
R EA GGDV I I A F GGA VGP Y L CQQA K - T - - - P EQ L AQWY I Q V I - - - - - - -

- - - - - - - - - R K Y N F DGVD L DWEY P V SGG L DGN SK R P E - DKQNY T L L L S
- - - - - - - - - RQ Y G F DGVD L DWEY P V GGG L N- - P GR P E - DKQN F T L L LQ
- - - - - - - - - V A F D L DG L D I DWEY P GQ P G- EGNV Y R E E - DR EH F TWL L A
T DGAGGAGA A L GV F DG I D I DWEY P V A CG I E - - C GK P E - DNA N F T A LMA
- - - - - - - - - EV Y G F DG L D I D L EQ A A I GA A NNK T - - - - - - - - - - - V L P A
- - - - - - - - - KQ Y H L DG I D L DWEY P V NGAWG L V E SQ P A - DR A N F T L L L A
- - - - - - - - - TWK F Y DGVD I DWE F P GGGGA A ADK GDP V NDGP A Y I A LMR
- - - - - - - - - DT Y NA T Y L D F D I EA - - - - G I DA DK L - - - - - - - A DA L L I V
- - - - - - - - - DT Y NA T Y L D F D I E S - - - - GV DADK L - - - - - - - A DA L L I V

K I R EK L DA AGA VDGK K Y L L T I A SGA SA T Y A - - A NT E L A K I A A I V DW I N
KMR EK L NA AGQQDGK K Y L L T I A SGA SP NY V - - Q NT E L GQV K DY VDW I N
SV R A V L D S L EQ AHGR T Y L L T I A A A AGP EY L - - K HV E I AQ VQ A L V D F I N
E F R RQ L DA V R - - - - P G L L L T V A VGAG I DK I - - R V T DP A A Y HP Y L DY I N
A L K K V K D- HY A AQGK N F I I SMA P E F - - P - - - - - - - Y L R T NGT Y L DY I N
E L HK A L D- - - - - - - K GK L L T I A V GA NV K SPQ - EWVDV K G I A P Y L DY I N
E L R VM L D E L EA ET GR T Y E L T SA I GV GY DK I - - EDV DY ADA VQ YMDY I F
- Q R ER PW- - - - - V K F S F T L P SDP G I G L A GGY G I I ETMA K K GV RVDRVN
- Q R ER P N- - - - - V R F S F T L P SDP G I G L A GGY G I I ETMA K K GV I V DRV N

I MT - - Y D F NGAWQK I SA HNA P L NY DP - - A A SA - - - - A G- - - - - - - V P D
I MT - - Y D F HGGWENV SGHNA P L Y V DP - - SDP - - - - - - - - - - - - - - SP N
LMT - - Y D F HG SWT P HT GHHAN L Y P S S - - L DP - - - - - - - - - - - - - - - - -
VMT - - Y D F HGAWDA K T NHQ SA L F D SP - - NDP S - - - - T G- - - - - - - DQ -
A L EGY Y D F I A PQ Y Y NQGGD- G I WVD E L NAW I TQNNDA - - - - - - - - MK E
LMT - - Y DMA Y GTQ Y - - - F N SN L Y D SK - - QWP T - - - - - - - - - - - - - V A A
AMT - - Y D F Y GGWNNV P GHQ T A L Y CG S - - FMR P GQCDGGGVD ENG EP Y K
PMT - - MDY Y - - WT P SNA ENA - I K V A E - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
PMT - - MDY Y - - WT P A NADNA - I SV A E - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

A NT F N- V - A A GAQGH L DAGV P A A K L V L GV P F Y GRGWDGCAQAGNGQ - -
K ND F N- V - A A A VQNH I NA GV P A SK I VMGMP F Y GRGWQGCK ST NNGQ - -
- EG I S - V - DGA V RR Y L A A GV P G EK L V VGV P F Y GRGWRGV R P EHNGR - -
- K L Y N- S - NDA I EA F I SRGV P A A K L N L G I GY Y GRGWT GV ANANNG L - -
D F L Y Y L T E S L V T GT RGY A K I P A A K F V I G L P SNNDA A A - - - - - - - - - - -
A DR Y S - A - N F V V DNY L A AG L K P AQ L N L G I G F Y GRV P K R A T EP G I DWDK
GP A Y T - A - DNG I Q L L L AQGV P A NK L V L GT AMY GRGWEGV T P DT L T D- P
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

- - - - - - - - YQ T C T GG S SVGTW- - - - - - - - EA G S F D F Y D L EA N- - - - - Y
- - - - - - - - YQ SC T GT - P T GTW- - - - - - - - E T GV F D F SD L ENN- - - - - Y
- - - - - - - - YQ P Y EA S - - - - - - - - - - - - - - L T E E L S F A T LQ RD- - - - - Y
- - - - - - - - YQ T A T GA - A P GT Y - - - - - - - - EA G I EDWK V L K N- - - - - - -
- - - - T G- - Y V - - - - V NKQ A V Y - - - - - - - - - - - - NA F SR L DA K N L - - S I
A DA A K NP V TQ P Y F T A R ET A V F K AMG L D L T K D SY F K Y ND I V SK L L - - - N
NDPMT GT A T GK L K G ST AQGVW- - - - - - - - EDGV I DY K G I K S FM L GANN
- - NV F RQ L KQ I Y P EK SD E E I WKM I G L T PM- - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - HV F NQ L KQ I Y P DK SDD E I WGM I G L T PM- - - - - - - - - - - - - - - - - - -

I NK NGY T R YWNDT - - - A K V P Y L Y NA S - - - - NK R F I SY DDA E SVGY K T A
I NK NGY T R YWNDT - - - SK V P Y L Y NP S - - - - NGV F I SY DDA E S F GY K T S
I GR AG F V R YWD E E - - - A R A P Y LWHA A - - - - ER I F I SY EDTQ S L A EK V A
- - - L AWP GY T DNT - - - A GA TW I Y NG S - - - - T L - - WS F D- - - - - - - - - -
K G LMTWS I NWDNGK SK AGV A Y NWE F K - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DPQ RR F T A HWD SD- - - AQ V P Y L TMK SA EGK P L F A I SY ENP R SV A L K A D
T G I NG F EY GY DAQ - - - A EA PWVWNR S - - - - T G E L I T F DDHR SV L A K GN
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I GV - - - - NDDK SV F T L EDAQ - - - Q L V D
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I GT - - - - NDDK SV F S LQDA E - - - K L V D

Y I K SK G L GGAM FWE L SGDRNK T LQNK - - L K A D L - - - - - - - - - - - - - - -
F L K SK G L GGAM FWE L SGDRNGT L L NK - - L Y ND L N- - - - - - - - - - - - - -
Y V R A HR L GG LM FWEY SGD- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - T R Y A P L I Q - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Y I K SK G L GGAM FWEY GADDNNR L A HQ - - L A E S L G I - - - - - - - - - - - - -
Y A K S L G L A G L F SWE I DA DNGD I L - NA - - MH EGMA - - - - - - - - - - - - - -
WA I Q HK I G S L A FWSVDRDHP GP T G EV SP L HRGT NDP DWA F SHV F V K FM
WA I Q HK I R S L A FWSVDRDHP GP T G EV SP I HRGT SDP DWA F SHA F L R FM

- - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - -
EA F GY T F - - - - - - - - - - -
K A FQ P V A ST AQ V A V A V P V

41
177
19
291
13
21
160

73
217
50
330
55
54
188

74
218
51
331
56
55
189
409
911

120
233
67
359
76
79
229
430
928

121
234
68
360
77
80
230
431
929

150
264
81
397
92
100
261
476
974

151
265
82
398
93
101
262
477
975

191
305
122
444
128
140
302
513
1011

192
306
123
445
129
141
303
514
1012

229
341
159
489
156
178
341
541
1039

230
342
160
490
157
179
342
542
1040

275
387
205
531
194
218
387
583
1081

276
388
206
532
195
219
388
584
1082

308
417
232
563
233
246
431
604
1102

309
418
233
564
234
247
432

352
461
275
606
270
292
476

353
462
276
607
271
293
477
605
1103

379
487
296
630
294
337
516
631
1129

380
488
297
631
295
338
517
632
1130

420
528
337
656
320
382
557
651
1149

421
529
338

321
383
558
652
1150

451
560
355

328
415
588
699
1197

700
1198

706
1215

DxDxE	

Qui$nasa_pET22b(+)	

NdeI	

HindIII	

cDNA	
qui$nasa	



CAPÍTOL	3	

	 99	

Seguidament,	s’han	obtingut	els	mutants	del	residu	assistent	per	mutagènesi	dirigida	(SDM)	
i	 s’ha	confirmat	 la	mutació	per	seqüenciació	d’ADN.	Finalment	s’han	transformat	cèl·lules	
BL21(DE3)star	 amb	 els	 diferents	 plasmidis	 per	 a	 l’expressió	 i	 purificació	 dels	 mutants	
recombinants.		

Les	 proteïnes	 s’expressen	 en	 cultius	 en	 medi	 ric	 LB	 i	 inducció	 per	 IPTG.	 Es	 realitza	 una	
primera	prova	d’expressió	en	 la	que	s’indueix	el	cultiu	d’E.coli	en	estat	estacionari	a	25°C	
durant	16	hores.	 Sota	aquestes	 condicions	 les	quitinases	BcChiA,	SmChiC,	SpChiD	 i	PfChiB		
s’expressen	en	la	fracció	soluble,	LpChiA	i	TkChiA	s’expressen	tant	en	la	fracció	soluble	com	
en	 la	 insoluble,	 RmChiA	 i	 VhChiA	 només	 es	 localitzen	 en	 la	 fracció	 insoluble	 i	 en	 canvi	
StmChiA	no	s’expressa	sota	aquestes	condicions	(Figura	3.4).	Es	realitzen	diferents	assajos	
d’expressió	 per	 tal	 d’obtenir	RmChiA,	VhChiA	 i	 StmChiA	 en	 la	 fracció	 soluble.	 Es	 varia	 la	
temperatura,	concentració	d’inductor,	concentració	d’antibiòtic,	s’afegeix	glucosa	al	medi	i	
també	es	varia	el	mètode	d’inducció	realitzant	autoinducció	en	un	medi	d’LB	suplementat.	
En	cap	de	les	condicions	assajades	s’obté	proteïna	soluble.	

	
Figura	3.4.	Prova	d'expressió	de	les	quitinases	GH18	seleccionades	
Imatges	dels	gels	SDS-PAGE	(12%	d’acrilamida)	en	els	que	s’analitza	la	fracció	soluble	(FS)	i	insoluble	(FI)	de	
les	 proves	 d’expressió	 de	 les	 quitinases	 wt	 seleccionades.	 BcChiA:	 69,4	KDa;	 LpChiA:	 60,9	KDa;	 PfChiB:	
50,5	KDa;	RmChiA:	 40,3	KDa;	 StmChiA:	 68,8	KDa;	 SmChiC:	 51,8	KDa;	 SpChiD:	 44,2	KDa;	 TkChiA:	 70,6	KDa	 i	
VhChiA:	62,9	KDa.	

	
A	 causa	 del	 resultat	 d’expressió,	 només	 es	 realitza	 la	 caracterització	 enzimàtica	 de	 les	
quitinases	BcChiA,	 LpChiA,	SmChiC,	SpChiD,	PfChiB	 i	TkChiA	 i	 dels	 corresponents	mutants	
del	 residu	 assistent,	 i	 no	 de	 les	 quitinases	 RmChiA,	 StmChiA	 i	 VhChiA,	 que	 han	 estat	
descartades	per	problemes	d’expressió.		

Les	condicions	finals	per	a	l’expressió	de	les	quitinases	seleccionades	impliquen	la	inducció	
amb	IPTG	a	25°C	durant	16	h.	Un	cop	realitzada	la	lisi	cel·lular,	la	fracció	soluble	obtinguda	
és	purificada	mitjançant	cromatografia	d’afinitat.	L’anàlisi	mitjançant	un	gel	d’SDS-PAGE	de	
les	 fraccions	 recol·lectades	 revela	 que	 les	 proteïnes	 purificades	 migren	 segons	 el	 pes	
molecular	 corresponent	 (Figura	 3.5).	 Les	 fraccions	 que	 contenen	 la	 proteïna	 d’interès	
s’ajunten,	 es	 realitza	 un	 canvi	 de	 tampó	 i	 es	 concentren	 mitjançant	 un	 centricó	 de	
membrana	 de	 10	kDa	 (Merck-Millipore)	 prèviament	 a	 la	 quantificació	 de	 proteïna	 i	 la	
caracterització	enzimàtica.	S’ha	obtingut	un	rendiment	mitjà	d’entre	10	i	20	mg	de	proteïna	

	M							FS				FI								FS				FI								FS					FI							FS					FI										FS				FI							FS				FI									FS					FI				FS					FI										FS				FI								
											BcChiA							LpChiA							PfChiB							RmChiA						StmChiA				SmChiC								SpChiD				TkChiA									VhChiA	

97,4	KDa	
66,2	KDa	

45,0	KDa	

31,0	KDa	

21,5	KDa	
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per	litre	de	cultiu	en	el	cas	de	LpChiA,	SmChiC,	PfChiB	i	TkChiA,	en	canvi	aquest	rendiment	
es	veu	incrementat	fins	a	160	mg·L-1	en	el	cas	de	BcChiA	i	SpChiD.		

	
Figura	3.5.	SDS-PAGE	de	les	quitinases	GH18	wt	seleccionades	
Gels	 SDS-PAGE	 del	 procés	 de	 purificació	 de	 les	 quitinases	 amb	 les	 columnes	 His	 SpinTrap	 columns	 (GE	
Healthcare)	A)	BcChiA:	69,4	KDa;	B)	LpChiA:	60,9	KDa;	C)	SmChiC:	51,8	KDa;	D)	SpChiD:	44,2	KDa;	E)	PfChiB:	
50,5	KDa	 i	 F)	 TkChiA:	 70,6	KDa.	 M:	Marker	 Low	 Range,	 FT1-FT2:	 Flow	 through	 de	 la	 columna,	 W1-W2:	
Rentats,	E1-E4:	Elucions	de	la	proteïna,	P:	Proteïna	final,	un	cop	juntades	les	elucions	i	canviat	el	tampó.	

	
Els	 corresponents	mutants	del	 residu	assistent	han	estat	expressats	 i	 purificats	 seguint	el	
mateix	protocol	i	s’han	obtingut	amb	rendiments	similars	(Figura	3.6).		
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Figura	3.6.	SDS-PAGE	dels	mutants	del	residu	assistent	

Gels	 SDS-PAGE	 del	 procés	 de	 purificació	 de	 les	 quitinases	 amb	 les	 columnes	 His	 SpinTrap	 columns	 (GE	
Healthcare)	A)	BcChiA	D202A:	69,4	KDa;	B)	LpChiA	D316A:	60,9	KDa;	C)	SmChiC	D139A:	51,7	KDa;	D)	SpChiD	
D151A:	44,2	KDa;	E)	PfChiB	D524A:	50,4	KDa	i	F)	TkChiA	D1022A:	70,5	KDa.	M:	Marker	Low	Range,	FT1-FT2:	
Flow	 through	 de	 la	 columna,	 W1-W2:	 Rentats,	 E1-E4:	 Elucions	 de	 la	 proteïna,	 P:	 Proteïna	 final,	 un	 cop	

juntades	les	elucions	i	canviat	el	tampó.	

	

3.3.	Caracterització	de	l’activitat	hidrolítica	residual	

Per	 a	 la	 caracterització	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 tant	 de	 les	 quitinases	 salvatges	 com	 dels	

corresponents	 mutants	 se	 segueixen	 dos	 mètodes	 d’anàlisi	 diferents:	 assaig	 fluorimètric	

utilitzant	substrats	 fluorogènics	 i	anàlisi	per	HPLC-MS	utilitzant	un	substrat	natural	 (veure	

capítol	2).	En	ambdós	casos	s’analitza	l’activitat	específica	dels	enzims	(V0	vs	[E])	per	tal	de	
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comparar	l’activitat	dels	mutants	del	residu	assistent	respecte	l’activitat	de	la	quitinasa	wt	
corresponent,	i	determinar	l’efecte	d’aquesta	mutació	sobre	l’activitat	de	l’enzim.		

3.3.1.	Activitat	hidrolítica	utilitzant	substrats	fluorogènics	

Es	realitza	un	estudi	de	l’activitat	a	diferents	concentracions	d’enzim	utilitzant	els	substrats	
fluorogènics	GlcNAc-MU,	(GlcNAc)2-MU	i	(GlcNAc)3-MU.		

Amb	l’objectiu	de	determinar	els	valors	d’activitat	específica	(V0/[E],	min-1)	es	representa	la	
V0	en	front	la	concentració	d’enzim	emprada	per	a	cadascun	dels	substrats	utilitzats	(Figura	
3.7).	 En	 tots	 els	 casos,	 tal	 com	 s’esperava	degut	 a	 la	 implicació	del	 residu	 assistent	 en	 la	
catàlisi,	s’observa	una	disminució	de	l’activitat	hidrolasa	de	l’enzim	mutant	respecte	l’enzim	
salvatge.		

A)	BcChiA	wt

	

	

B)	BcChiA	D202A

	

	

C)	LpChiA	wt	

	

	

D)	LpChiA	D316A	

	

	

E)	SmChiC	wt	

	

	

F)	SmChiC	D139A	

	

	

G)	SpChiD	wt	

	

	

H)	SpChiD	D151A	
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I)	PfChiB	wt	

	 	

J)	PfChiB	D524A		

	 	
K)	TkChiA	wt	

	 	

L)	TkChiA	D1022A		

	 	
Figura	 3.7.	 Determinació	 de	 l'activitat	 específica	 de	 les	 quitinases	 i	 dels	 corresponents	mutants	 del	 residu	
assistent	per	als	diferents	substrats	fluorogènics.	
A)	BcChiA	wt;	B)	BcChiA	D202A;	C)	LpChiA	wt;	D)	LpChiA	D316A;	E)	SmChiC	wt;	F)	SmChiC	D139A;	G)	SpChiD	
wt;	H)	SpChiD	D151A;	I)	PfChiB	wt;	J)	PfChiB	D524A;	K)	TkChiA	wt;	L)	TkChiA	D1022A.	Condicions	de	l’assaig:	
[(GlcNAc)n-MU]	=	50	µM,	tampó	fosfat	50	mM,	pH	7,	37°C.	DPn	=	(GlcNAc)n	

	
A	 la	 Taula	 3.1	 es	mostra	 els	 valors	 d’activitat	 específica	 obtinguts	 (min-1)	 per	 a	 cadascun	
dels	 enzims	 estudiats,	 així	 com	 la	 comparació	 de	 l’activitat	 de	 cadascun	 dels	 mutants	
respecte	l’enzim	wt	corresponent.		

En	 relació	 a	 les	 quitinases	 bacterianes,	 BcChiA	 i	 LpChiA	 mostren	 l’activitat	 més	 elevada	
quan	utilitzen	el	substrat	més	 llarg,	 (GlcNAc)3-MU,	en	canvi,	SmChiC	és	més	activa	davant	
(GlcNAc)2-MU	com	a	substrat.	Aquestes	 tres	quitinases	mostren	una	activitat	 insignificant	
davant	GlcNAc-MU.	En	canvi,	SpChiD	exhibeix	un	comportament	diferent,	essent	més	actiu	
davant	 el	 substrat	 més	 curt,	 consistent	 amb	 la	 seva	 activitat	 quitobiasa	 reportada	
(Madhuprakash	et	al.,	2012),	i	aquesta	activitat	es	veu	disminuïda	a	mesura	que	augmenta	
la	 longitud	del	substrat.	Per	altra	banda,	en	referència	a	 les	quitinases	d’arqueus,	PfChiB	 i	
TkChiA,	 presenten	 més	 activitat	 davant	 (GlcNAc)3-MU	 i	 (GlcNAc)2-MU,	 respectivament,	 i	
l’activitat	d’ambdues	davant	GlcNAc-MU	és	pràcticament	negligible.	Cal	destacar	que	amb	
(GlcNAc)3-MU	com	a	substrat,	ambdues	quitinases	d’arqueus	només	donen	lloc	a	un	4%	de	
conversió	de	substrat	a	–MU	i	la	fluorescència	no	augmenta	al	cap	de	temps	de	reacció	més	
llargs.	 Aquest	 fet	 suggereix	 la	 hidròlisi	 del	 segon	 enllaç	 O-glicosídic	 des	 de	 l’extrem	 no	
reductor	de	(GlcNAc)3-MU,	donant	lloc	a	(GlcNAc)2	i	GlcNAc-MU,	productes	no	detectables	
mitjançant	aquest	mètode	d’anàlisi.	Conseqüentment	com	que	cap	dels	dos	enzims	no	són	
actius	 davant	 GlcNAc-MU,	 no	 es	 detecta	 increment	 de	 fluorescència	 al	 cap	 de	 temps	
d’incubació	més	llargs.	Anàlisis	prèvies	de	l’activitat	de	TkChiA	per	TLC	mostren	(GlcNAc)2	i	
GlcNAc-pNP	com	a	productes	d’hidròlisi	de	(GlcNAc)3-pNP	com	a	substrat,	d’acord	amb	els	
nostres	resultats	(Tanaka,	Fukui	and	Imanaka,	2001).		
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Taula	3.1.	Activitat	específica	(V0/[E])	de	les	diferents	quitinases	wt	i	els	mutants	del	residu	assistent	
utilitzant	(GlcNAc)n-MU	com	a	substrats	
	 V0/[E]	(min-1)	1	

GlcNAc-MU	 (GlcNAc)2-MU	 (GlcNAc)3-MU	
BcChiA	wt	 (2	±	0,1)	x	10-3	 70	±	4	 300	±	70	
BcChiA	D202A	 (3	±	1)	x	10-5	 0,036	±	0,007	 0,17	±	0,04	

D202A/wt	 1,5	x	10-2	 5,1	x	10-4	 5,7	x	10-4	
LpChiA	wt	 (2,5	±	0,2)	x	10-3	 180	±	8	 230	±	10	
LpChiA	D316A	 (1,2	±	0,8)	x	10-4	 0,040	±	0,004	 0,106	±	0,008	

D316A/wt	 4,8	x	10-2	 2,2	x	10-4	 4,6	x	10-4	
SmChiC	wt	 (6,3	±	0,5)	x	10-4	 1,90	±	0,05	 1,00	±	0,05	
SmChiC	D139A	 (1,4	±	0,1)	x	10-5	 0,035	±	0,004	 0,018	±	0,002	

D139A/wt	 2,2	x	10-1	 1,8	x	10-2	 1,8	x	10-2	
SpChiD	wt	 14,7	±	5,6	 13,5	±	6,7	 7,1	±	1,7	
SpChiD	D151A	 0,17	±	0,04	 0,022	±	0,004	 0,016	±	0,002	

D151A/wt	 1,1	x	10-2	 1,6	x	10-3	 2,3	x	10-3	
PfChiB	wt	 (8	±	1)	x	10-5	 1,302	±	0,008	 3,7	±	1,4	
PfChiB	D524A	 (7	±	2)	x	10-5	 0,040	±	0,001	 0,035	±	0,004	

D524A/wt	 8,8	x	10-1	 3,1	x	10-2	 9,4	x	10-3	
TkChiA	wt	 (3,2	±	0,2)	x	10-4	 0,58	±	0,05	 0,15	±	0,01	
TkChiA	D1022A	 (5	±	1)	x	10-5	 0,012	±	0,001	 0,010	±	0,002	

D1022A/wt	 1,6	x	10-1	 2,1	x	10-2	 6,7	x	10-2	
Condicions	de	reacció:	50	µM	de	substrat	en	Na2HPO4	50	mM	pH	7.	1Mitjana	d’un	mínim	de	3	repeticions	

	

En	 relació	 a	 l’activitat	 amb	 GlcNAc-MU,	 ha	 estat	 reportat	 prèviament	 que	 TkChiA	 no	 és	
actiu	 utilitzant	 aquest	 substrat	 (Tanaka	et	 al.,	 1999),	 ni	 tampoc	 s’ha	 detectat	 hidròlisi	 de	
(GlcNAc)2	 utilitzant	 TkChiA	 ni	 LpChiA	 (Tanaka,	 Fukui	 and	 Imanaka,	 2001;	 Shibasaki	 et	 al.,	
2014),	 confirmant	 que	 aquestes	 quitinases	 no	 tenen	 activitat	 quitobiasa,	 fet	 que	 es	
correlaciona	 amb	 els	 resultats	 obtinguts.	 A	 més,	 es	 troba	 reportat	 que	 (GlcNAc)2	 és	 el	
producte	final	d’hidròlisi	majoritari	de	les	diferents	quitinases	aquí	estudiades,	excepte	per	
SpChiD	en	que	s’obté	GlcNAc,	el	que	explica	que	no	siguin	actives	davant	GlcNAc-MU.			

Els	mutants	 simples	mostren	 el	mateix	 comportament	 de	 preferència	 de	 substrat	 que	 el	
corresponent	 enzim	 salvatge,	 excepte	 els	 mutants	 de	 les	 quitinases	 d’arqueus	 PfChiB	
D524A	 i	 TkChiA	 D1022A,	 que	 mostren	 aproximadament	 la	 mateixa	 activitat	 davant	
(GlcNAc)3-MU	 i	 (GlcNAc)2-MU,	 a	 diferència	 dels	 enzims	 wt	 que	 tenen	 preferència	 per	
(GlcNAc)3-MU	i	 (GlcNAc)2-MU,	respectivament.	A	més,	amb	ambdós	mutants,	 la	conversió	
de	(GlcNAc)3-MU	a	-MU	augmenta	fins	el	30%,	a	les	condicions	de	reacció	assajades.	A	més,	
l’activitat	dels	mutants	es	veu	reduïda	entre	2	i	4	ordres	de	magnitud.	En	el	cas	del	substrat	
més	curt,	GlcNAc-MU,	la	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	és	menor,	només	d’entre	1	i	2	
ordres	de	magnitud,	possiblement	degut	a	 la	poca	activitat	dels	enzims	wt	davant	aquest	
substrat.		
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Figura	3.8.	Representació	de	la	conversió	de	la	reacció	amb	(GlcNAc)3-MU	

	

Tenint	 en	 compte	 la	 conversió	 de	 substrat	 a	 producte,	 és	 a	 dir	 la	 concentració	 de	 4-MU	

alliberada	 respecte	 la	 concentració	 inicial	 de	 substrat	 (Figura	 3.8),	 es	 pot	 interpretar	 la	

preferència	de	posicionament	del	substrat	en	el	centre	actiu	de	l’enzim	(Figura	3.9).	Quan	

s’utilitza	 (GlcNAc)2-MU	com	a	 substrat	 s’arriba	a	una	 conversió	del	100%	al	 cap	de	4h	de	

reacció	amb	totes	les	quitinases	wt	analitzades.	Aquest	resultat	suggereix	el	posicionament	

de	(GlcNAc)2-MU	entre	els	subsetis	-2	i	+1	per	a	totes	les	quitinases.	En	canvi,	quan	s’utilitza	

(GlcNAc)3-MU	com	a	substrat	la	conversió	varia	per	a	cadascuna	(Figura	3.8),	suggerint	una	

preferència	diferent	de	posicionament	del	 substrat.	En	el	 cas	de	 les	quitinases	d’arqueus,	

PfChiB	i	TkChiA,	la	conversió	és	inferior	al	5%,	el	que	suggereix	que	(GlcNAc)3-MU	a	més	de	

posicionar-se	entre	els	subsetis	-3	i	+1,	preferiblement	es	posiciona	entre	els	subsetis	-2	i	+2	

donant	 lloc	 a	 (GlcNAc)2	 i	 GlcNAc-MU	 com	 a	 productes	 d’hidròlisi.	 En	 el	 cas	 de	 BcChiA	 i	
SpChiD	 la	 conversió	 és	 d’aproximadament	 del	 80%	 suggerint	 una	 preferència	 de	

posicionament	entre	els	subsetis	-3	i	+1,	tot	i	que	també	es	pot	donar	el	posicionament	de	

(GlcNAc)3-MU	entre	els	subsetis	-2	i	+2.	Per	últim,	en	el	cas	de	LpChiA	i	SmChiC	la	conversió	

és	del	50%,	suggerint	que	el	substrat	es	posiciona	indiferentment	entre	els	subsetis	-3	i	+1	i	

-2	i	+2.		

											 	
	

	

C)	Posicionament	de	(GlcNAc)3-MU	en	les	quitinases	GH18	

	

	

	 	
BcChiA	 76%	 24%	

LpChiA	 41%	 59%	

SmChiC	 48%	 52%	

SpChiD	 82%	 18%	

PfChiB	 4%	 96%	

TkChiA	 3%	 97%	

Figura	3.9.	Representació	esquemàtica	del	posicionament	dels	substrats	fluorogènics	en	el	centre	actiu	de	

les	quitinases	de	la	família	GH18.	

A)	Posicionament	de	(GlcNAc)2-MU	entre	els	subsetis	-2	i	+1;	B)	Posicionament	de	(GlcNAc)3-MU,	pot	donar-

se	 entre	 els	 subsetis	 -3	 i	 +1	 o	 bé	 entre	 -2	 i	 +2;	 C)	 Deducció	 del	 posicionament	 de	 (GlcNAc)3-MU	 en	 les	

quitinases	GH18	analitzades.	Anàlisi	realitzada	a	partir	de	l’alliberació	de	-MU	respecte	la	quantitat	inicial	de	

substrat.	Cercles	gris	clar:	unitats	d’	N-acetilglucosamina.	

MU -	

MU -	

MU -	

-2	 -1	 +1	

-2	 -1	 +1	 +2	-3	

A)	(GlcNAc)2-MU	

B)	(GlcNAc)3-MU	

MU -	 MU -	
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A	causa	de	que	les	quitinases	analitzades	no	hidrolitzen	l’enllaç	O-glicosídic	de	GlcNAc-MU,	

la	fluorescència	no	augmenta	al	llarg	del	temps	i	no	s’arriba	al	100%	d’alliberació	de	4-MU.	

En	canvi,	en	el	cas	d’SpChiD	wt,	 s’arriba	al	100%	de	conversió	al	cap	de	temps	de	reacció	

més	llargs,	a	causa	de	la	capacitat	d’aquest	enzim	d’hidrolitzar	GlcNAc-MU.	

3.3.2.	Activitat	hidrolítica	per	a	substrats	naturals		

Per	a	determinar	el	patró	d’hidròlisi	dels	diferents	enllaços	O-glicosídics	interns	del	substrat	
s’analitza	 l’activitat	 utilitzant	 quitotetraosa,	 (GlcNAc)4,	 el	 qual	 és	 un	 substrat	 natural	 de	

quitinases.	 S’analitza	 tant	 la	 disminució	 del	 substrat	 (GlcNAc)4	 com	 la	 formació	 dels	

productes	d’hidròlisi	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3	per	HPLC-MS.	

Totes	les	quitinases	i	els	mutants	caracteritzats	tenen	un	comportament	cinètic	diferenciat	

en	dues	fases,	una	hidròlisi	de	(GlcNAc)4	inicial	ràpida	i	conseqüentment	un	increment	ràpid	

dels	productes	d’hidròlisi	 (Figura	3.10)	que	disminueix	 al	 cap	d’1-2	minuts	de	 reacció	per	

assolir	un	estat	estacionari	(veure	capítol	2).		
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Figura	3.10.	Curs	de	reacció	de	la	hidròlisi	de	(GlcNAc)4	

Representació	 de	 la	 concentració	 de	 substrat	 ((GlcNAc)4)	 i	 productes	 ((GlcNAc)2	 i	 (GlcNAc)3)	 entre	 la	

concentració	 d’enzim	 emprada	 respecte	 el	 temps	 de	 reacció.	 Condicions	 de	 l’assaig:	 [(GlcNAc)4]	 =	 2	mM,	

tampó	fosfat	50	mM,	pH	7,	37°C.	Concentracions	d’enzim:	250	nM	BcChiA	wt;	65	µM	BcChiA	D202A;	8	nM	

LpChiA	wt;	 6,5	µM	 LpChiA	 D316A;	 150	nM	 SmChiC	wt;	 8	µM	 SmChiC	 D139A;	 0,8	µM	 SpChiD	wt;	 50	µM	

SpChiD	D151A;	90	nM	PfChiB	wt;	5	µM	PfChiB	D524A;	190	nM	TkChiA	wt;	6	µM	TkChiA	D1022A.		
DPX	=	(GlcNAc)n	

	

En	 totes	 les	 reaccions,	 tal	 com	 s’observa	 en	 la	 Figura	 3.10,	 es	 detecta	 un	 burst	 inicial,	
corresponent	 al	 primer	 temps	 de	 reacció,	 tant	 en	 el	 consum	 de	 (GlcNAc)4	 com	 en	 la	

formació	de	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3.	Aquest	burst	generalment	és	més	evident	en	el	cas	dels	

enzims	wt,	 a	 causa	 de	 l’elevada	 activitat	 hidrolasa	 d’aquests.	 A	més,	 aquest	burst	 inicial,	
que	 suggereix	 un	 estat	 pre-estacionari,	 dificulta	 la	 determinació	 de	 la	 velocitat	 inicial	 de	

consum	 dels	 enzims	 wt.	 Per	 a	 una	 determinació	 més	 exacte	 d’aquesta	 velocitat	 es	

requereix	 d’altres	 tècniques	 d’anàlisi	 com	 per	 exemple	 espectrofotometria	 stopped	 flow.	
Tot	i	així,	s’ha	determinat	la	velocitat	d’ambdues	fases	a	diferents	concentracions	d’enzim	

per	a	determinar	les	activitats	específiques	(Figura	3.11,	Taula	3.2).	
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Figura	3.11.	Determinació	de	l'activitat	específica	de	les	quitinases	i	dels	corresponents	mutants	del	residu	
assistent	per	a	(GlcNAc)4.	A)	BcChiA	wt;	B)	BcChiA	D202A;	C)	LpChiA	wt;	D)	LpChiA	D316A;	E)	SmChiC	wt;	F)	
SmChiC	 D139A;	 G)	 SpChiD	wt;	 H)	 SpChiD	 D151A;	 I)	 PfChiB	wt;	 J)	 PfChiB	 D524A;	 K)	 TkChiA	wt;	 L)	 TkChiA	
D1022A.	Condicions	de	l’assaig:	[(GlcNAc)4]	=	2	mM,	tampó	fosfat	50	mM,	pH	7,	37°C.	DPn	=	(GlcNAc)n.	
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Per	als	enzims	BcChiA	D202A	i	SmChiC	D139A,	tot	i	que	sí	es	detecta	formació	de	(GlcNAc)2	i	

(GlcNAc)3	 en	 la	 fase	 estacionària,	 no	 es	 detecta	 consum	 de	 (GlcNAc)4,	 potser	 a	 causa	 de	

reaccions	de	TG	que	succeeixen	simultàniament.	

Per	 altra	 banda,	 en	 el	 cas	 de	 les	 quitinases	 BcChiA,	 SmChiC	 i	 TkChiA,	 a	 més	 del	

comportament	 bifàsic	 esmentat,	 la	 linealitat	 V0	 vs	 [E]	 no	 es	 manté	 a	 concentracions	

elevades	d’enzim.	La	velocitat	de	consum	de	(GlcNAc)4	 i	 formació	de	(GlcNAc)2	 i	 (GlcNAc)3	

es	veuen	afectades	per	 la	 concentració	d’enzim,	disminuint	quan	 la	 concentració	d’enzim	

augmenta.	Aquests	resultats	poden	suggerir	una	possible	inactivació	enzimàtica	a	elevades	

concentracions	 d’enzim	 o	 bé	 una	 oligomerització	 enzimàtica	 que	 causa	 la	 disminució	 de	

l’activitat.	Aquest	efecte,	en	canvi,	no	 s’observa	en	els	mutants	del	 residu	assistent,	a	 les	

concentracions	assajades	(BcChiA	D202A	fins	a	88	µM,	SmChiC	D139A	fins	a	17	µM	i	TkChiA	
D1022A	fins	a	19	µM).		

Taula	3.2.	Activitat	específica	(V0/[E])	de	les	diferents	quitinases	wt	i	els	mutants	del	residu	assistent	

utilitzant	(GlcNAc)4	com	a	substrat	

	
	

Formació		
V0/[E]	(min-1)	1	

Consum	
V0/[E]	(min-1)	1	

	 (GlcNAc)2	 (GlcNAc)3	 (GlcNAc)4	
	 0	–	2	min	 2	–	20	min	 0	–	2	min	 2	–	20	min	 0	–	2	min	 2	–	20	min	

BcChiA	wt	 4400	±	600	 127	±	9	 870	±	80	 22	±	3	 -2700	±	120	 -178	±	66	

BcChiA	D202A	 2,5	±	0,3	 0,14	±	0,03	 1,55	±	0,02	 0,09	±	0,01	 -6,63	±	4,72	 ≈	-0,01	

D202A/wt	 	 1,1	x	10-3	 	 4,1	x	10-3	 	 5,6	x	10-5	

LpChiA	wt	 23688	±	2838	 1689	±	170	 6824	±	2056	 540	±	180	 -22700	±	7700	 -2280	±	1200	

LpChiA	D316A	 4,1	±	0,5	 0,39	±	0,08	 2,9	±	0,4	 0,03	±	0,01	 -4,1	±	1,5	 -1,3	±	0,5	

D316A/wt	 	 2,3	x	10-4	 	 5,6	x	10-5	 	 5,7	x	10-4	

SmChiC	wt	 4230	±	500	 35	±	5	 1890	±	90	 <10	 -2240	±	400	 -41	±	3	

SmChiC	D139A	 33	±	5	 2,0	±	0,5	 61	±	45	 <1	 -53	±	6	 -3	±	1	

D139A/wt	 	 5,7	x	10-2	 	 ≈10-1	 	 7,3	x	10-2	

SpChiD	wt	 580	±	170	 8	±	4		 377	±	90	 8	±	2		 -460	±	130	 -27	±	9	

SpChiD	D151A	 0,23	±	0,08		 0,04	±	0,03	 1,2	±	0,1	 0,4	±	0,1		 -19,5	±	5,1	 -1,1	±	0,5	

D151A/wt	 	 5,0	x	10-3	 	 5,0	x	10-2	 	 4,1	x	10-2	

PfChiB	wt	 1460	±	460	 164	±	71	 510	±	200	 94	±	10	 -3625	±	789	 -196	±	114	

PfChiB	D524A	 75	±	15	 3,7	±	1,8	 46	±	22	 1,8	±	1,1	 -91	±	2	 -7	±	3	

D524A/wt	 	 2,3	x	10-2	 	 1,9	x	10-2	 	 3,6	x	10-2	

TkChiA	wt	 3070	±	200	 125	±	20	 780	±	80	 73	±	8	 -7080	±	500	 -65	±	8	

TkChiA	D1022A	 130	±	20	 3,7	±	0,4	 90	±	10	 7	±	2	 -340	±	50	 -6	±	2	

D1022A/wt	 	 2,9	x	10-2	 	 9,6	x	10-2	 	 9,2	x	10-2	

Condicions	de	reacció:	2	mM	(GlcNAc)4	en	Na2HPO4	50	mM	pH	7.	1	Mitjana	d’un	mínim	de	3	repeticions	

	

Per	a	comparar	les	activitats	entre	els	diferents	enzims	es	fan	servir	les	velocitats	de	l’estat	

estacionari	 (entre	 2	 i	 20	minuts),	 tot	 i	 que	 s’observa	 un	 comportament	 similar	 per	 a	 les	

velocitats	de	l’estat	pre-estacionari	(Taula	3.2).	Mentre	que	la	formació	de	(GlcNAc)3	equival	

a	 la	velocitat	d’hidròlisi	de	 l’enllaç,	 la	velocitat	de	 formació	de	 (GlcNAc)2	és	el	doble	de	 la	

velocitat	 d’hidròlisi	 d’un	 enllaç	 a	 causa	 de	 l’alliberació	 de	 dues	 molècules	 del	 mateix	

producte	 per	 cada	 esdeveniment	 de	 tall.	 Les	 quitinases	 bacterianes	 BcChiA,	 LpChiA	 i	
SmChiC	 són	 els	 enzims	més	 actius	 en	 relació	 al	 consum	de	 substrat	 i	mostren	una	major	
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velocitat	 d’hidròlisi	 de	 l’enllaç	 glicosídic	 central	 del	 tetrasacàrid,	 és	 a	 dir,	 mostren	 una	
preferència	d’unió	entre	els	subsetis	 -2	 i	+2,	amb	una	alliberació	de	 (GlcNAc)2	més	ràpida	
que	de	(GlcNAc)3,	aquest	últim	provinent	de	la	unió	entre	els	subsetis	-3	i	+1,	o	amb	menor	
preferència	entre	 -1	 i	 +3.	 Per	 a	 la	quitinasa	SpChiD	 i	 les	dues	d’arqueus,	PfChiB	 i	TkChiA,	
s’observa	especificitats	diferents,	amb	afinitats	similars	per	ambdós	modes	d’unió,	és	a	dir,	
velocitats	 d’hidròlisi	 semblants	 que	 donen	 lloc	 al	 disacàrid	 i	 trisacàrid	 com	 a	 productes	
(Figura	3.12).	Aquest	comportament	es	manté	per	als	mutants	del	residu	assistent,	excepte	
per	SpChiD	D151A	que	sembla	que	presenti	major	afinitat	d’unió	entre	els	subsetis	-3	i	+1	o	
-1	i	+3,	alliberant	més	(GlcNAc)3	que	(GlcNAc)2.	La	formació	d’ambdós	productes	de	reacció	
confirma	 l’activitat	 endo-	 d’aquests	 enzims,	 atès	 que	 són	 capaços	 d’hidrolitzar	 diferents	
enllaços	de	la	cadena	de	quitina.			

	
Figura	3.12.	Representació	esquemàtica	del	posicionament	de	(GlcNAc)4	en	el	centre	actiu	de	les	quitinases	
de	la	família	GH18.	Cercles	gris	clar:	unitats	d’	N-acetilglucosamina.	

	
Els	mutants	del	residu	assistent	de	BcChiA	i	LpChiA	mostren	una	disminució	de	la	velocitat	
de	consum	de	(GlcNAc)4	d’entre	5	i	4	ordres	de	magnitud	respecte	els	enzims	wt,	però	en	
canvi,	 per	 a	 la	 resta	 de	mutants	 aquesta	 disminució	 és	 només	 de	 102	 vegades.	 Per	 a	 la	
formació	 de	 (GlcNAc)2	 i	 (GlcNAc)3	 aquesta	 disminució	 de	 l’activitat	 del	 mutant	 respecte	
l’enzim	wt	també	és	més	elevada	per	als	mutants	de	BcChiA	i	LpChiA	(Taula	3.2).		

Els	 resultats	 indiquen	 diferències	 en	 la	 magnitud	 de	 l’efecte	 de	 la	 mutació	 del	 residu	
assistent	entre	les	diferents	quitinases	que	podrien	explicar-se	com	a	conseqüència	de	les	
dissimilituds	estructurals	entre	aquestes.		

Per	 una	 banda,	 les	 quitinases	 bacterianes	 de	 la	 subfamília	 A	 presenten	un	 plegament	 de	
barril	(β/α)8,	un	domini	d’inserció	α+β	i	diversos	loops	associats	que	resulten	en	una	cavitat	
d’unió	 a	 substrat	 profunda	 que	 conté	 a	 més	 una	 quantitat	 considerable	 de	 residus	
aromàtics	(Perrakis	et	al.,	1994;	van	Aalten	et	al.,	2000).	En	canvi,	 les	quitinases	del	regne	
Archaea,	 que	 es	 classifiquen	 dins	 el	 tipus	 de	 quitinases	 de	 plantes,	 contenen	 també	 un	
plegament	 de	 barril	 (β/α)8	 però	 no	 contenen	 el	 domini	 d’inserció	 α+β	 i	 conseqüentment	
presenten	una	cavitat	poc	profunda	d’unió	a	substrat,	amb	només	un	triptòfan	exposat	en	
el	subseti	-1	(Terwisscha	van	Scheltinga,	Hennig	and	Dijkstra,	1996;	Nakamura	et	al.,	2007).		

En	relació	a	les	quitinases	caracteritzades	en	aquesta	tesi,	es	troben	resoltes	les	estructures	
de	BcChiA,	SmChiC,	SpChiD	 i	PfChiB.	BcChiA	presenta	el	domini	α+β	 i	una	cavitat	d’unió	a	
substrat	 profunda	 (Matsumoto	 et	 al.,	 1999),	 SpChiD	 també	 presenta	 aquest	 domini	 α+β	

-2	 -1	 +1	 +2	

+	

-3	 -2	 -1	 +1	

+	
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però	a	més	 també	presenta	un	 loop	 addicional	que	ocupa	part	dels	 subsetis	negatius	del	
centre	 catalític,	 característic	 d’aquesta	 quitinasa	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2013).	 En	 canvi,	
SmChiC,	tot	 i	ser	una	quitinasa	bacteriana	no	presenta	aquest	domini	d’inserció	(Payne	et	
al.,	 2012)	 i	 conseqüentment	 la	 cavitat	 d’unió	 a	 substrat	 és	menys	 profunda,	 similar	 a	 la	

quitinasa	d’arqueu	PfChiB	(Nakamura	et	al.,	2007).	Les	estructures	de	LpChiA	i	TkChiA	no	es	
troben	resoltes	però	aquestes	presenten	una	elevada	identitat	de	seqüència	amb	BcChiA	i	
PfChiB,	respectivament.	Així	doncs,	d’aquesta	manera	podria	explicar-se	el	diferent	efecte	

de	la	mutació	del	residu	assistent,	que	és	similar	per	una	banda	entre	ambdues	quitinases	

d’arqueus	i	SmChiC	i	per	altra	entre	BcChiA	i	LpChiA,	presentant	un	efecte	més	significatiu	

en	aquestes	últimes.	L’efecte	de	la	mutació	en	SpChiD	es	troba	entre	ambdues	situacions.		

