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INThODUCCIONGENERAL

INTRODUCCION GENERAL

La tecnologíaenzimáticaentendidacomo la utilización por el hombre de la

capacidadbiocatalíticade las enzimases tan antiguacomo el propio ser humano.La
coagulaciónde la leche por su almacenamientoen recipientesfabricados con los
estómagosdeanimales,el enternecimientode la carneportratamientoconhojasy frutos
de determinadasplantaso la producciónde bebidasalcohólicasson algunosde los
procesosdesarrolladosantesdequeseconocieratansiquierala existenciade lasenzimas

o el procesoquecatalizan.Fueen 1913 cuandoL. Michaelisy M. L. Mentenasentarón
las basesde la enzimologíacon sushipótesissobre los mecanismosde las reacciones
enzimáticas(1), dando el primer paso firme para la transformaciónde un ‘arte”

transmitidode generaciónen generaciónen unatecnologíacon basecientífica.

1. INTERES INDUSTRIAL POR LA UTILIZACION DE ENZIMAS

Las enzimas son biomoléculas de naturaleza proteica que actúan como
catalizadoresenprocesosorgánicosintrao extracelulares.La complejidadde los medios
biológicos en las que ejercensu función hacequesean moléculasmuy especificasen

relaciónal substratoconel queinteraccionan,muy selectivasencuantoala reacciónque
sobreésteproducen,y capacesde actuar,engeneral,en mediosacuosos,a temperaturas
moderadas,pHscercanosa la neutralidady presiónatmosférica.

Estascaracterísticashanplanteadola posibilidadde la aplicaciónde lasenzimas
fueradesu medionaturalen procesosquímicoscomoalternativaa la utilizaciónde los
catalizadoresquímicasconvencionales.Su elevadaactividad en condicionessuavesde

pH, temperaturay presión es importantepara su empleo en procesosen los que
intervienensubstratosy/o productoslábiles;su gran selectividadevita la formación de

productossecundarios,ofreciendobuenasespectativasdeusoen reaccionesde Química
Fina;y sualtaespecificidadpermitesuactividadenmezclascomplejasy asísuaplicación
en métodosanalíticos,en el procesamientode alimentoso en reaccionesen las que
intervienencompuestosquirales.Ademássu uso permite reducir ostensiblementelos
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INTRODUCCION GENERAL

costesdel proceso,tanto por el ahorrode energíacomo por eliminación de etapas

posterioresde purificación.

Hasta ahorala implantaciónde las enzimascomo catalizadoresen procesos
químicos a gran escalase ha visto condicionadapor la dificultad de control de los

procesosde catálisishomogénea,el alto costedel extractoenzimático,la pérdidade
actividadenzimáticadurantelas reacciones,la contaminacióndel productofinal por la

presenciadel catalizadoren solución, la dificultad de su eliminaciónde la mezclade
reaccióny la imposibilidadde su reutilización. Todosestosinconvenientesderivande

trabajarcon uncatalizadorhomo2éneo,quesesolubilizaen la mezclade reacción,y i~kil
enreaccionesprolongadas.Porello sehandesarrolladomultitud deestrategiasparala
inmovilización de las moléculasde catalizadoractivas en un sistemaque permitala
difusiónde lossubstratoshastaalcanzarla moléculade enzima,deformaqueéstapueda
ejercersu actividadsin salir desurecinto.

LI. INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Bajo la denominacionde técnicasde inmovilizacióndeproteínasserecogentodos
aquellosmétodosquelogran el confinamientoo localizaciónde las moléculasde enzima
en cieno espaciodefinidoy limitado de forma que retengansu actividad catalítica y que
permitansu uso repetido. Las estrategiasdesarrolladascon estefin sepuedenorganizar
en dos grupos(Figura 0.1) segúnconsistanen la retenciónfisica de la moléculasen un
espaciolimitado sin sufrir modificaciónalguna(A) o en la insolubilizaciónpor unión
quunicade la moléculasentresí o a unaestructurasólida (B). Dentrodelprimergrupo

de técnicasde inmovilización se agrupanaquellasque han desarrolladosistemasde
confinamientode la solución proteicadentro de un recinto semipermeablecomo los
reactoresdemembrana,las fibrashuecaso la microcápsulas(Al) y otrosmétodosenlos
quelas moléculasseencuentranatrapadasen micelasreversaso en redespoliméricas

(A2). El segundograngrupode estrategiasparala inmovilización de proteínasa través
de la insolubilización de la moléculaspor interacciónquímicase clasificansegúnla
naturalezade la citada interacciónen: procesosno covalentes,o inmovilización por

adsorción, en los cuales las uniones son mayoritariamentede tipo hidrofóbico o
electrostático(B1), y ensistemasde insolubilizaciónpor formacióndeenlacescovalentes
en los que participa la molécula de enzima (B2), que abarcantanto procesosde
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INTRODUCCION GENERAL

(Al)

entrecruzamientointermolecularcon agentesbifuncionalesde pequeñotamaño,como

copolimerizacionesdurantela formación de una matriz polimérica, o comola unión
covalentea solidospreexistentes.

(B1)

111111
“‘u’

Iltilil

¡“‘II

(B2)

Figura0.1. Técnicasde inmovilización de enzimas(E): (A) Confinamiento;(B) Insolubilizacion.

La elecciónde una u otra estrategiade inmovilización para la obtenciónde
derivadosenzimáticosparaserutilizadoscomocatalizadoresen un determinadoproceso
qunnico dependeráde todos los factores que en él intervienen,es decir de las
propiedadesy característicasintrínsecasde la enzima(actividad, condicionesóptimas

4
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INTRODUCCION GENERAL

de estabilidad,estructurasterciaria y cuaternaria),del tipo de reacción a catalizar

(naturaleza,característicasy propiedadesdesubstratosy productos,condicionesóptimas
de la reacción),de los condicionantesdetipo industrial dependientesdel diseñodel

reactorenzimático(requerimientosoperacionales,costes)y, en general,de lasventajas
y propiedadesadicionalesquesedeseenconseguircon dichoprocesode inmovilización.

Los métodosfísicosy las unionesa soportessólidospor adsorción favorecenuna

inmovilización suavey no distorsionantepor la ausenciade interaccionesquímicasque
afectena la enzima,y permiten la inmovilización de varias enzimase incluso de su

correspondientecofactor.El inconvenientede todasestastécnicases la mínimao nula
estabilizaciónlogradapor los derivadosenzimáticosresultantespueslas moléculasse
encuentranlibres en el medio o unidas de forma reversible a la matriz, la única

estabilizaciónpermitidaselogra cuandoselimitan las interaccionesintermoleculares
(agregacióno proteolísis)o procesosde disociación de subunidadeso pérdidadel
cofactor,por ello estrategiasmásagresivasen la que tiene lugar la participaciónde la
enzimaen unionescovalentesson la estrategiasde eleccióncuandose pretendelimitar
las inactivacionesy/o la libreraciónde la enzimaal mediode reacción.

La inmovilización de unaenzimapor formaciónde enlacescovalentesentreella
y el soporteo la matrizen la queseintegrasuponela in’eversibilidadde la unión y, en
consecuencia,grandesventajasfrente a otros sistemasde inmovilización de enzimas

cuandose pretendeconseguirno sólo un catalizadorheterogéneosino suficientemente
estable. Si ademásel procesopermite la formación de numerososenlacesen cada

moléculadeenzima,lo quesehadenominadomultiinteracción,la fijación de la posición
relativade variospuntosde la moléculaen el espacio,implica el aumentode la rigidez

desuestructuraterciaria y por lo tantounaimportantelimitación aposiblesdistorsiones

de la conformaciónactiva del biocatalizadorprovocadaspor el medio,las condiciones
o la duraciónde la reacción.

La ideade que la inmovilización a travésde varios puntos a un determinado
soportedeberíaejercerun importanteefectoestabilizadorpropuestapor Klivanov (2, 3),
fue desarrolladacon éxito por Mozhaevet aL (4, 5) y Martineket aL (6) para enzimas

copolimerizadas.Ante las limitaciones en cuanto a carga enzimática,propiedades
mecánicasy problemasdifusionalesplanteadaspor la estructuraporosacerradade los

derivadospreparadospor copolimerización,así como la imposibilidad de control del

gradodemultiinteracción,sehapropuestola unióncovalentede enzimassobresoportes
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sólidospreexistentescomola másadecuadaparala obtencióndederivadosenzimáticos

inmovilizadosy estabilizados.

1.1.1. INMOVILIZACION DE ENZIMAS POR UNION COVALENTE A SOPORTES

SOLIDOS PREEXISTENTES

La unión covalentede enzimasa soportessólidospreexistentesesla estrategia
másutilizada debido principalmentea tres importantespropiedadesconferidasa los

derivadosenzimáticosobtenidosporestesistema,ademásde las derivadasde la propia
inmovilización. Estos atributoscaracterísticosson el caractercovalentey por lo tanto

establede la unión,la estabilizaciónadicionalquepuedeconferir la interaccióncuando
seamultipuntual y el pennitir manipulacionesposteriorescon el fin de modificar

propiedadesquímicaso catalíticas,provocarcambiosde especificidadde substratos,
realizarestudiosde desplegamíento-replegamiento,de la presenciade cosolventeso

cosolutos,etc.. Además,en muchoscasoses posible la eleccióndel soporte adecuado
segúnel precio,el tipo de reactoro la capacidadde carga enzimáticadeseados.

Sin embargocada tipo de enzima y cada reacción a catalizar presentaran

condicionantesespecíficosal establecimientode estrategiasgeneralesdeinmovilización
covalente,surgiendoproblemasde congruenciageométricaenzima-soporte,los cuales
limitaríanla posibilidadde multiinteraccióny deestabilizaciónadicional,el númerode

unionesde cadamolécula de enzima con el soportepodría provocar distorsionesy

conducir a derivadosenzimáticosinactivos, o bien, algún grupo del centro activo
imprescindibleparasuactividadcatalíticapodríaparticiparen launiónal soporte,lo cual
supondríala inactivaciónde la enzima.

> Inmovilización covalentede enzimassobre soporteglioxil-agarosa

Este método consiste en la inmovilización covalente controlada y poco
distorsionantede enzimas sobre un soporte sólido preexistente tipo supe,ficie

polifuncionalizadocon gruposaldehído moderadamenteseparadosdel soporte(7, 8).

El procesode inmovilización se inicia con el ataquenucleofilico del N de un
residuode Lys superficial de la enzimasobre el C carbonílico de uno de los grupos
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glioxilo con los quese encuentraactivadoel soporte,dandolugar a unabasede Schiff
Esta base de Sc/tiff es una forma reversibley por ello seránecesariala posterior

reducciónconNaBH< paraqueresulteun enlacecovalentesencilloy por tanto estable
entreenzimay soporte.Estareducción,ademásprovocael bloqueoo inactivacióndel

soporte,porconvertirlos gruposglioxio reactivosremanentesengruposhidroxilo inertes.

Lascaracterísticasmásimportantestantodel tipo degruporeactivocomodel tipo

de unión enzima-soportese resumen a continuación.En primer lugar, los geles de
agarosason estructurastridimensionalesmás o menoscompactasintegradaspor la

asociaciónde filamentos de cadenaspolisacáridasorganizadas,cadauno de estos
filamentosde gran densidadexhibeunagran superficieanteunaenzima,posibilitando
unabuenacongruenciageométricaentreambas.El métododeactivaciónpermiteel fácil
control del grado de activaciónsuperficialy con ella sepuedeconseguiruna elevada

densidadsuperficialde gruposactivosaccesiblesen el soporte.Estos gruposreactivos
obtenidosson muy establestanto duranteel almacenamientoprolongadocomoen el
transcursode la reacciónde inmovilización de proteínas.El grupo con el que se ha
activado el soporte,grupo glicol, presentagran reactividadhacia un grupo químico

abundantesobre la superficiede las proteínascomoesel grupoaminode los residuos
de Lys y la interacciónentreellosno presentaningún impedimentode tipo estérico.El
resultadodel procesoesla formacióndeun enlacereversibletipo basede Sc/tiff, estoes

muy importantepueslosenlacesqueseformaránmayoritariamenteseránaquellosque
suponganla mínimadistorsiónde la estructuratridimensionalde la enzima,siempreque
las condicionesde reacciónno sean muy drásticas.Cuandola densidadde grupos
reactivossobre cadauna de las especies(soportey enzima)es suficiente para que

puedantenerlugarvariasinteraccionessobrela mismamolécula,la formaciónde dos
enlacestipo basedeSc/tiffentreellossuponela inmovilizaciónirreversiblea pesarde la

reversibilidadde cadauno deestosenlaces,puesla probabilidadde quelos equilibrios
dedisociaciónde ambosenlacesseencuentrenen el mismo instantedesplazadoshacia

forma disociadason muy bajas(Figura 0.2). El tratamientoposteriorcon un agente
reductorcomoel NaBH4no sólosuponela irreversibilidadde los enlacesformadossino

la inactivacióndelos gruposreactivosdelsoportequeno hubieráninteracccionado,que
pasanaconvertirseenhidroxilos, lo cualsuponela obtencióndeun derivadoenzimático
inmovilizadoenel quela enzimaseencuentraunidacovalentementea un soportesólido
inerte.
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Estascaracterísticasconfierenal sistemade inmovilización buenasposibilidades
de queentreenzimay soportetenganlugar unainteracciónintensa,a travésde varios
puntos,pero poco distorsionante,y prometenunainmovilización rápida, extensiblea
todo tipo de enzimasy duradera,como lo demuestrala aplicación a enzimastan

diferentes como la lipasa de Candida rugosa (9), tripsina (8), quimotripsina (10),
penicilina G acilasa(11), ferredoxin-NADP4reductasa(12), etc. quehandado lugar a
derivadoscon unaalta cargaenzimáticae importanteestabilización.

o
O—CH
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o
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o—CH2--C
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1.2. UTILIZACION DE ENZIMAS EN INDUSTRIA LACTEA

La aplicación de enzimaspara la Industria del procesamientode alimentos
líquidoshaavanzadorápidamentedebidoa quelos procesosde la industriaalimentaria

en generalson degradativosy en muchosde ellos la industriatradicionalya utilizaba
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extractosenzimáticos,por lo tanto la introducciónde nuevas tecnologíassuponela
adaptaciónde los procesosutilizando la mismaherramienta(biocatalizador).

La industria lácteaofrece un campo muy interasantepara la utilización de

enzimasinmovilizadasenel procesamientode susproductosoensuanálisis.Muchosde
los procesosqueserealizanhoy endíarequierenel usodeenzimasqueen laactualidad

seusanen forma de extractossolublescon los problemaseconómicos,técnicosy de

posibles contaminacionesque ello conlíeva, por tanto la utilización de derivados

enzimáticosinmovilizados sobre los numerososderivadoslácteos fluidos supondría

interesantesoportunidadestanto por la posibilidadde substituirlas etapasenzimáticas

clásicas por sistemasen continuo, como por la posibilidad de introducir nuevos

tratamientosenzimáticosque denlugar a nuevosproductosy de mayorcalidad.Desde

quehasido planteadaestaposibilidadsehanestudiadonumerosasreaccionesdeinterés

potencial:

- Utilización de catalasa inmovilizada para la degradacióndel peróxido de

hidrógeno(11202)usadoen la esterilizaciónde la leche enfrío.

- Utilización deperoxidasainmovilizadacomoagenteantiiinicrobiano.

- Utilización de papaína inmovilizadapara el estudiode la estructurade las

micelas.

- Utilización deproteasasinmovilizadasparala coagulaciónde la leche.

- Utilización de (3-galactosidasasinmovilizadasparala hidrólisis de lactosa.

- Utilización de lipasasy esterasasinmovilizadaspara la producciónde aromas

naturales.

Dos de la enzimaspara las queseríade gran interéssu inmovilización parael
empleode los derivadosen la industria lacteason: renina y ¡3-galactosídasa.

Lasreninassonproteasasácidasquecatalizanla hidrólisisdeunaúnica proteína
láctea,la caseínaic, lo cual desencadenauna cadenade procesosque culminan con la

formación deun precipitadodenominadocuajada, primeraetapaen la produccióndel
queso.Estasenzimasson delasmásusadashoy endíaa nivel industrialy su adquisición

suponegrandessumasde dinero para las industriasconsumidoras.Por ello se han
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realizadonumerososestudiosparadeterminarel modode utilización máseficiente.El
desarrollode las técnicasde inmovilizacion de enzimasha orientadomucho de estos
estudiosa la inv~stigaciónde las posibilidadesde inmovilización impulsadospor dos

factores: el enormeincrementode la demandaque llevó a períodosen los que la

disponibilidad de los extractos utilizados, principalmente quimosina, disminuía

considerablementey la laboriosidady dificultaddecontrol deprocesoindustrial.Por lo
tanto, la obtención de derivados inmovilizados de estas enzimas permitiría el

procesamientoen sistemasencontinuoconelconsiguienteahorroencatalizador,además
sefacilitada el control del proceso,se limitarían de reaccionessecundariassobrelos

productosde la coagulacióno de menorespecificidadque la hidrólisis de caseína,y se

podríanobtenersueroslibresdeenzima(ricosen lactosay enproteínassolubles)lo cual
permitiría su aprovechamientoposterior.

Al tratarsede una endoproteasay tener que actuar sobre un substrato
macromolécularla inmovilizaciónpuedeplantearcondicionantesdetipo estéticodando
lugara la pérdidade suspropiedadescoagulantes.Por ello, la preparacióndederivados
presentauna mayor complejidadque la de otras enzimascuyos substratosson de

pequeñotamaño.

Las f3-D-gakwtosWasas(fS-D-galactósido galactohidrolasas, EC 3.21.23) son

disacaridasasquecatalizanla hidrólisisy transgalactosilaciónde13-galactopiranósidos.Su
substratonatural es la lactosay por ello tambiénson denominadaslactasas,siendo

responsablesde la hidrólisis de su enlace/3-(1-4) rindiendocomo productos:galactosa
y glucosa.Son, por tanto,enzimasespecíficasparael anillo D-piranósidoy el enlace/3-
glicosídico.

El interésindustrial de estasenzimasresideen la posibilidadde su utilización

parala eliminaciónde la lactosaen numerososproductosy subproductoslácteos.

La lactosa(4-O-f3-D-galactopiranosil-D-glucosa)esel azucarmayoritariode la
lechey su presenciaen los productoslácteossuponeimportanteslimitacionesa la hora

de su manipulacióno del consumohumanode los productos.En primer lugar, la
insuficienciaenzimáticaintestinal quepresentauna sub-poblaciónde individuos nada

despreciable,hacequedesarrollenintoleranciaa la lactosaporlo que, en muchoscasos,
no puedenconsumirlecheni susderivados.En segundolugar,la bajasolubilidaddeeste
disacáridolimita considerablementemuchosde los posiblestratamientosaaplicarsobre
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los productoslácteos,dificultandoy encareciendolos procesosindustriales.Y en tercer
lugar, la presenciade lactosaen los suerossuponeun importantecontaminantede las

aguasresidualesde las plantasprocesadorasde leche.

La aplicación de estasenzimasen la industrialáctea, ademásde eliminar los

citadosinconvenientesderivadosde la presenciade estecomponenteen los productos

elaborados,supondríaun atractivomododeaprovechamientode los sueroscomojarabes

de glucosay galactosaque podrían ser utilizados como edulcorantesen productos

propios o en diferentes industrias alimentarias. También permitiría introducir

modificacionesen los procesoslo cual daríalugara derivadolácteosdiferentes.

Lascaracterísticasestructuralesy propiedadesenzimáticasdecada/3-galactosidasa

dependende su origen, por eso en cada capítulo del presentetrabajo se haceuna
descripciónbrevede la lactasaobjeto de estudio.Las diferenteslactasashan mostrado

variadaspropiedadescinéticasquecondicionaransuposibleaplicaciónen funcióndelas

propiedadesdel substrato,de los rendimientosrequeridosy de los condicionantes

tecnológicosdelproceso.Así, lasenzimasdeorigenfúngicodisponiblescomercialmente,

conioAspergilluso,yzaeyAspergiilusniger permitenbuenosrendimientosen la hidrólisis

de lactosaensuerodebidoa supH óptimoácido(pH 4,5) apropiadoparaestesubstrato;

parasu utilización en la hidrólisis de lactosaen leche, se ha compensadosu menor
actividadenzimáticaapH 6,0-6,5,utilizandocantidadesmayoresdeenzima.Tambiénse

hanestudiadofuentesenzimáticasde tipo bacterianocomoEscherichiacok o Badillus

circulans portenerun PH óptimodeactividadadecuadoparasuutilización en leche,sin
embargodebido a su origen su aplicaciónen procesosalimentariosno esconsiderado
“seguro” y por tanto su usono estápermitido.

El proceso de hidrólisis de lactosa se debe realizar preferentementea

temperaturasaltas para eliminar probiemas de contaminaciónbacterianay para
aumentarla velocidad de reacción pueses precisoprocesargrandescantidadesde

substrato(lecheo suero).Por ello, la obtencióndederivadosenzimáticosóptimospara
su empleoa nivel industrial obliga a que éstosseanmuyactivos y muy estables.Esta
estabilizaciónpodrávenir de la manode la propia inmovilización o por el desarrollo

posteriorde estrategiasde establizaciónsobrelos derivadosinmovilizados.
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OBJETIVOS GENERALES

De un modo muy general,el primerobjetivo de la presenteTesisDoctoralesel
desarrollode herramientasbioquimico-físicaspara optimizar el diseñomolecularde
derivados de enzimas inmovilizadas útiles en tecnología de alimentos y más

concretamentede derivados de una renina y de diferentes lactasas de interés en
tecnologíaláctea. Sin embargo,al abordardicho objetivo surgendificultades, poco
estudiadasenTecnologíaEnzimática,y no exclusivasde la Tecnologíadelos Alimentos.

Los problemasa resolverparadiseñarbuenosderivadosde renina y lactasa sesolapan
perfectamenteconotros,no losmáscomunesperosímuy frecuentes,quesemanifiestan
en las enzimasde interésindustrial, como son: la utilización de enzimasinmovilizadas

que actúansobre substratosmacromoleculares,la inmovilización y estabilizaciónde
enzimasaltamenteglicosiladaso la estabilizaciónestructuraly funcional de enzimas

oligoméricas.

Así puessedecidió, en contraposicióna la tecnologíamáscomún de enzimas
sencillasque actúansobresubstratosde bajo pesomoleculary tomandocomomodelo
las citadasenzimasde marcadointerés industrial, fijar como objetivo primordial del
trabajo:la inmovilizaciónyla estabilizaciónde enzimasde estructuray/ofuncióncomplejas.

Como métodode trabajosecontinuóla lineade investigaciónclave en nuestro
laboratorioparael desarrollodenuevastecnologíasdeenzimasindustrialesa travésde
la aplicacióndeestrategiasdebioquímicay biofísica de fasesólida.Es decir, servirsede
la inmovilizaciónde la posteriormodificaciónde losderivadosresultantes,parael diseño
de nuevossistemasdeestabilizary modularlaspropiedadesde la enzimasindustriales.
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Son treslos problemasaresolvery a ellosse

de la Memoria:

1.- Inmovilización de enzimas/proteínas que

macromoleculares.

dedicacadauno de los trescapítulos

actúan sobre substratoslligandos

11.- Inmovilizacióny estabilizaciónde enzimasaltamenteglicosiladas.

iii.- Inmovilización y estabilización estructural y funcional de proteínas de estn¿ctura

oligomérica.

En cadauno de los capítulossediscutenlas nuevasmetodologíasa utilizary en

la DiscusiónGlobalserealizauna evaluaciónconjuntaya que,a pesarde los diferentes

temasplanteados,el nucleode los problemasy las herramientaspararesolverlostienen

numerosospuntosen común.El problemaglobal esla inmovilización de unaenzima
paraserreutilizadasin quelasmoléculasseliberendelsoporte,al mismotiemporetener
un gran porcentajedeactividad catalítica,tantohaciasubstratospequeñoscomohacia
substratosmacromoleculares,y aumentarsu estabilidadcuantoseaposiblefrente a la

disociacióndesubunidades,frentea ladistorsióndela estructura3D, etc..Lassoluciones

vendránde la mano de la elecciónde las estrategiasadecuadas,de la eleccióndel

soportepara la inmovilización, de la elección de la química de activación, de la
utilización de brazosespaciadores,de la elecciónde los agentesentrecruzantes,del

diseñode los procesosde inmovilizacióny de modificacionesquímicas,etc..

14



CAPITULO 1

Inmovilización de enzimas que actúan sobre

substratosmacromoleculares:Inmovilizaciónde renina
de Mucor miehelparala hidrólisis de caseínaic.
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INTRODUCCION

1. INMOVILIZACION DE PROTEíNAS/ENZIMAS QUE ACTUAN SOBRE

LIGANDOS/SUBSTRÁTOS MACROMOLECULARES

La inmovilización de enzimasy otras proteínasde interésque unavez en fase

sólida debenactuarsobresubstratosmacromolecularessuponeun problemageneral

tantoparael desarrollode técnicasde cromatografíacomoparareaccionesindustriales.

Este es el caso de la inmovilización de antígenos para unión específica del
correspondienteanticuerpo,denucleasasparahidrólisis de ácidosnucleicos,de lectinas

o, comoenel casoquesehaelegidocomoejemplo,deproteasascomola renina (39.000

D) parala hidrólisisdecaseínaic (19.000D), en los cualesla zonade la superficiedela

enzimainvolucradaen el reconocimientodel substratoy en la catálisisdebe sermuy

amplia (Figura 1.1). Ello trae consigo dos problemas críticos en el proceso de
inmovilización:

-porun lado, pequeñasdistorsionesen la estructuratridimensionalde la enzima

que se puedenproducir duranteel procesode inmovilización, por la unión

covalentemultipuntual,por interaccionesfisico-quimicasentrela enzimay el

soporte,etc. puedentenerahora efectosnegativosmuy importantessobrelas

propiedadescatalíticasde la enzimainmovilizada.

- porotro lado, la posibilidaddequetrasla inmovilizaciónde la enzimasucentro

activo puedaquedarparcialmenteorientado hacia la superficie del soporte,

impondríaseverasrestriccionesparael accesodelossubstratosmacromoleculares.

Estosproblemashan recibido pocaatenciónen la literaturacientíficasya queen

la mayoríade los sistemasenzimáticosde interésindustrial las enzimasdebenactúar

sobresubstratospequeñosy la incidenciade losproblemasplanteadosesmuchomenor.
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

S S-E

Figura1,1.Representaciónesquemáticadela interaccióndeunaenzimaconun substratomacromolecular.

Así pues,para optimizar la preparaciónde estosderivadosde proteínasque

actúanfrentea substratosmacromoleculares,en la presenteMemoriadeTesisDoctoral

seha estudiadola influenciade algunascaracterísticas,tanto del soportecomode los

métodosde activaciónde los mismosque, en estecasopuedensercríticas.Así:

* se inmovilizará la enzima sobre soportesactivadoscon diferentes grupos

funcionalesparaforzar la unión de las moléculasde proteínaal soporte a travésde

diferenteszonas de su superficie externa. De este modo se pretendemodificar la

orientaciónrelativa del centro activo de la enzimacon respectoa la superficiedel

soporte,hastalograrunaorientaciónen la cual no sevearestingidala accesibilidadde

los substratosvoluminosos,

* se inmovilizará la enzima sobre soportesactivadosen los que los grupos

funcionalesreactivosse encuentrenalejadosde la matriz del soportepor medio de

“brazosespaciadores’inertes,

* y, por último, seinmovilizará la enzimasobresoportescon morfologíainterna

diferenteque suponganmenorimpedimentoestérico.

E
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(A)~

(B)

(C)

Figura1.2. Estrategiasdc inmovilización propuestasparala inmovilizaciónde enzimasqueactúansobre
substratosmacromoleculares:(A) Anclaje de la enzimaal soportecon distintasorientacionesrelativas,

(E) Utilización desoportesactivadoscon‘brazosespaciadores”y (O Utilización desoportescon diferente

morfología interna.
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* en general,sediseñaráninmovilizacionesmuy suavesparareduciral máximo

las distorsionesde la enzimadurantela inmovilizacióny paraconservarlo másintacta

posible toda la zona involucrada en el reconocimiento de los substratos

macromoleculares.Es decir, utilizando soportescon un bajo grado de activación,se

intentaránreduciral máximolasposibilidadesdequecadamoléculadeenzimasepueda
unir al soportea travésde varios enlaces.Al mismotiempo, cuandola inmovilización

requieraalgúntipo de modificaciónquímicapreviade la enzima(la activaciónde sus

residuosácidos, la oxidación de sus cadenasglicosídicas con pexyodato, etc.) se

emplearánlos soportescon los grupos funcionales adecuadospara que el grado

requeridode modificaciónde la proteínasealo menorposible.

A continuaciónsecomentanen detallelasdistintas alternativaspropuestaspara

estudiarcadauno de los parámetrosindicadosy la orientacióndadaa su desarrollo.

Estastres estrategiasno son en modo algunoexcluyentes,pudiendoserutilizadasde

forma complementariapara abordar el problema de la obtención de derivados

enzimáticoscon buenaactividadcatalíticafrentea substratosmacromoleculares.

* ANCLAJE DE LA ENZIMA AL SOPORTECON DISTINTA ORIENTACION

RELATIVA.

Este estudioutiliza un mismosoporte,variandoel tipo de gruposreactivoscon

los quese activa,de formaque la unión de la enzimatengalugar a travésde grupos

superficialesde diferentenaturaleza.Con ello seintentaquela orientaciónmayoritaria

que adoptaránlas moléculasinmovilizadas para cadafuncionalizaciónsupongauna

diferenciallamativa con respectoa la mayoritariacon otro tipo de activación.

Se han desarrolladocuatro métodos de inmovilización que se representan

graficamenteen la figura 1.3:
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Figura1.3. Métodosdeinmovilizacióndeenzimasporunióncovalenteasoportesdeagarosaquepermiten
la diferenteorientación de la moléculacon respectoa la superficie del soporte: (A) Inmovilización

covalenteatravésdelazonadela enzimamásricaengruposamino; (B) Inmovilizacióncovalenteatravés
de losgruposcarboxilo de la enzima;(C) Inmovilizacióncovalentea travésdel residuoaminoterminalde

la enzimay (D> Inmovilización covalentea travésde las cadenasglicosídicasdela glicoenzima.

20

[1’



CAPITULO 1 INTRODUCCION

- Inmovilización de enzimasa travésdesu area másrica en gruposamino a

soportesactivadoscon gruposglioxilo (A). Los gruposaldehídodel soporte

al rea9conarcon un grupoaminosuperficialde la proteínaformanbases

de Shiff lo cual suponela insolubilizaciónreversible.Paraque la unión

enzima-soporteseaestable,en la interacciónhan de estarinvolucradosal

menosdosparesamino-aldehído.La reacciónbipuntualha de tenerlugar

sobreun soportemuy activadosy en un medio suficientementealcalino

(pH=10,0).Con estaestrategialas moléculasdeenzimaseinmovilizarán

por la zonade susuperficiequepresentemayordensidadde residuosde

Lys ya que seránlos que másfácilmentepuedandar lugar a estetipo de

inmovilizacionesbipuntuales.

- Inmovilización de enzimas a través de sus grupos carboxilo a soportes

activadoscon grupos amino (B). La posibilidad de prepararun soporte

activados con grupos amino de muy bajo pK permite realizar la

inmovilización encondicionesexperimentalesmuy suavesutilizandobajas

concentracionesde carbodiimida como agente activador de grupos

carboxilo de Asp o Glu. Por ello la enzima se inmovilizará

mayoritariamentea travésde la zona de su superficiede la enzimamás

enriquecidaen estetipo de residuosácidos.

- Inmovilización de enzimas a través de sus reslilaos amino términales a
soportes activados con grupos glutaraWehudo (C). Estossoportesreaccionan

irreversiblementecon lasmoléculasdeproteínademodoqueéstasquedan

insolubilizadasnadamásproducirsela primerareacciónentreun grupo

aminosuperficialde la proteínay un residuoglutaraldehidodel soporte.Si

se tiene en cuentaque el pK de los gruposamino terminalesde una

proteína esde 7,5-8.0y, por el contrario, el pK de los residuosde Lys

expuestosal mediodel ordende 10,7, sepuedepreveerquela reactividad

del residuoamino terminal a pH 7,0-8,0es muy superior a la de cada

residuodeLys. Porello, cuandoseinmovilizaunaproteínaa pH próximo

a la neutralidadsobre este tipo de soportes,la reacción entre cada

moléculade enzimay el soporteva a tenerlugarprincipalmentea través

de esteresiduoamino terminal, siemprey cuandoseencuentreaccesible
en la superficiede la molécula.
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- Inmovilización de enzimas a través de sus cadenas glicosidicas a soportes

activados con grupos amino (D). En el caso de enzimaso proteínas
glicosiladasla presenciade suscadenaspolisacáridaspermiteun nuovo
tipo de inmovilización. El bajo pK de los soportesMANA-agarosaha
posibilitadola insolubilizacióndeglicoproteínas,previamenteoxidadas,en

condicionessuaves.

* UTILIZACION DE ‘BRAZOS ESPACIADORES”.

La utilización de brazosespaciadoresentre ligandos y soporte se desarrolló

principalmenteen cromatografíade afinidadpara lograrqueel ligando en fasesólida
pudieseinteraccionarcon el centro de reconocimientode las proteínas,generalmente

situadoenunacavidad,máso menosexpuesto.En estoscasoslas cadenasalifáticasde
6-9 átomosdecarbonosuelenser suficientesparalograr un perfectoacoplamientoentre

el ligando inmovilizadoy la proteínaen solución. En el casode enzimasy substratos
macromoleculares,el problema podría ser mucho más complejo ya que un
distanciamientode pocosA promovidopor “brazosespaciadoresalifáticos” podríanoser

suficientecuandola orientaciónde la moléculade enzimaenrelaciónal soporteno sea
buenaparala insercióndel substratovoluminoso.Porello sehanpropuestola utilización
de dostiposdeespaciadoresundiepoxidolineal de 12 átomos,y cadenaspolialdehídicas

obtenidaspor oxidación de dextrano.

* UTILIZACION DE SOPORTESCONDIFERENTEMORFOLOGIAINTERNA.

La naturalezaquímicadel soporteasí comoel métodode síntesisindustrial del
mismo, determinaránla disposición estructuralde las cadenaspoliméricas que lo
componen,dandolugar a estructurasporosasmáso menosabiertas(Figura 1.4). La
morfologíainternadelsoportedeterminaráel tipo de >‘conexiones”geométricasenzima-
soportequesudanenla inmovilización:interaccionesenzima-cadenamolecular,enzima-
red tridimensional,enzima-superficieo situacionesintermedias.La elecciónde un tipo

u otro de soporte será decisiva pues la conguenciageométricaenzima soporte
determinarála accesibilidaddelsubstratovoluminosopromovidoporlaproximidadentre

la superficiedel soportey el centro activo de la enzima.
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1

(A)

(B)

(C)

Figura 1.4. Soportescondiferentemorfologia interna.

Así, los soportescon poros cilíndricos como siica, vidrio, alumina, algunos
polímerossintéticoscomolas resinasSEPABEADSdela casaMitsubishi, etc. (A) o los
soportestipo agarosao celulosaconstituidospor fibrasde unos200 A de diámetro(B)
podrían presentaruna gran congruenciacon la enzimainmovilizaday dificultar su
interacción con substratosvoluminosos.Sin embargo,muchos polímeros sintéticos
obtenidosporentrecruzamientoquímicodecadenaspoliméricasaisladascomolasresinas
de tipo acrílico o detipo polivinilo presentanunaestructurainternaporosasimilar a un

entramadode cadenasmolecularesaisladas(C) y la inmovilización de moléculasde
enzimapodríapresentarmenoresproblemasestéricosparala unión de los substratos

(Figura 1.4).
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2. RENINA, ENZIMA-MODELO PARA EL DESARROLLO TECNICAS DE

INMOVILIZACION DE ENZIMAS QUE ACTUAN SOBRE SUBSTRATOS
MACROMOLECULARES

2.1. COAGULACION DE LA LECHE: ESTABILIDAD MICELAR, MECANISMO DE

LA COAGULACION Y ENZIMAS COAGULANTES

La coagulaciónde la lecheconsisteen la formaciónde un entramadoproteico
(coáguloo cuajada),productode las modificacionesfisicoquímicasde las micelasde

caseínapor la accióndeenzimasproteolíticasy/o acidificación,y suponela primeraetapa
del procesode transformaciónde la leche en quesoa Jaque siguenla separacióndel

suero(fracciónsoluble)paraobtencióndela cuajada(precipitado),el salado,y el afinado

o maduración,querecogetodaslas transformacionesbioquímicasqueseproducensobre
los constituyentesde la cuajadapor la acciónenzimas,engeneraldeorigenmicrobiano.

La micela de caseínaestáformada por la asociaciónde proteínas(caseínas:
a8¡,ag,/

3y lc), de fragmentospeptídicosy de constituyentesinorgánicos(Co y P). Las
característicasfricasde estaspartículas(volumen, densidad,gradode hidratación)les

confierengran estabilidaden medioacuoso.

Entre las caseínas,destacala fracciónic por su escasaafinidad al Ca, por ser la
únicaquepuedeencontrarseglicosilada,perosobretodo,porsu importantepapeldentro
del complejo micelar (13). La estructuraprimaria de su cadenapeptídicarevela la

existenciade dos regiones:la región N-tenninal (segmentopeptídico1-105), básicae

hidrofóbica,y la regiónC-tenninal(segmentopolipeptídico106-169), cuyocaracterácido
e hidrofilico seve acentuadopor la presenciade lascadenasglicosídicas.La presencia

deJacaseínaic enJamicelaesla quepermiteJaformacióndecomplejosestablesconlas
caseínasay /3 debidoprecisamentea su naturalezaanfipática:el núcleode la micelase
encuentraformadopor intensasasociacionespoliméricasde naturalezaexclusivamente

proteicacon bajo contenido en caseínaic, unidasentresí por enlaceshidrofóbicosy
electrostáticosen los que participaránlos gruposfosfoserilode la proteínasy el Ca. Por
el contrario, en la zona externade la micela se dispondránlas subunidadesricas en
caseínaic, que actuaránestabilizandoel complejo,exponiendoal mediosu región C-

terminal hidrofilica (14) (Figura 1.5).
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Moleculas de k-caseír,a

¡

Grupos PO
4

r’Jucleo hídrotobíco

RaeLmos de Ca9 (PO4>6

Figura1.5. Representaciónesquemáticade la estructurapropuestaparalas micelas (14): (A) subunidad

mícelary (8) micela.

Lagranestabilidaddela lechecomocoloideesconsecuenciade la cargaeléctrica
superficialnegativade lasmicelas,cuya repulsiónelectrostáticaevita la agregación,a
pesarde la gran densidad,manteniendola dispersiónmicelar.

A pesarde la granestabilidadde la miceladecaseína,la alteracióndealgunode

los parámetrosque controlansu dispersiónen el medio provocala insolubilizaciónde
la fracción proteica de la leche o coagulación. Los métodos más sencillos para

desestabilizarla dispersiónson:

- la acidificacióndelcoloide,queprovocael aumentode la solubilidaddel Ca en
la fase acuosa,con la consecuentedesmineralizaciónde la micela, así como la
disminución de la ionización de las caseínasy, como resultado,la disminuciónde su

capacidadde complejación,

- y la acción de enzi~nasproteoliticas que actúansobre las proteínasmicelares

provocandola desestabilizacióny rupturadel complejo micelar.

Aunqueexiste un gran númerode proteasascapacesde deshacerel complejo
caseínico,las más interesantesson aquellasque, por su especificidad,permiten la

obtenciónde un adecuadoprecipitadosólido o cuajada.El coagulantemásutilizado y

E3
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estudiadoha sido el cuajo o “rennet”, extractoenzimáticoobtenido del estómagode
ternerocuyo componenteenzimático mayoritario es la quimosina o renina aunque
puedeconteneren pequeñacantidadpepsinabovina (15-17). La renina esla proteasa
ácidaqueactúaespecíficamentesobre K-caseína.

Todoslos coagulantesadecuadoscomosubstitutosdel cuajo parala fabricación

de quesocontienenunaenzimapertenecientea las proteasasácidas,denominadasen
general“reninas” (EC 3.4.23 ó EC 3.4.4.3).Tanto las enzimassecretadasen forma de
zimógenospor lascélulasdel estómagodevertebrados,comolas de origenmicrobiano
secretadasal medioensuformaactiva,muestranunaconsiderablehomologíaestructural,

así como similaresmecanismoscatalíticos(18). Sus pesosmolecularesoscilan entre
30.000y 40.000D, y muestranespecificidadhaciala hidrolísisdelenlacePhe105-Met1~de

caseínaK (19),aunquepostenormentepodránparticiparenhidrólisismenosselectivas.

El estudiode la coagulaciónpor accióndelcuajo hapermitidoentenderlacomo

un procesoen dos rases.La primera faseo faseenzimáticaen la que tiene lugar la
hidrólisisselectivadelenlacepeptidicoPhe105-Met,<,<~dela caseínaic. Comoproductosse
obtienenel caseinomacropéptido,correspondienteal segmento106-169,soluble en el
sueroy la paracaseina ic de marcadocarácterhidrofóbicoque, al contrariode lo que
ocurreconla caseínaic, yano escapazdeestabilizaral complejocaseínicoenpresencia

de Ca. La segundafasees la de coagulación propiamentedicha, que consisteen el
desplegamientodelascadenapolipeptídicas,consecuenciade la solubilizacióndela zona
hidrofilica de la caseínaic, que deja expuestoal medio el interior hidrofóbico del

complejomicelar.

El resultado final de todo el proceso es la desestabilizacióndel sistema

‘El término “renina “, utilizado para denominar a la citada enzima coagulante 14 crea
(“rennin ‘~ en inglés> puedellevar a confusionesdebidoa quecoincidecon eldado a otra enzimasin
ninguna relación como es la producida en el riñón que desempeñauna importantefunción en el
mantenimientode la tensión sanguinea <“renin ‘9. Por ello Foltmann propuso el nombre de
“quimosina” (“chymosin ‘9, introducidopor Deschampsen 1940.

