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RESUMEN

Las alginasas también conocidas como alginato liasas o alginato despolimerasas,
rompen el alginato por medio de un mecanismo de eliminacion 3. Estas se clasifican
con base en el bloque del polimero de acido alginico que hidrolizan preferentemente.
Si reconocen los bloques M (acido manurénico), se clasifican como EC 4.2.2.3, poli
(M) liasa [(1-4)-B-D-manuronan liasa] y si reconocen los bloques G (acido
guluroénico), como EC 4.2.2.11, poli (G) liasa [(1-4)-a-L-guluronan liasa]. Estas
enzimas se han aislado de algas marinas, moluscos, microorganismos y bacterias y
su aplicacion es muy grande tanto en medicina como en biotecnologia. Sin embargo,
a pesar de que se han identificado de numerosas fuentes, s6lo se han caracterizado
unas cuantas. Las alginasas de moluscos marinos sufren fuertes procesos de
oligomerizacion, mecanismo que utlizan para aumentar su actividad en varios
ordenes de magnitud por arriba de cualquier otra descrita a la fecha, sin embargo, si
este comportamiento no se controla pueden ser muy inestables.

En el presente trabajo se purificaron dos alginasas del molusco marino Haliotis
rufescens. Para lograr esto se utilizé la propiedad que tiene el alginato de polimerizar
en presencia de cationes divalentes, de esta manera se disefid un soporte para
purificar a dichas enzimas por cromatografia de afinidad. Con esta técnica se logro
purificar en un solo paso a dos alginasas, una con especificidad por el acido
manurénico (Manuronidasa) y la otra por el gulurénico (Guluronidasa). La
Manuronidasa presenté una masa de 8.5 kDa y los valores éptimos para su actividad
fueron a una temperatura de 40 y 90 °C y a pH a 5.0. Ademas, su actividad se
incrementa en presencia de Ca?*, Zn?" e isopropanol. La alginasa con actividad de
Guluronidasa presentdé una masa molecular de 36.3 kDa y los valores 6ptimos para
su actividad fueron a una temperatura de 50 y 90 °C y a pH de 5. Se observé que
aditivos como el Ca?*, Zn** glicerol y tween 80 incrementan su actividad especifica.
Ambas alginasas son termorresistentes y mantienen su actividad aun después de
incuban por 1 h a 90 °C. Ademas, la manuronidasa es una proteina intrinsecamente
desordenada, mientras que la guluronidasa posee en su estructura hojas  como lo
demostraron los estudios de dicroismo circular en el UV lejano. Ambas alginasas se

estructuran en presencia de Zinc.
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ABREVIATURAS

BCA: Acido bicinconinico

BSA: Albumina de suero de bovino

Da: Daltones

DC: Dicroismo circular

DHB: Acido 2,5-Dihidroxibenzoico

DNS: Acido dinitrosalicilico

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

G: Acido gulurénico

GG: Bloque de &cido gulurénico

kDa: kilo daltones

M: Acido manuroénico

MM: Bloque de &cido manurdnico

MALDI-TOF: Espectrometria de masas mediante ionizacion-desorcion por laser
asistidas por matriz acoplada a un analizador de tiempo de vuelo

MG: Blogue de acido manurénico y gulurénico

nm: Nan6metros

PEG: Polietilenglicol

PLs: Polisacérido liasas

rpm: Revoluciones por minuto

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato
de sodio

Super DHB: mezcla de acido 2,5-dihidroxibenzoico con acido 2-hidroxi-5
metoxibenzoico en una relacién 9:1

U: Unidad de actividad

UV: Ultravioleta
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1. INTRODUCCION

Las alginasas también conocidas como alginato liasas, alginato despolimerasas o
polisacarido liasas son proteinas que pertenecen a un grupo de enzimas que rompen
polisacaridos (EC 4.2.2 -), actian principalmente sobre polisacaridos aniénicos
mediante un mecanismo de eliminacién 3, formando un doble enlace entre el C-4 y el
C-5, la eliminacién del enlace 4-O-glicosidico y la produccién de 4-desoxi-L-eritro-
hex-4-eno piranosiluronato en el extremo no reductor de los oligosacaridos
resultantes. En particular, las alginasas despolimerizan el alginato (polisacarido
gelificante) que se encuentra en gran abundancia como parte de la pared celular y
del material intracelular en las algas pardas (Phaeophyceae)’?. Dicho polisacérido es
un &cido hetero-poliurénico lineal compuesto de los acidos a-L-gulurénico (G) vy el
acido B-D-manurdnico (M), unidos mediante enlaces a y B 1,4. Estos dos residuos se
disponen en estructuras de bloque que comprenden bloques homopoliméricos G,
blogues homopoliméricos M y bloques alternantes heteropoliméricos MG>.