Aquests	resultats	suggereixen	una	diferència	en	l’efecte	de	la	mutació	del	residu	assistent	

segons	 l’estructura	 del	 domini	 catalític	 de	 les	 quitinases	 de	 la	 família	 18	 de	 les	 glicosil	

hidrolases.	Tot	i	que	la	mutació	de	l’Asp	assistent	provoca	una	disminució	en	l’activitat	en	

totes	les	quitinases,	la	mutació	d’aquest	residu	en	quitinases	que	tenen	el	domini	d’inserció	

α+β	 provoca	 un	 efecte	més	 important	 en	 l’activitat	 hidrolasa	 de	 l’enzim,	 en	 comparació	

amb	la	mutació	del	mateix	residu	en	quitinases	que	no	contenen	aquest	domini	d’inserció.		

Ambdós	mètodes	 d’anàlisi	mostren	 una	 disminució	 de	 l’activitat	 dels	mutants	 del	 residu	

assistent	d’entre	10
2
	 i	10

4
	vegades	respecte	els	enzims	wt,	 resultats	que	confirmen	un	rol	

important,	tot	i	que	no	essencial,	de	l’Asp	assistent	en	el	mecanisme	catalític	hidrolasa	de	

les	quitinases	de	la	família	18	de	les	glicosil	hidrolases.	Els	resultats	estan	d’acord	amb	els	

pocs	casos	reportats	sobre	l’efecte	de	la	mutació	del	residu	assistent	en	l’activitat	catalítica	

de	quitinases	GH18	entre	els	que	es	troben:	SmChiA	D313A	i	SmChiB	D142A	que	presenten	

un	 0,1%	 i	 0,03%	 d’activitat,	 respectivament	 (Zakariassen	 et	 al.,	 2011);	 el	 mutant	 de	 la	

quitinasa	 hevamina	 D125A	 un	 2%	 (Bokma	 et	 al.,	 2002)	 o	 el	 mutant	 VhChiA	 D313A	 que	
mostra	una	activitat	<0,1%	(Sirimontree	et	al.,	2014),	respecte	els	enzims	wt	corresponents.		

3.4.	Anàlisi	de	l’activitat	de	transglicosidació	amb	(GlcNAc)5	com	a	substrat	

Amb	 el	 coneixement	 previ	 que	 els	mutants	 del	 residu	 assistent	mantenen	 certa	 activitat	

hidrolítica	residual,	s’ha	volgut	analitzar	si	mantenen	la	capacitat	de	dur	a	terme	reaccions	

de	 TG	 a	 partir	 d’un	 quitooligosacàrid	 natural,	 concretament	 (GlcNAc)5.	 L’activitat	 s’ha	

analitzat	utilitzant	1	mg·mL
-1
	d’enzim	i	24	mM	de	(GlcNAc)5	en	tampó	fosfat	50	mM	pH	7	a	

37°C	en	agitació.	A	causa	de	 l’elevada	insolubilitat	dels	oligòmers	de	quitina	amb	DP>6	se	

segueix	 la	 formació	 de	 precipitat	 al	 llarg	 de	 la	 reacció.	 Al	 cap	 de	 2	 i	 18	 hores	 de	 reacció	

s’analitza	el	precipitat	format	per	MALDI-TOF-MS	(Figura	3.13,	Taula	3.3).		

Tots	 els	 mutants	 mantenen	 la	 capacitat	 de	 formar	 nous	 enllaços	 glicosídics	 a	 partir	 de	

(GlcNAc)5	com	a	substrat,	donant	lloc	a	una	mescla	de	COS	amb	DPs	entre	5	i	10.	Al	cap	de	

2	hores	 de	 reacció	 (GlcNAc)8	 és	 el	 producte	majoritari	 seguit	 de	 (GlcNAc)7,	 excepte	per	 a	

SmChiC	 D139A	 en	 que	 aquest	 últim	 és	 el	 producte	 més	 abundant.	 En	 aquest	 temps	 de	

reacció	els	rendiments	en	polímer	(p/p)	són	pràcticament	negligibles	(Taula	3.3).	Al	cap	de	

18	hores	de	reacció	hi	ha	un	increment	del	rendiment	fins	aproximadament	un	30%	per	als	
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mutants	 d’SmChiC,	 SpChiD,	 PfChiB	 i	 TkChiA.	 En	 canvi,	 per	 al	 mutant	 LpChiA	 D316A	 el	
rendiment	 segueix	 essent	 insignificant	 i	 per	 a	 BcChiA	 D202A	 incrementa	 fins	 a	 un	 12%.	

Aquests	dos	mutants	són	els	que	presenten	una	major	disminució	de	 l’activitat	hidrolítica	

respecte	 l’enzim	wt	 parental,	 que	 podria	 explicar	 una	 activitat	 de	 TG	 menor.	 En	 aquest	

temps	 de	 reacció,	 el	 producte	majoritari	 passa	 a	 ser	 (GlcNAc)7	 seguit	 de	 (GlcNAc)8	 per	 a	

totes	les	quitinases.	
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Figura	3.13.	Espectre	de	masses	dels	productes	de	la	fracció	insoluble	de	la	reacció	de	transglicosidació	de	
(GlcNAc)5	catalitzada	pels	mutants	del	residu	assistent	de	quitinases	GH18.	Productes	obtinguts	al	cap	de	2	h	
de	 reacció	 (esquerra)	 i	 18	h	de	 reacció	 (dreta).	A)	BcChiA	D202A,	B)	LpChiA	D316A,	C)	SmChiC	D139A,	D)	
SpChiD	D151A,	E)	PfChiB	D524A,	F)	TkChiA	D1022A.	
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Tot	 i	 la	mutació	del	 residu	Asp	per	Ala,	 els	mutants	 segueixen	presentant	activitat	de	TG	
que	dona	lloc	a	una	mescla	de	COS	amb	DPs	entre	5	i	10,	però	amb	rendiments	de	producte	
molt	baixos.	La	formació	de	(GlcNAc)8	i	(GlcNAc)7	com	a	productes	majoritaris	suggereix	una	
preferència	de	posicionament	de	(GlcNAc)5	entre	els	subsetis	-3	i	+2	o	-2	i	+3,	resultats	que	
coincideixen	amb	l’activitat	endo-	dels	enzims.	A	més,	la	presència	de	(GlcNAc)6	i	(GlcNAc)9	
no	és	gaire	notòria,	el	que	indica	una	baixa	hidròlisi	dels	enllaços	dels	extrems.	

Tot	 i	 que	 els	 enzims	mantenen	 l’activitat	 transglicosidasa	 amb	 (GlcNAc)5	 com	 a	 substrat,	
amb	 l’objectiu	d’afavorir	 la	 reacció	de	 condensació	 cap	a	 la	 formació	de	polímer	 (DP>10)	
s’aplica	 l’estratègia	 glicosintasa	 amb	 l’ús	 d’un	 COS	 activat,	 (GlcNAc)5-ox,	 com	 a	 donador.	
Amb	 l’ús	 del	 derivat	 oxazolina	 es	 pretén	 accelerar	 la	 segona	 etapa	 de	 reacció	
(desglicosidació)	i	afavorir	així	la	reacció	de	polimerització.		

3.5.	Anàlisi	de	l’activitat	glicosintasa	dels	mutants	del	residu	assistent	amb	
(GlcNAc)5-ox	com	a	substrat	

Per	 a	 l’anàlisi	 de	 l’activitat	 glicosintasa	 dels	 mutants	 del	 residu	 assistent	 s’ha	 utilitzat	 el	
derivat	 oxazolina	 de	 pentaacetilquitopentaosa,	 (GlcNAc)5-ox,	 com	 a	 donador	 per	 a	 la	
reacció	d’auto-condensació	per	a	la	obtenció	de	(GlcNAc)10.		

L’activitat	 s’ha	 analitzat	 utilitzant	 1	mg·mL-1	 d’enzim	 i	 24	mM	 de	 (GlcNAc)5-ox	 en	 tampó	
fosfat	50	mM	pH	7	a	37°C	en	agitació.	A	causa	de	 l’elevada	 insolubilitat	dels	oligòmers	de	
quitina	(>DP6),	se	segueix	la	formació	de	precipitat	al	 llarg	de	la	reacció,	 indicador	de	que	
ha	 tingut	 lloc	 la	 reacció	 de	 polimerització.	 Al	 cap	 de	 2	 i	 18	 hores	 s’atura	 la	 reacció	 per	
centrifugació,	es	liofilitza	el	precipitat	format	i	s’analitza	per	MALDI-TOF-MS	(Figura	3.14).		

La	Taula	3.4	mostra	 l’anàlisi	dels	resultats	extrets	dels	espectres	de	MALDI-TOF-MS	en	els	
que	 es	mostra	 el	 percentatge	 (en	 àrea)	 de	 cadascun	dels	 productes	 que	 formen	part	 del	
precipitat	format	(procediment	d’anàlisi	descrit	al	capítol	2).	
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Figura	 3.14.	 Espectre	 de	masses	 dels	 productes	 de	 la	 fracció	 insoluble	 de	 la	 reacció	 de	 polimerització	 de	

(GlcNAc)5-ox	catalitzada	pels	mutants	del	residu	assistent	de	les	quitinases	GH18.	Productes	obtinguts	al	cap	

de	2	h	de	reacció	(esquerra)	i	18	h	de	reacció	(dreta).	A)	BcChiA	D202A,	B)	LpChiA	D316A,	C)	SmChiC	D139A,	

D)	SpChiD	D151A,	E)	PfChiB	D524A,	F)	TkChiA	D1022A.	
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Al	 cap	 de	 2	 hores	 d’incubació	 es	 comença	 a	 formar	 precipitat	 en	 totes	 les	 reaccions	
catalitzades	 pels	 diferents	 mutants.	 L’anàlisi	 per	 MALDI-TOF-MS	 revela	 que	 el	 precipitat	
format	 és	una	barreja	de	COS,	 entre	 el	 que	es	 troba	 (GlcNAc)10,	 producte	 resultant	de	 la	
reacció	de	condensació	de	dues	molècules	de	(GlcNAc)5-ox,	corresponent	a	la	reacció	tipus	
glicosintasa.		

(GlcNAc)10	és	el	producte	majoritari	en	les	reaccions	catalitzades	per	SpChiD	D151A,	PfChiB	
D524A	i	TkChiA	D1022A	(amb	una	proporció	del	42,2%,	50,9%	i	64,8%,	respectivament).	En	
les	 tres	 reaccions,	 el	 precipitat	 format	 consta	 d’una	 mescla	 de	 COS	 entre	 (GlcNAc)5	 i	
(GlcNAc)15,	 aquest	 últim	 resultant	 de	 la	 unió	 de	 3	 molècules	 del	 donador	 inicial.	 En	 la	
reacció	 catalitzada	 per	 LpChiA	 D316A,	 el	 sòlid	 analitzat	 és	 una	 barreja	 de	 COS	 d’entre	
(GlcNAc)5	 i	 (GlcNAc)10,	 essent	 (GlcNAc)5	 el	 producte	 majoritari	 (més	 del	 90%),	 seguit	 de	
(GlcNAc)10.	BcChiA	D202A	i	SmChiC	D139A	donen	lloc	a	un	patró	de	polimerització	similar,	
que	 resulta	 en	 una	 barreja	 de	 COS	 amb	 graus	 de	 polimerització	 entre	 5	 i	 12,	 essent	
(GlcNAc)7	i	(GlcNAc)8	els	productes	majoritaris	provinents	de	TG.	En	el	cas	de	BcChiA	D202A,	
també	hi	 ha	 una	 presència	 notòria	 de	 (GlcNAc)5,	 de	 la	mateixa	manera	 que	 en	 el	 cas	 de	
LpChiA	D316A.	

La	 presència	 de	 (GlcNAc)5,	 producte	 soluble	 en	 aigua,	 pot	 explicar-se	 bé	 a	 causa	 de	
romanents	 de	 la	 fracció	 soluble	 o	 bé,	 com	 a	 producte	 que	 ha	 quedat	 atrapat	 durant	 la	
precipitació	dels	polímers	insolubles.	

Els	 rendiments	 en	 polímer	 són	 realment	 baixos,	 <2,5%	 (p/p),	 per	 als	 mutants	 de	 les	
quitinases	bacterianes,	excepte	per	a	SmChiC	D139A	amb	el	que	s’obté	un	rendiment	del	
34%,	 però	 (GlcNAc)10	 no	 és	 el	 producte	 majoritari.	 En	 canvi,	 per	 als	 mutants	 de	 les	
quitinases	d’arqueus,	PfChiB	D524A	i	TkChiA	D1022A,	els	rendiments	en	polímer	són	8,2%	i	
20,9%,	 respectivament.	 Aquests	 resultats	 indiquen	 una	 baixa	 activitat	 de	
transglicosidació/glicosintasa,	utilitzant	el	derivat	oxazolina	de	(GlcNAc)5	com	a	donador,	en	
temps	 de	 reacció	 curts	 (fins	 a	 2	h).	 A	 més,	 suggereixen	 que,	 en	 aquestes	 condicions,	
aquesta	activitat	és	més	elevada	en	quitinases	d’arqueus	que	no	en	quitinases	bacterianes.	
De	la	mateixa	manera	que	succeeix	amb	l’activitat	d’hidròlisi,	el	mutant	SmChiC	D139A	té	
un	 comportament	 diferent	 a	 la	 resta	 de	 quitinases	 bacterianes,	 i	 més	 similar	 al	 de	
quitinases	d’arqueus,	donant	lloc	a	la	obtenció	d’un	major	rendiment	en	polímer	al	cap	de	
2	h	de	reacció.		

Al	 cap	de	 18	h	 de	 reacció,	 tot	 i	 que	 s’observa	un	 increment	 en	 el	 rendiment	 en	polímer,	
(GlcNAc)10	 és	hidrolitzat	 donant	 lloc	 a	un	 increment	dels	 productes	 intermedis	 (GlcNAc)5-
(GlcNAc)9.	 En	 el	 cas	 dels	mutants	 de	 les	 quitinases	 bacterianes,	 els	 productes	majoritaris	
esdevenen	 (GlcNAc)7	 i	 (GlcNAc)8.	 En	 canvi,	 en	 el	 cas	 dels	 mutants	 de	 les	 quitinases	
d’arqueus,	PfChiB	D524A	i	TkChiA	D1022A,	tot	i	que	augmenta	la	presència	de	COS	amb	DPs	
entre	 5	 i	 9,	 (GlcNAc)10	 es	 manté	 com	 el	 producte	 majoritari,	 amb	 un	 increment	 del	
rendiment	 en	 polímer	 fins	 al	 40%	 aproximadament.	 Les	 quitinases	 d’arqueus	 són	
hipertermòfiles,	i	sota	les	condicions	de	reacció	assajades	(37°C)	es	troben	molt	per	sota	de	
la	 seva	 temperatura	 òptima,	 el	 que	 pot	 ser	 la	 causa	 de	 que	 hi	 hagi	 menor	 activitat	
d’hidròlisi	i	per	tant	presentin	rendiments	de	TG	més	elevats.	
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L’increment	dels	COS	intermedis	amb	graus	de	polimerització	entre	DP6	i	DP9	pot	provenir	
tant	de	reaccions	de	TG,	activitat	que	s’ha	vist	que	presenten	aquests	enzims	quan	s’utilitza	
(GlcNAc)5	com	a	substrat,	com	de	la	hidròlisi	de	(GlcNAc)10,	a	causa	de	l’activitat	hidrolítica	
residual	 (Figura	 3.15).	 Cal	 destacar	 que	 en	 totes	 les	 reaccions	 analitzades	 (GlcNAc)6	 és	 el	
COS	menys	abundant	fet	que	indica	una	baixa	hidròlisi	del	primer	enllaç	des	de	l’extrem	no-
reductor	de	(GlcNAc)5-ox.		

A) Obtenció	de	(GlcNAc)10	a	partir	de	la	reacció	GS	amb	(GlcNAc)5-ox	com	a	substrat	
	

	
B) Obtenció	de	COS	a	partir	de	reaccions	de	TG	

	

	
	

C) Possibles	llocs	d’hidròlisi	de	(GlcNAc)10-ox	
	

	
Figura	3.15.	Representació	esquemàtica	dels	COS	obtinguts	en	la	reacció	de	polimerització	de	(GlcNAc)5-ox	
A)	 Representació	 de	 la	 reacció	 GS	 en	 la	 que	 es	 dona	 la	 condensació	 de	 dues	molècules	 de	 (GlcNAc)5-ox.	
B)	Representació	de	la	reacció	de	TG.	Hidròlisi	i	transferència	d’un	oligòmer	de	quitina	a	un	substrat	acceptor	
((GlcNAc)5-ox).	C)	Possibles	llocs	d’hidròlisi	de	(GlcNAc)10-ox,	producte	resultant	de	la	unió	de	dues	molècules	
de	 (GlcNAc)5-ox.	 Cercles	 gris	 clar:	 unitats	 d’	N-acetilglucosamina;	 cercles	 gris	 fosc:	 derivat	 oxazolina	 d’	N-
acetilglucosamina.	

	
En	efecte,	l’ús	del	derivat	oxazolina	(GlcNAc)5-ox	afavoreix	que	es	doni	directament	l’etapa	
de	desglicosidació	donant	 lloc	a	 la	 reacció	de	 condensació	amb	 la	obtenció	de	 (GlcNAc)10	
com	 a	 producte	 majoritari,	 a	 diferència	 de	 la	 reacció	 amb	 (GlcNAc)5	 que	 dona	 lloc	 a	
(GlcNAc)8	 i	 (GlcNAc)7	 principalment.	 Conseqüentment,	 el	 rendiment	 en	 precipitat	
incrementa	 per	 als	mutants	 de	 les	 quitinases	 d’arqueus	 i	 d’SmChiC	 en	 temps	 de	 reacció	
curts	 (2	 h).	 Al	 cap	 de	 18	hores	 de	 reacció	 els	 rendiments	 en	 precipitat	 són	 lleugerament	
superiors	per	als	mutants	d’SmChiC,	SpChiD,	PfChiB,	TkChiA,	amb	l’ús	de	(GlcNAc)5-ox,	però	
en	 canvi	 no	 hi	 ha	 diferències	 per	 als	mutants	 de	BcChiA	 i	 LpChiA	 en	 comparació	 amb	 la	
reacció	 de	 TG	 amb	 (GlcNAc)5	 com	 a	 substrat.	 El	 perfil	 de	 COS	 obtinguts	 amb	 ambdós	
substrats	és	diferent	en	temps	de	reacció	curts,	donant	lloc	a	la	formació	de	COS	amb	DPs	
superiors	amb	l’ús	del	derivat	oxazolina.	En	canvi,	a	causa	de	l’activitat	hidrolítica	residual	
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+	
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dels	mutants,	en	 temps	de	 reacció	 llargs	el	perfil	de	COS	de	 les	quitinases	bacterianes	és	
semblant	 per	 als	 dos	 substrats	 però	 no	 per	 a	 les	 quitinases	 d’arqueus,	 amb	 les	 que	
(GlcNAc)10	es	manté	com	a	producte	majoritari	amb	l’ús	de	(GlcNAc)5-ox.	

Els	sis	mutants	aquí	estudiats	donen	lloc	a	la	polimerització	enzimàtica	de	(GlcNAc)5-ox	que	
resulta	en	una	mescla	de	COS	fins	a	(GlcNAc)15.	Els	oligòmers	insolubles	formats	inicialment	
són	hidrolitzats	al	cap	de	temps	de	reacció	més	llargs,	el	que	resulta	en	un	increment	dels	
COS	amb	graus	de	polimerització	entre	5	 i	9,	com	a	conseqüència	de	 l’activitat	hidrolítica	
residual	dels	mutants.	Aquests	resultats	coincideixen	amb	les	observacions	reportades	per	
Martínez	et	 al.	 amb	 els	mutants	 del	 residu	 assistent	 de	 les	 quitinases	 A	 de	B.	 circulans	 i	
T.	harzanium	 (Martinez	 et	 al.,	 2012)	 on	 observen	 que	 l’oligomerització	 de	 (GlcNAc)2-ox	
resulta	 en	 una	 mescla	 de	 COS	 amb	 DPs	 parells	 i	 senars,	 aquests	 últims	 explicats	 com	 a	
resultat	 d’esdeveniments	de	 transglicosidació	 a	 partir	 d’oligòmers	 inicialment	 formats.	 Es	
conclou	que	la	mutació	del	residu	assistent	no	elimina	l’activitat	de	TG	dels	enzims	wt.		

En	 aquesta	 tesi	 s’utilitza	 un	 donador	 més	 llarg,	 (GlcNAc)5-ox,	 amb	 l’objectiu	 d’obtenir	
oligòmers	 més	 llargs	 que,	 a	 causa	 de	 la	 seva	 insolubilitat,	 precipitaran	 i	 suposadament	
haurien	de	ser	menys	accessibles	per	aquestes	 reaccions	de	TG	posteriors.	Tot	 i	així,	 s’ha	
obtingut	 una	 mescla	 de	 COS	 amb	 DPs	 intermedis.	 Pel	 fet	 que	 l’activitat	 hidrolítica	 dels	
mutants	segueix	essent	significant	(només	ha	disminuït	entre	102	i	104	vegades	respecte	els	
enzims	 wt),	 es	 donen	 reaccions	 tant	 d’hidròlisi	 com	 de	 TG	 dels	 productes	 glicosintasa	
inicials,	 aquestes	 últimes	 demostrades	 també	 amb	 l’ús	 de	 (GlcNAc)5	 com	 a	 substrat,	 que	
resulten	 en	 una	 mescla	 de	 productes	 complexa.	 En	 efecte,	 (GlcNAc)10	 és	 el	 producte	
majoritari	en	temps	de	reacció	curts	per	4	de	les	quitinases	estudiades,	però	aquest	decreix	
al	 llarg	de	 la	 reacció.	El	perfil	de	productes	varia	entre	 les	quitinases	estudiades,	però	en	
totes	s’observa	esdeveniments	d’hidròlisi	i/o	TG.		

3.6.	Conclusions	

L’estratègia	 glicosintasa	 convencional,	 aplicada	 en	 glicosil	 hidrolases	 amb	 retenció	 de	
configuració,	 basada	 en	 la	 generació	 d’un	 enzim	 glicosintasa	 per	 eliminació	 del	 residu	
nucleofílic	 (Mackenzie	 et	 al.,	 1998;	 Malet	 and	 Planas,	 1998;	 Planas,	 Faijes	 and	 Codera,	
2015)	 no	 es	 pot	 aplicar	 directament	 en	 glicosidases	 que	 operen	 per	 catàlisi	 assistida	 per	
substrat.	En	el	seu	lloc,	l’estratègia	es	basa	en	la	mutació	del	residu	assistent	per	a	reduir	(i	
idealment	eliminar)	l’activitat	hidrolasa	i	subministrar	un	derivat	oxazolina	com	a	donador	
per	 a	 la	 reacció	 de	 condensació	 amb	 un	 acceptor.	 Mentre	 que	 aquesta	 estratègia	 tipus	
glicosintasa	 ha	 estat	 aplicada	 amb	 èxit	 en	 les	 endo-β-N-acetilglucosaminidases	 GH85	
(Umekawa	et	al.,	2008;	Yang	and	Wang,	2017),	la	seva	aplicació	en	d’altres	famílies	GH	amb	
mecanisme	 assistit	 per	 substrat	 (quitinases	 GH18,	 hexosaminidases	 GH20,	 hialuronidases	
GH56)	es	troba	menys	explorada.	Amb	l’objectiu	de	desenvolupar	una	glicosintasa	per	a	la	
obtenció	 d’oligòmers/polímers	 de	 quitina	 estructuralment	 definits,	 en	 aquesta	 tesi	 s’ha	
aplicat	l’estratègia	glicosintasa	en	6	quitinases	GH18,	per	mitjà	de	la	substitució	del	residu	
assistent.	
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La	 mutació	 del	 Asp	 assistent	 per	 una	 Ala	 en	 quitinases	 GH18	 que	 operen	 per	 catàlisi	
assistida	per	substrat	té	un	efecte	important,	però	no	essencial,	en	l’activitat	hidrolítica	de	
quitooligosacàrids,	 donant	 lloc	 a	 una	 disminució	 de	 l’activitat	 d’entre	 102	 i	 104	 vegades	
respecte	l’enzim	wt.	Amb	l’ús	d’un	derivat	oxazolina	com	a	substrat,	(GlcNAc)5-ox,	té	lloc	la	
reacció	 de	 condensació	 que	 resulta	 en	 la	 formació	 de	 (GlcNAc)10,	 però	 també	 tenen	 lloc	
d’altres	 reaccions	 d’hidròlisi	 i	 TG.	 Per	 aquest	 motiu,	 l’activitat	 hidrolítica	 residual	 dels	
mutants	és	massa	elevada	com	per	a	conferir-lis	una	activitat	glicosintasa	pràctica.	Aquests	
resultats	 concorden	 amb	 les	 observacions	 prèviament	 reportades	 en	 les	 quitinases	 de	
B.	circulans	 i	 T.	harzanium	 amb	 el	 derivat	 oxazolina	 de	 quitobiosa.	 En	 aquesta	 tesi	 s’ha	
estudiat	 la	 reacció	 GS	 amb	 un	 donador	més	 llarg,	 (GlcNAc)5-ox,	 amb	 l’objectiu	 d’obtenir	
oligòmers/polímers	 insolubles	 que	 poguessin	 ser	 resistents	 a	 posteriors	 reaccions	 pels	
mutants	 hidrolíticament	 compromesos.	 Tot	 i	 així,	 el	 balanç	 entre	 l’activitat	 hidrolítica	
residual	 i	 la	 relació	 solubilitat/precipitació	 segueix	 conduint	 a	 reaccions	 d’hidròlisi	 i	 TG	
sobre	els	productes	formats.		

Es	conclou	que	 la	mutació	puntual	del	residu	assistent	en	quitinases	GH18	no	és	suficient	
per	a	introduir	una	activitat	glicosintasa	eficient.	La	incorporació	de	mutacions	addicionals	
sobre	 aquest	 mutant	 simple,	 amb	 l’objectiu	 de	 disminuir	 l’activitat	 hidrolítica	 però	
mantenir	la	capacitat	d’acceptar	un	donador	oxazolina	per	a	la	reacció	de	condensació,	és	
el	 següent	 pas	 per	 al	 desenvolupament	 d’un	 biocatalitzador	 funcional	 per	 a	 la	
polimerització	controlada	de	quitooligosacàrids.		
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Capítol	4. Disseny	 d’una	 glicosintasa	 a	 partir	 de	 la	 quitinasa	 D	 de	
Serratia	proteamaculans	(SpChiD)	

D’entre	les	diferents	quitinases	caracteritzades,	el	mutant	del	residu	assistent	d’SpChiD	és	
la	quitinasa	bacteriana	que	presenta	una	major	formació	de	(GlcNAc)10,	tot	i	que	aquest	és	
hidrolitzat	al	llarg	del	temps.	A	més,	la	quitinasa	wt	és	la	que	presenta	major	activitat	de	TG	
reportada	 i	per	altra	banda	està	àmpliament	estudiada,	pel	que	es	 troben	 reportats	varis	
mutants	 amb	 els	 que	 s’ha	 aconseguit	 disminuir	 l’activitat	 hidrolítica	 i/o	 incrementar	
l’activitat	 de	 TG.	 Per	 aquests	 motius,	 s’ha	 decidit	 continuar	 amb	 el	 disseny	 d’una	
glicosintasa	a	partir	del	mutant	D151A	d’SpChiD.		

4.1.	Quitinasa	D	de	Serratia	proteamaculans.	Antecedents.	

Serratia	 proteamaculans	 és	 un	 bacteri	 gram-negatiu	 endo-fagocític	 de	 plantes.	 La	
seqüència	genòmica	de	S.	proteamaculans	568	consta	de	com	a	mínim	11	marcs	de	lectura	
oberts	(ORFs)	potencialment	involucrats	en	el	processament	de	quitina	que	codifiquen	per	
a	quatre	quitinases	de	la	família	GH18,	tres	proteïnes	d’unió	a	quitina	de	la	família	33,	una	
N-acetilhexosaminidasa	 de	 la	 família	 20,	 dues	 proteases	 (proteasa	 d’unió	 a	 quitina	 i	 una	
metaloproteasa)	i	una	polisacàrid	desacetilasa	no-específica,	fet	que	mostra	que	el	bacteri	
és	 una	 font	 rica	 d’enzims	 involucrats	 en	 la	 degradació	 de	 la	 quitina	 (Purushotham	 and	
Podile,	2012).		

Les	 quitinases	 SpChiA,	 SpChiB	 i	 SpChiC	 van	 ser	 anomenades	 en	 concordança	 amb	 la	
similitud	 de	 seqüència	 amb	 les	 quitinases	 ChiA,	 ChiB	 i	 ChiC	 de	 Serratia	 marcescens,	
respectivament.	SpChiA	comparteix	un	94%	d’identitat	de	seqüència	amb	SmChiA	i	consta	
d’un	pèptid	senyal	seguit	d’un	domini	PKD	en	l’extrem	N-terminal	i	un	domini	catalític	GH18.	
SpChiB	comparteix	un	94%	d’identitat	de	seqüència	amb	SmChiB,	i	conté	un	domini	catalític	
GH18	 en	 l’extrem	 N-terminal	 i	 un	 domini	 d’unió	 a	 quitina	 (ChBD),	 que	 forma	 part	 de	 la	
família	 5	dels	 dominis	 d’unió	 a	 carbohidrats	 (CBM5),	 en	 l’extrem	C-terminal.	A	diferència	
d’SpChiA,	 no	 conté	 cap	 pèptid	 senyal.	 Per	 altra	 banda,	 SpChiC	 mostra	 una	 identitat	 de	
seqüència	 del	 87%	 amb	 SmChiC,	 i	 conté	 el	 domini	 catalític	 GH18	 a	 l’extrem	 N-terminal	
seguit	 d’un	 domini	 PKD	 i	 un	 ChBD,	 de	 la	 família	 CBM12,	 en	 l’extrem	 C-terminal.	 SpChiC	
tampoc	 conté	 cap	 pèptid	 senyal.	 Les	 tres	 quitinases	 SpChiA,	 SpChiB	 i	 SpChiC	 mostren	
l’activitat	 i	 capacitat	 d’unió	 més	 elevades	 davant	 β-quitina	 i	 mostren	 un	 ampli	 rang	
d’especificitat	 de	 substrat;	 a	 més,	 alliberen	 el	 dímer	 com	 a	 producte	 majoritari	 tant	 de	
substrats	 oligomèrics	 com	polimèrics.	SpChiA	 i	SpChiB	 són	enzims	processius	mentre	que	
SpChiC	és	no-processiva	(Purushotham,	Sarma	and	Podile,	2012).			

Fins	al	moment	només	eren	descrites	3	quitinases	per	a	Serratia	marcescens,	així	doncs	la	
quarta	quitinasa	de	S.	proteamaculans	va	ser	anomenada	ChiD.	Recentment,	s’ha	descrit	la	
quarta	quitinasa	de	S.	marcescens	(SmChiD)	i	s’ha	vist	que	mostra	un	85%	d’identitat	amb	
l’estructura	cristal·logràfica	(PDB:	4NZC)	d’SpChiD	(Vaikuntapu	et	al.,	2016).	
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4.1.1	Estructura	d’SpChiD		

La	quitinasa	D	de	S.	proteamaculans	és	l’única	quitinasa	no	modular	d’aquest	organisme,	i	

consta	només	d’un	domini	catalític	GH18.	La	seqüència	proteica	consta	de	426	aminoàcids	

que	 codifiquen	 per	 la	 quitinasa	 amb	 el	 pèptid	 senyal	 a	 l’extrem	 N-terminal,	 de	 19	

aminoàcids,	i	el	domini	catalític	GH18	(Ser29-Asp406).	L’enzim	sense	el	pèptid	senyal	té	una	

massa	molecular	de	44,7	kDa.		

SpChiD	té	un	78%	de	similitud	de	seqüència	proteica	amb	la	quitinasa	II	de	K.	pneumoniae,	i	
només	un	26%	amb	la	ChiB	de	S.	marcescens.	Conté	els	dos	motius	DxDxE	i	SxGG,	altament	

conservats	 en	 quitinases	 de	 la	 família	GH18.	 Els	 tres	 residus	 acídics	 que	 formen	 part	 del	

motiu	 DxDxE	 corresponen	 a	 l’Asp149,	 Asp151	 i	 Glu153,	 mentre	 que	 el	 motiu	 SxGG	 està	

format	pels	residus	Ser110-Gly113.		

El	domini	catalític	està	format	per	14	cadenes	β	i	10	hèlix-α	de	les	quals	8	cadenes	β	i	8	α	

formen	 part	 del	 TIM	 barrel.	 L’estructura	 adopta	 el	 plegament	 (α/β)8	 típic	 de	 quitinases	

GH18	i	presenta	el	domini	d’inserció	α+β	entre	les	cadenes	β7	i	β8,	pel	que	forma	part	de	la	

subfamília	A	de	quitinases	bacterianes.	A	més,	l’accés	a	la	cavitat	d’unió	a	substrat	es	troba	

parcialment	bloquejat	per	un	loop	format	pels	residus	Asn30-Aps42,	amb	els	residus	Val35	i	

Thr36	 situats	 a	 la	 part	 frontal.	 La	 presència	 d’aquest	 loop	 disminueix	 la	 grandària	 de	 la	

cavitat	d’unió	a	substrat,	en	comparació	amb	d’altres	quitinases	(Figura	4.1).		

	

Figura	4.1.	Estructura	de	la	quitinasa	SpChiD	(PDB:	4NZC)	
En	blau	es	mostra	el	 domini	d’inserció	α	+	β	 i	 en	groc	el	 loop	 Asn30-Asp42,	que	ocupa	part	de	 la	 cavitat	
d’unió	a	substrat.	

	

El	 loop	es	troba	altament	estabilitzat	per	la	presència	d’interaccions	d’hidrogen	intra-loop.	
A	més,	la	presència	i	posicionament	d’aquest	 loop	sembla	ser	responsable	de	l’activitat	de	

TG	 de	 l’enzim.	 El	 loop	 contribueix	 a	 estabilitzar	 el	 residu	 GlcNAc	 situat	 en	 el	 subseti	 -1	
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mitjançant	 un	 important	 nombre	 d’interaccions.	 A	 conseqüència	 d’aquestes	 interaccions	
addicionals,	 un	 cop	es	dona	 la	hidròlisi	 del	 substrat,	 l’oligòmer	es	manté	unit	 en	aquesta	
posició	de	tal	manera	que	quan	entra	un	nou	oligòmer	de	quitina	es	dona	lloc	a	la	formació	
de	l’enllaç	glicosídic	(Madhuprakash	et	al.,	2013).		

A	 més,	 també	 cal	 destacar	 que	 la	 cavitat	 d’unió	 a	 substrat	 d’SpChiD	 conté	 4	 triptòfans	
(Trp114,	Trp160,	Trp290	i	Trp395),	dels	quals	Trp160	i	Trp290	se	situen	a	l’entrada	i	Trp114	
i	 Trp395	 se	 situen	 en	 la	 cavitat	 catalítica.	 La	 presència	 de	 residus	 aromàtics	 en	 el	 centre	
actiu	incrementa	l’afinitat	d’unió	pel	substrat,	fet	que	implica	un	paper	important	d’aquests	
en	l’activitat	de	TG	(Madhuprakash,	Bobbili,	et	al.,	2015).		

La	cadena	polipeptídica	es	troba	plegada	en	dues	parts	entre	 les	quals	es	forma	la	cavitat	
d’unió	a	substrat.	D’entre	les	dues	parts	emergeix	el	loop	Asn30-Asp42	i	s’introdueix	dins	la	
cavitat.	 La	 regió	 N-terminal,	 que	 forma	 la	 part	 inferior,	 conté	 els	 tres	 residus	 acídics	
catalítics	(Asp149,	Asp151	i	Glu153),	amb	la	cadena	lateral	del	Glu153	que	sobresurt	cap	a	
la	 cavitat.	 A	 causa	 de	 la	 presència	 del	 loop,	 el	 nombre	 de	 subsetis	 que	 conté	 SpChiD	 és	
inferior	respecte	la	resta	de	quitinases	(Figura	4.2).		

	
Figura	4.2.	Estructura	d'SpChiD	on	es	mostra	els	residus	del	motiu	DxDxE	(PDB:	4NZC)	
Esquerra:	 Estructura	 en	 la	 que	 s’observa	 el	 plegament	 independent	 de	 les	 regions	N-	 i	 C-	 de	 la	 proteïna.	
Dreta:	Ampliació	de	la	cavitat	d’unió	a	substrat	en	la	que	es	mostra	els	3	residus	catalítics	que	formen	part	
del	 motiu	 DxDxE,	 en	 la	 que	 s’observa	 les	 dues	 conformacions	 de	 l’Asp	 assistent	 (Asp151).	 En	 groc	 es	
representa	el	loop	Asn30-Asp42,	característic	de	la	quitinasa	SpChiD.	

	
La	 resolució	 de	 les	 estructures	 d’SpChiD	 ha	 permès	 identificar	 diferents	 residus	 que	
presenten	dues	conformacions,	fet	que	s’ha	relacionat	amb	el	rol	que	tenen	aquests	residus	
en	 la	catàlisi.	Els	residus	catalítics	es	troben	posicionats	de	tal	manera	que	el	Glu153	està	
orientat	apropiadament	per	a	interaccionar	amb	l’enllaç	glicosídic	entre	els	residus	situats	
en	 els	 subsetis	 -1	 i	 +1.	 El	 residu	 Asp151	 mostra	 dues	 conformacions	 diferents	 en	

Asp149	

Asp151	

Glu153	
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l’estructura	 de	 l’enzim	 lliure	 amb	 les	mateixes	 ocupacions	 cristal·logràfiques	 (PDB:	 4NZC)	
(Figura	4.2).	En	una	primera	conformació,	es	 troba	orientat	 cap	a	 l’Asp149	 i	 formen	pont	
d’hidrogen,	 i	 alhora	 la	 Ser110	 forma	 un	 pont	 d’hidrogen	 amb	 un	 dels	 àtoms	 oxigen	
carboxílics.	En	canvi,	en	l’altra	conformació,	l’Asp151	es	troba	girat	cap	al	Glu153	i	formen	
pont	d’hidrogen,	essent	aquesta	la	orientació	adequada	del	Glu153	per	a	interaccionar	amb	
el	substrat	i	donar	lloc	a	la	hidròlisi.	La	Ser110	també	mostra	dues	conformacions	diferents.	
En	 l’estat	 de	 repòs,	 la	 Ser110	 es	 troba	 girada	 cap	 a	 l’Asp149,	 en	 canvi,	 en	 l’altra	
conformació	 la	Ser110	es	gira	 cap	a	 l’Asp151,	el	que	es	 considera	 com	a	estat	 intermedi.	
Sembla	ser	que	l’ambient	al	voltant	de	la	Ser110	és	el	que	indueix	la	doble	conformació	de	
l’Asp151,	ja	que	la	Ser110	es	troba	envoltada	per	dos	residus	aromàtics,	Tyr28	i	Phe58,	amb	
els	 quals	 forma	 interaccions	de	 van	der	Waals	 en	 l’estat	 de	 repòs	o	 en	 l’estat	 intermedi,	
respectivament.	Cal	 tenir	en	compte	que	 la	Ser110	 forma	ponts	d’hidrogen	amb	 l’Asp149	
en	ambdós	estats,	tant	en	el	de	repòs	com	en	l’estat	intermedi.	Quan	la	Ser110	es	troba	en	
l’estat	 intermedi,	 es	 donen	 restriccions	 estèriques	 severes	 que	 provoquen	 el	 canvi	 de	
posició	 de	 l’Asp151.	 L’estructura	 indica	 que	 la	 Ser110	 protona	 l’Asp151,	 que	
consegüentment	protona	el	Glu153	(Madhuprakash	et	al.,	2013).		

SpChiD	és	considerada	un	enzim	processiu,	a	causa	de	la	presència	de	la	inserció	α+β	entre	
les	cadenes	β7	i	β8	del	TIM	barrel,	i	també	per	la	presència	d’un	triptòfan	adjacent	al	motiu	
SxGG	(Trp114).	Tot	i	així,	la	cavitat	d’unió	a	substrat	és	més	oberta	que	en	el	cas	d’SmChiA	i	
SmChiB,	 el	 que	 suggereix	 una	 activitat	 endo-	 de	 l’enzim.	 Aquests	 fets	 estructurals,	
juntament	 amb	 l’activitat	 hidrolítica	 de	 l’enzim,	 fan	 que	 SpChiD	 sigui	 considerada	 una	
endoquitinasa	processiva.		

4.1.2.	Caracterització	bioquímica	d’SpChiD	

SpChiD	 presenta	màxima	 activitat	 hidrolítica	 amb	 tampó	 acetat	 de	 sodi	 50	mM	 a	 pH	6,	 i	
manté	una	activitat	relativa	de	>60%	a	pH	5	i	9.	En	relació	a	la	temperatura	òptima,	l’enzim	
mostra	la	màxima	activitat	a	40°C	(Figura	4.3).		

	
Figura	4.3.	Perfils	de	pH	i	temperatura	d'SpChiD	
Imatge	adaptada	de	Purushotham	et	al.	(Purushotham	and	Podile,	2012).	
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FIG. S2. Effect of pH and temperature on Sp ChiD activity. The optimal pH and temperature 

were determined using 25 mg ml-1 colloidal chitin and 3 µM Sp ChiD for 1 h under standard 

assay conditions. Vertical bars represent standard deviation of triplicate experiments. (A) At 

40°C in 50 mM of different buffers; (B) At different temperature (20-100°C) in 50 mM buffer 

pH 6.0. 
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SpChiD	mostra	activitat	davant	varis	substrats	polimèrics.	Presenta	 l’activitat	més	elevada	
amb	 quitosà	 clorhidrat	 seguida	 de	 glicolquitina,	 quitina	 col·loïdal,	 β-quitina,	 quitosà	
DA=10%	 i	 α-quitina.	 A	 més,	 és	 actiu	 hidrolíticament	 davant	 diferents	 COS	 ((GlcNAc)2-
(GlcNAc)6),	 i	 dona	 lloc	 a	 GlcNAc,	 majoritàriament,	 i	 quitobiosa	 com	 a	 productes	 finals	
d’hidròlisi.	 Hidrolitza	 ràpidament	 (GlcNAc)3	 i	 (GlcNAc)4,	 i	 més	 lentament	 (GlcNAc)2,	
(GlcNAc)5	 i	 (GlcNAc)6.	 L’activitat	 davant	 (GlcNAc)2	 indica	 que	 l’enzim	 presenta	 activitat	
quitobiasa,	essent	una	propietat	característica	 i	única	d’SpChiD,	 ja	que	 la	quitobiosa	és	el	
producte	majoritari	per	a	la	majoria	de	quitinases	bacterianes.		

Per	 altra	 banda,	 SpChiD	 mostra	 una	 elevada	 activitat	 de	 transglicosidació	 a	 partir	 de	
(GlcNAc)3-(GlcNAc)6	com	a	substrats,	que	resulta	en	la	formació	d’una	mescla	de	COS	amb	
diferents	 graus	 de	 polimerització.	 A	 partir	 de	 (GlcNAc)3,	 SpChiD	 dona	 lloc	 a	 GlcNAc-
(GlcNAc)6,	essent	(GlcNAc)4-(GlcNAc)6	productes	provinents	de	TG.	A	partir	de	(GlcNAc)4	es	
forma	fins	a	(GlcNAc)9,	i	també	s’obté	una	mescla	de	COS	amb	DP	fins	a	(GlcNAc)10	a	partir	
de	(GlcNAc)5	 i	 (GlcNAc)6	com	a	substrats.	Les	mateixes	mostres	de	reacció	analitzades	per	
MALDI-TOF	 indiquen	 la	 formació	 de	 COS	 fins	 a	 (GlcNAc)13	 a	 partir	 de	 (GlcNAc)6	 com	 a	
substrat.	La	proporció	màxima	de	productes	de	TG,	que	correspon	a	un	10,8%	((GlcNAc)5	+	
(GlcNAc)6,	 ja	 que	 la	 resta	 de	 productes	 no	 són	 quantificables	 per	 la	 manca	 de	 patrons),	
s’obté	 a	 partir	 de	 (GlcNAc)4	 com	 a	 substrat	 al	 cap	 de	 45	minuts	 de	 reacció.	 SpChiD	 és	 la	
quitinasa	 amb	 una	 activitat	 de	 TG	més	 elevada	 descrita	 fins	 al	 moment,	 i	 en	 la	 que	 els	
productes	de	TG	es	retenen	durant	més	temps	(Purushotham	and	Podile,	2012).		

Variacions	 en	 la	 concentració	 d’enzim	 i	 substrat	 suggereixen	 que	 la	 eficiència	 de	 TG,	 en	
termes	de	nombre	i	concentració	de	productes	de	TG,	depèn	principalment	de	 la	ràtio	de	
concentracions,	és	a	dir,	 la	formació	de	productes	de	TG	és	inversament	proporcional	a	la	
concentració	d’enzim	i	directament	proporcional	a	la	concentració	de	substrat.		