Fokmann, fi. <¡970) en “Methods iii Enzymology“. (Ed. Perlmann, £IE. y Lorand, L)
AccademicPress, vol. XIX, 421-436

Deschamps,i.M. (1940). J. Pharmacieet SciencesAccesories,ParIs, 6, 412-420.
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inicialmentehomogéneoy la formación de dos fasesuna acuosao suero en la que

permanecensolublessales,azúcaresy algunasproteínasy péptidosy un precipitadoo
cuajada jnayoritariamenteproteico.

Aunqueenlamayoríade lascondicionesla hidrólisisdecaseína1< y la coagulación

tienen lugar prácticamentesolapadasen el tiempo, es importanteremarcarque la
coagulaciónno es la consecuenciadirecta de la hidrólisis de caseínaic, sino de las
interaccionesentrelas proteínascuandono seencuentranen equilibrio con el medio.
Por ello existendeterminadascondicionesen la queel medioescapazde estabilizarlas
cadenasproteicasaltamentehidrofóbicasevitandosu precipitación. El incrementodel
pH por enzimade 6,5, la disminución de la temperaturapor debajo de 150C o la
reducción de la concentraciónde Ca evitan la coagulacióna pesarde que la etapa
enzimáticahayatenido lugar en las citadascondiciones.

2.2. UTILIZACION DE DERIVADOS INMOVILIZADOS DE RENINA

A pesarde lo complejodelprocesodecoagulaciónde la leche,la posibilidadde
separaren el tiempo la etapaenzimáticade la de coagulaciónpropiamentedicha,

convierte al procesoen susceptiblede la utilización de derivadosinmovilizadosde
enzimas.Así, tratandola leche amenosde 150Ccon el derivadoenzimáticotienelugar

exclusivamentela hidrólisis enzimáticay el simple calentamientoprovocade forma
inmediatala coagulación,siempreque el rendimientode la etapaanterior hayasido

suficiente(Figura 1.6).

Desde el punto de vista industrial, la utilización de derivadosenzimáticos

inmovilizadosen la producciónde quesoofrecedosventajasmuyimportantes:permitir

la separacióndelcatalizadorde la mezcladereacciónencualquiermomentoy evitarque
la enzimapermanezcaen el productode la reacción.De estemodo:

- sepuedeejercerun mejorcontrol de la faseInicial delprocesode coagulación
pues, al alterar el tiempo que dure la proteolisis, se puede modificar el grado de

proteolisisinicial de la lechepreviaala coagulación,factorimportanteen el rendimiento
de la cantidadde cuajadapor litro de leche,

- sefacilita el controldel procesoposteriordeafinadodel queso,puesla ausencia

del cuajo en el coáguloevitaproteolisisno especificas,
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- pennite obtener lactosueros libres de proteasas,cuya presencia dificulta el
procesamientode estos productos secundariospara su posterior reutilización en

alimentaciónanimal,paraenriquecerotrosproductoslácteoso parael aprovechamiento
de los componentesdisueltosen él (lactosa,péptidossolubles,etc.).

- se abaratanlos costesde producción,ya que permite la reutilización de los
catalizadoresal serrecuperadosde la mezclade reacciónporfiltración o centrifugación,
o bien la posibilidadderealizarla primerafasedel procesoen continuocon lo cual se
simplifica enormementela producción.

En definitiva, la utilización de derivadosinmovilizadosdeestasenzimasfacilita
la estandarizaciónde la producción y la homogeneizaciónde las propiedades
organolépticasde los productos,permitiendola reutilizacióndel biocatalizador.

a D.E.
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Figura1.6.Sistemapropuestoparalacoagulacióndelecheutilizandoun derivadoenzimáticoinmovilizado:

DLc~ Derivado Enzimático.
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2.3. RENINA DE Mucor miehel

SonlasenzimasfúngicasdeMucormiehei,Mucorpusilluso Endothiaparasiticalas

quepresentanpropiedadescomparableso inclusomejoresquelasdelpropiocuajo(14).
Al compararel extractoenzimáticoobtenidodel cultivo de Mucor miehelcon el cuajo
sepuedencitar que:

- el extractode Mucor miehei esmásresistenteque el cuajo al aumentode la

temperatura,así comoa la alcalinizacióndel medio.

- la intensidady la especificidadde la actividadproteolíticahacialas distintas
caseínasson del mismo ordenen ambosextractos.

- la distribución de la enzimaentre cuajaday lactosueroes diferente:Mucor

mieheimantienemayor actividad residualen suero y el cuajo presentamayor
tendenciaa permaneceren el precipitado.

La reninadeMucormieheiesunaglicoproteinadepesomolecular34.000-39.000
D, con un 5,4% de azúcaresde los cualeslos monosácaridosmayoritariosson glucosa

y galactosa(20). En su composiciónde aminoácidos7 residuoscorrespondenaLys y 42
y 15 respectivamenteaAsp y Glu. Poseepuentesdisulfuro, sobresu centro activo no
aparecenSerni grupossul/hidrilo (20).Sucomposiciónenaminoácidosmuestraenormes

semejanzascon las de otrasreninas.

Su actividadóptima la desarrollaa pH bajos(5,5-7,5) y es marcadamentemás

establea pH entre4,0 y 6,0.

Para la determinaciónde la actividad hidrolítica de las reninasse utiliza el
hexapéptidoLeu-Ser-Phe(NO,)-Nle-Ala-Leu-Omeque reproducela secuenciade la
caseínaic sobre la cual actúanespecíficamenteestasproteasas(21). De estemodose

evitanlosmétodosindirectosdedeteccióndela coaguaciónqueutilizan comosubstratos:

leche,lechesemidesnatada,solucionesde caseína,etc..

La actividadenzimáticaóptimafrente al hexapéptidosintéticola ejercea630Cy
pH 4,7, obteniéndoseunosvaloresparasusparámetroscinéticosde K,, 0,129mM y K~

5,2 s’ (22).
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METODOS

1. ACTIVACION DE LOS SOPORTES

1.1. DISTINTAS ACTIVACIONES DEL SOPORTE DE AGAROSA

1.1.1. PREPARACION DEL SOPORTE GLIOXIL-AGAROSA

El procesode activaciónconsisteen la esterificacióndelos gruposhidroxilo de la

agarosacomercialconglicidol (2,3-epoxzipropanol)y la posterioroxidaciónde los grupos
glicol resultantesparadarlugar agruposglioxio reactivos(7). La etapade oxidaciónes

la que permiteel control estequiométricodel procesode activaciónparaobtenerlos
gelesde agarosacon la densidadde gruposreactivosdeseada.

Se procede del siguiente modo: A 150 ml de soporte agarosa(comercial)

empaquetadoy suspendidoen30 ml de aguasele añaden50 ml de NaOH1,7 M con
28,5 mg/ml de NaBÍ!4. A continuaciónse agrega,lentamentey con agitaciónsuave,
glicidol hastauna concentraciónfinal de 2 M, controlandoque la temperaturade la

mezclasemantengaentre20 y 25
0C. Transcurridas18 horascon agitaciónconstante,se

filtra y lava el gel con aguaabundante.En unasegundaetapasesuspendeel soporte
obtenidoanteriormenteen 1,5 1 de agi.ia y sele agregala cantidadapropiadade una

solucióndeNaJO
40,1 M paraoxidar estequiométricamentesus gruposglicol y obtener

la densidadde gruposglioxilo deseada.El consumodel agenteoxidantetiene lugar en

90 minutos, transcurridoslos cualesse lava con aguay se filtra el gel glioxil-agarosa

resultante.

1.1.2. PREPABACION DEL SOPORTEMANA-AGAROSA

Parala preparaciónde lossoportesMANA-agarosa(monoaminoetil-N-aminoetil-

agarosa) se parte de los soportesglioxil-agarosa (Apanado 1.1.1) con el grado de

activación deseado.El procesode activación es el mismo con independenciade la
densidadde gruposactivosdelgel de partida.
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Se procededel siguientemodo: Se suspenden50 ml de soporteglioxil-agarosa en

unasolución de etilendiamina2 M de pH 10,0, en relaciónfinal 1:5 ~

manteniendola mezclacon agitaciónsuavea temperaturaambientedurante2 horas.
Transcurridoestetiemposeagregan2 g de NaBÍ!4 continuandola agitación2horasmás
y seprocedeal lavadodel gel, en primerlugarcon tampónborato0,1 M, NaCI 1 M de

pH 9,0, a continuacióncon tampón acetato0,1 M, NaCí 1 M de pH 4,0 y, por último,
con agua, para obtenerfinalmenteel gel MANA-agarosacon la misma densidadde

gruposreactivosdel gel glioxil-agarosade partida(23).

1.13. PREPARACION DEL SOPORTE GLUTABÁLDEHIDO-AGAROSA

Para la preparaciónde este soporte:Se suspendeel gel MANA-agarosaen
tampón fosfato 0,2 M de pH 7,0 en relación1:1,8 (v:v) y, agitandosuavemente,se le
añade glutaraldehtdo 25% hasta una relación final 1:3 (v:v). Comprobandoel

mantenimientodel pH y de la temperaturaentre18 y 20
0C, sedejan transcurrir12-14

horasparafiltrar y lavarcon aguaabundantey obtenerel gelglutaraldehido-agarosa(24).

1.1.4. PREPABACION DE SOPORTES BDE•AGAROSA

Se ha diseñadoun procesode activacióndelsoportede gel de agarosacon1,4-

butanodiol-diglicidil-éter(BDE) basadoen el seguidoutilizandoglicidol comodiepóxido
activador.El procesoesel siguiente:

¡9 Oxidacióndirectadelsoporteagarosa6B-CLcomercial:Sesuspendeunvolumen
de gel agarosaen aguaen relación 1:10 (v:v) y se trata con NaJO

40,1 M hastala

oxidación total (18-20¡imoles ¡ml gel). Alcanzadoel consumomaximo de oxidante,se
fitra y selava el soportecon aguaabundante.

2~ Reduccióntotal: Se suspendeel gel obtenido del paso anterior en tampón

bicarbonatoSO mM de pH 10,0, relación 1:10 (v:v) y se trata con NaBÍ!4 hasta
concentración1 mg/mlsupensión.Transcurridos30 minutosdeagitaciónsuave,se filtra

y selava el soportecontampón fosfato de pH 7,0 y con aguaabundante.

39 ActivaciónconBDE: Se hanpreparadodossoportesdiferenciadosenel grado

de activación,paraello sehan realizadotratamientosutilizado dos concentracionesde
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reactivoen el mediade reacción:A cada10 ml de soporteobtenidoen el pasoanterior
se le añaden,enprimerlugar 2 ó 11,42 ml de agua,acontinuación6,67 ml de solución

deNaOH 1,48 M conNaBÍ!4 41,49mg/ml y porúltimo y lentamente10,45 ó 1,05 ml de
BDE. El resultadoes una suspensiónen la que el agenteactivantese encuentreen

concentración2 ó 0,2 M, segúnel gradode activacióndeseado.Despuésde 18 horasde
agitaciónsuavea temperaturaambientesefiltra y selava el soportecon agua.

49 Oxidación máximade cada soporte: Se suspendecada uno de los soportes

obtenidosen el pasoanterioren relación1:10 (v:v) y setrataconNaJO40,1 M hastala
oxidacióntotal (90ó 18 ¡tmoles¡ml gel, respectivamente).Alcanzadoel consumomáximo
de oxidante, se fitra y se lava el soporte con agua abundantepara obtener el
correspondientegel BDE-agarosa.

1.1.5. PREPARACIONDE SOPORTESDEXTRANO-AGAROSA

Sehandiseñadoy sintetizadodos tipos desoportesde agarosa6B-CL activados

con dextrano,a los cualesselesha denominado:

- gel dextrano(oxidacióntotal)-MANA-agarosa-75o gel dextrano-agarosa-I.

- gel dextrano(oxidaciónparcial)-MANA-agarosa-20o gel dextrano-agarosa-Il.

~ Preparaci6n del soporte dextrano-agarosa-I

1~ Se preparagel MANA-agarosa6B-CL de máximaactivación (75 Mmoles de

gruposaminopor ml degel) segúnel métododescritoen el Apanado1.1.2.

2~ Se preparaunadisoluciónde dextrano-10.0003,33 mM en aguay setrata con

7,5 g de NaJO4manteniendola incubacióna temperaturaambientehastael consumo
total del oxidante, logradolo cual se dializa frente a agua.De estemodoselogra la
oxidación total del dextrano,resultandounamoléculapolialdehídicade cadenalarga.

39 Se disuelve TMAB en concentración150 mM en tampónfosfato 100 mM de

pH 7,0 y se le añadeun volumen idéntico de la solución de dextranooxidado. A la
solución resultantesele incorporael gelMANA-agarosahastaunasuspensiónfinal 1:10

(v:v). Se ha comprobadoque despuésde 2 horasde agitaciónsuavea temperatura
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ambientesealcanzael máximode unión deldextranooxidadoal soporte,porlo quese
procedea la reducciónde los enlacesformadosqueno sehayan reducidodurantela

incubación con TMAB: para ello se diluye a la mitad l~ suspensióncon tampón
bicarbonato0,4 M depH 10,0y seagregan5 mg deNaBÍ!4 por ml desuspensiónfinal.
Transcurridamedia hora de incubaciónse procedeal filtrado y lavadocon tampón
fosfato de pH 7,0 y luegocon agua.

42 Paraactivarlasmoléculaspolifuncionales(polihidroxios) unidasal soporte,se

procedeal tratamientoconglicidol del soporteobtenidoen la etapaanteriorsiguiendo
el mismo métodoqueal activar la agarosacomercial(Apartado 1.1.1).

59 Parafinalizar, una suspensión1:10 (v:v) del gel obtenidoen el pasoanterior

se trataconNaJO40,1 M dependiendodelgradode activación final con gruposglioxilo
quesedeseesobreel soporte(hastaun máximode 450gmoles/mlgel)

Preparación del soporte dextrano-agarosa-Il

1~ SepreparagelMANA-agarosa6B-CLcon la máximaactivaciónpermitida, por
oxidacióndirecta(sin activaciónpreviaconglicidol de la agarosacomercial)y posterior

tratamientocon EDA: el resultadoesun soportecon 18-20gmolesdegruposreactivos

por ml gel.

2~ Se preparandisolucionesdedextrano-10.O0O3,33mM en aguay setratancon
6,75, 6,0y 3,75g de NaJO4,manteniendola incubacióna temperaturaambientehastael

consumototal del oxidante, logradolo cual sedializa cadaunafrentea agua.De este
modose logran oxidacionesdel dextranoal 90, 75 y 50%, respectivamente.

3Q Se disuelveTMAB en concentración150 mM en tampónfosfato 100 mM de

pH 7,0 y se le añadeun volumen idéntico de la solución de dextranooxidado. A la
solución resultantese le incorporael gel MANA-agarosa-20hastaunasuspensiónfinal
1:10 (v:v).comprobadoque despuésde 2 horasde agitaciónsuavecesala desaparición
de dextranode la solución por lo que se consideraalcanzadala máxima carga de
dextranosobreel soporte,por lo queseprocedea la reduccióndelos enlacesformados

que no se hayanreducidodurantela incubacióncon TMAB: para ello se diluye a la
mitad la suspensiónconbicarbionato0,4 M depH 10,0y seagregan5 mg deNaBÍ!4por

ml desuspensiónfinal. Transcurridamediahorade incubaciónseprocedeal filtrado y
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lavadocontampónfosfato de pH 7,0 y luegocon agua.

4Q Parafinalizar, unasuspensión1:10 (v:v) del gel obtenidoen el pasoanterior
setrata conNaJO40,1 M dependiendodel gradode activaciónfinal congruposglioxilo

quesedeseesobre el soporte(hastaun máximo de 200Mmoles/mlgel)

1.2. ACTIVACION DE SOPORTESTIPO RESINA

1.2.1. ACTIVACION DEL SOPORTE RESINA TOYOPEJ4RL.PREPARACION DE
SOPORTE GLIOXIL-TOYOP&4RL

El procesode activaciónesidénticoal seguidoparael gel de agarosa(Apartado

1.1), siendosu densidadla misma.La activaciónmáximapermitidaes 100 p.molesde
gruposglioxilo por ml de soportehumedobien filtrado.

1.2.2.ACTIVACION DEL SOPORTE RESINA EUPERG¡TY RESINA BJOSYNTH

Ambos soportesposeengrupasepóxido reactivospor ello se sigue el mismo

procesode activaciónen amboscasos.

El soportecomercialseencuentrasecopor ello esnecesariaprimeramentesu
hidratacióne hinchamiento.Se pesauna cantidad de soporteseco, se pone en una

probetay sele añadeagua,agitandocadacierto tiempo parafavorecerque el soporte
sehumedezcatotalmentey, de estemodo,sehinche.El gelhúmedosepodráalmacenar
ennevera,unavezlavadocon aguay filtrado con unaplacaporosa.Lascorrepondientes
densidadesde los soporteshinchadosy filtrados son: 0,8 g/ml paraEupergity 0,77g/ml

paraBiosynth.

Preparación de glioxil-resinas

Se preparaunasuspensión1:10 (v:v) de soportehúmedobien filtrado en aguay

seagregaácido sulfúricohastapH 2,0. A las 14 horasde incubacióna 40
0Cse filtra el

soporte,lavándoloconabundanteagua.A continuaciónseresuspendeel soporteenagua
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1:10 y sele agregaNaJO40,1 M segúnla densidadde gruposaldehídoque se desee
obtenerhastaun máximo de 190 gmoles/mlgel paraEupergit y 130 para Biosynth.El

consumodel agenteoxidantetiene lugaren 90 minutos, transcurridoslos cualesse lava

la glioxil-resina resultantecon abundanteaguay se filtra.

> Preparación de MANA-resinas

El procesoesidénticoqueel seguidosobreel gel glioxil-agarosa(Apanado1.1.2).

2. ENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

2.1. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA RENINA

2.1.1. ENSAYO DE ACTIVIDAD HIDROLITICA

Seensayala actividaddeestaproteasausandoel hexapéptidoLeu-Ser-Phe<NOJ-

Nle-Ala-Leu-OMe,propuestopor Raymondetal}20), comosubstratodereferencia,por
la semejanzade su secuenciacon la zona de la caseína itt sobre la que actúa
específicamenteesta enzima. La hidrólisis del enlace Phe(N02)-Nle permite el
seguimientoespectrofotométricode la actividad enzimáticagracias a la naturaleza
cromofórica del aminoácido terminal Phe(N02)presenteen uno de los tripéptidos
liberados.Las condicionesóptimasdelensayo,determinadasenestudiosposteriorespor

Martin et al. (25), son:pH 4,7 y 310 nm (E= 1000 M’.cm’).

El ensayoutilizadohasidoel siguiente:A 2 ml de solucióndesubstrato0,14-0,16
mM en tampón acetato0,1 M de pH 4,7, termostatizadasa 25

0C y con agitación
constante,seles añaden25-200pl de solución de enzimao de suspensiónde derivado

enzimático.El registrodel incrementode absorbanciaa 310 nm y 250Cen funcióndel
tiempo(AAbs.m~’) permitedeterminarla velocidadinicial dehidrólisisen Unidadesde

ActividadHidrolítica (una Unidad es la cantidadde enzimaquees capazde hidrolizar 1

¡xmol de hexapéptidopor minutoen las condicionesindicadas).
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2.12. ENSAYO DE ACTIVIDAD COAGULANTE

Se ha utilizado un ensayo original para la determinaciónde la actividad
coagulantede la enzima en solución o inmovilizada. Su importancia reside en la

posibilidaddelseguimientoespectrofotométricodel proceso,asícomola posibilidadde

relacionarActividad Hidrolítica y Actividad Coagulantede la enzima.

El métodose basaen el aumentode turbidez, registradoa 550 nm, que se
produceal actuarla enzimasobre unasoluciónde caseínac (26). Los cursostotalesde
coagulaciónde caseinaitt, catalizadospor estaenzima,son de tipo sigmoideo,con un

tiempo de latenciadespuésdelcual sedesencadenael procesodeagregaciónregistrado
por el aumentode absorbanciacon luz visible.

Lascondicionesexperimentalesdel ensayoson:A 2 ml de solución de caseínaK

1 mg/mlentamponcitrato50 mM, NaCl 75 mM depH 5,3, tennostatizadaa 250Cy con
agitaciónsuavey constante,sele añaden25-200gldesoluciónenzimáticao desuspensión
de derivado, registrandoel incrementode absorbanciapor minuto (AAbs.min’),
producidoa 550 nm comoconsecuenciade la reacción.

SehadefinidocomoTiempode Coagulación(s) al períodotranscurridodesdeque
la enzimase agregaa la soluciónde substratohastael instanteen el queel curso de
coagulaciónregistradoalcanzasu puntode inflexión. Se hapropuestocomoActividad

Coagulante(sl) de la enzimaa la inversadel Tiempode Coagulación,siendounaUnidad

de Coagulaciónla cantidad de enzimaque coagulaen 1 segundo2 ml de disoluciónde

caseínaitt 1 mg/mlen las condicionesexperimentalesestandarizadas.

2.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TRIPSINA

Sehaseguidoel ensayopublicadoporSchwertyTakenaka(27).Seañaden25-150
gl de soluciónenzimáticao desuspensióndederivadoa 2 ml desolucióndeBAEE<Ncr-

benzoil-L-arginina-etil-éster)0,5 M en tampónborato 0,1 M de pH 7,6 a 250C y con

agitaciónsuave,siguiendoel aumentode absorbanciaqueacompañaa la hidrólisis de
substratosintético a253 nm (e=750Mtcnv’). Una Unidadde actividadesla cantidadde

enzimaque hidroliza 1 pinol de BAEEpor minuto en las condicionesexperimentales

indicadas.
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3. SEMIPURIFICACION DE LA SOLUCION DE RENINA DE Mucor miehel

COMERCIAL

La semipurificaciónde unasolución de~extractocomercialde reninade Mucor

mieheiserealizapor adsorcióniónicasobregelMANA-agarosa-75 y posteriordesorción,
despuésde abundanteslavadosparaeliminar del medio todo aquello que no sehaya
unido alsoporte,por aumentode la fuerzaiónicade la suspensión.Con esteprocesose
pretende,sobretodo,la eliminación de los azúcaresque pudierahaberen el extracto
comercial, para evitar posiblesinterferenciascuandose trate de oxidar la fracción

glicosídicade la enzima.

El métodoesel siguiente:A unadisoluciónde extractoenzimáticocomercialde
8 mg/mlentampónfosfato50 mM depH 5,0 (1,44-1,6U.H./ml) sele añadegelM4NA-

agarosa-75en relación1:10 (v:v). Con agitaciónsuavey a temperaturaambiente(18-
200C) se sigue el procesode adsorcióna través de la medida de actividad del
sobrenadantehastaque la unión al soporteseadel 80-100%. Una vez lavado con
cantidadabundantedel mismotampóny filtrado, seresuspendeel gel en relación1:10
entamponfosfato50 mM, NaCI 0,75M de pH7,0y seagitasuavementedurante1 hora,

tiempo aproximadoquetardaen liberarseal sobrenadanteel 95% de la reninaquese
había adsorbido.La disolución enzimáticasemipurificadaobtenidaposee 1,09-1,22

U.H.Iml.

4. OXIDACION DE LAS CADENAS GLICOSIDICAS DE R.ENINA DE Mucor miehel

La modificación química de la glicoproteinase realiza sobre la solución
enzimaticasemipurificadaobtenidasegúnelApartado3. Unavezcomprobadoqueel pH

semantieneen7,0, setratanporcionesdeestasolución (quetendráel 85% de la renina
correspondientea 8 mg de extractocomercialen cadamí) conNaJO

40,1 M hastauna
concentraciónfinal de 3,5 pinolespor U.H. (consumomáximo de oxidantepor cada

unidadde actividadhidrolítica). Cuandosedeseanoxidacionesparcialesel volumende
solución de NaJO4 añadidose reducehastacorrespondercon 2,3 (paraoxidación al
65%), 1,05 (paraoxidaciónal 30%) y 0,52pinolesde oxidantepor U.H. de la solución

(paraoxidaciónal 15%).
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6. PREPARACIONDE DERIVADOS ENZIMATICOS POR INMOVILIZACION

6.1. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA de Mucor miehel

Sehanpreparadograncantidaddederivadosde reninadeMucormiehelconcada

soporte,estudiándosela influenciade todaslasvariablesquepodríanafectaracadaruta
de inmovilización:

- gradode activacióndel soporte

- cantidadde enzimaofrecida

- temperaturade inmovilización

- duraciónde la incubación

- pH de la reacción

hastaoptimizarel procesode inmovilización sobrecadatipo de soporte.En cadacaso

la variacióndeunadeterminadacondiciónquedabien explícitaen la exposiciónde los

resultados,por lo quepara evitar la complicacionde la descripciónde los métodosse
tratarála estrategiageneralde inmovilizacion.

El seguimientodel procesode inmovilización, salvo que seindique lo contrario,
serealizacontrolandola actividadenzimáticafrenteal substratosintético(hexapéptido).
Unavezfinalizadala inmovilización, filtrado y lavadoel derivadoy resuspendidoen las

condicionesóptimasseensayasu actividadfrente al substratomacromolecular(caseína
itt).

6.1.1. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA SOBRE GLIOXIL-SOPORTES
(AGAROSA, TOYOPEARL,,ELJPERGJTY BIOSYNTH)

Sepreparaunasolucióndeextractoenzimáticoen tampónbicarbonato0,1 M de

pH 10,0,y, separándoseunapequeñafraccióncomo controldel comportamientode la

enzimaensolución,seañadeel glioxil-soportedegradodeactivaciónelegidoen relación

1:10. Comprobandoque el pH no se ha modificado y manteniendohomogeneala

suspensión,y constante la temperatura,se sigue el proceso de insolubilización
comparandoactividadesenzimáticasdesobrenadante,suspensióny soluciónenzimática
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control. Cuandoseconsideraalcanzadoel rendimientodeseadode inmovilización, se

agregaNaBH4enunaconcentraciónfinal de 1 mg/ml desuspensión(10, 27); transcurrida

mediahoraatemperaturaambiente,o 1~horasi el tratamientohatenidolugara 4
0C, se

procedeal lavadocon abundantetampónfosfato de pH 7,0 y posteriormentecon agua.

6.1.2. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA SOBRE MANA-SOPORTES

El gel activadocon gruposaminoprimariosaccesiblespermite la inmovilización
de enzimasa travésya de los gruposcarboxilode su estructurapolipeptídica,ya de las
cadenasglicosídicaspreviamenteoxidadascuandosetrata deglicoenzimas,comoesel

casode la reninadeMucor mniehei.

‘ Inmovilización de renina a través de su fracción proteica a MANA-soportes

El métodoseguidoha sido el siguiente: Se preparauna solución del extracto
enzimáticocomercialen tampónacetato50 mM de pH 5,0y, separándoseunapequeña
fracción como control del comportamientode la enzimaen solución, se añadeel gel

MANA-agarosadegradodeactivaciónelegidoenrelación1:10.Comprobandoqueel pH

no se ha modificado y manteniendohomogeneala suspensión y constante la
temperatura,sesigueel procesode insolubilizacióncomparandoactividadesenzimáticas
de sobrenadante,suspensióny solución enzimáticacontrol. Cuando se considera
alcanzadoel rendimientodeseadode la adsorción,seagregadirectamenteal mediode

reacción CDI en la concentraciónfinal elegida (1, 3 ó 10 mM). Controlando el
mantenimientodepH y temperaturay con agitaciónsuaveseincubadurante1,5 horas.

Transcurridoestetiemposeprocedeal lavadoconabundantetampónacetatodepH5,0

y posteriormentecon agua.

Parafavorecerla desorciónde todoaquelloqueno sehayaunidocovalentemente
al soportey poderdeterminarel rendimientoreal de la inmovilización covalente,se
resuspendeel derivadoenzimáticoresultanteen tampónacetato50 mM, NaCí0,75mM
depH 7,0, y seensayala apariciónde actividadhidrolíticaenel sobrenadante.Unavez
finalizada la desorción,se lava el derivadocon abundantecantidadde una solución
tampónidénticaa la utilizadaen estaterceraetapay despuéscon el mismotampónsin

NaCí.
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> Inmovilización de renina a través de su fracción glicosídicaa MANA-soportes

Basándoseenestrategiasdemodificaciónquímicadelascadenasde azúcaresde

glicoproteinaspara su activación y posterior inmovilización, se han desarrolladoen

nuestro laboratoriodiferentesmétodosde inmovilización a través de estas cadenas
poliglicosídícas,unade ellasesla utilizadaconla reninadeMucormieheiquesetratará
en el presentetrabajo.

El métodoseguidohasido el siguiente:Se preparaunasoluciónsemipurificada
de extractoenzimático (Apartado3) y oxidadaen el gradodeseado(Apartado 4), se

enfríahasta40Cy sediluye 1:1,5con tampónbicarbonato0,2 M de pH 10,0a la misma

temperatura,comprobándoseel mantenimientode] pH a 10,0. Separandounapequeña

fraccióncomocontroldelcomportamientode la enzimaen solución,seañadeel MANA-

soporte degradode activaciónelegidoen relación1:10. Comprobandoqueel pH no se
hamodificadoy manteniendohomogeneala suspensióny constantela temperatura,se

sigueel procesodeinsolubilizacióncomparandoactividadesenzimáticasdesobrenadante,
suspensióny soluciónenzixnáticacontrol.Cuandoseconsideraalcanzadoel rendimiento
deseadode inmovilización,seagregaNaBÍ!

4 en una concentraciónfinal de 1 mg/ml de
suspensión;transcurridamediahoraa temperaturaambiente,o 1 horasi el tratamiento

ha tenidolugar a 4
0C, seprocedeal lavadocon abundantetampónfosfatode pH 7,0 y

posteriormentecon agua.

6.1.3. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA SOBRE GEL
GLUTARALDEHIDO-AGAROSA

El método seguidoha sido el siguiente:Se preparauna solución de extracto
enzimáticocomercial en tampón adecuado0,1 M de pH 5,5-8.5. Separándoseuna
pequeñafraccióncomocontrol del comportamientode la enzimaensolución,seañade

el gel glutaraldehído-agarosade grado de activación elegido y en relación 1:10.
Comprobandoqueel pHno sehamodificadoy manteniendohomogeneala suspensión

y constantela temperaturaelegida,sesigueel procesode insolubilizacióncomparando
actividadesenzimáticasde sobrenadante,suspensióny solución enzimáticacontrol.
Cuandose consideraalcanzadoel rendimientodeseadode inmovilización, se agrega
NaBH

4 en unaconcentraciónfinal de 1 mg/ml de suspensión;transcurridamediahora
a temperaturaambienteo 1 hora si el tratamientoha tenidolugara 4

0C, seprocedeal
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lavadocon abundantetampónfosfato de pH 7,0 y posteriormentecon agua.

6.1.4. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA SOBRE GEL BDE-AGAROSA

Sepreparaunasolucióndeextractoenzimáticoen tampónbicarbonato0,1 M de

pH 10,0, y, separándoseunapequeñafracción como control del comportamientode la
enzimaen solución,seañadeel gel BDE-agarosacongradode activaciónelegido (18 ó

90 pinolesde gruposreactivos/mlgel) en relación1:10. Comprobandoque el pH no se

ha modificadoy manteniendohomogéneala suspensióny constantela temperatura,se
sigueel procesodeinsolubilizacióncomparandoactividadesenzimáticasdesobrenadante,
suspensióny soluciónenzimáticacontrol. Cuandoseconsideraalcanzadoel rendimiento

deseadode inmovilización, seagregaNaBí!4en unaconcentraciónfinal de 1 mg/ml de
suspensión;transcurridamediahora a temperaturaambiente,o 1 horasi el tratamiento
ha tenidolugar a 4

0C,seprocedeal lavadocon abundantetampónfosfato depH 7,0 y
posteriormentecon agua.

6.1.5. PREPARACION DE DERIVADOS DE RENINA SOBRE GELESDEXTRANO-

AGAROSA

Se hapreparadodostipos de derivadosde reninadeMucor mieheipor haberse

utilizado dos soportesque se diferencianen el método de activación de agarosacon
dextrano(Apartado 1.1.5).El procesode inmovilización esidénticoal seguidoparalos

derivadosenzimáticossobresoportesactivadoscon gruposglioxilo (Apartado 61.1).

6.2. PREPARACION DE DERIVADOS DE TRIPSINA SOBRE GLIOXIL-SOPORTES

(AGARO SA, TOYOPEJ4RL,EUPERG¡IT Y 1JIOSYNTH)

Sobre cadauno de los soportes(agarosa6B-CL, agarosa1OB-CL, Toyopearl,

Eupergit y Biosynth) se preparan dos tipos de derivados: unos en los cuales la
inmovilización tendrálugar en condicionessuaves(en presenciade benzamidinacomo
inhibidor) para evitar al máximo pérdidasde actividad enzimáticasy teniendocomo
objetivo la cargaenzimáticamáximaquepermitael soporte;y otrosderivadosque, una

vez inmovilizada la cantidad de enzimadeseada,se incubaránen condicionesque
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favorezcanla multiinteracciónde cadamoléculacon el soporte,independientementede

lo queocurraconla actividadde la enzimainmovilizada. La finalidad de los primeros

esel estudiode la máximacapacidadde cargaparala determinaciónde las densidades
específicasdegruposreactivosdesoportescondiferentemorfologíainterna (Resultados,

3.2.1). Los segundoshan permitido la determinación del grado de congruencia
geométricaconla enzimapermitidopor cadasoporteen términosrelativos.

El métodoseguidoha sido el siguiente:Se disuelvetn~sina comercial en una

solución de benzamidina2 mM en tampón borato 0,1 M de pH 10,0, se separauna
pequeñafraccióncomocontrol delcomportamientode la enzimaen solución, seañade

el glioxil-soportede gradode activaciónelegidoen relación1:10. Comprobandoqueel
pH no se ha modificado y manteniendohomogeneala suspensióna temperatura
ambiente,sesigueel procesode insolubilizacióncomparandoactividadesenzimáticasde
sobrenadante,suspensióny soluciónenzimáticacontrol. Cuandoseconsideraalcanzado

el rendimientodeseadode inmovilización, seagregaNaBÍ!4 en unaconcentraciónfinal
de 1 mg/ml desuspensión;transcurridamediahoraa temperaturaambiente,seprocede

al lavadocon abundantetampónfosfatode pH 7,0 y posteriormentecon agua.

Cuandosepretendeaumentarel númeroe intensidadde las interaccionesentre
cadamoléculade enzimainmovilizaday el soporte,seprocededelsiguientemodo: una
vez que se ha logrado la máxima carga enziniática,se filtra el derivado y se lava
lentamentecon tampón borato 0,1 M de pH 10,0 abundantepara segurarsede la

eliminación del inhibidor, seincubaen estemismo tampónen relación1:10 y sesigue
el transcursodel procesode interacciónenzima-soportea travésde la medidade la
actividad enzimática remanentedel derivado. Transcurrido el tiempo considerado
necesario(en algunoscasosvariosdías) seprocedea la reducciónconNaBÍ!4 segúnse

ha descritoparalos derivadosde renina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. ENSAYO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE DE
RENINA

Comoseha tratadoen la Introducción,la coagulaciónesun complejoproceso

queno sóloestadeterminadapor la actividadhidrolíticade la enzimasinopor una serie
de factoresinterrelácionadosquetodavíano se conocentotalmente,quedan]ugara la
formacióndeun precipitadoproteico.Identificadoel enlacede la caseínaitt sobreel que

actúanespecíficamentelasenzimascaseinolíticasy conocidala posibilidaddeseparación
de la reacciónenzimáticadelposteriorprocesode formacióndel coágulo,consecuencia

del primero,sehansintetizadodiferentespéptidosqueincluyen el enlacePhe-Metdela
caseínaitt parael estudiode la relaciónestructuradelsubstratocon la espefificidadde
la enzima(29) y paraserutilizadosen la determinaciónde la actividadenzimáticareal

de la enzima(actividadhidrolítica) y de los factoresqueafectanal procesoenzimático
y no a los procesosposterioresen los queno participa el biocatalizador.

Así se propuso e] bexapéptidoHleu-Ser-Phe(NO9-Nle-A¡a-Leu-Omecomo

substratoreferenciaparala determinaciónde la actividadproteolíticaderenina(21, 30).
Estepéptidofácilmentehidrolizadoporestaenzimacontieneunasondaespectroscópica
Phe(N02)por lo queproporcionaun métododirectoy reproducibleparalos estudiosde

actividadenzimática.

Sin embargoel substratonaturalde la enzima,caseína,esun substratode gran
complejidad.Cuandola enzimasufrealgúntipo deprocesoquede lugar amodificación
químicao estructural,o a disminuciónde la disponibilidadfisica de sucentroactivo, etc.
sus propiedadescatalíticaspuedenreflejar diferentesconsecuenciasdependiendodel
substratoa] queserefieran.Sepuedepreveerquee] substratovoluminososeverámás
afectado por las modificacionesde la enzima que el substratosintético el cual

manifestarásólo aquellíasque afecte al centro activo. Por ello hemosconsiderado
imprescindibleparael estudiode la inmovilización deestaenzimaqueactúasobreuna
substratomacromolécularcomola caseínaK el disponerde dos ensayosque premitan
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relacionarla ActividadCoagulantede caseínaitt (hidrólisisenzimática+ agregación)con

la correspondienteActividadHidrolítica frente al hexapéptidosintético.Paralo cual lo

primero seríadisponerde un ensayode actividadcoagulanteobjetivoy reproducible.

El diseñodeunensayoadecuadoparala cuantificacióndela actividadcoagulante
de estasproteasasque hidrolizan específicamentela caseínaitt se ha basadoen la
observaciónde quela acciónde estasenzimassobreunadisoluciónde dicha proteína

láctea a 250C provocaun aumentoprogresivode la turbidez que culniina con la
coagulación(26). El registro del incrementode absorbancia(X4bs.mirt’) a 550 nm,
muestraun cursototal de tipo sigmoideo:un períodode latenciainicial duranteel cual

el valor de la absorbanciapermanececonstante,seguidopor un repentinoincremento
exponencialdel mismoquealcanzaun puntode inflexión despuésdel cual la velocidad
del aumentode absorbanciadisminuyehastaprácticamenteanularse(Figura 1.7).
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Figura1.7. Registroespectrofotométricodel incrementode absorbanciaen función del tiempo a 550nm

experimentadopor unadisoluciónde caseínaitt tratadacon renma.

Este procesose ajusta a un modelo en el que el período de latenciainicial
correpondeala etapaenzimática(hidrólisis específicadela moléculade caseínaK para
darpara-itt-caseínay un macropéptido).La faseposteriorde incrementoexponencialde
la absorbanciaes debida a la segundaetapa del procesoglobal: insolubilización,
agregación y precipitación, que se desencadenaal alcanzarseuna determinada
concentracióncríticadepara-itt-caseína,porencimadela cualno esestableen solución.
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CAPITULO 1 RESULTADOS YDISCUSION

Unavez que ha tenido lugarla coagulaciónpropiamentedicha, la mezclade reacción
inicial setransformaenunasuspensióndel precipitadoenla fracciónsolublepor lo que
cesael incrementode la absorbanciaenel medio.

Seha definido comoTiempode Coagulación(TC) al períodotranscurridodesde
que se añadela muestrade enzima a la mezclade reacción hastaque el curso del
procesoseguidoa 550 nm alcanzasu puntode inflexión. Representandográficamente
1ITC frente a la concentraciónde enzima en la cubetade reacción se observa
proporcionalidad,manteniendoconstantesla temperaturadel ensayoy la concentración
de caseínaitt (Figura 1.8).
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FiguraLS. Representacióngráficade laactividadcoagulantefrentea lacantidadde proteínadelextracto
enzimáticode reninadeM miehez.

Ello indica que existirá para unas condicionesde reacción determinadasuna
concentracióncríticadeproducto(para-itt-caseína)porencimadela cualsedesencadena

el procesode coagulación,y en consecuenciamanteniendocondicionesde reacción
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CAPITULO 1 RESULTADOS YDISCUSTON

estandarizadas(pH, temperatura,agitación y concentraciónde substrato)el tiempo
necesariopara alcanzar dicho grado de hidrólisis de caseína itt es inversamente

proporcionala la concentraciónde enzimaactivo.

Se ha definido como Actividad Coagulante a la inversa del Tiempo de
Coagulación:1ITC. Una Unidad de ActividadCoagulantees, por tanto, la cantidadde
enzimaquehaceque1 mg de caseínaitt alcanceel puntode máximapendiente(punto
de inflexión) en 1 segundoen lascondicionesestandarizadasparael ensayo.Susvalores
seexpresaránen: ~

El disponerde ensayossencillos,objetivosy reproducibles,parala medidade las
actividadeshidrolíticay coagulante,permiterelacionarambas,paracuantificarlosefectos
deprocesoscomomodificacionesquímicaso la inmovilización y quepodríanafectaren
diferentemedidaa la actividadenzimáticaen función del volumende la moléculade
substratosobre el que actúe.

Seha denominadoActividadCoagulanteRemanente(A.C.R.)a la relaciónentre
la Actividad Coagulantequeconservaun derivadoenzimáticoy laActividad Coagulante
teóricaquele corresponderíasi se tratasede la enzimaen su estadonativo, calculada
por extrapolaciónen la curvapatrónpartir de la Actividad Hidrolítica que posee.Este
valor deA.CR. es el que se ha manejadoa la hora de cuantificarla eficacia como
coagulanteslácteosde los derivadosenzimáticospreparados,expresadoen porcentaje.

2. CARACTERIZACION DEL EXTRACTO COMERCIAL DE Mucor miehel

La aplicaciónde diferentesestrategiasde inmovilizacióna unaenzimarequiere
el conocimientodel comportamientodela enzimaensolución,asícomo delintervalode
condicionesexperimentalesenel queel manejono afectea suspropiedadescatalíticas.
Por ello seha realizadoun estudioinicial sobreel extractoenzimáticoparaconocersu
actividadcatalíticay su estabilidaden las condicionesde preparaciónde derivados.