Las alginasas han sido aisladas de diversas fuentes tales como las algas y
moluscos marinos, hongos, bacterias y virus; se clasifican en tres grupos segun su
especificidad; si ésta es hacia bloques G (poliguluronato liasa, EC 4.2.2.11), 6 a
bloques M (polimanuronato liasa, EC 4.2.2.3), o bloques MG*. Las alginasas con
especificidad por blogues G o bloques M se conocen como alginasas
monofuncionales mientras que las que reconocen bloques MG son llamadas
alginasas bifuncionales®. Por otra parte, también se agrupan en tres tipos en funcién
de sus masas moleculares: pequefas (25-30 kDa), de tamafio medio (cercanas a 40
kDa) y grandes (> 60 kDa)".

A pesar de que se han identificado alginasas de diferentes fuentes, existen
pocos reportes sobre su purificacion en invertebrados marinos. Esto debido a que las
alginasas de éstas fuentes sufren fuertes fendmenos de oligomerizacién que
provocan la pérdida de actividad y precipitacion de la enzima si este fendmeno no es
controlado. Es por esto que en nuestro laboratorio se han disefiado técnicas
novedosas que permiten purificar este tipo de proteinas en poco tiempo sin perder la
actividad. Por lo anterior, en el presente proyecto se purificaron y caracterizaron
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bioquimicamente dos alginasas del abulon rojo H. rufescens utlizando técnicas

novedosas que incluyen a su sustrato como un medio para mantener su estabilidad.

2. MARCO TEORICO

2.1. Polisacéridos

Los polisacéaridos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, pueden
tener una funcion de reserva como el almidén, glucégeno, algunos B-D glucanos,
fructanos y algunos galactomananos; pueden tener una funcién estructural,
clasificAndose en: fibrosos como la celulosa, quitina, 1,3-B-D mananos y de matriz,
gue se caracterizan por su capacidad de formar geles (agar, carragenano, alginato,
etc.) o bien, pueden actuar como sustancias de reconocimiento celular (polisacaridos
extracelulares antigénicos e inmunogénicos). Estos polimeros (celulosa, quitina, etc)
también llamados glicanos, se clasifican por los carbohidratos que los forman, el tipo
de enlace que los une, la longitud de sus cadenas y el grado de ramificacién. Los
homopolisacaridos estan constituidos por un solo tipo de monosacarido, mientras
gue los heteropolisacaridos estan constituidos de diferentes tipos de monosacéaridos.
Pueden estar unidos por enlaces glicosidicos tipo alfa o beta. Los enlaces alfa son
mas débiles, se rompen y forman con gran facilidad, por lo que se encuentran en los
polisacaridos con funciones de alimentos de reserva, como el almidén o el
glucégeno. El enlace tipo beta es mucho mas estable y resistente, por lo que es
caracteristico de polisacaridos con funcién estructural, como es el caso de la
celulosa. A diferencia de las proteinas, los polisacaridos generalmente no tienen

pesos moleculares definidos®’
2.2. Polisacéaridos de algas

Las algas marinas, constituyen una fuente importante de polisacéridos estructurales,
mucopolisacéridos y polisacaridos de reserva que constituyen entre 4 a 76% del
peso seco del alga. Las algas poseen una pared celular quimica y estructuralmente
mas compleja y heterogénea que la de plantas terrestres, ésta varia incluso dentro
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de la misma planta. Dicha pared estd compuesta por mezclas de polisacaridos
ramificados y sulfatados los cuales estan asociados a proteinas y a iones como el
calcio y el potasio. Los polisacaridos que se encuentran en la pared celular son
principalmente la celulosa, las hemicelulosas y polisacaridos neutros que le confieren
un soporte fisico al tallo en el agua. Las algas verdes contienen polisacaridos con
acido sulfarico, galactanos sulfatados y xilanos. Las algas cafés contienen acido
alginico, fucoidan (fucosa sulfatada), laminarina (B-1,3 glucano) y sargasano,
mientras que las algas rojas contienen agar, carragenanos, xilanos, almidén
florideano (glucano similar a la amilopectina), galactanos sulfatados solubles en