Cal	destacar	que	SpChiD	no	presenta	diferència	temporal	entre	l’activitat	hidrolítica	i	de	TG,	
és	a	dir,	ambdós	productes	provinents	d’hidròlisi	i	de	TG	apareixen	simultàniament	des	de	
temps	inicials	de	reacció.		

4.1.3.	Modificació	de	l’activitat	de	TG	d’SpChiD	mitjançant	mutagènesi	

Amb	l’objectiu	d’incrementar	l’activitat	de	TG	i	entendre	la	relació	d’aquesta	amb	l’activitat	
hidrolítica	de	 l’enzim,	 es	 troben	 reportats	diferents	 estudis	 de	mutagènesi	 dirigida	en	els	
que	s’analitza	tant	l’activitat	hidrolítica	com	l’activitat	de	TG	dels	diferents	mutants	(Taula	
4.1).	
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Taula	4.1.	Activitat	hidrolítica	i	de	TG	dels	mutants	de	la	quitinasa	SpChiD	reportats	en	bibliografia	

Enzim	

Activitat	
hidrolítica	
(Act.	Esp.	

relativa	(%))	

Activitat	TG	 Rendiment	(%)	1	 %	TG	2	 %	conv	3	 Tòpt.	4	 Observacions	 Referències	

SpChiD	wt	 100%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 10,9%	(DP5+DP6)	 6,3%	(DP5),	
4%	(DP6)	 62,5%	 30	min	

	
(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

SpChiD	wt	 100%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 11%	(DP5+DP6)	 -	 83%	 15	min	 	
(Madhuprakash	
et	al.,	2018)	

E153D	 49,8%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 2%	(DP5	+	DP6)	 1%	(DP5),	
1,1%	(DP6)	 12,5%	 6	h	

	
(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

Y154A	 151,3%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 15,4%	(DP5+DP6)	
8,8%	(DP5),	
4,6%	(DP6)	 65%	 5	min	 	

(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

M220A	 204,9%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 19%	(DP5+DP6)	 12%	(DP5),	
5,8%	(DP6)	 75%	 6	h	

	
(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

Y222A	 168,9%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 16,9%		(DP5+DP6)	
13,6%	(DP5),	
6,8%	(DP6)	 80%	 6	h	 	

(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

R278A	 190,5%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 13,5%	(DP5+DP6)	 9,8%	(DP5),	
6,2%	(DP6)	 80%	 3	h	 	

(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

F58W	 160,7%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 20,8%		(DP5+DP6)	
12,9%	(DP5),	
6,6%	(DP6)	 75%	 1	h	 	

(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

S110G	 74,9%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 21%		(DP5+DP6)	 11,7%	(DP5),	
8,8%	(DP6)	 72,5%	 3	h	 	

(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

F119A	 71,8%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 20,3%		(DP5+DP6)	 10,4%	(DP5),	
7,8%	(DP6)	 67,5%	 6	h	

	
(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

W241A	 75,8%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 16,4%		(DP5+DP6)	 9,8%	(DP5),	
7,2%	(DP6)	 58,4%	 6	h	 	

(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

G113S	 72,8%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 18,4%		(DP5+DP6)	 9,5%	(DP5),	
8,4%	(DP6)	 60%	 6	h	

	
(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

G113W	 11,2%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 2%	(DP5	+	DP6)	 0,8%	(DP5),	
1,1%	(DP6)	 	 6	h	 	

(Madhuprakash	
et	al.,	2014)	

W114A	 830,6%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 2,3%	(DP5+DP6)	 1%	(DP5),	
0,5%	(DP6)	 65%	 5	min	

	
(Madhuprakash	
et	al.,	2012)	

G195W	 113,6%	6	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 18,8%	(DP5+DP6)	
8,6%	(DP5),	
8,6%	(DP6)	 50%	 90	min	 	

(Madhuprakash	
et	al.,	2014)	

W290A	 262,3%	7	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 7,3%	(DP5+DP6)	
4,3%	(DP5),	
6,3%	(DP6)	 81,3%	 30	min	 	

(Madhuprakash,	
Bobbili,	et	al.,	

2015)	

W395A	 N.A.	7	 DP4	-->	DP5	+	DP6	+	altres	 7,5%	(DP5+DP6)	
12,4%	(DP5),	
4,3%	(DP6)	 80%	 12	h	 	

(Madhuprakash,	
Bobbili,	et	al.,	

2015)	
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Inicialment	 es	 va	 dissenyar	 diferents	 mutants	 simples	 de	 residus	 localitzats	 en	 el	 centre	
catalític	(Y154A,	E153D,	M220A,	Y222A	i	R284A),	en	el	solc	catalític	(F58W,	G113S,	S110G,	
F119A	i	W114A)	i	en	la	regió	accessible	al	solvent	(W241A)	(Madhuprakash	et	al.,	2012).		

De	les	mutacions	del	centre	catalític,	la	mutació	del	glutamat	que	actua	d’àcid/base	general	
per	un	aspartat	(E153D)	resulta	en	una	disminució	substancial	tant	de	l’activitat	d’hidròlisi	
com	de	TG,	fet	que	suggereix	que	la	longitud	de	la	cadena	lateral	del	Glu153	és	important	
no	 només	 per	 a	 la	 hidròlisi	 sinó	 també	 per	 a	 l’activitat	 de	 TG.	 En	 canvi,	 les	 altres	 4	
mutacions	mostren	un	increment	en	l’activitat	hidrolítica.		

Mutacions	 dels	 residus	 Met220	 i	 Tyr222	 per	 alanina	 han	 resultat	 en	 un	 increment	 de	
l’activitat	 de	 TG	 respecte	 l’enzim	 wt.	 Ambdós	 residus	 tot	 i	 que	 interaccionen	 amb	 el	
substrat,	 no	 estan	 implicats	 directament	 en	 la	 catàlisi.	 La	 substitució	 M220A	 provoca	 la	
disminució	d’interaccions	hidrofòbiques	necessàries	per	al	ritme	normal	de	reacció,	fet	que	
causa	que	l’intermedi	oxazolina	pugui	quedar-se	més	temps	retingut	en	el	centre	catalític,	i	
així	afavorir	la	reacció	de	TG.	Per	la	seva	part,	el	residu	Tyr222	estabilitza	l’estat	de	transició.	
A	més,	 les	mutacions	M220A	 i	Y222A	comporten	cadenes	 laterals	més	curtes,	que	donen	
lloc	a	una	cavitat	més	gran,	que	revela	la	possibilitat	d’un	increment	en	l’activitat	de	TG	a	
causa	 d’una	 disminució	 de	 la	 velocitat	 de	 reacció	 d’hidròlisi.	 L’Arg278,	 localitzada	 en	 la	
cadena	β7	del	TIM	barrel,	 forma	 interaccions	de	parell	 iònic	amb	el	 substrat,	 i	 la	mutació	
d’aquest	 residu	 per	 una	 alanina	 dona	 lloc	 a	 un	 increment	 gradual	 de	 la	 proporció	 dels	
productes	de	TG,	que	resulta	en	la	formació	d’una	quantitat	més	elevada	de	(GlcNAc)6	que	
(GlcNAc)5	al	cap	de	30	minuts,	però	aquesta	proporció	de	(GlcNAc)5	i	(GlcNAc)6	és	revertida	
al	cap	de	3	hores.	En	canvi,	la	mutació	de	la	Tyr154	per	una	Ala	resulta	en	una	disminució	
de	 l’activitat	de	TG	en	relació	al	 temps	de	TG	(de	90	min	per	a	 l’enzim	wt	a	45	min	per	al	
mutant	 Y154A),	 resultats	 que	 indiquen	 que	 el	 grup	 hidroxil	 fenòlic	 és	 important	 per	 a	
mantenir	l’activitat	de	TG	al	llarg	del	temps.		

En	 relació	als	mutants	de	 residus	del	 solc	catalític,	 l’activitat	hidrolítica	es	veu	disminuïda	
per	 a	 tots	 els	mutants,	 excepte	pel	mutant	 F58W,	en	el	 que	es	 veu	 augmentada	un	60%	
respecte	SpChiD	wt.	La	mutació	del	residu	Phe58,	localitzat	en	la	cadena	β2	del	TIM	barrel,	
per	un	Trp	resulta	en	un	increment	en	la	síntesi	de	productes	de	TG,	que	perduren	fins	les	
6	hores	de	reacció.	Tot	i	que	tant	la	Phe	com	el	Trp	són	residus	aromàtics,	la	cadena	lateral	
del	 Trp,	més	 voluminosa,	 facilita	 les	 interaccions	 amb	el	 substrat	 entrant,	 i	 a	més,	 el	 Trp	
assisteix	en	el	posicionament	correcte	i	guiatge	de	la	molècula	de	sucre	cap	al	centre	actiu.	
Per	altra	banda,	els	residus	Gly113	i	Trp114	participen	en	el	manteniment	de	l’arquitectura	
del	solc	catalític.	La	mutació	W114A	resulta	en	un	increment	de	l’activitat	hidrolítica	i	una	
disminució	de	l’activitat	de	TG,	a	causa	de	l’absència	del	residu	aromàtic	que	duu	a	terme	el	
guiatge	del	substrat	cap	al	solc	catalític	i	el	consegüent	increment	de	molècules	d’aigua	en	
el	 solc	 catalític.	 En	 canvi,	 l’activitat	de	TG	es	 veu	 incrementada	amb	 la	mutació	G113S,	 a	
causa	 de	 les	 interaccions	 d’apilament	 preexistents	 amb	 el	 Trp114,	 que	 es	 veuen	
augmentades	 per	 la	 presència	 del	 grup	 hidroxil	 de	 la	 Ser.	 La	 mutació	 de	 la	 Ser110,	
localitzada	en	la	cadena	β3	i	amb	la	cadena	lateral	situada	entre	els	dos	residus	Asp	de	la	
tríada	 catalítica,	 per	 una	 Gly	 resulta	 en	 una	 disminució	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 i	 un	
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increment	simultani	de	l’activitat	de	TG.	El	mutant	F119A	també	resulta	en	un	increment	de	

l’activitat	de	TG,	a	causa	de	canvis	en	les	interaccions	donats	per	la	substitució	d’un	residu	

aromàtic	per	una	Ala.	El	residu	Phe119	és	un	residu	altament	conservat	en	les	quitinases	de	

la	 família	 18,	 i	 interacciona	mitjançant	 interaccions	 π-π	 i	 CH-π	 amb	 el	 Trp152,	 localitzat	

entre	els	residus	Asp151	i	Glu153	de	la	tríada	catalítica.		

Per	últim,	la	mutació	del	W241A	també	dona	lloc	a	una	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	i	

un	increment	de	l’activitat	de	TG	a	causa	de	l’alteració	de	l’activitat	inherent	d’SpChiD	per	
la	 substitució	 de	 la	 cadena	 lateral	 voluminosa	 del	 Trp,	 que	 interacciona	 amb	 els	 anells	

piranosa	del	substrat	mitjançant	interaccions	d’apilament,	per	una	Ala.		

Modificacions	de	residus	tant	del	centre	catalític	com	del	solc	catalític	donen	lloc	a	enzims	

més	 actius	 en	 relació	 a	 l’activitat	 de	 TG,	 independentment	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 que	

presenten,	 essent	 els	mutants	 S110G	 i	 Y222A	 els	 que	 presenten	 un	major	 increment	 de	

l’activitat	 de	 TG,	 amb	 els	 que	 s’obté	 fins	 a	 un	 20%	 de	 productes	 de	 TG	 ((GlcNAc)5	 +	

(GlcNAc)6)	 respecte	 el	 total	 de	 productes	 provinents	 de	 la	 hidròlisi	 de	 (GlcNAc)4	

(Madhuprakash	et	al.,	2012).	

En	un	segon	estudi	(Madhuprakash	et	al.,	2014),	amb	la	hipòtesi	d’augmentar	l’activitat	de	

TG	 mitjançant	 l’increment	 del	 temps	 de	 retenció	 del	 substrat	 en	 el	 centre	 catalític,	 es	

generen	els	mutants	G113S,	G113W,	W114A	i	G195W.	La	regió	on	es	localitzen	els	residus	

G113	i	W114	és	considerada	el	punt	d’entrada	del	substrat.	La	mutació	G113S	dona	lloc	a	

una	 disminució	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 i	 un	 increment	 de	 l’activitat	 de	 TG,	 en	 canvi,	 la	

mutació	 d’aquest	 residu	 per	 un	 Trp,	 dona	 lloc	 a	 una	 disminució	 d’ambdues	 activitats.	 La	

substitució	 per	 un	 Trp	 provoca	 un	 augment	 de	 les	 interaccions	 amb	 el	 substrat,	 que	 se	

sumen	a	les	interaccions	del	Trp120,	a	més	d’un	bloqueig	de	l’entrada	al	solc	catalític	que	

dificulta	 l’entrada	de	molècules	al	 centre	actiu.	 La	mutació	del	 residu	Trp114	per	una	Ala	

dona	 lloc	 a	 un	 increment	de	 l’activitat	 hidrolítica	 i	 una	disminució	de	 l’activitat	 de	 TG.	 El	

mutant	 W114A	 mostra	 un	 ampli	 espai	 en	 l’entrada	 del	 substrat	 per	 on	 poden	 accedir	

fàcilment	 les	 molècules	 de	 substrat	 però	 també	 les	 molècules	 d’aigua,	 donant	 lloc	 a	 un	

increment	de	l’activitat	d’hidròlisi	i	simultàniament	una	disminució	de	l’activitat	de	TG.	Per	

altra	banda,	el	residu	Gly195	es	troba	situat	en	el	subseti	+2,	és	a	dir,	en	la	sortida	del	solc	

catalític,	 i	 la	mutació	d’aquest	per	un	Trp	dona	 lloc	a	un	 increment	en	 l’activitat	de	TG,	a	

causa	de	la	cadena	lateral	voluminosa	que	provoca	un	tancament	parcial	de	 la	sortida	del	

centre	actiu.	L’increment	de	l’activitat	de	TG	pot	ser	a	causa	d’un	increment	de	l’afinitat	pel	

substrat	com	a	conseqüència	de	l’elevat	nombre	d’interaccions	per	pont	d’hidrogen;	o	bé,	a	

causa	de	la	introducció	d’un	pegat	hidrofòbic	que	impedeix	l’entrada	de	molècules	d’aigua,	

desafavorint	la	reacció	d’hidròlisi.	Aquests	fets	es	tradueixen	en	un	increment	en	el	temps	

de	 retenció	de	 l’intermedi	 oxazolina	o	del	 substrat	 en	 el	 centre	 actiu,	 que	 afavoreixen	 la	

reacció	 de	 TG.	 Aquests	 resultats	 mostren	 la	 possibilitat	 d’augmentar	 l’activitat	 de	 TG	

mitjançant	un	bloqueig	parcial	de	la	sortida	del	producte	de	la	zona	activa.		

A	 més	 a	 més,	 mitjançant	 estudis	 de	 mutagènesi	 s’ha	 demostrat	 que	 l’activitat	 de	 TG	 i	

l’activitat	quitobiasa	d’SpChiD,	única	i	característica	d’aquesta	quitinasa,	estan	inversament	

relacionades	(Madhuprakash,	Bobbili,	et	al.,	2015).		
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Per	 una	 banda,	 s’ha	 dissenyat	 els	 4	 mutants	 resultants	 de	 substituir	 per	 una	 Ala	 els	 4	

triptòfans	 presents	 en	 la	 cavitat	 d’unió	 a	 substrat	 d’SpChiD	 (Trp114,	 Trp160,	 Trp290	 i	
Trp395),	 i	 en	 cap	 dels	 mutants	 s’ha	 perdut	 l’activitat	 quitobiasa	 característica	 d’SpChiD,	
però	 sí	 hi	 ha	 hagut	 canvis	 en	 l’activitat	 de	 TG.	 La	 presència	 de	 residus	 Trp	 en	 la	 cavitat	

d’unió	 a	 substrat	 sembla	 augmentar	 l’afinitat	 d’unió	 a	 substrat,	 fet	 que	 influencia	 en	

l’activitat	 de	 TG	 d’SpChiD.	Mutacions	 dels	 residus	 Trp114,	 Trp160	 i	 Trp290	 indiquen	 que	

aquests	 residus	 són	 necessaris	 per	 a	 l’activitat	 de	 TG,	 essent	 els	més	 importants	 els	 dos	

primers.	La	baixa	activitat	de	TG	del	mutant	W290A	es	veu	eliminada	quan	es	combina	amb	

la	mutació	W160A,	a	causa	de	l’increment	del	trànsit	de	molècules	d’aigua	conseqüència	de	

la	 important	disminució	d’hidrofobicitat	de	 la	 cavitat	d’unió.	 En	 canvi,	 la	mutació	W395A	

afecta	la	velocitat	inicial	de	catàlisi	i	l’enzim	presenta	activitat	de	TG	màxima	al	cap	de	12	h.		

Per	 altra	 banda,	 la	 meitat	 de	 l’espai	 de	 la	 cavitat	 d’unió	 a	 substrat	 d’SpChiD	 es	 troba	
ocupada	 pel	 loop	 Asn30-Asp42,	 que	 conté	 els	 residus	 Val35	 i	 Thr36	 que	 afavoreixen	
interaccions	 no-covalents	 amb	 el	 substrat	 entrant.	 Mutacions	 dels	 residus	 Val35	 i	 Thr36	

(V35G,	 T36G	 i	 T36F)	 donen	 lloc	 a	 una	 disminució	 de	 l’activitat	 quitobiasa	 causada	 per	

pertorbacions	 en	 el	 posicionament	 o	 en	 la	 unió	 de	 la	 molècula	 (GlcNAc)2,	 en	 canvi,	

mantenen	 l’activitat	 de	 TG.	 La	 deleció	 del	 loop	 sencer	 provoca	 una	 pèrdua	 total	 de	
l’activitat	quitobiasa	de	l’enzim,	però	un	increment	de	l’activitat	de	TG	respecte	l’enzim	wt,	
que	 es	 prolonga	 fins	 a	 les	 24	h.	 Per	 últim,	 el	 mutant	 Y28A	 també	 mostra	 una	 pèrdua	

completa	 de	 l’activitat	 quitobiasa	 i	 una	disminució	 en	 la	 velocitat	 d’hidròlisi	 de	 (GlcNAc)4	

acompanyada	d’un	increment	en	l’activitat	de	TG.	Pertorbacions	en	el	rol	d’estabilització	de	

càrrega	 que	 duu	 a	 terme	 la	 Tyr28	 prolonguen	 el	 temps	 de	 retenció	 del	 substrat	 o	 de	

l’intermedi	 oxazolina	 en	 la	 cavitat	 d’unió	 i	 conseqüentment	 es	 promou	 l’activitat	 de	 TG.	

Tant	 la	 mutació	 de	 la	 Tyr28	 com	 l’eliminació	 del	 loop	 Asn30-Asp42	 sencer	 no	 només	

eliminen	l’activitat	quitobiasa	d’SpChiD	sinó	que	també	afecten	l’activitat	hidrolítica	davant	

substrats	polimèrics	de	quitina.	Tot	i	així,	aquests	mutants	produeixen	elevades	quantitats	

de	productes	de	TG,	sobretot	(GlcNAc)6,	el	que	indica	una	relació	inversa	entre	les	activitats	

quitobiasa	 i	 de	 TG.	 Malgrat	 tot,	 els	 rendiments	 en	 TG	 d’aquests	 mutants	 són	 <10%	

(Madhuprakash,	Bobbili,	et	al.,	2015).	

Ja	 a	 la	 finalització	 de	 la	 part	 experimental	 d’aquesta	 tesi,	Madhuprakash	 et	 al.	 reporten	
noves	mutacions	importants	per	a	l’estabilització	de	l’intermedi	de	reacció	i	per	a	la	unió	a	

substrat	 situades	 tant	 en	 els	 llocs	 d’unió	 al	 donador	 com	en	 els	 llocs	 d’unió	 a	 acceptor	 i	

identifiquen	tres	mutants	amb	efectes	beneficiosos	sobre	l’activitat	de	TG:	Y28A	(que	té	un	

efecte	en	el	subseti	-1	i	en	l’intermedi	de	reacció),	Y222A	(que	afecta	l’intermedi	de	reacció)	

i	 Y226W	 (que	 té	 un	 efecte	 en	 el	 subseti	 +2)	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2018).	 Amb	 tots	 els	

mutants	s’obté	una	mescla	de	COS	amb	graus	de	polimerització	entre	DP1-DP8	a	partir	de	

(GlcNAc)4	com	a	substrat.		

Els	 mutants	 Y28A	 i	 Y222A	 mostren	 una	 activitat	 d’hidròlisi,	 utilitzant	 (GlcNAc)4	 com	 a	

substrat,	similar	o	 lleugerament	superior	a	 l’enzim	wt.	En	canvi,	mostren	un	increment	en	

l’activitat	 de	 TG,	 tant	 en	 l’acumulació	 de	 productes	 com	 en	 la	 durada	 d’aquests.	 L’anell	

benzè	de	la	Tyr28	interacciona	amb	el	–CH3	del	grup	N-acetil	del	monòmer	GlcNAc	situat	en	
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el	 subseti	 -1	mitjançant	 interaccions	hidrofòbiques	d’apilament.	A	més,	per	 similitud	amb	

l’estructura	 de	 la	 quitinasa	 B	 de	 S.	 marcescens,	 en	 que	 es	 troba	 l’estructura	 resolta	 en	
complex	amb	 (GlcNAc)5	 i	 s’ha	observat	un	moviment	d’aquesta	Tyr	 cap	al	primer	Asp	del	

motiu	DxDxE,	es	suggereix	un	moviment	d’aquesta	Tyr28	cap	a	 l’Asp149,	quan	es	dona	 la	

unió	a	substrat,	per	a	compensar	la	pèrdua	temporal	d’interaccions	d’hidrogen	a	causa	de	

la	rotació	de	l’Asp151	cap	al	Glu153.	Per	altra	banda,	també	per	similitud	amb	l’estructura	

d’SmChiB,	 en	 relació	 a	 la	 Tyr222,	quan	hi	 ha	unió	del	 substrat,	 el	 grup	hidroxil	 d’aquesta	

forma	un	pont	d’hidrogen	amb	l’oxigen	carbonílic	del	grup	N-acetil	del	monòmer	situat	en	

el	 subseti	 -1.	 Aquesta	 interacció	 ajuda	 al	 posicionament	 del	 grup	 N-acetil	 per	 a	 l’atac	
nucleofílic	sobre	el	carboni	anomèric	i	probablement	es	manté	en	l’intermedi	oxazolina.	La	

mutació	 d’aquests	 residus	 afecta	 les	 propietats	 de	 l’intermedi	 de	 reacció	 i	 influencia	 la	

susceptibilitat	d’aquest	de	ser	atacat	per	una	molècula	d’aigua	o	un	sucre	acceptor.	Tot	i	la	

implicació	 d’aquests	 residus	 en	 la	 catàlisi,	 la	 mutació	 d’aquests	 residus	 en	 SpChiD	 no	
sembla	 variar	 la	 velocitat	 d’hidròlisi	 de	 (GlcNAc)4.	 A	 diferència	 d’aquests	 dos	mutants,	 la	

mutació	de	 la	Tyr226,	 situada	en	el	 subseti	+2,	per	un	Trp	dona	 lloc	a	una	disminució	de	

l’activitat	 hidrolítica	 i	 una	 ràpida	 acumulació	 de	 productes	 de	 TG,	 que	 són	 hidrolitzats	

ràpidament.		

A	més,	també	s’ha	substituït	l’Asp151,	corresponent	al	segon	Asp	del	motiu	DxDxE,	per	una	

asparagina	i	s’ha	obtingut	una	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	≥99%,	i	un	increment	de	

l’activitat	 de	 TG	 amb	 un	 rendiment	 en	 (GlcNAc)5+(GlcNAc)6,	 com	 a	 productes	 de	 TG,	 del	

19%.	Aquesta	mutació	no	només	provoca	una	disminució	en	l’activitat	hidrolítica	de	l’enzim	

sinó	 que	 afecta	 l’intermedi	 oxazolina.	 L’Asp	 assistent	 estabilitza	 l’estat	 de	 transició	 i	

l’intermedi	 oxazolina	 en	major	mesura	 que	 no	 un	 residu	 Asn	 en	 aquesta	 posició,	 el	 que	

explica	 l’efecte	 negatiu	 d’aquesta	 substitució	 en	 l’activitat	 d’hidròlisi.	 Considerant	 la	

important	interacció	d’aquest	residu	amb	l’intermedi	oxazolina,	una	Asn	en	aquesta	posició	

estabilitza	 l’intermedi	en	un	estat	més	susceptible	a	ser	atacat	per	una	molècula	de	sucre	

acceptora,	en	comparació	amb	el	residu	Asp	propi	de	l’enzim.		

Combinacions	dels	mutants	de	les	Tyr	amb	el	mutant	D151N	donen	lloc	a	un	increment	en	

el	 rendiment	 de	 productes	 de	 TG,	 de	 fins	 el	 22%	 amb	 els	 mutants	 D151N/Y222A	 i	

D151N/Y226W.	 El	 major	 rendiment	 de	 TG	 s’ha	 obtingut	 amb	 el	 triple	 mutant	

D151N/Y222A/Y226W,	≥22%,	que	dona	 lloc	a	una	 ràpida	acumulació	de	productes	de	TG	

que	es	mantenen	estables	al	 llarg	del	temps.	El	triple	mutant	destaca	per	una	acumulació	

d’elevats	 nivells	 de	 productes	 de	 TG	 des	 de	 temps	 curts	 de	 reacció.	 Per	 aquest	 mutant	

sembla	 que	 el	 consum	 de	 substrat,	 (GlcNAc)4,	 s’aturi	 quan	 els	 nivells	 de	 (GlcNAc)5	 i	

(GlcNAc)6	 arriben	 al	 màxim,	 el	 que	 suggereix	 que	 la	 reacció	 arriba	 a	 una	 mena	 d’estat	

d’equilibri	estable	entre	el	consum	i	producció	de	(GlcNAc)4.		

Els	 resultats	 mostren	 clarament	 que	 SpChiD	 és	 un	 bon	 scaffold	 per	 a	 dissenyar	 enzims	

altament	 eficients	 en	 la	 síntesi	 de	 COS,	 mitjançant	 mutagènesi	 de	 diferents	 residus	

implicats	 en	 la	 catàlisi,	 que	 poden	 afectar	 l’estabilitat,	 la	 conformació	 i	 la	 orientació	 del	

substrat	i	dels	intermedis	de	reacció.	La	combinació	de	diferents	mutacions,	que	inclouen	la	
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mutació	de	 l’Asp	assistent,	dona	 lloc	a	un	 increment	de	 l’acumulació	de	productes	de	TG	
encara	més	elevat.		

En	aquest	capítol	s’exposa	el	desenvolupament	d’una	glicosintasa	per	mutagènesi	dirigida,	
a	partir	del	mutant	del	residu	assistent	D151A.	L’estratègia	utilitzada	es	basa	en	la	hipòtesi	
de	disminuir	 (pràcticament	eliminar)	 l’activitat	hidrolítica,	és	a	dir,	 impedir	que	es	doni	 la	
primera	etapa	de	reacció	(glicosidació),	per	evitar	la	hidròlisi	secundària	dels	productes	de	
TG	 formats,	 i	donar	a	 l’enzim	un	substrat	oxazolina,	que	mimetitza	 l’intermedi	de	 reacció	
per	 afavorir	 la	 segona	 etapa	 (desglicosidació),	 sense	 que	 l’enzim	 requereixi	 la	 formació	
d’aquest,	que	teòricament	no	podria	formar-lo.		

4.2.	Primera	generació	glicosintasa:	mutació	del	residu	assistent		

La	primera	generació	glicosintasa	correspon	al	mutant	resultant	de	la	substitució	del	residu	
assistent	per	una	Ala,	amb	l’objectiu	d’intentar	eliminar	l’activitat	hidrolítica	de	l’enzim	wt	
(veure	introducció).		

L’anàlisi	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 i	 de	 l’activitat	 glicosintasa,	 utilitzant	 (GlcNAc)5-ox	 com	 a	
substrat,	 del	 mutant	 SpChiD	 D151A	 en	 comparació	 amb	 la	 resta	 de	 mutants	 de	 les	
quitinases	GH18	seleccionades	s’ha	descrit	en	el	capítol	3.	Aquí	s’amplia	 la	caracterització	
d’aquest	mutant	que	servirà	de	motlle	per	a	 introduir	noves	mutacions	per	avaluar	el	seu	
efecte	en	l’activitat	glicosintasa.	

4.2.1.	Activitat	hidrolítica	d’SpChiD	D151A	

Com	 a	 resum	 de	 les	 propietats	 més	 rellevants	 d’aquest	 mutant	 (descrit	 al	 capítol	 3)	 es	
destaquen:	

a) La	mutació	del	residu	assistent	Asp151	per	una	Ala	en	l’enzim	SpChiD	ha	resultat	en	
la	 disminució	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 d’unes	 102-103	 vegades	 respecte	 l’enzim	
salvatge	(Figura	4.4).	

	
Figura	 4.4.	 Curs	 de	 reacció	 de	 l'activitat	 hidrolítica	 d'SpChiD	wt	 (40	nM)	 i	 del	mutant	 D151A	 (1	µM)	 amb	
GlcNAc-MU.	50	µM	GlcNAc-MU	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7	a	37°C.	
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b) Els	 assajos	 d’activitat	 amb	 substrats	 artificials	 mostren	 una	 activitat	 d’SpChiD	
D151A	més	 elevada	 amb	 GlcNAc-MU	 com	 a	 substrat,	 seguida	 de	 (GlcNAc)2-MU	 i	
(GlcNAc)3-MU.	 El	 mutant	 D151A	 manté	 l’activitat	 quitobiasa	 característica	 de	
l’enzim.		
	

c) La	hidròlisi	de	(GlcNAc)4	suggereix	una	preferència	de	tall	dels	enllaços	dels	extrems,	
donant	lloc	a	una	major	formació	de	(GlcNAc)3	que	(GlcNAc)2.		

4.2.2.	Activitat	glicosintasa	d’SpChiD	D151A	

4.2.2.1	Polimerització	de	(GlcNAc)5-ox	

En	 relació	 a	 l’activitat	 glicosintasa	 del	 mutant,	 el	 primer	 assaig	 amb	 (GlcNAc)5-ox	 com	 a	
donador	 resulta	 en	 la	 formació	 d’una	 mescla	 de	 COS	 amb	 DPs	 entre	 5	 i	 15,	 essent	
(GlcNAc)10	el	producte	majoritari	en	temps	de	reacció	curts,	però	aquest	s’hidrolitza	al	llarg	
del	 temps	 donant	 lloc	 a	 (GlcNAc)7	 i	 (GlcNAc)8	 majoritàriament,	 a	 causa	 de	 l’activitat	
hidrolítica	residual.	El	rendiment	en	polímer	és	del	47,9%	a	les	18	hores	de	reacció	(veure	
capítol	3).		

El	mateix	assaig	(24	mM	(GlcNAc)5-ox	i	1	mg·mL-1	d’enzim)	amb	l’enzim	wt	dona	lloc	també	
a	la	formació	d’una	mescla	de	(GlcNAc)5-(GlcNAc)15	al	cap	de	2	hores	de	reacció	(Figura	4.5).	
Tot	 i	ser	un	enzim	amb	elevada	activitat	de	TG,	 l’activitat	hidrolítica	és	predominant,	 i	els	
productes	 formats	 són	 hidrolitzats	 ràpidament	 donant	 lloc	 a	 una	 mescla	 de	 COS	
principalment	amb	DPs	entre	6	i	9.	A	més,	(GlcNAc)5-ox	segurament	també	és	hidrolitzada	
donant	lloc	principalment	a	la	formació	de	(GlcNAc)3	 i	(GlcNAc)2,	 i	aquest	últim	és	utilitzat	
per	 transglicosidació	 amb	 una	 nova	molècula	 de	 (GlcNAc)5-ox	 donant	 lloc	 a	 (GlcNAc)7,	 el	
producte	majoritari.	Al	cap	de	18	h	de	reacció	no	es	detecta	precipitat,	és	a	dir,	el	precipitat	
format	és	hidrolitzat	essent	el	rendiment	en	polímer	<2,5%	(p/p).		

	
Figura	4.5.	Espectre	de	MALDI-TOF	dels	productes	de	la	fracció	insoluble	de	la	reacció	de	polimerització	de	
(GlcNAc)5-ox	catalitzada	per	l'enzim	SpChiD	wt.	Productes	obtinguts	al	cap	de	2	hores	(esquerra)	i	18	hores	
(dreta)	de	reacció.	Es	detecta	els	adductes	amb	sodi,	i	també	els	adductes	amb	DMSO	i	sodi.	

	
La	 comparació	 entre	 les	 reaccions	 de	 l’enzim	 salvatge	 i	 el	 mutant	 D151A,	 en	 relació	 al	
precipitat	 format	 i	 als	 productes	 obtinguts,	 analitzats	 per	 MALDI-TOF,	 resulta	 en	 un	
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increment	de	 l’activitat	de	TG	del	mutant	D151A	respecte	SpChiD	wt,	principalment	en	 la	

durada	 dels	 productes	 provinents	 de	 TG	 o	 GS,	 a	 causa	 de	 la	 disminució	 de	 l’activitat	

hidrolítica	del	mutant	D151A.		

Un	 cop	 comprovada	 la	 capacitat	 de	 formar	 nous	 enllaços	 glicosídics	 del	 mutant	 SpChiD	
D151A,	s’ha	analitzat	l’eficiència	de	condensació	de	(GlcNAc)5-ox	com	a	substrat	a	diferents	

concentracions	d’enzim	i	substrat.		

Quan	 es	 varia	 la	 concentració	 d’enzim,	 i	 es	 manté	 una	 concentració	 de	 (GlcNAc)5-ox	

constant	(24	mM),	en	tots	els	casos	es	dona	igualment	la	formació	de	producte	polimèric,	

(GlcNAc)10,	 essent	 aquest	 el	 producte	 majoritari	 al	 cap	 de	 2	hores	 de	 reacció.	 Els	

rendiments	 en	 polímer	 en	 aquest	 temps	 de	 reacció	 són	 negligibles	 per	 a	 les	 diferents	

concentracions	d’enzim	assajades	(<2,5%	(p/p)	de	precipitat	format).	A	major	concentració	

d’enzim	s’observa	menor	presència	de	productes	≥(GlcNAc)10	i	un	increment	de	(GlcNAc)5-

(GlcNAc)9,	és	a	dir,	una	hidròlisi	més	ràpida	dels	productes	GS	formats	(Figura	4.6A).	

Quan	es	varia	la	concentració	de	donador	(GlcNAc)5-ox,	i	es	manté	constant	la	concentració	

d’enzim	 (0,25	mg·mL-1),	 també	 s’obté	 (GlcNAc)10	 com	 a	 producte	 majoritari,	 però	 de	 la	

mateixa	 manera	 aquest	 és	 hidrolitzat,	 amb	 una	 velocitat	 d’hidròlisi	 lleugerament	 més	

ràpida	quan	la	concentració	de	donador	és	més	elevada	(Figura	4.6B).		

			 	
Figura	 4.6.	 Representació	 dels	 productes	 de	 TG	 presents	 en	 la	 reacció	 de	 polimerització	 de	 (GlcNAc)5-ox	

catalitzada	per	SpChiD	D151A	en	funció	de	la	concentració	d'enzim	(A)	i	de	la	concentració	de	donador	(B).	

Productes	obtinguts	al	cap	de	2	hores	de	reacció.	

	
Aquests	 resultats	 mostren	 que,	 tot	 i	 obtenir	 rendiments	 de	 producte	 polimèric	 baixos	 a	

temps	de	reacció	curts	(2	h),	el	rendiment	aparent	de	(GlcNAc)10	obtingut	respecte	la	resta	

de	 productes	 provinents	 de	 TG	 (amb	DP≥6),	 és	més	 elevat	 quan	 s’utilitza	 concentracions	

d’enzim	i/o	substrat	menors.		

Per	 altra	 banda,	 amb	 l’objectiu	 d’obtenir	 una	 major	 quantitat	 de	 producte	 de	 TG,	 amb	

(GlcNAc)10	 com	 a	 producte	 majoritari,	 s’ha	 realitzat	 diferents	 assajos	 en	 els	 que	 s’ha	

incrementat	el	volum	de	reacció	total	 i/o	s’ha	recollit	conjuntament	el	precipitat	obtingut	

de	 diferents	 rèpliques.	 Tot	 i	 obtenir	 (GlcNAc)10	 com	 a	 producte	majoritari,	 en	 cap	 cas	 la	

quantitat	de	producte	obtingut	ha	estat	suficient	per	a	la	caracterització	d’aquest.		
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A	causa	dels	resultats	obtinguts,	en	les	reaccions	de	polimerització	dels	mutants	d’SpChiD,	
es	 treballarà	 a	 unes	 concentracions	 d’enzim	 i	 donador	 de	 0,25	mg·mL-1	 i	 12	mM,	
respectivament.		

4.2.2.2	Condensació	donador	–	acceptor	

Amb	 l’objectiu	d’obtenir	un	ventall	més	ampli	de	productes	de	TG	s’ha	 realitzat	diferents	
reaccions	de	condensació	donador-acceptor.	Els	primers	assajos	van	ser	amb	(GlcNAc)2-ox	o	
(GlcNAc)5-ox	 com	 a	 donador	 i	 GlcNAc-pNP	 o	 (GlcNAc)3-pNP	 com	 acceptors,	 i	 no	 es	 va	
detectar	 productes	 de	 condensació,	 i	 al	 cap	 de	 temps	 d’incubació	 llargs	 es	 va	 detectar	
hidròlisi	 dels	 acceptors.	 Els	 substrats	 –pNP	 són	 molt	 poc	 solubles,	 i	 per	 tant,	 les	
concentracions	d’acceptor	utilitzades	en	els	assajos	van	ser	inferiors	a	5	mM	per	a	GlcNAc-
pNP	 i	 2	 mM	 per	 (GlcNAc)3-pNP,	 a	 una	 concentració	 de	 donador	 d’1	mM.	 Els	 resultats	
suggereixen	que	la	reacció	de	TG	no	es	dona,	o	no	es	detecta,	quan	s’utilitza	concentracions	
de	substrats	baixes.	

Per	 als	 assajos	 posteriors	 es	 va	 utilitzar	 quitooligosacàrids	 naturals	 com	 a	 acceptors	 i	
(GlcNAc)5-ox	com	a	donador	(12	mM).	El	fet	d’haver	d’utilitzar	elevades	concentracions	de	
donador,	així	com	la	poca	solubilitat	dels	oligòmers	de	quitina,	dificulten	la	presència	d’un	
excés	gaire	elevat	d’acceptor	en	relació	al	donador.		

La	reacció	d’SpChiD	D151A	amb	(GlcNAc)5-ox	com	a	donador	(12	mM)	i	(GlcNAc)2	(24	mM)	
com	 a	 acceptor	 resulta	 en	 la	 formació	 d’una	mescla	 de	 COS	 amb	DPs	 entre	 5	 i	 12,	 amb	
(GlcNAc)10	 com	 a	 producte	majoritari	 (%	 àrea	 del	 60%	 aproximadament),	 en	 comptes	 de	
(GlcNAc)7	com	caldria	esperar	(Figura	4.7).	Al	cap	de	temps	de	reacció	més	llargs,	(GlcNAc)10	
és	hidrolitzat	i	augmenta	la	presència	de	(GlcNAc)7,	de	la	mateixa	manera	que	en	la	reacció	
de	polimerització	de	(GlcNAc)5-ox.		

	
Figura	 4.7.	 Espectre	 de	MALDI-TOF	dels	 productes	 de	 la	 fracció	 insoluble	 de	 la	 reacció	 de	 condensació	 de	
(GlcNAc)5-ox	 com	a	 donador	 i	 (GlcNAc)2	 com	a	 acceptor,	 catalitzada	 pel	mutant	SpChiD	D151A.	 Productes	
obtinguts	al	cap	de	2	hores	de	reacció.	
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En	 la	 reacció	 d’SpChiD	 D151A	 amb	 (GlcNAc)5-ox	 com	 a	 donador	 (12	mM)	 i	 (GlcNAc)5	
monodesacetilat	en	el	segon	residu	des	de	 l’extrem	no-reductor	 (ADAAA)	com	a	acceptor	
(18,5	mM),	 el	 producte	 resultant	 torna	 a	 ser	 una	mescla	 de	 COS	 amb	DPs	 entre	 5	 i	 12,	 i	
(GlcNAc)10	 torna	a	 ser	el	producte	majoritari,	 que	és	hidrolitzat	en	 temps	de	 reacció	més	
llargs	 (Figura	 4.8).	 També	 es	 detecta	 un	 pic	 amb	 m/z	 de	 2030	 que	 pot	 correspondre	 a	
l’adducte	amb	sodi	de	(GlcNAc)10	monodesacetilat	(DP10(N)),	que	segueix	present	a	temps	
de	 reacció	 més	 llargs	 (48	 hores).	 A	 les	 48	 hores	 de	 reacció	 (GlcNAc)7	 és	 el	 producte	
majoritari,	 segurament	 a	 causa	 de	 la	 hidròlisi	 dels	 productes	 GS	 formats	 així	 com	 de	
reaccions	de	TG,	a	causa	de	l’activitat	hidrolítica	residual	del	mutant,	tal	com	succeeix	en	la	
reacció	de	polimerització	de	(GlcNAc)5-ox.	

	
Figura	 4.8.	 Espectre	 de	MALDI-TOF	dels	 productes	 de	 la	 fracció	 insoluble	 de	 la	 reacció	 de	 condensació	 de	
(GlcNAc)5-ox	 com	 a	 donador	 i	 ADAAA	 com	 a	 acceptor,	 catalitzada	 pel	 mutant	 SpChiD	 D151A.	 Productes	
obtinguts	al	cap	de	2	hores	de	reacció.	En	negreta	es	marca	el	pic	corresponent	a	la	reacció	de	condensació	
que	dona	lloc	a	DP10(N)	com	a	producte.	

	
Les	 reaccions	 de	 condensació	 assajades	 han	 resultat	 en	 la	 formació	 de	 (GlcNAc)10	 com	 a	
producte	 majoritari	 en	 lloc	 del	 producte	 que	 resultaria	 de	 la	 condensació	 del	 donador	 i	
acceptor	utilitzats	(DP10(N)).	Les	ràtios	donador:acceptor	utilitzades	han	estat	de	1:2	i	2:3	
en	 les	 reaccions	 amb	 (GlcNAc)2	 i	 ADAAA,	 respectivament.	 Com	 s’ha	 comentat,	 l’excés	
d’acceptor	respecte	el	donador	no	ha	estat	gaire	elevat,	i	com	a	conseqüència	en	ambdues	
reaccions	 predomina	 la	 reacció	 d’autocondensació	 del	 propi	 donador	 donant	 lloc	 a	
(GlcNAc)10	com	a	producte	majoritari.		

4.2.2.3	Polimerització	d’ADAAA-ox	

Per	 últim,	 s’ha	 realitzat	 un	 assaig	 de	 polimerització	 amb	 l’oxazolina	 de	 DP5	
monodesacetilada	 en	 el	 segon	monòmer	 des	 de	 l’extrem	no-reductor	 (ADAAA-ox)	 com	 a	
donador	(24	mM)	(Figura	4.9).		
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A) Obtenció	de	DP10(N,N)	a	partir	de	la	reacció	GS	amb	ADAAA-ox	com	a	substrat	
	

	
B) Obtenció	de	COS	a	partir	de	reaccions	de	TG	

	

	
	

C) Possibles	llocs	de	tall	de	DP10(N,N)-ox	
	

	

Figura	4.9.	Representació	esquemàtica	dels	possibles	COS	formats	en	la	reacció	de	condensació	d'ADAAA-ox	

Representació	 de	 la	 reacció	 GS	 en	 la	 que	 es	 dona	 la	 condensació	 de	 dues	 molècules	 d’ADAAA-ox.	

B)	Representació	de	la	reacció	de	TG.	Hidròlisi	i	transferència	d’un	oligòmer	de	quitosà	a	un	substrat	acceptor	

(ADAAA-ox).	C)	Possibles	 llocs	d’hidròlisi	de	DP10(N,N)-ox,	producte	resultant	de	la	unió	de	dues	molècules	

d’ADAAA-ox.	Cercles	gris	clar:	unitats	d’	N-acetilglucosamina	(GlcNAc);	cercles	blancs:	unitats	de	glucosamina	

(GlcNH2);	cercles	gris	fosc:	derivat	oxazolina	d’	N-acetilglucosamina.	

	
	

Al	cap	de	10	hores	de	reacció,	tot	i	que	no	es	detecta	formació	de	precipitat,	sí	es	detecta	

formació	de	productes	de	TG	que	són	solubles.	La	fracció	soluble	de	la	reacció	consta	d’una	

mescla	 de	 COS	 amb	 DPs	 d’entre	 6	 i	 11,	 entre	 els	 que	 es	 troba	 DP10	 didesacetilat	

(DP10(N,N))	provinent	de	la	reacció	GS	(Figura	4.10).	Les	ràtios	m/z	detectades	per	MALDI-

TOF-MS	 corresponen	 als	 adductes	 amb	 sodi.	 La	 mescla	 de	 COS	 conté	 DP6	 i	 DP7	

monodesacetilats,	i	DP7-DP11	didesacetilats,	provinents	de	reaccions	de	TG	o	d’hidròlisi	de	

DP10(N,N).	 Les	 quitinases	 GH18	 requereixen	 un	 monòmer	 d’N-acetilglucosamina	 en	 el	

subseti	 -1,	 a	 causa	 del	 mecanisme	 de	 catàlisi	 assistit	 per	 substrat,	 i	 per	 tant	 no	 poden	

hidrolitzar	 el	 substrat	 ADAAA-ox	 pel	 segon	 enllaç	 glicosídic	 des	 de	 l’extrem	 no-reductor.	