Se ha determinadoun contenidoproteico de esteextractodel 26-30% y una

actividadhidrolíticade0,18-0,2U.H. pormg deextracto,lo cual<la unvalor deactividad
específicade 0,6-0,77U.H. por mg de proteína.
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CAPITULO 1 RESULTADOS YDISCUSION

Paraconocerlos margenesde manejabilidadde la enzimay la posibilidadde
aplicaciónde lasdiferentesestrategiasde inmovilización propuestasseha estudiadala
estabilidadde diferentessolucionesenzimáticasen las condicionesóptimasparacada
reacciónde inmovilización.Porellosehanrealizadoincubacionesde la enzimaapH 5.0,

7,0 y 10,0 puesson los idealesparacadauna de ellas.
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Figura1.9. Cursosde inactivacióntérmicade reninade Mucormieheien tampónacetato50 mM de PH

5,0 a 650C (.), en tampónfosfato50 mM de pH 7,0a 400C (O) y en tampónbicarbonato50 mM de pH

10,0 a 330C (U).

La reninadeMucormit/tel conservael 100 % desu actividadenzimáticadurante
24 horas a 250C en medio acuosoen el intervalo de pH entre 5,0 y 10,0. En este
intervalode pHestantomásestabletérmicamentecuantomásácidoesel medio,según
se muestraen la figura 1.9, la incubación a pH 5,0 conservatodasu actividadinicial
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CAPITULO Y RESULTADOS Y DISCUSJON

Se hanobtenidoderivadoscon la suficientecantidadde enzimainmovilizadaen

los que la unión al soporteno ha afectadoa la actividadenzimáticade las moléculas
(A.H.R.—100%).Paraello ha sido necesariodiminuir la temperaturade incubación,

acortarel tiempo decontactoo reducirla densidaddegruposreactivossobreel soporte,
puesello suponela disminucióndela reactividadde los gruposimplicadosen el proceso,

comosereflejaen los menoresrendimientosde inmovilización quevandeun 95%atan
soloel 5-7%de la enzimaofrecidaal soporte.Por el contrario,cuandola inmovilización
tiene lugar a 200C sobre un soportemuy activado la interacciónes tan intensaque,

inclusosiendoel tiempodecontactocorto,el derivadopierdeactividadenzimáticafrente
al hexapéptido(A.H.R.=75%). Puestoque la enzima en solución es estableen las
condicionesde la reacción,se puede suponerque la inactivación serádebida a la
interaccióncon el soporte.

Estoquieredecirqueal suavizarlascondicionesdeinmovilizaciónla enzimasufre
menosen la interacción, por permitirseuna mejor adaptaciónal soporte de cada

moléculaqueseinsolubiliza,la reversibilidaddecadaunode los enlacesformadosevita
segundasinteraccionesque supongandistorsión de la enzimay, en consecuencia,
favorecelas quemenosafectena su estructura3D. El resultadodel procesosuponela

unión covalentea un soportede moléculasde enzimaque conservanel 100% de su

actividadenzimática(A.H.R.).

En cuantoa ]a actividadenzimáticade los derivadospreparadosmedidafrente
al substratonatural (A.C.R.), la tabla muestraque la optimización del procesode
inmovilizaciónhastaqueno reflejepérdidasenlaactividadhidrolíticaremanenteduplica

la actividadcoagulanteremanente.Sin embargosuavizandoal máximolas condiciones
depreparacióndel derivado(mínimogradode activacióndel soporte,interaccióncorta
y a temperaturabaja) la citada actividad no superael 2,38% con respectoa la que

deberíamostrarla enzimaen solución con su misma actividadhidrolítica. Cuandoel
derivadose preparasin control del procesode interacciónsu actividad coagulante
remanenteesmenordel 0,5%.

Los resultadospodríanestarconfirmando]o quehastaahorahabíansido meras
suposicionesracionalesdel impedimentoestéricoquedeberíasuponerla inmovilización
de una proteína para la interacción con su ligando cuandoéste es una molécula

voluminosa.En las condicionesde reacciónmássuaves,la reactividadestan bajaque
pocos gruposde cadamoléculaestaríanparticipandode la unión y por lo tanto la
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CAPITULO 1 RESULTADOS YDISCUSION

inmovilización supondríala mínimamodificaciónquímicade la enzima,que no afecta

a la conformaciónactivapuessuactividadhidrolíticaseconserva.Sin embargoperjudica
a la actividadcatalíticasobrecaseína,lo cual implica~quede algúnmodo se ha visto
afectadabien la accesibilidadde estesubstratoal centroactivo, bien algunazonade
reconocimientodiferentedelcentroactivoquesóloparticipaen el procesocatalíticocon
el substratonaturaly quecuandola enzimaestáen soluciónseencuentrainalterada.El
valor de A.C.R. que se utiliza se refiere a la actividad coagulanteque mostraríala
enzimaensolución si mostrasela mismaactividadhidrolítica queel derivadoobjetode

estudio.

Dadala importanciade la suavidaden lascondicionesde inmovilizaciónala hora
de lograr no sólo buenas actividadeshidro]íticas {A.H.R.), sino también mejores

actividadescoagulantes,el abordaiede las si2uientesestrate2iasde inmovilización se
llevará acabobuscandola mínimainterferenciapor oartedel soporte

.

3.1.2. INMOVILIZACION A TRAVES DE LOS GRUPOS CARBOXILO

SUPERFICIALES (Mp y/o GLa) DE LA ENZIMA SOBRESOPORTEMANA-AGAROSA

Paraqueun grupo carboxilosufrael ataquenucleofilico deun grupoamino(pK

—10,2),el primerohade seractivadoconCDI y el grupoaminodeberáencontrarseen

e] medioadecuadoparaserreactivo,sin embargoel pH óptimodel medioparacadauno
de los dos procesosesmuy diferente:pH ácido parala activiacióndel carboxilo y pH
básicoqueconfieraal grupoaminola nucleofilianecesaria.LossoportesMANA-agarosa
seencuentranactivadoscongruposaminoprimarioscon un pK cercanoa 6,8 debidoa

la presenciadeun segundogrupoaminosecundariomuy próximo, estohaceposibleque
sureacciónpuedatenerlugarapHmásbajosa loscualeslosgruposcarboxilo sí podrán

seractivados.

> Efecto de la inodiflcación química con carbodilmida (CDI) sobre la actividad y
estabilidad de la enzima en solución

Para la inmovilización de la enzima sobre soporte MANA-agarosa, sera

imprescindiblela activaciónde los carboxiloscon CDI a pH ligeramenteácido debido
la estabilidady reactividadde esteagente.Paraevaluarla posibilidadde aplicaciónde
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CAPITULO 1 RESULTADOS YDISCUSION

estaestrategiade inmovilización sobre la enzimaen cuestión,esnecesarioun estudio
previodel efectoquesobrela enzimaensolucióncausaríala modificaciónquímicacon
CDI; esteestudiotambiénseráútil paradarunaideadel intervalo de concentraciones
y/o temperaturaque permitenbuenamanejabilidadde la enzima.

Habiéndosepuestodemanifiestola altaestabilidaddela enzimaenmediosácidos
(Apartado 2), se ha estudiadoel efectoque sobre la enzimaen solución tendrála
modificaciónquímicacon CDI en lascondicionesen lasquetendrálugarla reacciónde
inmovilización. En la figura 1.10 se muestranlos resultadosde la incubaciónde una
solución del extracto enzimático con tres concentracionesde CDI, a través de la
representaciónde las actividadesremanentestanto hidrolítica como coagulanteen
función del tiempode incubacióntranscurridocuandoel tratamientotiene lugar a40C.

loo

a,
4-

a,
c
(u
E
a,
5-

<u
<a

4-

10
E
e
a,

(u
.5
4-
<a
sc

75

50

25

o

20

tiempo <horas)

Figura1.10. Efectode la modificaciónquímicacon CDI sobrelas actividadesbidrolítica (s) y coagulante

(e) de reninadeMucormfrhei,siendolasconcentracionesdeCDI enel medio de l.I0~ M (...), 3.11V M
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CAPITULO Y RESULTADOS Y DISCUSION

De esteestudioseobtienentres importantesresultados:

- La pérdidade actividadocasionadapor la CDI estanto másimportante

cuantomayoresla concentraciónde agenteen el medio.

- El efecto inactivante se manifiesta en las dos primeras horas de
incubación.

- La modificaciónquímicaafectaenmayorgradoala actividadenzimática
medidafrente al substratomacromolecular.

En relación con el último de los resultadosse podría pensar en que la
modificaciónquímicatieneun efectomuy diferentesobreel reconocimientodecadauno
de los substratos:caseínaK y hexapéptidosintético. Al ser la primerauna molécula
voluminosa,la unión a la enzimapodríatenerlugar con la participaciónadicionalde

algunazonaalejadadelcentroactivocuyamodificación (p.c. por tratamientoconCDI)
no afectasin embargoal reconocimientodel substatosintético.

“ Efecto de la fuerza ¡únicadel mediosobrela actividadde la enzimaen solución

La preparaciónde derivadosenzimáticossobregel MANA-agarosasuponela

utilización de un soporteionizable.

Cuando la inmovilización se realizasobre el soporte glioxil-agarosa, la unión

covalentede la enzimaal soporteimplica la desactivaciónde la superficiede dicho
soporteporla reducciónde los gruposaldehídoreactivosdandolugar agruposhidroxilo

inertes;sin embargoal utilizarsoportesMANA-agarosalos gruposaminodelsoporteque
no hanreaccionadoconla enzimapermanecenintactossobresusuperficie.Cuandoestos
derivadossonincubadosen lasmezclasde reacciónde cualquierade los dos substratos

en los queel pH esácido,seproduciráninteraccioneselectrostáticasentreestosgrupos
del soportey de los gruposcarboxilo que no hayan reaccionado,las cualespodrían
afectara la conformaciónactiva de la enzima.

Paraeliminar dichasinteraccionesde naturalezaelectrostáticay poderanalizar

únicamenteel efecto que, sobre la conformación activa de la molécula, tiene la
inmovilizazión-covalente,se ha de ensayarla actividad enzimáticade los derivados

obtenidosenmediosconaltafuerzaiónica. Por ello sehacreídoconvenienteel estudio
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CAPITULO ¡ RESULTADOS YDISCUSION

del efectodel incrementode la fuerzaiónica sobre las actividadesenzimáticasde la
enzimaensoluciónparapoderrelacionarloposteriormenteconel provocadosobrecada
derivadoenzimático.

Se ha estudiadocómo afecta la presenciade NaO 0,5 M en ambosensayos
enzimáticos,mostrándoseuna total independenciade la actividadhidrolítica ante el
aumentodela fuerzaiónicadelmediode reaccióny unacaidadela actividadcoagulante

al 29% frente a las condicionesde reacciónestándar.

En condicionesestándarseha comprobadola propocionalidadde la actividad
coagulanteen función de la cantidadde enzima(Figura 1.8). La representaciónde las
actividadescoagulantesmedidasen un medio con alta fuerza iónica (NaCl 0,SM) en
función de la cantidadde enzimavuelvea manifestardichaproporcionalidadperocon
unaimportantedisminuciónde la pendientede la curvadebidoprecisamenteaestacaída
de actividadcoagulanteal 29% que suponela presenciade alta concetraciónde NaCí

(Figura 1.11).
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Figura1.11. Representacióngráficadelaactividadcoagulantefrentea lacantidaddeproteínadel extracto

enzmiáticode reninadeM. miehei,en un medio dereacciónestándar(o) y enun mediode reaccióncon

NaCí 0,5 M (o).
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CAPITULO 1 RESULTADOS YDISCUSION

Ya en la bibliografia se recoge este efecto de la fuerza iónica sobre la
coagulación, el cual no afecta a la reacción enzimática de hidrólisis sino a los
mecanismosquedesencadenanla precipitaciónde la caseína.Probablementelos iones
Na~ y CV actúanestabilizandola fracción p-K-caseínaevitandosu insolubilización. es

necesariaun mayorrendimientode la etapaenzimáticaparaquela fuerzaiónicano sea
capazde estabilizarel productoy que la coagulaciónsedesencadene(26).

Se hanestudiadotodasla condicionesqueafectanal proceso(31): temperatura
y duración de la adsorción,concentraciónadecuadade CDI, densidad de grupos
reactivosen el soportey multiinteraccióniónica, hastaobtenerlos derivadosmostrados
enla tabla1.2. Lascondicionesde incubaciónseleccionadashanfavorecidola interacción

“suave”. En todosellossecomprobóel mantenimientodetodala actividadde la enzima
inmovilizadaen lo que respectaa hidrólisisdel substratosintético (A.H.R.).

Condicionesexperimentales:55 mg extracto enzimáticocomercial ofrecidospor

tratamientocon CDI); 0,5horas (adsorción)y CDI 1.Z0’M.

(a) /Imolesde gruposaminoprimariospor ml degel.

(b) Cantidaddeenzimaadsorbida/inmovilizadacovalentementecon respectoa la cantidaddeenzimaofrecida
y activa en las condicionesdel proceso.

(c) Actividad Hidrolítica Remanente:Actividad hidrolítica ensayadacon respectoa la cantidad de enzima

inmovilizadaen cadaderivado.
(ti) Soluciónde substratoestándar

(e) Soluciónde substratocon NaCí0,SM

Tabla 1.2. Derivadosenzimáticosde reumade Mucor míe/tel preparadospor inmovilización sobrelos

soportesM4NA-agarosa.

55

ml gel; 40C(adsorcióny



CAPITULO 1 RESULTADOS YDISCUSION

La adsorciónde la enzimaa los diferentessoportesha tenido lugara 40C en 1
hora, obteniéndoselos rendimientosexpresadosen la tabla. Se comprobó que

prolongaciónde la incubaciónno aumentalos rendimientos.Despuésdel tratamiento
con CDI i.iO~ M a la misma temperaturadurante 1,5 horas se han incubadolos
derivadosenun medioal mismo pH con NaCí0,5 M parafavorecerla desorciónde las

moléculasdeproteínaqueno sehubiesenunidocovalentementeal soporte,despuésde

lo cual el rendimiento final de la inmovilización ha sido calculado:26, 12 y 5%,
respectivamentesobre los soportesdegradode activación75, 30 y 15 ¡¡molesde grupo
por ml gel.

Los tres derivados obtenidosse ensayaronfrente al substratosintético en

condicionesestándary en un medio con alta fuerzaiónica paradeshacerlas posibles

interaccioneselectrostáticasentrela fracciónde gruposamino del soporteque, en las
condiciones del ensayo (pH 4,7) se encuentrenionizados y los grupos carboxilo

superficialesde la enzimaqueno han reaccionadocovalentemente.En la tabla 1.2 se

puede ver que todos los derivado conservanla actividad hidrolítica las moléculas
inmovilizadas,siemprequeseeliminenlas interaccioneselectrostáticasenzimasoporte.

Son los derivadosB y C los que conservanmayor actividad(70-67% frente al 44% del
derivadoA) cuandola interaccionesiónicastiene lugar,debidoprecisamentea queson

los que poseensobre su superficie menordensidadde grupos reactivosy, por tanto
ionizables, lo cual permite menor multiinteracción iónica entre las moléculas
inmovilizadasy el soporte.

Se ha estudiadotambiénla actividadde estosderivadosfrente a la caseínaic
usandola solucióndesubstratoestándary la soluciónde substratoconaltafuerzaiónica.
Los resultadosserepresentanen la tabla 1.3.

A pesarde que la actividad de la enzima inmovilizadasobre estos soportes,

medida frente al substratopequeño, se mantieneintacta, su actividad frente al
macrosubstrato,también en ausencia de interaccioneselectrostáticas,disminuye

enormemente(5,63, 7,14y 4,76 %). El efectode la multiinteracciónelectrostáticaes
independientede la densidadde grupos reactivosdel soporte.

Estanuevaorientaciónconferidaalaenzimapermiteobtenerderivadostresveces

másactivosque los preparadossobresoporteglioxil-agarosa(Apartado3.1.1),si bien
estosderivadosenzimáticosobtenidospor inmovilizaciónsobresoporteMANA-agarosa
tienenpocaactividadcoagulantede caseínaic.
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DERIVADO gradoactivación
soporte(a)

A.C.R. (%> (b)
(c) <d)

A 75 7,78 5,63

B 30 3,45 7,14

C 15 2,78 4,76

Condicionesexperimentales:las mismasde la tabla ¡.2.

<a) ¡imolesdegruposaminoprimariosporml degel

(b) Actividad CoagulanteRemanente:Actividadcoagulanteensayadacon respectosu actividad hidrólitica
ensayadaen cadaderiCvado.

(c) Soluciónde substratoestándar

(d) Soluciónde substratocon NaCí0,5 M.

Tabla1.3.Actividadesremanenteshidroliticay coagulantedelosderivadosenzimáticosdereninadeMucor
mieheipreparadospor inmovilización sobrelos soportesMANA-agarosa.

3.13. INMOVILIZACION A TRAVES DE LOS GRUPOSAMINO DE BAJO pK DE LA

ENZIMA SOBRE SOPORTEGLUTAIt4LDEHIDO-.4GAROSA

La gran reactividad de lossoportesactivadosconglutaraldehídopermitequeapH
neutro los gruposamino depK bajo, comoel amino tenninalde la cadenapeptídica,y
posiblementealgúnotroquepor sudisposiciónen la estructurapudieraver reducidosu
pK, puedanatacarnucleofilicamentedichosgruposdel soportey dar lugar a enlaces
irreversibles(Introducción,Apartado1).

Para la preparaciónde los derivados de renina inmovilizada sobre soportes

glutaraldehído-agarosase han elegido las condiciones de reacción que permiten la
inmovilización menosintensa,de modoquela actividadhidrolítica del hexapéptidono
sevea afectadaporla inmovilización,suavizandoprogresivamentetodasla variablesque
afectanal proceso:densidaddegruposreactivosdelsoporte,pHdelmedio,temperatura
y duración de la interacción.En la tabla 1.4 serecogenlas condicionesde preparación
y los resultadosde actividad enzimática remanentede algunos de los derivados

preparados.

La utilizaciónde un soportepocoactivado(5 Mmoles degruposreactivospor ml

de gel) y en unmedio en el queel pH confierebajareactividada los gruposimplicados
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CAPITULO 1 RESULTADOS Y DISCUSION

en la unión, ha permitido la inmovilización de suficientecantidadde enzimacon una
actividadcoagulanteremanenteque alcanzael 33% de la actividad con respectoa la
enzimasolublecon la mismaactividadhidrólitica.

grado

activación
soporte(a)

pH (

(9C)

(

(h)

Rend~

<‘b)

A.H.R.

(%) (c)

A.C.R.

(%) Cd)

75 7,5 4 0,5 91 13 2,78

30 7,5 4 0,5 93 16 2,5

30 6,5 4 0,5 93 21 5,1

5 7,5 20 1 53 28 33,3

5 6,5 10 8 34 14 33.3

(a) ¡unolesdegruposreactivospor ml degel

(b) Cantidadde enzimainmovilizadacovalentementecon respectoa la cantidadde enzimaofreciday activa
enlas condicionesdeincubación. Cantidaddeenzimaofrecidainicialmente:45 mgextratocomercial/mlgel.

(c) ActividadHidrolítica Remanente:Actividadhidmíltica ensayadacon respectoa la cantidadde enzima
inmovilizadaencadaderivado.
(d) Actividad CoagulanteRemanente:Actividadcoagulanteensayadacon respectoa la actividadhidmiltica
ensayadaen cadaderivado.

tabla 1.4. Influencia de diferentesfactoresen la optimizaciónde derivadosenzimáticosde reninade

Mucor mieheipreparadospor inmovilización sobrelos soportesglutaraldehído-agarosa

La Actividad CoagulanteRemanente(%) se calculaen relacióna la actividad
hidrolítica que muestrael derivado,al no haberseoptimizadola actividadhidrolítica
remanentedel derivado (28%), la actividadcoagulanteen relacióna la cantidad de
proteínainmovilizadaesdel9,3%; esdecirel derivadohasufrido un 72%depérdidade
actividadmanifestadacuandoseuneespecíficamenteal substratopequeñoy conrespecto
a estaactividadremanenteuna caídaadicionaldel 66%.

Los resultadosindican que, seharealizadoun controlsobreel procesoconel fin
de que cadamoléculade enzimaque seinmovilizara lo hicieradel modo que menos

afectarasu estructuraterciariay por lo tanto su actividad,sin embargoestecontrol no
ha permitido la obtenciónde un derivadocon muy buenaactividadcuandose ensaya
frente al substratode menortamaño.
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Parabuscarunaposibleexplicaciónhayqueanalizarel mecanismodela estrategia
de inmovilización:en primer ]ugar estaestrategiaestádirigida a la participaciónen la
reacciónconel soportedeaquellosgruposaminodepK bajo de la proteína,comoesel
casodel amino terminal o algúnotro residuo que, por efectosde inducciónde grupos
próximos,pudieranhabermodificadosu pK; en segundolugar,aúnenel casodeexistir

en cadamoléculade enzimavarios gruposcon posibilidadesde reaccionar,la baja
densidadsuperficialde grupossobreel soporteno permitidamuchasunionescon cada
una.Porlo tanto,pocosgruposde la moléculaestaríanparticipandoen la inmovilización
y en consecuenciaestos derivadosno podrían habersufrido grandesdistorsionesde

conformaciónactiva por la interaccióncon el soporte, lo que sí que podría haber
ocurridoesla implicaciónen la interacciónconel soportedealgúngrupoesencialpara
la actividadcatalíticay de ahíla imposibilidadde lograr la optimizaciónde la actividad
enzimáticafrente al hexapéptidoa pesardel control de todos los factoresde los que

dependela intensidadde la interacción.

3.1.4. INMOVILIZACION A TRAVES DE LAS CADENAS GLICOSIDICAS DE LA

GLICOENZIMA SOBRESOPORTEMANA-AGAROSA

Porser la enzimaobjetode estudiouna glicoproteina,a estostresmétodosde

inmovilización covalente,extensibles,engeneral,a cualquierproteína,seha de añadir
uno más: el aprovechamientode las cadenasde azúcaresqueseencuentranasociadas
a la fracciónproteica,comozonade unión aL soporte.

‘ Efecto de la senulpurificacióny posterioroxidación con NaJO4 sobre la actividady

estabilidadde la enzimaen solución

La naturalezaglicoproteicade muchasenzimaspermite la utilización de sus
cadenasde azúcarescomo brazodeunión al soporte.La necesidadde oxidaciónprevia
comomodode activaciónde dichascadenas,hacenecesarioel análisisdel efectoque
causaeste procesosobre la enzima en solución para determinarla viabilidad de la

aplicaciónde la estrategiasobrela enzimaa estudiar.

El extractode reninadeMucormieheino seencuentradisponibleconalto grado
depureza,porello sehaconsideradaoportunoprocederpreviamentea la introducción
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dealgunaetapadesemipurificación,en la cualseeliminenazúcareslibresquepudieran
estar presentesy que supondríanimportantesinterferenciasa la hora de oxidar la
glicoproteina.El procesoelegido ha consistidoen la adsorciónselectivaal soporte

MANA-agarosa,seguidade un lavadoqueasegurela eliminacióndetodoaquelloqueno

sehayaunido al soportey la posteriordesorciónpor incrementode la fuerzaiónica (en
Métodos).

Despuésdel procesode semipurificaciónla soluciónobtenidaconservótoda la

actividadenzimática(95%), sin embargosu contenidoen proteínatotal ha disminuido
hastaun 50%.Estosresultadosindicanqueno sólo sehaneliminadoaquellasimpurezas
no proteicascomosaleso azúcareslibres, sinotambiénpartede las proteínaspresentes
en el extractocrudo diferentesde la renina que por lo tanto no mostrabanactividad

enzimática.El resultadoes una solución enzimáticasemipurificadacon un actividad
específicade 1,2-1,5U.A.H./mg proteína.

Una vez semipurificadala solución enzimáticase procedeal tratamientocon
NaIO4 con el fin de oxidar las cadenasglicosídicasde la enzimay con ello lograr la
activaciónnecesariaparaquepuedatenerlugar la interaccióncon el soporteMANA-
agarosa.El consumomáximo de NaIO4 esde 3,8 ¡¿molesde oxidantepor cadamg de
proteínadel extractosemipurificado.La solución despuésde la oxidaciónmuestraun

52% dela actividadhidrolítica inicial y un 42% de su actividadcoagulante.Esto indica
quela modificaciónquímicaafectaconsiderablementea la actividadenzimáticafrente
a ambossubstratos,siendoalgo mayor la inactivación producidacon respectoa la
hidrólisis de caseínac. No sólo la actividadenzimáticaseve afectadapor la oxidación,

tambiendisminuyesuestabilidad.Así la alcalinizacióndel mediohastapH 10,0,pH al
cual ha de tenerlugar la reacciónde la enzimaoxidadacon el soporte,hace quela

actividadenzimáticacaigaprogresivamenteduranteel tiempoquedurala inmovilización
(inmediatamentequecambiael pH del medio la actividadcaeun 20% con respectoal

valor que mostrabafinalizadala oxidación).

Debido a la intensidadcon la que la oxidaciónafectaa la actividady a la
estabilidad de la enzima, se ensayarontratamientosmás suaves. Se ofrecieron

concentracionesmenoresdeNaIO4conlas cualesconseguirgradosde oxidacióndel 65,
30 y 15%conrespectoal valormáximodeoxidanteconsumido.Losvaloresde actividad

hidrolítica remanenteobtenidosfuerondel 81, 90 y 95% con respectoa la inicial, y en
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todos los casola estabilidadfue buena(95-1130%)a pH 10,0 y 40C, duranteel tiempo

queduró la inmovilización.

Todos los derivados de renina se han preparadoa partir de una solución

semipurificadadelextractosiguiendola estrategiadeinmovilizacióndescritaenMétodos.

Sehanpreparadodos derivadosutilizandoun soporteactivadoal máximosen los
quela diferenciaentreamboshasido el gradode oxidación de las cadenasglicosiladas
de la enzima. En la tabla 1.5 se recoge que la oxidación al 90% aumenta
considerablementeel rendimientode la inmovilizacion llegando a inmovilizarse la

prácticatotalidadde la enzimaofrecidaa un soporteactivadoal máximo (derivadoe),
frente al 27% que se insolubilizade la enzimaoxidada al 15% (derivadoB), lo mismo

queseuneal soporteactivadocon 15¡¡moles/mlgel, cuandola enzimaseoxidaal 30%
(derivadoA). La utilización de un soporte ionizable en las condicionesdel ensayo
enzimático haceindispensablela comparaciónde las actividadesremanentesde los
derivadosen presenciade alta concentracióndesalesparaevaluar la insolubilización

evitandoel posibleefectode la multiinteraccióniónica. Cuandoel ensayodeA.H.R. de
los derivadosobtenidosse realizaen un medio con alta fuerzaiónica se recuperaen
todos los casosla actividadde las moléculasinmovilizadas.El derivadoque conserva
mayor actividad en el medio estandares el preparadopor inmovilización sobreun

soportede baja activación (derivadoA) que permiteconservarel 74% de la actividad
hidrolítica. En losderivadosB y Closgruposionizablesdelsoportesonlos mismos,pues
su gradode activaciónesel mismo,y los gruposionizablesde la enzimaque pueden
interaccionarcon los primeros(Aspy/o Glu) tambiénsonlos mismospor molécula,sin

embargola actividadhidrolíticacaeun terciodebidoa la multiinteracciónelectrostática
escasidel doblecuandola enzimainmovilizadasehasidooxidadaal 90% con respecto
a la enzimaoxidadaal 15%. La pérdidade actividadpor multiinteracciónelectrostática
es del 33% en el primer caso y del 52% en el segundo.La explicación de este
comportamientopodríaserqueen el derivadoC lasmoléculasdeenzimaseencuentran

unidas al soportea través de máspuntospor lo cual la fracción proteica estámás
próxima a la superficie del soportey también los residuosionizadosy por ello la
interacciónelectrostáticaestámásfavorecidaqueen el derivadoB en el que la baja

activacióndelascadenasglicosiladasquizásno de lugaramuchasunionescovalentescon
el soportey por lo tanto la fracción proteicaseencuentremásalejadade éste.
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DERIVADO grado
activación
soporte(a)

grado0~

(%) <b)

RendIN~,

(%) Cc)

A.H.R. (%) (d)

(e) Cf)

A 15 30 23 74 —100

B 75 15 27 67 —100

C 75 90 97 48 —100

(a) juno/esdegrupasreactivospor ml degeL

(b) Grado de oxidaciónde la disoluciónde extractoenzimático semipunficada.

(d) Cantidadde enzimainmovilizadacovalentementecon respectoa la cantidadde enzimaofreciday activa
en las condicionesde incubación.Cantidadde enzimaofrecida inicialnienwt.. mgextrato comercial/nt?geL

<e) Actividad Hidrolítica Remanente.Actividad hidrolítica ensayadacon respectoa la cantidadde enzima
inmovilizadaen cadaderivado.

(13 Soluciónde substratoestándar.

(g) Soluciónde substratocon NaCí 0,5 M.

Tabla LS. Influencia de diferentesfactoresen la optimizaciónde derivadosenzimáticosde reninade

Mucor mieheipreparadospor inmovilización sobrelos soportesMANA-agarosaa travésde sus cadenas
glicosídicaspreviamenteoxidadas.

En la tabla 1.6 semuestran los resultadosdeActividad Coagulanteobtenidos.El
contro] delascondicionesde inmovilizaciónhapermitidoobtenerderivadosconun 15%
de actividad coagulanteremanente(derivadosA y B). Los valores de actividad
coagulanterecuperadade estos derivadoslos convientenen los más activosde los

obtenidosconestaenzimaen lo querespectaa la medidafrente a su substratonatural.
Cuandola multiinteracciónconel soporteno secontrola,comoesel casodel derivado

apesardequeseno pierdeactividadhidrolítica la caídadeactividadfrenteacaseína
w esgrandeconservandosólo un —2% de su actividadcaseinolítica.

Lo mismo queocurreen los derivadospreparadossobreel mismosoportepero
por inmovilizacióncovalentea travésde la fracciónproteica(Apartado3.1.2)la fuerza
iónica no afectaal porcentajede Actividad Coagulantecon respectoa la que debería
tenerla enzimasolubleen las mismascondiciones.
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DERIVADO A.C.R. (a)

(b) (c)

A 16,7 15,4

B 15,9 14,3

C 2,2 1,6

(a) Actividad CoagulanteRemanente.Actividadcoagulanteensayadacon respectoa la cantidadde enzima
inmovilizadaen cadaderivadoen lascondicionesindicadas.

<b) Solución desubstratoestándar
(c) Soluciónde substratoconNaCí 0,5 M
Tablatú. ActividadcoagulanteremanentedelosderivadosenziniáticosdereninadeMmieheipreparados

por inmovilización covalentesobre los soportesMANA-agarosaa través de sus cadenasglicosídicas

previamenteoxidadas.

Los derivadosA y B son los que conservanun mayor actividad coagulante
habiendosido preparadoscon un soportepoco activado,en el primer caso,y con bajo
gradode oxidaciónde la enzimaen el segundocaso.No obstantecuandola enzimase
encontrabaactivadaal 90%y la inmovilizacióntuvo lugar sobreun soporteactivadoal
maximo,la actividadcoagulantefue muy bajaindicandoquela mayormultiinteracción
puede provocar el acercamientode la zona proteica al soporte y aumentarlos

impedimentosestericos para la entradade la caseína.Los resultadosobtenidos
manifiestanque incluso en en estecasoen el quela inmovilización de la enzimaestá
teniendolugarpor reacciónde las cadenasglicosídicaslo cualsuponela separaciónde

la zonaproteicadel soporte,la mutiinteracciónperjudicaenormementeen cuantoa la
actividadfrente al substratomacromolécular.

En resumensepuedeapuntarqueel aprovechamientode lascadenasde azúcares

como zona de interaccióncon un soportetipo superficie,no sólo seríauna estrategia
adecuadapor tratarse de una glicoproteína sino por que el grupo prostético
(polisacáridos)actuaráncomo brazoespaciadoralejando del soporte a la fracción

polipeptídica,en la que seincluye la zonade reconocimientoespecíficodel substrato.

Esto favoreceel accesodel substratomacromolécularal centroactivo, siemprequese
cuidelascondicionesdeinmovilizacióndemodoqueJainteraccióncon el soportenosea
tan intensaque supongael acercamientola soportede la fracción proteica.
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3.2. Sesunda estrategia: UTILIZACION DE SOPORTES CON DIFERENTE
MORFOLOGIA INTERNA (Toyopearl,Eupergity B¿osynth)

La morfologíainternadel soportesobreel queseencuentrainsolubii2adauna
enzimava a influir en un gran númerode procesoscomola difusión de substratosy

productos,el gradode interacciónenzima-soporte,la estabilizaciónadicionalprovocada
por dichainteracción,etc..Por ello la eleccióndel soporteen función de su morfología
deberáadquirir unaimportanciadecisivaen el casode derivadosqueactúanfrentea
substratosmacromoleculares,ya quelos problemasde accesibilidadal centroactivode
la enzimapor partede la moléculadesubstratoseveránincrementadosal aumentarla
congruenciageométricaenzima-soporte.

La utilización de soportescon unamorfologíainternamásabiertaesla segunda
estrategiapropuestaparala inmovilización de enzimascon condicionantesespaciales

parala unión específicade su substratovoluminoso.Parasu estudioseha recurridoa
lautilizacióndediferentessoportespoliméricos:agarosa6B-CL, agarosa1OB, Toyopearl,

Eupergit y Biosynth. La primera parte del trabajo desarrolado ha consistido en una
someracaracterizaciónde los “nuevos’ soportesen cuantoa lo queseha denominado

“congruenciageométrica’entreel soportey la enzima.Parapoderclasificaren términos
relativosla congruenciageométricadeestossoportesdeun modosencilloy utilizandolas
técnicasdisponibles,se ha realizadoun estudiobasadoen el supuestode que si se

preparanderivadosporinmovilizaciónsobrediferentessoportesactivadosconel mismo
tipo eidénticadensidaddegruposreactivospor cadamoléculadeenzimainsolubilizada,
la posibilidad de multiinteracción será mayor cuanto mejor sea el acoplamiento

geométricoentreambos.Estegradodemultiinteracciónen la inmovilización covalente
sereflejaráendoscaracterísticasdelderivado:la posiblepérdidade actividadcausadapor

la distorsiónde la moléculadeenzimaquesehaunidopor mayornúmerodepuntosy/o
la posiblegananciade estabilidadcon respectoa la enzimaen solucióncausadapor la

rigidificación de la estructura3D de la enzimaal haberseunido por mayor númerode
puntosal soporte.

El procesoseguidoconsisteen la preparaciónde derivadosenzimáticossobre
soportesactivadosal máximocon el mismogrupo reactivo(glioxilo) paradeterminarla

cantidadmáximade gruposreactivosdel soportepor cadamoléculade enzimao por
cadamg de enzima.A continuaciónse eligió un mismo valor de esta relacióny se
activaránlos soportesconun gradode activacióntal queal inmovilizar la enzimasobre
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ellospresentendichovalordedensidaddegruposreactivospor moléculadeenzima(por
mg de enzima),evitandolosproblemasdedifusióna la hora deensayarsusactividades.
Sobreestosúltimos derivadosseestudianlasdiferenciasenel gradodemultiinteracción
permitido por los diferentessoportes,manifestadas(i) en diferenciasen la actividad

remanenteduranteel procesode inmovilización, y/o (u) en diferenciasde estabilidad
térmica de los derivadosenzimáticosobtenidosincubadosen difrentes condiciones
despuésde la unión covalente

Para desarrollareste estudio se ha utilizado trlpsina por ser una enzima

monomérica,noglicosilada,de —40.000D y quehapermitidounabuenainmovilización
alsoporteglioxil-agarosa,habiéndosecalculadoqueen la inmovilizacióncovalenteadicho
soportese llegan a formar 7 enlacespor molécula(8).

3.2.1. DETERMINACION DEL GRADO DE CONGRUENCIA GEOMETRICA DE
SOPORTES CON DIFERENTE MORFOLOGIA INTERNA

Sehanpreparadoderivadoscargadosal máximocon tripsinaparadetenninarla

densidadespecíficamáximade grupos reactivosdel soporteen relación con la cantidadde

t4psina inmovilizada C¡.~molesmáximosde gruposreactivos/mgtn~sina). La finalidad de
estosderivadoseselegirel gradodeactivación“óptimo” paracadasoportequepermita
prepararderivadoscon idénticadensidadespecíficay, por lo tanto,comparablesentre
sí, y en los quela actividadenzimáticano seveaafectadapor problemasde difusión.

La tabla 1.7 recogelos valoresresultantesde la preparaciónde derivadossobe
cadauno de los soportesactivadostotalmente(a) habiendoinsolubilizadola máxima
cantidadde tripsinaqueha aceptadocadauno (b), lo cual haservidoparael cálculode

lo quesehadenominadodensidadespecíficamáximadel derivado queno esmásquela
relación entre Ca) y C2), es decir los ¡¡moles de grupos glioxilo del soporte que
correspondenacadamg de tripsina insolubilizadoen un ml de gel.
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Soporte Activación
máximadel
soporte(a)

Capacidad
máximade
cargadel

soporte(b)

Actividad
remanente

(%) (c)

Densidad
específica

máximadel

derivado(d)

TOYOPEARL 80 28 100 2,9

AGAROSA 6% 75 54 59 1,4

AGAROSA

10%

200 115 30 1,7

EUF’ERGIT 190 65 45 2,9

BIOSYNTH 130 76 30 1,7

(a) ¡unolesdegruposglioxílo por ml de soportehúmedo.

(b) mgde enzima(tripsina) inmovilizadapormt desoporte húmedo.
(c) Actividadenzimáticaresidual delderivadode tnpsina con respectoa la de la cantidadde enzimaque se
ha inmovilizado.
(d) pinolesdegruposglioxilo sobreel soportepor mgde proteína inmovilizado.
Tabla 1.7. Derivadosde tripsina preparadospor inmovilización sobrelosglioxil-soportescon la máxima
cantidadde enzimaadmitidapor cadasoporte.

Paraobtenerunos derivadosenzimáticoscon idénticadensidadespecfficade
gruposreactivosdelsoportepor mg deenzimaseha de disminuirel gradodeactivación
de los soportesToyopearlhasta37,5 y Eupergithasta75 ¡¡molesglioxilo¡ml gel, de este

modo todos los derivadospreparadostendránuna relacióngmolesgrupos glioxil/mg
proteínaen el intervalo 1,4-1,7. En la tabla 1.8 se recogenlos derivadosque se han
preparadoy quepermitiránel posteriorestudiode las posibilidadesde multiinteracción
quepresentacadasoportepara las moléculasde enzimainsolubilizadassobreellos, el

significadode estosderivadosesquecadamoléculadeenzimainmovilizadaposeebajo
ella el mismo númerode gruposglioxilo del soportepor lo cual las posibilidadesde
interaccinarcon todos ellos o con uno solo dependeránde la disposiciónespacialde
estosgruposy su relacióncon los gruposde la enzima.
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Soporte Activación del
soporte(a)

Densidad
específicadel
derivado(t)

Carga
enzimática(c)(d)

TOYOPEARL 37,5 1,5 12,9

AGAROSA 6% 75 1,4 19

AGAROSA 10% 200 1,7 17

EUPERGIT 75 1,5 18

BIOSYNTH 130 1,8 20,2

(a) wnolesde gruposglioxio por mt de soportehúmedo.

(h) pinolesde gruposglioxio sobreel soportepor cadamgdepmteínainmovilizado.

(c) cantidadde enzimainmovilizada (sinproblemasde difusión):mg. enzimainmovilizada(tripsina) por ml
de soportehúmedo.

(d) Segúnse ha deducidode los derivados de máxima caiga enzimática recogi4osen la tabla 1.8 las
concentracionesinmovilizadas(c) no presentanproblemasde difusión.

Tabla LS. Derivados de tripaina preparadossobrelos diferentesglioxil-soportescon idéntica densidad

específicade gruposreactivospor moléculade proteínainmovilizada.

> Estudio de las posibilidades de mnultllnteraccldn de cada soporte

Detenninadoslosvaloresadecuadosdegradodeactivacióndelsoportey decarga
enzimáticapara cadaderivado preparadocon un soporte diferente, se procedió al
estudiode la multiinteracciónsoporte-tripsina.

El procesodeinmovilizaciónseguidosedivide en dos etapas:en la primeraetapa

tienelugarla insolubilizaciónde la enzimaofrecidaen presenciadebenzamidinacomo

inhibidor paraevitar fenómenosde autolisis.Una vez finalizadala insolubilizacióny
eliminado el inhibidor enzimáticopor lavadodel gel, se continúala incubaciónen las

mismascondicionesde pH parafavorecerunainteracciónmásintensade cadaunade
lasmolécu]asinmovilizadascon el soportey seprocedeal seguimientode Jaactividad

enzimáticade cadaderivadoen función del tiempo transcurrido.

En la figura 1.12 semuestrael seguimientode la actividad de los derivadosde
tripsinaya insolubilizadaincubadosen condicionesfavorablesparala multiinteracción

conel Soporte.Segúnsepuedeobservar,los derivadospreparadossobreagarosason los
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únicosalosquela incubaciónenzima-soporteprovocaunacaídaprogresivadeactividad,

lo que indica que se ha producidomultiinteraccióncon el soporteque distorsionala
moléculade proteínahaciendoquepierdacapacidadeatalítica.La incubaciónsobrelos

otros soportesno afectaa su actividad, lo cual indica la multiinteraciónno ha tenido
lugareo quela quetienelugarno essuficienteparaafectara la conformaciónactivade

la moléculade catalizador.
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Figura 1.12. Cursodel procesodemultiinteracciónde tripsina con e¡ soportesobreel quese encuentra

inmovilizada. Substrato utilizado: BAEE (Ncv-benzoil-L-arginina-etil-éster).Condicionesexperimentales

enMétodos,Apanado2.2.Soportes:Toyopearl(.),Eupetgit(+ ), Biosynth{•>, agarosa6B-CL (U ) y agarosa

IOB (e).