agua, asi como porfiran®®.
2.3. Alginato

El alginato es un polisacéarido gelificante encontrado en gran abundancia como parte
de la pared celular y material intracelular en algas pardas (Phaeophyceae). Es un
acido hetero-poliurénico lineal compuesto de unidades de &cido (1-4)-B-D-
manurénico (M) y su epimero, el acido a-L-gulurénico (G). Estos se agrupan en
bloques de secuencias MM, MG, unidos por enlaces glicosidicos  (1-4); y bloques
GG, GM, unidos por enlaces glicosidicos a (1-4). Aunque algunos alginatos pueden
existir predominantemente como un tipo de bloque, los tres bloques pueden estar
presentes dentro de una molécula de alginato. La distribucion y contenido de los
mondmeros puede ser muy variada y va desde cadenas con secuencia alternas
MGMGMG, o bien en bloques MMMGGGMMM, en las que el nimero de monémeros
en los blogues es también muy variable (Figura 1). La mayoria del alginato con
aplicacion comercial es obtenido principalmente del alga gigante, Macrocystis
pyrifera que crece en las costas de California y Baja California. Otra importante
fuente son las laminariaceas que crecen en zonas rocosas poco profundas como la
Laminaria digitata, L. hyperborea y Eklonia cava. Las menos utilizadas son las
llamadas algas de rocas que crecen en la zona intermareal como Ascophyllum
nodosum, Fucus vesiculosus y Pelvetia canaliculata. Ademas, es también producido
por dos familias de bacterias heterotréficas, del género Pseudomonadaceae y

Azotobacteriaceael 31011
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Figura 1. Caracteristicas estructurales de los alginatos: (a)
mondmeros que forman el alginato, (b) tipos de enlaces entre

bloques de alginato y (c) distribucién de bloques.

2.3.1. Caracteristicas fisicoguimicas del alginato

Las relaciones estructura-propiedad del alginato se han estudiado fuertemente
debido a sus multiples aplicaciones y a la extensa investigacion farmacéutica que se
ha desarrollado en este tema en los Ultimos afios. Las propiedades fisicas de los
alginatos se rigen en gran medida por su composicién y disposicion de los residuos,
el peso molecular del polimero y la concentracion de la solucién de cationes de
entrecruzamiento que contienen*?*3, Una propiedad importante de este polimero, es
su capacidad de formar geles en presencia de ciertos cationes divalentes (6
multivalentes), particularmente Ca?*. Las propiedades fisicas del gel dependeran de
la relacion de los &cidos urénicos dentro de las cadenas del polisacérido. Alginatos
ricos en L-guluronato forman geles fuertes pero fragiles, mientras que los ricos en D-
manuronato, forman geles débiles pero mas flexibles. La relacion de D-manuronato:
L-guluronato (relacién M:G) se puede utilizar como un indice de la naturaleza del gel

gue se formara en presencia de cationes divalentes. La variacion en la fuerza de gel
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puede relacionarse con el modo de unién de cationes, ya que se producen diversas
estructuras de bloques dentro de la molécula de alginato. Todas las estructuras de
bloques son polianiénicos y por lo tanto se van a formar enlaces intermoleculares
idnicos con cationes di o multivalentes. Sin embargo, las regiones de poliguluronato
también son capaces de quelar iones metalicos debido a la disposicién espacial del
anillo y del atomo de oxigeno e hidroxilo, por lo tanto forman una interaccidon mas
fuerte. Estas zonas de union de blogues de poliguluronato se han comparado con la
seccion transversal de una “caja de huevo”, donde los iones Ca®" son los “huevos”
(Figura 2).

0L L
[

OGS

Figura 2. Formacion de la estructura en forma de caja de huevo y
la ubicacién de los iones polivalentes que sirven de enlace de dos

moléculas de polimero (Tomado de Gacesa)®.
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2.3.2 Viscosidad

Aunqgue el alginato de sodio rico en acido gulurénico es mas soluble en agua que el
alginato de sodio rico en manurénico™, la viscosidad de una solucién de alginato esta
relacionada con la concentracién de alginato y la longitud o nimero de mondémeros
presentes en los segmentos de alginato™. Alginatos con segmentos mas largos se
ha encontrado que tienen viscosidades mas altas*®. Esto implica que la viscosidad de
la solucién de alginato puede ser afectada por el peso molecular de los segmentos
constituyentes del polimero de alginato. Es interesante sefialar, sin embargo, que los

alginatos de las bacterias no presentan tales correlaciones®’.
2.3.3 Termoestabilidad

Se han realizado estudios de calorimetria diferencial de barrido para estudiar las
propiedades térmicas y viscoelasticas de peliculas de alginato®®. Geles de alginato
termoestables se han formado en el intervalo de temperatura de entre 0 y 100 °C. Se
sabe de la relacion que existe entre la disminucién de la rigidez del gel en funcion de

un aumento de la temperatura®®, la cual es inversamente proporcional.
2.3.4. Aplicaciones del alginato