Aquest	 fet	 suggereix	 que	 el	 DP7	 didesacetilat	 present	 en	 la	 mescla	 de	 productes	 de	 TG	

prové	de	la	hidròlisi	d’un	producte	de	TG	didesacetilat	amb	un	DP	més	elevat.		

DP10(N,N)-ox	

+	

+	

+	

(GlcNAc)2	+	DP8(N,N)	

+	

+	

GlcNAc	+	DP9(N,N)	

+	

+	

DP4(N)	+	DP6(N)	

DP10(N,N)-ox	
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Figura	 4.10.	 Espectre	 de	 MALDI-TOF	 dels	 productes	 de	 la	 fracció	 soluble	 de	 la	 reacció	 de	 polimerització	
d'ADAAA-ox	 catalitzada	 pel	mutant	 SpChiD	 D151A.	 Productes	 obtinguts	 al	 cap	 de	 10	hores	 de	 reacció.	 Es	
detecta	el	derivat	oxazolina	dels	COS	obtinguts	per	TG.	

	
Al	cap	de	24	hores	de	reacció	es	detecta	la	formació	de	precipitat,	que	conté	una	mescla	de	
COS	amb	DPs	entre	6	i	19	provinents	de	reaccions	de	TG	(Figura	4.11).	La	mescla	consta	dels	
oligòmers	i	polímers	DP6-DP13	monodesacetilats,	excepte	DP8	i	DP9	monodesacetilats	que	
no	 poden	 donar-se	 per	 reaccions	 de	 TG	 directes;	 d’oligòmers	 i	 polímers	 DP9-DP18	
didesacetilats	 i	 dels	 polímers	 DP13-DP19	 tridesacetilats.	 La	 presència	 de	 productes	
desacetilats	inesperats	que	no	provenen	de	la	reacció	de	polimerització	directa	d’ADAAA-ox,	
com	 per	 exemple	 DP10-DP13	 monodesacetilats,	 pot	 explicar-se	 per	 reaccions	 de	 TG	
provinents	 de	 la	 unió	 de	diferents	 productes	 d’hidròlisi	 d’ADAAA-ox	 i/o	 de	 la	 hidròlisi	 de	
productes	més	llargs.	A	més,	cal	destacar	la	poca	presència	d’intermedis	amb	DPs	entre	6	i	
10,	excepte	DP9.		

	
Figura	 4.11.	 Espectre	 de	MALDI-TOF	 dels	 productes	 de	 la	 fracció	 insoluble	 de	 la	 reacció	 de	 polimerització	
d'ADAAA-ox	catalitzada	pel	mutant	SpChiD	D151A.	Productes	obtinguts	al	cap	de	24	hores	de	reacció.	
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A	 partir	 d’un	 donador	 oxazolina	 monodesacetilat	 s’ha	 aconseguit	 obtenir	 una	 mescla	
d’oligòmers	 i	 polímers	 de	 quitosà	 solubles,	 però	 el	 rendiment	 segueix	 essent	 baix,	 i	 els	
productes	 no	 poden	 ser	 analitzats	 per	 altres	 tècniques.	 A	 més,	 a	 temps	 de	 reacció	 més	
llargs	 s’han	obtingut	 polímers	 fins	 a	DP19,	 essent	 aquest	 el	 polímer	 de	 quitosà	més	 llarg	
produït	per	una	quitinasa	fins	el	moment.		

La	mutació	D151A	resulta	en	una	important	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	d’SpChiD,	i	
un	increment	de	l’activitat	de	TG	en	relació	a	la	durada	dels	productes	obtinguts.	Tot	i	així,	
el	mutant	manté	certa	activitat	hidrolítica	residual	que	resulta	en	la	hidròlisi	dels	productes	
de	 TG	 formats	 al	 cap	 del	 temps.	 Aquests	 resultats	 suggereixen	 la	 mutació	 del	 residu	
assistent	 com	 a	 un	 bon	 punt	 d’inici	 per	 a	 desenvolupar	 una	 glicosintasa	 eficient,	 amb	
l’objectiu	de	disminuir	 (idealment	eliminar)	 l’activitat	hidrolítica	de	 l’enzim	amb	 l’objectiu	
d’incrementar	el	rendiment	en	polímer.	

Madhuprakash	et	al.	han	publicat	aquest	últim	any	la	caracterització	del	mutant	simple	del	
residu	 assistent	 D151N,	 que	 presenta	 una	 activitat	 hidrolítica	 residual	 del	 0,6%	 respecte	
l’enzim	 wt	 i	 un	 increment	 de	 l’activitat	 de	 TG,	 amb	 el	 que	 han	 obtingut	 un	 19%	 de	
rendiment	en	productes	de	TG	((GlcNAc)5	+	(GlcNAc)6)	a	partir	de	(GlcNAc)4	com	a	substrat.	
El	rendiment	màxim	de	(GlcNAc)5	és	a	les	12	h	mentre	que	per	a	(GlcNAc)6	és	al	cap	de	6	h	
(Madhuprakash	 et	 al.,	 2018).	 La	 mutació	 del	 residu	 assistent	 per	 una	 Ala,	 resultats	
presentats	 en	 aquesta	 tesi,	 resulta	 en	 una	 disminució	 de	 l’activitat	 hidrolítica	
aproximadament	 del	mateix	 ordre	 (entre	 0,2	 i	 un	 4%	 respecte	 l’enzim	wt,	 en	 funció	 del	
substrat	 utilitzat)	 i	 un	 increment	 de	 l’activitat	 de	 condensació	 i	 TG,	 amb	 el	 que	 els	
productes	 es	 mantenen	 encara	 a	 les	 18	 hores	 de	 reacció,	 mitjançant	 l’ús	 d’un	 donador	
oxazolina.		

4.3.	Segona	generació	glicosintasa	

4.3.1.	Disseny	racional	dels	dobles	mutants	d’SpChiD	

A	 partir	 del	 mutant	 simple	 D151A,	 amb	 l’objectiu	 de	 disminuir	 la	 hidròlisi	 i	 incrementar	
l’activitat	 glicosintasa,	 es	 dissenya	 una	 segona	 generació	 de	mutants	 dobles.	 L’estratègia	
utilitzada	és	a	través	de	mutacions	puntuals	de	diferents	residus,	dissenyades	racionalment,	
utilitzant	com	a	base	el	mutant	puntual	D151A.	Per	a	la	selecció	dels	residus	a	substituir,	es	
requereix	una	anàlisi	prèvia	tant	de	l’estructura	d’SpChiD	(PDBs:	4Q22,	4PTM,	4NZC,	4LGX)	
com	dels	resultats	dels	mutants	publicats	en	bibliografia.		

Primerament,	 l’anàlisi	 estructural	 del	 complex	 enzim-substrat,	 obtingut	 per	 alineament	
estructural	d’SpChiD	(PDB:	4Q22)	amb	l’estructura	del	mutant	del	residu	àcid/base	E153Q	
de	 la	quitinasa	de	Moritella	marina	en	complex	amb	(GlcNAc)5	(PDB:	4MB5)	(Figura	4.12),	
suggereix	 la	 possible	 implicació	 de	 diferents	 residus	 de	 la	 cavitat	 d’unió	 en	 l’activitat	
hidrolítica	i	glicosintasa.		
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Figura	4.12.	Estructura	d'SpChiD	en	complex	amb	(GlcNAc)5	

Es	mostren	els	residus	de	la	tríada	catalítica	(Asp149,	Asp151	i	Glu153).	(GlcNAc)5	es	troba	posicionat	entre	

els	subsetis	 -2	 i	+3.	L’estructura	s’ha	obtingut	a	partir	de	 l’alineament	estructural	d’SpChiD	(PDB	4Q22)	 i	el	
mutant	E153Q	de	la	quitinasa	de	Moritella	marina	en	complex	amb	(GlcNAc)5	(PDB	4MB5).	

	

Per	altra	banda,	 tal	 com	s’exposa	en	 la	 introducció	d’aquest	capítol,	Madhuprakash	 et	al.	
reporten	 el	 disseny	 de	 varis	mutants	 de	 la	 quitinasa	 SpChiD	 de	 residus	 situats	 en	 el	 solc	
catalític	 o	 al	 voltant	 d’aquest	 així	 com	 de	 residus	 conservats	 en	 les	 diferents	 quitinases	

(Madhuprakash	et	al.,	 2012,	2014;	Madhuprakash,	Bobbili,	et	al.,	 2015)	amb	els	que	 s’ha	

modulat	l’activitat	hidrolítica	i/o	l’activitat	de	transglicosidació	de	l’enzim	wt	(veure	apartat	
4.1.3;	Taula	4.1).		

Dels	mutants	 reportats,	 aquells	 que	mostren	 una	 disminució	 de	 l’activitat	 d’hidròlisi	 i	 un	

increment	de	 l’activitat	de	 transglicosidació,	 tant	en	 la	proporció	de	 (GlcNAc)5	 i	 (GlcNAc)6	

obtinguts	a	partir	de	(GlcNAc)4	com	en	la	durada	d’aquests	productes	de	TG	en	la	reacció,	

són	els	mutants	S110G,	G113S	i	F119A	(Madhuprakash	et	al.,	2012).		

Els	 residus	 Ser110	 i	 Gly113,	 que	 formen	 part	 del	 motiu	 SxGG	 altament	 conservat	 en	

quitinases	GH18,	es	troben	en	el	solc	catalític.	La	Ser110	es	troba	en	la	cadena	β3	del	TIM	
barrel	 amb	 la	 cadena	 lateral	 situada	 entre	 els	 dos	 residus	 Asp	 de	 la	 tríada	 catalítica,	 i	

participa	en	 la	cascada	de	moviment	de	 l’Asp151	i	conseqüentment	de	 l’àcid-base	Glu153	

per	a	la	catàlisi.	La	Gly113	té	un	rol	de	manteniment	de	l’arquitectura	del	solc	catalític	i	es	

localitza	 en	 la	 zona	 d’entrada	 del	 substrat.	 Per	 altra	 banda,	 el	 residu	 Phe119	 es	 troba	

proper	 a	 la	 tríada	 catalítica,	 amb	 la	 cadena	 lateral	 situada	 en	 la	 part	 inferior	 del	 domini	

DxDxE,	i	interacciona	mitjançant	interaccions	π-π	i	CH-π	amb	el	Trp152,	localitzat	entre	els	

residus	Asp151	i	Glu153	de	la	tríada	catalítica.		

Asp149	

Asp151	

Glu153	

-2	 -1	 +1	 +2	
+3	
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Figura	4.13.	Estructura	d'SpChiD	on	es	mostra	els	residus	proposats	a	ser	substituïts	en	la	2a	generació	GS	
Es	 mostren	 els	 residus	 Asp151	 i	 Glu153	 de	 la	 tríada	 catalítica	 en	 blau	 cel,	 i	 els	 residus	 proposats	 a	 ser	
substituïts	 per	 a	 la	 2a	 generació	 GS	 en	 blau	 fosc	 (Ser110,	 Gly113,	 Phe119	 i	 Asp149).	 (GlcNAc)5	 es	 troba	
posicionat	entre	els	subsetis	-2	i	+3.	L’estructura	s’ha	obtingut	a	partir	de	l’alineament	estructural	d’SpChiD	
(PDB	4Q22)	i	el	mutant	E153Q	de	la	quitinasa	de	Moritella	marina	en	complex	amb	(GlcNAc)5	(PDB	4MB5).	

	
Considerant	tant	l’anàlisi	estructural	com	els	resultats	de	les	diferents	mutacions	puntuals	
reportades	s’han	dissenyat	els	mutants	dobles	S110G/D151A,	G113S/D151A,	F119A/D151A	
i	D149A/D151A	(Figura	4.13	i	Figura	4.14).	

S’han	 decidit	 substituir	 els	 residus	 Ser110,	 Gly113	 i	 Phe119	 per	 Gly,	 Ser	 i	 Ala,	
respectivament,	 seguint	 l’estratègia	 reportada	 per	 Madhuprakash	 et	 al.	 La	 incorporació	
d’una	Gly	en	la	posició	de	la	Ser110	dificulta	la	formació	de	ponts	d’hidrogen,	de	tal	manera	
que	disminuiria	la	capacitat	de	protonar	l’Asp151	necessari	per	a	la	protonació	del	Glu153	
en	el	mecanisme	catalític,	el	que	explica	 la	disminució	de	 l’activitat	hidrolítica	del	mutant	
puntual	S110G.	Per	altra	banda,	els	autors	proposen	que	la	substitució	de	la	Gly113	per	una	
Ser	dona	lloc	a	un	augment	de	 les	 interaccions	d’apilament	preexistents	amb	el	Trp114,	a	
causa	de	la	presència	del	grup	hidroxil	de	la	Ser.	I	per	últim,	la	substitució	de	la	Phe119	per	
una	 Ala,	 provoca	 la	 pèrdua	 d’interaccions	 π-π	 i	 CH-π	 amb	 el	 Trp152,	 a	 causa	 de	 la	
substitució	del	 residu	aromàtic,	 i	els	 conseqüents	canvis	en	 les	 interaccions	amb	 la	 tríada	
catalítica,	que	tenen	un	impacte	en	les	activitats	d’hidròlisi	i	TG	respecte	l’enzim	wt.		

A	més,	també	s’ha	dissenyat	el	doble	mutant	D149A/D151A,	corresponent	a	la	substitució	
dels	dos	 residus	Asp	de	 la	 tríada	catalítica	 (DxDxE)	per	Ala.	 La	mutació	del	 residu	Asp149	
d’SpChiD	no	es	troba	reportada,	però	la	substitució	del	mateix	Asp	en	altres	quitinases	de	la	
família	GH18	 resulta	 en	 un	 enzim	 amb	una	 important	 disminució	 de	 l’activitat	 hidrolítica	
respecte	l’enzim	wt	amb	capacitat	de	dur	a	terme	reaccions	de	TG	(Zakariassen	et	al.,	2011;	
Martinez	et	al.,	2012).	El	primer	Asp	del	motiu	DxDxE	actua	de	modulador	del	segon	Asp,	
corresponent	al	 residu	assistent,	és	a	dir,	participa	en	 la	 cadena	de	protonació	del	 residu	
Glu	àcid/base	necessària	en	el	mecanisme	catalític.		

-2	 -1	
+1	

+2	
+3	

Asp149	
Asp151	

Glu153	

Phe119	

Gly113	

Ser110	
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Figura	4.14.	Residus	proposats	a	ser	substituïts	en	la	2a	generació	GS	
Es	mostren	els	residus	Asp149,	Asp151	i	Glu153	de	la	tríada	catalítica	en	blau	cel	i	els	residus	proposats	a	ser	
substituïts	per	a	la	2a	generació	GS	en	blau	fosc.	A)	Ser110,	B)	Gly113,	C)	Phe119	i	D)	Asp149.	El	(GlcNAc)5	es	
troba	 posicionat	 entre	 els	 subsetis	 -2	 i	 +3.	 L’estructura	 s’ha	 obtingut	 a	 partir	 de	 l’alineament	 estructural	
d’SpChiD	(PDB	4Q22)	i	el	mutant	E153Q	de	la	quitinasa	de	Moritella	marina	en	complex	amb	(GlcNAc)5	(PDB	
4MB5).	

4.3.2.	Expressió	i	purificació	dels	dobles	mutants	

Els	 dobles	 mutants	 s’han	 obtingut	 per	 mutagènesi	 dirigida	 seguint	 el	 protocol	 de	
QuickChange®	(veure	part	experimental)	a	partir	de	la	seqüència	d’ADN	del	mutant	simple	
D151A	 i	 s’ha	 confirmat	 la	 mutació	 per	 seqüenciació.	 S’han	 expressat	 seguint	 el	 mateix	
protocol	que	l’enzim	wt	i	el	mutant	simple.	Per	a	la	purificació	també	s’ha	seguit	el	mateix	
protocol	que	per	a	l’enzim	salvatge,	i	s’han	analitzat	les	diferents	fraccions	recol·lectades	de	
les	 proteïnes	 recombinants	 purificades	 mitjançant	 un	 gel	 d’SDS-PAGE	 (Figura	 4.15).	 Les	
proteïnes	purificades	migren	 segons	 el	 pes	molecular	 corresponent.	 S’obté	un	 rendiment	
mitjà	de	proteïna	d’uns	35	mg·L-1	per	als	mutants	F119A/D151A	i	S110G/D151A	i	d’uns	55	
mg·L-1	 per	 als	 mutants	 G113S/D151A	 i	 D149A/D151A,	 rendiments	 entre	 3	 i	 5	 vegades	
inferiors	 que	 els	 obtinguts	 per	 la	 proteïna	 wt	 (160	mg·L-1	 cultiu).	 Un	 cop	 expressats	 i	
purificats	 els	 quatre	 doble	 mutants	 es	 realitza	 l’anàlisi	 de	 les	 activitats	 hidrolítica	 i	
glicosintasa.	
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Figura	4.15.	SDS-PAGE	dels	mutants	dobles	d'SpChiD	
Gels	 SDS-PAGE	del	 procés	 de	 purificació	 dels	mutants	 dobles	 amb	 les	 columnes	His	 SpinTrap	 columns	 (GE	
Healthcare)	 A)	 SpChiD	 D149A/D151A;	 B)	 SpChiD	 S110G/D151A;	 C)	 SpChiD	 G113S/D151A;	 D)	 SpChiD	
F119A/D151A.	M:	Marker	Low	Range,	F.S:	Fracció	solubles,	F.I;	Fracció	insoluble,	FT1-FT2:	Flow	through	de	la	
columna,	W1-W2:	 Rentats,	 E1-E4:	 Elucions	 de	 la	 proteïna,	 P:	 Proteïna	 final,	 un	 cop	 juntades	 les	 elucions	 i	
canviat	el	tampó.	

	

4.3.3.	Activitat	hidrolítica	dels	dobles	mutants	

Primerament	 s’analitza	 l’activitat	 davant	 els	 compostos	 GlcNAc-MU,	 (GlcNAc)2-MU	 i	
(GlcNAc)3-MU	 per	 fluorescència	 (Taula	 4.2).	 L’activitat	 específica	 dels	 dobles	 mutants	
només	s’ha	determinat	a	una	concentració	d’enzim	(5	µM).	

Taula	4.2.	Activitat	hidrolítica	dels	dobles	mutants	d’SpChiD	amb	substrats	fluorogènics	
	 GlcNAc-MU	 (GlcNAc)2-MU	 (GlcNAc)3-MU	
	 V0/[E]	

(min-1)	
MUT/WT	

V0/[E]		
(min-1)	

MUT/WT	
V0/[E]		
(min-1)	

MUT/WT	

SpChiD	wt	 14,7	±	5,6	 1	 13,5	±	6,7	 1	 7,1	±	1,7	 1	
D151A	 0,17	±	0,04	 1,15	x	10-2	 0,022	±	0,004	 1,63	x	10-3	 0,016	±	0,002	 2,25	x	10-3	
D149A/D151A	 1,14	x	10-3	 7,74	x	10-5	 <6,2	x	10-4	 <4,65	x	10-5	 <6,2	x	10-4	 <8,74	x	10-5	
S110G/D151A	 8,36	x	10-2	 5,68	x	10-3	 1,61	x	10-2	 1,20	x	10-3	 <6,2	x	10-4	 <8,74	x	10-5	
G113S/D151A	 6,11	x	10-4	 4,15	x	10-5	 <6,2	x	10-4	 <4,65	x	10-5	 <6,2	x	10-4	 <8,74	x	10-5	
F119A/D151A	 1,07	x	10-3	 7,27	x	10-5	 <6,2	x	10-4	 <4,65	x	10-5	 <6,2	x	10-4	 <8,74	x	10-5	
El	valor	V0/[E]	<6,2	x	10

-4	correspon	al	 límit	de	detecció	de	 l’assaig	sota	 les	condicions	assajades,	per	5	µM	
d’enzim,	i	240	min	de	reacció.	Condicions	de	reacció:	50	µM	de	substrat	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7	a	37°C	

A)	D149A/D151A	

97,4	KDa	

66,2	KDa	

45,0	KDa	

31,0	KDa	

21,5	KDa	

14,4	KDa	

M				FT1			FT2			W1				W2			E1				E2					E3					E4					P	 M				FT1			FT2			W1			W2				E1					E2					E3						E4					P	

97,4	KDa	

66,2	KDa	

45,0	KDa	

31,0	KDa	

21,5	KDa	

B)	S110G/D151A	

C)	G113S/D151A	

97,4	KDa	
66,2	KDa	

45,0	KDa	

31,0	KDa	

21,5	KDa	

14,4	KDa	

M					F.S					F.I					FT1			FT2				W1			W2				E1						E2					P	

D)	F119A/D151A	

97,4	KDa	
66,2	KDa	

45,0	KDa	

31,0	KDa	

21,5	KDa	

14,4	KDa	

M					F.S					F.I					FT1			FT2			W1			W2				E1						E2					P	
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Sota	les	condicions	assajades,	cap	dels	mutants	dobles	mostra	activitat	amb	el	substrat	més	

llarg	((GlcNAc)3-MU),	el	que	suposa	una	disminució	de	l’activitat	de	com	a	mínim	4-5	ordres	

de	 magnitud	 respecte	 l’enzim	 wt.	 Amb	 (GlcNAc)2-MU	 com	 a	 substrat	 només	 mostra	

activitat	el	mutant	S110G/D151A,	que	presenta	una	disminució	de	l’activitat	de	3	ordres	de	

magnitud	respecte	l’enzim	wt,	que	correspon	aproximadament	a	la	mateixa	activitat	que	el	

mutant	 simple	D151A	per	 aquest	 substrat.	 En	 canvi,	 amb	el	 substrat	GlcNAc-MU	 tots	 els	

mutants	 presenten	 activitat	 a	 les	 condicions	 de	 reacció	 assajades,	 tot	 i	 que	mostren	 una	

disminució	 de	 l’activitat	 de	 5	 ordres	 de	 magnitud	 respecte	 l’enzim	 salvatge,	 excepte	 el	

mutant	S110G/D151A	que	mostra	 la	disminució	d’activitat	més	petita,	de	només	3	ordres	

de	magnitud.	

Els	 resultats	 suggereixen	 una	 pèrdua	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 dels	mutants	 dobles	 davant	

substrats	oligomèrics	amb	DP≥3,	si	es	considera	el	grup	4-metilumbeliferona	com	a	unitat	

que	mimetitza	un	monòmer.	L’activitat	davant	GlcNAc-MU	es	veu	també	disminuïda,	però	

no	es	veu	eliminada,	el	que	suggereix	que	mantenen	certa	activitat	quitobiasa	residual.	La	

presència	del	grup	fluorogènic	pot	potenciar	aquesta	activitat	present.		

Per	 altra	 banda	 també	 s’ha	 analitzat	 l’activitat	 hidrolítica	 dels	 mutants	 dobles	 davant	

(GlcNAc)4	(Taula	4.3).	La	concentració	d’enzim	més	elevada	utilitzada	per	aquest	assaig	és	

de	 10	µM.	 Com	 cal	 esperar,	 tots	 els	 mutants	 mostren	 una	 disminució	 de	 l’activitat	

hidrolítica	respecte	 l’enzim	wt.	A	diferència	de	 l’enzim	salvatge	 i	el	mutant	simple	D151A,	

els	 mutants	 dobles	 no	 presenten	 el	 comportament	 bifàsic	 sota	 les	 condicions	 assajades,	

segurament	 a	 causa	 de	 la	 disminució	 de	 l’activitat	 hidrolítica,	 excepte	 el	 mutant	

S110G/D151A	que	 sí	 presenta	 aquest	 comportament	 bifàsic	 amb	una	primera	 etapa	més	

ràpida,	 considerada	 com	 a	 estat	 pre-estacionari	 i	 una	 segona	 etapa	 més	 lenta,	 l’estat	

estacionari.		

Taula	4.3.	Activitat	hidrolítica	dels	dobles	mutants	d’SpChiD	amb	(GlcNAc)4	com	a	substrat	

	 Formació	 Consum	
	 (GlcNAc)2	 (GlcNAc)3	 (GlcNAc)4	
	 V0/[E]		

(min-1)	
MUT/WT	

V0/[E]	
(min-1)	

MUT/WT	
V0/[E]		
(min-1)	

MUT/WT	

SpChiD	wt	 8	±	4	 1	 8	±	2	 1	 -27	±	9	 1	
D151A	 0,04	±	0,03	 5,00	x	10-3	 0,4	±	0,1	 5,00	x	10-2	 -1,1	±	0,5	 4,07	x	10-2	
D149A/D151A	 4,70	x	10

-2
	 6,20	x	10-3	 1,56	x	10

-1
	 1,84	x	10-2	 -1,54	x	10

-1
	 5,61	x	10-3	

S110G/D151A	 1,93	x	10
-2
	 2,55	x	10-3	 2,76	x	10

-1
	 3,26	x	10-2	 -2,07	x	10

-1
	 7,53	x	10-3	

G113S/D151A	 6,02	x	10
-2
	 7,95	x	10-3	 4,62	x	10

-1
	 5,46	x	10-2	 -1,04	 3,78	x	10-2	

F119A/D151A	 2,01	x	10
-2
	 2,65	x	10-3	 3,87	x	10

-1
	 4,57	x	10-2	 -8,85	x	10

-1
	 3,22	x	10-2	

Condicions	de	reacció:	2	mM	(GlcNAc)4	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7	a	37°C	

En	relació	al	consum	de	(GlcNAc)4,	l’activitat	dels	mutants	G113S/D151A	i	F119A/D151A	es	

veu	 disminuïda	 2	 ordres	 de	 magnitud	 respecte	 l’enzim	wt	 i	 presenten	 essencialment	 la	

mateixa	 activitat	 que	 el	 mutant	 senzill	 D151A,	 mentre	 que	 els	 mutants	 D149A/D151A	 i	

S110G/D151A	mostren	 una	 disminució	 d’activitat	 de	 3	 ordres	 de	magnitud.	 En	 canvi,	 en	

relació	a	la	formació	de	productes	d’hidròlisi,	tots	els	mutants	presenten	una	disminució	de	

l’activitat	 de	 3	 i	 2	 ordres	 de	 magnitud	 per	 a	 la	 formació	 de	 (GlcNAc)2	 i	 (GlcNAc)3,	
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respectivament,	 però	 essencialment	 la	mateixa	 activitat	 que	 el	mutant	 senzill	 D151A.	 La	
diferència	en	la	disminució	de	formació	dels	productes	d’hidròlisi	respecte	el	wt	suggereix	
una	preferència	de	tall	dels	mutants	dobles	per	a	l’enllaç	dels	extrems,	més	que	no	pas	per	
l’enllaç	entre	el	segon	i	tercer	monòmer	del	substrat	(GlcNAc)4.	

Per	a	l’activitat	amb	(GlcNAc)4	els	mutants	dobles	G113S/D151A	i	F119A/D151A	presenten	
aproximadament	 la	 mateixa	 activitat	 que	 el	 mutant	 simple	 D151A,	 tant	 en	 relació	 al	
consum	 de	 substrat	 com	 a	 la	 formació	 de	 productes	 d’hidròlisi.	 En	 canvi,	 els	 mutants	
D149A/D151A	i	S110G/D151A	resulten	aproximadament	unes	10	vegades	menys	actius	que	
el	mutant	simple	D151A	en	relació	al	consum	de	(GlcNAc)4.	

En	conclusió:	

a)	 les	mutacions	puntuals	dels	 residus	 Ser110,	Gly113	 i	 Phe119	donen	 lloc	 a	 enzims	amb	
una	 activitat	 hidrolítica	 residual	 d’aproximadament	 un	 70%	 respecte	 l’enzim	 wt	
(Madhuprakash	et	al.,	2012).	La	combinació	d’aquesta	mutació	amb	 la	mutació	del	residu	
assistent	 per	 una	 Ala	 dona	 lloc	 a	 enzims	 amb	 una	 activitat	 hidrolítica	 residual	 d’entre	
<0,01%	i	el	3%	respecte	l’enzim	wt,	en	funció	del	substrat	utilitzat.		

b)	La	incorporació	d’aquestes	mutacions	al	mutant	del	residu	assistent	ha	donat	lloc	a	una	
disminució	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 respecte	 aquest	 mutant	 simple,	 reflectida	 en	 una	
disminució	 d’entre	 2	 i	 3	 ordres	 de	 magnitud	 respecte	 aquest	 amb	 els	 substrats	 amb	 4-
metilumbeliferona,	i	en	una	eliminació	de	l’estat	considerat	pre-estacionari	amb	(GlcNAc)4	
com	 a	 substrat.	 Tot	 i	 així,	 els	 valors	 d’activitat	 V0/[E]	 dels	 mutants	 G113S/D151A,	
F119A/D151A	 i	 S110G/D151A	 davant	 (GlcNAc)4	 són	 del	 mateix	 ordre	 que	 els	 de	 la	 fase	
estacionària	del	mutant	D151A.		

c)	En	el	cas	del	mutant	doble	D149A/D151A	l’activitat	hidrolítica	també	es	veu	disminuïda	
entre	 2	 i	 3	 ordres	 de	 magnitud	 amb	 els	 substrats	 artificials	 respecte	 el	 mutant	 simple	
D151A,	i	en	aquest	cas	també	disminueix	1	ordre	de	magnitud	en	el	consum	de	(GlcNAc)4,	
tot	i	que	no	es	veu	reflectit	en	una	disminució	en	la	formació	de	productes	d’hidròlisi.		

4.3.4.	Activitat	glicosintasa	dels	dobles	mutants,	polimerització	de	(GlcNAc)5-ox	

S’ha	 analitzat	 l’activitat	 glicosintasa	 dels	 mutants	 dobles	 utilitzant	 (GlcNAc)5-ox	 com	 a	
substrat	 per	 a	 la	 reacció	 de	 polimerització.	 S’utilitza	 una	 concentració	 de	 substrat	 de	
12	mM	i	de	0,25	mg·mL-1	d’enzim	i	s’incuba	la	reacció	durant	2	i	18	hores.		
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A) D149A/D151A	

	
B) S110G/D151A	

	
C) G113S/D151A	

	
D) F119A/D151A	

	
Figura	4.16.	Espectre	de	MALDI-TOF	dels	productes	de	la	fracció	insoluble	de	la	reacció	de	polimerització	de	
(GlcNAc)5-ox	catalitzada	pels	mutants	dobles	d'SpChiD.	A)	D149A/D151A;	B)	S110G/D151A;	C)	G113S/D151A;	
D)	F119A/D151A.	Productes	obtinguts	al	cap	de	2	hores	(esquerra)	i	18	hores	(dreta)	de	reacció.	
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De	 la	mateixa	manera	que	amb	el	mutant	 simple	D151A,	al	 cap	de	2	hores	de	 reacció	es	
detecta	 formació	 de	 precipitat	 en	 les	 reaccions	 catalitzades	 pels	 4	 mutants	 dobles.	 El	
precipitat	 format	pels	diferents	mutants	consta	d’una	mescla	de	COS	amb	diferents	graus	
de	polimerització,	entre	els	que	es	troba	(GlcNAc)10	com	a	producte	majoritari	(Figura	4.16,	
Taula	 4.4).	 Els	 rendiments	 en	 polímer	 obtinguts	 al	 cap	 de	 2	h	 de	 reacció	 pels	 mutants	
S110G/D151A	 i	 F119A/D151A	 no	 milloren	 respecte	 el	 rendiment	 obtingut	 pel	 mutant	
simple	D151A,	essent	el	precipitat	 format	pràcticament	negligible.	Aquests	rendiments	en	
polímer	augmenten	al	cap	de	18	hores	de	reacció	per	ambdós	mutants,	però	el	producte	
majoritari	esdevé	(GlcNAc)7.		

En	 canvi,	 per	 als	 mutants	 D149A/D151A	 i	 G113S/D151A	 els	 rendiments	 en	 polímer	
obtinguts	 al	 cap	 de	 2	 hores	 de	 reacció	 són	 del	 13%	 i	 50%	 respectivament.	 En	 el	 cas	 del	
mutant	D149A/D151A	el	 rendiment	aparent	de	(GlcNAc)10	és	del	8,7%	amb	una	ràtio	COS	
DP≥10/DP6-DP9	del	2,7;	mentre	que	per	al	mutant	G113S/D151A	el	rendiment	aparent	de	
(GlcNAc)10	és	del	27,8%,	amb	una	ràtio	respecte	els	productes	 intermedis	de	1,7.	Aquests	
resultats	indiquen	que	tot	i	obtenir	un	rendiment	aparent	de	(GlcNAc)10	més	elevat	amb	el	
mutant	 G113S/D151A,	 a	 causa	 també	 del	 major	 rendiment	 en	 polímer	 obtingut,	 el	
precipitat	conté	més	proporció	de	productes	intermedis,	segurament	a	causa	de	l’activitat	
hidrolítica	residual	més	elevada	que	no	pas	el	mutant	D149A/D151A.		

Al	 cap	de	18	h	de	 reacció	els	 rendiments	en	polímer	 (p/p)	augmenten	 fins	a	un	30%	 i	un	
68%,	 respectivament,	 i	 (GlcNAc)10	 segueix	 essent	 el	 producte	 majoritari	 en	 ambdues	
reaccions.	 En	 el	 cas	 del	mutant	D149A/D151A,	 (GlcNAc)10	 representa	 el	 58%	del	 total	 de	
productes	 del	 precipitat.	 La	 proporció	 de	 productes	 intermedis	 no	 incrementa	 quasi	 i	 la	
ràtio	COS	DP≥10/DP6-DP9	segueix	essent	superior	a	2.	El	rendiment	aparent	de	(GlcNAc)10	
incrementa	fins	a	un	19%,	a	causa	de	l’increment	en	rendiment	en	polímer.	En	canvi,	amb	el	
mutant	G113S/D151A,	tot	i	l’increment	del	rendiment	en	polímer,	el	rendiment	aparent	de	
(GlcNAc)10	disminueix	 fins	 a	un	21%	a	 causa	de	 l’increment	en	 la	proporció	de	productes	
intermedis	 (GlcNAc)6-(GlcNAc)9,	 i	 l’increment	 de	 (GlcNAc)5.	 Tot	 i	 seguir	 sent	 (GlcNAc)10	 el	
producte	majoritari,	la	ràtio	DP≥10/DP6-DP9	és	aproximadament	0,6.		
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Taula	4.4.	Productes	glicosintasa	de	la	reacció	de	polimerització	de	(GlcNAc)5-ox	catalitzada	pels	mutants	de	la	2a	generació	GS	d’SpChiD.	
S’inclou	el	mutant	senzill	D151A	utilitzat	com	a	base	per	a	la	segona	generació	GS	a	efectes	de	comparació.		

	 2	h	de	reacció	 18	h	de	reacció	

Mutant		 Pics	
(%	Àrea)	

Rendiment	
precipitat	
(p/p)	

Rendiment	aparent		
Pics	

(%	Àrea)	

Rendiment	
precipitat	
(p/p)	

Rendiment	aparent		

DP6-DP9	 DP≥10	 DP6-DP9	 DP≥10	

D151A		

DP10	(63,5%),	DP9	(13,2%),		
DP8	(9,5%),	DP5	(6,4%),		
DP7	(4,1%),	DP6	(1,8%),		

DP11-12	(1,4%)	

<2,5%	
(<2,5%)	1	

0,72%	
(0,76%)	1	

1,62%	
(1,06%)	1	

DP7	(27,6%),	DP10	(24,8%),		
DP8	(18,3%),	DP9	(14,7%),		
DP5	(7,7%),	DP6	(6,3%),		

DP11	(<0,6%)	

N.D.2	

(47,9%)	1	
N.D.	

(39,85%)	1	
N.D.	

(5,51%)	1	

D149A/D151A	

DP10	(61,2%),	DP9	(14,0%),		
DP5	(8,3%),	DP8	(5,8%),		
DP15	(3,6%),	DP7	(3,6%),		

DP11-14	(2,3%),	DP6	(1,2%)	

13%	 3,2%	 8,7%	

DP10	(58,2%),	DP9	(15,1%),		
DP8	(7,9%),	DP5	(6,4%),		
DP7	(6,2%),	DP15	(2,7%),		

DP11-14	(2,2%),	DP6	(1,2%)	

30%	 9,1%	 18,9%	

S110G/D151A	

DP5	(71,6%),	DP10	(14,7%),		
DP7	(3,9%),	DP8	(3,5%),		
DP9	(3,2%),	DP6	(2,5%),		

DP11-13	(0,7%)	

-		
(F.S	+	F.I)	3	 	 	

DP7	(36,7%),	DP8	(20,4%),		
DP10	(15,0%),	DP9	(9,7%),		
DP6	(8,7%),	DP5	(6,6%),		

DP11-14	(2,7%),	DP15	(>0,1%)	

<2,5%	 1,9%	 0,4%	

G113S/D151A	
DP10	(55,6%),	DP9	(16,3%),		
DP5	(12,0%),	DP8	(8,8%),		
DP7	(4,9%),	DP6	(2,4%)	

50%	 16,2%	 27,8%	
DP10	(31,2%),	DP8	(19,9%),		
DP5	(17,8%),	DP9	(15,3%),		
DP7	(13,5%),	DP6	(2,2%)	

68%	 34,6%	 21,3%	

F119A/D151A	

DP10	(49,0%),	DP5	(26,3%),		
DP8	(9,1%),	DP7	(7,4%),		
DP9	(4,6%),	DP6	(3,7%),		

DP15	(<0,1%)	

<2,5%	 0,6%	 1,2%	

DP7	(30,0%),	DP8	(25,6%),		
DP10	(20,2%),	DP9	(16,6%),		
DP5	(3,9%),	DP6	(3,3%),		

DP11-12	(0,4%)	

16%	 12,1%	 3,3%	

Resultats	obtinguts	a	partir	dels	espectres	de	MALDI-MS	de	les	reaccions	de	polimerització	de	(GlcNAc)5-ox,	0,25	mg·mL-1	d’enzim,	12	mM	de	substrat	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7	a	
37°C.	DPn	fa	referència	a	(GlcNAc)n	
El	rendiment	aparent	(DP6-DP9)	és	l’abundància	de	COS	d’entre	DP6	i	DP9	(productes	d’hidròlisi	o	TG)	calculat	com	el	producte	del	percentatge	d’àrea	dels	pics	pel	rendiment	de	
precipitat.		
El	rendiment	aparent	(DP≥10)	és	l’abundància	de	COS	≥	DP10	(productes	glicosintasa)	calculat	com	el	producte	del	percentatge	de	l’àrea	dels	pics	pel	rendiment	de	precipitat.	
1	Dades	a	24	mM	de	substrat	i	1	mg·mL-1	d’enzim,	presentades	a	la	Taula	3.4,	capítol	3.	
2	N.D.	no	determinat		
3	L’espectre	de	MALDI-MS	correspon	a	la	mescla	de	reacció,	i	no	a	la	fracció	insoluble	corresponent	al	precipitat	format,	per	aquest	motiu	l’àrea	de	DP5	és	tant	abundant.	
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Amb	la	incorporació	d’una	segona	mutació	a	la	mutació	del	residu	assistent	s’ha	aconseguit	

disminuir	l’activitat	hidrolítica	entre	2-3	ordres	de	magnitud	respecte	el	mutant	simple,	és	a	

dir,	 entre	 4-5	 ordres	 de	 magnitud	 respecte	 SpChiD	 wt	 amb	 els	 substrats	 amb	 4-

metilumbeliferona.	 Els	mutants	 segueixen	mantenint	 certa	activitat	 residual	 amb	GlcNAc-

MU	com	a	substrat,	essent	el	mutant	G113S/D151A	el	que	presenta	una	major	disminució	

de	 l’activitat.	 En	 canvi,	 amb	 (GlcNAc)4	 com	 a	 substrat,	 substrat	 natural	 de	 quitinases,	 la	

disminució	de	l’activitat	es	reflecteix	en	una	pèrdua	de	la	primera	etapa	ràpida	(estat	pre-

estacionari),	però	en	canvi,	els	valors	V0/[E]	són	del	mateix	ordre	que	per	al	mutant	simple	

D151A,	 és	 a	 dir,	 10
2
	 vegades	 menys	 actius	 que	 SpChiD	 wt.	 Amb	 (GlcNAc)4,	 el	 mutant	

D149A/D151A	és	el	que	presenta	una	major	disminució	de	l’activitat	en	relació	al	consum	

de	substrat.	Tot	i	aquesta	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	de	tots	els	mutants	dobles,	els	

enzims	mantenen	la	capacitat	de	formar	nous	enllaços	glicosídics,	donant	lloc	a	la	formació	

de	productes	amb	DP>5	quan	 s’utilitza	 (GlcNAc)5-ox	 com	a	 substrat.	 En	 temps	de	 reacció	

curts	tots	els	enzims	formen	(GlcNAc)10	a	partir	de	la	polimerització	de	dues	molècules	de	

(GlcNAc)5-ox,	 però	 a	 causa	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 residual	 que	 mantenen	 els	 mutants	

S110G/D151A	 i	 F119S/D151A	 en	 temps	 de	 reacció	 llargs	 (GlcNAc)10	 és	 hidrolitzat,	 de	 la	

mateixa	manera	que	amb	el	mutant	simple	D151A.	En	canvi,	s’han	aconseguit	rendiments	

en	polímer	més	elevats	amb	els	mutants	G113S/D151A	i	D149A/D151A,	que	alhora	són	els	

mutants	que	presenten	menor	activitat	hidrolítica.	Amb	ambdós	mutants	 s’ha	aconseguit	

un	 rendiment	 aparent	 de	 (GlcNAc)10	 del	 20%	 aproximadament.	 Malgrat	 el	 mutant	

G113S/D151A	dona	lloc	a	un	rendiment	de	precipitat	superior,	del	68%,	aquest	conté	més	

productes	 intermedis	 d’hidròlisi,	 essent	 més	 abundants	 aquests	 que	 els	 productes	

provinents	de	 la	 reacció	GS	 ((GlcNAc)10/(GlcNAc)6-(GlcNAc)9	≈	0,6),	 el	que	pot	dificultar	 la	

purificació	 del	 polímer.	 En	 canvi,	 amb	 el	 mutant	 D149A/D151A,	 un	 60%	 del	 precipitat	

format	és	(GlcNAc)10,	amb	una	proporció	d’aquest	respecte	els	productes	de	TG	intermedis	

de	més	del	doble,	al	cap	de	18	hores	de	reacció.		

En	base	als	 resultats	obtinguts,	s’ha	seleccionat	el	mutant	D149A/D151A,	corresponent	al	

mutant	dels	 dos	 residus	Asp	del	motiu	DxDxE,	 que	presenta	una	disminució	en	 l’activitat	

hidrolítica	i	un	increment	en	rendiment	en	polímer	respecte	el	mutant	simple	D151A,	per	a	

seguir	amb	la	optimització	de	la	glicosintasa.		

4.3.5.	Mutant	SpChiD	D149A/D151A	

Tal	 com	s’ha	exposat,	 la	 incorporació	de	 la	mutació	D149A	al	mutant	del	 residu	assistent	

D151A	dona	lloc	a	un	enzim	hidrolíticament	menys	actiu	(Figura	4.17),	i	a	un	increment	de	

l’activitat	 de	 condensació	 de	 (GlcNAc)5-ox,	 tant	 en	 rendiment	 en	 polímer	 com	 en	 un	

increment	de	la	durada	dels	productes	GS	i	de	TG.		
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Figura	 4.17.	 Comparació	 del	 curs	 de	 reacció	 de	 l'activitat	 hidrolítica	 dels	 mutants	 D151A	 (1	µM)	 i	
D149A/D151A	(5	µM)	amb	GlcNAc-MU.	50	µM	GlcNAc-MU	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7	a	37°C.	
	

A	més,	 per	 a	 comprovar	 l’estabilitat	 dels	 productes	GS	 i	 de	TG	 formats,	 s’ha	 incubat	una	
reacció	 amb	 (GlcNAc)5-ox	 durant	 48	 hores,	 en	 la	 que	 s’ha	 obtingut	 un	 increment	 en	
rendiment	en	polímer	de	 fins	el	48%	 (p/p).	Cal	destacar	que,	 tot	 i	 que	hi	ha	un	augment	
dels	 productes	 intermedis	 amb	 DPs	 entre	 6	 i	 9,	 (GlcNAc)10	 segueix	 essent	 el	 producte	
majoritari	(45%	respecte	el	total	de	productes	del	precipitat),	el	que	indica	una	important	
estabilitat	del	producte	GS.		

De	 la	mateixa	manera	que	s’ha	realitzat	amb	el	mutant	simple	D151A,	també	s’han	variat	
les	 concentracions	 d’enzim	 i	 substrat	 en	 la	 reacció	 de	 polimerització	 de	 (GlcNAc)5-ox.	 En	
totes	 les	 reaccions	 (GlcNAc)10	segueix	essent	el	producte	majoritari.	Quan	s’incrementa	 la	
concentració	d’enzim	fins	a	0,5	mg·mL-1	s’aconsegueix	augmentar	el	rendiment	en	polímer	
fins	 al	 41%	 al	 cap	 de	 18	h	 de	 reacció,	 i	 tot	 i	 que	 el	 rendiment	 aparent	 de	 (GlcNAc)10	
augmenta	lleugerament,	també	incrementa	la	presència	de	COS	intermedis	amb	DP6-DP9	i	
de	(GlcNAc)5,	de	tal	manera	que	la	ràtio	COS	amb	DP≥10/COS	DP6-DP9	disminueix	fins	a	un	
1,4%	(Figura	4.18A).	Per	altra	banda,	quan	s’incrementa	 la	concentració	de	substrat	fins	a	
24	mM	 el	 rendiment	 en	 polímer	 es	 manté	 (30%),	 i	 tot	 i	 que	 també	 es	 manté	 la	 ràtio	
DP≥10/DP6-DP9,	la	presència	de	(GlcNAc)5	augmenta	fins	a	un	8,4%	en	rendiment	aparent	
(Figura	 4.18B).	 Aquests	 resultats	 suggereixen	 que	 tant	 un	 increment	 en	 la	 concentració	
d’enzim	 com	 en	 la	 concentració	 de	 donador	 donen	 lloc	 a	 una	 més	 ràpida	 hidròlisi	 dels	
productes	 de	 TG,	 o	 a	 un	 increment	 de	 l’activitat	 de	 TG,	 tal	 com	 succeeix	 amb	 el	mutant	
simple	D151A.		