Para estudiar si la incubación prolongadade la enzima insolubilizadase
manifestaríaen algún cambio en la estabilidadtérmicade los diferentes derivados

obtenidos,serealizaronincubacionesapH 10 y 500C (figura 1.13).
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Figura L13. Cursosde inactivacián térmicade derivadosde tripsina preparadospor inmovilización

covalentesobreglioxil-soportes.CondicionesexperimentalesenMétodos,Apartado5.2. Soportes:Toyopearl

(u), Eupe¡git (+), Biosynth (•), agarosa6B-CL (U) y agarosa1GB (e).

Se puede observaruna clara diferenciade estabilidadpara los cada tipo de
soporte.Los valoresde semividaextrapoladosde las curvasde inactivaciónvan desde
—10 horasparalos derivadospreparadossobreEupergit o Biosynth,—18 horassobregel
Toyopearl,hastamásde72 horascuandola inmovilizaciónha tenidolugarsobreagarosa

6B-CL ó 1OB.

Tanto estos resultadosde estabilidad como los obtenidosanteriormenteen
relacióna la pérdidade actividad,debidosambosa la multiinteracciónenzima-soporte
confirman que los soportes Toyopearl, Eupergit y Biosynth permiten una menor

congruenciageométricacon las proteínas.Teniendo el mismo número de grupos
reactivosbajo cadamoléculade enzimainmovilizadala disposiciónde estosestal que
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CAPITULO 1 RESULTADOSY DISCUSTON

no puedentenerlugarinteraccionesquedistorsioneno rigidifiquen la estructuraterciaria

activa de la enzima. La disposición de los grupos reactivos en el soporte estará
determinadapor la morfología interna de éste. Entre los tres soportespareceque

Toyopearlha permitido unaestabilizaciónligeramentesuperior,por lo que se podría
preveerunaestructuraalgo máscerradaquepermitiría algúnpuntode unión más.

3.2.2.CONTROL YOPTIMIZACION DE LA INMOVILIZACION DE RENINA SOBRE
SOPORTES DE MENOR CONGRUENCIA GEOMETRICA

De los estudiosprevios de inmovilización de renina de Mucor miehei sobre
agarosa6B-CL (Apanado3.1), se concluyó que la orientaciónque dabalugar a los

derivadoscon peor actividad frente al substratomacromoléculares la originadapor
unión al soporteglioxil-agarosa. Por ello, se ha elegidoestaestrategiade inmovilización
paraserensayadacon los soportesquemuestranmenorcongruenciageométricacon la

proteínaque con ellos interaccione:Eupergit, Bioiynth y Toyopearl.

> Inmovilización de reninade Mucor miehela travésdesusgruposaminosuperficiales
(Lys) sobresoportesactivadoscon gruposglioxilo

El procesoseguidopara la inmovilización ha sido el mismo empleadocon el
soportedeagarosa,cuidandoal máximolascondicionesde reacciónconel fin dereducir

las posibilidades de distorsión de las moléculas de enzima inmovilizadas (que
inicialmentesemanifestaráen caídasde actividadfrenteal substratosintético).Ha sido
Biosynthel soportequeha dadomejoresresultados(Tabla1.9).

El derivadopreparadosobreestesoporteactivadocon 30 gmolesdegrupospor
ml gel, a 40C durante5 horasha permitido la unión poco distorsionantedel 6% de la
enzimaofrecida,cantidadsuficienteparapodercomprobarqueestederivadoconserva
el 25,1% de su actividadcoagulante.

Los derivadosoptimizadospreparadossobre Eupergit-75 (la inmovilización se

realizó a 40C, con un tiempo de interacciónde4-21 horas)conservantambiéntodasu
Actividad Hidrolítica, y muestranunaActividad Coagulantedel 14,5%.
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CAPITULO 1 RESULTADOS Y DISCUSION

grado activación
soporte(a) (0C)

(

(h)

RendfNM

(%) (b)

A.H.R.

(%) (e)

A.C.R.

(%)(d)

30 4 5 6 —100 25,1

137 4 5 32 —100 12,5

137 20 4 100 9 6,6

(a) pinolesde gruposreactivospor ml de soportehúmedo.

(b) Cantidaddeenzimainmovilizadaconrespectoa la cantidaddeenzimaofreciday activa enlascondiciones
del proceso.Cantidadde enzimaofrecida inicialmente:50 mgde extractocomercial/mlsoporte.

(c) ActividadHidrolítíca Remanente:Actividadhidrolítica ensayadacon respectoa la cantidad de enzima
inmovilizadaen cada derivado.

(d) Actividad CoagulanteRemanente:Actividadcoagulenteensayadacon respectoa la actividadhidrólitica
ensayadaen cadaderivado.
Tabla 1.9. Derivadosde renina de Mucor mieheipreparadospor inmovilización sobresoporteglioxil-
Biorynth.

El sistemade activacióndel soporteconsisteen gruposglioxio idénticosa los de

agarosa,con la cualel valor máximodeActividad CoagulanteResidualobtenidaeradel
2,5%. Losnuevossoporteshanpermitidoobtenerderivadosenzimáticoscon 10 y 6 veces

másactividadcoagulanteremanentede la quese logra sobreagarosa,siendoen todos
los casosla mismaorientaciónpreferentede la enzima,dadapor el mismo tipo de
gruposreactivossobreel soporte:aldehído.

La utilización de Toyopearlha permitido rendimientosde inmovilización muy

bajos, insuficientes para poder considerarreproducibleslos valores de actividad

obtenidos.

> Inmovilización de reninade Mucor miehel a travésde suscadenasglicoslicassobre
MANA-soportes

Se procedióa la inmovilización de la enzimaa estosnuevossoportesa travésde

las cadenasde azúcarespor haber resultadoser la orientación óptima para la

inmovilización de estaenzimasobreagarosa,segúnsemuestraen el Apartado 3.1.4. La
intenciónesconseguirsumarlos efectospositivosde la aplicaciónde cadaunade lasdos
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CAPITULO ¡ RESULTADOS Y DIS4RJSION

estrategiasde inmovilización sobre la misma enzima.Los resultadosde los derivados

preparadosseexponenen la tabla 1.10.

Soporte (a) (b) Rend~

(%) (c)

A.H.R.

(%) (d)

A.C.R. (%) (e)

(1) (g)

EUPERGIT 75 15 22 —100 25 33

BIOSYNTH 98 15 7 —100 25 28

AGAROSA 6% 75 15 27 —100 15,9 14,3

(a) Grado de activacióndel soporte (pinolesdegruposglioxilo/mí soporte)

(b) Grado de oxidaciónde la glicoenzimarespectoal máximo(%).
(c) Actividad Hidrolítica Remanente.Actividad hidrolítica ensayada, en ausencia de
electrostáticas,con respectoa la cantidadde enzimainmovilizadaen cadaderivado.

(d) Actividad CoagulanteRemanente:Actividadcoagulanteensayadacon respectoa la actividadhidrolítica
de cada derivado.

(e) Soluciónde substratoestándar.

(1) Soluciónde substratocon NaCí 0,5M
Tabla Lb. Derivadosde reninade Mucor mieheipreparadossobrediferentesMANA-soportesprevia

oxidaciónde las cadenasglicosidicasde la enzima.

La inmovilización de renina a travésde sus cadenasglicosidicaspreviamente

oxidadasal 15%sobrelos soportesEupergity Bio~ynthhadadocomoresultadoderivados
queconservantodasua actividadhidrolítica siemprequeseeliminen las interacciones

electrostáticasdebidasa la ionización del soporte en las condicionesdel ensayo.
Respectoa la actividadcoagulante,los ‘nuevos soportespermitenduplicar la actividad

mostradapor inmovilización sobre agarosa,alcanzandoel 28-33% de la actividad
coagulanteque tendríala mismacantidadde enzimasi seencontraseen solución y no
inmovilizada.

3.3. Terceraestrategia:UTILIZACION DE SOPORTESCON GRUPOSREACTIVOS

CONVENIENTEMENTE DISTANCIADOS DE SU SUPERFICIE

Parareducirel impedimentoestéricoquesuponela proximidaddelsoportesobre
el quese ha inmovilizado la enzimaal accesode substratosvoluminososa su centro
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CAPITULO 1 RESULTADOS Y DISCUSION

activo, seha propuestola introducciónde brazosespaciadoresactivossobre los cuales
seunanlasmoléculasa inmovilizar. De estemodoseconservanlas característicasfísicas
delsoportebase(agarosaen el estecaso),perosedisminuyela congruenciageométrica
enzima-soportepor encontrarselos grupos reactivos del soporte separadosde la

superficie.

Se han elegidodos tipos de espaciadores:

- 1,4-butanodiol-digllc¡doxi-éter(BDE) o 1,4-b¡s(2,3-epoxipropoxi)-
butano(32),diepoxidodecadenalargaquesehaelegidopor susemejanzaconel glicidol

(2,3-epox¡~ropanot),agenteutilizadoen la activacióndelosgelesdeagarosacomerciales.

- Dextrano (polímero de glucosa). se ha elegido el dextrano de

10.000D, buscandoun polímero lineal de longitud suficientepara dar lugar largosbrazos

sobre la superficiedel soportecuya difusión por los poros de dicho soporteno esté
limitadapor suvolumen.

3.3.1. UTILIZACION DE 1,4-butanod¡ol-digl¡cidoxi-éter(BDE) COMO AGENTE
ESPACIADOR

fr Preparación y optimlzadón de soportes BDE-agarosa

Por tratarsede un agentequímicamentesemejanteal glicidol, el procesode
activaciónseguidofue básicamenteel mismo,aunquehubo queteneren cuentaquela

agarosa comercial posee radicales epóxido producto del entrecruzamientocon

epiclorhidrina.Estosgruposdaránlugaragruposaldehídocuandoel soporteactivadocon
el agenteelegido(glicidol o BDE) seoxide en la última etapade activación.En el caso
de la activación con glicidol no tendrá importancia pues las grupos obtenidosson

idénticosa los resultantesde la activación.Sin embargocuandoel agenteactivantees
BDE la oxidación del soporteactivado tiene como resultadodos tipos de grupos
reactivos:(i) los gruposglioxilo productode la oxidación de los glicoles que poseela

agarosacomercial (18 t¿moles/ml gel) y (u) los grupos aldehídode cadena larga,

obtenidospor la oxidacióndel agenteactivanteutilizado. Estosúltimosserianlos únicos

gruposreactivosdeseadossobrela superficiede la agarosa.Por ello, previamentea la
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CAPITULO 1 RESULTADOS YDISCUSION

activacióncon BDE, fue necesariala transformaciónlosglicoles del soportecomercial

en hidroxilos pOr oxidacióny posteriorreducción.De estemodo,trastodoel procesode
activación, estos hidroxilos generadospodrán reaccionardel mismo modo que los

endógenosde] soportecomercial.

Al ser el objetivo de estetipo de activación el conseguirevitar el posibleefecto

no deseadode la pareddel soporte,el gradode activaciónhadecontrolarseen la etapa
de activaciónconBDE y no, comoen el casodela activaciónconglicidol, en la posterior

etapadeoxidación,puesla presenciadeun excesodecadenasdeBDE podríatraducirse
en un nuevo impedimentoestéricoa la entradadel substratoen el centro activode la
enzima.Sehanpreparadodossoportesquesediferencianen la concentraciónde BDE

utilizadadurantela activación.El gradomáximo de activaciónlogradoen cadacasose
ha determinadosegúnla oxidación conseguidapor tratamiento con NaIO4: 18 y 90
pinolesgruposaldehído reactivos/mlgel BDE-agarosa.Estosvaloresde activacióndel
soportesonalgomayoresde losobtenidosconglicidol utilizandola mismaconcentración

(7).

> Estudio y control de la inmovilización

En la tabla1.11 se recogenlos resultadosdeactividadde los derivadosobtenidos
por inmovilización a estosnuevossoportes.

[BDE] (M) gradode activación

(máximo) (%) (a)

A.H.R.

(%> (b)

A.C.R.

(%) (c)

0,2 18 —100 5,9

2 90 —100 1,4

(a) pinolesdegruposreactivospor ml desoporte. Correspondeal máximopara cada uno de ellos.

(b) Actividad Hidrolftica Remanente:Actividadhidrolítica ensayadacon respectoa la cantidadde enzima
tnmovilizadaen cada derivado.

(c) ActividadCoagulanteRemanente:Actividadcoagulanteensayadaconrespectoa la actividadhidrolítica de
cadaderivado.

Tabla 1.11. Derivadosde reninade MucormieheipreparadossobresoportesBDE-agarosa.
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CAPITULO 1 RESULTADOS Y DISCUSION

Los derivados resultantes presentan toda su actividad hidrolítica
independientementedel gradode activacióndel soporteutilizado. Con respectoa su
Actividad CoagulanteRemanente,la densidadsuperficialdegruposreactivosdelsoporte
influye significativamente.Así la enzimainmovilizadasobreel soportemenosactivado
conservael 5,9% frente al soporteactivado con BDE 2 M quepermite recuperarsólo
un 1,4%. ato vuelvea demostrarqueel control del gradode activacióndel soportees
importantecuandoel substratorequieremayordisponibilidadestéricade la enzima,pues

bien favorecela multiinteraccióno biensuponeun nuevoefectoparedsobrela enzima
unida a travésdeestosbrazos.Porotro lado los bajosvaloresde actividadcoagulante

resultantesapuntana que no essuficienteunacadenade 12 átomosparaconseguirla
adecuadaseparaciónde la enzimacon respectoal soportey permitir el libre accesodel

substratomacromolécularal centro activo. Esto no sería de extrañar, si además
consideramosquela orientaciónde la moléculade enzimaesla quepresentamayores

impedimentos.

3.3.2. UTILIZACION DE DEXTRANO COMO AGENTE ESPACIADOR

‘ Preparación y opthnizaclón de los soportesdextrano-agarosa

El tratamientode disolucionesde dextranoconNaIO4 comoagenteoxidanteen
condicionessuavesprovocala ruptura de los anillos monosácaridosdandolugar a dos

grupos aldehídopor anillo (33, 34). El resultadoes la transformaciónde la cadena

polisacáridaen unacadenapolialdehídica(Figura1.14).

NaIO4

CH

“:1—o--CHo o

Polialdehido

Figura 1.14. Procesode oxidaciónde la moléculade dextranopor NaIO4.

Dextrano
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La cadenapolialdehídicaresultantees estableen mediosneutros lo cual ha

permitidoel diseñodeun métodoparala activacióndel soporteMANA-agarosa,en el
quese utilizó como agentereductorel trimetil-anúno-borano(TMAB). Los complejos

aminoborano son agentesreductoresde basesde Schiff con una actividad óptima en
mediosneutroso ligeramentealcalinos(pH 6,0-9,0) y poco tóxicossi se comparancon
otro agentede gran capacidadreductoraen el mismo intervalo de pH como es el

cianoborohidruro(35).Sehaelegidoel complejotrimetiladofrenteal dimetiladodebido
aquedandolugaraidénticosrendimientosfinalesen reaccionesde metilacióndegrupos
amino, el primero muestramayor vida mediay capacidadreductoramoderada,lo cual
lo hacemásaconsejadocuandoel procesosobreel quedebeactuarha desersuave(36).

En la figura 1.15serepresentanesquematicamentelos dosprocesosdeactivación

con dextranodelsoporteMANA-agarosa,quesedescribena continuación:

- El primero se obtuvo por reacción covalentede un gel de agarosa

activadoal máximo con gruposamino primarios(gel MANA-agarosa-75)con dextrano
oxidadototalmente,y posteriortratamientodelpolihidroxil-soporteresultanteconglicidol.

A estesoportese le ha denominado:GEL DEX7’RA.NO-AGAROSA-LEn estecaso la
utilización de un soporteMANA-agarosaactivado al máximoesimprescindiblepuesde
encontrarsealgúngrupo activablede la agarosacomercial,reaccionadacon el glicidol
a la vez que el propio dextrano,dandolugar a dos tipos de gruposreactivos,los del
brazo de dextranoquerecubrela agarosapropiamentedicha y los de la superficiedel
soporte.Si existemásde un tipo degruposno sepodríaasegurarsobrecual tendrálugar

la inmovilización de la proteína.

La oxidacióndel soporteobtenidotrasla unión covalentedeldextranoesla que

conferirá al soporteel grado de activación, ya que en todos los casos la cantidadde
dextranoqueha reaccionadoesla máximaen las condicionesen quese llevó a caboel

proceso:2,5 pinolesde dextrano/mígel.

- El segundotipo desoportesehaobtenidoapartir de un soporteMANA-
agarosade menordensidaddegruposreactivossuperficiales(solamentese activanlos

gruposglicol obtenidosdelsoportecomercialporoxidación).No seactivaronconglicidol

los dextranosya unidosal soporte(polihidroxil-soporte),puestambiénseactivaríanlos
gruposhidroxilo de la agarosacomerciallo cual hubierasupuestola presenciade dos
tiposdegruposreactivosenel soporte:unosdirectamentesobrela superficiedelsoporte
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agarosa,no deseados,y otros sobre los brazosde dextranounidos a él (objetivo del
proceso).Porello el dextranoutilizadoenel tratamientodelsoporteMANA-agarosa-20
estaráparcialmenteoxidado. Unavez quesehayaunido covalentementeal soporte,la
activación se consigue por oxidación directa de los residuos de dextrano que se
encuentransin modificar. A este soporte se le ha denominado:GEL DEXTRANO-

AGAROSA-Il.

./NbNHN.2

Gel MANA-agarosa-75

+

LTHHH -1
Dextrano *

pHlO,O/NaBH4

>1

NaOH/NaBH4

>3

Glicidol

Ma104

Gel DEXTRANO-agarosa-I

* Dextrano totalmente oxidado

u.

pH7.O/TMAB

¡.CHrCHOIl~~CH2OH
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+

Gel MANA-agarosa-20

— CH.

o

OCH,

CH

o
Dextrmno *

pH7.O/TMAB

>1

pHl O,O/NaBH
4

MalO4

H2—NH—(CH2 )rMir
0M

2 H

o

Gel DEXTRANO-agarosa-Il

* Dextrano parcialmente oxidado

FiguraLis. Procesodeactivacióncandextranodel gel deagarosacon dextrano.(A) Partiendodel soporte
con máximadensidaddegruposreactivossuperficiales.(B) Partiendodeun soportecon bajadensidadde

gruposamino superficiales.
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Se han obtenido diferentes soportes dextrano-agarosa-Ilatendiendoa dos
variables. En primer lugar segúnel grado de oxidación parcial del dextrano ofrecido al

gel MANA-agarosa-20 inicialmente para su “recubrimiento”, y en segundo lugar ~en
función de la oxidación final de los brazos de dextrano ya unidos covalentemente.Por

ello sehaestudiadola influenciadeambosfactoresen la posteriorinmovilizaciónde la
renina.

‘ Estudio y control de la inmovilización de renina de Mucor miehel sobre soportes

dextrano-agarosa

Con el primer soporte disponible activado con dextrano,dextrano-agarosa-I,

recubiertocon 2,5 gmol dextrano/mígel, se estudióel efectode parámetroscomoel
gradode activaciónfinal del dextranoya unidaaagarosa(controlandola oxidaciónuna
vez tratadocon glicidol), el tiempode interacciónenzima-soporte,la temperatura,etc.,

siempreconel fin de optimizarel derivadoencuantoa Actividad Hidrolítica y, de este
modo,ver posiblesefectossólofrente al substratonaturalde granvolumen.En la tabla

1.12 se representan las condiciones de preparación del derivado optimizado
comparándolascon las de otro, que no permite la conservaciónde la actividad
hidrolitica.

gradoactivaciónsoporte

(a)

tiempo

(h)

Rend~<ov

(%) (b)

A.H.R.

<%) (c)

A.C.R.

(%) (d)

445 (máximo) 1 24 12 2.4

90 (al 20%) 4 11 100 4.8

<a) pmolesde NaJO4consumidos/mlsoporte (porcentajede oxidacióncon respectoal máximo).

(1’) Cantidadde enzimainmovilizadacon respectoa la cantidadde enzimaofreciday activa inicialemnte.

Cc) Actividad Hidrolítica Remanente.Actividad hidrolítica ensayadacon respectoa la cantidad de enzima
inmovilizadaen cadaderivado.

(d) ActividadCoagulanteRemanente:Actividadcoagulanteensayadacon respectoa la actividadhidrolítica
de cadaderivado.

Tabla1.12.DerivadosdereninadeMucormieheipreparadospor inmovilizaciónsobrelossoportesde~xirano-

agarosa-!.
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El derivadopreparadopor inmovilizaciónsobreunsoportedextrano-agarosa-1en

el quelosbrazosde dextranointroducidoshansidooxidadosal 20 % hasido optimizado
con respectoa su actividad hidrolítica, mostrandoun 4,8% de actividad coagulante

remanente.Cuandoel soporteutilizadoesel debrazosespaciadoresactivadosal máximo
la caídade actividadenzimáticafrente al substratosintético es muy importante(88%),

lo cual es probablementeel reflejo de la mayor interacción con las cadenas
polialdehídicasde alta reactividadqueprovocadistorsionesen la enzimaperdiendola

configuraciónóptimade sucentroactivo. La actividadcoagulantedeestederivadoesdel

2,4%.

Los resultadosparecenindicar que el la activación del soporteno ha sido

adecuadapara evitr los condicionantesestéricosante la interacciónespecíficacon la
caseína.

Cuandose utiliza en la inmovilización el otro soporte:dextrano-agarosa-Illos
resultadosson muy diferentessegúnsemuestraen la tabla 1.13.

gradooxidación
dextrano(%) (a)

gradoactivación
soporte(b)

A.H.R. (%)
(c)

A.C.R. (%)
Cd)

90 20 —100 25

90 70 (máxima) —100 14,3

46 121 (máxima) —100 2,5

<a) gradode oxidacióndel dextranoutilizado en el recubrimientodel soporteMANA-agarosa.

<b) pinolesgruposreactivos<aldehído)/mlsoporte.

(c) Actividad Hidrolítica Remanente:Actividad hidmíltica ensayadacon respectoa la cantidadde enzima
inmovilizada.

(d) Actividad CoagulanteRemanente:Actividadcoagulanteensayadacon respectoa la actividadhidrolítica
de cadaderivado.

Tabla1.13. Derivadosde reninadeMucormieheipreparadospor inmovilizaciónsobrelossoportesde.xtrano-

agamsa-II.

En la tablasepresentanlos resultadosobtenidoscontressoportesdiferentes:un
soportepreparadorecubriendoel gel con dextranooxidadoal 46% lo cual da lugar

despuésde la oxidacióna cadenaspolialdehídicascongrancantidaddegruposaldehído
reactivos, y dos soportespreparadospor unión covalentede cadenasde dextrano

80



CAPITULO 1 RESULTADOS Y DISCUSION

oxidadas casi totalmente(90%), lo que permite menor activación posterior. Estos

soportessediferencianenqueunodeellossehaoxidadototalmentey el otrono, dando

lugar a diferentedensidadde gruposreactivosparala interaccióncon la enzima.

Los tressoporteshanpermitido la inmovilizaciónde la enzimaconservandosu

Actividad Hidrolítica independientementede su grado de activación. Sin embargola
actividadcoagulanteseve muy condicionadapor el gradode oxidaciónfinal delsoporte,

esdecir por la densidaddegruposreactivossobreel soporte,llegandoa conservarel
derivadopreparadosobreel soportemenosactivadoel 25%desuactividadcasenolítica,

frente a 14,3 y 2,5% de los derivadono optimizados.

5. COMPABACION DE LA TRES ESTRATEGIAS. DISCUSION GENERAL

Se ha utilizado la reninade Mucor mieheicomomodelopara el estudiode la
inmovilizacióndeenzimasqueactúansobresubstratosmacromoleculares,porel enorme

interés que supondríala utilización en catálisisheterogéneade esta enzimaa nivel
industrial. El desarrollode esteestudiohasido posiblegraciasa quese ha diseñadoy
puestoa punto un ensayoespectrofotométricoparala determinaciónde la actividad

coagulanteo caseinoliticade proteasastipo renina.El disponerdeesteensayopermite

relacionarla actividadcoagulantecon su correspondienteactividadhidrolítica, medida
con respectoa un péptidosintético que reproducela secuenciade la caseinaquela
reninareconoceespecíficamente.Conello sepuedenvalorardiferentescomportamientos
de la enzimaen cuantoa actividad enziináticaen función del substratosobreel que

actúay, deestemodocuantificarel efectodedeterminadosprocesosquepudierasufrir
la moléculade enzimay queno afectanal centroactivo mismo o a la accesibilidaddel
substratosintético, pero que sí alteranla capacidadcatalíticade la enzimafrente al
substratomacromolecular,comopor ejemplo,la inmovilización sobreun soportecuya
presenciapodríasuponerun importanteimpedimentoestéricoa la interacciónenzima-

substratomacromolecular.

De las tresestrategiaspropuestasinicialmente:(i) modulaciónde la orientación
relativa de la enzima sobre el soporte, (u) utilización de soportescon diferente

morfologíainternay (iii) utilización desoportescongruposreactivosconvenientemente
separadosde su superficie,sehan obtenidoimportantesresultadosquese resumena

continuación.
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Todoslos derivadosenzimáticospreparadospor inmovilizacióncovalentesobre

soportesde agarosahan sido optimizadosen lo querespectaa su actividadhidrolítica
independientementedelsoporteutilizadoo de la estrategiade inmovilización,de forma

queel centroactivo de la enzimano seviera afectadopor el proceso,y a fin deevaluar
cómo afectala inmovilización a la actividad enzimáticasobre la caseínaK.

La modificación de la orientación relativa de las moléculas de enzima

inmovilizadascon respectoal soporteha demostradoque ésta sí influye sobre la
actividadcaseinolítica.Sehanpreparadodiversosderivadosde reninapor inmovilización
covalente a través de diferentes grupos funcionales de la enzima situados
mayoritariamenteen su superficie. En cada caso se ha estudiadoel efectode las
variablesque controlan la velocidad de inmovilización y el posible grado de unión

multipuntual,de estemodo se ha podido optimizar la preparaciónde los derivados
tratandoinicialmentede evitaren lo posiblecualquierdistorsión de la estructurade la

enzima,tantoprovocadaspormodificacionesquímicascomopor la uniónenzima-soporte
en si.

SOPORTE GRUPO
REACTIVO DE

LA ENZIMA

A.H.R. (%) (a) A.C.R.

(%)(b)(c) (d)

glioxil-agarosa E-amino (Lys) —100 ---- 2,38

MANÁ-agarosa . carboxilo
(AspIGIu)

—70 —100 —6,0

lutaraldehído-agarosa amino de bajo
pK

28 ---- 33,3
(9,6)

MANA-agarosa cadenaglicosídica
oxidada

—70 —100 —15

(a) Actividad 1-Jidrolítica Remanente:Actividad hidmíltica ensayadacon respectoa la cantidadde enzima

inmovilizadaen cadaderivado,

(b) Actividad CoagulanteRemanente:Actividad coagulanteensayadacon respectosu actividad hidrólitica
ensayadaen cadaderivado.

(c) Solución de substratoestándar

(d) Soluciónde substratoconNaCí 0,5M.

Tabla1.14. Derivadosde reumadeMucormieheioptimizadossobrecadauno de los diferentessoportes

de agarosa.
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Losresultadosreflejadosen la tabla1.14muestranquela inmovilizacióncovalente

ha permitido la conservaciónde toda la actividad con respecto al substrato sintético de
pequeño peso molécular sobre tres de las cuatro estrateegiasde inmovilización

desarrolladas.En el derivado preparadopor inmovilización covalente sobre gel

glutaraldehído-agarosa,apesarde haberprocedido,comoen los otros casos,regulando
las condiciones de la reacción hasta disminuir la reactividad de los grupos que

intervienenenel proceso,de modoquela inmovilización tuvieralugar deforma suave,
la actividad remanenteha descendidoal 28% con respectoal substratosintético que
deberíamostrarmenorescondicionantesa la hora de la inmovilización por ser de
pequeñotamaño.Los soportesactivadoscon glutaraldehídopresentangruposde alta

reactividadcapazdereaccionarapH próximo a la neutralidad(7,0-8,6),ello permitela
interaccióncongruposaminode laproteínacomoel aminoterminal(pK 7,5-8,0)y algún
otro al quesu posiciónen la moléculahubieradisminuidosu pK. Este mecanismode
interacciónenzima-soportela convierteenunaestrategiaen la quela uniónmultipuntual

estaría, en general,bastanteimpedidapor el reducidonúmerode gruposreactivosque
se podrían encontrardisponibles.Como además,el control de las condicionesde la
inmovilización ha sido muy estricto con el fin de bajarla reactividadparalograruna
inmovilización no distorsionante,en el casode quehubieramásde un grupo reactivo,
inicialente, en la enzimaestecontrol habríadirigido la inmovilización haciaunaúnica
unión; por ello es dificil pensaren la posibilidad de que la unión al soporte esté
provocandodistorsionesde la conformaciónactivade la enzima.La explicacióna la baja

actividad hidrolítica quemuestraestederivadoestaríaen pensarque el enlacecon el
soporteglwaraldehfdo-agarosaha tenido lugar por un grupo de la enzimaimplicado

directamenteen la actividad catalítica bien por perteneceral centro activo, bien porque
su modificación provocadesequilibriosen la moléculaque dificultan la unión de la
enzimao la propia catálisis.

En los derivadosque han conservadotoda su actividad catalítica frente al
substratosintético, sepodríaafirmarque las moléculasno manifiestanalteracionesde

su configuraciónactiva, lo cualsupondríaun procesode insolubilizaciónpuraenel cual
la interaccióna ha tenido lugar por el mínimo númerode puntos.En el casode los
derivados inmovilizados sobre soporte activado con grupos amino, soporte MÁNÁ-

agarosa, por tratarse de grupos ionizables que no se inactivan al finalizar la
inmovilización en el medio de reacción (pH ligeramente ácido) interaccionarán

iónicamentecon lasmoléculasde enzimaunidascovalentementea él, esta interacción
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esproporcional a la densidadde grupos reactivosdel soportey produceel descenso

proporcionaldela actividadhidrolítica.Parapodervalorarlaestrategiadeinmovilización
y determinarla pérdidade actividad quecorrespondea la inmovilizacióncov@lentey la
queesdebidaa las interaccioneselectrostáticas,sehamedido la actividaden un media
con alta fuerzaiónica; ello permiteobteneractividadesmayoresque, enel casode los

derivadosoptimizados,alcanzanel 100%, lo cual indicaquetoda la caídadeactividad
de los derivados optimizados utilizando soporte MANA-agarosa era debida a las

distorsionesprovocadaspor las interaccionesiónicas con el soporte y no por la unión
covalenteal mismo.

Los valores de actividad coagulanteresidual (A.C.R.) de los derivadosque
presentantodasu actividadcatalíticafrente al substratopequeño,representadosen la
misma tabla 1.14, indican que aunquese haya optimizadola inmovilización de una
enzimaen lo querespectaa mantenerintactosu centroactivo, cuandola moléculade
substratoes máscomplejay voluminosaexistenotros factoresque afectanal proceso.
Estosfactoresdependendelgrupo quehayaparticipadoen la inmovilización covalente,

siendoel soporteutilizadoen todoslos casoel mismo: agarosa6B-CL. Así los resultados
de actividadcoagulantevande un 2,38%parael derivadoglioxil-agarosa, al 15%parael

derivado obtenido por inmovilización a través de las cadenasde azúcaresde la
glicoproteina.La explicaciónpodríaserquela caseínapor serunamoléculavoluminosa
necesitela participaciónde algunazonade la moléculade enzimadiferentede lasque
participan en la unión del substratopequeñoy que se encuentreafectadapor la
inmovilización;otra posibilidadseríaquela presenciadel soportelimite el accesode la
macromoléculade substratoy la diferente orientación de la molécula de enzima
conseguidaal variar el grupo que participa en la unión covalente, dé lugar a una

orientaciónen la cualsereduzcanlos impedimentosestéricosa la entradadel substrato
por ofrecerun centro activo másaccesible.

La utilización de sonortes de morfología interna másabierta y, por lo tanto, que
suponenmenorcongruenciageométricaenzima-soportetuvocomoresultadoel aumento

de la actividad remanentede los derivadoshastael 25% con la orientaciónmás

desfavorecida(segúnlos resultados,ya expuestos,obtenidossobreagarosa).Cuandola
enzimase inmovilizó a travésde sus cadenasglicosiladas,orientaciónóptima sobre

agarosa,los derivadosconservanhastael 33% de su actividadcoagulante(Tabla1.15).
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Esto indica que el disponer del soporte con la morfología interna más adecuada
(Bupergil o Biosynth) y el utilizar la estrategia de inmovilización que permite a las

molé~culasde enzima la adopciónde la mejor orientación (unión covalentea través de
la cadenasglicosídicasoxidadas al 15% a gel MANA-agarosa), ha permitido optimizar

los derivados enzimáticos de renina para la hidrólisis de su substrato natural
macromolecular, caseínaic.

DERIVADO DE RENINA DE Mucor miehei A.H.R. A.C.R.

glioxil-agarosa 100 2,38

MA.NA-agarosa/Asp-Glu 100 6,0

glutaraldehido-agarosa 28 9,6

MANA-agarosa/azucares* 100 15

BDE-agarosa 100 5,9

dextrano(100%)-agarosa-75 100 4,8

dextrano(90%)-agarosa-20* 100 25

glioxil-Biosynth 100 25,1

glioxil-Eupergit 100 14,5

MANA-Biosynth/azúcares* 100 28

MANA-Eupergit/azúcares* 100 33

* Derivadosoptimizadoscon cada una de las tres estrategias

Tabla1.15. Derivadosde reninadeM.mieheiopthnizadosparacadaunodelosmétodosde inmovilización

covalenteutilizados.

Conrespectoa la utilizaciónde soportescon largosgruposreactivosa los cuales
seunala enzimaparaobtenerla separaciónsuficienteentrela enzimay la superficiedel

soporte,sehandiseñadodostiposdesoportescondiferentetipo de “brazoespaciador.
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El analisisy comparaciónde los resultadosobtenidoscon cadauno de los soportes
permiteproponerun modelode estructurainternatantoparalossoportesBDE-agarosa

comopara los dossoportesdextrano-agarosa.

La cadenade 12 átomosde la moléculade 1,4-butanodiol-diclicidoxi-éter(BDE)

utilizadaparala activacióndel soportede agarosano parecehabersidosuficientepara
reducirel impedimentoestéricoa la interacciónrenina-caseina(tabla1.15).

Se hansintetizadodos tipos de soportesde agarosa6B-CL activadocon brazos

espaciadoresde cadenalargasiguiendoprocesosdiferentes.Comparandolos derivados

obtenidospor inmovilizaciónsobrecadauno delos soportes,sehapropuestola posible
estructurainternade estossoportes:

- El primer soporteque no ha permitido buenasactividadesfrente al
substratovoluminoso,hasido preparadoapartir de un soportemuy activado(75
gmoles de grupos reactivos/ml gel), por lo que es probableque entre las

moléculasde dextrano(2,5 timolesde dextrano/mígel) y el soportede agarosa
sehayanformadovariosenlaces.Ello podríahabersupuestola formacióndeun
densorecubrimientode la superficiede la agarosaconel polímero.A la horade
la inmovilización, cadamoléculade enzimainteraccioneráno con largosbrazos
espaciadoresmáso menoslibres, sino con una cadade dextranode movilidad
limitda a modo de segindasuperficie que presentaimpedimentosestéricos

semejantesa los del soportesin dextrano(figura 1.16 A).

- El segundosoporte se ha preparadohaciendoreaccionarsobre gel
agarosamuchomenosactivada(20timoles degruposreactivos/mlgel) moléculas
de dextranoparcialmenteoxidado. Los derivadosobtenidoscon estesoporte

presentanunamayor Actividad Coagulantefrente al substratovoluminoso,es
decir, estaríapermitiendoun accesomásfácil dela caseínaK al centrocatalítico,
por lo quepodríasuponerseuna disposiciónde las cadenasde dextranomucho
másabierta recubriendola superficiedel soporte.La unión menosintensadel
dextranoa agarosale permitiría actuarcomo un verdaderobrazo espaciador

(figura 1.16 B).
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(A)

y-
FiguraL16. Propuestadela disposiciónadoptadapor las cadenaspolildehídicas(dextmooxidado)sobre
elgel MANA-agarosaencadaunodelos diferentessoportespreparados:Gel dextrano-agarosa-I(A) ygel

dextrano-agarosa-Il(B).

brazos

resultó
(Tabla

La flexibilidad de las cadenaspolifuncionalizadastipo dextranoutilizadascomo
espaciadoresentrela enzimay el soporte,su longitud y su cáracterhidrofílico

serla másadecuadaparaobteneractividadescoagulantesremanentesdel 25%
1.15).
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CAPITULO II

Inmovilización-estabilización de glicoenzimas:
Inmovilización-estabilización de la fi-galactosidasa de

Aspergillus oryzaepara la hidrólisis de lactosa
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INTRODUCCION

1. ESTABILIZACION DE ENZIMAS

La utilización de enzimasen químicafina, medicina,tecnologíade alimentoso

quimica analítica requiere,en muchoscasos,trabajara elevadastemperaturaspara

incrementarla productividady prevenircontaminacionesmicrobianas,la introducciónde
cosolventesorgánicosparadesplazarel equilibrio de la reacciónhaciala formacióndel

productodeseado,o la incubaciónenmediosdepH diferentede aquelal cualla enzima
muestra su máximaestabilidad. La estabilidad limitada deestosbiocatalizadores,sualto
costey la dificultad de regeneracióncondicionansus posibilidadesde aplicacióny por
ello granpartede los estudiossehanorientadoal conocimientode los mecanismospor

los que se producela inactivación enzimática (procesosbimolecularesy procesos
unimoleculares)comobaseparael porteriordesarrollodesistemasenzimáticosdemayor

estabilidad.

La desnaturalización de una proteína, en general, supone la pérdida de la
estructuratridimensionalnativa característicade su cadenapolipéptidica,sin llegar a

alterarla secuenciade aminoácidos.Factorescomo el calor, el pH, la presenciade
determinadoscosolutosy/o cosolventesson los desencadenantesde dichoscambiosen

la estructuratridimensionalde la molécula, tan directamenteligada a la actividad
biológica de cada proteína.El aumentode la temperaturapromuevemovimientos

vibracionalesenlasmoléculasensoluciónqueconducena sudesplegamientoprogresivo.
La exposiciónde la proteínasoluble a pHsextremosinduce cambiosen el gradode
ionizaciónde los diferentesgruposy, comoconsecuenciadeellos, la modificacióndesu
posición relativa.

La distorsiónde la estructuraterciarianativade la enzimapuedeserconsiderada
comoun procesoen dos etapas(4, 37) (figura 11.1): La primeraetapasuponecambios
conformacionalessobre la molécula que conducena un desplegamientoparcial y
reversible, siempreque se elimine el agentecausantede la desestabilizacióny se

recuperenlas condicionesóptimas del medio. Si, por el contrario, las condiciones
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desestabilizantesseextremanoseprolongan,esteprimerprocesoreversiblefavoreceque
sobrela enzimadistorsionadatenganlugarreaccionesposterioresdediferentenaturaleza
tan intensasquehacenimposiblela recuperaciónde la disposiciónrelativainicial de sus

gruposcuandoseretornaal medioóptimo, esdecirla moléculade enzimase inactiva

irreversiblemente.El resultadofinal seríaunaconformacióninactiva de la enzima,la
pérdidadesuestructuracuaternaria,procesosdeagregaciónintermolecular,disociación
de cofactores,modificaciónquímicade gruposinicialementemenosexpuestosal medio,
etc. Porestarazón,unaestrategiageneralde estabilizaciónparaproteínas(o enzimas)
deberáestarbasadaen la inhibición de la primeraetapadel procesode inactivación,es

decir en tratarde disminuir la posibilidad del primer desplegamientode la estructura
proteica, puesun sistemaque confiera rigidez a la moléculadificultará los primeros
cambiosconformacionalesreversiblesimpidiendoprocesosposterioresmásgraves(5).

Figura fl.1. Desnaturalización-renaturalizaciónde unaproteínaglobular.

La presenciade determinadoscompuestosenunasoluciónenzimáticaejerceun
pronunciadoefectoestabilizante.Entre los aditivos utilizadosparaestabilizarenzimas
ensoluciónseencuentranazúcares,alcoholespolihidroxilicoscomogliceroloetilenglicol,

determinadoscosolventesorgánicos,substanciasdetergentes,polímerosy sales.El efecto
estabilizante ejercido por los azucares(sacarosa,lactosa, etc) o por alcoholes
polihidroxilicospareceserel resultadodela interacciónpreferencialdelasproteínascon
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el medioacuosoen presenciade estosaditivos (38).

También la modificación química de proteínas ha permitido modificar las

propiedadesde lasenzimas,permitiendoalterarsusolubilidad,su actividade inclusosu
estabilidad. En este sentido se han conseguidomodificaciones controladasde la

superficiede la enzimaque provocancambiosen la interacciónentreéstay el medio,
favoreciendoel mantenimientode su conformación activa. Cuandola modificación
químicade la moléculatiene lugar con un reactivobifuncional o polifuncional (39, 40)

la formacióndepuenteso entrecruzamientos(covalentes,iónicos,etc.),en muchoscasos,
evita el desplegamientode la macromoléculahaciéndolamásestable.

Todas aquellasestrategiasde inmovilización que implican el aislamientoo

dispersiónde cadamoléculadeenzima,aunqueno disminuyanla inactivacióndebidaa
los procesosunimolecularesqueafectana la estructura3D dela enzima,suponencierta
estabilizaciónya que evitan los contactosintermolecularesque podría dar lugar a
fenomenosde agregacióno autolisis,enel casode proteasas,pero fue Klivanov (3) en

1983 el que propusoque, cuando la inmovilización de un enzima tiene lugar por
interacciónconunadeterminadamatrizo soporteatravésdevariospuntos,éstadebería
ejercerun importanteefectoestabilizador.Mozhaevet al. (4, 5) y Martinek et al. (6)

desarrollaroncon éxito estapropuestade estabilizaciónutilizando como estrategiade

inmovilización la copolinierización. Muchas de las estabilizacioneslogradas por
entrecruzamientose basanen el mismo concepto:el aumentode la rigidificación de la
estructuratridimensionalde la enzima(39). Desdeel punto de vista biotecnológicola

inmovilización multipuntual como estrategiade estabilizaciónpresentaun enorme
interéspuespermite resolvermedianteunaúnica técnicalos dos problemasprincipales
quelimitan la aplicacióndebiocatalizadoresanivel industrial:la reutilizacióny/oposible
uso en continuo,y la estabilización.