		 	
Figura	 4.18.	 Representació	 dels	 productes	 de	 TG	 presents	 en	 la	 reacció	 de	 polimerització	 de	 (GlcNAc)5-ox	
catalitzada	 per	 SpChiD	 D149A/D151A	 en	 funció	 de	 la	 concentració	 d'enzim	 (A)	 i	 de	 la	 concentració	 de	
donador	(B).	Productes	obtinguts	al	cap	de	18	hores	de	reacció.	
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Per	altra	banda,	també	s’ha	realitzat	una	reacció	de	polimerització	amb	el	derivat	oxazolina	
de	 DP5	monodesacetilat	 en	 el	 segon	 residu	 des	 de	 l’extrem	 no-reductor	 (ADAAA-ox)	 (12	
mM).	Tot	i	que	al	cap	de	24	h	de	reacció	no	es	detecta	formació	de	precipitat,	l’anàlisi	de	la	
mescla	 de	 reacció	 per	MALDI-TOF-MS	 revela	 la	 presència	 d’una	mescla	 de	 COS	 solubles	
amb	DPs	entre	5	i	15,	essent	DP9	didesacetilat	el	producte	majoritari,	en	lloc	de	DP10(N,N)	
provinent	de	dues	molècules	d’ADAAA-ox,	tal	com	caldria	esperar	(Figura	4.19).	La	mescla	
de	COS	formada	conté	DP6-DP8	i	DP10	monodesacetilats,	DP7-DP13	didesacetilats	i	DP13-
DP15	 tridesacetilats.	 L’espectre	de	MALDI-TOF	 també	 revela	 la	presència	de	 (GlcNAc)5,	 el	
que	 pot	 explicar	 la	 presència	 de	 DP8	 i	 DP10	 monodesacetilats.	 A	 diferència	 del	 mutant	
simple	 D151A,	 amb	 el	 mutant	 doble	 s’obté	 fins	 a	 DP15	 (tridesacetilat)	 soluble,	 però	 en	
canvi,	no	es	dona	la	formació	de	precipitat.		

	
Figura	 4.19.	 Espectre	 de	 MALDI-TOF	 dels	 productes	 de	 la	 fracció	 soluble	 de	 la	 reacció	 de	 polimerització	
d'ADAAA-ox	 (12	mM)	 catalitzada	 pel	 mutant	 SpChiD	 D149A/D151A	 (0,25	mg·mL-1).	 Productes	 obtinguts	 al	
cap	de	24	hores	de	reacció.	

	
Per	 últim,	 també	 s’ha	 analitzat	 la	 reacció	 de	 condensació	 donador-acceptor,	 utilitzant	
(GlcNAc)5-ox	 com	 a	 donador	 (12	mM)	 i	 (GlcNAc)2	 com	 acceptor	 (24	mM).	 De	 la	 mateixa	
manera	que	amb	el	mutant	simple	D151A,	el	producte	majoritari	és	(GlcNAc)10	(Figura	4.20),	
en	 lloc	 de	 (GlcNAc)7	 com	 caldria	 esperar	 de	 la	 condensació	 d’ambdós	 COS,	 tot	 i	 que	 en	
comparació	 amb	 la	 reacció	 de	 polimerització	 de	 (GlcNAc)5-ox,	 hi	 ha	 un	 increment	 en	 la	
proporció	 de	 (GlcNAc)7	 present	 en	 el	 precipitat,	 segurament	 a	 causa	 de	 la	 reacció	 de	
condensació	 donador-acceptor.	 Els	 resultats	 segurament	 són	 conseqüència	 de	 que	
l’acceptor	 no	 es	 troba	 en	 excés	 respecte	 el	 donador,	 donant	 lloc	 preferentment	 a	 la	
condensació	de	dues	molècules	de	donador.		

En	conclusió,	SpChiD	D149A/D151A	presenta	una	activitat	hidrolítica	molt	reduïda,	tot	i	que	
manté	 una	 baixa	 activitat	 hidrolítica	 residual,	 i	 dona	 lloc	 a	 la	 formació	 de	 polímer	
(principalment	(GlcNAc)10),	que	incrementa	al	llarg	del	temps	i	no	és	hidrolitzat,	donant	lloc	
a	un	rendiment	de	 fins	al	30%	al	cap	de	18	h	de	reacció.	A	més,	amb	aquest	mutant	s’ha	
obtingut	(GlcNAc)15	com	a	producte	de	TG	a	causa	de	la	formació	de	dos	enllaços	glicosídics	
nous.		
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Figura	4.20.	Espectre	de	MALDI-TOF	dels	productes	de	 la	 fracció	 insoluble	de	 la	reacció	de	condensació	de	
(GlcNAc)5-ox	 com	 a	 donador	 (12	mM)	 i	 (GlcNAc)2	 com	 a	 acceptor	 (24	mM),	 catalitzada	 pel	mutant	SpChiD	
D149A/D151A.	Productes	obtinguts	al	cap	de	18	hores	de	reacció.	

	

4.4.	Tercera	generació	glicosintasa	

Amb	 la	 segona	 generació	 de	 mutants	 s’ha	 aconseguit	 disminuir	 l’activitat	 hidrolítica	
respecte	 el	mutant	 simple	 D151A,	 i	 com	 a	 conseqüència	 els	 rendiments	 en	 polímer	 han	
incrementat.	 El	 mutant	 D149A/D151A	 és	 el	 que	 presenta	 una	menor	 activitat	 hidrolítica	
davant	 (GlcNAc)4	 i	 una	 major	 proporció	 de	 (GlcNAc)10	 (60%	 aproximadament)	 en	 el	
precipitat	format	amb	una	relació	de	productes	GS	respecte	productes	d’hidròlisi	i/o	TG	>2	
al	 cap	 de	 18	hores	 de	 reacció,	 però	 tot	 i	 així,	 encara	 presenta	 certa	 activitat	 hidrolítica	
residual.	Per	aquest	motiu,	s’ha	decidit	dissenyar	una	tercera	generació	de	mutants.		

4.4.1.	Disseny	racional	dels	triples	mutants	d’SpChiD	

L’anàlisi	de	diferents	mutants	de	 residus	de	 la	quitinasa	D	de	S.	proteamaculans,	 com	de	
mutants	d’altres	quitinases	de	la	família	GH18	suggereix:	i)	l’eliminació	de	residus	aromàtics	
en	 els	 subsetis	 positius	 incrementa	 la	 hidròlisi,	 per	 tant,	 la	 presència	 d’aquests	 residus	
aromàtics	 en	 els	 subsetis	 positius	 influencia	 negativament	 l’activitat	 hidrolítica	 i	
conseqüentment	 l’activitat	 de	 TG	 podria	 veure’s	 afavorida	 i,	 ii)	 l’eliminació	 de	 residus	
aromàtics	en	els	subsetis	negatius	incrementa	l’activitat	de	TG,	és	a	dir,	una	disminució	de	
la	rigidesa	de	la	cadena	en	aquesta	zona	sembla	afavorir	la	transglicosidació.		

Alguns	exemples	d’aquestes	observacions	són	els	mutants	W114A,	W160A,	W290A	i	Y154A	
de	 la	quitinasa	D	de	S.	 proteamaculans,	 residus	 localitzats	 en	els	 subsetis	positius,	 en	els	
que	 la	 substitució	 per	 una	 Ala	 resulta	 en	 un	 increment	 de	 l’activitat	 hidrolítica	
(Madhuprakash	et	al.,	2012,	2014;	Madhuprakash,	Bobbili,	et	al.,	2015)	 i	també	es	troben	
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exemples	 d’altres	 quitinases	 com	 el	mutant	W197A	 de	CrChiA	 que	 dona	 lloc	 a	 un	 enzim	
més	actiu	hidrolíticament	(Taira	et	al.,	2010).	A	més,	la	introducció	d’un	Trp	en	el	subseti	+1	
de	CrChiA	 resulta	en	un	 increment	de	 l’activitat	de	TG	 (Umemoto	et	al.,	 2015).	També	el	
mutant	 doble	 D313N/F396W	 d’SmChiA,	 corresponent	 al	 mutant	 del	 residu	 assistent	
juntament	amb	la	substitució	de	la	Phe396	localitzada	al	subseti	+2	per	un	Trp,	residu	més	
aromàtic,	resulta	en	un	enzim	amb	major	activitat	de	TG	(Zakariassen	et	al.,	2011).		

Per	altra	banda,	en	relació	als	subsetis	negatius,	 la	substitució	dels	residus	Tyr222	 i	Tyr28	
per	 Ala	 en	 SpChiD,	 situats	 en	 el	 subseti	 -1,	 resulta	 en	 un	 increment	 de	 l’activitat	 de	 TG	
(Madhuprakash	et	al.,	 2012;	Madhuprakash,	Bobbili,	et	al.,	 2015).	Un	altre	exemple	és	el	
mutant	 W167A	 d’SmChiA,	 residu	 situat	 en	 el	 subseti	 -3,	 en	 el	 que	 també	 es	 dona	 un	
increment	de	l’activitat	de	TG	(Aronson	Jr.	et	al.,	2006).		

Tenint	 en	 consideració	 els	 estudis	 reportats,	 s’han	dissenyat	 els	 següents	mutants	 triples	
(Figura	4.21):		

	
Figura	4.21.	Estructura	d'SpChiD	on	es	mostra	els	residus	proposats	a	ser	substituïts	en	la	3a	generació	GS.	
Es	mostren	els	residus	Asp149,	Asp151	i	Glu153	de	la	tríada	catalítica	en	blau	cel,	i	els	residus	proposats	a	ser	
substituïts	per	a	 la	3a	generació	GS	en	blau	 fosc	 (Tyr28,	Ser110,	Tyr154,	Gly195,	Tyr226,	Trp241	 i	Trp395).	
(GlcNAc)5	 es	 troba	posicionat	 entre	 els	 subsetis	 -2	 i	 +3.	 L’estructura	 s’ha	obtingut	 a	 partir	 de	 l’alineament	
estructural	 d’SpChiD	 (PDB	 4Q22)	 i	 el	mutant	 E153Q	 de	 la	 quitinasa	 de	Moritella	marina	 en	 complex	 amb	
(GlcNAc)5	(PDB	4MB5).	
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- Y28A/D149A/D151A		

La	 Tyr28	 es	 troba	 propera	 al	 loop	 Asn30-Asp42,	 característic	 d’SpChiD.	 L’anell	 aromàtic	

d’aquest	residu	interacciona	amb	el	grup	metil	de	l’N-acetil	del	monòmer	de	GlcNAc	situat	

en	el	subseti	-1	mitjançant	interaccions	hidrofòbiques	d’apilament.	Quan	s’uneix	el	substrat,	

la	Tyr28	es	mou	cap	a	l’Asp149	per	a	compensar	la	pèrdua	d’interaccions	que	aquest	pateix	

a	 causa	 de	 la	 rotació	 del	 residu	 assistent	 cap	 al	 residu	 àcid/base	 general.	 La	 mutació	

puntual	d’aquesta	Tyr	per	una	Ala	dona	 lloc	a	un	enzim	amb	aproximadament	 la	mateixa	

activitat	 hidrolítica	 que	 l’enzim	 salvatge,	 però	 una	 pèrdua	 total	 de	 l’activitat	 quitobiasa,	

acompanyada	 d’un	 increment	 de	 l’activitat	 de	 TG.	 La	 mutació	 provoca	 un	 canvi	 en	 les	

interaccions	que	 resulta	 en	un	 increment	del	 temps	de	 retenció	del	 substrat	 o	 intermedi	

oxazolina	 en	 la	 cavitat	 d’unió,	 que	 conseqüentment	 afavoreix	 l’activitat	 de	 TG	

(Madhuprakash,	 Bobbili,	 et	 al.,	 2015).	 La	 combinació	 d’aquesta	 mutació	 amb	 el	 mutant	

doble	 D149A/D151A,	 que	 mostra	 una	 important	 disminució	 de	 l’activitat	 hidrolítica,	 pot	

resultar	en	un	increment	important	de	l’activitat	de	TG	(Figura	4.22A).		

- S110G/D149A/D151A	

La	 cadena	 lateral	 de	 la	 Ser110	 es	 troba	 situada	 entre	 els	 dos	 Asp	 del	 motiu	 DxDxE,	 i	

participa	 en	 la	 cascada	 de	 posicionament	 de	 l’Asp151.	 La	 substitució	 d’aquest	 residu	 per	

una	Gly	dificulta	la	formació	de	ponts	d’hidrogen	de	tal	manera	que	disminueix	la	capacitat	

de	protonar	l’Asp151,	i	conseqüentment	aquest	no	pot	protonar	el	Glu	catalític.	El	mutant	

puntual	S110G	presenta	una	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	d’aproximadament	un	25%	

(Madhuprakash	 et	 al.,	 2012).	 Tot	 i	 que	 la	 combinació	 d’aquesta	mutació	 amb	 el	mutant	

simple	D151A	no	ha	donat	lloc	a	una	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	respecte	el	mutant	

D151A	ni	a	un	increment	de	l’activitat	de	TG,	la	combinació	d’aquesta	mutació	amb	el	doble	

mutant	D149A/D151A	pot	donar	 lloc	a	un	canvi	de	comportament	d’aquest,	a	causa	de	la	

implicació	d’aquest	residu	en	la	cadena	de	protonació	(Figura	4.22B).		

- D149A/D151A/Y154W	

La	Tyr154	es	 troba	al	 costat	de	 la	 tríada	catalítica,	després	del	Glu	que	actua	d’àcid/base	

general.	La	substitució	puntual	d’aquesta	per	una	Ala	resulta	en	un	increment	de	l’activitat	

hidrolítica,	 però	 reté	 l’activitat	 de	 TG	 de	 l’enzim	wt,	 tot	 i	 que	 els	 productes	 de	 TG	 són	
hidrolitzats	 més	 ràpidament	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2012).	 Aquest	 fet	 suggereix	 la	
importància	 de	 la	 presència	 del	 grup	 hidroxil	 fenòlic,	 en	 els	 subsetis	 positius,	 per	 al	

manteniment	de	l’activitat	de	TG.	Per	aquest	motiu,	es	decideix	substituir	la	Tyr154	per	un	

Trp,	amb	el	propòsit	d’incrementar	l’activitat	de	TG	sense	incrementar	l’activitat	hidrolítica,	

que	alhora	es	veurà	disminuïda	per	 la	mutació	dels	dos	Asp	de	 la	 tríada	catalítica	per	Ala	

(Figura	4.22C).		

- D149A/D151A/G195W		

El	residu	Gly195	es	troba	en	el	subseti	+2,	en	la	sortida	del	solc	catalític.	La	mutació	puntual	

d’aquesta	per	un	Trp	no	modifica	 l’activitat	hidrolítica	de	 l’enzim	però	 l’activitat	de	TG	es	

veu	incrementada.	La	presència	d’un	residu	més	voluminós	provoca	un	bloqueig	parcial	de	
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la	 sortida	 del	 centre	 actiu,	 que	 dona	 lloc	 a	 un	 increment	 en	 el	 temps	 de	 retenció	 del	
substrat	o	 l’intermedi	en	el	centre	actiu	que	afavoreix	 la	reacció	de	TG	(Madhuprakash	et	
al.,	 2014).	 Aquest	 increment	 de	 l’activitat	 de	 TG	 pot	 ser	 a	 causa	 d’un	 increment	 en	 el	
nombre	d’interaccions	enzim-substrat,	o	bé	a	causa	de	la	introducció	d’un	pegat	hidrofòbic	
que	desafavoreix	 l’entrada	de	molècules	d’aigua.	Afegir	aquesta	mutació	al	mutant	doble	
D149A/D151A,	 amb	 el	 que	 s’ha	 reduït	 significativament	 l’activitat	 hidrolítica	 de	 l’enzim,	
podria	afavorir	un	increment	en	la	formació	de	productes	de	TG	(Figura	4.22D).		

- D149A/D151A/Y226W		

La	 Tyr226	 es	 troba	 en	 el	 subseti	 +2.	 Aquest	 residu	 correspon	 al	 residu	 Phe396	 de	 la	
quitinasa	A	de	Serratia	marcescens.	La	mutació	d’aquesta	Phe	per	un	Trp	juntament	amb	la	
mutació	 del	 residu	 Asp	 assistent	 per	 una	 Asn	 dona	 lloc	 a	 un	 enzim	 amb	 una	 elevada	
activitat	de	TG	(Zakariassen	et	al.,	2011).	Per	aquest	motiu,	es	va	decidir	substituir	la	Tyr226	
d’SpChiD	per	un	Trp,	amb	la	intenció	d’incrementar	l’activitat	de	TG	de	l’enzim.	Recentment,	
s’ha	descrit	 la	mutació	d’aquesta	Tyr226	per	un	Trp,	donant	 lloc	a	un	enzim	que	presenta	
una	disminució	del	80%	de	 l’activitat	hidrolítica	 respecte	 l’enzim	wt	 i	un	manteniment	de	
l’activitat	de	TG.	La	combinació	d’aquesta	mutació	amb	la	substitució	de	l’Asp	assistent	per	
una	Asn	dona	lloc	al	mutant	amb	l’activitat	de	TG	més	elevada	descrita	fins	al	moment,	amb	
el	 que	 s’obté	 un	 rendiment	 del	 22%	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2018),	 pel	 que	 és	 un	 bon	
candidat	per	assajar	la	seva	activitat	glicosintasa	amb	substrats	oxazolina	(Figura	4.22E).	

- D149A/D151A/W241A	

El	residu	Trp241	es	troba	a	la	superfície	de	la	proteïna,	en	la	regió	accessible	al	solvent.	El	
Trp241	interacciona	mitjançant	interaccions	d’apilament	amb	el	substrat	i	es	creu	que	pot	
tenir	 un	 paper	 de	 guia	 de	 les	 molècules	 de	 quitina	 cap	 al	 centre	 catalític.	 La	 mutació	
puntual	W241A	dona	 lloc	a	una	disminució	de	 l’activitat	hidrolítica	amb	un	 increment	de	
l’activitat	 de	 TG	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2012).	 La	 mutació	 d’aquest	 residu	 per	 una	 Ala,	
juntament	 amb	 les	mutacions	 dels	 residus	 Asp	 de	 la	 tríada	 catalítica,	 pot	 resultar	 en	 un	
enzim	amb	una	elevada	activitat	de	TG	(Figura	4.22F).		

- D149A/D151A/W395A	

El	residu	Trp395	es	troba	en	el	solc	catalític,	en	la	zona	propera	on	es	localitza	l’extrem	no-
reductor	 del	 substrat.	 La	 substitució	 d’aquest	 residu	 aromàtic	 per	 una	 Ala	 resulta	 en	 un	
efecte	 negatiu	 en	 la	 velocitat	 de	 catàlisi,	 que	 dona	 lloc	 a	 una	 disminució	 de	 l’eficiència	
catalítica	davant	(GlcNAc)4	com	a	substrat	i	a	un	increment	en	la	durada	dels	productes	de	
TG	amb	una	acumulació	màxima	al	cap	de	12	hores	de	reacció	(Madhuprakash,	Bobbili,	et	
al.,	 2015).	 La	 combinació	 d’aquesta	 mutació	 amb	 el	 mutant	 doble	 D149A/D151A	 pot	
resultar	en	l’acumulació	de	productes	de	TG	en	temps	de	reacció	més	llargs	(Figura	4.22G).		



CAPÍTOL	4	

	162	

	

	

	
Figura	4.22.	Residus	proposats	a	ser	substituïts	en	la	3a	generació	GS.	
Es	mostren	els	residus	Asp149,	Asp151	i	Glu153	de	la	tríada	catalítica	en	blau	cel	i	els	residus	proposats	a	ser	
substituïts	 per	 a	 la	 3a	 generació	GS	 en	 blau	 fosc.	 A)	 Tyr28,	 B)	 Ser110,	 C)	 Tyr154,	D)	Gly195,	 E)	 Tyr226,	 F)	
Trp241	i	G)	Trp395.		(GlcNAc)5	es	troba	posicionat	entre	els	subsetis	-2	i	+3.	L’estructura	s’ha	obtingut	a	partir	
de	 l’alineament	estructural	d’SpChiD	(PDB	4Q22)	 i	el	mutant	E153Q	de	 la	quitinasa	de	Moritella	marina	en	
complex	amb	(GlcNAc)5	(PDB	4MB5).	
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4.4.2.	Expressió	i	purificació	dels	triples	mutants	

Els	 mutants	 triples	 també	 s’han	 obtingut	 per	 mutagènesi	 dirigida	 seguint	 el	 protocol	 de	

Quickchange®	 (veure	part	experimental)	a	partir	de	 la	seqüència	d’ADN	del	mutant	doble	

D149A/D151A	i	s’han	confirmat	les	mutacions	per	seqüenciació.		

Un	 cop	 expressats	 els	 mutants,	 seguint	 el	 mateix	 protocol	 que	 per	 a	 l’enzim	wt,	 s’han	
purificat	per	cromatografia	d’afinitat	 (veure	part	experimental)	 i	 s’han	analitzat	en	un	gel	

d’SDS-PAGE	 (Figura	 4.23).	 Els	 rendiments	 de	 proteïna	 obtinguts	 són	 aproximadament	 els	

mateixos	que	els	obtinguts	 amb	els	dobles	mutants	 (entre	30	 i	 50	mg	proteïna·L
-1	
cultiu),	

excepte	pels	mutants	D149A/D151A/W241A	i	D149A/D151A/W395A	pels	que	el	rendiment	

és	 d’aproximadament	 15	mg·L
-1
,	 el	 que	 suposa	 una	 disminució	 d’unes	 10	 vegades	 en	

comparació	amb	l’enzim	wt	(160	mg	proteïna·L
-1
	cultiu).	
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Figura	4.23.	SDS-PAGE	dels	mutants	triples	d'SpChiD.	
Gels	 SDS-PAGE	 del	 procés	 de	 purificació	 dels	mutants	 triples	 amb	 les	 columnes	His	 SpinTrap	 columns	 (GE	
Healthcare)	 A)	 SpChiD	 Y28A/D149A/D151A;	 B)	 SpChiD	 S110G/D149A/D151A;	 C)	 SpChiD	
D149A/D151A/Y154W;	 D)	 SpChiD	 D149A/D151A/G195W;	 E)	 SpChiD	 D149A/D151A/Y226W;	 F)	 SpChiD	
D149A/D151A/W241A;	G)	SpChiD	D149A/D151A/W395A.	M:	Marker	 Low	Range,	 L:	 Lisat	 cel·lular,	 FT1-FT2:	
Flow	through	de	la	columna,	W1-W2:	Rentats,	E1-E4:	Elucions	de	la	proteïna,	P:	Proteïna	final,	un	cop	canviat	
el	tampó.	

4.4.3.	Activitat	hidrolítica	dels	triples	mutants	

S’analitza	l’activitat	hidrolítica	davant	GlcNAc-MU,	(GlcNAc)2-MU	i	(GlcNAc)3-MU	mitjançant	
l’assaig	fluorimètric,	a	3	concentracions	d’enzim	diferents	(Taula	4.5).		

Cap	dels	mutants	triples	mostra	activitat	davant	els	substrats	(GlcNAc)3-MU	i	(GlcNAc)2-MU	
al	 cap	 de	 24	hores.	 En	 canvi,	 tots	 mostren	 certa	 activitat	 hidrolítica	 residual	 davant	 el	
substrat	més	 curt	GlcNAc-MU,	 aproximadament	 la	mateixa	 activitat	 que	 el	mutant	 doble	
“parental”,	D149A/D151A,	tot	i	que	aquesta	és	pràcticament	negligible	en	comparació	amb	
l’enzim	wt	(entre	4	i	5	ordres	de	magnitud	menys	actius	que	aquest).	La	nova	generació	de	
mutants	 segueix	mantenint	 certa	 activitat	 quitobiasa,	 que	 segurament	 es	 veu	potenciada	
per	la	presència	del	grup	4-metilumbeliferona.	

Taula	4.5.	Activitat	hidrolítica	dels	triples	mutants	d’SpChiD	amb	substrats	fluorogènics	
	 GlcNAc-MU	 (GlcNAc)2-MU	 (GlcNAc)3-MU	

	 V0/[E]	
(min-1)	

MUT/WT	
V0/[E]	
(min-1)	

MUT/WT	
V0/[E]	
(min-1)	

MUT/WT	

SpChiD	wt	 14,73	 1	 13,45	 1	 7,15	 1	
D151A	 1,68	x	10-1	 1,14	x	10-2	 2,24	x	10-2	 1,66	x	10-3	 1,63	x	10-2	 2,29	x	10-3	
D149A/D151A	 1,14	x	10-3	 7,74	x	10-5	 <6,2	x	10-4	 <4,65	x	10-5	 ≈0	 <8,74	x	10-5	
Y28A/D149A/D151A	 8,28	x	10-4	 5,62	x	10-5	 ≈0	 <3,87	x	10-6	 ≈0	 <7,28	x	10-6	
S110G/D149A/D151A	 1,01	x	10-3	 6,83	x	10-5	 <6,2	x	10-4	 <4,65	x	10-5	 <6,2	x	10-4	 <8,74	x	10-5	
D149A/D151A/Y154W	 8,95	x	10-4	 6,08	x	10-5	 ≈0	 <3,87	x	10-6	 ≈0	 <7,28		x	10-6	
D149A/D151A/G195W	 2,74	x	10-3	 1,86	x	10-4	 <5,2	x	10-5	 <3,87	x	10-6	 ≈0	 <7,28		x	10-6	
D149A/D151A/Y226W	 6,56	x	10-4	 4,45	x	10-5	 7,29	x	10-4	 5,42	x	10-5	 <5,2	x	10-5	 <7,28		x	10-6	
D149A/D151A/W241A	 1,03	x	10-3	 7,00	x	10-5	 <5,2	x	10-5	 <3,87	x	10-6	 ≈0	 <7,28		x	10-6	
D149A/D151A/W345A	 2,38	x	10-3	 1,61	x	10-4	 <5,2	x	10-5	 <3,87	x	10-6	 <5,2	x	10-5	 <7,28		x	10-6	
El	valors	V0/[E]	<6,2	x	10

-4	 i	<5,2	x	10-5	corresponen	als	 límit	de	quantificació	de	 l’assaig	sota	 les	condicions	
assajades.	<6,2	x	10-4	per	a	5	µM	d’enzim,	i	240	min	de	reacció,	i	<5,2	x	10-5	per	a	10	µM	d’enzim	i	1440	min	
de	reacció.		Condicions	de	reacció:	50	µM	de	substrat	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7	a	37°C.	
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En	relació	a	l’activitat	hidrolítica	amb	(GlcNAc)4	com	a	substrat	(Taula	4.6),	tots	els	mutants	
presenten	una	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	respecte	el	mutant	doble	D149A/D151A,	
excepte	 el	mutant	 S110G/D149A/D151A	que	 presenta	 la	mateixa	 activitat	 hidrolítica	 que	
aquest	i	que	el	mutant	doble	S110G/D151A	(veure	apartat	4.3.3).		

Els	 mutants	 Y28A/D149A/D151A,	 D149A/D151A/G195W,	 D149A/D151A/W241A	 i	
D149A/D151A/W395A	són	els	que	presenten	una	disminució	més	gran	d’activitat,	de	més	
de	 4	 ordres	 de	magnitud	 respecte	 l’enzim	wt,	 en	 relació	 al	 consum	de	 (GlcNAc)4,	 i	 no	 es	
detecta	 formació	 de	 (GlcNAc)2	 ni	 pràcticament	 (GlcNAc)3.	 En	 canvi,	 en	 els	 mutants	
D149A/D151A/Y154W	i	D149A/D151A/Y226W	la	velocitat	de	consum	del	substrat	s’ha	vist	
disminuïda	de	l’ordre	de	103	vegades	respecte	el	wt,	 i	tot	i	que	no	es	detecta	formació	de	
(GlcNAc)2,	la	formació	de	(GlcNAc)3	és	evident.		

Taula	4.6.	Activitat	hidrolítica	dels	triples	mutants	d’SpChiD	amb	(GlcNAc)4	com	a	substrat	
	 Formació	 Consum	

	 (GlcNAc)2	 (GlcNAc)3	 (GlcNAc)4	

	 V0/[E]	

(min-1)	
MUT/WT	

V0/[E]	

(min-1)	
MUT/WT	

V0/[E]		

(min-1)	
MUT/WT	

SpChiD	wt	 7,58	 1	 8,47	 1	 -27,45	 1	

D151A	 4,00	x	10-2	 5,28	x	10-3	 4,00	x	10-1	 4,72	x	10-2	 -1,01	 3,68	x	10-2	

D149A/D151A	 4,70	x	10-2	 6,20	x	10-3	 1,56	x	10-1	 1,84	x	10-2	 -1,54	x	10-1	 5,61	x	10-3	

Y28A/D149A/D151A	 ≈0	 ≈10-5	 6,09	x	10-3	 7,19	x	10-4	 -8,54	x	10-3	 3,11	x	10-4	

S110G/D149A/D151A	 2,37	x	10-2	 3,12	x	10-3	 2,01	x	10-1	 2,37	x	10-2	 -1,80	x	10-1	 6,55	x	10-3	

D149A/D151A/Y154W	 3,61	x	10-3	 4,76	x	10-4	 8,65	x	10-2	 1,02	x	10-2	 -5,97	x	10-2	 2,17	x	10-3	

D149A/D151A/G195W	 ≈0	 ≈10-5	 5,07	x	10-3	 5,99	x	10-4	 ≈0	 ≈10-4	
D149A/D151A/Y226W	 ≈0	 ≈10-5	 3,96	x	10-2	 4,67	x	10-3	 -4,56	x	10-2	 1,66	x	10-3	

D149A/D151A/W241A	 ≈0	 ≈10-5	 3,15	x	10-3	 3,72	x	10-4	 ≈0	 ≈10-4	
D149A/D151A/W395A	 ≈0	 ≈10-5	 ≈0	 ≈10-5	 ≈0	 ≈10-4	
Condicions	de	reacció:	2	mM	(GlcNAc)4	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7	a	37°C	

	

4.4.4.	Activitat	glicosintasa	dels	triples	mutants,	polimerització	de	(GlcNAc)5-ox	

En	 relació	 a	 l’activitat	 de	polimerització	 amb	 (GlcNAc)5-ox	 (12	mM),	 al	 cap	de	 2	 hores	 de	
reacció	es	detecta	formació	de	precipitat	en	totes	 les	reaccions	catalitzades	pels	diferents	
mutants,	amb	rendiments	variables	d’entre	un	2,5%	i	un	60%.	En	les	reaccions	dels	mutants	
D149A/D151A/W241A	i	D149A/D151A/W395A	aquest	és	molt	insignificant	(rendiments	4%	
i	 <2,5%,	 respectivament)	 i	 l’espectre	 de	 MALDI-TOF	 presenta	 un	 patró	 diferent	 (Figura	
4.24E	i	F),	en	el	que	es	detecta	principalment	(GlcNAc)5	i	un	pic	principal	no	identificat	amb	
una	relació	m/z≈2601,	corresponent	a	una	m/z	d’entre	 (GlcNAc)12	 i	 (GlcNAc)13.	Es	detecta	
també	 altres	 pics	 amb	 m/z	 no	 identificades,	 que	 podrien	 correspondre	 a	 COS	 amb	 DPs	
d’entre	13	i	20.	Amb	el	mutant	S110G/D149A/D151A	no	es	detecta	formació	de	precipitat	i	
no	es	realitza	l’anàlisi	per	MALDI-TOF.		
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A) Y28A/D149A/D151A	

	
B) D149A/D151A/Y154W	

	
C) D149A/D151A/G195W	

	
D) D149A/D151A/Y226W	
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E) D149A/D151A/W241A	

	

F) D149A/D151A/W395A																																																		G)				S110G/D149A/D151A	

	
	

Figura	4.24.	Espectre	de	MALDI-TOF	dels	productes	de	la	fracció	insoluble	de	la	reacció	de	polimerització	de	
(GlcNAc)5-ox	catalitzada	pels	mutants	triples	d'SpChiD.	A)	Y28A/D149A/D151A;	B)	D149A/D151A/Y154W;	C)	
D149A/D151A/G195W;	 D)	 D149A/D151A/Y226W;	 E)	 D149A/D151A/W241A;	 F)	 D149A/D151A/W395A	 i	 G)	
S110G/D149A/D151A.	Productes	obtinguts	al	cap	de	2	hores	(esquerra)	i	18	hores	(dreta)	de	reacció.	

	
El	 precipitat	 format	 pels	 altres	 4	 mutants	 consta	 d’una	 mescla	 de	 COS	 amb	 graus	 de	
polimerització	 entre	 5	 i	 10,	 i	 en	 tots	 ells	 també	 es	 detecta	 (GlcNAc)15,	 provinent	 de	 la	
reacció	 de	 condensació	 de	 3	 molècules	 de	 (GlcNAc)5-ox	 (Figura	 4.24A-D).	 Del	 precipitat	

format,	el	pic	majoritari	 correspon	a	 (GlcNAc)10	per	als	4	mutants.	En	el	 cas	dels	mutants	
D149A/D151A/Y154W	 i	 D149A/D151A/Y226W	 la	 proporció	 de	 (GlcNAc)10	 obtinguda	 és	
d’aproximadament	un	45%,	a	causa	de	la	important	presència	de	COS	amb	DPs	entre	6	i	9,	

essent	 resultats	 esperables	 com	 a	 conseqüència	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 residual	 que	
presenten	 ambdós	 mutants.	 En	 el	 cas	 del	 mutant	 D149A/D151A/G195W,	 també	 es	
detecten	COS	amb	DPs	entre	6	i	9,	tot	i	que	la	proporció	de	(GlcNAc)10	és	d’un	58%.	En	canvi,	

amb	 el	 mutant	 Y28A/D149A/D151A	 la	 proporció	 de	 (GlcNAc)10	 és	 d’aproximadament	 un	
75%,	 i	pràcticament	no	es	detecten	productes	 intermedis,	excepte	(GlcNAc)9	que	es	troba	
en	un	16%.		

Els	 rendiments	 en	 producte	 (p/p)	 tot	 i	 seguir	 essent	 baixos,	 han	 incrementat	 respecte	 el	

rendiment	del	mutant	doble	parental	(13%	de	rendiment)	fins	a	un	20%	i	un	58%	amb	els	
mutants	 Y28A/D149A/D151A	 i	 D149A/D151A/Y154W,	 respectivament	 (Taula	 4.7).	 El	
rendiment	 aparent	 de	 (GlcNAc)10	 és	 del	 29%	 per	 a	 aquest	 últim	 però	 a	 causa	 de	 la	

important	presència	de	COS	intermedis,	la	ràtio	COS	DP≥10/COS	DP6-DP9	és	d’1,5;	en	canvi,	
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per	al	mutant	Y28A/D149A/D151A	el	rendiment	aparent	de	(GlcNAc)10	és	d’un	15%,	però	la	

ràtio	és	de	3,6,	ja	que	quasi	no	es	troba	productes	intermedis,	excepte	(GlcNAc)9.		

Al	 cap	 de	 18	 hores	 de	 reacció	 el	 rendiment	 en	 precipitat	 dels	 mutants	

D149A/D151A/W241A	 i	 D149A/D151A/W395A	 no	 incrementa,	 i	 (GlcNAc)8	 passa	 a	 ser	 el	

producte	majoritari,	 fet	que	 indica	una	hidròlisi	dels	possibles	COS	més	 llargs	presents	en	

temps	més	curts	de	reacció.	Per	a	la	resta	de	mutants	hi	ha	un	increment	en	rendiment	de	

polímer	 (p/p)	 i	 (GlcNAc)10	 segueix	essent	el	producte	majoritari,	 tot	 i	que	per	als	mutants	

D149A/D151A/Y154W	 i	 D149A/D151A/Y226W	 també	 incrementa	 la	 presència	 de	 COS	

intermedis	 amb	 DPs	 6-9.	 En	 canvi,	 en	 els	 mutants	 Y28A/D149A/D151A	 i	

D149A/D151A/G195W,	la	proporció	de	COS	intermedis	es	manté	respecte	a	les	2	hores	de	

reacció,	tot	i	que	hi	ha	un	increment	de	(GlcNAc)5,	que	pot	indicar	la	hidròlisi	de	(GlcNAc)10	

en	dues	molècules	de	 (GlcNAc)5,	que	 justifica	 la	disminució	de	 la	proporció	de	 (GlcNAc)10	

respecte	les	2	hores	de	reacció.	Per	al	mutant	Y28A/D149A/D151A	el	rendiment	aparent	de	

(GlcNAc)10	incrementa	fins	a	un	34%,	i	tot	i	que	la	ràtio	DP≥10/COS	DP6-DP9	disminueix	fins	

a	 un	 2,1,	 aquest	 segueix	 predominant	 respecte	 els	 productes	 intermedis.	 El	 rendiment	

aparent	 de	 (GlcNAc)10	 per	 al	mutant	 D149A/D151A/Y154W	 també	 és	 d’un	 30%,	 però	 en	

canvi	hi	ha	una	important	presència	de	productes	intermedis	que	predominen	sobre	aquest,	

amb	una	ràtio	DP≥10/COS	DP6-DP9	de	≈1.	Per	últim,	amb	el	mutant	S110G/D149A/D151A	

també	s’obté	(GlcNAc)10	com	a	producte	majoritari	 (Figura	4.24G),	amb	una	proporció	del	

55%,	i	tot	i	que	la	ràtio	DP≥10/COS	DP6-DP9	és	aproximadament	2,	igual	que	amb	el	mutant	

Y28A/D149A/D151A,	el	rendiment	en	polímer	és	inferior	(47%	(p/p)).		

Amb	 la	 incorporació	d’una	 tercera	mutació	 s’ha	aconseguit	disminuir	 l’activitat	hidrolítica	

residual	 respecte	 el	 mutant	 doble	 parental	 D149A/D151A.	 Per	 una	 banda,	 els	 mutants	

triples	D149A/D151A/W241A	i	D149A/D151A/W395A	han	resultats	en	enzims	pràcticament	

inactius,	 tant	 hidrolíticament	 com	 GS.	 Per	 altra	 banda,	 la	 incorporació	 de	 les	 mutacions	

Y154W	 i	 Y226W	 dona	 lloc	 a	 enzims	 que	mantenen	 certa	 activitat	 hidrolítica	 residual,	 en	

canvi,	 amb	 els	 mutants	 Y28A/D149A/D151A	 i	 D149A/D151A/G195W	 s’ha	 aconseguit	

eliminar	quasi	totalment	l’activitat	hidrolítica.	Els	mutants	mantenen	la	capacitat	de	formar	

nous	 enllaços	 glicosídics	 a	 partir	 de	 (GlcNAc)5-ox	 amb	 els	 que	 s’obté	 una	mescla	 de	 COS	

amb	 DPs	 entre	 5	 i	 15.	Malgrat	 el	 rendiment	més	 elevat	 en	 polímer	 s’obté	 amb	 el	 triple	

mutant	D149A/D151A/Y154W,	la	proporció	de	productes	intermedis	(amb	DPs	entre	6	i	9)	

és	 aproximadament	 la	mateixa	 que	 la	 de	 (GlcNAc)10,	 en	 canvi,	 amb	 la	 incorporació	 de	 la	

mutació	Y28A	al	doble	mutant	dels	dos	 residus	Asp	de	 la	 tríada	catalítica	 s’ha	aconseguit	

obtenir	(GlcNAc)10	amb	un	rendiment	aparent	del	34%,	i	pràcticament	l’únic	COS	intermedi	

que	es	 forma	és	 (GlcNAc)9,	 és	 a	dir,	 quasi	no	es	donen	 reaccions	de	TG.	El	 rendiment	en	

polímer	 (60%)	 obtingut	 amb	 el	 triple	mutant	 Y28A/D149A/D151A,	 és	 el	 rendiment	 (p/p)	

més	elevat	descrit	 fins	al	moment	per	a	quitinases	GH18	(amb	una	proporció	superior	de	

productes	GS	respecte	productes	de	TG	i/o	hidròlisi).		
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4.4.5.	Mutant	SpChiD	Y28A/D149A/D151A	

Tal	com	s’ha	exposat,	la	incorporació	de	la	mutació	Y28A	al	mutant	dels	dos	Asp	del	motiu	
DxDxE	 altament	 conservat	 en	 quitinases	 dona	 lloc	 a	 un	 enzim	 amb	 activitat	 hidrolítica	
pràcticament	 negligible,	 amb	 una	 disminució	 d’aproximadament	 10	 vegades	 respecte	
D149A/D151A	 en	 el	 consum	 de	 (GlcNAc)4	 que	 significa	 una	 disminució	 de	 104	 vegades	
respecte	 l’enzim	wt.	 En	 relació	 als	 substrats	 amb	 4-metilumbeliferona	 l’enzim	 és	 inactiu	
davant	 (GlcNAc)3-MU	 i	 (GlcNAc)2-MU	 però	 presenta	 certa	 activitat	 hidrolítica	 residual	
davant	 GlcNAc-MU,	 aproximadament	 la	 mateixa	 que	 el	 mutant	 doble	 parental	
D149A/D151A	(Figura	4.25).	

	
Figura	 4.25.	 Comparació	 del	 curs	 de	 reacció	 de	 l'activitat	 hidrolítica	 dels	mutants	 D149A/D151A	 (5	 µM)	 i	
Y28A/D149A/D151A	(5	µM)	amb	GlcNAc-MU.	50	µM	GlcNAc-MU	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7	a	37ºC.	

4.4.5.1.	Reacció	de	polimerització	de	(GlcNAc)5-ox		

Tal	 com	 s’ha	 comentat	 en	 l’apartat	 anterior,	 la	 reacció	 de	 polimerització	 de	 (GlcNAc)5-ox	
dona	lloc	a	la	formació	de	(GlcNAc)10	com	a	producte	quasi	únic	(74%	del	total	de	productes	
del	precipitat),	i	aquesta	proporció	disminueix	una	mica	al	cap	de	18	h	de	reacció	(58%),	a	
causa	d’un	increment	de	(GlcNAc)5,	però	augmenta	el	rendiment	en	polímer	(fins	a	un	60%),	
fet	que	dona	lloc	a	un	rendiment	aparent	de	(GlcNAc)10	d’aproximadament	un	34%.	

L’anàlisi	 d’enllaç	 per	 metilació	 dels	 productes	 de	 TG	 de	 la	 reacció	 de	 condensació	 de	
(GlcNAc)5-ox	 (18	hores)	 indica	 un	 grau	 de	 polimerització	 d’entre	 22	 i	 24,	 valor	 superior	 a	
l’observat	per	MALDI-TOF,	que	manifesta	una	 important	activitat	de	TG	d’aquest	mutant.	
Aquesta	anàlisi	indica	una	subestimació	dels	rendiments	dels	productes	d’alt	pes	molecular	
calculats	per	MALDI-TOF,	a	causa	d’una	diferència	de	vol	d’aquests	respecte	les	molècules	
de	baix	pes	molecular.		

Per	avaluar	l’estabilitat	del	producte	GS	format	al	llarg	del	temps,	s’incuba	una	reacció	fins	
a	 les	72	hores.	Passat	aquest	 temps	de	reacció	encara	es	detecta	precipitat,	 i	 tot	 i	que	el	
rendiment	en	polímer	no	incrementa,	el	polímer	(GlcNAc)10,	producte	de	la	condensació	de	
dues	molècules	de	 (GlcNAc)5-ox,	es	manté	com	a	producte	majoritari,	amb	una	proporció	
del	55%	respecte	el	total	de	productes	del	precipitat	(Figura	4.26).	Els	resultats	mostren	una	
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elevada	 estabilitat	 en	 la	 durada	 dels	 productes	GS	 i	 de	 TG	 formats	 amb	 el	 triple	mutant	

Y28A/D149A/D151A.		

	
Figura	4.26.	Espectre	de	MALDI-TOF	dels	productes	de	la	fracció	insoluble	de	la	reacció	de	polimerització	de	

(GlcNAc)5-ox	(12	mM),	catalitzada	pel	mutant	SpChiD	Y28A/D149A/D151A.	Es	detecta	les	m/z	corresponents	

als	adductes	[M+Na]+	i	[M+DMSO+Na]+.	Productes	obtinguts	al	cap	de	72	hores	de	reacció.	

4.4.5.2.	Polimerització	de	COS	parcialment	desacetilats	

Amb	 el	 triple	 mutant	 Y28A/D149A/D151A	 s’ha	 aconseguit	 obtenir	 el	 polímer	 de	 quitina	

(GlcNAc)10	 amb	 una	 proporció	 del	 74%	 respecte	 el	 total	 de	 productes	 presents	 en	 el	

precipitat	 de	 reacció,	 format	 a	 causa	 de	 l’elevada	 insolubilitat	 d’aquests	 compostos.	 La	

quitina	 i	 els	 seus	 derivats	 tenen	 un	 elevat	 interès	 biològic,	 dins	 els	 quals	 es	 troba	 els	

quitosans,	 obtinguts	 per	 desacetilacions	 parcials	 d’aquesta.	 Amb	 l’objectiu	 d’ampliar	 el	

ventall	 de	 polímers	 obtinguts	 enzimàticament,	 i	 a	 causa	 de	 l’elevat	 interès	 biològic	 dels	

quitosans,	 s’ha	 ampliat	 l’estratègia	 per	 a	 obtenir	 quitooligòmers	 de	 quitosà	 amb	 patró	

definit	 a	 partir	 del	 triple	 mutant	 SpChiD	 Y28A/D149A/D151A.	 A	 més,	 aquestes	

desacetilacions	 parcials	 donen	 lloc	 a	 compostos	 més	 solubles,	 el	 que	 permetrà	 obtenir	

polímers	de	quitosà	més	solubles.	Per	altra	banda,	els	quitosans	no	són	substrats	naturals	

de	les	quitinases,	ja	que	aquestes	requereixen	un	monòmer	de	GlcNAc	en	el	subseti	-1	per	a	

la	catàlisi,	per	tant,	en	funció	del	patró	d’acetilació	del	quitooligòmer	que	actuï	de	donador,	

la	 quitinasa	 no	 serà	 capaç	 d’hidrolitzar-lo	 o	 només	 podrà	 hidrolitzar-lo	 per	 algun	 enllaç	

determinat,	el	que	permetrà	evitar	algunes	de	les	reaccions	de	TG	i	algunes	de	les	reaccions	

d’hidròlisi	 del	 producte	 GS	 format,	 idealment	 donant	 lloc	 a	 l’acumulació	 del	 producte	

directe	de	condensació,	pur,	sense	obtenir	una	mescla	de	COS.		

Per	a	la	obtenció	dels	derivats	oxazolina	utilitzats	en	aquest	apartat	primerament	s’ha	dut	a	

terme	 la	 desacetilació	 dels	 COS	 totalment	 acetilats	mitjançant	 la	 desacetilasa	 de	VcCDA,	
altament	específica,	i	seguidament	s’ha	realitzat	l’activació	del	substrat	(veure	capítol	2).		
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Reacció	GS	amb	ADAAA-ox	com	a	substrat	

Per	a	la	reacció	GS	de	COS	parcialment	desacetilats	s’utilitza	primerament	ADAAA-ox	com	a	

substrat	(12	mM),	el	qual	no	pot	ser	hidrolitzat	pel	segon	enllaç	des	de	l’extrem	no-reductor,	

amb	la	hipòtesi	d’evitar	així	la	formació	de	COS	amb	DP7,	un	dels	COS	intermedis	que	en	les	

reaccions	amb	(GlcNAc)5-ox	més	incrementa	en	temps	de	reacció	llargs.		

La	 reacció	 de	 polimerització	 del	 derivat	 oxazolina	 de	 DP5	 monodesacetilat	 en	 el	 segon	

residu	des	de	 l’extrem	no-reductor	 (ADAAA-ox),	 dona	 lloc	 a	una	mescla	de	COS	amb	DPs	

entre	 5	 i	 12,	 solubles	 (Figura	 4.27).	 Per	 MALDI-TOF	 les	 m/z	 detectades	 corresponen	 als	

adductes	amb	sodi	de	DP7	i	DP8	monodesacetilats	i	DP9-DP12	didesacetilats.	La	presència	

de	DP7	i	DP8	monodesacetilats	només	podria	explicar-se	per	la	hidròlisi	de	productes	de	TG	

més	 llargs,	 tot	 i	 la	quasi	 inexistent	activitat	hidrolítica	del	mutant.	Tot	 i	així,	 l’espectre	de	

MALDI-TOF	també	revela	la	presència	de	(GlcNAc)5	totalment	acetilat,	també	present	en	el	

producte	de	partida,	i	que	podria	explicar	la	presència	de	DP7	i	DP8	monodesacetilats	en	la	

mescla	 de	 productes	 de	 TG.	 És	 important	 remarcar	 que	 el	 producte	majoritari	 al	 cap	 de	

24	hores	de	reacció	és	DP9	didesacetilat	en	lloc	de	DP10	didesacetilat	com	caldria	esperar	

de	 la	 condensació	 de	 dues	 molècules	 d’ADAAA-ox.	 Al	 cap	 de	 72	hores	 de	 reacció	 el	

producte	majoritari	segueix	essent	DP9	didesacetilat,	seguit	de	DP10	didesacetilat,	 i	quasi	

no	es	detecta	altres	productes	intermedis.	Cal	destacar	que,	de	la	mateixa	manera	que	amb	

el	mutant	 doble	 parental	 D149A/D151A,	 els	 productes	 GS	 i	 de	 TG	 obtinguts	 amb	 aquest	

substrat	són	solubles,	ja	que	aquests	són	parcialment	desacetilats.		

	

Figura	 4.27.	 Espectre	 de	 MALDI-TOF	 dels	 productes	 de	 la	 fracció	 soluble	 de	 la	 reacció	 de	 polimerització	

d'ADAAA-ox	catalitzada	pel	mutant	SpChiD	Y28A/D149A/D151A.	Productes	obtinguts	al	cap	de	24	hores	de	
reacció.	
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enllaç	des	de	 l’extrem	no-reductor,	 i	aquest	enllaç	és	poc	susceptible	a	ser	hidrolitzat	per	
endoquitinases	GH18.	

Teòricament,	 a	 partir	 de	 la	 oxazolina	 ADA-ox	 s’hauria	 d’obtenir	 polímers	 amb	 un	 grau	
d’acetilació	 del	 66%	 (Figura	 4.28),	 polímers	 teòricament	 bastant	 solubles	 en	 aigua.	 Els	
productes	 de	 TG	 resultants	 només	 podrien	 ser	 hidrolitzats	 per	 la	 pròpia	 glicosintasa	
dissenyada	donant	 lloc	altra	vegada	al	substrat	de	partida,	o	a	quitooligòmers	amb	un	DP	
múltiple	al	d’aquest.	

	
Figura	4.28.	Esquema	de	l'estratègia	seguida	per	a	la	obtenció	de	polímers	de	quitosà	amb	patró	d'acetilació	
definit	a	partir	de	(GlcNAc)3.	Cercles	gris	clar:	N-acetilglucosamina	(GlcNAc;	A);	Cercles	blancs:	glucosamina	
(GlcNH2;	D);	Cercles	gris	fosc:	derivat	oxazolina	d’N-acetilglucosamina.	

	
Tot	i	no	obtenir	l’activació	de	tot	el	producte	ADA	en	el	procés	de	síntesi	(veure	capítol	2),	
s’han	utilitzat	 les	 fraccions	3-9	per	a	un	primer	assaig	d’activitat	glicosintasa	amb	el	 triple	
mutant	SpChiD	Y28A/D149A/D151A.		

S’incuba	 12	mM	del	 producte	 obtingut	 de	 la	 síntesi	 (ADA-ox)	 amb	 0,25	mg·mL-1	 d’SpChiD	
Y28A/D149A/D151A	 i	 s’analitza	 la	 mescla	 de	 reacció	 per	 MALDI-TOF-MS.	 La	 reacció	 de	
polimerització	resulta	en	la	formació	de	DP6	didesacetilat	(DP6(N,N))	al	cap	de	2	hores	de	
reacció	(Figura	4.29).	El	producte	GS	correspon	a	la	condensació	de	dues	molècules	d’ADA-
ox	 i	 per	 tant,	 tot	 i	 que	 no	 es	 pot	 confirmar	 el	 patró	 d’acetilació,	 aquest	 hauria	 de	 ser	
ADAADA.	Per	altra	banda	cal	destacar	que	no	es	detecta	cap	altre	producte	de	TG,	el	que	
suggereix	que	l’enzim	és	capaç	d’unir	dues	molècules	d’ADA-ox	però	no	es	dona	la	formació	
de	cap	altre	enllaç	glicosídic,	essent	DP6(N,N)	l’únic	producte	obtingut	a	partir	d’ADA-ox.	Al	
cap	 de	 96	hores	 de	 reacció	 apareixen	 nous	 pics	 amb	m/z	 entre	 800	 i	 950,	 però	 que	 no	
corresponen	a	cap	m/z	de	COS	identificats.	Tot	 i	 la	formació	de	DP6(N,N)	com	a	producte	
de	TG,	aquest	és	molt	poc	intens	respecte	els	pics	corresponents	al	substrat,	i	no	augmenta	
al	llarg	de	la	reacció.		

Aquests	 resultats	 preliminars	 suggereixen	 que	 SpChiD	 Y28A/D149A/D151A	 és	 capaç	
d’utilitzar	ADA-ox	com	a	substrat	donant	lloc	a	la	formació	de	DP6(N,N),	però	no	de	formar	
posteriors	 enllaços	 glicosídics,	 essent	 aquest	 l’únic	 producte	 resultant	 de	 la	 condensació	
d’ADA-ox,	tot	i	el	baix	grau	de	conversió.		

	

VcCDA 
Síntesi  

oxazolina 
(GlcNAc)3 

ADA ADA-ox 

DA ≈ 66% 

AAA 

Glicosintasa 
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Figura	 4.29.	 Espectre	 de	 MALDI-TOF	 dels	 productes	 de	 la	 mescla	 de	 reacció	 de	 polimerització	 d'ADA-ox,	

catalitzada	pel	mutant	SpChiD	Y28A/D149A/D151A.	Productes	obtinguts	al	cap	de	2	hores	de	reacció.	

4.4.5.3.	Condensació	donador-acceptor	

Per	altra	banda	també	s’ha	analitzat	 l’activitat	de	condensació	donador-acceptor.	Per	una	

banda	 s’ha	 utilitzat	 (GlcNAc)5-ox	 com	 a	 donador	 (12	 mM)	 i	 (GlcNAc)2	 o	 DP5	

monodesacetilat	en	el	segon	residu	des	de	l’extrem	no-reductor	(ADAAA)	com	a	acceptors.		

La	reacció	amb	(GlcNAc)2	com	a	acceptor	(24	mM)	dona	lloc	a	la	formació	de	precipitat	que	

consta	d’una	mescla	de	COS	amb	DPs	entre	6	i	10,	essent	(GlcNAc)10	el	producte	majoritari,	

en	lloc	de	(GlcNAc)7	com	caldria	esperar	(Figura	4.30).	La	ràtio	de	COS	DP≥10/DP6-DP9	en	

comparació	 amb	 la	 reacció	 de	 polimerització	 de	 (GlcNAc)5-ox	 es	 manté,	 essent	

aproximadament	 2	 al	 cap	 de	 18	hores	 de	 reacció.	 A	 més,	 (GlcNAc)10	 segueix	 essent	 el	

producte	majoritari	al	cap	de	48	hores	de	reacció,	i	la	proporció	de	(GlcNAc)7	no	incrementa,	

és	a	dir,	no	hi	ha	indicis	de	que	es	doni	la	reacció	de	condensació	donador-acceptor.		

	
Figura	4.30.	Espectre	de	MALDI-TOF	dels	productes	de	 la	 fracció	 insoluble	de	 la	reacció	de	condensació	de	

(GlcNAc)5-ox	 com	 a	 donador	 (12	mM)	 i	 (GlcNAc)2	 com	 a	 acceptor	 (24	mM),	 catalitzada	 pel	mutant	SpChiD	
Y28A/D149A/D151A.	 Es	 detecta	 les	m/z	 corresponents	 als	 adductes	 [M+Na]

+
	 i	 [M+DMSO+Na]

+
.	 Productes	

obtinguts	al	cap	de	18	hores	de	reacció.	
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La	 reacció	 amb	 ADAAA	 com	 a	 acceptor	 (18,5	mM)	 també	 dona	 lloc	 a	 la	 formació	 de	

(GlcNAc)10	com	a	producte	majoritari,	amb	una	proporció	del	60%	respecte	el	total	de	COS	

del	precipitat	al	cap	de	2	hores	de	reacció,	que	consta	d’una	mescla	de	(GlcNAc)5-(GlcNAc)10.	

En	 l’anàlisi	per	MALDI-TOF	no	es	detecta	cap	pic	amb	una	m/z	que	pugui	 correspondre	a	

DP10	 monodesacetilat,	 corresponent	 al	 producte	 teòric	 de	 la	 condensació	 donador-

acceptor,	en	cap	dels	diferents	temps	de	reacció	assajats	(de	2	a	48	hores)	(Figura	4.31),	en	

canvi,	es	detecta	una	petita	 senyal	 corresponent	a	DP8	monodesacetilat	al	 cap	de	2	h	de	

reacció,	únic	producte	monodesacetilat	detectat	al	llarg	de	la	reacció.	(GlcNAc)10	es	manté	

com	 a	 producte	majoritari	 amb	 aproximadament	 la	mateixa	 proporció	 al	 llarg	 de	 tota	 la	

reacció.		

	
Figura	4.31.	Espectre	de	MALDI-TOF	dels	productes	de	 la	 fracció	 insoluble	de	 la	reacció	de	condensació	de	

(GlcNAc)5-ox	 com	 a	 donador	 (12	mM)	 i	 ADAAA	 com	 a	 acceptor	 (18,5	mM),	 catalitzada	 pel	mutant	 SpChiD	
Y28A/D149A/D151A.	 Es	 detecta	 les	m/z	 corresponents	 als	 adductes	 [M+Na]+	 i	 [M+DMSO+Na]+.	 Productes	

obtinguts	al	cap	de	48	hores	de	reacció.	

	
El	 fet	 de	 no	 obtenir	 els	 productes	 directes	 de	 condensació,	 (GlcNAc)7	 i	 DP10	

monodesacetilat		respectivament,	segurament	és	a	causa	del	poc	excés	d’acceptor	respecte	

donador	 (ràtios	 1:2	 i	 2:3,	 respectivament),	 però	 també	 pot	 ser	 conseqüència	 d’una	

preferència	per	(GlcNAc)5-ox	com	a	substrat.		

Per	altra	banda,	 també	s’ha	analitzat	 l’activitat	de	condensació	donador-acceptor	a	partir	

del	derivat	oxazolina	ADAAA-ox	com	a	donador	(12	mM)	 i	 (GlcNAc)5	com	a	acceptor	(18,5	

mM).	 En	 aquest	 cas,	 tal	 com	 caldria	 esperar,	 DP10	 monodesacetilat	 és	 el	 producte	

majoritari,	 amb	 una	 proporció	 aproximada	 del	 40%	 respecte	 el	 total	 de	 productes	 del	

precipitat,	resultant	de	la	condensació	donador-acceptor,	i	aquest	segueix	essent	majoritari	

al	cap	de	48	hores	de	reacció.	Els	rendiments	en	polímer	no	són	gaire	elevats	(fins	a	18%	al	

cap	 de	 48	hores	 de	 reacció),	 però	 pràcticament	 no	 hi	 ha	 quasi	 productes	 intermedis	

provinents	de	reaccions	de	TG.	Al	cap	de	18	hores	de	reacció	aquests	intermedis	tenen	una	

proporció	del	16%,	d’entre	els	quals	destaca	(GlcNAc)9	i	DP9	monodesacetilat	(Figura	4.32).	

La	presència	de	(GlcNAc)9	no	pot	explicar-se	per	hidròlisi	de	DP10(N),	però	cal	recordar	que	
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el	producte	de	partida	també	conté	(GlcNAc)5-ox,	el	que	pot	explicar	la	presència	d’aquest.	
També	cal	destacar	la	important	presència	de	(GlcNAc)10,	 i	 la	presència	de	COS	intermedis	
totalment	acetilats	 (GlcNAc)6-(GlcNAc)10,	 que	poden	explicar-se	de	 la	mateixa	manera.	 En	
aquesta	 reacció,	 tot	 i	 la	 baixa	 ràtio	 donador:acceptor	 (2:3),	 es	 dona	 preferentment	 la	
reacció	de	condensació	donador-acceptor,	respecte	 la	reacció	de	polimerització	d’ADAAA-
ox,	 tot	 i	 que	 també	es	detecta	un	petit	 pic	 amb	m/z	1988	 corresponent	a	 l’adducte	amb	
sodi	de	DP10(N,N).		

	
Figura	 4.32.	 Espectre	 de	 MALDI-TOF	 dels	 productes	 de	 la	 fracció	 insoluble	 de	 la	 reacció	 de	 condensació	
d'ADAAA-ox	(12	mM)	com	a	donador	 i	 (GlcNAc)5	com	a	acceptor	 (18,5	mM),	catalitzada	pel	mutant	SpChiD	
Y28A/D149A/D151A.	Productes	obtinguts	al	cap	de	18	hores	de	reacció.	

	
En	conclusió,	SpChiD	Y28A/D149A/D151A	és	pràcticament	inactiu	hidrolíticament	tot	i	que	
manté	una	baixa	activitat	hidrolítica	residual	amb	GlcNAc-MU,	el	que	suggereix	que	no	s’ha	
eliminat	 completament	 l’activitat	 quitobiasa	 de	 l’enzim.	 El	 triple	 mutant	 presenta	 una	
elevada	activitat	de	TG,	que	ha	incrementat	tant	en	rendiment	de	polímer	obtingut	com	en	
la	durada	dels	productes	de	TG	al	llarg	del	temps.	En	relació	al	rendiment	de	TG	en	polímer,	
amb	 el	mutant	 Y28A/D149A/D151A	 s’ha	 aconseguit	 un	 rendiment	 d’aproximadament	 un	
60%	amb	l’ús	del	derivat	oxazolina	de	(GlcNAc)5,	essent	el	rendiment	en	polímer	de	quitina	
més	elevat	descrit	fins	al	moment	per	una	quitinasa	de	la	família	GH18.	A	més,	el	mutant	és	
actiu	davant	quitooligòmers	de	quitina	parcialment	desacetilats,	com	són	ADAAA-ox	i	ADA-
ox,	amb	els	que	s’obté	la	formació	d’un	nou	enllaç	O-glicosídic.	

4.5.	Relació	efecte-funció	dels	residus	d’SpChiD		

La	 incorporació	 de	 noves	 mutacions	 al	 mutant	 dels	 residu	 assistent	 resulta	 en	 una	
disminució	de	l’activitat	hidrolítica	així	com	en	un	increment	de	l’activitat	GS,	donant	lloc	a	
nous	biocatalitzadors	més	eficients.			
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Figura	4.33.	Rendiment	de	l'activitat	GS	amb	(GlcNAc)5-ox	com	a	donador	
Rendiment	de	polímer	(p/p)	de	la	reacció	de	polimerització	de	(GlcNAc)5-ox	al	cap	de	2	h	(

*)	i	18	hores	(#)	de	
reacció.	Es	mostra	el	 rendiment	aparent	dels	COS	presents	en	el	precipitat.	Condicions	de	 reacció:	12	mM	
(GlcNAc)5-ox,	0,25	mg·mL-1	enzim	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7.		

	

La	combinació	d’una	segona	mutació	amb	el	mutant	del	residu	assistent	ha	donat	lloc	a	una	
important	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	respecte	el	mutant	D151A.		El	reemplaçament	
de	l’Asp149,	corresponent	al	residu	estabilitzador	de	l’Asp	assistent,	per	una	Ala,	juntament	

amb	 la	mutació	 del	 residu	 assistent,	 ha	 resultat	 en	 el	mutant	 doble	 amb	menor	 activitat	
hidrolítica	 i	major	 activitat	GS.	 El	 residu	Asp149	 participa	 en	 la	 cadena	 de	 protonació	 de	
l’àcid/base	general	i	és	el	responsable	de	mantenir	l’estat	de	protonació	de	l’Asp	assistent	

en	 absència	 de	 substrat.	 En	 presència	 de	 substrat,	 l’Asp149	 es	 troba	 interaccionant	 per	
pont	d’hidrogen	amb	d’altres	residus	(com	per	exemple	la	Tyr28	o	la	Ser110).	En	el	cas	de	la	
doble	mutació,	en	que	l’Asp149	es	troba	substituït	per	una	Ala,	hi	ha	una	pèrdua	d’aquestes	

interaccions	 que	 pot	 donar	 lloc	 a	 una	 desestabilització	 del	 substrat	 que	 resulta	 en	 una	
pèrdua	d’activitat	 hidrolítica,	 que	 conseqüentment	 esdevé	 en	un	 increment	 en	 la	 durada	
dels	productes	GS	 formats.	Per	altra	banda,	 la	substitució	de	 la	Gly113	per	una	Ser,	dona	

lloc	a	una	disminució	de	l’activitat	d’hidrolasa	però	sobretot	a	un	important	 increment	de	
l’activitat	 GS,	 que	 resulta	 en	 una	 acumulació	 de	 productes	 GS	 i	 de	 TG	 ràpida.	 La	
incorporació	 d’un	 grup	 –OH	pot	 incrementar	 les	 interaccions	 enzim-substrat	 preexistents	

donant	 lloc	 a	 un	 increment	 de	 l’activitat	 de	 polimerització.	 Contràriament,	 amb	 el	 triple	
mutant	 F119A/D149A/D151A,	 tot	 i	 la	 disminució	 de	 l’activitat	 hidrolítica,	 no	 hi	 ha	 cap	
increment	 en	 l’activitat	 GS	 en	 comparació	 amb	 el	mutant	 simple	 D151A.	 Tot	 i	 la	 pèrdua	

d’interaccions	π-π	 i	CH-π	d’aquest	residu	amb	el	Trp152	a	causa	de	 la	substitució	per	Ala,	
observades	 amb	 el	mutant	 simple	 F119A	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2012),	 i	 que	 resulten	 en	
canvis	 en	 les	 interaccions	 amb	 els	 residus	 de	 la	 tríada	 catalítica	 amb	 un	 impacte	 en	
l’activitat,	aquests	canvis	no	tenen	cap	efecte	sobre	l’activitat	GS	quan	es	combina	aquesta	
mutació	amb	el	mutant	D151A.	Altrament,	 la	substitució	de	la	Ser110	per	una	Gly,	resulta	
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en	 una	 disminució	 de	 l’activitat	 d’hidròlisi,	 però	 l’activitat	 GS	 pràcticament	 no	 varia	 en	
comparació	 amb	 el	mutant	D151A.	 La	 pèrdua	 del	 grup	 –OH	dificulta	 les	 interaccions	 per	
pont	d’hidrogen	amb	l’Asp149,	estabilitzador	de	l’assistent,	i	l’Asp	assistent	(que	en	aquest	
cas	és	una	Ala),	dificultant	la	protonació	del	Glu153,	que	té	un	efecte	negatiu	en	la	primera	
etapa	de	reacció	(glicosidació),	el	que	explica	la	disminució	de	l’activitat	hidrolítica.	En	canvi,	
l’addició	d’aquesta	mutació	al	mutant	D151A	no	mostra	cap	increment	en	l’activitat	GS,	en	
que	s’utilitza	un	donador	oxazolina,	el	que	confirma	una	baixa	implicació	d’aquest	residu	en	
la	 segona	 etapa	 de	 reacció.	 L’addició	 d’aquesta	 mutació	 al	 mutant	 doble	 dels	 dos	 Asp	
catalítics	 (D149A/D151A)	 tampoc	 resulta	 en	 una	 glicosintasa	 més	 eficient,	 el	 que	 pot	
explicar-se	 pel	 fet	 que	 aquest	 residu	 està	 implicat	 en	 el	 mecanisme	 catalític	 únicament	
formant	 pont	 d’hidrogen	 amb	 l’Asp149	 i	 l’Asp151,	 que	 en	 aquest	mutant	 corresponen	 a	
una	Ala,	el	que	explica	que	no	hi	hagi	cap	efecte	sobre	l’activitat	amb	aquest	triple	mutant	
en	comparació	amb	els	dobles	mutants	D149A/D151A	i	S110G/D151A.		

Contràriament,	la	incorporació	de	la	resta	de	mutacions	al	mutant	doble	D149A/D151A	sí	té	
un	 efecte	 sobre	 ambdues	 activitats.	 La	 substitució	 de	 la	 Tyr28	 per	 una	 Ala,	 provoca	 una	
pèrdua	d’interaccions	amb	el	GlcNAc	situat	al	 subseti	 -1,	que	resulta	principalment	en	un	
increment	de	l’activitat	GS,	tot	i	que	també	en	una	disminució	de	l’activitat	d’hidròlisi,	que	
dona	lloc	a	un	augment	de	l’acumulació	dels	productes	GS,	i	aquests	són	molt	estables	en	el	
temps.	Aquest	 increment	de	 l’activitat	GS	pot	explicar-se	per	un	 increment	del	 temps	de	
retenció	 del	 substrat	 o	 de	 l’intermedi	 de	 reacció	 a	 la	 cavitat	 d’unió	 conseqüència	 de	 la	
pèrdua	de	les	interaccions	d’apilament,	per	la	substitució	de	l’anell	aromàtic,	així	com	per	
un	increment	en	l’espai	a	causa	de	la	substitució	de	la	Tyr	per	un	residu	menys	voluminós.	
La	substitució	de	 la	Tyr154,	situada	als	subsetis	positius,	per	un	Trp,	residu	més	aromàtic,	
dona	 lloc	a	un	 important	 increment	de	 l’activitat	GS	en	 temps	de	 reacció	curts	 (2	h),	que	
pot	ser	explicat	per	l’increment	en	el	nombre	d’interaccions	amb	el	sucre	acceptor.	Al	cap	
de	temps	de	reacció	més	llargs,	segueix	incrementant	l’acumulació	de	productes	GS	i	de	TG	
tot	 i	 que	 també	 es	 dona	 certa	 hidròlisi	 d’aquests.	 En	 canvi,	 el	 mutant	 triple	
D149A/D151A/Y226W	 presenta	 aproximadament	 la	 mateixa	 activitat	 GS	 que	 el	 mutant	
doble	parental,	el	que	indica	que	tot	i	 la	substitució	de	la	Tyr226,	localitzada	en	el	subseti	
+2,	 per	 un	 residu	 més	 aromàtic	 i	 més	 voluminós,	 no	 hi	 ha	 canvis	 importants	 en	 les	
interaccions	en	aquest	mutant.	Cal	destacar	però,	que	el	mutant	 simple	Y226W,	 reportat	
per	 Madhuprakash	 et	 al.,	 presenta	 una	 important	 disminució	 de	 l’activitat	 hidrolítica	
respecte	 l’enzim	wt,	 que	podria	 explicar-se	 per	 un	 ambient	més	hidrofòbic	 a	 causa	de	 la	
cadena	lateral	del	Trp	(Madhuprakash	et	al.,	2018),	aquesta	disminució	de	l’activitat	no	és	
notòria	en	el	cas	del	mutant	triple,	a	causa	de	la	baixa	activitat	hidrolasa	per	la	substitució	
dels	dos	Asp	catalítics.	La	substitució	de	la	Gly195	per	un	Trp	en	combinació	amb	el	mutant	
doble	 també	dona	 lloc	 a	 una	disminució	 de	 l’activitat	 hidrolítica,	 que	pot	 ser	 explicada	 a	
causa	de	la	introducció	d’un	pegat	hidrofòbic	en	la	sortida	del	centre	catalític	que	dificulta	
l’entrada	 de	 molècules	 d’aigua.	 A	 diferència	 del	 mutant	 puntual	 G195W,	 amb	 el	 que	
l’activitat	 de	 TG	 es	 veu	 incrementada	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2014),	 el	 mutant	 triple	
D149A/D151A/G195W	no	presenta	millores	en	l’activitat	GS	en	comparació	amb	el	mutant	
parental.	Per	últim,	les	mutacions	dels	residus	Trp241	i	Trp395	per	Ala,	en	combinació	amb	
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el	doble	mutant	D149A/D151A,	resulta	en	una	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	així	com	

una	eliminació	quasi	total	de	l’activitat	de	TG.	Aquesta	eliminació	de	l’activitat	indica	un	rol	

important	de	la	cadena	lateral	dels	Trp	en	aquestes	dues	posicions.	El	Trp241	es	localitza	en	

la	superfície	de	l’enzim	i	té	un	rol	en	el	procés	de	guiatge	del	substrat	cap	el	centre	actiu,	

els	resultats	observats	poden	explicar-se	a	causa	de	la	pèrdua	d’interaccions	per	una	Ala	i	la	

conseqüent	 pèrdua	 del	 guiatge	 de	 la	molècula	 cap	 al	 centre	 catalític.	 Per	 altra	 banda,	 el	

Trp395	 es	 troba	 en	 el	 solc	 catalític,	 en	 els	 subsetis	 negatius.	 La	 pèrdua	 d’activitat	 amb	

aquest	 mutant	 pot	 explicar-se	 per	 una	 pèrdua	 d’interaccions	 que	 resulten	 en	 una	

disminució	de	la	velocitat	de	catàlisi.		

Els	 resultats	 indiquen	 que	 la	 combinació	 del	 mutant	 del	 residu	 assistent	 amb	 d’altres	

mutacions	 que	 poden	 afectar	 la	 conformació,	 estabilitat	 i	 orientació	 del	 substrat	 i/o	

l’intermedi	així	com	modificar	l’afinitat	per	una	molècula	de	sucre	acceptora,	poden	donar	

lloc	 a	 un	 increment	 de	 l’activitat	 GS	 o	 de	 TG.	 D’entre	 els	 mutants	 generats,	 el	 mutant	

Y28A/D149A/D151A	és	amb	el	que	s’ha	obtingut	els	millors	resultats,	amb	un	rendiment	de	

precipitat	 del	 60%	 (p/p),	 que	 conté	 aproximadament	 un	 60%	 de	 (GlcNAc)10,	 producte	

directe	de	la	reacció	GS.	

4.6.	Aplicació	de	l’estratègia	glicosintasa	d’SpChiD	a	TkChiA		

D’entre	 els	 mutants	 del	 residu	 assistent	 de	 les	 quitinases	 inicialment	 seleccionades	 en	

aquesta	 tesi,	 el	 mutant	 de	 la	 quitinasa	 de	 l’arqueu	 Thermococcus	 kodakaraensis	 també	

sembla	 ser	 un	 bon	 candidat	 per	 al	 desenvolupament	 d’un	 enzim	 glicosintasa,	 ja	 que	

presenta	una	elevada	activitat	de	TG	a	partir	de	la	reacció	de	condensació	de	(GlcNAc)5-ox,	

amb	un	elevat	rendiment	en	polímer	(45%)	i	una	llarga	durada	d’aquest	al	llarg	de	la	reacció.	

Per	aquest	motiu,	s’ha	decidit	aplicar	la	mateixa	estratègia	seguida	en	la	quitinasa	SpChiD	a	
TkChiA,	amb	l’objectiu	de	desenvolupar	una	nova	glicosintasa.		

4.6.1.	Mutant	del	residu	assistent	TkChiA	D1022A	

La	mutació	del	residu	Asp	assistent	per	una	Ala,	D1022A,	en	la	quitinasa	TkChiA	ha	resultat	
en	una	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	d’aproximadament	10

2
	vegades	respecte	l’enzim	

wt	 (Figura	4.34),	 a	més	el	mutant	 resultant	presenta	una	elevada	activitat	de	TG,	donant	

lloc	a	la	formació	d’una	mescla	de	COS	amb	DPs	entre	6	i	15,	d’entre	els	quals	(GlcNAc)10	és	

el	 producte	majoritari.	 Amb	aquest	mutant	 s’ha	 aconseguit	 un	 rendiment	 en	polímer	del	

45%	al	cap	de	18	hores	de	reacció,	amb	una	proporció	de	(GlcNAc)10	del	55%	(veure	capítol	

3).	
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Figura	4.34.	Curs	de	reacció	de	l'activitat	hidrolítica	de	TkChiA	wt	i	del	mutant	D1022A	amb	(GlcNAc)2-MU.	

2,3	µM	d’enzim,	50	µM	(GlcNAc)2-MU	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7	a	37°C.	

4.6.2.	Mutant	doble	TkChiA	D1020A/D1022A	

A	 causa	 de	 l’elevada	 activitat	 de	 TG,	 no	 només	 pel	 rendiment	 en	 polímer	 obtingut	 sinó	

també	 per	 la	 durada	 dels	 productes,	 principalment	 (GlcNAc)10,	 al	 llarg	 del	 temps,	 s’ha	

dissenyat	el	doble	mutant	D1020A/D1022A,	corresponent	a	la	substitució	dels	dos	Asp	del	

motiu	 DxDxE	 per	 Ala,	 amb	 l’objectiu	 de	 disminuir	 l’activitat	 d’hidròlisi	 i	 conseqüentment	

augmentar	l’activitat	de	transglicosidació.		

L’activitat	hidrolítica	del	doble	mutant	davant	(GlcNAc)2-MU	s’ha	vist	disminuïda	aproximadament	

unes	4	vegades	respecte	el	mutant	puntual	D1022A	(Figura	4.35),	mentre	que	davant	(GlcNAc)3-MU	i	

(GlcNAc)4,	substrat	natural	de	quitinases,	l’activitat	del	mutant	doble	és	aproximadament	la	meitat	

que	l’activitat	del	mutant	D1022A	(	

Taula	4.8	i	Taula	4.9).		

	
Figura	4.35.	Curs	de	reacció	de	l'activitat	hidrolítica	dels	mutants	TkChiA	D1022A	(2,3	µM)	i	D1020A/D1022A	

(4,9	µM)	amb	(GlcNAc)2-MU.	50	µM	(GlcNAc)2-MU	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7	a	37°C.	

	

Taula	4.8.	Activitat	hidrolítica	dels	mutants	de	TkChiA	amb	substrats	fluorogènics	

	 GlcNAc-MU	 (GlcNAc)2-MU	 (GlcNAc)3-MU	
	 V0/[E]	(min-1)	 MUT/WT	 V0/[E]	(min-1)	 MUT/WT	 V0/[E]	(min-1)	 MUT/WT	
TkChiA	wt	 (3,2	±	0,2)	x	10

-4
	 1	 0,58	±	0,05	 1	 0,15	±	0,01	 1	

D1022A	 (5	±	1)	x	10
-5
	 1,6	x	10-1	 0,012	±	0,001	 2,1	x	10-2	 0,010	±	0,002	 6,7	x	10-2	

D1020A/D1022A	 <5	x	10
-5
	 1,6	x	10-1	 0,003	 5,2	x	10-3	 0,004	 2,7	x	10-2	
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Condicions	de	l’assaig:	50	µM	de	substrat	en	50	mM	Na2HPO4	pH	7	a	37°C.	

Taula	4.9.	Activitat	hidrolítica	dels	mutants	de	TkChiA	amb	(GlcNAc)4	com	a	substrat	

	 Formació	 Consum	
	 (GlcNAc)2	 (GlcNAc)3	 (GlcNAc)4	
	 V0/[E]		

(min-1)	
MUT/WT	

V0/[E]		
(min-1)	

MUT/WT	
V0/[E]	
(min-1)	

MUT/WT	

TkChiA	wt	 125	±	20	 1	 73	±	8	 1	 -65	±	8	 1	
D1022A	 3,7	±	0,4	 2,9	x	10-2	 7	±	2	 9,6	x	10-2	 -6	±	2	 9,2	x	10-2	
D1020A/D1022A	 1,8	 1,4	x	10-2	 3,8	 5,2	x	10-2	 -3,1	 4,8	x	10-2	
Els	valors	V0/[E]	corresponen	a	l’estat	estacionari.	Condicions	de	l’assaig:	2	mM	(GlcNAc)4	en	50	mM	Na2HPO4	

pH	7	a	37°C.	

	

La	 incorporació	 de	 la	mutació	D1020A	 al	mutant	 del	 residu	 assistent	 quasi	 no	 ha	 afectat	

l’activitat	 hidrolítica	 de	 l’enzim,	 essent	 només	 2	 ordres	 de	 magnitud	 menys	 actiu	 que	

l’enzim	wt,	de	la	mateixa	manera	que	el	mutant	simple	D1022A.	Cal	esmentar	també,	que	

el	mutant	doble	D1020A/D1022A,	de	la	mateixa	manera	que	l’enzim	wt	i	el	mutant	simple	

D1022A,		també	presenta	dues	fases	en	la	hidròlisi	de	(GlcNAc)4,	considerades	com	a	estat	

pre-estacionari	 i	estat	estacionari,	a	diferència	dels	mutants	dobles	d’SpChiD,	pels	que	no	
es	detecta	aquestes	dues	fases.		

En	 relació	 a	 l’activitat	 de	 TG,	 la	 reacció	 de	 polimerització	 de	 24	mM	 (GlcNAc)5-ox	 amb	

1	mg·mL-1	 del	 mutant	 D1020A/D1022A	 dona	 lloc	 a	 la	 formació	 de	 (GlcNAc)10	 com	 a	

producte	 majoritari	 tant	 a	 les	 2	hores	 de	 reacció	 com	 al	 cap	 de	 18	hores	 (Figura	 4.36).	

Passat	aquest	temps	de	reacció	el	rendiment	en	polímer	obtingut	és	del	49%,	i	el	rendiment	

aparent	 de	 (GlcNAc)10	 és	 del	 20%	 aproximadament.	 Aquests	 rendiments	 són	

aproximadament	 idèntics	 als	 obtinguts	 amb	 el	mutant	 del	 residu	 assistent,	 el	 que	 indica	

que	 amb	 la	 introducció	 de	 la	mutació	 del	 primer	 Asp	 del	motiu	 DxDxE	 en	 el	mutant	 del	

residu	 assistent	 no	 s’ha	 incrementat	 l’activitat	 de	 TG	 de	 l’enzim,	 fet	 que	 es	 correlaciona	

amb	que	aquesta	mutació	tampoc	no	ha	tingut	un	gran	efecte	sobre	l’activitat	d’hidròlisi.		

	

Figura	4.36.	Espectre	de	MALDI-TOF	dels	productes	de	la	fracció	insoluble	de	la	reacció	de	polimerització	de	

(GlcNAc)5-ox,	catalitzada	pel	mutant	TkChiA	D1020A/D1022A.	Es	detecta	les	m/z	corresponents	als	adductes	

[M+DMSO+Na]
+
.	Productes	obtinguts	al	cap	de	18	hores	de	reacció.	
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Per	altra	banda,	 també	s’ha	analitzat	 l’activitat	de	polimerització	amb	ADAAA-ox	(24	mM)	

com	a	substrat	i	la	conseqüent	formació	de	productes	solubles	(Figura	4.9).		

Al	 cap	 de	 2	hores	 de	 reacció	 es	 detecta	 la	 formació	 de	 DP10	 didesacetilat,	 DP10(N,N),	

provinent	 de	 la	 condensació	 de	 dues	molècules	 d’ADAAA-ox,	 com	 a	 producte	majoritari,	

seguit	de	DP9	i	DP11	didesacetilats	i	DP6	monodesacetilat	(Figura	4.37).	Aquest	perfil	indica	

una	preferència	de	tall	pels	enllaços	dels	extrems	amb	aquest	substrat.	Al	cap	de	18	hores	

de	 reacció	 DP10(N,N)	 segueix	 essent	 el	 producte	majoritari	 però	 apareixen	 també	 altres	

pics,	entre	els	quals	es	troben	DP15	tridesacetilat	i	DP20	tetradesacetilat,	provinents	de	la	

condensació	de	3	i	4	molècules	de	donador	respectivament,	i	DP14	i	DP16	tridesacetilats	i	

DP19	i	DP21	tetradesacetilats,	que	també	indiquen	la	hidròlisi	preferent	dels	enllaços	dels	

extrems	(Figura	4.37).	A	més,	la	poca	presència	de	COS	amb	DPs	7	i	8	indica	que	ADAAA-ox	

quasi	 no	 s’hidrolitza	 pels	 enllaços	 intermedis,	 en	 el	 cas	 del	 2n	 enllaç	 des	de	 l’extrem	no-

reductor	és	esperable	a	causa	de	que	les	quitinases	GH18	requereixen	un	monòmer	GlcNAc	

en	 el	 subseti	 -1,	 però	 els	 resultats	 indiquen	 que	 tampoc	 s’hidrolitza	 gaire	 pel	 3r	 enllaç.	

L’absència	de	COS	amb	DPs	13	i	18	també	recolza	aquesta	hipòtesi.	Per	últim,	en	la	mescla	

de	 COS	 també	 es	 troba	 DP12(N,N)	 i	 DP17(N,N,N)	 provinents	 segurament	 a	 partir	 de	 la	

hidròlisi	 de	 productes	 més	 llargs	 ja	 que	 és	 difícil	 la	 seva	 explicació	 directament	 per	

reaccions	de	TG,	a	causa	de	que	el	producte	de	partida	no	és	hidrolitzable	pel	2n	enllaç,	ni	

tampoc	sembla	que	es	doni	la	hidròlisi	del	3r	enllaç,	des	de	l’extrem	no-reductor.	La	mescla	

de	productes	obtinguts	és	parcialment	soluble	i	consta	de	COS	amb	graus	d’acetilació	entre	

78%	i	83%.	Amb	el	mutant	doble	s’ha	obtingut	una	mescla	de	COS	solubles	fins	a	DP21,	a	

diferència	de	amb	el	mateix	mutant	doble	d’SpChiD,	amb	el	que	només	s’obté	una	mescla	

de	COS	soluble	fins	a	DP13.	Aquestes	diferències	poden	ser	causa	d’una	diferent	implicació	

del	 primer	 Asp	 del	 motiu	 DxDxE	 en	 la	 catàlisi,	 que	 també	 explicaria	 les	 diferències	 en	

l’activitat	hidrolítica	residual	d’ambdós	mutants	respecte	els	enzims	wt	corresponents.		

	

Figura	 4.37.	 Espectre	 de	 MALDI-TOF	 dels	 productes	 de	 la	 fracció	 soluble	 de	 la	 reacció	 de	 polimerització	

d'ADAAA-ox	catalitzada	pel	mutant	TkChiA	D1020A/D1022A.	Productes	obtinguts	al	 cap	de	2	 i	18	hores	de	
reacció.	

	

Els	 resultats	 tant	 d’activitat	 hidrolítica	 com	 de	 l’activitat	 de	 TG,	 així	 com	 les	 activitats	

reportades	 davant	 diferents	 COS	 (Tanaka,	 Fukui	 and	 Imanaka,	 2001),	 suggereixen	 que	

TkChiA	necessita	 la	 ocupació	 del	 subseti	 -2	 per	 a	 la	 catàlisi.	 A	més,	 l’activitat	 de	 TG	 amb	

ADAAA-ox	com	a	substrat	proposa	una	preferència	d’unió	per	una	unitat	GlcNAc	en	aquest	

subseti.	
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La	introducció	de	la	mutació	del	primer	Asp	del	motiu	DxDxE	al	mutant	del	residu	assistent	
només	ha	disminuït	l’activitat	unes	2	vegades	respecte	el	mutant	D1022A	parental,	el	que	
indica	que	aquest	residu	en	la	quitinasa	TkChiA	no	té	un	paper	gaire	important	en	la	catàlisi.	
A	 causa	 del	 poc	 efecte	 en	 l’activitat	 hidrolítica,	 el	 mutant	 D1020A/D1022A	 presenta	
aproximadament	 la	mateixa	activitat	de	TG	que	el	mutant	 simple.	 La	mateixa	mutació	en	
l’enzim	SpChiD	sí	mostra	un	efecte	tant	en	una	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	com	un	
increment	 de	 l’activitat	 de	 TG	 de	 l’enzim	 respecte	 el	 mutant	 simple	 del	 residu	 assistent	
(D151A),	 el	 que	 indica	 una	 implicació	 relativament	 important	 del	 residu	 Asp149,	
corresponent	al	primer	Asp	del	motiu	DxDxE,	en	la	catàlisi.	Aquestes	dissimilituds	indiquen	
diferències	 en	 el	mecanisme	 catalític	 d’ambdós	 enzims,	 amb	 diferents	 graus	 d’implicació	
dels	residus	de	la	tríada	catalítica.		

En	base	a	l’estructura,	les	quitinases	es	troben	subclassificades	en	quitinases	bacterianes	o	
tipus	plantes.	Les	bacterianes	presenten	el	domini	d’inserció	α+β	 i	una	sèrie	de	 loops	que	
donen	 lloc	a	una	cavitat	d’unió	a	substrat	més	profunda,	mentre	que	 les	 tipus	plantes	no	
contenen	 aquest	 domini	 d’inserció	 ni	 tants	 loops	 i	 conseqüentment	 la	 cavitat	 és	 menys	
profunda.	 A	més,	 l’estructura	 cristal·logràfica	 del	 mutant	 del	 residu	 assistent	 del	 domini	
catalític	 AD2	 en	 complex	 amb	 (GlcNAc)5	 de	 Pyrococcus	 furiosus,	 quitinasa	 d’arqueu	
classificada	 com	 a	 tipus	 planta,	 ha	 permès	 identificar	 importants	 diferències	 en	 el	
mecanisme	entre	ambdós	tipus	de	quitinases	(Tsuji	et	al.,	2010).	Les	quitinases	bacterianes,	
d’entre	les	quals	es	troba	la	quitinasa	SpChiD,	presenten	un	canvi	conformacional	del	residu	
assistent	 que	 interacciona	 amb	 el	 Glu	 catalític	 o	 amb	 el	 primer	 Asp	 del	motiu	 DxDxE	 en	
presència	 o	 absència	 de	 substrat,	 respectivament.	 En	 canvi,	 en	 les	 quitinases	 de	 tipus	
planta,	el	residu	assistent	sempre	es	troba	encarat	cap	al	Glu	catalític,	independentment	de	
la	presència	o	absència	del	substrat	 i	per	tant	aquest	no	 interacciona	directament	amb	el	
primer	Asp	del	motiu	DxDxE.	Així	doncs,	 les	diferències	entre	els	dobles	mutants	dels	dos	
residus	Asp	del	motiu	DxDxE	d’SpChiD	i	TkChiA	poden	ser	conseqüència	d’aquestes	petites	
diferències	en	l’estructura	del	centre	actiu	d’ambdós	tipus	de	quitinases.		