En principio la copolimerizaciónesel métodoconel quemásfácilmentepodría

lograrseun alto grado de multiinteracción,debido a la gran congruenciageométrica
entre la enzima y la matriz polimérica, sin embargo las matrices presentangran
sensibilidadal medio lo cual afectadirectamentea las moléculasde enzimaintegradas
en ella. Ademásel procesode polimerizaciónno permite, en general,el control del

gradodeinteraccióndela enzimay la estructuracerradadelcopolímeroplanteagrandes
problemasparala difusión desubstratosy productos.En estesentido,la inmovilización
covalentemultipuntual de enzimasa soportessólidospreexistentessupondríasuperar
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estaslimitaciones,permitiendo,además,la eleccióntantodelsoporteadecuadocómodel
tipo de grupos reactivos,así como el control de las condicionesdel proceso,con la

finalidad de conseguiren cadacasoel soportecon la ade~uadacongruenciageométrica

que permita la multiinteracción suficiente para frenar los posibles cambios
conformacionalesde la enzimaunidaa él, afectandolo menosposibleasuactividadpara
su posteriory rentableaplicacióna gran escala.

Laestrategiade inmovilizacióny estabilizaciónpor unióncovalentemultipuntual

desarrolladapor Guisána al. (7-12),graciasprincipalmentea las característicasde los
gruposreactivosdel soportey a la reversibilidadde cadaenlaceentreéstosy los grupo
reactivosde la moléculade enzima,quesehandescritoampliamenteen la Introducción
Generaldel presentetrabajo,hapermitidoun amplio estudiodetodaslasvariablesque

intervienenen el procesode inmovilización (7, 8). Los resultadosobtenidosde su
aplicaciónsobrenumerosasenzimasreflejanquese tratadeunaadecuadaestrategiade
inmovilizacióny estabilizacióndeproteínasen general.

2. INMOVILIZACION-ESTABILIZACION DE GLICOPROTEINAS

A nivel biológico la presenciade lascadenasde azúcaresen lasmoléculasde las
glicoproteinassonimprescindiblespor lascaracterísticasde hidrofilicidad, movilidaden
los tejidoso capacidadde unión a determinadaszonasde la célulaqueconfierena la
proteínade la queformanparte.

Los estudiosrealizadosiii vftro sobre glicoenzimashan demostradoque los

carbohidratosconfierena la glicoenzimaresistenciafrentea la accióndeproteasasy, en

muchoscasosestabilidadtérmica (41-43>, siendoraroslos casosen los que se haya
probadoque la actividadenzimáticadependade la presenciade los residuosglicosilo

(44, 45).

El importanteefectoestabilizadorde la fracciónglicosídicaseharelacionadocon
el aumentodehidrofilicidadquesuponesupresenciaen el entornodela moléculay con
el establecimientode interaccionesno covalentescon la superficie proteica que

mantienensu conformación activa. Según Mozhaevet aL (46) la aproximaciónmás
sencillay fiable parala estabilizaciónartificial deunaproteínaseríala hidrofilizaciónde

la zonano polardesu superficie.En estesentido,la neo-glicosilacióno introducciónde
nuevosresiduosazucaradossobrelosgruposno-polareso sobregrupospróximosazonas
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no-polaresde la enzimasuponeun importanteincrementode su estabilidad(47).

La utilización de estrategiasgeneralesde inmovilización o estabilizaciónde

enzimascuandosetratademoléculasglicosiladasplanteaimportantesproblemasdebido
aquela presenciadecadenasglicosídicasenla superficiede la proteínapuededificultar
la interacciónde los residuosde la estructuraproteica(aminoterminal, Lys, Asp/Glu,

etc.) con los grupos activosdel soporteal cual se quiera inmovilizar la enzima.En

consecuenciase han diseñadoprocesosen los cualeses la fracción glicosídicala que
participaen la reacción(48-50) lo cual,ademásdeevitarlos problemasdeaccesibilidad,
presentaventajasadicionalespuesal participaren la reaccióngruposmuy alejadosdel
centroactivola posibilidaddequeel procesoafecteala actividadenzimáticaesmínima.

Aunquela justificaciónparael desarrollode estasestrategiasescorrectadesde
el puntode vistade la inmovilización, cuandosebuscaademásla estabilizaciónde la
enzimaporinmovilizaciónmultipuntual,surgeunalimitación importantepuesla fijación
al soportepor estospuntostan distantese independientesde la zonaproteicaapenas
supondrárigidificación adicional de la estructura espacialde la molécula, y por
consiguientela gananciaen estabilidadde la estructuraterciariaseránula.

2.1. PROPUESTADE ESTABILIZACION DE ENZIMAS GLICOSILADAS

A continuación se describen las estrategiasoriginales de inmovilización-

estabilizacióndeenzimasglicosiladasdesarrolladasen el presentecapítulo,asícomolos

estudiosde estabilidadrealizados.

La propuestadesarrolladaen este capitulo consisteen la utilización de dos

herramientasparael abordajede la inmovilización-estabilizaciónde glicoenzimas:En
primer lugar,el enriquecimientode la superficiede la enzimaengruposreactivoscon

el fin de que la inmovilización covalenteal soporte tenga lugar a través de mayor
númerode puntos.De estemodosepretendecompensarel impedimentoestéricoque
suponela presenciade las cadenasglicosídicasa la inmovilización multipuntial de la

enzima,insistiendoen la rigidificación de la estructura3Dcomométodoóptimo parala
estabilización.En segundolugar y unavez inmovilizadala enzimase aprovecharála

presenciade las cadenasde los carbohidratoscomo agentesentrecruzantesintrínsecos
en buscade estabilizacionesadicionales.
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Las etapasseguidasen el procesoserán:

a.- fnmovi¿zaci6n no distorsionante a través de enlaces muy estables.

Se estudiarála inmovilización de la enzimanativa sobre geles glioxil-

agarosa.Utilizando esta estrategia de inmovilización se han conseguido
estabilizacionesmuyimportantesdeenzimasno glicosiladasaconsecuenciadela
fuerteunión multipuntual enzima-soporte(8-12).

b.- Enriquecfrnlento de la superficie enzisnática en grupos amino.

Dado quela presenciade las cadenasglicosídicaspuedereducirel area
disponiblepara la interacción con el soporte,seintentaráaumentarla capacidad
de la enzima para realizar uniones multipuntuales.Para ello se relizarán

modificacionescontroladasdelosgruposcarboxilodela enzimaconetilendiamina
(vía activacióncon carbodiimida).De estemodoseesperaque la densidadde

grupos amino capacesde participaren un procesode inmovilización de tipo

multipuntualseamáselevadaque al utilizar la enzimanativa.

Evidentementeestetipo de procesosrequierenun estricto control tanto
de la modificación química en sí como de la inmovilización posterior. La
optimizacióndel procesoha de suponerun compromisoentreunamodificación
químicaquealterelo menosposiblelas propiedadesde la enzimasolublepero
suficiente para permitir la estabilización adicional consecuenciade la
inmovilización.

e.- Entrecruzamiento intramolecuku- de la enzima nativa y de la enzima
enriquecida en grupos amino utilizando las propias cadenas glicosidicas como agente

entrecruzaute.

La oxidaciónde las cadenasglicosídicasconperyodatogeneralaformación
de gruposaldehído,loscualespuedenreaccionarcongruposaminode la misma
glicoproteínaproduciéndoseentrecruzamientosintramoleculares.De estemodo
se habrá reducido la movilidad de los residuosimplicados, con lo cual las

posibilidadesde cambios conformacionalesen la molécula serán menores,
pudiendoversereducidala subsiguienteinactivación.

Es interesanteseñalarqueestetipo deestrategiasson adecuadasparaser
desarrolladassobre proteínasen fase sólida, es decir despuesde habersido
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insolubilizadas,de otro modo la oxidación, que en sí suponela activación del
agenteentrecruzanteintrinseco,podríaproducirreaccionesintermolecularesentre

los azúcaresde una moléculay los gruposaminode otra diferente.Al estarla

moléculasindependientesy enlazadasal soportesepuedediseñarun procesode
entrecruzamientoexclusivamenteintramolecular.

Ya queel enriquecimientoen gruposaminode la superficiede la enzima
descritoen el apartadob, puedeafectartanto a la inmovilización multipuntual
como al entrecruzamientointramolecularse estudiaráel procesoglobal para

obtenerel mejorbinomio de actividady estabilidad.

d.- Estudios de estabilidad de los derivados inmovilizados-estabilizados.

Tanto la unión covalentemultipuntual a soportesactivadoscomo el

entrecruzamientointramoleculardebenproducirel mismotipo demecanismode
estabilización:la fijación delasdistanciasentrediferentesresiduosde lasuperficie

proteicay el consiguienteaumentodela rigidez de la enzima.Porello los efectos
estabilizantesde dichas estrategiasdeberíanobservarseen cualquiertipo de

experimentode inactivación.Sin embargo,al encontrarselos procesosasociados

a modificacionesquímicas de la enzima, ello puede suponerun efecto muy
diferente sobre la estabilidad de la enzima en función de las condiciones
experimentalesbajo las que se encuentre.Para comprenderlos mecanismos
globales de inactivación y para evaluar la estabilizaciónconseguidase han
realizadoestudiosen diferentesmediosde incubación.

3. f?-GALACTOSIDASA DE Aspergillusoryzae

Laf3-galactosidasaQ3-galactosidogalactohidrolasa,FC3.2.1.23)producidaporel

hongoAspergillus otyzaees una glicoproteinaextracelularmonoméricacon un peso
molecularde 105.000D. Con respectoasu composiciónenaminoácidos,poseeun alto
contenidoen Aspy Glu, 10,5y 9,1 %, respectivamentey un 4,4% en Lys (51-52).Estas

cadenasde carbohidratoscorrespondena oligosacáridosde tipo galactomanosaquese
dividen en dos fraccionesatendiendoa su logitud: el 4% correspondea cadenaslargas

y e] 96% restanteestáconstituidopor cadenascortas.La fracción azucaradatotal de la
glicoproteina suponeun 11% del peso de la molécula y las cadenasse unen a la

estructuraproteica a través de residuosde N-acetil-glucosamina(53). El elevado
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contenidoenazúcaresdeestaglicoenzimadeconfieregranestabilidadenmediosácidos.

Su pH óptimo de actividad es 4,5 cuandosu actividadse mide empleandoel

substratosintético,oNPG1, y 4,8 paralactosa,substratonatural.La temperaturaóptima
sesitúaentornoa los 45-500Cparael primero y a unatemperaturaalgo menor (300C)

parael substratonatural(54). Los parámetroscinéticosde la enzimavarían en función
delsubstratosobreel queactúe,asísehandeterminadoun valor de KM paralactosade
50 mM y de 0,7 mM paraoNPG y una~ de 2,4 y 55,6gg/min.mgde proteínapara
lactosay oNPG, respectivamente.

La presencia de glucosa (20-400 mM) o manosaen el medio de reacción no
afecta a la actividad enzimática,pero si la de galactosaque actúa como inhibidor
competitivo,aunquetambiénseha reportadoinhibición no-competitivaproducidapor
el mismo monosácarido(55).

La presenciade NaO o KCl iones en el medio de reacción reduce la actividad

enzimáticaen mayormedidacuantomásbásicoesel medio(56). La hidrólisisdeoNPG
esfuertementeinhibida por cationesdivalentescomoCu2~, Hg2~ y A?~.

Se ha logradola inmovilización de estaenzimapor métodosmuy variados.A
travésdesu fracciónproteica:porunión covalentea matricessolublesdepoliacroleina,

si bien los derivadosconservanbuenosvaloresde actividadenzimática,la estabilización
conseguidaes mínima (57); por reacción con alginatoshidrosolublesactivadoscon
carbodiimidaconsiguiéndosebajos rendimientosen la unión covalentee importantes

pérdidasde actividad,sin haberseestudiadola estabilidad(58); por unión covalentea
soportede magnetitaactivadaconvementementecon grupos aldehído,obteniendose
derivadosenzimáticosmuy estables,aunquecon baja actividad remanente(59)o por
reacciónconun soporteporosode SiO

2silanizadoy tratadoconglutaraldehido(60).Se
ha llegado inclusoadiseñardiferentesreactoresparala hidrólisis de lactosa:reactores
de tipo de membranaenrollada,de lecho poroso (basadosen la inmovilización de la

enzimasobre partículasde silice atrapadasen una lámina estriadamicroporosade
polivinilo (61, 62) o de lecho fijo (63).

‘o-nitral cxiii fi-fl-galactopiranosi do, introducido por Aizawa como
substrato cromogénico para galactosídasas.
Aizawa, 1<. 1939. Enzymniologie 6, 321.

Ensayo: Sambrook, J., et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ecl.,
Caíd Spring Harbor Laboratory, Vol 3, pg 16.66 (1989).
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OBJETIVOS

En estecapítuloseestudiarálaf3-galactosidasadeAspergillusoryzae,comoenzima
de interésindustrial y al mismo tiempo,comomodeloparael desarrollode diferentes

estrategias de estabilización de enzimas glicosiladas asociadasal proceso de
inmovilización, esdecir, aplicadasdurantey despuésdel procesode inmovilización de

la enzima.

Se abordaránfundamentalmentetresestrategiasde estabilización:

a.- Launióncovalentemultipuntualde la enzimanativaasoportesglioxil-
agarosa.

b.- El enriquecimientode la enzimaen gruposamino paraoptimizarsu
unión covalentemultipuntualsobre los gelesde agarosa.

c.- La utilización de la propias cadenasglicosiladas de la enzima
inmovilizadaspara promoverentrecruzamientosintramolecularesentre
dichascadenasy los residuosaminode la estructuraproteica.

Ademásse evaluaráel efectoconjunto de las tres estrategiasincluyéndosela
modificación químicacon etilendiaminade los residuoscarboxílicosde la proteínapor
reaccióncon carbodiimida,la unión covalentemultipuntualde la enzimamodificada
sobre el soporte, la oxidación parcial de las cadenasglicosídicas de la enzima
inmovilizada;y la reacciónintramoleculardeentreestascadenasdeazúcaresactivadas

por oxidación y la fracción proteicade la propia moléculade enzimainmovilizada

multipuntualmente.
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Dadoquela mayoríade lasestrategiasestánbasadasenmodificacionesquímicas
previasde la enzima(aminacióndeJosgruposcarboxilo,oxidaciónde Josazúcares)será

necesarioun control muy rigurosodetodas~lasreacciones,teniendoencuentael efecto
conjuntoquesobrela actividady estabilidadfinalesdel derivadoenzimáticopuedetener
cadaproceso.

Para finalizar se estudiaránlas cinéticasde inactivación de los derivadosen

diferentescondicionesexperimentalewsparaunamejorevaluacióndelefectocombinado
de modificacionesquímicasy estrategiasestabiizantes.
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METODOS:

1. ACTIVACION DEL SOPORTEDE AGAROSA

En esteCapítulosehan empleadodos soportes:el soporteglioxil-agarosay el

soporteMANA-agarosa.Ladescripcióndelos Métodosdeactivaciónseharealizadoen
elCapttulo1 (Métodos,Apanado1.1.1).

2.ENSAYODE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAI4-GALACTOSIDASA DEAspergiLlus

oryzae

El ensayoutilizado ha sido el siguiente:A unacubetacon 2 ml de solución de

substrato10 mM en tampón acetato0,1 M a pH 4,5 termostatizadaa 250C y con

agitaciónsuave,se le añadeuna muestrade 25-200 pi de solución enzimáticao de
suspensiónde derivado.Del registro del incrementode absorbanciaquese producea
420nmenfuncióndeltiempotranscurrido,sedeterminala velocidadinicial dehidrólisis
para estesubstratola cual se dará en UnidadesdeActividad. Se define la Unidad de

Actividadcomola cantidad deenzimaque ev capazde hidrolizar 1 ¡ano! de oNPGpor

minuto a 250<2.

3. SEMIPURIFICACION DE LA fi-GALACTOSIDASA DE Aspergillusoryzae

Se disuelve extracto comercial de 13-galactosidasade A. oiyzae en una
concentraciónde 2,5 mg/ml en tampón acetato 15 mM de pH 5,0 agua, por

centrifugaciónseseparala fracciónno soluble.Al sobrenadantesele añadegelMANÁ-

agarosa de 75 gmoles/mlgel resultandouna suspensión1:170 que se mantienecon

agitaciónsuave,apH5,0y temperaturaambientedurante2,5 horas.La adsorcióniónica
de la enzima sobre el soporte se apreciaal disminuir la actividad enzimáticadel
sobrenadante.
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Se filtra y selava el gel con tampón acetato15 mM de pH 5,0 abundantepara

eliminar todo lo queno sehaya adsorbido.Se resuspendeen tampón fosfato 20 mM,

NaCI 0,1 M de pH 7.0, frío y semaptienela suspensión1:6, a unos 40C, el tiempo
necesarioparaquese desorbala máxima cantidadde enzima.Se filtra, recogiendoel
sobrenadanteparadializarlo frentea tmpónacetato15 mM depH 5,0en la cámarafría.

Lasoluciónenzimáticasemipurificadaseconservaenla cámarafríadurantevarios

días.

4. MODIFICACION QUIMICA DE LA ENZIMA NATIVA CON ETILENDLALMINA (1,2-

diaminoetano)

Los grupos carboxilo de la enzima se modifican con etitendiamina (RDA)

siguiendoel métododesarrolladopor Hoarea al. (64).

Un volumen de solución enzimática semipurificada y dializada de

aproximadamente300 U.A.H./ml sediluye a lamitad conunasoluciónde RDA 2M a

pH 4,75. Unavez comprobadoqueel pH semantiene,seagregacarbodilmida(CDI) de
forma que su concentraciónfinal sea1.10.2 M y seincubacon agitaciónsuavea 200C

durante1,5 horas.Transcurridoestetiemposeprocedeadializarfrenteaunasolución
tampónde acetato15 mM al mismopH de 5 litros realizando5 cambiosparafavorecer
la rápidaeliminación de los reactivosdel medio,y en cámarafría para disminuir las
posibilidadesde reacciónentrelos gruposhastaque la eliminaciónde reactivosdel

medioseatotal.

Porotraparte,tambiénserealizanotrasmodificacionesquímicasmásmoderadas,

suavizandolascondicionesdereacción,tantosubiendoel pH a 6,0,comodisminuyendo
la concentraciónde CDI hasta 1.101 M. Con ello se pretendedisminuir el grado de

activaciónde los carboxilosy, por tanto, la reactividadde estosgruposhaciala RDA.

A los tres tipos de modificación química logrados se les ha denominado:
modificación5.2,5.3y 6.2,enalusióna losdosparámetrosquesevarían:pH dereacción
(4,75 ó 6,0) y concentraciónde CDI (1.10.26 1.10~ M).
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5. PREPARACIONDE DERIVADOS DE p-GALACTOSIDASA DE Aspergillusoryzae

Sehanpreparadoderivadosenzimáticosporinmovilizaciónasoportesdeagarosa,

tanto de la enzimanativacomode la enzimamodificadapreviamentecon RDA.

En un determinadovolumendesoluciónenzimáticasemipurificada,concentrada

y dializada(Apartado3), con una actividad aproximadade 300 U.A.H./ml se disuelve
galactosaal 20%, enfriandohasta40C. La solución resultantesediluye a la mitad con
tampónbicarbonato40 mM depH9,5, tambienenfriadopreviamente,e inmediatamente

se suspendeen ella el gel glioxil-agarosa en relación 1:2. Se ajustael pH a 10,2 y la
temperaturaa 150C. Despuésde3 horasde incubaciónde la suspensiónde reacciónen
estascondicionescon agitaciónsuave,seprocedea la reduccióncon NaBH

4 (lmg/ml)
a 15

0Cdurante45 minutos,no sin anteshaberdiluido la suspensiónhasta1:10 (v:v) con

el mismo tampón. Posteriormentese filtra, lavándoseabundantementecon tampon
fosfato 25 mM de pH 7.0 y con agua.

Estadescripcióndel métodode preparacióndel derivadoesla quecorresponde

al derivado de la enzima nativa consideradocomo optimizado despuésde haber
modificadoparámetroscomoel pH (10,0, 10,2y 11,3), la temperatura(4, 15 y 200C> y
el tiempo (entre30minutosy 20 horas)parala interacciónenzima-soporte.

Parala preparaciónde los derivadosde la enzimapreviamentemodificadacon
EDA el métodoseguidoessemejante.Paraofrecermayorcantidaddeenzimaal soporte,

la suspensióndereacciónsepreparaen relación1:5 y seincubaapH9,0 a200Cdurante
2,5 horasinmovilizándoseprácticamenteel total de la enzimaofrecida.A continuación
sesubeel pH dela mezclade incubacióna 10,0,manteniéndose72 horamása la misma
temperaturay pH, siempreconagitaciónsuave.La reducciónen estecasoserealizauna
vez diluida la suspensiónhasta1:10 con el mismo tampón de pH 10,0.

6. MODIFICACION QUíMICA CON NatO,< DE LOS DERIVADOS ENZIMATICOS

Se hanmodificadoquímicamenteconNaJO
4los derivadosenzimáticostanto de

la enzimanativa, como de la enzimamodificadapreviamenteconRDA.

Se trataunasuspensión1:10 enaguadel derivadooptimizadodej3-galactosidasa

nativa sobregel glioxil-agarosa-75(Métodos5.1) con NaJO4 a temperaturaambiente,
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ofreciendo3.10.2¡imolespor U.A.H. (4,5 U.A.H./mg extractocomercialó 25 U.A.H./mg
proteínasemipurificada)quecorresponderíaa 3,86gmoles/mlderivado.Se manteniene

la incubación a temperatura~ambientey con agitación constantehastaalcanzaral
consumomáximode NaIO4, lavandoa continuacióncon aguaabundante.

Paramodificacionesmoderadas(25 ó 50%)deestederivadosetratacon0.75.10.2
ó 1,5.10.2p.molesNaIO4/U.A.H., respectivamente.

Para la oxidación con pexyodato de los derivadosde la enzima modificada

previamentecon EDA serealizasiguiendoel mismo método.Independientementede
la actividad final de los derivadospreparadoscon enzimamodificadacon RDA y por
habersido idénticoslos rendimientosde la inmovilización, se trataunasuspensión1:10

de derivado en agua con 3,86 ¡¿moles de NaIOVml derivado, incubandohastael
consumomáximodel agenteoxidante.

7. ENTRECRUZAMIENTO INTRAMOLECULAR

La estrategiadesarrolladaconsiste en el aprovechamientode las cadenas
glicosidicasde la glicoenzimacomoagenteentrecruzanteintrínseco.El procesoconsiste
en la reacción de los grupos aldehído producidos por oxidación de las cadenas

glicosídicasy los gruposaminosuperficialesde su fracciónproteica.La reacciónselleva
a cabosobre los derivadosde enzimainmovilizada.

Se suspendeel derivado glioxil-agarosade 13-galactosidasa(modificadao no con
RDA)oxidadoconNaJO4entampónfosfatosódicodepH 7,0 en el quepreviamentese

habíadisuelto TMAB 150 mM. La mezcla de reacción se mantienea pH 7,0, con
agitaciónsuavey a temperaturaambientedurantetiempovariable.Cuandola incubación
seprolongadurantedías,cada48 horassefiltra el derivadoy, sin lavarlo, seresuspende
en una nueva solución de incubación en idéntica relación. Transcurridoel tiempo

deseado,sediluye la suspensióncon tampónbicarbonato40 mM, galactosa20%de pH
9,0 a 4

0C, agregando1 mg/ml de NaBH
4.La suspensiónseagita suavementey después

deunahorasefiltra y selavaabundantementecontampónfosfatodepH 7,0 y conagua.
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8. ENSAYOSDE ESTABILIDAD ENZIMATICA

Se realizan incubacionesde los diferentes derivados obtenidosen medios

tamponadosde acetato20 mM apH 4,5 y 500C, de fosfato20 mM apH 7,0 y 500Cy de
bicarbonato20 mM a pH 9,0 y 250C. Cadacierto tiemposeextraende cadasuspensión
enzimática alícuotas de 20-200 gl para el ensayo de sus respectivasactividades
remanentes.Serepresentanlos porcentajesde estasactividadespuntualesrespectoa las

iniciales en función del tiempo. De estemodose puedencompararestabilidadesde
diferentes derivados,o del mismo en diversascondicionesde incubación, así como

determinarlas semividasde la enzimaendichascondiciones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. SEMIPURIFICACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO COMERCIAL

Con el fin de eliminar de la solución de extractoenzimático comercial,otros
productos diferentes de la propia $-galactosidasacomo estabilizantesrestos de
tratamientosprevioso del cultivo celularoriginal, quepodríaninterferir en el proceso
de inmovilización de la enzima,sehaconsideradoconvenientela semipurificaciónde la

soluciónde la solucióndel extractocomercialde¡3-galactosidasadeA. oryzae.

Segúnexperimentospreviosrealizadosen el laboratorio(65), el trabajarcon la
solución enzimáticapreviamentesemipurificadaafecta al procesode inmovilización

covalentesobre soporteglioxil-agarosaen dos sentidos: acelerandola velocidadde
insolubilizacióny favoreciendola pérdidade actividadenzimáticaresidualdel derivado

obtenido.La explicaciónaestecomportamientopodríaencontrarseen que al eliminar
delmediociertasimpurezasdelextractocrudoseevitasu interferenciaenel procesode

inmovilización de la enzima,y por eflo la insolubilización se favorecey la unión al

soporteesmásintensa,provocandomayorespérdidasde actividad.

El métodoseguidopara la semipurificaciónconsisteen la adsoción-desorck5n
diferenciala gelesM4NA-agarosa.Durantela incubaciónde la soluciónenzimáticaapH
5,0 en presenciadel soportetiene lugarla adsorcióniónica de la proteína,a travésde

susgruposcarboxilo al soporteactivado congruposamino. El posteriorlavadocon el

mismotampón de pH 5,0 permitela eliminaciónde todo aquelloqueno seencuentre
ionizado. Resuspendiendoel soportebien lavadoen el medioadecuadose favorecela

desorciónde la enzima,obteniéndosela solución enzimáticasemipurificada.El método
quesehaseguidoparala semipurificacióndela soluciónenzimáticahasido modificado
conrespectoal utilizadoporSantana(65). Lamodificaciónintroducidaafectaa la etapa
de desorcióny supone,en primerlugar, la substitucióndel mediodepH 10,0en el que

seresuspendeel gel, por unasolución tampónde pH 7,0 y conalta fuerzaiónica capaz
de romperlas interaccionesiónicasestablecidasentrela enzimay el soporte,de este

modo se evita exponera la enzima a un medio básico desestabilizantepara la /3-
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galactosidasadeA. otyae,y segundo,la suspensióndel gel en un volumende tampón

menor que el de la suspensiónde adsorción,de forma que la desorciónde toda la
proteínadel soportesupongala obtenciónde unasoluciónenzimáticaconcentrada.

La incubaciónapH5,0de la solucióndeextractoenzimáticocomercial(4,5 U/mg

extracto)en presenciadel gel MANA-agarosaha permitidola adsorcióndel 93-98%de

la enzimaen 1 hora a temperaturaambiente.Unavez lavadoel gel y eliminado,por lo
tanto, todo aquelloqueno sehubieraadsorbido,al resuspenderel soporteen tampón
de pH 7,0 y con altafuerzaiónica (NaCí 0,1 M) selogró la desorcióndel82-89%de la

enzimaen 3-5 horas.

El procesode semipurificaciónllevado a cabono afectaa la estabilidadde la
enzima, siendo idéntica para la solución del extracto enzimático crudo y para la
semipurificada:mantienenel 100% de su actividaddurante5 díasincubadaa 40Cy pH
7,0, y muestraun valor de semividade 1,5-2 horasa 550Cy pH 7,0.

2. INMOVILIZACION DE LA $-GALACTOSIDASA DE A. oryzae POR UNION
COVALENTE SOBRESOPORTEGLIOXIL-AGAROSA

El objetivo de la inmovilización covalentede la ¡3-galactosidasadeA.otyzaeal
soporteglioxil-agarosano sólo es lograr que éstase insolubilice, sino que seformen
entreambosenlacescapacesdeayudaral mantenimientode la estructuratridimensional
de la enzimapor conferirlemayorrigidez quecuandola moléculaseencuentralibre en
el medio. La inmovilización de la moléculaal soportea través de cadenaso grupos
reactivosdepequeñotamañoy numerosos,hacequesemantengafija la posición relativa
entreestospuntos,confiriendo resistenciaal conjuntoy limitando las posibilidadesde
deformacionesy desplegamientosprovocadospor las condicionesdel medio.

Se hantomandocomo puntode partidaexperimentosprevios realizadosen el
laboratorio(65). En la tabla11.1 serecogendosde los derivadosenzimáticosquesehan
obtenido,mostrándoseel efectode la duraciónde la interaccióny de la temperaturaa
la quetuvo lugardicho proceso,sobrela actividadenzimáticaremanentequeconservó

la enzimainmovilizadacovalentemente.Cuandola interaccióntuvolugara200Cdurante
2 horasel derivadomostróunaactividad remanentedel 70 % (derivadoA.1), mientras
cuandoel procesode interacciónsealargóhasta19 horasy seelevóla temperaturahasta
los 250C la actividadremanentedescendióal 20% (derivadoA.3). El derivadoA.3 fue
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el único que mostró una ligera estabilización,sin llegar a duplicar la semividade la
enzimaen solución.

derivado pH~,,
0,, t~1~ ¡ ~ Act.rem.(*)

A.1 10,0 2h/20
9C 70

A.3 10,0 5h/20~Cy 17h/252C 20

10,2 3h/152C 75

(*) Porcentage de actividad enzimática remanenteen cada derivado preparado según la condiciones
experimentalesindicadas

Tablafl.1. Derivadode~-ga¡actosidasadeA. o¡yzaeoptimizadoen relación a los derivadospreparados

con anterioridad.

Basándoseenestosresultados,seprocedióaoptimizarlos derivadosenzimáticos,
buscandoaumentarla reactividad enzima-soportemediantemodificacionesde las

condicionesde inmovilización (pH, temperatura,tiempo de interacción, cantidad de
enzimaofrecida)quefavorezcanla multiinteracción.Seprepararondiferentesderivados
(resultadosno mostrados),de los cualesel de mayor estabilidadno superabael mejor
valor de semividalogradocon el derivado denominadoA.3. Parasu preparaciónse

alcalinizóligeramenteel pH hasta10,15-10,2paraaumentarla reactividadde los grupos
amino superficiales de la enzima que reaccionan con el soporte, bajándosela
temperaturahasta150C para evitar la inactivación de la enzima. Este derivado se
denominóA.3,,~,~porpresentarlamismagananciadeestabilidadqueel derivadoA.3,

a costade unamenorpérdidade actividadenzimática(25%), lo cual indica la menor

distorsiónpor uniónal soporte.

En todos los casosla inmovilizaciónhatenidolugaren presenciadegalactosa.La
galactosa, como inhibidor competitivo, protege al centro activo, favoreciendosu

conformaciónespacialóptima, evitandopor tantoqueni las condicionesdelmedio,ni
la interacción con el soporte puedan distorsionarlo. Concretamente,para la

inmovilización de esta /3-galactosidasasu presencia es imprescindible para el
mantenimientode la estabilidadde la enzimaapH 10,0-10,2duranteel tiempoquedura

la inmovilización hastala reducciónde los enlacesformados.
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Con respectoal estudiodel procesode inmovilización de13-galactosidasade A.

o¡yzae sobresoporteglioxil-agarosasepuedeseñalarqueel control de las condiciones
de inmovilización permite modificar la actividad remanentedel derivado resultante.

Cuandola inmovilizaciónprovocacaidasimportantesdela actividadenzimática,pesea
estagran inactivaciónconsecuenciade la interacciónmásintensacon el soporte,los
derivadosobtenidosno muestranestabilizacionesequitativas(Figura11.2).Lainteracción

intensa con el soporte no permite una multiinteracción capaz de conferir una
rigidificación de la estructura3D tal quela enzimaseveaestabilizada.
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tiempo (horas)

Figura fl.2. Estabilidad térmica de la ¡3-galactosidasade A.o,yzaenativa (.) y de un derivado de ésta

mmovilizada covalentementesobre el soporte glioxil-agarosa (e)

Todo ello manifiestade forma clara quela inmovilizaciónde la enzimaa través
de susgruposaminono hapermitidoel númerode enlacessuficientepara proporcionar

a la molécularigidez desuestructuraterciaria.El nÚmerode residuosdeLys esde 34-39
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por molécula(51, 52), relativamentealto,si secomparaestenúmeroconlos 14 residuos

Lys que poseetripsina (40.000 D), los cualeshan permitido establecerinteracción
máximaa travé$de 7 residuos,confiriendounaestabilizaciónde5.000vecesconrespecto

a la enzima soluble en ausenciade autolísis (8). La explicación de estediferente
comportamientode la /3-galactosidasapodría encontrarseen que se trata de una

glicoenzima:la presenciade las cadenasde oligosacáridosplantearíaun importante
impedimentoestéricoa la interacciónentrelos gruposenzimáticosde la superficiede
la fracciónproteicacon los gruposglioxilo del soporte,por lo quelas posibilidadesde
interacciónmultipuntual,y en consecuenciade estabilización,seríanbajas.Otro factor

a teneren cuentaesque, de los 39 residuosde Lys solamente12 aminosprimariosse
encuentranen la superficiede la molécula (66), lo cual unido a la presenciade los

azúcaresy al gran volumen de la molécula (90.000 D) reduceconsiderablementela
posibilidadde formación devarios enlacesy de que estosconfieranestabilidada una

moléculatanvoluminosa.

3. ENRIQUECIMIENTO DE LA GLICOPROTEINA EN GRUPOS REACTIVOS
SUPERFICIALES

Dadoquela inmovilizaciónde la enzimanativasobregelgIioxll-agarosa-75no ha
permitido la estabilizaciónde la estructuratridimensional, ni siquiera forzandolas
condicionesparalograrmayorgradodeunión covalente,sehaestudiadola posibilidad
de preparar derivadosde la enzima previamenteenriquecidaen grupos reactivos

superficiales,buscandocon ello el aumentode la posibilidad de unión covalente
multipuntual al mismo soporte paralograr una interacciónmásintensaque confiera
rigidez a la estructura3D queserefleje en gananciade estabilidad.

Paraaumentarla cantidadde gruposaminode la proteínaen su superficie,se

procedióa la modificaciónquímicaconetilendiamina(EDA) deotrogrupoquetambién
seencuentramayoritariamenteen la superficieproteicapor serun grupohidrofilico: el

grupocarboxilo, pertenecientetantoa los residuosAsp comoGla de la cadenapeptídica
(60). La disposiciónsuperficialde estosgrupos haceque sean accesiblesy por ello
fácilmentemodificablescon métodosrelativamentesencillos.

El procesode modificaciónquímicade los gruposcarboxiio de la enzimanativa
con RDA consta de dos pasossucesivos: la activación de los gruposcarboxio con
carbodilmida (CDI) y el posteriorataquenucleofilico de estecomplejosobre un grupo
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aminodel reactivo(EDA), que a pH ácido (4,75-6,00)seencontraráprotonado(64).

El control del grado de modificación químicase ha realizadoa travésde la
modificaciónde las condicionesen las quetienelugar la reacción,de forma quesevea
alteradala reactividadde lasespeciesqueen ella intervienen.Así sehanutilizadodos

concentracionesdiferentesdeactivador(CDI): 1.102y i.i0~ My sehavariadoel pH del

medio de reacción: pH: 4,75-5,0y pH 6,0. El estudioha dado lugar a trestipos de
modificaciónquímicaquesehandenominado:niodllicación-5.2,5.3 y 6.2, en alusióna

losvaloresquetomanlos parámetrosquesevarían(pH de la reaccióny concentración
de CDI). En estudios previos realizadosen el laboratorio con a-quimotripsina

inmovilizada se demostróque el grado de modificación alcanzadosobre derivados

modificados-5.2esdel 100%, pormodiflcación-6.2del45%, y por modiflcación-5.3del
25% (67).

Paracuantificarel alcancedela modificaciónquímicaconseguidaenlos diferentes
tratamientosesnecesariodeterminarlos efectosquecausantanto sobrela actividady
la estabilidadde la enzimaen solución como sobre el procesode inmovilización, los
parámetrosquedefinesel proceso.

3.1. MODIFICACION QUíMICA CON RDA DE LA ENZIMA EN SOLUCION

La actividadremanentede la soluciónde/3-galactosidasasemipurificadadespués
de 1,5 horasde reaccióncon EDA 5.2 semantieneen el 100%. Esto indica queni la
activaciónconCDI ni la reacciónconRDA afectana suactividadenzimática.Lo mismo

ocurrecon los tratamientosmássuaves:5.3 y 6.2.

Debido a que todas las especiesimplicadasse encuentransolubles,la única
manerade detenerla reacción es por la eliminación de los reactivos(CDI y RDA)
mediantediálisis. Esto quieredecir que la reacciónseveráprolongadahastaque los

valores de concentraciónde reactivosy/o la acidezdel medio hayan disminuido lo

suficientecomo consecuenciade la diálisis.

Unavez eliminadospor diálisis los reactivosde la modificación con RDA, las

solucionesenzimáticasmostrarónpérdidasdeactividadenzimáticabastanteimportantes.
La modificación química-6.2es la que permite conservarun mayor porcentajede
actividad,el 69-76%de la actividadenzimáticaen relacióna la queteníala disolución
nativa (semipurificada),frente al 52 y 68 % de las otras dos aminaciones-5.2y 5.3,
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respectivamente.

En la figura 11.3 semuestrala diferenciade estabilidadde la enzimasoluble

modificadacon RDA con respectoa la que tiene en su estadonativo, tanto a pH 7,0
como 9,0, apreciándoseun claroefectodesestabilizantede la modificación química.

100

4,
ea>e
0
E2
O

.5
o
O

75

50

25

o

100 -4

75
a,
ea,e
0

O
0

o
0

-J

50—

25

o

(B)

o 6 12 18

tiempo (horas)
24 30

Figura 11.3. Efecto de la modificación química (5.2) con EDA sobrela estabilidadtérmica de la j3-

galactosidasadeA.oryzae:(a) nativa1(e) modificada-5.2.(A) en soluciónen tampónfosfato20 mM depH

7,0 a 50
0C y (B) en soluciónen tampónbicarbonato20 mM de pH 9,0 a 250C.
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La CDI esun compuestode gran reactividadfrentea los gruposcarboxilo y de

baja estabilidaden solución, por ello esde suponerque tantola reacciónde activación
de los gruposcarboxilocomola reacciónde éstosconla RDA hande tenerlugaren un
espaciocorto de tiempo cuandolas condicionesde reacciónson idóneascomolas que
se han elegido para estos tratamientos.Por ello no parecemuy probable que la

modificación química haya continuado durante la diálisis afectando la actividad
enzimática,deserasí algunacaídade actividadsehubieradetectadoen la primerahora
y mediade la reacciónpreviaa la diálisis. Posiblementela baja actividad remanente
observadasedebea la desestabilizaciónprovocadaen la moléculaconsecuenciade la

modificación química, y no a que la modificación química haya afectado a grupos
esencialesparala actividad.

El controlde la reactividada travésde la disminuciónde la concentraciónde CDI
en el mediode 1.10~M a 1.10~ M y/o del aumentodel pHde la reacciónde 4,75 a 6,0,
hapermitidomodificacionesquímicasmássuaves:¡nodiflcacién-S.3y niodiflcac¡ón-6.2,

reflejadasen la mayor actividad remanentedespuésdel proceso,respectivamente52 y
64% (ver figura 11.5).

3.2.INMOVILIZACION COVALENTESOBRESOPORTEGLIOXIL-AGAROSADE LA
ENZIMA MODIFICADA CON EDJ4

Se trata de una enzima cuyos grupos carboxilo se encuentranmodificados

quimicamentecon RDA y, en consecuencia,de una proteína con grupos amino

superficialesde dos tipos segúnsu origen: un primer bloqueformado por los grupos
aminonativosen los queseincluyen tanto los procedentesde la cadenalateral de los

residuosdeLys con un pK de 10,2, comoel amino terminal de la cadenapolipeptídica
con un pK menor, y un segundobloque que agrupaa los que son producto de esta
modificaciónquímicaconRDA de loscarboxilos procedentesde los aminoácidosAspy

GUi, quetambiéntendránun pK bajo debido a la proximidadde otrol grupo amino
secundariointroducido.

La presenciadeestosumnuevostlgruposaminopodríapermitir la inmovilizaciónde
la enzimaenun mediomenosbásico(pH 9,0),conlo quela estabilidadde la enzimaen

soluciónserámayor, favoreciéndosepor ello la inmovilización ensu forma activa.Una
vez quesehayaproducidola unión al soporteen condicionesde buenaestabilidad,se

podríaforzar la participaciónde los gruposaminooriginalesde la enzimasimplemente
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con la incubación a un pH más alto (pH
multiinteracciónenzima-soporte.

En la figura 11.4. se representael
¡nudiflcada-5.2con ElIA.
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Figura 1.4. Representacióndel procesode inmovilización de la enzimamodificada-5.2sobreel soporte

glioxil-agarosa-75:(U) actividad remanentedela suspensión,(e) actividad remanentedel sobrenadante

y (u) actividad remanentede la solución-control(enzima libre incubadaen las mismas condicionesen

ausenciade soporte.Condicionesexperimentalesdescritasen Métodos.
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interaccióndelos gruposreactivosdepKmayor(p.e.Lys) y enconsecuenciala reacción
con el soportepor unmayornumerodepuntos.Así, mientrasla solucióndeenzimalibre

(soluble)modificada-Si,incubadaa pH 10,0 se inactiva totalmente,la mismaenzima
insolubilizadapreviamenteapH 9,0 sobreel soporteglioxil-agarosaconservaun 25% de
su actividad transcurridas72 horasa pH 10,0.

Cuandola inmovilización tiene lugar con la enzima modiflcada-5,3y 6.2, la
actividad remanenteque muestranlos derivadoses del 46 y 38 %, respectivamente,
despuésdel procesode inmovilizacióny multiinteraccióncovalente.

Parapodercompararel gradode modificación químicacon su efectosobre la
actividadenzimática,enla figura 11.5 semuestranlas actividadesremanentessucesivas
consecuenciade la modificación química con EDA de la enzima soluble y de la
inmovilización covalente.
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Figura li.5. Efecto del control de la modificación química con EDA sobre la actividad enzimática

remanentede la enzimaensolucióny delos derivadospreparadospor inmovilización.N: enzimanativa.
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En todos los casosse inmoviliza el 100%, por tanto las actividadesfinales

ensayadasde cada derivado corresponderána la residual de los dos procesos:
modificaciónquímicade la enzimasoluble e inmovilización: 13, 28 ó 32% segúnsi la

modificaciónquímicahayasido 5.2, 6.2 ó 5.3, respectivamente.

A la vistade estosvalores,sepuedeafirmarquesuavizandolas condicionesde
la modificaciónquímicael rendimientofinal de la inmovilizaciónnoseve afectado,pero

la intensidadde la interacciónentrela enzimay el soportedisminuye sensiblemente
manifestándoseen el mantenimientode su actividadenzimática

.

No se ha podido determinarsi los mejoresresultadosde actividad remanente
inmovilizadasondebidosaunainteracciónmenosdistorsionantede la molécula(menor
multiinteracción) o a una mayor estabilidadde la enzima duranteel proceso.La

respuestaseobtendrádel estudiode estabilidadde los derivados.

El seguimientodel procesode preparaciónde los derivadosha permitido tener
un primer indicio de que el enriquecimientoen gruposreactivossuperficialesde la

enzimaestápermitiendociertamultiinteracciónen la unión enzima-soporte,puestade
manifiestoen la mayorestabilidaddurantela incubaciónapH 10,0de la enzimaunida
al soportefrentea la enzimalibre. Paraafianzarestahipótesisde estabilización,seha

realizadola inactivacióntérmicade los diferentesderivadosenzimáticosobtenidoscon
la enzimacon mayorgradodemodificaciónquímica(modificación-Sl),preparadospor

interaccionesenzima-soportemásomenosprolongadas,comparandosucomportamiento
con el de la enzimaen solución (Figura 11.6)

La incubacióndurantela inmovilización de la enzimaaminada5.2, unavez que

seha insolubilizadoa pH 9.0, en un mediamásalcalino de forma quesefavorezcala
participaciónde todos los gruposaminosuperficiales(pH 10,0), ha permitido lograr un

incrementode termoestabilidadcon respectoa la enzimamodificadalibre en solución.

Esta termoestabilización,que segúnse puedeapreciaren la figura 11.6 ya se
produceconla simpleinsolubilizacióny contiemposcortosde incubación(3 horasa pH

10,0), sevé favorecidaal prolongarsela interacción(3 o 4 díasapH 10,0). Resultando
un derivadoenzimáticoobtenidoporincubacióndurante4 díasconunaestabilidadapH
7,0 de40-60vecesmayorquela dela $-galactosidasamodificadasoluble,lo cualsupone

la extensiónde la semividadesdeunos 15-20 minutosparala enzimaaminada-S.2en

solución,hastalos 20 díasparael citadoderivado-5.2de 4 días.

114



CAPITULO fi RESULTADOS YDISCUSION

100

~r75
4>

4>

u
250
4>
La

‘u

u

a
Z25
‘u

o

tiempo (horas>

Figura fl.6. Influenciade la duracióndela interaccióncon el soportesobrela estabilidadtérmicade la

$-galactosidasadeA. oryzaemodificada-5.2con EDA e inmovilizadasobregel glioxil-agarosa.(.) enzima

solublemodificada-5.2,(x) derivadoresultantedespuésde3 horasdeincubación,(e) derivadoresultante

despuésde3 díasde incubación,y (U) derivadoresultantedespuésde 4 díasde incubación.Incubación

en tampónfosfato20 mM de pH 7,0 a 500C.

Esta divergenciaen las termoestabilidadesentre los derivados y la enzima
modificadasoluble,conseguidacon el aumentoprogresivodel tiempo de interacción
entrelos grupos reactivos,indica que con la aminación de la enzimasoluble se ha
conseguidoaumentarlas posibilidadesde unión de la enzimaal soporte.El tiempo de
contacto ha de ser suficientementelargo para permitir sucesivasinteraccionesque
concluyan en unionescadavez másnumerosas,las cualesprovocanla consiguiente
rigidificación de la estructuraterciaria de la cadenapolipeptidica,quesemanifiestaen
el freno a la desnaturalizacióntérmicaya aceleradapor la modificacióncon EDA.
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> Estabilizacióntérmica frente al correspondiente derivado unipuntual

Se han preparadoderivadosdecadaunade las enzimasmodificadasutilizando

soportesmuy poco activados.La utilidad de estos soporteses el obtenerderivados
enzimáticosen los quela enzimaseunaal soportea travésde pocosenlacesdeforma
quesu conformaciónno sevea afectadapor la inmovilización y, en consecuencia,se
puedaconsiderarque su comportamientoesidénticoal de la enzimaen solución, pero

habiéndoseeliminado la posibilidad de procesosintermolecularespuesse encuentra
insolubilizada.Debido a la bajaactivacióndel soportey a que la unión covalentese

realizacon tiempo de interaccióncorto, las posibilidadesde unión enzima-soportese
reduciránenormemente,y por ello suestructuratridimensionalno severácondicionada
porla presenciadelsoporteal permitirlecualquiermovimientoo vibracióndeterminada
por el medio,

El disponerde estosderivadosha permitido, en primer lugar, cuantificar en

términosrelativosel gradode multiinteracciónpor inmovilización permitidopor cada
unade lasaminaciones,a travésde la estabilizaciónlograda.Paraello sehanrealizado
termoinactivaciones de cada derivado GLIOXJL-AGAROSA-75 frente a su

correpondientederivadoGLIOXIL-AGAROSA-5

.

El estudiode termoestabilidadseha realizadopor incubaciónde los diferentes
derivadosen tres medios: pH 4,5, pH 7,2 y pH 9,0. Ello permite apreciarposibles
diferenciasdecomportamientopuesla enzimanativaenun medioacuosoadquiereuna

estructuraterciariacaracterísticaen la cualexponeal mediosuszonaspolaresenlasque
seencuentramayoritariamentelos residoshidrofllicoscomoLys y Asp/Glu.Por lo tanto
el pH delmediodeterminael gradode ionizacióndeestosgrupos,el cual fija la posición

relativadecadauno,dandolugaraunaconformacióndeterminada.Así habráun PHdel
medioque de lugara la conformaciónóptima del centroactivo, y la incubaciónen un
mediono apropiadomodificará los equilibrios de cargaren la proteínaalterandola
estructura3D. Las enzimasque han sido modificadascon RDA presentandiferentes

grupos polares superficialescon respectoa la enzima nativa, ello podría suponer
alteraciónen el comportamientoen función del pH del medio en el queseincube en
relaciónal comportamientode la enzimanativa.

En la tabla 11.2serecogenlosvaloresde lassemividasde losderivadosincubados
en los diferentesmedios, con la intención de analizar la influencia del grado de

aminaciónde la enzimasobre la estabilidadadicionalque producela inmovilización
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multipuntual,por ello secomparanlos resultadoscon los obtenidosal incubaren las
mismascondicioneslos correspondientesderivados“unipuntuales.

Derivadode ¡3-galactosiclasa pH 4,5 pH ‘7,2 pH 9,0

nativa glioxil-agarosa-75 96 18 24

5.2

glioxil-agarosa-5 48 0,25 0,5

glioxil-agarosa-75 480 20 120

Estabiizack5p? 10 50 240

6.2

glioxil-agarosa-5 72 2 1

glioxil-agarosa-75 360 20 360

Estabiizació¿ 5 10 360

5.3

glioxil-agarosa-5 96 4 6

GLIOXIL-AG-75 250 20 36

Estabiizació¿ 2,6 5 6

* Cocienteentreel valor de semividapara el derivadoglioxil-agarosa-75 ypara el derivadoglioxil-agarosa-S.
Indicador de la estabilizaciónconseguidapor la inmovilización multipuntual frente a la inmovilización
“unipwztual”.

Tabla 11.2. Valores de las semividas (horas) de la incubacióna diferentespHs de suspensionesde

derivadosde /3-galactosidasade A. oiyzae modificada con EDA en diferente grado(5.2, 5.3 y 6.2)

preparadospor inmovilización sobresoporteglioxil-agarosa-5o sobresoporteglioxil-agarosa-75.

Elvalorde“estabilización”expuestoen la tabla11.2paracadamodificacióny cada
pH correspondea la relaciónentrelos valoresde semividadel derivadomultipuntual

frente al unipuntual.Estos valoresdan una idea de la rigidificación que suponelas
inmovilizacionessobre soportesmuy activados de la enzima según su grado de

modificaciónquímica, por ello seha elegidocomoindicadorde la estabilización.

En conjunto, independientementede la modificaciónquímicaque hayasufrido
la enzima, es en medios básicos (pH 9,0) en los que se observa una mayor
termoestabilizaciónconsecuenciade la unión covalentea un soporte muy activado:
resultandounasestabilizacionesde entre6 y 360 vecescon respectoa los derivados-
control (unipuntuales),frentea5-50vecesla relaciónde semividascuandola incubación

tiene lugar a pH neutro (pH 7,2) y 2,6-10vecessi el medio tiene pH 4,3.
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Analizandolii influenciadelgradodemodificaciónquímicaconEDA dela enzima
queseha inmovilizado: la modificaciónquímica-5.3pareceser la mássuave,puessus
derivadosmuestranla menor diferenciaentre las estabilidadesde los derivados

supuestamentemultipuntualy unipuntual en relación a las otras dos modificaciones
químicas, independientementedel medio en el que se incube. Por el contrario, la
modzficac¿ón-5.2,parecedar lugar a unadensidadde gruposamino reactivossobre la
superficiede la moléculatal, que permiteunaunión covalenteal soportemásintensa

capazdeprotegerla estructuraespacialdelcentroactivocontradistorsionesprovocadas
por el medioen el queseencuentre.Lamodificación-62muestraunaestabilizaciónalgo

superiora la de la modificación-5.3enmediosácidos o neutros;sin embargoa pH 9,0
se comporta como el derivadomás estable(360 vecesmás estableque su control)

superandoinclusola estabilizacióndel derivadomultipuntual-5.2(240vecesmásestable

quesu control).

3.3.EFECTOGLOBAL: MODIFICACION QUíMICA CON EDA + INMOVILIZACION
COVALENTE MULTIPUNTUAL

Esteestudiopretendeanalizarel efectode la inmovilización multipuntualde la
enzima modificada, ya no con respecto a la enzima modificada en solución (o
insolubilizadaa soportede baja activación)sino con respectoa la enzimanativa (sin

modificar). Es decir analizarel efectoglobal de la modificaciónquímicacon EDA y de

la inmovilización covalentemultipuntualde estaenzimamodificada

.

En la figura 11.7 se muestran las estabilidades de todos los derivados
multipuntualesde la enzimaaminadacomparadoscon el derivadomultipuntualde la

enzimanativa, indicandoparacadaderivadola actividadremanente.En la preparación
de todosellosseha ofrecido e inmovilizado la mismacantidadde /3-galactosidasa.

Segúnsepuedever en la figura 11.7 las estabilidadesde los diferentesderivados
enzimáticospreparadoscon enzimamodificadacon EDA en ningún casoson menores
a la mantenidapor el derivadode la enzimanativa: a pH 4,5 el derivado5.2 esel que
muestramayorestabilización,siendoel derivado-5.3el menostermoestable,apH7,2las
estabilidadesdelos derivadosaminadosapenassufrenvariaciónconrespectoala enzima

nativa, y, por último a pH 9,0 es la modilicación-6.2 la que ha permitido mayor
estabilizaciónpor inmovilización y vuelvea sermenosestableel derivado-5.3.
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Figura 11.7. Efecto del grado de modificación química con EDA previa a la inmovilización de /3-

galactosidasadeA.o,yzaesobrela estabilidadtérmicadesusderivadosadiferentespH. (A) Incubaciónen

tampónacetato20 mM en pH 4,5 a 500C.;(3) Incubaciónen tampón fosfato20 mM en pH 7,2a 500C

y (C) Incubaciónentampónbicarbonato20 mM en PH9,0a 250C.Derivadossobregel glioxil-agarosade:

la enzimanativa (e.), dela enzimamodificada-za(x), de la enzimamodificada-6.2(M) y de la enzima

modificada-S.2(•).
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CAPITULO II RESULTADOS YDISCUSION

A pH 4,5 (figura II.7A) la decisiónde cúal esel derivadomásapropiadoel 6.2
o el 5.2 es difícil, puesel derivado-5.2,siendoel másestable,esinicialmenteel queha
sufrido mayorespérdidasde actividadenzimática:conservaeJ 13% de la actividadque

deberíatenerla enzimanativa. A PH 7,2 (figura II.7B), aunquela estabilizacionpor
multiinteraccióncon respectoal derivado sobre gel glioxil-agarosa-5es grande,sin
embargo globalmenteninguna de las tres modificaciones logra una estabilización
importantefrenteal derivadomultipuntualcontrol(nativa-glioxil-agarosa-75).Porúltimo
en un medio de pH 9,0 (figura II.7C) la estabilizaciónrelativa global del derivado

multipuntual-6.2es la mayor, al igual quesu actividadenzimáticaremanente(28%), por

lo queseríael óptimoparatrabajara dicho pH.

En resumen,conla inmovilizaciónmultipuntualsehalogradocompensarno sólo
la inestabilizaciónquesehabíaproducidocon la modificaciónquímica, sino también
mejorar con respectoa la enzima soluble nativa, e incluso frente al derivadode la
enzimanativaoptimizado:glioxil-agarosa-75.

Estosexperimentosconfirmanqueel aumentode la densidaddegruposreactivos
sobrela superficiede la enzimahapermitidola formaciónde mayornúmerode enlaces

con el soporte,lo cual sereflejaen unagananciade termoestabilidadglobal, puesesta
unión covalentemultipuntual con la enzimamodificada es capazde compensarla
desestabilizaciónprovocadapor dichamodificación.No obstante,no sehadeolvidarel

importantecosteen actividadenzimáticade todo el procesodebidoa la modificación
químicade los gruposcarboxilo de la enzima.

4. ENTRECRUZAMIENTOS INTRAMOLECULARES

Conel propositode introducirmejorasencuantoaestabilizaciónde los derivados

preparadosde )3-galactosidasade A.oryzae,seha desarrolladounasegundaestrategia
queconsisteen la utilización de lascadenasglicosídicaspropiasde la glicoenzimacomo

agenteentrecruzanteintrínseco.El procesode entrecruzamientoconstadedos etapas
(figura 11.8):

- La primeraetapaconsisteen la activaciónde las cadenasdehidratosde

carbonoa travésde unaoxidación con NaIO4, dandolugar a dosgrupos
aldehídopormonómero,y enconjunto,acadenaspolifuncionalesreactivas
(cadenaspolialdehídicas’).
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- La segundaetapasuponela incubaciónde los derivadosen condiciones
adecuadascon el fin de favorecerla reacciónde estosnumerososgmpos
aldehídocon los residuosaminosuperficialesde la parteproteica.

I 0 pH7,OITMAB

20 pH 10,0 1 NaBH4

NalO4

Figura 1.8. Esquemade la reacciónde entrecruzamientointramolecularpropuestocomo estrategiade

inmovilización de glicoenzimas.

El estudioseha realizadosobre el derivadomultipuntual de la enzimanativay

sobre los derivadospreparadoscon /3-galactosidasamodificada5.2 y 6.2 por haber
permitidounamultiinteraccióncon el soportesuficienteparalograrestabilización.

4.1. ACTIVACION DE LAS CADENAS GLICOSIDICAS DE LA ENZIMA POR
MODIFICACION QUíMICA CON NulO4:

La modificaciónquímicaconNaJO4delos derivadosdela enzimanativay de la

mismamodificada5.2 y 6.2 no ha afectadoa susrespectivasactividadesenzimáticas

.
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CAPITULO 11 RESULTADOS YDISCUSION

A la horadeestudiarel efectoque, sobrela estabilidadtérmicaalos diferentes

pll~, ejercela oxidaciónmáximade la fracciónglicosídica,y debidoa la granreactividad
de los grupos aldehídoresultantes,se incuban derivadosoxidadospero bloqueados
rápidamentepor reduccióncon NaBH4paraevitarsu reaccióndurantela desactivación

térmica. Estos derivadosserán consideradoscomo derivados-control.Analizando el
comportamientode estosderivadosfrente al derivadooriginal seha observadoqueel

tratamientocon NaIO4 de las cadenasdeazúcaresde la enzimanativainmovilizadano
afectaa la estabilidaddel derivadoa ninguno de los pHs ensayados(pH 4,5, pH 7,0 y
pH 8.8) (Tabla11.3).

Derivadode j3-galactosidasa pH 4,5 pH 7,2 pH 9,0

nativa glioxil-agarosa-75 96 18 24

glioxil-agarosa-75-OX/RED 94 20 21

5.2 glioxil-agarosa-75 480 20 120

glioxil-agarosa-75-OXIRED 97 21 40

6.2 glioxil-agarosa-75 360 19 360

glioxil-agarosa-75-OXIRED 206 20 160

Tabla 11.3. Valores de las semividas (horas) de la incubacióna diferentespUs de suspensionesde

derivadosde /3-galactosidasadeA. rnyzaenativay modificadacon EDA en diferentegTado (5.2 y 6.2)

preparadospor inmovilización sobre soporteglioxil-agarosa-75y del mismo derivadooxidado con

peryodatoy reducido.

Conrespectoa los derivadosde la enzimamodificadacon EDA, por incubación
enmediosneutrosno parecequela modificaciónde lascadenasglicosídicasafectea su

estabilidad,sin embargoes importantela desestabilizaciónque muestrancuandoel
estudioserealizaen mediosa pH 4,5 y pH 8,8: El derivado5.2 acortasu semividade

480 a 97 horasa PH 4,4 y de 120 a 35 horas apH 8,8; el derivado-6.2muestrael 50%
de actividaden 206horasapH ácidoy en 160 horasapH básicocuandoantesdesufrir

la modificaciónquímicasusvaloresde semividaeran —360 horasen amboscasos.Estos

resultadosserecogenen la tabla 11.3.
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4.2. ENTRECRUZAMIENTO INTRAMOLECULAR ENTRE LAS CADENAS

GLICOSIDICAS OXIDADAS Y LOS RADICALES AMINO DE LA FRACCION

PROTEICA DE LA GLICOPROTEINA INMOVILIZA»A

La estrategiadescritaenMétodosparala reacciónde lascadenaspolialdehídicas

con los gruposamino de la fracciónproteicasebasaen la capacidadreductorade los

complejosde aminoborano(TMAiB o DMAB) en reaccionesde metilaciónde grupos
aminoproteicos(35, 36).

El objetivo del entrecruzamientoes conseguirque los “brazos’ polirreactivos
puedanacoplarsey accederazonasde la cadenapolipeptídicaalejadasdeellosy, deeste

modo, “envolver” la moléculade enzima.Se ha consideradoque el procesose vena
favorecidosi la reacción no es demasiadorápida y las cadenastienen tiempo para
adaptarseal medio.Así, seha elegidoel compuestotrimetilado (trimetil-amino-borano

o TMAB) por presentarmayor estabilidadque el complejo dimetilado, aunquesu

reactividadinicial es menor. Para el entrecruzamientose ha elegido un medio de
reaccióndepH 7,0 puesen medioneutroslos gruposreactivosobtenidosen lascadenas

glicosiladasson establesy la capacidadreductoradelTMAB óptima.La concentración
utilizadade gentereductoresla máximapermitidaporsu solubilidad.Paraasegurarla

irreversibilidad de los enlacesformados que no se hubieran reducido durante la
incubación,transcurridadicho procesoseprocedeal tratamientocon NaBH4.

Unavez activadoel derivadopor oxidaciónconNaJO4y elegidaslascondiciones
en lasque sefavorecerla reacciónentrelas cadenaspolialdehídicasy los gruposamino
superficialesde la enzima,seprocedeal seguimientodel procesode entrecruzamiento
sobreel derivadopreparadoconla enzimanativacon el fin deestudiarla influenciadel

gradodeoxidaciónsobrela actividadenzimáticaresidualsegúntranscurrela incubación.
Despuésde 144 horasdeincubaciónel derivadoquefue oxidadototalmenteesel único

quemanifiestadisminucióndesuactividadenzimática,conservandoel 76% dela inicial.

Lasoxidacionesparcialesnosuponenpérdidadeactividadalguna.Tampocoel derivado-

controlquenohabíasido oxidadomostrócaídadeactividad.Ni el derivadofJ-GAL-S.2-

glioxil-agarosa-75, ni el derivado ¡3-GAL-ti.2-glioxil-agarosa-75, oxidados al 100%

mostraronalteración de la actividad enzimáticaen la posterior incubación para su
entrecruzamientointramolecular.

123



CAPITULO fi RESULTADOS YDISCUSION

Consideradoquela caídade actividaddel derivadode la enzimanativaoxidado
e incubadodurante144 horas podríaser el reflejo de quehubieratenido lugar alguna
modificaciónquímicade la molécula,queefectea suestructuraactiva, seensayaronlas
estabilidadestérmicasde los derivadosincubadosy reducidos.
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E¡gurafl.9. Efecto del entrecruzamientosobrela estabilidadenzimáticadel derivadode/3-galactosidasa

nativa deA.oryzaepreparadospor inmovilización sobregel glioxil-agarosa-75:(.) derivado oxidado y

reducido(control), (U) derivadooxidado e incubadocon TMAB a pH 7.0. Incubaciónen tampónfosfato

20 mM de pH 7,0 a 500C.

En el casodel derivadode la enzimanativaseobservaunaligeraestabilización
térmicasolamenteen mediosneutros (Figura 11.9) que llega a duplicar el valor de la
semividadel derivado-control.Estederivado-controlno esmásqueel mismo derivado
oxidado que se ha reducido para inactivar la cadenapolirreactiva e idéntico en
estabilidadal derivadosinmodificarconNaJO

4(derivado/3-gal-NATIVA-glioxil-agarosa-.

75). Los derivados preparadoscon enzima aminada previamente sí muestran

0 24 48 72 96 120 144 168 192
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termoestabilizaciónen los tres medios ensayadosy siempre en relación a sus

correspondientesderivados-control (los mismos derivados enzimáticos oxidados y

reducidosinmediatamentepara evitar entrecruzamiento)comosemuestraen la tabla
JJ.4.

Derivadodef3-galactosidasa pH 4,5 pH 7,2 pH 9,0

nativa glioxil-agarosa-75-OX/RED 94 20 21

glioxil-agarosa-75- 97 36 23
ENTRECRUZADO

Estabilización• —1 —2 —1

5.2 glioxil-agarosa-75-OX/RED 97 21 40

glioxil-agarosa-75- 470 205 108
ENTRECRUZADO

Estabilización• —5 —10 —3

6.2 glioxil-agarosa-75-OX/RED 206 20 160

glioxil-agarosa-75- 340 190 335
ENTRECRUZADO

Estabilización• —2 —10 —2
=

Cocienteentreel valordesemividapara elderivadogiloxil-agarosa-iSentreenizadoy parael derivadoglioxil-
agarosa-75oxidadoy reducido. Indicador de la estabilizaciónconseguidapor ¡a inmovilizaciónmu¡tipwutual
frentea ¡a inmovilización“unipwutual”.

Tablafl.4. Efecto del entrecruzamientointramolecularsobrelas semividas(horas)de los derivadosde/3-

galactosidasadeA. oi’yzaenativa o modificadaconEDA (5.2 y 6.2) preparadospor inmovilización sobre

soporte glioxil-agarosa-75 en relación a los respectivosderivados-control(oxidados y reducidos).

CondicionesexperimentalesenMétodos.

De los resultadosexpuestosen la tabla JJ.4pareceserqueel entrecruzamiento
ha provocadogananciasde estabilidadsobre los derivadospreparadoscon enzima
aminadada5.2 y 6.2, quese reflejanel los mayoresvaloresde semividaa los tres pHs

estudiados.
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Analizandoglobalmenteel procesodesdela oxidaciónhastael entrecruzamiento,
parecequeestasegundaetapaconsigueaumentosdela estabilidadde los derivados.Sin

embargosólo a pH 7,0 suponeestabilizaciónearelacióna los derivadosin oxidar pues

en estemediola oxidaciónno provocódesestabilizaciónalguna.No ocurrelo mismoen
el caso de las incubacionesrealizadasa pHs ácido y básico en los cuales el
entrecruzamientosólo permitecompensarla disminución de los valoresde semividas
provocadospor la oxidación,sin lograr estabilizaciónadicional.

A la vista de los resultadosde actividady estabilidadde los diferentesderivados
obtenidosdeambosprocesos,sepuededecirquela utilizaciónde lascadenasglicosídicas
de la glicoenzima¡3-galactosidasade A. oiyzae como entrecruzanteendógenoha
permitidola estabilizacióntérmicade los derivadoscuandoéstoshayandeserutilizados

en mediosneutrosde reacción. El derivado de la enzimanativa ha duplicado su
estabilidada costadeunapérdidadeactividadenzimáticadel24%.Cuandola estrategia

se aplica sobre los derivadosmultipuntualespreparadoscon la enzimaenriquecidaen

gruposamino,la estabilizaciónllega aserde600vecesparala modificaciónquímica5.2
y de 100 vecescuandola enzimasehabíamodificado6.2 y el procesono afectaa sus

actividadesresiduales.

5. DISCUSION GLOBAL

Lasmodificacionesquímicasdeestaglicoproteina,alteransuestadodeionización
y por tanto afectanala estabilidaddesu estructuraespacialsegúnla acidezo basicidad

del medio en el que se encuentre.En particular, se ha conseguidoaumentarla
estabilidadtérmicaapH ácido(4,5)y básico(9,0)por inmovilizaciónmultipuntualsobre
gelglioxil-agarosadela enzima,previamenteenriquecidaengruposamino(figura 11.10).

Aunquelasestabilizacioneslogradasconlasmodificacionesquímicas5.2 o 6.2son

muycercanas,parecequeapH 4,5 la modificación5.2 conduceaunaestabilizaciónalgo
mayor: de 10 vecesfrente a 5 para la modificación 6.2. Por el contrario a pH 9,0 el
derivado 6.2 el que consiguemayor estabilización360 veces frente a 240 para la

modificación5.2.
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FiguraH.1O. A. Inactivacionestérmicasrealizadaspor incubaciónentampónacetatode pH 4,5 a 500Cde

los derivadosde /3-galactosidasa:5.2-glioxil-agarosa-75(e); nativa-glioxil-agarosa75 (.á); y 5.2-glioxil-

agarosa-5(U). E. Inactivacionestérmicasrealizadaspor incubaciónen tampónbicarbonatode pH 9,0 a

250Cde los derivadosde /3-galactosidasa:6.2-glioxil-agarosa-75(e); nativa-glioxil-agarosa75 (i); y 6.2-

glioxi]-agarosa-5(U).
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Cuandola enzimainmovilizadadebausarseenmediosneutros,seránecesariauna

reacción adicional de entrecruzamientointramolecular,utilizando los oligosácaridos
endógenosoxidadoscomo agenteentrecruzantepolifuncional.

A pH 7,0 la termoestabilizaciónpor uniónmultipuntualde la enzimaaminadaes

menorque la logradaen inactivacionesa pH ácido o básico, segúnse recogeen el
correspondienteapanado.Sin embargoel quela activaciónde los azúcaresporoxidación
no afectea su termoestabilidaden estemedio,hacequeel posteriorentrecruzamiento
sea seaglobalmentepositivo obteniéndoseun derivado600 vecesmásestableque la
enzimasoluble modificadacon EDA (Figura 11.11).
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Figurafl.11. Efectodelosdiferentesprocesos(modificacionesquímicase inmovilización) realizadossobre

la /3-galactosidasade A.oryzae sobrela estabilidada pH 7,0 y 500C. Se indica las diferentesetapas:

(1)modificaciónquímicacon EDA 5.2dela enzimasoluble),(2)inmovilizaciónmultipuntualsobresoporte

glioxil-agarosa-75,(3)oxidacióny (4)entrecruzamientointramolecular.
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En resumen,se han preparadoderivadosinmovilizados covalentementede ¡3-
galactosidasadeA.otyzaecon unaestabilizaciónde 400y 600vecesrespectoa la misma

enzimasoluble. Paraello se han desarrolladodos estrategiasfisico-quimicasquehan
permitido la rigidificación de la estructura3D de la enzima. La primera de estas
estrategiashansidoel enriquecimientode la superficiede la enzimaengruposreactivos
con el fin de quela inmovilización covalenteal soportetengalugara travésde mayor
númerodepuntos;de estemodosepretendiócompensarel impedimentoestéricoque
suponela presenciade las cadenasglicosídicasa la inmovilización multipuntualde la
enzima.La segundaestrategiase ha desarrolladosobre los derivadosinmovilizados

obtenidos y consistio en la utilización de las cadenasglicosídicas como agentes
entrecruzantesintrinsecos.

Estos procesos de estabilización se encuentranasociadosa modificaciones
químicas:la reacciónde los gruposcarboxilo superficialesde la enzimacon EDA y la

oxidaciónde lascadenasde carbohidratosconNaJO4.Ello ha supuestola modificación
de la carga electrica superficialde la moléculay provablementehabráalteradosu

comportamientoy el tipo de interaccióncon el medio, pudiendoseresteel motivo de
losdiferentesvaloresdeestabilizaciónalcanzadosenlosdiferentesmedioestudiados:pH

4,5, 7.0 y 9,0.
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Inmovilización-estab¡lización de enzimas
oligoméricas: Inmovilización-estabilización de las
/3-galactosidasas de Kluyveromyces lactis y de

Eseherichiacdi para la hidrólisis de lactosa.
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INTRODUCCION

El abordajede la inmovilizacióny dela estabilizacióndeenzimasparaposibilitar

su implantacióncomocatalizadoresen reaccionesa gran escalase hacemáscomplejo
al complicarsesu estructuramolecular.De la complejidadestructural,sederivannuevos

mecanismosde inactivación,siendonecesariala adaptaciónde las metodologíaspara
lograr el mantenimientode su actividadenzimática.

Muchasde las enzimasque, debidoa suspropiedadescatalíticas,poseeninterés

como catalizadoresde posible uso a nivel industrial son oligoméricas,esdecir están
formadaspor dos o más cadenaso subunidadespolipeptídicas,o necesitanpara su
actividadde la presenciade uno o máscomponentesno proteicoso cofactores.La
relación estructura-actividadde las enzimasoligoméricasno han sido ampliamente
estudiada.Aunque han aparecidopublicacionesen las que las subunidadeslibres

muestranactividadenzimática(68), en general se creeque el mantenimientode la
estructuracuaternariaes, cuantomenos,muy importanteparasu funciónbiológica. Así
pues,paralamayaríade lasenzimasoligoméricas,lassubunidadesaisladassoninactivas
aunqueconservenintactasuestructuraterciaria(69, 70), debidoa queesla constitución
del centro activo se ven involucrados residuos de varias subunidadesdel mismo
oligómero (71).

A las causasde inactivación generales para toda enzima como son las

interaccionesintermoleculares(agregacióno autolisis) o procesosintramoleculares
desencadenadospordiferentesagenteso condicionesdelmedioqueactúanfavoreciendo
la desnaturalizacióno desplegamientode la estructuratridimensionalcaracterísticade

la cadenapolipeptídica,determinantede su actividad,habráqueañadirfenómenosde
disociaciónquesurgendebidoa la naturalezano covalentede las interaccionesentre
subunidadeso entrela fracciónproteicay los cofactores.

En la figura 111.1serecogeamododeesquemael complejosistemaqueregularia
la estabilizacióny por lo tanto la funcionalidadde unaenzimadiméricaque, además
necesitela presenciade un determinadoion parasu actividadóptima.
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Figura1111.1 Mecanismodeinactivacióndeenzimaspoliméricasqueademáspresentanun catión(cofactor)

queintevieneenel procesocatalítico.
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El quepredomineunou otrode losdiferentesmecanismosimplicadosdependerá
tantode la enzimaen sí (delas diferentesinteraccionesintramolecularesqueenellase
reunenparamantenersu configuración>,comode las condicionesdel medio.

La utilización de enzimas inmovilizadasa nivel industrial implica una gran
dilución del catalizador,tantopor la participaciónde un mismo derivadoenzimáticoen
varios ciclos de reacción,comopor su uso en reactorescon sistemasde flujo continuo

de substrato.Esto quieredecir que los fenómenosde disociaciónadquiriránespecial
importancia. Si ademásesta reacción tiene lugar en condiciones experimentales
moderadamentedrásticas,los posiblescambiosconformacionalesde los protómeros
disociados, aceleraríanla disociaciónde subunidades,aumentandola velocidad de

inactivación del derivado enzimático. Por otro lado, la disociación de la molécula
significaría la pérdida de la fracción disociada en el eluido del reactor, lo cual
contaminaríala soluciónproductode la reacción(72,73).

La liberacióndesubunidadessupondríaimportanteslimitacionesa la utilización
de enzimasde cualquier microorganismoen tecnologíaalimentaria.Sin embargoy

debidoa quela estabilizaciónde la estructuracuaternariaessuficienteparagarantizar
la “limpieza” delprocesoenzimáticopuesningunasubunidadseliberaríaenel alimento,
seríaposibleel usodeenzimasprocedentesde todotipo demicroorganismos,inclusode

los incluidosentrelos denominados“ORAS’ (generalmenteaceptadoscomoseguros).

Porotro lado, la estabilizaciónde la estructuracuaternariapodríatraducirse,en
muchoscasos,en un espectacularaumentode la estabilidadtérmicade los derivados
enzimáticosen procesosen los queel pasoclave de la inactivaciónfuerala disociación
de subunidades.

Las técnicasbiofisico-qulmicasde modificaciónde enzimasoligoméricasnativas
correctamenteplegadasy ensambladaspodríanserlas estrategiasde eleccióna la hora
de mantenerlas estructurasterciariay cuaternariaactivas en los casosen los que el
diseñode estrategiasde ingenieríagenéticapara unir químicamentey de en modo
correctoenzimasindustrialesparecebastantecomplicadopor incluir el plegamientode

cadasubunidady el posteriorensamblajedelasmismas.Es interesantela integraciónde

los diferentesprocedimientosfactiblesenel procesode inmovilización,tantoporlo que
suponela obtencióndebiocatalizadoresheterogéneosdeenzimasconutilidadindustrial,
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como por permitir el desarrollode nuevas estrategiasde estabilizaciónsobre los
derivadosiinsolubilizados.

Hasta ahora, la estabilización de enzimas oligoméricas se ha abordado
fundamentalmentea través de la utilización de agentespolifuncionalespara lograr
entrecruzamientosintramolecularescapacesdeestabilizarlaestructuracuaternariao,por

lo menos, de reducir los fenómenosde disociación (33, 74-76). Por otro lado la
aplicacióndeestrategiasde inmovilización deenzimasoligoméricashaestadoorientada
a llevar a cabo estudiosde la actividadcatalíticade las subunidades(68) para la

comparaciónde suspropiedadesenzimáticascon las del oligómerocorrespondiente,o
conel fin de investigarlos efectosdedeterminadosligandossobreunaenzimaalostérica
y sobreuno solo de susprotómerosunidocovalentementeaunamatriz insoluble(74),

pero no haciala estabilizaciónde su estructuracuaternaria.

1. PROPUESTAS PARA LA ESTABILIZACION DE ENZIMAS OLIGOMERICAS

Dossonlaspropuestasparael tratamientode estasenzimasenlasquetomagran
importancialos procesosde disociación:

- Inmovilización covalentemulti-subunidades(Figura IJJ.2).

Utilizando sólidos porososque presentenuna morfología interna de
superficiesampliasy altamenteactivadascon gruposreactivos,seposibilita que
en el procesode inmovilización de proteínasoligoméricasseveaninvolucradas

variaso todassussubunidades,de forma queseael mismo soporterígido el que
actúe como entrecruzante(78). Ello permite no sólo que los protómerosno
puedandisociarse,sinoque, aunquetendierána hacerlopor efectodel pH o de

la temperatura,mantenganunadisposiciónfavorableparael re-ensamblaje,lo
cualno ocurreenel casode un entrecruzamientosimpleconreactivobifuncional

o con un polímero flexible. Evidentemente,sólidos que no presentengrandes
superficies internas o que tenganun grado de activación bajo seránmenos

adecuadosparadesarrollarestetipo deestrategias,porno favorecerla interacción
multipuntual enzima-soporte.
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DISOCIACION

Figura111.2. Inmovilizacióncovalentemultisubunidadescomoestrategiade estabilizacióndela estructura

cuaternariade enzimasoligoméricas.

Disponiendo,ademásde diferentestipos de activaciónpara los soportes

que condicionaránla inmovilización de las moléculasa través de diferentes
residuosy, probablemente,a travésdediferentesareasdesusuperficie,sepodrá
evaluarcúal esla queconfierea lasmoléculasla orientaciónmásadecuadapara
queseproduzcala inmovilización multi-subunidades.En estecaso,el problema

de la distancia entre residuos entrecruzableses mínimo cuandose pueden
prepararsoportescon másde 50-100residuosactivos por moléculade proteína
y por lo tanto no serátan dificil queresiduosdevariassubunidadesintervengan

en el procesode inmovilización, siemprequesu orientaciónseala adecuada.
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Portodoello, estaparecela estrategiamásfácil dedesarrollarsiempreque
seutilicen los soportes,los métodosde activación,los gradosde activacióny los
procesosde inmovilización apropiados.

II.- Entrecruzamientodesubunidadesconreactivospolifuncionales(Figura

IJJ.3 )

Laestabilizacióndela estructuracuaternariadeproteínasolígoméricaspor
inmovilización covalentea un soportesólido a travésde la unión simultaneade
todas sus subunidades,puede dificultarse al aumentarla complejidad de la

enzima, lo mismo que ocurre con la inmovilización multipuntual de enzimas
monoméricas. Sin embargo, el disponer de derivados de la enzima ya
insolubilizadapermitedesarrollarsobreellosestrategiasadicionalesquepermitan
culminar la estabilizaciónde la estructuracuaternaria.Por ello se proponeel
diseñodeun primerprocesode inmovilizacióninvolucrandoel mayornúmerode
subunidades,seguido de un entrecruzamientoquímico posterior utilizando

macromoléculsrpolifuncionales.

El diseñode procesosde entrecruzamientocon reactivosbifuncionales
como dialdehídoso bis-epóxidos(79-81) esmuy dificil ya que, por un lado, un

excesodereactivobifuncionaldebeproducirunamodificaciónglobalde todoslos
residuosde la proteína,y por otro lado, ha de elegirseel reactivodel tamaño
adecuadopara que sea capazde reaccionarcon dos residuoslocalizadosen
diferentessubunidades.Lautilizacióndemacromoléculasflexiblespolifuncionales

pareceunatécnicamásadecuadaya que cadamacromoléculaquese unaa un

residuode la proteínadeja cubiertaunazonavecinarelativamentegrandea la
cual no podrán accederotras macromoléculasy con la cual se encontrarán
favorecidasnuevasinteraccionesde la mismacadenapolifuncional.Porotro lado,
la distancia a la que se encuentrenlos grupos a entrecruzar(en diferentes
subunidades)ya no va a ser crítica para esta molécula larga, flexible y
polifuncionalizada(76-82).
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+_______________________
Figura111.3.Entrecruzamientosconagentespolifunionalesdecadenalargacomoestrategiaadicionalpara

la estabilizaciónde la estructuracuaternariade enzimasoligoméricas.

La modificación química de proteínasen fasesólida presentagrandes
ventajasconrespectoamodificacionessimilaresde enzimassolubles.En primer
lugar, la fijación de las moléculasde enzimasobre el soportea una distancia

relativamente grande impide cualquier proceso de entrecruzamiento
intermoleculary hacequela reacciónde proteínascon reactivospolifuncionales
produzcaúnicay exclusivamenteentrecruzamientosdentrodela mismamolécula.
Por el contrario,trabajandocon enzimassolubleslos procesosintermoleculares
entre moléculassolubles, muy reactivasy con todos sus grados de libertad
(rotacionales,vibracionalesy transíacionales)podríanser, incluso, muchomás
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rápidosquelosentrecruzamientosintramolecularesentredosresiduosfijos sobre

la superficiede la proteínaque, en principio no estánalineadoscon los grupos
reactivosde los agentesentrecruzantes.

Desdeun puntodevistamáspráctico,la modificacióndeproteínasenfase
sólidapermitea la vez el diseñomuchomássencillode los experimentospues:

- sefacilita el control de la modificación,ya que el agenteentrecruzante

que no ha reaccionadose encuentraen la disolución y se puede analizarsin
interferenciasde la proteínao del reactivoqueya ha reaccionadocon ésta,

- el final de la reacción se consigue por simple filtado del derivado,

separándosede este modo todo el reactivo de la proteínainsolubilizaday
modificada,

- se puedenutilizar condicionesde reaccióndonde la proteínasoluble
podríaagregar,máximetrabajandoa lasconcentracionesaltas(20-40mg/mí) que
sepuedenconseguircon derivadosinmovilizados,

- se puedendiseñarfácilmentecomplejasmodificacionesquímicascon
cambiode pH, eliminación de reactivossolubles,etc.

Todas estasventajaspara trabajar a nivel de laboratorio, facilitarían

enormententeel escaladodeestasmodificaciones,optimizadasapequeñaescala,
hastaun nivel industrial.