En	conclusió,	les	diferències	observades	en	l’entorn	del	motiu	DxDxE	de	la	quitinasa	TkChiA	
suggereix	 seguir	 el	 disseny	 de	 la	 GS	 a	 partir	 del	mutant	 simple	 D1022A	 i	 no	 a	 partir	 del	
mutant	doble,	 com	en	el	 cas	d’SpChiD.	Així	 doncs,	 pel	 disseny	d’una	 glicosintasa	 efectiva	
derivada	de	TkChiA,	s’han	de	buscar	altres	residus	que	puguin	tenir	una	major	implicació	en	
el	 mecanisme	 catalític	 o	 en	 la	 unió	 a	 substrat,	 amb	 l’objectiu	 de	 disminuir	 l’activitat	
hidrolítica	i	conseqüentment	incrementar	l’activitat	de	TG.		

El	mutant	simple	es	considera	un	bon	punt	per	a	continuar	el	disseny,	que	no	es	realitza	en	
aquesta	tesi,	però	es	proposen	diferents	residus	candidats	a	ser	mutats	per	a	la	continuació	
del	desenvolupament	de	la	glicosintasa.		

4.6.3.	Propostes	de	futur	per	al	disseny	d’una	glicosintasa	a	partir	de	TkChiA	

Primerament	cal	realitzar	una	anàlisi	estructural	de	TkChiA	per	a	identificar	aquells	residus	
que	poden	participar	en	la	catàlisi.	L’estructura	3D	d’aquesta	quitinasa	no	es	troba	resolta	



CAPÍTOL	4	

	 185	

ni	 tampoc	 es	 troba	 reportat	 el	 disseny	 de	 cap	 mutant,	 pel	 que	 no	 hi	 ha	 informació	 de	

residus	 importants	 en	 el	 mecanisme	 catalític.	 Per	 aquest	 motiu,	 s’ha	 realitzat	 un	 model	

estructural	del	domini	catalític	de	l’extrem	C-terminal	de	TkChiA	a	partir	del	domini	catalític	

AD2	 de	P.furiosus,	 amb	 el	 qual	 presenta	 una	 identitat	 de	 seqüència	 del	 80%	 (veure	 part	

experimental)	(Figura	4.38).		

	
Figura	4.38.	Model	estructural	del	segon	domini	catalític	de	la	quitinasa	TkChiA.	
Superposició	del	model	estructural	amb	el	domini	catalític	AD2	de	la	quitinasa	PfChiB,	a	partir	del	qual	s’ha	
obtingut	el	model.	Es	representa	el	model	de	TkChiA	en	gris,	i	en	taronja	la	quitinasa	PfChiB.	

	
Un	 cop	 obtingut	 el	 model	 estructural	 de	 TkChiA	 s’ha	 realitzat	 un	 alineament	 estructural	

amb	 l’estructura	del	mutant	E526A	del	domini	AD2	de	PfChiB	en	 complex	amb	 (GlcNAc)5	

(PDB:	3A4W).	El	(GlcNAc)5	ocupa	els	subsetis	-3,	-2,	-1,	+1	i	+2,	i	el	residu	situat	en	el	subseti	

-1	mostra	una	distorsió	respecte	els	altres,	presentant	una	conformació	de	nau	(Tsuji	et	al.,	
2010).	 L’estructura	 resolta	 mostra	 gran	 quantitat	 d’interaccions	 enzim-substrat,	

principalment	amb	el	monòmer	situat	al	subseti	-1.		

A	 partir	 de	 l’anàlisi	 estructural	 del	 model	 de	 TkChiA	 amb	 la	 superposició	 del	 substrat	

(GlcNAc)5	de	l’estructura	d’AD2	de	PfChiB,	es	proposa	els	següents	residus	com	a	possibles	

dianes	 per	 a	 mutació	 amb	 l’objectiu	 de	 disminuir	 l’activitat	 hidrolítica	 i/o	 incrementar	

l’activitat	de	TG.		

Amb	l’objectiu	de	provocar	una	alteració	de	les	interaccions	en	el	subseti	-1	es	proposa	les	

següents	mutacions	(Figura	4.39):		
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Figura	4.39.	Model	estructural	de	TkChiA	en	complex	amb	(GlcNAc)5,	residus	subseti	-1.	

En	blau	es	mostra	els	residus	proposats	a	ser	substituïts	per	alterar	les	interaccions	del	subseti	-1.	

	
- Trp1162:	 	 Es	 troba	 localitzat	 al	 subseti	 -1,	 i	 es	 coneix	 que	 en	 les	 quitinases	 tipus	

planta	 aquest	 triptòfan	 interacciona	 mitjançant	 interaccions	 d’apilament	 amb	

l’anell	 piranosa	del	GlcNAc	 situat	 en	 aquest	 subseti,	 interaccions	 crucials	 per	 a	 la	

unió	i	catàlisi.	En	el	cas	del	domini	catalític	AD2	de	PfChiB,	aquest	residu	correspon	
al	 Trp664,	 i	 la	 seva	 mutació	 per	 Ala	 dona	 lloc	 a	 una	 disminució	 de	 l’activitat	

hidrolítica	de	4	vegades	respecte	l’enzim	wt	(Tsuji	et	al.,	2010).	Per	aquest	motiu,	la	

mutació	 d’aquest	 residu	 per	 una	 Ala	 en	 TkChiA	 pot	 donar	 lloc	 a	 un	 enzim	

hidrolíticament	menys	actiu,	i	conseqüentment	a	un	increment	de	l’activitat	de	TG.		

	

- Tyr919:	Correspon	a	la	Tyr28	d’SpChiD.	L’anell	benzè	de	la	Tyr	interacciona	amb	el	

grup	metil	 de	 l’N-acetil	 del	monòmer	 situat	 al	 subseti	 -1	mitjançant	 interaccions	

hidrofòbiques	d’apilament.	El	mutant	Y28A	d’SpChiD	dona	 lloc	a	un	 increment	de	

l’activitat	de	TG,	quasi	sense	modificar	l’activitat	d’hidròlisi	(Madhuprakash,	Bobbili,	

et	al.,	2015;	Madhuprakash	et	al.,	2018).	Es	proposa	 la	mutació	d’aquesta	Tyr919	

per	una	Ala,	amb	l’objectiu	d’incrementar	l’activitat	de	TG.		

	

- Met1083:	Forma	interaccions	hidrofòbiques	amb	els	monòmers	situats	als	subsetis	

-1	i	+1.	Correspon	al	residu	Met220	en	SpChiD,	en	el	que	la	substitució	per	una	Ala,	i	
conseqüentment	 la	 pèrdua	 d’aquestes	 interaccions	 hidrofòbiques,	 provoca	 un	

increment	 del	 temps	 de	 retenció	 de	 l’intermedi	 oxazolina	 al	 centre	 catalític	 que	

resulta	 en	 un	 increment	 de	 l’activitat	 de	 TG	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2012).	 Es	
proposa	la	mutació	M1083A.		

	

- Met1085:	També	forma	interaccions	hidrofòbiques	amb	el	GlcNAc	del	subseti	-1,	 i	

correspon	 a	 la	 Tyr222	 en	 SpChiD.	 La	 substitució	 de	 la	 Tyr222	 per	 una	 Ala	 també	

resulta	en	un	 increment	de	 l’activitat	de	TG,	a	causa	de	 la	substitució	per	una	Ala	
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que,	de	la	mateixa	manera	que	en	el	cas	anterior,	comporta	una	cadena	lateral	més	
curta	que	dona	lloc	a	un	increment	de	la	grandària	de	la	cavitat,	que	alhora	provoca	
una	disminució	de	la	velocitat	de	reacció	d’hidròlisi	i	conseqüentment	un	increment	
de	 l’activitat	 de	 TG	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2012,	 2018).	 També	 es	 proposa	 la	
substitució	d’aquesta	Met1085	per	una	Ala.		
	

- Asp1134:	 En	PfChiB	 interacciona	amb	el	O6	del	GlcNAc	 situat	 en	el	 subseti	 -1.	 La	
substitució	del	 residu	 corresponent	d’SpChiD	 (Arg278)	per	una	Ala	dona	 lloc	a	un	
increment	 tant	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 com	 de	 l’activitat	 de	 TG.	 Es	 proposa	 la	
substitució	Asp	 per	 una	Ala	 per	 incrementar	 l’activitat	 de	 TG,	 amb	 la	 hipòtesi	 de	
que	la	mutació	del	residu	assistent	mantindrà	l’activitat	hidrolítica	baixa.		
	

- Phe946:	 Situat	 en	 el	 solc	 catalític	 prop	 del	 subseti	 -1,	 on	 forma	 interaccions	
hidrofòbiques	amb	el	GlcNAc.	La	substitució	per	un	Trp	en	SpChiD	(F58W)	dona	lloc	
a	 un	 increment	 de	 l’activitat	 de	 TG	 important	 (fins	 a	 un	 20%	 dels	 productes	
provenen	de	TG	en	relació	al	total	de	productes).	La	cadena	lateral	del	Trp	és	més	
voluminosa	 i	 facilita	 les	 interaccions	amb	el	substrat	entrant,	per	aquest	motiu	es	
proposa	la	mutació	F946W.		
	

- Ala998:	 Es	 troba	 entre	 els	 subsetis	 -1	 i	 -2.	 En	 AD2	 el	 grup	 -NH	 forma	 ponts	
d’hidrogen	 amb	 el	 O6	 i	 el	 O3	 dels	 monòmers	 situats	 en	 els	 subsetis	 -2	 i	 -1,	
respectivament,	i	també	interacciona	hidrofòbicament	amb	el	monòmer	del	subseti	
+1.	Per	altra	banda,	en	la	quitinasa	SpChiD	correspon	al	Trp114,	i	la	seva	substitució	
per	 Ala	 dona	 lloc	 a	 un	 increment	 de	 l’activitat	 hidrolítica	 i	 una	 disminució	 de	
l’activitat	TG	(Madhuprakash,	Bobbili,	et	al.,	2015).	Per	aquest	motiu,	es	proposa	la	
mutació	 A998W,	 amb	 l’objectiu	 d’alterar	 les	 interaccions	 en	 aquests	 subsetis	 i	 a	
més	dificultar	 l’entrada	de	molècules	d’aigua,	a	 causa	de	 l’ocupació	de	més	espai	
per	la	cadena	voluminosa	del	Trp.		

Per	 altra	 banda,	 amb	 l’estratègia	 de	 modificar	 els	 residus	 dels	 subsetis	 positius,	 per	 a	
principalment	 incrementar	 l’afinitat	 per	 a	 la	molècula	 acceptora	 es	 proposa	 els	 següents	
residus	com	a	possibles	diana	de	mutació	(Figura	4.40):	

- Tyr1088:	 Es	 troba	 en	 el	 subseti	 +2	 i	 el	 residu	 corresponent	 en	 PfChiB	 forma	
interaccions	 hidrofòbiques	 amb	 el	monòmer	 situat	 en	 aquest	 subseti.	 En	 SpChiD	
correspon	a	la	Tyr226,	en	que	la	substitució	per	un	Trp	dona	lloc	a	una	disminució	
de	 l’activitat	 hidrolítica	 i	 una	 ràpida	 acumulació	 de	 productes	 de	 TG.	 A	 més,	 la	
combinació	d’aquest	mutant	amb	el	mutant	del	residu	assistent	D151N	dona	lloc	a	
un	increment	de	l’activitat	de	TG	amb	el	que	s’obté	un	rendiment	de	fins	el	22%	en	
(GlcNAc)5+(GlcNAc)6	(Madhuprakash	et	al.,	2018).	Es	proposa	la	mutació	per	un	Trp,	
amb	l’objectiu	de	disminuir	l’activitat	hidrolítica.		
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Figura	4.40.	Model	estructural	de	TkChiA	en	complex	amb	(GlcNAc)5,	residus	subsetis	positius	
En	blau	es	mostra	els	residus	dels	subsetis	positius	proposats	per	a	ser	substituïts.	

	
- Pro1053:	 Es	 troba	 en	 el	 subseti	 +2	 i	 forma	 interaccions	 hidrofòbiques	 amb	 el	

monòmer	 situat	 en	 aquest	 subseti.	 En	 SpChiD	 correspon	 a	 la	 Gly195,	 i	 la	 seva	
substitució	per	un	Trp	dona	 lloc	a	un	 increment	de	 l’activitat	de	TG	a	causa	de	 la	
incorporació	de	la	cadena	lateral	voluminosa	que	provoca	un	tancament	parcial	de	
la	 sortida	 del	 centre	 actiu	 (Madhuprakash	 et	 al.,	 2014).	 Amb	 l’estratègia	 de	
bloquejar	parcialment	la	sortida	i	 incrementar	el	temps	de	retenció	de	l’intermedi	
oxazolina,	 i	 així	 afavorir	 la	 reacció	de	TG,	es	proposa	 la	 substitució	de	 la	Pro1053	
per	un	Trp.	
	

- Ser1025:	És	el	residu	continu	al	Glu	àcid/base	i	es	troba	entre	els	subsetis	+1	i	+2,	
tot	 i	que	no	gaire	a	prop	del	 centre	catalític.	En	SpChiD	hi	ha	una	Tyr	en	aquesta	
posició,	encarada	cap	al	solc	catalític.	La	mutació	d’aquesta	Tyr154	per	Ala	dona	lloc	
a	una	disminució	del	 temps	de	retenció	dels	productes	de	TG,	el	que	suggereix	 la	
importància	del	grup	hidroxil	fenòlic	per	al	manteniment	de	l’activitat	de	TG	al	llarg	
del	temps	(Madhuprakash	et	al.,	2012).	Es	proposa	la	substitució	de	la	Ser1025	per	
una	Tyr	per	intentar	allargar	la	durada	dels	productes	obtinguts	per	TG.		
	

A	més,	també	hi	ha	d’altres	residus	que	interaccionen	amb	el	substrat,	que	poden	tenir	un	
rol	 important	 en	 la	 unió	 d’aquest	 o	 bé	 en	 el	mecanisme	 catalític	 (Tsuji	et	 al.,	 2010),	 que	
podrien	ser	considerats	a	ser	substituïts	(Figura	4.41):		

- Met1129,	 que	 interaccionaria	 mitjançant	 pont	 d’hidrogen	 amb	 el	 O6	 del	 GlcNAc	
situat	en	el	subseti	-1.	
	

- Val989,	 Val1175	 i	 Ser1176,	 que	 formarien	 interaccions	 hidrofòbiques	 amb	 el	
monòmer	localitzat	al	subseti	-2.	
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- Asp921	 i	 Ser923,	 situats	 en	 el	 subseti	 -3,	 que	 interaccionarien	 mitjançant	 pont	

d’hidrogen	amb	el	grup	N-acetil	del	GlcNAc	situat	en	aquest	subseti.	

	
Figura	4.41.	Model	estructural	de	TkChiA	en	complex	amb	(GlcNAc)5,	altres	residus.	
En	 blau	 es	 mostra	 d’altres	 residus	 que	 interaccionen	 amb	 el	 substrat	 i	 poden	 ser	 d’interès	 per	 a	 ser	
substituïts.	
	

TkChiA	és	una	quitinasa	arqueu,	 i	 com	a	 tal	 presenta	 certes	diferències	 en	el	mecanisme	
catalític	respecte	les	quitinases	GH18	bacterianes.	La	principal	dissimilitud	és	el	moviment	
del	Asp	assistent,	el	qual	en	aquest	tipus	de	quitinases	es	troba	sempre	encarat	cap	al	Glu	
àcid/base	 general,	 i	 conseqüentment	 el	 primer	 Asp	 del	motiu	 altament	 conservat	 DxDxE	
presenta	 una	 menor	 implicació	 en	 el	 mecanisme	 catalític.	 Aquesta	 baixa	 implicació	 del	
primer	 Asp	 ha	 estat	 demostrada	 a	 partir	 del	 doble	 mutant	 D1020A/D1022A,	 el	 qual	
presenta	la	mateixa	activitat	hidrolítica	i	de	TG	que	el	mutant	simple	D1022A,	a	diferència	
del	 doble	mutant	 corresponent	 d’SpChiD,	 el	 qual	 sí	mostra	 una	 important	 disminució	 de	
l’activitat	 hidrolítica	 i	 un	 increment	 de	 l’activitat	 de	 TG	 respecte	 el	 mutant	 puntual	 del	
residu	assistent.		

A	causa	d’aquestes	petites	diferències	entre	ambdós	mecanismes	catalítics,	en	aquesta	tesi	
es	 proposa	 continuar	 amb	 el	 disseny	 de	 la	 glicosintasa	 a	 partir	 del	 mutant	 puntual	 del	
residu	 assistent	 D1022A,	 el	 qual	 presenta	 una	 elevada	 activitat	 de	 TG,	 i	 es	 suggereixen	
diferents	residus	susceptibles	a	ser	substituïts	amb	aquesta	finalitat,	a	partir	del	disseny	del	
model	estructural	de	TkChiA	en	complex	amb	(GlcNAc)5.		
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Conclusions	

1. A	 partir	 de	 l’anàlisi	 bibliogràfica	 i	 bioinformàtica	 de	 quitinases	 de	 la	 família	 GH18,	 s’han	
seleccionat	 9	 quitinases	 (7	 bacterianes	 i	 2	 d’arqueus)	 com	 a	 potencials	 candidates	 per	 a	
generar	una	glicosintasa	per	a	 la	síntesi	de	COS	definits	 i	 s’han	generat	els	corresponents	
mutants	del	residu	assistent	(Asp	per	Ala).	S’han	expressat,	purificat	i	caracteritzat	sis	de	les	
nou	quitinases.		
	

2. La	 mutació	 de	 l’Asp	 assistent	 per	 una	 Ala	 en	 quitinases	 GH18	 que	 operen	 per	 catàlisi	
assistida	per	substrat	resulta	en	una	important	disminució	de	l’activitat	hidrolítica	(d’entre	
102	 i	 104	 vegades	 respecte	 els	 enzims	wt	 corresponents),	 fet	 que	 confirma	 que	 aquest	
residu	 té	un	 rol	 important,	 però	no	essencial,	 en	el	mecanisme	 catalític.	 Per	 altra	banda,	
tots	els	mutants	del	residu	assistent	estudiats	presenten	activitat	de	TG	amb	(GlcNAc)5	com	
a	 donador,	 que	 dona	 lloc	 a	 una	mescla	 de	 COS	 amb	DPs	 entre	 5	 i	 10,	 essent	 (GlcNAc)7	 i	
(GlcNAc)8	els	productes	majoritaris.	
	

3. Amb	 l’ús	del	mimètic	de	 l’intermedi	de	reacció	 (GlcNAc)5-ox	com	a	donador	s’afavoreix	 la	
reacció	de	condensació	que	dona	lloc	a	(GlcNAc)10	però	també	tenen	lloc	d’altres	reaccions	
de	TG	i/o	hidròlisi	del	producte	GS	que	resulten	en	una	mescla	de	COS	amb	DPs	entre	5	i	15.	
Els	productes	obtinguts	 són	hidrolitzats	al	 llarg	del	 temps	a	 causa	de	 l’activitat	hidrolítica	
residual	dels	mutants.	D’entre	els	enzims	seleccionats,	SpChiD	D151A	i	TkChiA	D1022A	són	
els	millors	candidats	per	a	continuar	amb	el	disseny	d’una	glicosintasa.	
	

4. Amb	 l’objectiu	de	generar	una	glicosintasa	efectiva	per	a	 la	obtenció	de	COS	definits	s’ha	
introduït	quatre	mutacions	puntuals	al	mutant	simple	D151A	de	la	quitinasa	D	de	Serratia	
proteamaculans.	D’entre	els	mutants	de	 la	 segona	generació	s’ha	aconseguit	 incrementar	
l’activitat	de	TG	al	 llarg	del	 temps,	 i	conseqüentment	augmentar	el	 rendiment	en	polímer	
(p/p)	fins	al	30%,	amb	el	mutant	D149A/D151A,	que	correspon	a	la	mutació	dels	dos	residus	
Asp	 del	 motiu	 conservat	 DxDxE.	 Amb	 la	 introducció	 d’una	 tercera	 mutació	 (Y28A)	 s’ha	
aconseguit	 incrementar	el	rendiment	en	polímer	(p/p)	fins	a	un	60%.	A	més,	aquest	triple	
mutant	 és	 actiu	 davant	 COS	 parcialment	 desacetilats	 amb	 els	 que	 s’ha	 obtingut	
oligòmers/polímers	solubles.	
	

5. La	combinació	d’altres	mutacions	amb	la	mutació	del	residu	assistent	en	SpChiD	ha	donat	
lloc	a	una	important	disminució	de	l’activitat	d’hidròlisi	 i	un	elevat	increment	de	l’activitat	
de	 TG,	 que	 resulta	 en	 un	 augment	 del	 rendiment	 en	 polímer.	 Tot	 i	 així,	 els	 productes	
obtinguts	són	una	mescla	de	COS	amb	diferents	DPs.		
	

6. De	 la	 sèrie	 de	 mutants	 estudiats	 s’ha	 aconseguit	 un	 triple	 mutant	 (SpChiD	
Y28A/D149A/D151A)	 amb	el	 que	 s’ha	obtingut	 el	 rendiment	 en	polímer	 (p/p)	més	elevat	
descrit	fins	al	moment	per	una	quitinasa.		
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Part	experimental		

Disseny	dels	gens	sintètics		

Les	seqüències	proteiques	de	les	diferents	quitinases	han	estat	extretes	de	la	bases	de	dades	

Uniprot	 (http://www.uniprot.org).	 A	 partir	 d’aquestes	 seqüències	 s’han	 dissenyat	 els	 gens	

sintètics	afegint	les	dianes	de	restricció	NdeI	i	HindIII	en	els	extrems	5’-	i	3’-	respectivament,	i	

les	 seqüències	han	estat	optimitzades	per	a	 l’expressió	en	E.coli.	 Els	gens	han	estat	produïts	
per	 GeneArt	 Gene	 Synthesis	 (ThermoFisher	 Scientific).	 Les	 seqüències	 inclouen	 el	 ORF	 de	

cadascun	 dels	 gens	 en	 un	 plasmidi	 pMK-RQ	 o	 pMA-T.	 Ambdues	 dianes	 de	 restricció	

s’utilitzaran	per	al	 subclonatge	dels	 gens	en	un	vector	pET22b(+)	en	marc	de	 lectura	amb	el	

fragment	de	6-His	inclòs	en	el	vector,	per	afegir	la	cua	d’histidines	en	l’extrem	C-terminal.	

Manipulació	de	l’ADN	i	subclonatge	

S’han	 transformat	 cèl·lules	 d’E.coli	 DH5α	 amb	els	 plasmidis	 pMK-RQ	o	pMA-T	que	 contenen	

cadascun	dels	gens	sintètics,	s’han	seleccionat	les	cèl·lules	transformades	mitjançant	medi	LB	

suplementat	amb	0,1	mg·mL
-1
	de	kanamicina	(per	als	constructes	pMK-RQ)	o	ampicil·lina	(per	

als	constructes	pMA-T)	i	s’han	fet	créixer	les	cèl·lules	en	5	mL	del	mateix	medi	durant	la	nit	a	

37°C	(200	rpm).	S’han	purificat	els	plasmidis	mitjançant	el	kit	High	Purity	Plasmid	Miniprep	Kit	
(NeoBiotech).	 Un	 cop	 purificats	 els	 gens	 de	 les	 quitinases	 han	 estat	 subclonats	 en	 el	 vector	

pET22b(+)	entre	 les	dianes	de	 restricció	NdeI	 i	HindIII,	mitjançant	el	procediment	estàndard:	

digestió	dels	gens	amb	els	enzims	de	restricció,	purificació	dels	 fragments	(Gel	extraction	kit,	
Sigma	 Aldrich)	 i	 lligació	mitjançant	 la	 lligasa	 d’ADN	 T4	 (Bio-rad).	 S’han	 transformat	 cèl·lules	

DH5α,	 competents	 per	 CaCl2,	 amb	 els	 plasmidis	 resultants	 i	 les	 cèl·lules	 positives	 han	 estat	

seleccionades	mitjançant	 plaques	 d’LB	 amb	 ampicil·lina.	 Un	 cop	 verificada	 la	 seqüència	 dels	

gens	 per	 seqüenciació	 d’ADN,	 s’han	 transformat	 cèl·lules	 d’E.coli	 BL21(DE3)star	 amb	 els	

plasmidis	resultants	per	a	l’expressió	de	les	proteïnes.			

Obtenció	dels	mutants		

Mutants	del	residu	assistent	

Els	mutants	del	residu	assistent	s’han	obtingut	per	mutagènesi	dirigida	mitjançant	PCR.	Per	a	

cadascun	dels	mutants	 s’ha	dissenyat	una	parella	d’encebadors	 (sense	 (FW)	 i	antisense	 (RV))	
que	 conté	 una	 regió	 no-solapant	 en	 els	 extrems	 3’	 i	 una	 regió	 complementària	 solapant	

corresponent	als	extrems	5’	en	el	centre	de	la	qual	es	localitza	els	nucleòtids	corresponents	a	

la	 mutació	 (Taula	 E.	 1).	 S’han	 utilitzat	 els	 constructes	 pET22b(+)	 amb	 les	 corresponents	

quitinases	wt	com	a	ADN	motlle.		
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Taula	E.	1.	Seqüència	dels	oligonucleòtids	dels	mutants	puntuals	per	a	mutagènesi	dirigida	

	 MUTANT	 OLIGONUCLEÒTIDS	 	
	 BcChiA	D202A	 FW	 5’-TGATCTGGCGTGGGAATATCCGG-3’	 	
	 RV	 5’-TTCCCACGCCAGATCAACGCCATC-3’	 	
	 LpChiA	D316A	 FW	 5’-TGATCTGGCGTGGGAATATCCGG-3’	 	
	 RV	 5’-TCCCACGCCAGATCAACACCATC-3’	 	
	 RmChiA	D133A	 FW	 5’-GATATTGCGTGGGAATATCCGGG-3’	 	
	 RV	 5’-TCCCACGCAATATCCAGACCATC-3’	 	
	 StmChiA	D464A	 FW	 5’-TGATATCGCGTGGGAATATCCGG-3’	 	
	 RV	 5’-TCCCACGCGATATCAATACCATC-3’	 	
	 SmChiC	D139A	 FW	 5’-GATATTGCGCTGGAACAGGCAGC-3’	 	
	 RV	 5’-TCCAGCGCAATATCCAGACCATC-3’	 	
	 SpChiD	D151A	 FW	 5’-TGATCTGGCGTGGGAATATCCGG-3’	 	
	 RV	 5’-TCCCACGCCAGATCAATACCATC-3’	 	
	 VhChiA	D313A	 FW	 5’-GATATCGCGTGGGAATTTCCGG-3’	 	
	 RV	 5’-TTCCCACGCGATATCAACGCCGTC-3’	 	
	 PfChiB	D524A	 FW	 5’-GATTTTGCGATTGAAGCAGGTATC-3’	 	
	 RV	 5’-CTTCAATCGCAAAATCCAGATAGG-3’	 	
	 TkChiA	D1022A	 FW	 5’-ATTTTGCGATTGAAAGCGGTGTG-3’	 	
	 RV	 5’-CAATCGCAAAATCCAGATAGGTG-3’	 	

	

L’amplificació	per	PCR	s’ha	dut	a	terme	mitjançant	l’ús	del	kit	 iProof	High-Fidelity	Master	Mix	
(Bio-rad).	 Per	 a	 la	 reacció	 s’utilitza	5	ng	d’ADN	 i	 0,5	µM	de	 cadascun	dels	 encebadors	en	un	
volum	final	de	40	µL.	Les	condicions	de	la	reacció	de	PCR	consisteixen	en	una	desnaturalització	
inicial	de	3	minuts	a	98°C	seguida	de	30	cicles	de	desnaturalització	(95°C,	30	s),	hibridació	(30	s	
a	 la	 temperatura	 d’hibridació	 corresponent),	 extensió	 (72°C,	 2,5	min)	 i	 una	 extensió	 final	 de	
3	minuts	a	72°C.	Per	a	la	obtenció	del	mutant	TkChiA	D1022A	s’ha	afegit	un	3%	de	DMSO	en	la	
mescla	de	PCR	i	s’ha	incrementat	el	temps	de	l’etapa	d’extensió	de	cadascun	dels	cicles	fins	a	
4	minuts.	Un	 cop	 finalitzada	 la	 reacció	 de	 PCR,	 les	mostres	 s’han	 digerit	 amb	DpnI	 durant	 3	
hores	 a	 37°C	 i	 s’han	 transformat	 en	 cèl·lules	E.coli	 DH5α.	 S’ha	 comprovat	 la	 presència	 de	 la	
mutació	 per	 seqüenciació	 d’ADN	 i	 s’ha	 transformat	 cèl·lules	 d’E.coli	 BL21(DE3)star	 amb	 els	
plasmidis	finals.		

Mutants	de	la	segona	generació	glicosintasa		

Per	 a	 la	 obtenció	 dels	 mutants	 dobles	 d’SpChiD	 se	 segueix	 el	 mateix	 protocol	 que	 per	 als	
mutants	 simples,	 però	 s’utilitza	 com	 a	 ADN	 motlle	 el	 constructe	 pET22b(+)	 amb	 el	 gen	
codificant	per	al	mutant	simple	D151A.	Els	encebadors	han	estat	dissenyats	seguint	la	mateixa	
estratègia	(Taula	E.	2).	

Taula	E.	2.	Seqüència	dels	oligonucleòtids	dels	mutants	dobles	d’SpChiD	

	 MUTANT	 OLIGONUCLEÒTIDS	 	
	 D149A/D151A	 FW	 5’-GGATGGTATTGCGCTGGCGTGGG-3’	 	
	 RV	 5’-CGCCAGCGCAATACCATCCAGATG-3’	 	
	 S110G/D151A	 FW	 5’-GAAAGTTCTGCTGGGCGTGGGTGGTTGGG-3’	 	
	 RV	 5’-CAACCACCCACGCCCAGCAGAACTTTCAG-3’	 	
	 G113S/D151A	 FW	 5’-GAGCGTGGGTAGTTGGGGTGCAC-3’	 	
	 RV	 5’-CACCCCAACTACCCACGCTCAGC-3’	 	
	 F119A/D151A	 FW	 5’-GTGCACGTGGTGCTAGCGGTGCAGCAGC-3’	 	
	 RV	 5’-GCTGCACCGCTAGCACCACGTGCACCCC-3’	 	
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Per	 al	 mutant	 doble	 de	 TkChiA	 s’utilitza	 les	 mateixes	 condicions	 que	 per	 al	 mutant	 simple	
TkChiA	D1022A,	i	s’utilitza	el	constructe	corresponent	al	mutant	puntual	com	a	ADN	motlle.	Els	
encebadors	també	han	estat	dissenyats	seguint	la	mateixa	estratègia	(Taula	E.	3).		

Taula	E.	3.	Seqüència	dels	oligonucleòtids	del	mutant	doble	de	TkChiA	

	 MUTANT	 OLIGONUCLEÒTIDS	 	
	 D1020A/D1022A	 FW	 5’-TATCTGGCGTTTGCGATTGAAAGC-3’	 	
	 RV	 5’-ATCGCAAACGCCAGATAGGTGG-3’	 	

Mutants	de	la	tercera	generació	glicosintasa		

Per	a	la	obtenció	dels	mutants	triples	d’SpChiD	se	segueix	el	mateix	protocol	que	per	a	la	resta	
de	mutants,	però	 s’utilitza	 com	a	ADN	motlle	el	 constructe	pET22b(+)	 amb	el	 gen	 codificant	
per	 al	 mutant	 doble	 D149A/D151A.	 Els	 encebadors	 han	 estat	 dissenyats	 seguint	 la	 mateixa	
estratègia	(Taula	E.	4).	

Taula	E.	4.	Seqüència	dels	oligonucleòtids	dels	mutants	triples	d’SpChiD	

	 MUTANT	 OLIGONUCLEÒTIDS	 	
	 Y28A/D149A/D151A	 FW	 5’-GTTGGCGCGTTCAATGGTGGTG-3’	 	
	 RV	 5’-AACGCGCCAACGCTCAGATAGC-3’	 	
	 S110G/D149A/D151A	 FW	 5’-GAAAGTTCTGCTGGGCGTGGGTGGTTGGG-3’	 	
	 RV	 5’-CAACCACCCACGCCCAGCAGAACTTTCAG-3’	 	
	 D149A/D151A/Y154W	 FW	 5’-GTGGGAATGGCCGGTTAATGGTGCATG-3’	 	
	 RV	 5’-ACCGGCCATTCCCACGCCAGCGCAA-3’	 	
	 D149A/D151A/G195W	 FW	 5’-TGCAGTTTGGGCCAATGTTAAAAG-3’	 	
	 RV	 5’-TTGGCCCAAACTGCAATGGTCAGC-3’	 	
	 D149A/D151A/Y226W	 FW	 5’-TATGGCCTGGGGCACCCAGTATTTTAAC-3’	 	
	 RV	 5’-CCCCAGGCCATATCATAGGTCATC-3’	 	
	 D149A/D151A/W241A	 FW	 5’-AAACAGGCGCCGACCGTTGCAG-3’	 	
	 RV	 5’-TCGGCGCCTGTTTGCTATCATAC-3’	 	
	 D149A/D151A/W395A	 FW	 5’-CAATGTTTGCGGAGTATGGTGCAG-3’	 	
	 RV	 5’-	ATACTCCGCAAACATTGCGCCACC	-3’	 	

Expressió	i	purificació	de	proteïnes	

Proves	d’expressió	de	les	quitinases	

Per	 a	 l’expressió	 de	 quitinases	 es	 realitza	 una	 primera	 prova	 d’expressió	 per	 IPTG.	 S’inocula	
cèl·lules	d’E.coli	BL21(DE3)star	recent	transformades	en	LB	amb	100	mg·mL-1	d’ampicil·lina	i	es	
deixen	 créixer	 a	 37°C	 durant	 16	hores	 (250	rpm).	 Es	 realitza	 una	 dilució	 1:40	 d’aquestes	
cèl·lules	en	30	mL	d’LB	amb	ampicil·lina	per	al	cultiu	d’expressió.	Es	deixa	créixer	el	cultiu	fins	a	
una	OD600	1,5	i	s’indueix	amb	0,5	mM	d’IPTG	a	25°C	durant	16	hores	(250	rpm).	Es	centrifuga	
les	 cèl·lules	 (10000	rpm,	15	min,	4°C),	es	dissolen	en	 tampó	PBS	 (Na2HPO4	50	mM,	NaCl	300	
mM	pH	7)	i	es	lisen	per	sonicació	(2	minuts,	10	segons	ON/25	segons	OFF,	amplitud	del	50%).	
Un	cop	centrifugat	el	 lisat	(12000	rpm,	60	min,	4°C)	s’analitza	 les	fraccions	soluble	i	 insoluble	
per	SDS-PAGE.		

En	 el	 cas	 de	 les	 quitinases	 RmChiA,	 StmChiA	 i	 VhChiA	 s’han	 realitzat	 diferents	 proves	
d’expressió	en	 les	que	s’ha	variat	el	 temps	d’inducció	 (4	h	 i	24	h),	 la	 temperatura	d’inducció	
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(20°C),	la	concentració	d’IPTG	(0,1	mM	i	1	mM),	s’ha	afegit	glucosa	al	medi	(1%)	i	s’ha	realitzat	

un	xoc	tèrmic	de	30	minuts	a	42°C	abans	de	la	inducció	amb	0,5	mM	IPTG	a	25°C.	També	s’ha	

provat	 l’expressió	 amb	medi	 d’autoinducció	 LB	 amb	Na2HPO4	25	mM,	K2HPO4	25	mM,	NH4Cl	

50	mM,	Na2SO4	5	mM,	MgSO4	2	mM,	0,5%	glicerol,	0,05%	glucosa	i	0,2%	lactosa,	suplementat	

amb	100	mg·mL
-1

	d’ampicil·lina,	a	25°C	(200	rpm),	en	que	s’han	deixat	créixer	les	cèl·lules	18,	

24,	42	i	48	hores.			

Expressió	i	purificació	de	quitinases		

S’inocula	cèl·lules	d’E.coli	BL21(DE3)star	recent	transformades	en	4	mL	d’LB	amb	100	mg·mL
-1

	

d’ampicil·lina	i	es	deixen	créixer	a	37°C	durant	16	hores	(250	rpm).	Es	realitza	una	dilució	1:40	

d’aquestes	cèl·lules	en	30	mL	d’LB	amb	ampicil·lina	per	al	cultiu	d’expressió.	Es	deixa	créixer	el	

cultiu	fins	a	una	OD600	1,5	i	s’indueix	amb	0,5	mM	d’IPTG	a	25°C	durant	16	hores	(250	rpm).	Se	

centrifuguen	 les	 cèl·lules	 (10000	rpm,	 15	min,	 4°C)	 i	 s’emmagatzemen	 a	 -20°C	 fins	 a	 la	 seva	

utilització.	

Per	 a	 la	purificació,	 es	dissolen	 les	 cèl·lules	 en	0,8	mL	de	 tampó	PBS	 (Na2HPO4	50	mM,	NaCl	

300	mM	 pH	 7)	 i	 s’afegeix	 1	 mM	 de	 PMSF	 i	 es	 procedeix	 a	 la	 lisi	 cel·lular	 per	 sonicació.	 La	

sonicació	es	realitza	a	4°C,	durant	5	minuts	(10	segons	ON/25	segons	OFF,	amplitud	del	50%)	i	

s’utilitza	 la	 sonda	 de	 2	mm	 de	 diàmetre.	 Se	 separa	 la	 fracció	 soluble	 per	 centrifugació	 a	

12000	rpm	durant	60	minuts	 a	4°C.	 La	purificació	es	 realitza	mitjançant	 l’ús	de	 les	 columnes	

comercials	de	0,1	mL	His	SpinTrap	(GE	Healthcare).	Es	realitza	dues	càrregues	de	proteïna,	dos	
rentats	amb	PBS	40	mM	d’imidazole	i	4	elucions	amb	PBS	0,5	mM	d’imidazole.	Es	combina	les	

fraccions	que	contenen	proteïna	 i	es	canvia	el	 tampó	a	Na2HPO4	50	mM	pH	7	mitjançant	 les	

columnes	comercials	PD	SpinTrap	G-25	(GE	Healthcare)	seguint	les	instruccions	del	comercial.	

Si	 és	 necessari	 es	 concentra	 la	 proteïna	mitjançant	 l’ús	 d’un	 filtre	 Amicon®	 Ultra	 de	 0,5	mL	

(Merck™).	 Les	 fraccions	 recol·lectades	 de	 la	 purificació	 i	 la	mostra	 de	 proteïna	 final,	 un	 cop	

canviat	el	tampó,	són	analitzades	en	un	gel	d’acrilamida	(12-14%)	SDS-PAGE.	La	concentració	

de	proteïna	es	determina	mitjançant	l’ús	del	kit	BCA	Protein	Assay	Kit	(ThermoFisher).		

Expressió	i	purificació	de	VcCDA	

S’inocula	cèl·lules	d’E.coli	BL21(DE3)star	recent	transformades	en	10	mL	d’LB	amb	100	mg·mL
-1

	

d’ampicil·lina	i	es	deixen	créixer	a	37°C	durant	16	hores	(250	rpm).	Es	realitza	una	dilució	1:120	

d’aquestes	 cèl·lules	 en	 600	 mL	 de	 medi	 d’autoinducció	 (LB	 amb	 Na2HPO4	 25	mM,	 K2HPO4	

25	mM,	NH4Cl	50	mM,	Na2SO4	5	mM,	MgSO4	2	mM,	0,5%	glicerol,	0,05%	glucosa	i	0,2%	lactosa)	

suplementat	amb	ampicil·lina	i	es	deixa	créixer	el	cultiu	48	hores	a	25°C	(180	rpm).	Es	realitza	

dos	cultius	de	600	mL.	Se	centrifuguen	les	cèl·lules	(4000	rpm,	15	min,	4°C)	i	s’emmagatzemen	

els	pellets	a	-20°C	fins	a	la	seva	utilització.	

Per	a	 la	purificació,	es	dissolen	ambdós	pellets	de	cèl·lules	conjuntament	en	40	mL	de	tampó	

PBS	(Na2HPO4	50	mM,	NaCl	300	mM	pH	8,5)	i	s’afegeix	1	mM	de	PMSF	i	es	procedeix	a	la	lisi	

cel·lular	per	sonicació.	La	sonicació	es	realitza	a	4°C,	durant	8	minuts	(5	segons	ON/15	segons	
OFF,	amplitud	del	50%)	i	s’utilitza	la	sonda	de	6	mm	de	diàmetre.	Se	separa	la	fracció	soluble	

per	 centrifugació	 a	 12000	 rpm	 durant	 60	minuts,	 a	 4°C.	 Abans	 de	 la	 purificació,	 es	 filtra	 el	
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sobrenedant	amb	un	 filtre	de	0,45	µm.	 La	purificació	es	 realitza	per	 cromatografia	d’afinitat	
mitjançant	l’ús	d’una	columna	StrepTrap	de	5	mL	(GE	Healthcare),	seguint	les	instruccions	de	la	
casa	 comercial	 i	 es	 monitoritza	 l’absorbància	 en	 UV	 amb	 un	 sistema	 FPLC	 Äkta	 (Abersham	
Biosciences).	S’acondiciona	la	columna	amb	PBS	i	HABA	1	mM	i	es	comença	amb	el	procés	de	
purificació.	 Es	 realitzen	6	 càrregues	de	proteïna,	 cadascuna	de	 les	quals	 consta	de	3	etapes:	
càrrega	 de	 proteïna,	 elució	 amb	 destiobiotina	 2,5	mM	 en	 tampó	 PBS,	 i	 regeneració	 de	 la	
columna	amb	HABA	1	mM	per	al	 següent	 cicle.	Entre	cadascuna	de	 les	etapes	es	 realitza	un	
rentat	 amb	 tampó	 PBS	 fins	 a	 recuperar	 la	 línia	 d’absorbància	 basal.	 Durant	 el	 procés	 de	
purificació	es	 recullen	 les	diferents	 fraccions	que	contenen	 la	proteïna,	 i	 s’analitzen	per	SDS-
PAGE.	Es	canvia	el	tampó	a	bicarbonat	amoni	25	mM	pH	8,5	amb	un	Amicon®	Ultra	de	15	mL	
10	KDa	(Merck™).	La	concentració	de	proteïna	es	determina	mitjançant	l’ús	del	kit	BCA	Protein	
Assay	Kit	(ThermoFisher).		

Caracterització	de	l’activitat	enzimàtica	de	les	quitinases	i	els	seus	mutants	

Activitat	hidrolítica		

Mètode	fluorimètric	per	a	substrats	fluorogènics	

L’activitat	hidrolítica	de	 les	quitinases	 s’ha	mesurat	mitjançant	un	assaig	 fluorimètric	amb	4-
metilumbeliferil	 N-acetil-β-D-glucosamina	 (GlcNAc-MU),	 4-metilumbeliferil	 β-N-
diacetilquitobiosa	 ((GlcNAc)2-MU)	 i	 4-metilumbeliferil	 β-N-triacetilquitotriosa	 ((GlcNAc)3-MU)	
com	 a	 substrats.	 Es	 realitza	 diferents	 reaccions	 a	 diferents	 concentracions	 d’enzim.	 Les	
reaccions	es	preparen	a	una	concentració	de	substrat	de	50	µM	en	tampó	Na2HPO4	50	mM	pH	
7	en	un	volum	final	de	200	µL	i	s’incuben	a	37°C.	Cada	30	minuts	es	prenen	20	µL	de	mostra	i	
s’atura	la	reacció	amb	Glicina	0,3	M	pH	10	(dilució	1:5),	en	una	microplaca	negra.	Es	mesura	la	
fluorescència	de	la	4-metilumbeliferona	alliberada	en	un	lector	de	microplaques	FLX800	Biotek	
(λem=360nm;	 λex=460nm).	 Per	 a	 la	 quantificació	 de	 l’aglicó	 fluorogènic	 alliberat	 es	 realitza	
una	recta	patró	a	diferents	concentracions	de	4-metilumbeliferona	en	tampó	Na2HPO4	50	mM	
pH	7	 i	 es	 dilueixen	 1:5	 amb	Glicina	 0,3	M	 pH	10,	 de	 la	mateixa	manera	 que	 les	mostres	 de	
reacció.	L’activitat	específica	(V0/[E])	es	calcula	com	el	pendent	de	la	velocitat	inicial	(µM	MU	
alliberada·min-1)	vs.	la	concentració	d’enzim	(µM).		