2. ESTABILIZACION DE ENZIMAS OLIGOMERICAS DEPENDIENTES DE
CATIONES DIVALENTES

En muchoscasos,la actividad y la estabilidadde enzimasoligoméricasestán

fuertementeafectadaspor la presenciade cationesdivalentescomo Mg2~, Ca2~, Mn2~,
etc. Estos cationespuedenencontrarseen la intersecciónentre dos subunidades
formando puentes salinos entre grupos ácidos de la proteína muy próximos
pertenecientesasubunidadesdiferentes.En ausenciadeestosiones,losgruposcarboxilo
vecinostenderána repelerseprovocandola disociaciónde las subunidadeso, si éstano

fueraposible,ensamblajesincorrectos,lo cual daríalugara la inactivaciónde la enzima
aún sin disociar. Por otro lado, estas enzimas,al mismo tiempo que necesitanla
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presenciadeciertoscationesparamantenerseactivasy estables,suelensermuysensibles
a la presenciade otros cationesdivalentesque podrían reemplazara los primeros

produciéndoseasociacionesincorrectasentrelos protómeros.Así pues, la estabilización
de la estructuracuaternariade este tipo de enzimasmultiméricaspuede ser un paso

necesario,pero no suficienteparaconseguirun gran aumentoen su estabilidad.

De todosmodos,la estabilizacióndeestasestructurasmultiméricasy, cuandosea

posible,la estabilizaciónadicional de cadauno de sus protómerospodríadar lugar a
importantesestabilizacionesy a minimizar la dependenciade los diferentescationes,
tanto de los que son necesariospara la enzimanativa, como de los que provocan
inactivaciones.En el casode enzimasquedebande actúarsobrefluidos lácteos,como

esel casode las ¡3-galactosidasasqueen el presentetrabajoserviránde modeloparala
aplicación de las estrategiaspropuestas,este tipo de procesosdeben ser importantes
debido a la ampliavariedadde cationespresentesen estossistemasde composición

compleja.

3. DOS ENZIMAS OLIGOMERICAS DE INTERES INDUSTRIAL

LasI3-galactosidasasde Escherichiacoli y de K¡uyveromyceslactis sondosenzimas
de enormeinterésindustrial comocatalizadoresparala hidrólisis de lactosaen fluidos
lácteos.La actividadóptimade estasdos¡3-galactosidasassedesarrollaapH entornoa
7,0, lo cual permitesu utilizaciónen hidrólisis de lactosaen leche(pH 6,6) y en suero

dulce(pH 6,1).Sinembargosuaplicaciónindustrialseencuentralimitadaa la obtención

de derivadosenzimáticosque permitan buenosrendimientosdel proceso,la fácil
separacióndelcatalizador,la suficienteestabilidadde la enzimadurantelargosperíodos
de utilización,soportandotemperaturasaltasy grandesdiluciones.

La enzimadeK. Ladis se utiliza actualmentecomoaditivo soluble.Al ser esta
levaduraun microorganismoORASno existengrandesinconvenientesparacatalizaren
un único ciclo de reacciónla hidrólisis de lactosa.Sin embargo,la estructuradíniérica
deestaenzimay la importantedependenciade suestabilidadde la presenciadecationes

Mg2~ y Mn2t así comosu inactivaciónporNa~ hacenmuy complicadala posibilidadde
reutilizacióndurantevariosciclos de reacciónde la enzimainmovilizada.

El casode la enzimadeE. coil esmáscomplejo.El microorganismodeorigenno
estáincluidoentrelosORAS,y por ello el uso deestaenzimaa nivel alimentariono está
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permitido.

La estabilizaciónde la estructuracuaternariade estasenzimassupondríaun

importantepasopáralograraumentarlasposibilidadesdeusoindustrialdeestasenzimas
y engeneraldecualquierotraenzimaoligoméricade interés.Paraello sehade impedir
la liberacciónde subunidadesal medio de reacción,se ha de reducir la dependencia
estabilizantey/o inactivantede los cationesdivalentespresentesen el medio,y, por
último, sehadeaumentarla estabilidadtérmicade estasenzimasy la estabilidadde los
derivadosduranteel usocontinuadoensuspensionesmuydiluidasdurantemuchosciclos
de reacción.

3.1. p-GALACTOSIDASA DE Kluyveromyceslacds

La lactasa(EC 3.2.1.23) de Kluyveromyces(Saccharomyces)lactis esun dímero
cuyassubunidadesidénticasposeenun pesomolecularalgo mayor de 100.000D. y se
encuentraglicosiladaen un 45% (plp) (83).

La enzimatieneunaactividadóptima a 35-400Cy pH 7,2 ó 6,5, respectivamente,
segúnactúesobre el substratosintético (oNPG) o sobre lactosa;por enzimade esta
temperaturapierde rápidamentesu actividad, dependiendode la presenciade
estabilizantes,de la concentracióny de determinadosiones.El catióndivalenteMn2~ y
en menorproporciónel Mg2~ protegena la enzimade la inactivacióntérmicaa 450Cy

pH 6,6, siendosuestabilidadaltapor debajode200Cinclusoen ausenciadetalesiones.
La presenciade Ca2~, Zn24 y Cu2~ provocan una fuerte desactivación,pudiendo
recuperarseparcialmentela actividadporeliminacióndel ion delmedio.Su estabilidad
tambiéndependede la concentraciónde K~ (84).

En cuantoal extractoenzimáticocomercial,Maxilact LX-SOOO,de Oist-Brocades

(Holanda>,contiene564,5 gIl de glicerinacomoagenteestabilizante.Es relativamente

estable en presenciade iones K~ y por debajo de los 409C. Muestra una clara

dependenciade la estabilidadcon la concentraciónde enzimaen el medio (73).

La adicióndeMg2~ ala mezcladereacciónconsigueestimulaciónde la actividad
enzimática,siendo2 mM la concentraciónquepermitela actividadmáximaenrelación

a oNPG(83).
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Los valoresde V~ de 77,6y 123,7gmolesde productopor mm y por mg de /3-

galactosidasapara oNPG y lactosa, respectivamentey de Km de 1,7 y 17,3 mM,
respectivamente(85). Los productos finales de la reacción enzimática (glucosa y

galactosa)muestrandiferentepoderde inhibición sobrela enzima,siendomenorel de
glucosa(K1sIu: 42 mM) queel de galactosa(K1saI: 794 mM) (85).

3.2. /3-GALACTOSIDASA DE Eseherichiacoil

Los estudiossobre la regulaciónde la producciónde la /3-galactosidasa(EC

3.2.1.23)deEscherichiacoli llevaronaJacoby Monod aproponerel primermodelodel
operonparala regulaciónde la sintesisde proteínas(86) que todavíahoy esunade la
másusadasenBiología Molecular.Sin embargo,su interésparael presentetrabajose
basaen su actividad13-galactosidasay ensu potencialutilización comocatalizadordela
hidrólisis de lactosaen la industrialáctea.

La determinaciónrecientede su estructurapor rayos-Xha confirmadomuchas
de la característicaspropuestashastaentoncespor diferentesautores(87). Se tratade

un tetrámerocuyosmonómerosidénticos(116.248 D) (88) sedisponenen un planoy
entrelos cuales tienen lugar dos tipos de interaccionesmonómero-monómero(89)
(FiguraJJI.4).Cadasubunidadsecomponede unaúnica cadenapolípeptidicade 1,023
aminoácidos(87) que plegadada lugar a 5 dominios ademásde un segmentomás

extendidoenel extremoN-terminal.Cadamoléculaposeedossitiosactivosinvolucrando
cadauno a un parde monómerosy en los cualessedisponeun Mg

2~ por monómero.

Cadamonómeroposee20 residuosdeLys, lo cual suponeun númerobajopara
serunacadenatanlarga. De estasLys,5 seencuentranenla primeramitad de la cadena

y 11 entrelos residuos515 y 772,la última esla queposeeel carboxiloterminal, lo cual
ha llevado asuponerquegran partede la zonaN-terminaly C-terminalseencontrarán
en el interior de la molécula(87).
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OBJETiVOS

En este capítulo se desarrollarándiferentesestrategiaspropuestaspara la

estabilizaciónde la estructuracuaternariay terciariade dos enzimasmultiméricasde
interéspara la industria láctea: las ¡3-galactosidasasde KluyveromyceslactAs, enzima
diméricadependientedecationesMg2~ y Mn24 y deEscherichiacolí, enzimatetramérica
dependientede Mg2~.

En amboscasosse pretendela estabilizaciónde la estructuracuaternariapor
inmovilización simultanea de todas sus subunidadessobre soportespreexistentes
activadoscon diferentesgrupos funcionales.Cuandosea posible, se intentaráque,
ademásde la unión multi-subunidades,pueda tener lugar un intenso proceso de
interacciónmultipuntualparafavorecerla estabilizacióndecadaunade lassubunidades.
Si la inmovilizaciónno esposiblerealizarlaconla participaciónde todaslassubunidades,

seprocederáa la estabilizaciónadicionalpor entrecruzamientosintramolecularescon

macromoléculaspolifuncionalestipo dextrano.

En todos los casosse estudiarála estabilizaciónde la estructuracuaternana
medianteel análisispor SDS-PAGE,y posteriormenteseevaluaránlas modificaciones
quepermitanconservarbuenasactividadesenzimáticasremanentes.Se estudiaránlos
mecanismosde inactivación tanto de las enzimas nativas como de los diferentes

derivados preparados,analizandosu estabilidadtérmica en diferentescondiciones
experimentalesy en presenciade diferentescationesdivalentes.
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METODOS

1. ACTIVACION DEL SOPORTE AGAROSA.

En el presentecapítulosehanutilizadotressoportesdeagarosaquedifieren en

el grupo reactivoy por lo tanto en el modode activación. Estos soportesson el gel
glioxil-agarosa, el gel MANA-agarosay el gel glutaraldehído-agarosa.La descripciónde

cada uno de los métodosde activación se encuentradesarrolladaen Métodos del
Capítulo1.

2. PREPARACION DE DERIVADOS ENZIMATICOS.

2.1.PREPABACION DE DERIVADOS DE$-GALACTOSIDASADEKk¿yveromyceslactú.

2.1.1. PREPABACION DEL DERIVADO GLUTARALDEHIDO-AGAROSA-3

Sepreparaunasolucióndeextractoenzimáticocomercialde 380U/ml entampón
fosfatopotásico20mM depH 7,0 conteniendoMgCI2 2 mM y KCl 0,1 M. Seseparauna
alicuotaqueseutilizarácomocontrol delcomportamientode la enzimaensolución.Al
restosele añadeel gelglutaraldehido-agarosade3 ¡xmolesdegruposreactivospor ml de
soporte, en relación 1:3 (v:v). Comprobadoque el pH no se haya modificado, se

mantienehomogéneala suspensiónmedianteagitaciónsuavey seincubaa temperatura
ambientedurante1 hora.Se le añadeel mismovolumendetampónbicarbonatopotásico

40 mM de pH 9,75 conteniendoMgCl2 2 mM, KCI 0,1 M y se agregaNaBH4 hasta
concentraciónfinal 1 mg/mlde suspensión.Transcurridamediahora de incubacióncon

agitación suave a pH 9,7-9,8, se procedeal lavado con abundantetampón fosfato
potásico20 mM de pH 7,0 con MgCl2 2mM y KO 0,1 M.
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2.1.2. PREPARACION DEL DERIVADO GLUTARALDEHIDO-AGAROSA-75

El procedimientohasidoel mismoquesedescribeen el Apartado2.1.1.,conla

diferenciadequeel gelutilizado posee75 ¿¿molesdegruposreactivosporml desoporte
y se lúcubaen relación1:6 (v:v).

2.1.3. PREPARACIONDEL DERIVADO GLIOXIL-AGAROSA

Se preparaunasoluciónde extractoenzimáticocomercialde unas20 U/ml en
tampónbicarbonatopotásico40 mM depH 10,0conteniendoMgCI2 2mM y KO 0,1 M
a 4

0C. Seseparaalicuotaqueseutilizarácomocontroldelcomportamientode la enzima
en solucióy se añadeel gel glioxil-agarasade 75 ¿¿molesde gruposreactivospor ml de

soporte,en relación1:10 (v:v). Comprobadoqueel pHy la temperaturanuncasuperen,
respectivamente,10,0y 40C, semantienehomogéneala suspensiónmedianteagitación
suavedurante1-1,5 horas. Una vez que se haya insolubilizadomásdel 50 % de la

enzimaofrecida,sepasala suspensióna temperaturaambientey secontinúael proceso
dos horas más. En estetiempo se producela solubilización del total de la enzima
ofrecida y se favorece la interacción enzima-soporte.Se agrega NaBH

4 hasta
concentraciónfinal 1 mg/mlde suspensión;transcurridamediahoraconagitaciónsuave

y pH 9,7-9,8,seprocedeal lavadoconabundantetampónfosfato potásico20 mM depH
7,0 conteniendoMgCI2 2 mM y KO 0.1 M.

2.2. PREPABACION DE DERIVADOS DE fi-GALACTOSIDASA DE Eseherichiaco¡i.

2.2.1. PREPARACION DEL DERIVADO GLIOXIL-AGAROSA

Sepreparaunasolucióndeextractoenzimáticocomercial(0,25mg/mí) entampón
bicarbonato50 mM de pH 10,0 conteniendoMgCI2 2mM y lactosa5%. Se separauna

alicuotacomocontrol del comportamientode la enzimaen solución y sobreel restose
añadeel gel glioxil-agarosa de 75 ¿¿molesde gruposreactivospor ml de soporte,en

relación 1:5. La suspensiónse mantienehomogéneacon agitación suaveduTante 20

horas.TranscurridoestetiemposeagregaNaBÍ!4 (1 mg/ml suspensión)y, despuesde30
minutosde agitaciónsuave,sefiltra y se lavacon abundantetampónfosfato sodico25
mM, MgCI2 2 mM depH 7,0.
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22.2. PREPABACIONDEL DERIVADO MANA-AGAROSA

Sepreparaunasolucióndeextractoenzimáticocomercial(0,2mg/mí) en tampón

fosfato 20 mM de pH 7,0 conteniendoMgCI2 2mM y se enfría (4
0C). Se separauna

alicuotacomocontrol del comportamientode la enzimaen solución y sobreel restose

añadeel gel MANÁ-agarosade 75 ¿¿molesde grupos reactivospor ml de soporte,en
relación 1:6 (v:v). La suspensiónse mantiene homogéneacon agitación suave,
comprobandoel mantenimientodel pH y de la temperatura.A las 2 horas sepermite
el calentamientode la suspensiónhasta temperaturaambientey se continúa la
incubacióndurante20 horas más. Transcurridodicho tiempo se diluye la mezclade

reaccióna la mitad con fosfato 20 mM de pH 6,0 conteniendoMgCl
2 2 mM, seajusta

el pH a 6,0 y se añadeCDI hastaconcentraciónfinal 1.10.2 M. Despuésde 2 horasse

filtra y selava con abundantetampón fosfato25 mM de pH 7,0 con MgCI2 2 mM.

2.23. PREPARACIONDEL DERIVADO GLUTARADEHIDO-AGAROSA-75

Sepreparaunasolucióndeextractoenzimáticocomercial(0,25mg/mí)entampón

fosfato20 mM de pH 8,6 conteniendoMgCI2 2mM y lactosa5%. Seseparaunaalicuota
como control del comportamientode la enzimaensolución y sobreel restoseañadeel

gel glutaraldehído-agarosade 75 ¿¿molesde grupos reactivospor ml de soporte, en
relación1:5. La suspensiónsemantienehomogéneacon agitaciónsuave,comprobando

el mantenimientodelpHdurantela incubación.Transcurridas20 horasseañadetampón
bicarbonato20 mM de ph 10,0 conteniendoMgCI2 2 mM y lactosa5% hastauna

relación1:10 (v:v), seajustael pH a 10,0y seañadeNaBÍ!4 hastaconcentraciónfinal 1

mg/ml supensión.Despuésde 30 minutossefiltra el derivadoresultantey selava con
abundantetampónfosfato 25 mM de pH 7,0 con MgCI2 2 mM.

22.4. PREPARACION DEL DERIVADO GLUTARADEHIDO-AGAROSA-3

El procedimientoha sido el mismoquesedescribeen el Apartado2.2.3, con la
diferenciadequeel gel utilizadoposee3 ¿¿molesdegruposreactivospor ml de soporte
y seincubaen relación1:2 (v:v) durante1 hora.
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3. PREPABACION DE AGENTES POLIFUNCIONALES

Se han preparadosolucionesde polínieros polialdehídicosa partir de dextrano

comercial de 6.000, 18.300y 87.000 D, y de polínieros poliaminicos a partir de las
solucionespolialdehídicasanteriores.

3.1. PREPARACION DE POLIMEROS POLIALDEHIDICOS

A 50 ml de soluciónde dextrano33,3 mg/ml en aguase le añaden4,36 g de

NaIO4, agitándosehasta su completadisolución.Transcurridas2 horasa temperatura
ambiente y comprobado el consumototal de NaIO4, sedialializa la solución resultante

frentea agua.

La concentracionesen cadacasofueron 5,5, 1,8 y 0,38 mM paralos dextranos
6.000, 18.300y 87.000, respectivamente.

3.2. PREPARACION DE POLIMEROS POLLAMINICOS

En un volumen de solución polialdehídica(obtenida segúnse describeen el
apartado3.1) sedisuelveTMÁBen concentraciónfinal 150 mM con agitaciónenérgica
a temperaturaambiente.La solución resultanteseenfría (4

0C) y sobreellaseañadeun

volúmenidénticode EDA 0,5 M a pH5,0 y 40Cen4 fraccionesdistanciadasentresí 15
minutos, cuidandoel mantenimientode la temperaturaa 40C de la mezclade reacción
en bañode hielo. Transcurridos15 minutosdesdela adición de la última fracción,se

permite el calentamientoprogresivo de la solución hastaalcanzar la temperatura

ambientey se subesu pH hasta10,0 añadiendoNaOH. Se agregaNaBÍ!
4 hastauna

concentraciónfinal 20 mg/ml y despuésde30 minutosdeagitaciónsuavela solución se
dializa. Es convenientequeel primermediode diálisis seaunasolución tampónde pH
10,0paraevitar la formaciónexcesivade H2 productode la degradaciónde NaBÍ!4; el

resto de las dilucionespuedenser en aguadestilada.

La concentraciónfinal de lassolucionesobtenidasson 1,0 ó 0,14mM, segúnsea

el dextranode partida6.000 o 87.000.
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4. ENTRECRUZAMIENTO INTRAMOLECULAR CON AGENTES
POLIFUNCIONALES LA ENZIMA INMOVILIZADA

Se han realizado tratamientos de algunos de los derivados enzimáticos

inmovilizadosobtenidoscon los nuevosagentesentrecruzantespolifuncionalescon la
intención de que se produzcanentrecruzamientosintramolecularesen la enzima
inmovilizada.

La cantidadde agenteentrecruzanteofrecidoen la reacciónseexpresaenmoles
por moléculade enzima,lo cual haceimprescindibleconoceren cadacasola cantidad

de enzimainmovilizadaen cadaderivado.

4.1. ENTRECRUZAMIENTO CON POLIMEROS POLLALDEHIDICOS

Se suspendeel derivadoenzimáticoen unasolución de TMAiB 200 mM, fosfato
15 mM de pH 7,0 conteniendoMgCI2 2 mM, en relación1:4 (v:v). Sobrela suspensión

obtenidaseagregala cantidadde solución de polímero(Apartado3.1) correspondiente

a 20 molesde polímeropormo] de enzimainmovilizada.Despuésdevariashoras(3,5-
144horas)deagitaciónsuave,sediluye hastarelación1:10 (v:v) contampónbicarbonato
25 mM de pH 10,0 conteniendoMgCI22mM, se añadeNaBÍ!4hasta1 mg/ml total y se

continúala incubacióndurante30 minutosmás. Transcurridoeste tiempo se lava el
derivadocon fosfato 25 mM de pH 7,0 con MgCI2 2 mM y seflítra.

4.2. ENTRECRUZAMIENTO CON POLIMEROS POLIAMINICOS

Se suspendeel derivadoenzimáticoen tampónfosfato20 mM, MgCl2 2 mM de

pH 6,0 en relación 1:4 (v:v). Sobrela suspensiónobtenidase agregala cantidad de
solución de polímero (Apartado3.2) correspondientea 10 molesde polímeropor mol

de enzima inmovilizada. Despuésde 4 horas de agitación suave, se añade CDI
(concentraciónfinal: 1.lOtl.102M) y secontinuala incubacióndurante1,5 horasmás.

Transcurridoestetiemposelavael derivadocon fosfato25 mM deph 7,0 conteniendo

MgCl2 2 mM y sefiltra.
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5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

5.1. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE /3-GALACTOSIDASA DE K. ladis

A unacubetacon2 ml de solucióndesubstratosintéticooNPG(o-nitrofenil-/3-D-
galactopiranósido)5-40 mM en tampónfosfatopotásico20 mM de ph 7,0 conteniendo

MgCI22 mM y KO 0,1 M, termostatizadaa 25
0C y con agitaciónsuave,sele añadeuna

muestrade 25-200 A de soluciónenzimáticao desuspensióndederivado.Del registro
del incrementode absorbanciaque se produce a 405 nm en función del tiempo

transcurrido,sedeterminala velocidadinicial dehidrólisisparaestesubstratola cualse
expresaenUnidadesdeActividad. UnaUnidaddeActividadsedefinecomola cantidad

de enzimaqueescapazde hidrolizar 1 gmol de oNPGpor minuto a 250C. El E del o-
fenol en las citadascondicioneses3150 M1. cmt

5.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE /3-GALACTOSIDASA DE E. coil

A unacubetacon2ml de solucióndesubstratosintéticooNPG(o-nitrofenil-/3-D-
galactopiranósido)5-40mM entampónfosfato20 mM depH 7,0, termostatizadaa 250C
y con agitaciónsuave,sele añadeun muestrade 25-200A de soluciónenzimáticao de
suspensióndederivado(si la muestratuvieramuchaactividadenzimáticaseránecesaria
su dilución previacon el mismo tampón).Del registro del incrementode absorbancia

queseproducea 410nm enfunción del tiempotranscurrido,sedeterminala velocidad
inicial dehidrólisisparaestesubstratola cualseexpresaen Unidadesde Actividad. Una

Unidad deActividadHidroiltica sedefinecomola cantidadde enzimaqueescapazde
hidrolizar 1 gmol de oNPGpor minuto a 250C.

6. ENSAYOSDE ESTABILIDAD ENZIMATICA.

El procesoconsisteen la medidade actividadenzimáticade muestrasextraídas
adiferentestiemposde unaincubacióndeenzimasolubleo derivadoenzimáticoen las

condicionesdetalladasencadacaso.Serepresentangráficamentelosvaloresdeactividad
frente al tiempo y de este modo se puedencomparar estabilidadesde diferentes

derivadoso delmismo endiferentescondicionesde incubación,asícomodeterminarlas
vidasmediasen dichascondiciones.
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6.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA DILUCION SOBRE LA ESTABILIDAD
ENZIMATICA.

Se ha estudiadoel comportamientoen cúanto a su estabilidadde las enzimas

oligoméricasfrente a la dilución, tanto sobre la enzimaen solución como sobre los
diferentesderivadosenzimáticosobtenidos,paraello sehanincubadoenlascondiciones

indicadas para la estabilidadtérmica solucioneso suspensionesenzimáticasen dos
concentraciones,siendoestassiemprelas mismaspara podercompararlos resultados
obtenidosen diferentesexperimentos.

LasdilucionesrealizadasdelextractocomercialdeK lactAs (2150 U./ml extracto)
fueron —46 U./ml solución) y —0.16 U./ml solución, siendo las suspensionesde los
diferentesderivadosidénticasen el casode los derivadosmultipuntualespor estarmás
cargadosy la mitad en cadacasoen los derivadosunipuntules.En el casode la enzima
de E. coIl las dilucionesrealizadasvan desde1 mg/ml hasta1.iCY3 mg/ml.

7. ELECTROFORESIS DE PROTEíNAS EN GELES DE ACRILAMIDA CON SDS.

La separacióne identificación de la enzimade interésdel extractoenzimático

comercialseha realizadomedianteSDS-PAGE (SDS-Polyac,ylamideGelElectrophoresiv)

queconsisteen la electroforesisdezonaengel depoliacrilamidapreparadoensistemas
detampónconSDScomoagentedisociante.Parala preparacióndelgelsehaempleado
el sistemade tampóndiscontinuoo multifásico(92,93).

El gel deseparaciónutilizadoeshomogéneocon un 10% (p/v) de poliacrilamida,
permitiendola buenaseparaciónde lascadenaspolipeptídicasaestudiar.Comopatrones
de calibraciónsehautilizado unamezclacomercialde proteínasde pesosmoleculares

porsubunidadde: 94.000(fosforilasab demusculodeconejo),67.000(albuminadesuero
bovino),43.000(ovalbuminade claradehuevo),30.000(anhidrasacarbónicadeeritrocito
bovino),20.100(inhibidor de trz~sinadesemilladesoja)y 14.400(a-lactalbu,ninadeleche

bovina).

Preparación de las muestras:

1~ La muestra enzimática sediluye con tampónde ruptura(2x) en relación1:2
(V~ ~ ~ tanto si setratadeunasoluciónproteicacomodeun derivadoenzimático
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inmovilizado. En el caso de derivado enzimático inmovilizado se habrá diluido
previamente con agua en relación 1:1,1 (V¿e~v,~:Vrw.¡)para facilitar la toma de
sobrenadante

2~ Lamuestrasehierveal baño-maríadurante5 minutos.Unavez quela muestra

hayaenfriado,estápreparadaparaser aplicadaenel gel y procedera la electroforesis.

32 El volumende muestraaplicado al gel fue de 10 pl.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. fi-GALACTOSIDASA DE Kluyveromycesladis

El estudiorealizadosobrela estabilizaciónde la estructuracuaternariade la /3-

galactosidasadeK lactAssehacentradoinicialmenteen el comportamientode la enzima
nativaensolución.Se ha analizadoel efectode la dilución sobre el mantenimientode
la estructuracuaternariade la moléculatravésde su estabilidadencondicionesóptimas,

así como su comportamientoante la presenciao ausenciade determinadoscationes
(Mt~ y Mn2~) Posteriormentey para minimizar las interferenciasque supondríala
presenciade estabilizantesy salesdel extractocomercial crudo, se ha preparadoun
derivadoenzimáticoporinmovilización de la enzimaa un soportede agarosade forma

quela estructuradela moléculadeenzimaseveamínimamenteafectadaporel proceso,
manteniendoun comportamientolo másparecidoal dela enzimaensolución;paraestar
segurode ello, la intencióneslograr la innimovilización de la enzimaa un soportepor
la mínimacantidadde enlaces.La última partedel trabajo estudiael comportamiento

de los dos tiposde derivadosmultipuntualesobtenidospor inmovilización de la enzima
al soporte utilizado dos estrategiasde inmovilización diferentes.A partir de los
resultadosobtenidosse hanpropuestohipótesisen relaciónal comportamientode la
enzimadependiendodel sistemade inmovilización y de la presenciade determinados

iones.

1.1. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LA ENZIMA SOLUBLE

Se estudióel comportamientode la /3-galactosidasadeK lactAs en solución a su
pH óptimo de actividad,pH 7,0, con la intencióndeanalizarel efectode la dilución de
la enzimasobresuestabilidad.Losexperimentosserealizaronenpresenciay enausencia

de cationesMgZ+ y Mn2~, con la intenciónde conocercomoinfluyen estosionesen la
estabilizaciónde la enzima.En cadauna de las curvasmostradasen la figura 111.5 se
representanlas actividades remanentesde dos solucionesdel extracto enzimático
comercialsiendola relaciónentresusconcentracionesde 1/300y estandoincubadasen
el mismo medio.
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En ausenciade cationesdivalentesen el mediode incubación,existeuna clara

dependenciade la estabilidadconla concentracióna la cual se encuentrala enzima.A
concentracionesbajasde enzima,la incubacióna altastemperaturasdesencadenauna

inactivaciónenzimáticamuchomásrápida.Los valoresde semividason8 horasparala
solución concentraday 30 minutos para la solución diluida 300 vecesrespectoa la
primera. Al encontrarsela enzimamás diluida, se favorece el desplazamientodel

equilibrio entre la forma asociada(activa) y disociada(inactiva) en el sentidode la

disociación.Los monómerosaisladosno sólo son inactivossino queson mássensibles

aposterioresdistorsionesprovocadaspor la tempertura,acelerandodenuevoel proceso
de disociación.

Cuandola incubacióntiene lugar en un mediocon Mg24, la soluciónenzimática

diluida conservamayorporcentajedeactividadenzimáticaresidualquesi estecatiónno
estapresente.El resultadoesunasemividade 8 horasparala soluciónconcentraday 2

horasparala solucióndiluida. Parecequeel Mg2~ estaríaayudandoal mantenimiento
de la estructuracuaternariade la enzima,dificultandola disociacióny, enconsecuencia
transmitiendomayor estabilidadal dímero.

La presenciadeMn2~, unidaa la de Mg2~ hacequeel procesode inactivaciónsea

independientedela concentraciónde enzima,conservandoambassolucionesel 50-55%

de actividaddespuésde 8 horasde incubacióna 450C.

1.2. DERIVADO PREPARADOSOBREGEL GLUTARALDEHIDO-AGAROSA-3

El extractocomercial,segúnespecificacionescomerciales,contieneestabilizantes
quepodríanestarinterfiriendoen los resultadosde estabilizaciónobtenidos.Paraevitar

que los estudios realizadoscon la enzima nativa reflejen dichas interferencias,
obteniéndoseresultadosno realesdel comportamientode la enzimaen solución,seha
consideradola posibilidaddetrabajarconla enzimainmovilizadacovalentementesobre

un soportesólido.

Parapoder estudiar el comportamiento“puro’ de la molécula de enzima la

inmovilizaciónha de tenerlugar a travésde unainteracciónmuy suavecon el soporte,
queafectemínimamentea su conformación.Paraello sehaelegidoun soportecomoel
2e12lutaraldehído-agarosade granreactividadenmediosligeramentebásicospróximos
a la neutralidad(7,0-8,6),condicionesen las cualessólamentelos gruposamino de
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menorpK (como los aminosterminalesde la cadenapolipeptidica)podrianreaccionar,
con una densidadsuperficialde grupos reactivosmuy baja(3 ¿¿molespor ml de gel),
ademásla reacciónha transcurridaa pH 7.0 con lo cual la reactividad,incluso de los

grupos amino terminales,se encuentramuy mermada,y por último, el tiempo de
interacciónenzima-soportepermitido ha sido corto (1 hora) para limitar, una vez
producidala insolubilización a travésde un enlace,la posibilidadde reaccionesentre
gruposaminomenosreactivosde la enzima,favorecidaspor la cercaníaal soporte.De
estemodosepretendela insolubilizaciónde lasmoléculasde enzimaal soportepor el
mínimo número de enlaces, para no modificar su estructuranni alterar su
comportamiento.

Durante la preparaciónde este derivado, se ha comprobadoque tanto la
disminuciónde la temperaturacomola reducciónde la cantidadde enzimaofrecidano

permitenla inmovilizacióndecantidadsuficientedeenzima,por ello sehaofrecidogran
cantidadde la mismay la incubaciónseha realizadoa temperaturaambiente.

El efectode la dilución sobrela estabilidaddelderivadoobtenidoserepresenta
en la figura 111.6. La ausencia de cationes en el medio permite apreciar la mayor
inestabilidad térmica del derivado en función de la dilución. Cuando la enzima

inmovilizadadisponede Mg2~ en el medio la pérdidade actividadde la incubación
menosconcentradaesmássuave,aunqueno alcanzala estabilidadde la suspensiónde
derivadoconcentrada.La presenciade Mn2~ y Mg2~ en el mediode incubaciónno sólo

evita la desestabilizaciónde la suspensióndiluida, sino que mantienela actividad
enzimáticade ambassuspensionesen el 100% durante8 horas.

Los resultadosreflejanel idénticocomportamientode la enzimainmovilizada
sobre el gel glutaraldehído-agarosa-3al que mostrabala enzima soluble, tanto en
ausenciade cationescomo en presenciade Mg24~
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Figura 111.6. Inactivacionesténnicas del derivado de /3-galactosidasade 1< ¡anis preparado por

mmoviizacióncovalentesobresoportegluxaradehído-agarosa-3incubadoendosconcentraciónesdiferentes:

(0) 24 U.ImI y (.) 0,07U.Iml, realizadasa450Centampónfosfatopotásico20 mM depH 7,0conteniendo

KO 0,1 M: (A) en ausenciade cationesdivalentes,(B) con MgCI
2 2 mM y (C> con MgCI2 2 mM y MnCh

0,2 mM.
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En ausenciadecationesla disociacióndesubunidadesesel principalmecanismo

de inactivaciónde la enzimacuandoseencuentradiluiday la presenciadeMg2~ escapaz
de disminuirlos procesosdedisociaciónde lassubunidades.Cuandoademássedispone
de Mn2~, la dilución de la enzimadejade influir en la velocidadde inactivación, lo
mismo que para la enzimaen solución, sin embargoenel casodel derivadoseproduce
unagananciade estabilidadadicionalde la suspensiónenzimáticaque no seobserva
cuandoel estudioserealizaconla enzimasoluble,parecequeel Mn2~ ejercedosefectos
sobre la enzima inmovilizada: reducelos fenómenosde disociacióny estabilizala
conformaciónasociadaactiva. Estosresultadosmanifiestanque en la preparacióndel
derivadoenzimáticodebenhaberseformadotan pocosenlacesquesólo hanpermitido
la unión de lasmoléculasdeenzimaal soportea travésdeunade susdossubunidades,

por ello los procesosde disociaciónno se hanvisto afectadospor la inmovilización.

La confirmaciónde queel derivadoobtenidoposeela mayoríade lasmoléculas
de enzimainmovilizadasa través de una de las dos subunidadesidénticasque las

componenseha logradoal realizarla electroforesisdelsobrenadantede unasuspensión
deestederivadoincubadoenun mediodisociantey reductor(SDSy13-mercaptoetanol).

En la figura 111.7 se puedeobservarla presenciade la banda correspondientea la
subunidadde la enzimahomodimérica(= 100.000D).

Figura TU.7. Electroforesisengelesde acrilamidacon SDSde la /3-galactosidasadeK ¡anís: (P) patrón,

(A) solución enzimáticacontrol, (B) derivado glutaraldehído-agarosa- 75 y (C) derivado giutaraldehído-

agarosa-3 y (D) derivado g¡ioxil-agamsa-75.
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1.3. DERIVADO PREPARADO SOBRE GEL GLUTARALDEHIDO-AGAROSA-75

Se ha preparadoun derivado enzimático utilizando el mismo soporte

glutaraldehído-agarosay en un medio al mismo pH (pH 7,0), con una densidad
superficialde gruposreactivossobreel gel máxima(75 ¿¿molesgruposreactivos/mlgel)
y el tiempo de interacciónseha prolongado(20 horas).De estemodosepretendeque
lasmoléculasdeenzimaseunanal soporteconla mismaorientaciónqueen el derivado

anterior, pero estavez a través de una interacción mucho másintensa, forzandola
formación de numerososenlacesenzima-soporte.

Al realizarla electroforesisdel sobrenadanteresultanteal final del procesode
inmovilización sobreel soporteglutaraldehído-agarosa-75se ha comprobadoquetoda
la proteínadel extractocomercialque sehabíaofrecido inicialmente al soportese ha

inmovilizado,tantola correspondientea la bandade 100.000D comootrasproteínasque
sedetectande unamuestradiluida del extractoenzimáticocomercialutilizado.

Cuandoen el gel deelectroforesisseaplicaunamuestradelsobrenadantede una
suspensióndelderivadoenzimáticoincubadoen SDSy mercaptoetanol(Figura111.7)se
compruebaqueno se¡iberaningunacadenapolipeptídica,ni de lascorrespondientesa

la subunidad,ni de las otrasproteínasqueimpurifican el extractocomercialque sí se
habíanunido al soporte.Se puede,por lo tanto, asegurarquehatenido lugarla unión
covalentede la fi-galactosidasaal soporte a través de sus dos subunidadespues el

tratamientodisocianteno consiguela aparicióndemonomérosen el sobrenadante.

Realizandoinactivacionestérmicasdesuspensionesdeestederivadoenel quese
ha confirmadola unión al soportepor ambassubunidades,se ha observadoque en
ausenciade cationesdivalentesla inactivacióndebidaa la dilución es mucho menos
importantede lo quelo eratantoparala enzimalibre ensolución,comoparala enzima
inmovilizada a través de uno de sus dos monómeros(Figura 111.8 A). Cuandola

inactivaciónserealizaenun medioconMg2t losvaloresdesemividasonindependientes
de la concentraciónde enzima en la suspensión(Figura 111.8 B). Por incubaciónen

presenciade Mn2~, independientementede que ademásseencuentrepresenteM?~,
tiene lugar,por un lado la inactivaciónindependientede la dilución y, por otro lado la

estabilizaciónadicionalde las suspensionesenzixnáticas,sus semividasse duplicanen

relacióna las obtenidascon Mg2~ (Figura 111.8C y D).
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Figura TUi. Inactivacionestérmicas del derivado de /3-galactosidasade K tactis preparadopor

inmovilización covalente sobre soporte glu¡aratdehído-agarosa-75incubado en dos concentraciónes

diferentes:(U) 45 U.ImI y (‘>0,16 U.ImI, realizadasa 450Centampón fosfatopotásico2OmM de pH 7,0

conteniendoKCI 0,1 M: (A) en ausenciade cationesdivalentes,(B) con MgCI
2 2 mM, (C) con MnCI2 0,2

mM y <D) con MgCI2 2 mMy MnCI2 0,2mM.

En resumen,el Mg
2~ pareceser capazde anular los procesosde inactivación

dependientesde la concentración,haciendoindependientes:velocidadde inactivación
térmicay concentraciónde enzimaen la mezclade incubacióny la presenciade Mn2~

enel mediono sólo evitala dependenciade la estabilidadde la concentración,sinoque
ademásalargala vida mediade la enzimaincubada.
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1.4. DERIVADO PREPARADO SOBRE GEL GLIOXIL-AGAROSA-75

El soporteglioxil-agarosaescapazde reaccionarcon los gruposE-aminode los

residuosLys, disponiblesengran cantidaden la superficiede la mayoríade las enzimas,

por ello en el presentetrabajo se ha propuestosu utilización para la inmovilización
multipuntualde estaenzima.

Antesde intentarla inmovilización seba estudiadosi la estabilidadde la enzima
en soluciónle permitemantenerla suficienteactividaden un mediotanbásicocomoel
necesarioparael procesode interacciónenzimasoporte(pH 10,0). En la figura 111.9se
representangráficamentelas actividadesenzimáticasremanentesrespectoal tiempo

transcurridode incubaciónde la enzimaconcentradaen solucióna 40Cy pH 10,0, a200C
y pH 9,4, y a 200Cy pH 10,0.
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Figura 111.9 Estabilidadestérmicasde la /3-galactosidasade K. ladis soluble incubada en tampón
bicarbonatopotásico40 mM conteniendoMgC¡22 mM y KCI 0,1 M : (X) de pH 10,0 a 40, (e) depH 9,4

a 200C y (U) de pH 10,0 a 200C.
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La inestabilidadde la enzimaa 200Cen un mediodepH 10,0,obliga aplantear
la inmovilización en dosetapas:unaprimeraetapaa 40Cy pH 10,0 con la intenciónde
simplementeinsolubilizar la enzimaen su forma activa sin pretenderunaunión muy

intensa de las moléculas al soporte y una segundaetapaen la que se permite el
calentamientoprogresivodela mezclaenzimáticahastaalcanzarla temperaturaambiente

manteniendoel pH 10,0conlo cual sefavorecela interacciónatravésdemásgruposde
la proteínainsolubilizadacon el soporte.Duranteel transcursode estasegundaetapa,

el control de la actividad remanentede la enzimainmovilizadapermitellegaT a una
soluciónde compromisoentrela duraciónde la incubaciónen buscademayor número

de interaccionesenzima-soportey el porcentajede actividad remanentede la enzima
inmovilizada.

El curso de la inmovilización se ha recogido en la figura 111.10. En ella se
representa:la actividad residualde unasolución enzimática(solución control) con la

mismaconcentracióny en idénticascondicionesquela ofrecidaal soporte,paraevaluar
el comportamientode la enzimaen solución;la actividadenzimáticadel sobrenadante
de la suspensiónen la quesucedela inmovilización,quereflejarátanto las perdidasde
actividaddela enzimasolublepor lascondicionesdelmediocomola insolubilizaciónde

la enzimasobreel soporte;y, por último, la actividadtotal de la suspensiónenzimática
querecogela de la fracción soluble comola insolubilizada.

Del análisisde los resultados(Figura 111.10) sededuceunamayorvelocidadde

inactivaciónde la enzimasoluble (solucióncontrol) respectoa la suspensión,teniendo
en cuentaquela fracción soluble de la suspensiónsecomportade forma idéntica a la
solucióncontrol, la mayoractividadremanentede la suspensiónesdebidaa la fracción
de enzimaqueyaseencuentrainmovilizada,lo cualindicaquela simple insolubilización

provocaciertaestabilización.Estaestabilizaciónseve favorecidacon el aumentode la
temperaturay la prolongaciónde la incubaciónenzima-soporte,al menosdurantela
primerahora de incubacióna 200C.

El resultadofinal es la inmovilización del 100% de la enzima ofrecida, en
condicionesen las que la enzimaen solución pierde prácticamentetodasu actividad
(actividadresidualde la disolución-control:8%), conservandounaactividadremanente

del 40-45%enel derivadoenzimático.La uniónde la enzimaal soporteglioxil-agarosa-

75 hasignificadoestabilizaciónde la enzimaen mediobásico.
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F¡gura TU.1O. Curso de inmovilización de la /3-galactosidasade K ¡anis sobregel glioxil-agarosa-75:

suspensión(.), solución-control(soluble) (e) y sobrenadante(U).

~ Efecto de la dilución y de la presencia de cationesdivalentes sobre la

estabilidad del derivado glioxil-agarosa-75

La electroforesisrealizada (Figura 111.7) manifiesta la ausenciade proteínas en
el sobrenadantedeunasuspensióndederivadoglixil-agarosa-75incubadoencondiciones

reductorasy disociantes,lo cual indicaqueel soporteutilizadoparala inmovilizaciónasí
como las condicionesen las que éstase ha llevado a cabohan permitido la unión de
todaslas proteínasdel extractocomercialy, concretamenteen el casode olígomeros

(como esla j3-galactosidasaqueseestáestudiando),estauniónhatenido lugara través
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de ambas subunidades.

Los resultados en cuanto a la estabilización lograda por la inmovilización se

representan en la figura 111.11:
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Figura TILil. Inactivacionestérmicasdel derivadoenzimáticopreparadopor inmovilización covalente

sobresoporteglutaraldehído-agarosa.75incubadoen dosconcentraciónesdiferentes:(0) 45 U.Irnl y (.)
0,16 U.Im], realizadasa 450Cen tampónfosfatopotásico20 mM depH 7,0 conteniendoKCI 0,1 M: (A)

enausenciade cationesdivalentes,(B) con MgCI
22 mMy (C) con MnCI2 0,2mM, y (D) con MgCI2 2 mM

y MnCI2 0,2 mM.

163

H .VJ f

loo (B>

0 6 12

tiempo (horas)

(D)



CAPITULO TU RESULTADOSYDXSCUSION

La inactivación térmica simultanea de suspensiones de este derivado en diferentes

concentraciones manifiesta en ausencia de iones (Figura 111.11 A) mayor velocidad de

inactivación cuanto mayor es la dilución de la enzima en el medio; si se encuentra
presente Mg24 en el medio (Figura 111.11 B) el efecto de la dilución no varía en relación

a la estabilidad, favoreciéndose la desestabilización al bajar la concentración de enzima

incubada; la presencia de Mn2~, con (Figura 111.11 C) o sin Mg24 (Figura 11.11 D), logra

hacer independiente la estabilidad de la dilución a la que se encuentre la enzima, además

de conferir estabilidad adicional al derivado.

Si se comparan los resultados de estabilidad del derivado glioxil-agarosa-75

(Figura 111.11) con el comportamiento de la enzima soluble (Figura 111.5) o de la enzima
inmovilizada a través de una de sus subunidades (derivado f3-gal-glutaraldehído-agarosa-

3) (Figura 111.6), se deduce que la inmovilización multipuntualsobreel soporteglioxil-
agarosa-75 ha reducido enormemente la inactivación provocada por la dilución, si bien

para anular dicho mecanismo de inactivación será necesaria la presencia exclusiva de

Mn24, el cual además confiere estabilización adicional al derivado enzimático; en el

derivado j3-gal-glutaraldehído-agarosa-75 la presencia de cualquiera de los cationes
divalentes estudiados (Mg24 o Mu24) es capaz de evitar el efecto de la dilución, siendo

el ion Mu24 el que provoca la estabilización adicional

1.5. ESTUDIOCOMPARATIVO DE LOS DERIVADOS ENZIMATICOS OBTENIDOS.
DISCUSION

Sehan realizado termoinactivaciones de los tres derivados enzimáticos preparados

a baja concentración, con el fin de comparar la estabilidad en condiciones en las que se

encuentranfavorecidos todos aquellos procesos de inactivación dependientes de la

concentración. La figura 111.12 A muestra que la estabilización se logra sólo cuando la

inmovilización de las moléculasde enzima ha tenido lugar por enlacesen los que
participan ambas subunidades, es decir en los dos derivados multipuntuales.
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Figura 111.12. Inactivaciónténnicade /3-galactosidasadeIC ladis en tampónfosfatopotásico20 mM de

pH 7,0conteniendoMgCI2 2 mM y KCI 0,1 M a 450C: soluble(O), inmovilizadasobregel glutaraldehído-

agarosa.3(o), inmovilizada sobregel glutaraldehído-agarosa-75(U> e inmovilizada sobregel glioxil-

agarosa-75(e). (A) abajaconcentracióndeenzima:27-46 U/mI (B) aaltaconcentraciónde enzima(0,07-

0,16 U/mI).
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En condicionesen las que los fenÓmenosde disociación no se encuentren

favorecidos,esdecir cuandoen las suspensionesde los derivadosenzimáticosincubados

la concentraciónde enzimaesalta (Figura111.12B) solamentela unión multipuntualal
soporteglioxil-agarosapermite la estabilización.

A la vistade los resultadosde la inactivación,pareceser quela inmovilización

sobreel soporteglioxil-agarosa-75nosólo limita la inactivaciónpor dilución al evitarla
disociaciónde las subunidadesde la moléculadeenzima,comosemostrabaenla figura

111.12A, sinoqueademáslograestabilizacionesadicionalesindependientesde la dichos
procesos.El tipo de activaciónde ésteúltimo soportehapermitido la formaciónde un

mayornúmerodeenlacesentrecadasubunidady el soportelo cualhadotadoal dímero
deunaestructura3D másrígiday porlo tanto másresistenteaposiblesdistorsionesque
provocariansu inactivacióntérmica.

Respectoa la influenciade la inmovilización multipuntualsobre el efectode la

presenciade cationescovalentes,se observaque:

- el Mg24 es capazde evitar la inactivación por dilución cuandose trata del
derivado/3-gal-glu:araldehldo-agarosa-75,sin embargono ejerceningún efectosobreel

derivado f3-gal-glioxil-agarosa-75.Probablementela mayor multiinteracción enzima-

soporte en el último derivadocitadoha afectadode algún modo al centro de unión
correspondientea éste catión quedandoimpedida su entraday por lo tanto a su

colaboraciónen el mantenimientode la estructuracuaternariacorrectadel dímero.

- la accióndel catiónMn2t por el contrario,no sevé afectadapor el diferente

gradodemultiinteracciónentrelosderivadospuesenamboscasosprotegede la pérdida
de la estructuracuaternariay alargala semividade la enzimaen ausenciade procesos

de disociaciónde subunidades.

2. fl-GALACTOSIDASA DE Eseherichiacoil

La inmovilizaciónde/3-galactosidasadeE. colí persiguecomoprimer objetivola
unión simultáneadesuscuatroprotómeros.Laacometidadel procesohadecumplirdos
requisitosinterrelacionados:conferir a la moléculala orientaciónadecuaday permitir

¡nultiinteracción.Paraqueal menosen cadasubunidadtengalugar la formaciónde una
enlacecon el soporteestehade poseerel tipo de grupo reactivocapazdeconferira la
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molécula de enzimala disposición espacialóptima para que sus subunidadessean

capacesde interaccionarcon él, para ello la densidadde grupos reactivossobre el
soporte ha de ser suficiente y las condiciones de la reacción ha de favorecer la,
interacción.

El conseguirla estabilizaciónde la estructuracuaternariacon la inmovilización
de la enzimaolígoméricaporunióncovalente,pertitiráel desarrollo,sobrelos derivados

enzimáticosobtenidos,deestudiosposterioresorientadosal incrementode la estabilidad
de la enzimacomo catalizador;analizarlos factoresque intervienenen los diferentes

mecanismosde inactivacióny aplicar métodosadecuadosa cadacasoo desarrollar
nuevosprocedimientosde estabilización.

2.1. INMOVILIZACION MULTIPUNTUAL SOBREDIFERENTES SOPORTES

Se han aplicadolas diferentesestrategiasdisponiblesparala inmovilizaciónpor

unión covalentede enzimasa un soporte.Se han empleadosoportescon diferentes
gruposreactivosy activadosal máximo.A lossoportesglioxil-agarosa la enzimaseunirá

por suzonamásrica en Lys, a losgelesMANÁ-agarosalo hará a travésde la zonamas
rica en gruposcarboxilo (¡Isp o Glu), y por grupos aminode bajo pK como el amino

términaltendrálugarla uniónalossoportesactivadosconglutaraldehído.En condiciones
de reacciónpropiciasparala interacciónintensa,sehanpreparadoderivadosenzimáticos
conel propositode evaluarcadaunade las orientacionesadoptadaspor la enzimaen
cuanto a su capacidadpara estabilizar la estructuracuaternariade esta enzima

tetramérica.

2.1.1. INMOVILIZACION SOBRE SOPORTEGLIOXJL-AGAROSA-75

La insolubilizaciónesmuy rápida,en 30 minutosquedaen el sobrenatanteel 8%
de la enzimaofrecida(1 mg/ml gel), conservándosetodala actividadde la fracción de
enzimainmovilizada.Sin embargosemantienela incubaciónen lasmismascondiciones

durante20 horasconla intenciónde favorecerla multiinteracciónenzima-soportey, en
consecuencia,la participacióndel mayor número de subunidadesque permita la

orientaciónconferidapor el método.Transcurridodicho tiempola actividad remanente
de la enzima inmovilizada es del 31%, lo cual indica que las condicionesde la
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DERIVADO Actividad (a) Disociación de
subunidades(b)

glioxil-agarosa-75 31 +++

MANA-agarosa-75 64

glutaraldehido-agarosa-75 100 +

(a) Actividadenzimáticaqueconservala /3-galactosidasade E. coli despuesdel procesode inmovilización
sobrediferentessoportesde agarosa.

(b) Valoración de la aparición de la banda correspondientea ¡Vaovo D. en la electroforesisde ¡os
sobrenadontesdelosdiferentesderivadosenzimáticosincubadosen condicionesfavorablespara la disociación
desubunidades.

Tabla111.1. Derivadosde¡3-galactosidasadeE. coiL

Según se recoge en la tabla 111.1 la inmovilización de la oligoenzimatravésde sus

residuos de Lys (derivadoglioxil-agarosa-75)no permite la unión al soporte de sus cuatro

protómeros pues por electroforesis se observa la aparición de la banda de proteína
correspondiente 100.000 D, banda identificada como la correspondienteal monómero

(85>. Cuando la inmovilización tuvo lugar sobre el soporteMANA-agarosa-75 por reacción

a través de los carboxilos de la cadena polipeptídica, no se aprecia proteína liberada del

soporte. El derivadoglutaraldehldo-agarosa-75permite la disociación de una pequeña

fracción de proteína.

Estos resultados indican que la orientación conferida por inmovilizaciónalsoporte

MANA-agarosa-75es la única que ha permitido una unión al soporte de gran intensidad

y en la que participan sus cuatro subunidades, pues la incubación del derivado en

condiciones altamente disociantes (SDSy13-mercaptoetanol),previa a la electroforesis no

es capaz de liberar al sobrenadante cantidad apreciable de proteína.

Cuando el tetrámero se orienta en relación al soporte por su zona más rica en Lys

la enzima mostró una importante caída de actividad atribuible a la intensidad de la

interacción ya que el proceso se ha llevado a cabo bajo condiciones de alta reactividad,
sin embargo en la unión no se han visto involucradas todas sus subunidades y por ello

la electroforesis muestra una importante banda proteica. En el derivado preparado sobre

gelgluuzraldehldo-agarosa-75,si bien también permite la liberación de proteína, según la

intensidad de la banda registrada en la electroforesis, la cantidad de subunidades no
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unidas al soporte parece menor que en casó anterior, además la actividad enzimática

remanente es del 100%. En resumen: cuando el tetramero se orienta con respecto al

soporte por su zona ipás rica en Lys no se ven involucradas sus cuatro subunidades y

pierde un 70% de su actividad; sin embargo si la inmovilización de la enzima está

dirigida a la reacción a través de sus aminos términales no afecta a la actividad

enzimática llegando a participar un mayor número de subunidades por molécula.

Estas hipótesis surgidas de los resultados obtenidos por electroforesis, se ven

afianzadas si se analiza la estructura tridimensional reportada, los protómeros se

disponen en un plano a lo largo de dos ejes de simetría perpendiculares, interaccionando

dos-a-dos por sus caras idénticas (ver Figura 111.4), así las dos superficies planas que
ofrece el tetrámero al medio son idénticas y en él los protómeros opuestos ofrecen su

misma zona, la cara contraria a la que ofrecen los protómeros situados en los otros dos

opuestos (86). Si se supone que estas dos caras de cada subunidad o protómero no

poseen la misma densidad en grupos reactivos (p.e. Lys), dos subunidades podrán

interaccionar intensamente con el soporte mientras las otras dos no, pues su cara reactiva

se encontraría del otro lado del tetrámero. Esto podría ser lo que sucede en el derivado

multipuntual glioxil-agarosa, pues además se sabe que de los 1023 aminoácidos que
componen el monómero de /3-galactosidasa de E. coil, sólo 20 corresponden a Lys, lo

cual indica su baja densidad superficial en una cadena polipéptidicatan voluminosa. Por

otro lado, el extremo amino terminal de cada subunidad se encuentra en lo que en el

tetrámero corresponde a dos vertices opuestos muy próximos cada dos monómeros, lo

cual indica que será posible la interacción de los cuatro residuos con el soporte siempre

que las condiciones de incubación favorecieran la reactividad de los grupos. Así en el

derivado glutaraldehldo-agarosa-75podrían haber participado tres o las cuatro

subunidades en una gran parte de Is moléculas inmovilizadas.

Sobre los derivados en los que la inmovilización no ha conseguido la estabilización

de la estructura cuaternaria de la enzima, se ha propuesto el desarrollo de estrategias

complementarias como el entrecruzamiento, que permitan la formación de puentes
enlaces covalente entre las subunidades no unidas al soporte y las que ya se encuentran

interaccionando con él dentro de la misma molécula.
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2.2. ENTRECRUZAMIENTO CON AGENTES POLWUNCIONALES DE ENZIMAS
OLIGOMERICAS

Se ha estudiado la aplicación de estrategias de entrecruzamiento como

herramienta de estabilización de la estructura cuaternaria de derivados enzimáticos

inmovilizados en los que la orientación conferida a la molécula no ha permitido la unión

simultanea de todas sus subunidades al soporte. Los agentes entrecruzantes utilizados se

han generado a partir de moléculas de dextrano de diferente peso molecular: polímeros
polialdehídicos o polímeros poliamínicos.

El estudio se ha desarrollado sobre un derivado inmovilizado a gelglutaraldehído-

agarosa-75por dos motivos: en primer lugar, porque ser uno de los métodos que no

permite la unión simultanea de todas las subunidades y, en segundo lugar, porque el

proceso de inmovilización no suponepérdidasde actividadparala enzima lo cual es

importante si se tiene en cuenta que la reacción con el agente entrecruzantesuponela
modificación química de la enzima y podría afectar a su actividad enzimática.

2.2.1. ENTRECRUZAMIENTOSOBREUN DERIVADOUNIPUNTU,4L

> lnmov¡llzacbin wsipwdua¡ sobre soporte glutaraldehído-agarosa

Se ha utilizado un soporte activado con 3 ¡ímoles de grupos reactivos por ml de

gel. La inmovilización ha tenido lugar en las mismas condiciones que se preparó el

derivado multipuntual (glutaraldeh(do-agarosa-75)con el fin de no modificar la

orientación preferente de la molécula en relación al soporte, marcada por la reactividad

de los grupos de la proteína en esas condiciones. El resultado es la inmovilización de

menor cantidad de enzima pues sólo se ha insolubilizado el 50% de la enzima ofrecida
(1 mg/mí) y el mantenimiento de toda su actividad enzimática. La electroforesis realizada

del sobrendante de una suspensión de este derivado incubado en SDSy mercaptoetanol

ha dado como resultado la aparición de una banda más intensa que la del derivado

multipuntual correspondiente al protómero.
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* Entrecruzamientocon polímeraspolialdehídicos

Sehaestudiadola influencia, sobrela eficaciadel entrecruzamiento,de factores

como el tamañodel polímeroy el tiempo de reacción.Se han utilizado polímerosde
diferentes pesos moleculares:6.000, 18.300 y 87.000 y los tiempos de reacción
transcurridoshansido entre3,5 horasy 6 días.En todos los casossehanofrecidopara

el proceso 20 moles de polímero por mol de enzima inmovilizada, basándoseen
experimentosrealizadossobre otras enzima oligoméricas que mostraron buenos
resultados(40). En la tabla111.2 serecogenlascondicionesen la quetranscurrieronlas
diferentesreacciones,el efectosobrelaactividadenzimáticainmovilizadaylosresultados

obtenidosen relacióncon la electroforesis.

Condiciones reacción

PMpoiimeyo (a) tiempo (b)

Act

(c)

Disociaciónde
subunidades(d)

—- --- 100

6.000 3,5 100

87.000 3,5 94 + + + +

6.000 46 86

87.000 46 71

18.300 144 46 ++

87.000 144 35 ++ fi

(a) Pesomolecular(Ji)) del dextranocomerciala partir del cualsepreparó elpolímero.

<b)Duración dela incubación(horas)del derivadoinmovilizadosuspendidoenla solucióndepolímeroenlas
condicionesexpecft7cadasen Métodos.

(c) Porceníagedeactividadenzimáticaremanentedel derivadoinmovilizadounavezfinalizada la incubación
y reducidoslosposiblesenlacesformados.

(4) Valoración dela apariciónde la bandacorrespondientea 100.000D. obtenidasppor electroforesissegún
se especificaen Métodos.

Tabla111.2. Modificación químicacon polímerospolialdehídicosdel derivadode/3-galactosidasadeE. coli

inmovilizada covalentementesobresoporte glutaraldehido agarosa-3.Influencia de la concentraciónde

polimero y de la duraciónde la reacción.
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Hansidonecesariostiemposde interacciónmuy largos(variosdíasdeincubación)
paraconseguirquela electroforesisrefleje unapequeñadisminuciónla disociaciónde
subunidadesen los derivadosmodificados.Los tratamientosquehan dadolugar a esa
estabilizaciónparcialde la estructuracuaternariadelderivadounipuntualhansupuesto

pérdidasde actividadenzimática,mayorescuantomayor esel tiempo de interaccióny
el tamañodel polímeroutilizado, lo cual indica la mayor modificaciónquímicade la
enzima.

> Entrecruzamientocon polímnerospolianilnicos

Se haestudiadola influencia,sobre la eficaciadelentrecruzamiento,de factores
comoel tamañodelpolímero,la concentracióndeCDI, y la temperaturade la reacción.

En todos los casossehan ofrecidoparael proceso10 molesde polímeropor mol de
enzima inmovilizada, basándoseen experimentos realizados sobre otras enzima
oligoméricasque mostraronbuenosresultados(40). En la tabla 111.3 se recogenlas

condicionesen la quetranscurrieronlasdiferentesreacciones,el efectodelprocesosobre

la actividadde la enzimainmovilizaday los resultadosobtenidosen la electroforesis.

Los derivadosincubadosen presenciade los polímeros poliamínicoscon una
concentraciónde CDI de 1.10.1M no permitenqueen condicionesaltamentedisociantes

sepuedadetectar(porelectroforesis)liberaciónde proteínadel soporte,sin embargo,
la modificaciónquímicade la enzimaha sido tan intensaqueha perdidosu actividad
catalítica.El descensode la concentraciónde CDI en el medio de reacciónda lugara

derivados con mayor actividad remanentepero en los que ya no se estabilizala

estructuracuaternaria,aunquelafracciónproteicaliberaday registradaporelectroforesis
esmenorquela queseapreciaen el derivadoqueno hainteraccionadoconel polímero.

La menorconcentraciónde CDI utilizada, 1.10.2 M, hapermitidola obtenciónde
derivadosmodificadosconservandoel 100% y el 55-65% de su actividadenzimática,

según se haya realizadoel entrecruzamientocon un polímero de 6.000 o de 87.000
daltones.El efectodel tamañodel polímeropoliamínico sobrela actividad remanente
del derivado podría ser el reflejo de distorsiones de la enzima provocadaspor
interaccionesmásnumerosascuandola cadenade agenteentrecruzanteeslarga.
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Condicionesde reacción Act.~mM

(d)

Disociaciónde
subunidades(e)

PMpoijme,t, <a) CDI (b) Temperatura(c)
-— --- 100

6.000 1.10-’ TA 2 -

5.10.2 TA 8 +

3.10~ TA 31 +

3(10.2) TA 36 ++

1,10.2 TA 100 ++

87.000 1.10-’ TA 3

1.10.2 lA 55 ++

1.10.2 F 65 ++

(a) Pesomolécular(Daltones)del dextranocomerciala partir del cual sepreparóel polímero.

(b) Concentración(M) de CDI en el mediode incubación.

(c) Temperatura(0C) a la quetranscurrió la incubación.TA: Temperaturaambiente(18-200C%,E: Frío (‘¿0C>.

(4) Porcentajede actividadenzimáticaremanentedel derivadoinmovilizadouna vezfinalizadala incubación
y reducidoslosposiblesenlacesformados.

(e) Valoración cualñativa de la banda correspondientea 100.000D. obtenidaspor electroforesissegúnse
especifleaenMétodos.

TablaRlJ. Modificación químicacon polímerospoliamínicosdel derivadode/3-galactosidasadeE. coli

mmovilizadacovalentementesobresoporteglutaraldehídoagarosa-3.Influencia de la concentraciónde

polimero,de la concentraciónde CDI en la reacción y de la duraciónde la incubación.

2.2.2. ENTRECRUZAMIENTO SOBRE UN DERIVADO MULTIPUNTU4L

Basándoseen el estudiode los diferentesfactoresqueinfluyen en la eficaciadel
entrecruzamientosobre el derivado unipuntual, se han elegido las condicionesque
podríanser másapropiadasy se han aplicadoal derivadomultipuntual obtenidopor
inmovilizaciónsobreel mismosoporte(gel glutaraldehído-agarosa)que,segúnsehabía
comprobadopor electroforesis tampoco presenta unidas al soporte sus cuatro

subunidades.
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‘ Entrecruzamientoconpolímeraspollaldehídicos

Se ha utilizado el polímero de 87.000 D, ofreciéndose20 moles por mol de

enzimainmovilizaday seha incubadoen presenciadel soportedúrante6 días (—144
horas).El derivadomodificado resultanteconservóel 67% de su actividad, lo cual
supone una inactivación mucho menor con respectoa la sufrida por el derivado

unipuntual despuésdel mismo tratamiento.La electroforesisno permite apreciarla
apariciónde la bandacorrespondienteal protómero,lo quesignificaqueel tratamiento
ha conseguidoenlazarintramolecularmentelas subunidadesque no se encontraban
unidasal soportea las quesi formabanenlacecovalentecon él.

fr Entrecruzamientocon polímeraspoliaminicos

El derivado se ha hechoreaccionarcon el polímero de 6.000 daltonesen un

mediocon CDI 5.10.2 M (TA) y con el polímerode87.000enun mediocon CDI 3.10.2

M (‘FA). Los derivadosmodificados,obtenidosdespuesde los citadostratamientos,al

ser incubadosen SOSy mercaptoetanolno permitenla disociaciónde subunidades.El
primerodelos tratamientosdió lugaraunaderivadoconel 24%deactividadenzimática

remanente,mientrasqueel segundoconservóel 32%.

2.3. TERMOESTABILIDAD DE LOS DIFERENTES DERIVADOS INMOVILIZADOS

Enla figura111.13semuestranlos cursosde inactivaciónobtenidoscondiferentes

derivadosdeestaenzimaoligoméricay sehancomparadoconla estabilidaddela enzima
en solucióna la mismaconcentración.

Seharealizadola incubacióna440Cdetresderivadosenzimáticospreparadospor

inmovilización sobre un mismo tipo de soportecuyo grupo reactivo condiciona la

orientaciónde la molécula.La diferenciaentre ellos se encuentraen el númerode
subunidadesque se encuentranunidascovalentementedirecta o indirectamenteal
soportesin posibilidaddedisociarsedel restodel tetrameroparadiluirse enel mediode

incubación.
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Figura 111.13. Inactivacionestérmicasde /3-galactosidasade E. coli soluble (5) y de tres derivados

mmovilizadodeella: derivadoglutaraldehído-agarosa-3o Ec-1 (o), derivadoglutaraldehído-agarosa-75o

Ec-2 (U) y derivadoglutaraldehído-agarosaestabilizadopor modificacióncon moléculaspolialdehídicas

o Ec-3 (e)

- En el derivadoEc-1 la enzimadebeestarinmovilizadacovalentementea través

de unade sus cuatrosubunidadespuesla bajadensidadde gruposreactivosde
soporteobtenidoy laescasedde residuosproteicosconreactividadsuficientepara
interaccionar con ellos no permitiría la formación de más enlaces. Por
electroforesissecomprobódisociacióndeunafracciónimportantedeprotómero.

-. El derivadoEc-2debetenerunagran partede la moléculasinmovilizadaspor
dos o mássubunidadespuesel soporteposeegran candidadde gruposreactivos
y superficialeslo cual favorecela participacióndevariosgruposy por lo tanto

1 2 3 4 5 6 7 8
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devariassubunidadesde la mismamolécula,por esono permitela disociación.

- El derivado Ec-3, que mantiene las cuatro subunidadesde la enzima
inmovilizadasunasdirectamenteal soportey las otrasunidasa las primeraspor

entrecruzamientoconmoléculaspolíaldehídicas,esunas20 vecesmásestableque
el derivadounipuntualo que la enzima en solución, consecuenciade la
estabilizaciónde su estructuracuaternaria.

Dos de los derivadosglutaraldehido-agarosa-75con la estructuracuaternaria
estabilizadapor entrecruzamientose incubarona diferentesconcentracionesa 440C.

Paralelamentese realizó la incubación de la enzima en solución en las mismas
condiciones. Las figura 111.14 A y B se recogen los cursos de inactivación
correspondientesa estasincubacionesendos concentracionesdiferentes.

En ellas se observa que la dilución de la enzima 10 veces provoca su
desestabilizaciónenun medioapH óptimodeactividad,tantosi estaseencuentraUbre

en solucióncomosi susmoléculasse haninmovilizadoy todassussubunidadessehan
unido entresi.

Los derivadosmodificadosmuestrandiferentesvelocidadesde inactivaciónsegún
la concentracióna la que se encuentrela enzima en el medio, sin embargose ha

conprovadoqueel procesodeestabilizacióndesarrolladohastaobtenerdichosderivado

no permitequeseproduzcanlos fenomenosdedisociacióndesubunidadesrelacionados
con la dilución de la enzimaen el medio de reacción.Esto hace suponerque en el

sistemaenzimáticoestáteniendolugar algúnotro procesorelacionadocon la dilución
delderivadoenel medio;algúnotro procesocuyo mecanismosebaseenla modificación

de las concentracionesde especiesactivas y no activas relacionadastravés de un
equilibrio de asociación-disociación.
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Figura111.14. Inactivacionestérmicasen dosconcentracionesdiferentesde

derivadoglutaraldehído-agarosa-75,incubadosen tampónfosfato20 mM,

soluciónconcentrada(—) y solucióndiluida (...).

(A) la enzimasolubley (E) del

KCL 0,1 M de pH 7,0 a 450C:

Si se tiene encuentalos variadosresultadosobtenidosen reacióna la influencia
de determinadoscationesen la actividad enzimática,ensu actividadoptima, así como
el diferenteefectoquemanifiestansobrecadasubstratoy al variar las condicionesdel

medio,podríaser la presenciao ausenciade algunode ellos la causantede la perdida
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de actividad o de su menor estabilidad.Estos átomospuedentanto jugar un papel
importante dentro del mecanismocatalítico de la enzima como desarrollaruna

determinadafunciónestructuralen la molécula.La interacciónde estoscationescon la
cadenapolípeptidicaesdetipo iánicoy porello el gradode ionizacióndedeterminados
gruposde la proteínay todo la quepuedaafectara dicha asociación,influirá en mayor

o menormedidaen su eficiencia.

131 estudiodeestaenzimaquedaabiertoa la investigaciónde la posibleinfluencia
de determinadoscationessobresu actividady estabilidaden losderivadosenzimáticos,

2+
especialmentedel Mg

3. DISCUSION

Sehanestudiadola posibilidaddeinmovilizacióny estabilizaciónde la estructura
cuaternariadedos enzimasoligoméricas,las /3-galactosidasasdeK lactis y de E. cok.

Con respectoa la primera, no ha resultadodificil la inmovilización covalente

simultáneaa través de las dos subunidadesque la componen,el exito del proceso
dependellevar acaboel procesoen unascondicionesquepermitanla multiinteracción

enzima soportepara favorecerla participaciónde residuospertenecientesa las dos
subunidades.En estecasoparticularhasido suficientecon la utilización de un soporte
con alta densidadde gruposreactivos,sin sernecesarioextremarlas condicioneesdel

medio de incubación para aumentarla reactividadde los grupos. Para ello se han
utilizadodossoportes:gelglutaraldehido-agarosaqueinteraccionaesencialmentecon el
residuo amino términal de la cadenapolipeptídica, y el gel glioxil-agarosa que

interaccionarácon los residuosLys superficialesde la misma.

Unavezcomprabadala estabilizaciónla estructuracuaternariaen cuantoaevitar
los fenómenosde disociaciónde subunidadesen el mediode reacción,se havisto que
ello supone la estabilización térmica de la enzima cuando esta es diluida. En

concentracionesen lascualesla disociaciónno estáfavorecidala simple inmovilización
de las dos subunidades(derivado glutaraldehído-agarosa-75)no es suficiente para

mostrarestabilizacionestérmicas,siendonecesariaunainmovilizaciónmásintensacomo
la logradaenel derivadoglioxil-agarosa-75,probablementeporquepermitela formación
demayorcantidaddeenzíacesencadasubunidadlo cualconfiererigidez asu estructura

terciaria.
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Porotro lado, se ha estudiadoel efectode los cationesMn2~ y Mg2~ sobrelos
diferentes derivadosenzimáticosobtenidosy los resultadosobtenidosha permitido
establecerhipótesissobreel papelquepuedenteneren la estabilidadde la enzima.En
la enzimaensoluciónamboscationesactúanestabilizandola estructuracuaternariapues

reducenlasdiferenciasdeestabilidadcausadasporla dilución de la soluciónenzimática.
Cuandola enzimaseencuentrainmovilizadaatravésde susdossubunidadesla presencia
de estoscationesno sólo permiteeliminar el efectode la dilución, sino que confieren
estabilizaciónadicional.

En cuantoa la segundade las enzimasestudiadas,la /3-galactosidasade E. cok

esunaenzimamuchomáscomplejay su estudiotadavíanecesitaser ampliadopueslos
resultadosobtenidos son muy interesantes.A pesar de tratarse de una enzima
tetramérica,la disposiciónmáso menosenun planodesusprotómeroshapermitido la

estabilizaciónde su estructuracuaternariasiguiendodos estrategias:la inmovilización
multi-subunidadesa un soporteMANA-agarosay la inmovilizaciónparcial aun soporte
glutaraldehído-agarosaque ha sido finalmente completadacon el desarrollo de
estrategiasadicionalesde entrecruzamientointramolecularcon moléculaspoliamínicas

o polialdehídicas.La unióndesuscuatrosubunidadespor cualquierade los dosmétodos
hapermitidola estabilizacióntérmicadelosderivadosincubadosaaltasconcentraciones.

Sin embargo,si bien los fenómenosdedisociaciónde subunidadeshansido impedidos
por la inmovilización de todasellasal soporte,estono serefleja en la prolongaciónde

las semividasde los derivadosincubadosdiluidos. Por esose ha pensadoen quealgún
otro mecanismode inactivaciónfavorecidopor la dilución de la enzimaqueno ha sido
reducidoporla estabilizacióndela estructuracuaternariacontinúesiendoel responsable
del proceso,como por ejemplola disociaciónde algún catiónimpresicindibleparala
actividad.

Utilizando dos tipos de polimeros polireactivos se ha conseguido el
entrecruzamientointersubunidadesdeun enzimatetraméricaquepreviamentesehabía

inmovilizadopor unión covalenteunipuntual.Esto suponedisponerdeunaimportante
estrategiadeestabilizacióndela estructuracuaternariadecualquierproteínaoligomérica

quenopuedaserinmovilizadaporuniónsimultaneadetodassussubunidadesal soporte.
A nivel industria el conseguirderivadosinmovilizadosde enzimasoligoméricasen los

queno tengalugar la disociaciónde sussubunidadesconsecuenciade la dilución del
catalizadordurantelos largosy numerososciclos de reacción,serádegran importancia
por evitarse la contaminaciónde la mezcla de reacción con el catalizadory la
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consecuente inactivacion.

Es importanteseñalarqueel procesodeentrecruzamientosuponela modificación

químicade la enzima.Estamodificaciónquímicapuedeafectara suactividadenzimática
por lo queesimportanteel control de la reaccióny de lasvariablesqueinfluyen en su
rendimientoy quedependeránde la enzimasobrela quesedesarrolleel método.Para
la óptimizaciónde las condicionessehade llegara un compromisoentrela efectividad
del entrecruzamientoy su efectosobre la actividadcatalíticade la enzima.

En general,para el abordajede la inmovilización y estabilizaciónde cualquier
enzimahay que tener en cuentaque la complejidadde la molécula proteicahace
necesarioampliarlosestudiossobretodoslosvariadosprocesosqueendiferentemedida
afectana su actividady a su estabilidad.
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DISCUSION GLOBAL Y CONCLUSIONES

A lo largode la presenteTesisDoctoralsehandesarrolladodiferentesestrategias
deIngenieríaBioquímicapararesolverlos problemasasociadosal diseñomolecularde

derivadosde reninay lactasasútilies parala hidrolísis de caseínaK y lactosaen leche.

Dadoquedichosproblemassonsimilaresa los deotros sistemasenzimáticosde interés
en químicaorgánica,químicaanalítica e, incluso,en tecnologíade otros alimentos,se
handesarrolladotécnicasbioqulmico-fisicasdemodificacióndeenzimasque,enprincipio,
pudieran también ser válidas para otros procesos enzimáticos o para procesos
cromatográficosen los queseempleanproteínasy otrasmacromoléculascomoligandos.
Estastécnicassepuedenagruparen:

- Inmovilizaciónorientadade enzimasutilizandodiferentesáreasdesusuperficie

en el procesode unióncovalenteal soporte.

- Utilización desólidosporososcon diferentemorfologíainternacomosoportes

parala inmovilización de enzimas.

- Utilización de brazosespaciadoresgrandes,inertes,hidrofílicosy flexiblespara
optimizar la interacciónentrela moléculadeenzimainmovilizaday el substrato,
cuandoésteseamacromoleculary por lo tantopresentemayorescondicionantes

estéricasa la interaccióncon la enzima.

- Utilización de moléculastipo dextrano como agentesespaciadoreso como

agentesentrecruzantes.

- Utilización de lascadenasdecarbohidratosdeenzimasglicosiladascomobrazos
espaciadoreso como agentesentrecruzantesintrínsecos.

-Modificación química previa de la enzima para optimizar las diferentes
estrategiasde inmovilización o deentrecruzamiento.Lo cual permitesimular los
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resultadosqueporvíasgenéticasseobtendríande un mododirigido y controlado,
al enriqueceren un determinadogrupo la zonade la enzimaqueinteresepara
posterioresreaccionesde inmovilización o de entrecruzamiento.

Laaplicacióncoordinadadelasdiferentestécnicasde inmovilizaciónhaconducido

a resultadosmuy importantes.Así:

- sehanobtenidoderivadosdereninadeMucormiehelqueconservandespuésde
la inmovilización el 33% de su actividad caseinolíticaEstos resultadosson
realmenteespectacularessi secomparancon los datosde la literaturacientífica
dondela reninainmovilizadaapenasmostrabaun 1%deestaactividadcoagulante

con respectoa la enzimasoluble.

- la combinacióndeun procesodeaminacióncontroladade la13-galactosidasade

Aspergillus otyzae y el diseño del proceso de unión multipuntual y del
entrecruzamientoposterior con su propias cadenasglicosídicasha permitido
estabilizacionesde600vecescon respectoa la enzimasolubleaminaday demás

de 20 vecesrespectoa la enzimanativa.

- con la estabilizaciónconjuntade la estructuracuaternariay de la estrcutura
tercuiariaquesehalogradoporinmovilizaciónmultipuntualde la$-galactosidasa

de KluyveromycesIadds sobregelesde agarosaseha aumentadosu estqabilidad
térmicamásde 10 vecesen relacióna la enzimanativa.

Entre los resultadosexpuestosen la presenteTesis Doctoral se resaltan

prevementelas siguientesconclusiones:

1. Tomandocomo enzimasmodelo,cuatro enzimasde interésen la industria
láctea,sehandesarrolladounaseriedemetodologíasde IngenieríaEnzimáticasobrela
basede la tecnologíabioquimico-físicaen fasesólida para la obtenciónde derivados

inmovilizados,reutilizablespor lo tanto,abordandotresimportantescondicionanteso
limitacionessurgidasde la complejidadde los catalizadoresenzimáticos,comolo son:
lasenzimasqueactúansobresubstratosmacromoleculares,lasenzimasglicosidadasy la
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enzimas oligoméricas.

2. Diseñandocuidadosamenteel procesode inmovilización se han preparado

derivadosde reninadeMucor míe/idqueconservanen todos los casosel 100% de su
actividadcatalíticahaciael substratosintéticodebajopesomolecular,utilizandosoportes
con diferentesestructrainterna, diseñandoprocesosde inmovilización a través de
diferentesáreasde la enzimae interponiendodiferentestipos de brazosespaciadores
entrelos gruposactivosquereaccionancon la enzimay el soportesobreel cual están

situados.Todosestosparámetros:lamorfologíadel soporte,el tipo degrupo activoy el
brazo espaciadorutilizado, resultarondecisivos par definir la accesibilidadde los
substratosmacromoleculareshacia el centro activo de las moléculasde enzima

inmovilizada. De estemodo las actividadescaseinolíticasde los diferentesderivados
preparadosvaríanenun margenmuy amplio desdeun 2% hastaun 33% dela actividad
corespondientea la enzimanativaque habíasidoinmovilizada.

3. Los mejoresresultados,100%de actividadhaciael hexapétidosintéticoy 33%
deactividadhaciala caseínaic seobtuvieroncuandola inmovilizaciónde la reninade
Al. míe/idtuvo lugara travésdesuscadenasde carbohidratosasoportesconestructura
interna constituida por entramadosde cadenasunimolecularespoliacrilicas. Esta
combinación de un sólido que promuevepocos impedimentosestéricosy el brazo

espaciadorintrínsecoquesuponela presenciade laspropiascadenasglicosídicasdeesta
glicoenzimaha permitido obtenieruna actividadcaseinolíticacon reninainmovilizada
masde 10 vecessuperioresa las reportadashastaahoraen la literaturacientífica.

4. La /3-galactosidasade Aspergillusoryzaeestátambiénaltamenteglicosiladay,

apesarde ello, seha inmovilizado,probablementea travésde unaunión “bipuntual”, a
gelesglioxil-agarosadandolugar aunosderivadosqueconservanun elevadoporcentaje

de actividadcatalítica(un ‘75%) pero solamentedosvecesmásestablesquela enzima
nativa. La aminacionadicionalde la enzimasoluble,por reaccióndesusresiduosácidos
con etilendiamina,pareceaumentarconsiderablementelas posibilidadesde unión

multipuntual enzima-soporte,dandolugara derivadosinmovilizadosestabilizadosmás
de 500vecescon respectoa la enzimasoluble aminada.
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5. Se ha desarrollado una estrategiaoriginal de estabilizaciónde enzimas
glicosiladas previamente inmovilizadas mediante entrecruzamientointramolecular

utilizandosuspropiascadenasdecarbohidratoscomoagentesentrecruzantesintrinsecos.
La oxidadción de estas cadenasda lugar a grupos aldehídoque, incubadosen las
condicionesóptimasdetemperatura,pH y tiempo, reaccionaráncon residuosLys o con

los residuosácidosmodificadosconetilendiaminaqueseencuentrenen la superficiede
la moléculade enzimasituadosen la proximidadde dichascadenasglicosidicas.

6. Tantola unióncovalentemultipuntualde la ¡3.-galactosidasadeA. o’yzaesobre

los soportesglioxil-agarosacomoel posteriorentrecruzamientointramolecularutilizando

suspropiascadenasglicosídicasprovocanun aumentoimportantede la rigidez de dicha

molécula, lo cual se traduce en estabilizacionesfrente a condiciones inactivantes,
comotemperaturaopH. Sin embargo,paraforzarestosprocesosesprecisorealizardos
modificacionesquímicasde la enzima:la aminacióndesusresiduosácidosy la oxidación
desuscadenasdecarbohidratos.Estasmodificacionestienenefectosinactivantesperse

de diferente naturalezay según las condicionesde inactivación. Así mientras la
estabilizaciónde los derivadosfrente a la enzimaaminaday oxidadaerasuperiora500
veces,la estabilizaciónrelativa a la enzimanativa dependeconsideralementede los
tratamientosrealizadosy delas condicionesde inactivación.Unaeleccióncuidadosade

losmétodosdemodificacióny de lasestrategiasdeestabilizaciónhapermitidoestabilizar
la enzimanativamásde 20 vecesfrente al efectodel calor a pH 7,0.

7. La ¡3-galactosidasade Kluyveromycesladds fue inmovilizada sobresoportes
glioxil-agarosay glutaraldehido-agarosamuy activados.En amboscasosseha logrado

estabilizarla estructuracuaternariade la moléculade enzimaya quela inmovilización
ha tenido lugar a travésde susdos subunidades.Dicha estabilizaciónse reflejó en un

importanteaumentode la estabilidadtérmicade los derivadosenzimáticos.Mucho más
espectacularesfueron los resultados obtenidos con los geles glioxil-agarosa,
probablementeporhaberseprodiucidounainteresanteuniónmultipuntualinvolucrando

a variosresiduosLys de cadaunade las subunidadesde la misma molécula.
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8. Sedesarrollarondiferentesestrategiasparaestabilizarla estructuracuaternaria

de una proteínatodavíamáscompleja,la /9-galactosidasade Escherichtacolí. Ciertas
inmovilizacionesinvolucrandola zona de la enzima másrica en residuoscarboxílo

produjeronla inmovilización de las cuatrosubunidades.Sin embargo,la inmovilización
con diferenteorientación, a travésde residuosde Lys o del grupo amino tennínalno
ocurrierona travésde todaslassubunidadesy setuvo querecurriral entrecruzamiento

con macromoléculaspolifuncionalizadastipo dextrano como estrategiaadicional de
estabilización a desarrollarsobre los derivadosya inmovilizados que no tenían la
estructuracuaternariaestabilizada.En este caso la estabilizaciónde la estructura
tetraméricadela enzimareflejatambiénun interesanteincrementode termoestabilidad.
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