Mètode	cromatogràfic	per	a	substrats	naturals	(HPLC-MS)	

Per	a	l’assaig	d’activitat	hidrolítica	amb	substrats	naturals	s’ha	utilitzat	2	mM	de	(GlcNAc)4	com	
a	 substrat	 i	 diferents	 concentracions	 d’enzim	 en	 tampó	Na2HPO4	 50	mM	pH	 7	 en	 un	 volum	
final	de	100	µL	a	37°C,	en	una	microplaca	de	96	pous.	A	diferents	temps	de	reacció	(7	temps)	
s’agafen	10	µL	de	mostra	i	es	mesclen	amb	90	µL	d’una	barreja	d’n-propanol:H2O	(1:1)	en	una	
altra	microplaca,	mitjançant	 l’ús	de	 la	plataforma	 robòtica	Bravo	Automated	Liquid	Handling	
Platform	(Agilent)	per	aturar	la	reacció.	Les	mostres	de	reacció	s’analitzen	per	HPLC-MS	(HPLC	
1200,	ESI-MS	6100	series	SQ,	Agilent	Technologies)	utilitzant	una	columna	XBridge	BEH	Amide	
XP	column	130Å,	2,5	µm,	3	x	100	mm	(Waters)	en	combinació	amb	una	pre-columna	XBridge	
BEH	Amide	VanGuard	Cartridge	 (2,5	µm,	2,1	x	5	mm,	Waters).	S’injecten	5	µL	de	mostra	 i	es	
realitza	una	elució	isocràtica	a	60°C	amb	acetonitril:H2O	(70:30,	v/v)	amb	0,1%	d’àcid	fòrmic,	a	
un	flux	de	0,7	mL·min-1.	Per	a	la	detecció	de	MS	(Taula	E.	5)	es	monitoritza	les	corresponents	
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masses	iòniques	dels	adductes	[M+H]+	i	[M+Na]+	de	(GlcNAc)2,	(GlcNAc)3	i	(GlcNAc)4.	Les	dades	
s’analitzen	amb	el	programari	ChemStation	Software	(Agilent	Technologies).		

Taula	E.	5.	Condicions	finals	del	mètode	de	detecció	MS	
	 Mètode	de	ionització	 API-ES	positiu	
	 Flux	del	gas	de	desolvatació	 13	L·min-1	
	 Temperatura	 300°C	
	 Fragmentor	 80	
	 Pressió	del	nebulitzador	 40	psig	
	 Voltatge	del	capil·lar	 4	kV	

	 Mètode	de	detecció	

(GlcNAc)2:	m/z	425,30	[M+H]+	+	447,30	[M+Na]+,	25%	
(GlcNAc)3:	m/z	628,30	[M+H]+	+	650,30	[M+Na]+,	25%	
(GlcNAc)4:	m/z	831,30	[M+H]+	+	853,30	[M+Na]+,	25%	
Scan:	100-900	m/z,	25%	

	

Per	a	la	quantificació	dels	productes	de	reacció	s’utilitza	com	a	patrons	externs	(GlcNAc)n,	n=2-
4.	 Es	 preparen	 7	 mescles	 de	 patrons	 que	 contenen	 diferents	 concentracions	 de	 (GlcNAc)2,	
(GlcNAc)3	i	(GlcNAc)4,	en	H2O	(Taula	E.	6).		

Taula	E.	6.	Preparació	estocs	dels	patrons	d’HPLC-MS	
	 (GlcNAc)2	(mM)	 (GlcNAc)3	(mM)	 (GlcNAc)4	(mM)	

ST	1	 0,5	 0,5	 2	
ST	2	 0,3	 0,3	 1,75	
ST	3	 0,1	 0,1	 1,5	
ST	4	 0,08	 0,08	 1,25	
ST	5	 0,06	 0,06	 1	
ST	6	 0,04	 0,04	 0,75	
ST	7	 0,02	 0,02	 0,5	

	

Els	patrons	es	dilueixen	1:10	en	la	mescla	d’n-propanol:H2O	(1:1)	de	la	mateixa	manera	que	les	
mostres	de	reacció,	en	la	mateixa	placa	de	la	reacció,	abans	d’injectar	els	5	µL	per	a	 l’anàlisi.	
Els	patrons	s’injecten	entre	4	i	6	vegades	al	llarg	de	l’anàlisi	de	mostres,	en	funció	de	la	durada	
de	 l’anàlisi.	 Per	 a	 la	 quantificació,	 es	 realitza	 la	 mitjana	 dels	 pendents	 obtinguts	 de	 les	
injeccions	2	a	6,	i	no	es	considera	la	primera	injecció	de	patrons.		

L’anàlisi	 sempre	 comença	 amb	 injeccions	 de	 tampó	 per	 a	 estabilitzar	 el	 detector	 de	 MS,	
seguida	de	dues	injeccions	consecutives	de	patrons	abans	de	les	injeccions	de	mostra.		

L’activitat	 específica	 (V0/[E])	 es	 calcula	 com	 el	 pendent	 de	 la	 velocitat	 (µM	 producte	
format/substrat	restant·min-1)	vs.	la	concentració	d’enzim	(µM),	per	a	cadascun	dels	productes.	
Es	 calcula	 la	 velocitat	 entre	 temps	0	 i	 2	minuts	de	 reacció,	 temps	 considerat	 com	estat	pre-
estacionari	 i	 la	 velocitat	 entre	2	 i	 20	minuts,	 com	estat	estacionari.	 Per	 als	mutants	dobles	 i	
triples	es	calcula	 la	velocitat	entre	 temps	0	 i	60	minuts.	Els	valors	d’activitat	específica	 finals	
corresponen	 a	 la	 mitjana	 dels	 valors	 obtinguts	 en	 diferents	 lots	 d’enzim	 (n≥3).	 Com	 a	
concentració	 inicial	 de	 (GlcNAc)4	 es	 considera	 la	mitjana	 de	 concentració	 de	 (GlcNAc)4	 d’un	
blanc	de	reacció	sense	enzim	i	es	resta	les	concentracions	de	(GlcNAc)2	i	(GlcNAc)3	presents	en	
el	blanc	a	les	mostres	de	reacció.		
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Activitat	glicosintasa		

Mètode	de	cribratge	en	placa	per	a	la	detecció	d’activitat	glicosintasa	

El	mètode	es	basa	en	un	 assaig	 enzimàtic	 acoblat	 compost	per	dues	 reaccions:	 una	primera	
reacció	glicosintasa	en	la	que	s’utilitza	el	derivat	oxazolina	de	diacetilquitobiosa	com	a	donador	
i	GlcNAc-MU	com	a	acceptor,	en	la	que	un	mutant	glicosintasa	actiu	donarà	lloc	a	la	formació	
del	producte	de	condensació	 (GlcNAc)3-MU;	 i	una	segona	reacció	en	 la	que	 (GlcNAc)3-MU	és	
substrat	 per	 la	 endoquitinasa	 d’Streptomyces	 griseus	 (Sigma	 Aldrich)	 que	 alliberarà	 l’aglicó	
fluorogènic	del	substrat	(però	no	del	GlcNAc-MU	inicial)	donant	lloc	a	(GlcNAc)2.	

Per	 a	 la	 comprovació	 de	 la	 funcionalitat	 de	 l’assaig	 s’ha	 utilitzat	 la	 quitinasa	 A	 de	 Bacillus	
circulans	 (BcChiA)	per	a	 la	primera	 reacció.	 Es	mesclen	0,5	mM	de	 (GlcNAc)2-ox	 i	 2,5	mM	de	
GlcNAc-MU	 amb	 100	 nM	 de	BcChiA	 en	 tampó	 Na2HPO4	 50	mM	 pH	7,	 en	 un	 volum	 final	 de	
reacció	 de	 180	µL	 i	 s’incuba	 la	 reacció	 a	 30°C	 durant	 1	hora.	 Passat	 el	 temps	 de	 reacció	
s’afegeixen	20	µL	de	la	quitinasa	d’S.	griseus	a	una	concentració	final	de	40	µg·mL-1	i	s’incuba	la	
reacció	 durant	 5	 minuts	 més	 a	 30°C.	 Finalitzat	 el	 temps	 d’incubació,	 s’atura	 la	 reacció	
mitjançant	una	dilució	1:9	en	una	solució	de	glicina	0,3	M	pH	10,3	i	es	llegeix	la	fluorescència	
(λexcitació	360	nm,	λemissió	460	nm).	De	la	mateixa	manera,	es	realitza	una	reacció	en	la	que	
no	 s’afegeix	 la	quitinasa	d’S.	 griseus	 i	 una	en	 la	que	no	 s’afegeix	 la	quitinasa	de	B.	 circulans	
com	a	controls.	A	més,	 també	es	realitza	una	reacció	control	d’activitat	hidrolítica	de	BcChiA	
amb	 GlcNAc-MU,	 una	 reacció	 control	 d’activitat	 hidrolítica	 de	 la	 quitinasa	 d’S.	 griseus	 amb	
GlcNAc-MU,	 i	una	reacció	sense	cap	dels	dos	enzims,	a	 les	mateixes	concentracions	 i	volums	
que	l’assaig.		

Anàlisi	de	l’activitat	de	polimerització	de	COS	per	MALDI-TOF-MS	

Per	a	l’anàlisi	de	l’activitat	glicosintasa	principalment	s’ha	utilitzat	(GlcNAc)5-ox	com	a	donador.	
Es	mescla	1	mg·mL-1	d’enzim	amb	24	mM	de	(GlcNAc)5-ox	en	tampó	50	mM	Na2HPO4	pH	7	en	
un	volum	final	de	100	µL,	i	s’incuba	la	reacció	en	un	agitador	orbital	a	37°C	(200	rpm).	Per	a	les	
reaccions	dels	mutants	d’SpChiD	(capítol	4)	s’utilitza	una	concentració	de	0,25	mg·mL-1	d’enzim,	
a	causa	dels	resultats	obtinguts.	Passat	el	temps	de	reacció	(generalment	2	hores	i	18	hores	de	
reacció)	 la	 suspensió	 resultant	 es	 centrifuga	 a	 12000	rpm	 i	 se	 separa	 el	 sobrenedant	 i	 el	
precipitat	format.	Es	realitzen	dos	rentats	del	precipitat	dissolent-lo	en	100	µL	d’H2O	(4°C)	en	
un	 bany	 d’ultrasons	 durant	 2	 minuts	 i	 finalment	 es	 liofilitza.	 Es	 pesa	 el	 precipitat	 format	
liofilitzat	 per	 a	 calcular	 el	 rendiment	 de	 reacció	 (mg	 precipitat/mg	 oxazolina	 inicial).	 Els	
productes	GS	obtinguts	es	dissolen	en	DMSO:H2O	(1:70000)	i	es	mesclen	amb	el	mateix	volum	
de	 la	 matriu,	 àcid	 2,5-dihidroxibenzoic	 (DHB),	 preparada	 a	 una	 concentració	 de	 50	 g·L-1	 en	
aigua.	 S’apliquen	 0,5	µL	 de	 mostra	 en	 una	 placa	MTP	 AnchorChip,	 per	 duplicat,	 i	 es	 deixa	
assecar	la	mostra	a	temperatura	ambient	abans	de	l’anàlisi	per	MALDI-TOF-MS.	L’espectre	de	
MALDI-TOF	 es	 duu	 a	 terme	 en	 un	 espectrofotòmetre	 Bruker	 Daltonik	 microflex	 (Bremen,	
Alemanya)	equipat	amb	un	 làser	de	nitrogen	pulsat	 (337	nm),	 i	amb	mode	de	 ionització	amb	
reflector	positiu,	utilitzant	un	voltatge	reflector	de	20	kV.	Per	al	calibratge	de	l’aparell	s’utilitza	
la	mescla	de	pèptids	comercial	Peptide	Calibration	Standard	(Bruker).	L’àrea	de	cadascun	dels	
productes	 detectats,	 (GlcNAc)n,	 es	 calcula	 com	 el	 sumatori	 de	 les	 àrees	 dels	 diferents	 pics	
corresponents	als	diferents	adductes	(amb	Na+,	K+,	i	DMSO).		
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Les	 activitats	 de	 TG	 amb	 (GlcNAc)5	 com	 a	 substrat,	 les	 activitats	 de	 polimerització	 amb	
diferents	 COS	 parcialment	 desacetilats	 (ADAAA-ox,	 ADA-ox)	 i	 les	 reaccions	 de	 condensació	
donador-acceptor	(12mM	(GlcNAc)5-ox	com	a	donador	i	24mM	(GlcNAc)2,	18,5	mM	(GlcNAc)5	
o	ADAAA	com	a	acceptors,	o	bé	12	mM	ADAAA-ox	com	a	donador	 i	18,5	mM	(GlcNAc)5	com	
acceptor)	han	estat	analitzades	seguint	 la	mateixa	metodologia.	En	el	 cas	de	 la	utilització	de	
COS	 desacetilats	 com	 a	 donador,	 quan	 no	 es	 dona	 formació	 de	 precipitat,	 s’ha	 liofilitzat	 la	
totalitat	de	la	mescla	de	reacció	i	s’ha	analitzat	per	MALDI-TOF	seguint	el	mateix	procediment.		

Desacetilació	parcial	de	COS	amb	VcCDA	

Per	 a	 la	 obtenció	 d’ADAAA	 i	 ADA,	 per	 a	 la	 posterior	 síntesi	 d’oxazolina,	 es	 procedeix	 a	 la	
desacetilació	de	(GlcNAc)5	i	(GlcNAc)3,	respectivament,	amb	la	desacetilasa	específica	de	Vibrio	
cholerae	(VcCDA).		

Per	 a	 la	obtenció	d’ADAAA:	 S’incuben	100	mg	de	 (GlcNAc)5	 amb	28	µM	de	VcCDA	en	 tampó	
Na2HPO4	50	mM	pH	8,5	en	un	volum	final	de	15	mL	a	37°C	fins	a	la	conversió	total	de	(GlcNAc)5	
a	ADAAA,	al	cap	de	48	hores.	Es	prenen	mostres	de	reacció	al	llarg	del	temps	i	s’analitzen	per	
HPLC-MS	 per	 al	 seguiment.	 Un	 cop	 finalitzada	 la	 reacció	 s’elimina	 l’enzim	 amb	 la	 columna	
d’afinitat	Strep-Trap	 de	5	mL	 (GE	Healthcare)	 fent	 recircular	 la	mostra	a	3	mL·min-1.	 Per	 a	 la	
purificació	 del	 producte	monodesacetilat	 de	 salts	 i	 possible	 (GlcNAc)5	 restant,	 s’utilitza	 una	
resina	d’intercanvi	catiònic	DOWEX	50WX8-200	 (2,5	g	de	 resina	per	cada	5	mg	de	producte).	
Per	a	l’activació	de	la	resina	s’utilitza	HCl	2N	seguit	d’un	rentat	amb	H2O,	i	per	a	la	regeneració	
d’aquesta	s’utilitza	H2SO4	0,25	N.	S’han	seguit	dos	procediments	diferents:	a)	s’afegeix	la	resina	
a	la	mostra	i	s’agita	durant	2	hores.	Passat	el	temps	d’incubació	es	filtra	la	mescla	i	es	realitza	
un	 rentat	 amb	 H2O	 i	 b)	 s’empaqueta	 una	 columna	 amb	 la	 resina	 i	 es	 carrega	 la	 mostra	 a	
1	mL·min-1,	 seguit	 d’un	 rentat	 amb	 H2O.	 Per	 a	 l’elució	 del	 producte	 d’interès	 s’utilitza	 un	
gradient	 d’NH3	 (1,33,	 3,	 6	 i	 10%	 NH3).	 Finalment	 s’ajunten	 les	 fraccions	 que	 contenen	 el	
producte	 d’interès,	 s’evapora	 l’NH3	 amb	 un	 rotavapor,	 i	 es	 liofilitza	 la	 mostra.	 Es	 recullen	
mostres	al	 llarg	del	procés	per	a	 l’anàlisi	per	HPLC-MS.	El	 rendiment	d’ADAAA	obtingut	amb	
ambdós	 procediments	 és	 del	 44%.	 S’ha	 escalat	 la	 reacció	 a	 250	 mg	 i	 500	 mg	 de	 (GlcNAc)5	
inicials	amb	els	que	s’han	obtingut	rendiments	del	44%	i	28%,	respectivament.		

Per	a	la	obtenció	d’ADA:	Es	realitzen	3	reaccions	preparatives	en	les	que	es	mesclen	11	µM	del	
domini	catalític	d’VcCDA	amb	100	mg	de	(GlcNAc)3	en	50	mM	NH4HCO3	pH	8,5,	en	un	volum	
final	de	15	mL	i	s’incuben	a	37°C	en	agitació.	Passades	2	hores	de	reacció	s’afegeixen	81	nmols	
d’enzim	a	cadascuna	de	les	reaccions,	i	s’incuben	fins	a	la	conversió	total	de	(GlcNAc)3	a	ADA,	
que	es	dona	aproximadament	al	cap	de	48	hores	totals	de	reacció.	Es	prenen	diferents	mostres	
al	 llarg	 de	 la	 reacció	 i	 s’analitzen	 per	 HPLC-MS	 per	 al	 seguiment	 d’aquesta.	 S’elimina	 la	
proteïna,	VcCDA,	amb	la	columna	Strep-Trap	(GE	Healthcare)	fent	recircular	la	mostra.	Un	cop	
eliminada	la	proteïna	es	comprova	la	presència	d’ADA	per	TLC.		

Mètode	HPLC-MS	per	a	l’anàlisi	dels	COS	parcialment	desacetilats	

El	producte	de	la	reacció	de	desacetilació	s’analitza	per	HPLC-MS.	Les	mostres	es	preparen	fent	
una	dilució	 1:9	 amb	n-propanol:H2O	 (1:1)	 (10	µL	 de	mostra	 en	 90	µL	 de	 solució	 d’aturada)	 i	



PART	EXPERIMENTAL	

	 205	

s’analitzen	per	HPLC-MS	 (HPLC	1200,	 ESI-MS	6100	 series	 SQ,	Agilent	 Technologies)	 utilitzant	

una	columna	XBridge	BEH	Amide	XP	130Å,	2,5	µm,	2.1	x	100	mm	(Waters)	en	combinació	amb	

una	 pre-columna	 XBridge	 BEH	 Amide	 VanGuard	 Cartridge	 (2,5	µm,	 2,1	 x	 5	 mm,	 Waters).	

S’injecten	5	µL	de	mostra	i	es	realitza	una	elució	isocràtica	a	60°C	amb	acetonitril:H2O	(65:35,	

v/v)	amb	0,1%	d’àcid	fòrmic,	a	un	flux	de	0,4	mL·min-1.	Per	a	la	detecció	de	MS	es	monitoritza	

les	corresponents	masses	iòniques	dels	adductes	[M+H]+.	Les	condicions	del	detector	MS	són	

les	mateixes	que	les	del	mètode	HPLC-MS	per	a	substrats	naturals	de	quitinases,	a	excepció	del	

dwelling	time:	20%	per	al	producte	acetilat	i	80%	per	al	producte	monodesacetilat.	Les	dades	

s’analitzen	amb	el	programari	ChemStation	Software	 (Agilent	Technologies).	Per	a	 l’anàlisi	de	
les	mostres	 de	 desacetilació	 de	 (GlcNAc)5	 se	 segueixen	 les	m/z	 1035	 i	 993,	 corresponents	 a	

(GlcNAc)5	 i	DP5(N),	 respectivament;	 i	per	a	 les	mostres	de	desacetilació	de	 (GlcNAc)3	 les	m/z	

629	i	587	per	a	(GlcNAc)3	i	DP3(N),	respectivament.	

Anàlisi	per	cromatografia	en	capa	fina	(TLC)	

Per	 a	 l’anàlisi	 dels	 productes	 en	 cromatografia	 de	 capa	 fina	 s’analitzen	 alíquotes	 de	 reacció	

(1	µL)	 en	 una	 placa	 d’alumini	 recoberta	 amb	 gel	 de	 sílice	 (TLC	 Silicagel	 60	 F254;	 Merck™)	 i	

s’utilitza	com	a	 fase	mòbil	una	mescla	d’acetonitril:H2O	(7:3,	 (v/v)).	Per	al	 revelat	de	 la	placa	

s’utilitza	 una	mescla	 d’H2O:MeOH:H2SO4	 (4:5:1,	 (v/v)),	 i	 s’escalfa	 la	 placa	 a	 180°C	 durant	 2-

3	minuts.		

Síntesi	química	d’oxazolines	

Anàlisi	d’RMN	dels	productes	oxazolina	

L’espectre	d’1H-RMN	s’enregistra	en	un	espectrofotòmetre	Varian	Gemini	300	MHz	que	opera	

a	298	K.	Com	a	estàndard	 intern	per	a	 l’assignació	dels	desplaçaments	químics	s’utilitza	TMS	

(δH=	0	ppm)	 per	 a	 mostres	 en	 D2O	 (δH=	4,79	ppm)	 o	 DMSO	 (δH=	 2,5	ppm).	 S’indica	 els	

desplaçaments	químics	(δH,	ppm)	seguit	del	tipus	de	senyal	(d=	doblet),	l’acoblament	spin-spin	
(J,	Hz)	i	el	nombre	de	protons.		

Mètode	HPLC-MS	per	a	l’anàlisi	d’oxazolines	

Per	 a	 l’anàlisi	 de	 l’oxazolina	 per	 HPLC-MS	 s’utilitza	 una	 columna	 de	 carboni	 grafit	 porós	

Hypercarb™	3	µm,	4,6	x	100	mm	(Thermo	Scientific™).	S’injecten	10	µL	de	mostra	i	es	realitza	

una	 elució	 en	 gradient	 a	 25°C	 amb	 acetonitril	 (fase	 A)	 i	 NH4HCOO	 (fase	 B),	 a	 un	 flux	 de	

1	mL·min-1.	 Per	 al	 gradient,	 es	programa:	 inici	 amb	una	mescla	10:90	 (A:B);	 20	minuts	30:70	

(A:B);	i	5	minuts	100:0	(A:B).	Per	a	la	detecció	de	MS	es	monitoritzen	les	corresponents	masses	

iòniques	 dels	 adductes	 [M+H]+	 i	 [M+Na]+	 de	 (GlcNAc)5-ox	 (m/z	 1017	 i	 1039),	 (GlcNAc)5	 (m/z	

1035	i	1057),	(GlcNAc)4-ox	(m/z	813	i	835)	i	(GlcNAc)4	(m/z	831	i	853).	

En	el	cas	de	les	oxazolines	de	COS	parcialment	desacetilats	les	masses	iòniques	monitoritzades	

són:		

- Per	ADAAA-ox:	DP5(N)-ox	(m/z	975	i	997),	DP5(N)	(m/z	993	i	1015).	
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- Per	ADA-ox:	DP3(N)-ox	(m/z	569	i	591),	DP3(N)	(m/z	587	i	609),	(GlcNAc)3-ox	(m/z	611	i	
633)	i	(GlcNAc)3	(m/z	629	i	651)	

Síntesi	de	(GlcNAc)2-ox	

Per	 a	 la	 síntesi	 de	 (GlcNAc)2-ox	 s’incuben	20,9	mg	de	 (GlcNAc)2	 (a	una	 concentració	 final	 de	
150	mM)	amb	1	M	de	Et3N	en	D2O.	S’afegeix	CDMBI	a	una	concentració	final	de	0,45	M	i	s’agita	
la	reacció	durant	1	h	a	0°C.	Seguidament	s’elimina	el	precipitat	de	DMBI	format	per	filtració	i	
s’elimina	 l’excés	 de	 Et3N	 per	 destil·lació.	 Per	 a	 eliminar	 les	 salts	 de	 clorur	 de	 trietilamoni	
formades	durant	 la	 reacció	 s’incuba	 la	mescla	de	 reacció	amb	150	mg	de	 resina	d’intercanvi	
aniònic	Amberlyst	A21	durant	1	hora.	Finalment	el	producte	es	liofilitza	i	s’analitza	per	1H-RMN	
en	D2O.	S’obtenen	27,9	mg	de	(GlcNAc)2-ox,	que	corresponen	a	un	rendiment	>100%,	a	causa	
de	la	presència	de	salts	de	Et3N	en	la	mostra.		

(GlcNAc)2-ox:	1H-RMN	(300	MHz,	D2O)	δ	6,09	(d,	J=	5,5	Hz,	1H,	H-C1ox)	

Síntesi	de	(GlcNAc)5-ox	

Per	a	la	síntesi	química	de	(GlcNAc)5-ox	s’afegeixen	0,5	g	de	(GlcNAc)5	(s’ha	provat	fins	a	3	g)	en	
un	baló	en	el	que	prèviament	s’ha	afegit	Et3N	(18	eq,	2,42	mL·g-1)	en	30	mL·g-1	d’H2O	i	s’agita	la	
mostra	 a	 temperatura	 ambient	 fins	 que	 el	 producte	 es	 dissol	 completament.	 Un	 cop	 s’ha	
dissolt	el	producte,	es	refreda	la	solució	en	un	bany	de	gel	fins	a	0-5°C	i	es	comprova	el	pH.	Si	
el	 pH	 no	 és	 bàsic	 (>	 pH	 12),	 s’atura	 la	 reacció	 i	 es	 recupera	 el	 producte.	 Si	 el	 pH	 és	 bàsic,	
s’afegeixen	 6	 eq.	 (1,26	g·g-1)	 de	 clorur	 de	 2-clor-1,3-dimetil-1H-benzimidazole-3-oni	 (CDMBI)	
en	un	sol	pas	i	s’agita	 la	reacció	a	0-5°C	durant	2-3	hores.	Passat	el	temps	de	reacció,	s’atura	
l’agitació	 i	 es	 filtra	 el	 sòlid	 amb	 un	 filtre	 de	 porus	 #3	 per	 eliminar	 el	 DMBI	 (producte	 de	 la	
reacció	amb	CDMBI).	Es	renta	dues	vegades	el	sòlid	amb	H2O	milli	Q	freda	(1-2	mL·g-1),	s’ajunta	
tots	els	filtrats	i	es	liofilitzen.	S’analitza	el	cru	de	reacció	per	HPLC-MS	(15	mg	cru·mL-1	H2O	milli	
Q)	o	per	1H	RMN	(15-20	mg·0,6	mL-1	D2O).		

Per	 eliminar	 les	 salts	 de	 Et3NH+	 es	 realitza	 una	 etapa	 de	 cromatografia	 de	 bescanvi	 iònic.	
Primerament	s’empaqueta	la	columna	amb	reïna	Amberlyst	A21	dissolta	en	H2O,	considerant	
una	ràtio	50:1	entre	resina	i	cru	de	reacció.	S’activa	la	resina	amb	NaOH	1	N	(2	mL·g-1	resina)	
tres	vegades,	i	es	comprova	el	pH	bàsic	abans	de	continuar.	Per	eliminar	les	salts	es	realitzen	
dos	rentats	amb	H2O	freda	(2	x	2	mL·g-1	resina)	prèviament	a	la	càrrega	de	la	mostra.	La	mostra	
es	dissol	 en	H2O	 (10	mL·g-1	 de	 cru)	 i	 es	 carrega	a	 la	 columna,	 i	 s’elueix	 amb	H2O,	mentre	es	
recullen	 fraccions	 de	 20	 mL·g-1	 de	 cru.	 Les	 fraccions	 es	 liofilitzen	 prèviament	 a	 l’anàlisi	 del	
producte	 purificat	 per	 HPLC-MS	 (5	mg·mL-1	 d’H2O)	 i	 per	 1H	 RMN	 (8-10	mg/0,6	mL	 D2O).	 Es	
poden	combinar	les	fraccions	abans	de	l’anàlisi	per	HPLC-MS	i	RMN	dissolent-les	en	acetona	en	
agitació	durant	1	hora,	es	filtra	el	sòlid	i	es	deixa	assecar	al	buit	a	temperatura	ambient.	

(GlcNAc)5-ox:	1H-RMN	(400	MHz,	DMSO)	δ	5,9	(d,	J=	7,4	Hz,	1H,	H-C1ox)	
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Síntesi	d’ADAAA-ox	

Per	a	la	síntesi	d’ADAAA-ox	s’ha	seguit	el	mateix	protocol	que	per	a	(GlcNAc)5-ox,	en	que	s’han	
mantingut	els	equivalents	d’Et3N	i	CDMBI.		

Es	dissol	el	producte	de	partida	ADAAA	(340	mg)	en	14	mL	d’H2O	i	s’afegeix	 la	Et3N	(0,86	mL,	
18	eq).	Seguidament	s’afegeix	el	CDMBI	(447	mg,	6	eq)	i	s’agita	la	reacció	durant	7	hores	a	0-
5°C.	S’elimina	el	producte	DMBI	per	precipitació	i	filtració,	es	fa	un	rentat	amb	H2O	(1	mL)	i	es	
liofilitza	 la	 mostra.	 Per	 a	 l’eliminació	 de	 les	 salts	 de	 Et3N	 es	 ressuspen	 la	 mostra	 en	 H2O	
(10	mL·g	 cru-1)	 i	 s’utilitza	 la	 columna	de	 reïna	Amberlyst	 A21.	 Les	 fraccions	 recol·lectades	 es	
combinen,	es	dissolen	en	acetona	 (5	mL)	 i	 s’agiten	a	 temperatura	ambient	durant	1	hora.	Es	
filtra	el	sòlid	i	es	liofilitza	la	mostra.	S’han	obtingut	280	mg	d’ADAAA-ox,	que	corresponen	a	un	
rendiment	del	82%.	S’analitza	el	producte	per	HPLC-MS	i	per	1H-RMN.		

ADAAA-ox:	1H-RMN	(400	MHz,	DMSO)	δ	5,9	(d,	J=	7,4	Hz,	1H,	H-C1ox)	

Síntesi	d’ADA-ox	

Per	 a	 la	 síntesi	 d’ADA-ox	 s’ha	 seguit	 el	mateix	 protocol	 que	 per	 a	 (GlcNAc)5-ox,	 en	 que	 s’ha	
mantingut	els	equivalents	d’Et3N	i	CDMBI.		

Es	dissol	el	producte	de	partida	ADA	(368	mg)	en	9	mL	d’H2O	i	s’afegeix	la	Et3N	(18	eq,	1,6	mL).	
Seguidament	 s’afegeix	 el	 CDMBI	 (6	eq,	 817	mg)	 i	 s’agita	 la	 reacció	 durant	 2	 hores	 a	 0-5°C.	
S’elimina	el	producte	DMBI	per	precipitació	i	filtració	i	es	liofilitza	la	mostra.	Per	a	l’eliminació	
de	les	salts	de	Et3N	es	ressuspen	la	mostra	en	H2O	(10	mL·g	cru-1,	45	mL)	i	s’utilitza	la	columna	
de	reïna	Amberlyst	A21.	Les	fraccions	recol·lectades	són	liofilitzades	i	analitzades	per	HPLC-MS.		

Assaig	d’estabilitat	del	derivat	oxazolina	d’N-acetil-β-D-glucosamina	

S’analitzen	diferents	solucions	d’N-acetil-β-D-glucosamina	en	tampó	fosfat-citrat	50	mM	amb	
un	10%	de	D2O	en	un	interval	de	pHs	entre	3,5	i	9.	En	condicions	d’RMN	WET_1D,	se	segueixen	
tres	senyals	per	a	determinar	l’evolució	de	la	hidròlisi	de	l’anell	oxazolina.	L’oxazolina	GlcNAc-
ox	se	segueix	amb	la	senyal	a	5,95	ppm	(J=	7,4	Hz),	i	l’α-GlcNAc	i	β-GlcNAc	formats	per	hidròlisi	
se	segueixen	a	5,05	ppm	(J=	3,7	Hz)	i	4,50	ppm	(J=	8,9	Hz),	respectivament.		

Procediments	bioinformàtics		

Procediments	generals	

Els	 alineaments	 de	 seqüència	 s’han	 realitzat	 amb	 el	 programa	 Jalview.	 Per	 a	 la	 visualització	
d’estructures	s’ha	utilitzat	el	programa	de	gràfics	moleculars	VMD.		



PART	EXPERIMENTAL	

	208	

Obtenció	estructura	SpChiD	en	complex	amb	(GlcNAc)5	

Les	 imatges	de	 l’estructura	d’SpChiD	en	 complex	amb	 (GlcNAc)5	 s’han	obtingut	 a	partir	 d’un	
alineament	estructural	entre	l’estructura	d’SpChiD	(PDB	4Q22)	i	el	domini	catalític	del	mutant	
E153Q	(corresponent	al	mutant	del	residu	àcid/base	general)	en	complex	amb	(GlcNAc)5	de	la	
quitinasa	de	Moritella	marina	(PDB	4MB5)	amb	l’eina	Matchmaker	del	programa	Chimera.	

Disseny	del	model	estructural	de	TkChiA		

El	 model	 estructural	 de	 TkChiA	 ha	 estat	 dissenyat	 amb	 el	 servidor	 HHPRED	
(toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred).	 L’elevada	 identitat	 de	 seqüència	 (80%)	 entre	 el	
domini	catalític	AD2	de	la	quitinasa	B	de	P.	furiosus	i	el	domini	catalític	de	l’extrem	C-terminal	
de	 T.	kodakaraensis	 ha	 permès	 utilitzar	 l’estructura	 d’AD2	 com	 a	 motlle.	 S’ha	 utilitzat	
l’estructura	amb	PDB	2DSK	per	a	la	construcció	del	model.	

Per	 a	 la	 obtenció	 de	 l’estructura	 en	 complex	 amb	 (GlcNAc)5	 s’ha	 realitzat	 un	 alineament	
estructural	 entre	 el	 model	 de	 TkChiA	 obtingut	 i	 l’estructura	 del	 mutant	 E526A	 de	 PfChiB	
(corresponent	al	mutant	del	residu	àcid/base	general)	resolta	en	complex	amb	(GlcNAc)5	(PDB	
3A4W)	amb	l’eina	MultiSeq	del	programa	VMD.		
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Annex	1.	Primera	generació	glicosintasa	
A1.1.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
BcChiA	D202A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A1.2.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
LpChiA	D316A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A1.3.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
SmChiC	D139A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A1.4.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
SpChiD	D151A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A1.5.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
PfChiB	D524A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A1.6.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
TkChiA	D1022A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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Annex	2.	Segona	generació	glicosintasa	
A2.1.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
SpChiD	D149A/D151A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		

	

14
63

.7
20

14
45

.7
08

15
43

.9
30

15
25

.9
40

14
77

.7
91

D 149A	D151A	0.25mgmL 	12mM	DP5ox	ON	P 	0:H5	MS 	R aw

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

4x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

1400 1420 1440 1460 1480 1500 1520 1540 1560 1580
m/z

20
73

.7
13

10
56

.6
38

18
70

.0
41

21
35

.6
71

30
91

.9
78

16
65

.9
52

14
96

.5
20

12
59

.6
96

28
87

.8
75

26
84

.4
83

24
80

.5
91

2h	pellet	DP5ox	0:F2	MS 	R aw

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

5x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250
m/z

10
56

.6
38

10
38

.5
96

10
72

.6
36

10
14

.5
86

2h	pellet	DP5ox	0:F2	MS 	R aw

0

2

4

6

8

4x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

975 1000 1025 1050 1075 1100 1125 1150 1175
m/z

12
41

.6
55

12
59

.6
96

2h	pellet	DP5ox	0:F2	MS 	R aw

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320 1340 1360 1380
m/z

16
48

.7
80

16
65

.9
52

16
90

.5
09

17
07

.8
77

17
47

.7
40

16
13

.2
16

17
29

.7
28

2h	pellet	DP5ox	0:F2	MS 	R aw

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

4x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720 1740 1760 1780
m/z

18
70

.0
41

18
51

.9
95

18
16

.6
06

19
33

.1
81

19
51

.2
35

2h	pellet	DP5ox	0:F2	MS 	R aw

0

1

2

3

4x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

1800 1820 1840 1860 1880 1900 1920 1940 1960 1980
m/z

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

5x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

2000 2020 2040 2060 2080 2100 2120 2140 2160 2180
m/z

DP5 DP6 

DP7 DP8 

DP9 DP10 

[(G
lc

N
Ac

) 7
 +

 N
a]

+ 

2
0
7
3
.6
8
8

1
0
5
6
.8
5
4

2
1
5
3
.6
5
3

2
1
3
5
.5
0
7

2
0
5
5
.8
6
1

1
1
3
6
.9
2
8

1
1
1
8
.9
4
6

1
8
6
9
.8
9
0

1
6
6
6
.6
3
2

1
4
6
3
.5
5
6

1
9
5
0
.0
2
1

1
7
4
6
.8
9
7

1
8
5
1
.9
8
3

1
2
5
9
.9
4
7

0.0

0.5

1.0

1.5

4x10

In
te
n
s.
	[a

.u
.]

1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800
m/z

14
63

 

[(G
lc

N
Ac

) 5
 +

 N
a]

+ 

10
57

 

[(G
lc

N
Ac

) 6
 +

 N
a]

+ 
12

60
 

16
66

 
[(G

lc
N

Ac
) 8

 +
 N

a]
+ 

[(G
lc

N
Ac

) 9
 +

 N
a]

+ 

18
69

 

[(G
lc

N
Ac

) 1
0 +

 N
a]

+ 

20
72

 

24
78

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

2 +
 N

a]
+ 

26
81

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

3 +
 N

a]
+ 

28
84

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

4 +
 N

a]
+ 

30
87

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

5 +
 N

a]
+ 

DP10 DP5 DP6 DP7 DP8 DP9 DP11 DP12 DP13 DP14 DP15 

10
39

 

[(G
lc

N
Ac

) 1
0o

x  
+ 

N
a]

+ 

20
54

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

0 +
 N

a]
+ 

20
72

 

[(G
lc

N
Ac

) 1
0o

x 
+ 

D
M

SO
 +

 N
a]

+ 

21
34

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

0 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

21
52

 

18
51

 [(G
lc

N
Ac

) 9
 +

 N
a]

+ 

18
69

 

[(G
lc

N
Ac

) 9
ox

 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

19
31

 

[(G
lc

N
Ac

) 9
 +

 D
M

SO
 +

 N
a]

+ 

19
49

 

[(G
lc

N
Ac

) 8
 +

 N
a]

+ 

16
66

 

[(G
lc

N
Ac

) 8
ox

 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

17
28

 
[(G

lc
N

Ac
) 8

 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

17
46

 

14
45

 
[(G

lc
N

Ac
) 7

 +
 N

a]
+ 

14
63

 

[(G
lc

N
Ac

) 7
 +

 D
M

SO
 +

 N
a]

+ 

15
43

 

[(G
lc

N
Ac

) 6
 +

 N
a]

+ 

12
60

 

[(G
lc

N
Ac

) 5
 +

 N
a]

+ 

10
57

 
[(G

lc
N

Ac
) 5

 +
 K

]+ 
10

73
 

[(G
lc

N
Ac

) 5
 o

x 
+ 

N
a]

+ 

[(G
lc

N
Ac

) 6
ox

 +
 N

a]
+ 

12
42

 

[(G
lc

N
Ac

) 7
ox

 +
 N

a]
+ 

[(G
lc

N
Ac

) 8
ox

 +
 N

a]
+ 

16
48

 

[(G
lc

N
Ac

) 9
ox

 +
 N

a]
+ 

[(G
lc

N
Ac

) 7
ox

 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

15
25

 

10
16

 
(G

lc
N

Ac
) 5

ox
 

16
90

 

17
07

 

16
13

 

18
16

 

[(G
lc

N
Ac

) 1
0 +

 K
]+ 

20
88

 

20
19

 

A	
	

SpChiD	D149A/D151A	
0,25	mg/mL	

DP5ox	12	mM 
Temps	reacció:	2	h 



ANNEXES	

	

	240	

	

	
	 	

20
74

.4
47

10
56

.9
85

18
70

.6
97

21
37

.0
03

14
63

.2
87

30
92

.9
32

16
67

.3
67

12
60

.0
75

28
88

.6
73

24
81

.3
22

26
84

.7
80

ON	pellet	DP5ox	0:F4	MS 	R aw

0.0

0.5

1.0

1.5

5x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250
m/z

10
56

.9
85

10
38

.9
01

10
72

.9
15

11
37

.2
14

11
19

.2
28

10
15

.0
00

ON	pellet	DP5ox	0:F4	MS 	R aw

0

2

4

6

4x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

975 1000 1025 1050 1075 1100 1125 1150 1175
m/z

12
41

.9
89

12
60

.0
75

12
99

.4
31

12
80

.9
22

12
88

.8
65

13
40

.4
19

13
22

.3
31

ON	pellet	DP5ox	0:F4	MS 	R aw

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320 1340 1360 1380
m/z

14
63

.8
77

15
44

.4
68

14
45

.9
79

14
97

.2
34

14
79

.9
40

15
26

.5
12

15
14

.1
41

ON	pellet	DP5ox	0:F4	MS 	R aw

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

4x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

1400 1420 1440 1460 1480 1500 1520 1540 1560 1580
m/z

16
67

.3
67

17
47

.7
30

16
91

.3
31

16
49

.2
53

17
29

.8
02

17
07

.8
01

ON	pellet	DP5ox	0:F4	MS 	R aw

0.5

1.0

1.5

4x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720 1740 1760 1780
m/z

18
70

.6
97

19
33

.0
12

18
52

.8
02

18
86

.5
92

19
50

.9
47

ON	pellet	DP5ox	0:F4	MS 	R aw

0

1

2

3

4

5

4x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

1800 1820 1840 1860 1880 1900 1920 1940 1960 1980
m/z

20
74

.4
47

20
56

.5
14

20
90

.1
73

21
37

.0
03

21
55

.1
70

ON	pellet	DP5ox	0:F4	MS 	R aw

0.0

0.5

1.0

1.5

5x10

In
te
ns

.	[
a.
u.
]

2000 2020 2040 2060 2080 2100 2120 2140 2160 2180
m/z

[(G
lc

N
Ac

) 5
 +

 N
a]

+ 
10

57
 

[(G
lc

N
Ac

) 6
 +

 N
a]

+ 

12
60

 

[(G
lc

N
Ac

) 7
 +

 N
a]

+ 
14

63
 

16
66

 
[(G

lc
N

Ac
) 8

 +
 N

a]
+ 

[(G
lc

N
Ac

) 9
 +

 N
a]

+ 

18
69

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

0 +
 N

a]
+ 

20
72

 

24
78

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

2 +
 N

a]
+ 

26
81

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

3 +
 N

a]
+ 

28
84

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

4 +
 N

a]
+ 

30
87

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

5 +
 N

a]
+ 

DP10 DP5 DP6 DP7 DP8 DP9 DP11 DP12 DP13 DP14 DP15 

DP5 DP6 

DP7 DP8 

DP9 DP10 

10
39

 

[(G
lc

N
Ac

) 1
0o

x  
+ 

N
a]

+ 

20
54

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

0 +
 N

a]
+ 

20
72

 

[(G
lc

N
Ac

) 1
0o

x 
+ 

D
M

SO
 +

 N
a]

+ 

21
34

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

0 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

21
52

 

18
51

 
[(G

lc
N

Ac
) 9

 +
 N

a]
+ 

18
69

 

[(G
lc

N
Ac

) 9
ox

 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

19
31

 
[(G

lc
N

Ac
) 9

 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

19
49

 

[(G
lc

N
Ac

) 8
 +

 N
a]

+ 

16
66

 

[(G
lc

N
Ac

) 8
ox

 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

17
28

 
[(G

lc
N

Ac
) 8

 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

17
46

 

14
45

 [(G
lc

N
Ac

) 7
 +

 N
a]

+ 

14
63

 

[(G
lc

N
Ac

) 7
 +

 D
M

SO
 +

 N
a]

+ 

15
43

 

[(G
lc

N
Ac

) 6
 +

 N
a]

+ 

12
60

 

[(G
lc

N
Ac

) 5
 +

 N
a]

+ 

10
57

 

[(G
lc

N
Ac

) 5
 o

x 
+ 

D
M

SO
 +

 N
a]

+ 

11
19

 
[(G

lc
N

Ac
) 5

 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

11
37

 [(G
lc

N
Ac

) 5
 o

x 
+ 

 N
a]

+ 

[(G
lc

N
Ac

) 6
ox

 +
 N

a]
+ 

12
42

 

[(G
lc

N
Ac

) 7
ox

 +
 N

a]
+ 

[(G
lc

N
Ac

) 8
ox

 +
 N

a]
+ 

16
48

 

[(G
lc

N
Ac

) 9
ox

 +
 N

a]
+ 

[(G
lc

N
Ac

) 6
 +

 D
M

SO
 +

  N
a]

+ 
13

40
 

[(G
lc

N
Ac

) 7
ox

 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

15
25

 

10
16

 
(G

lc
N

Ac
) 5

ox
 

[(G
lc

N
Ac

) 6
ox

 +
 D

M
SO

 +
 N

a]
+ 

13
22

 

[(G
lc

N
Ac

) 5
 +

 K
]+ 

10
73

 

16
90

 

17
07

 

14
79

 

14
97

 

[(G
lc

N
Ac

) 9
 +

 K
]+ 

18
85

 

[(G
lc

N
Ac

) 7
 +

 K
]+ 

20
88

 
[(G

lc
N

Ac
) 1

0 +
 K

]+ 

B	 	

SpChiD	D149A/D151A	
0,25	mg/mL	

DP5ox	12	mM 
Temps	reacció:	18	h 



ANNEXES	

	 241	

A2.2.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
SpChiD	S110G/D151A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A2.3.	 Espectre	 de	 MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
SpChiD	G113S/D151A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A2.4.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
SpChiD	F119A/D151A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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Annex	3.	Tercera	generació	glicosintasa	
A3.1.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
SpChiD	Y28A/D149A/D151A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A3.2.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	

SpChiD	S110G/D149A/D151A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	18	hores	de	reacció.		
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A3.3.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	

SpChiD	D149A/D151A/Y154W	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A3.4.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	

SpChiD	D149A/D151A/G195W	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A3.5.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
SpChiD	D149A/D151A/Y226W	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A3.6.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	

SpChiD	D149A/D151A/W241A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció,	B.	18	hores	de	reacció.		
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A3.7.	 Espectre	 de	MALDI-TOF-MS	 dels	 productes	 del	 precipitat	 de	 les	 reaccions	 catalitzades	 per	
SpChiD	D149A/D151A/W395A	amb	(GlcNAc)5-ox.	A.	2	hores	de	reacció.		
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