La estructura del blogue de alginato determina las propiedades fisicas del
polisacarido, y en particular del tipo de gel formado en presencia de cationes
divalentes, lo que ha favorecido su utilizacion como estabilizador, al incrementar la
viscosidad y como gelificante en alimentos y bebidas; en la industria famacedtica se
ha utilizado en la encapsulacion de compuestos activos con actividad antiradicales
para prevenir enfermedades degenerativas y en la cicatrizacion de heridas, la
reparacion del cartilago, la regeneracion 0sea y la administracion de farmacos, que
tienen potencial en aplicaciones de regeneracion tisular, también se han utilizado en
la industria de biomateriales, papel e imprentat?>*. La produccién comercial de
alginatos se lleva a cabo principalmente por procesos de extraccion alcalina. Las
algas pardas o marrén, se secan y se someten a diversos tratamientos quimicos para

eliminar las impurezas (metales pesados, endotoxinas, proteinas, hidratos de
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carbono y otros polifenoles) normalmente presentes en las algas antes de ser
transformadas en la materia prima final, que da como resultado un polvo en forma de

sal de acido™.
2.4. Enzimas que degradan polisacéaridos

Los carbohidratos son una clase muy extensa de macromoléculas esenciales que
tienen todos los organismos. Estos se encuentran en su mayoria como oligo o
polisacaridos, usualmente ligados a proteinas o lipidos. Dos reacciones quimicas se
utilizan predominantemente para la despolimerizacion enziméatica de cadenas de
polisacaridos: hidrélisis y eliminacién p>%. La hidrélisis se lleva a cabo a través de la
adicion de una molécula de agua para romper el enlace glicosidico, creando un
nuevo extremo reductor en uno de los fragmentos, ya sea con la retencion o
inversion de la configuracién en el C-1 y un anillo de hexosa saturado en el extremo

2627 La ruptura del enlace glicosidico por un

no reductor del otro fragmento
mecanismo de eliminacion B puede ocurrir cuando el azicar es sustituido con un
grupo acido al lado del carbono que forma el enlace glicosidico dando lugar a la
formacion de un extremo reductor en un fragmento y un anillo insaturado en el

extremo no reductor del segundo fragmento (Figura 3).

Figura 3. Enzimas que degradan polisacéridos. Glicohidroladas (GH) y Polisacéarido

liasas (PL) (Tomado de Lombard et al.)®.
2.5 Polisacérido liasas

Las polisacarido liasas son un grupo de enzimas (EC 4.2.2-) que cortan
polisacaridos que contienen &cidos urdnicos a través de un mecanismo de B-

eliminacion para generar un residuo de acido hexenurdnico insaturado y un nuevo


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

extremo reductor en el punto de ruptura (Figura 3). Estas proteinas son ubicuas en la
naturaleza, se han encontrado desde bacteriéfagos, arcaeas y eubacterias, hasta
eucariotes superiores como hongos, algas, plantas y mamiferos. Para todos estos
organismos, las polisacarido liasas representan una estrategia complementaria a las
glicésido hidrolasas (EC 3.2.1. -) para el rompimiento de polisacaridos sin la
intervencion de agua. Las polisacéarido liasas estan implicadas en diversos procesos
bioquimicos incluyendo la degradacién de biomasa, reciclaje de tejidos de matriz y
patogénesis. Por otra parte, el uso generalizado de los &cidos poliurénicos en los
sectores alimentario y médico hace a las polisacéarido liasas, muy atractivas como
catalizadores especificos para la modificacion de sustratos tales como pectinas,
alginatos y heparinas, en aplicaciones biotecnoldgicas. EI mecanismo catalitico
empleado por las polisacarido liasas se puede describir en términos generales como
un conjunto de tres eventos: (i) abstraccion del proton en C-5 en el anillo de azucar
de un &acido urdnico o éster, por la cadena lateral de un aminoacido basico,
(ii) estabilizacién del anion resultante por la deslocalizacién de la carga en el grupo
carbonil de C-6 y el rompimiento del enlace O-4:C-4 facilitado por la donacién de
protones de un acido catalitico para generar un acido hexenurénico (o éster) en el
nuevo extremo no reductor formado?.

Las polisacarido liasas estan clasificadas en 23 familias de acuerdo a su
secuencia de aminoacidos (PL-1 a 23) en la base de datos CAZy?. Dentro de estas
familias se encuentran las alginato liasas o alginasas (PL - 5, 6, 7, 14, 15, 17 y 18).

2.6 Alginasas

Las alginato liasas catalizan la degradacion del alginato por un mecanismo de
eliminacién B* y se clasifican en tres grupos segln su especificidad por el sustrato: si
son especificas hacia bloques G (poliguluronato liasa, EC 4.2.2.11 POLI G), hacia los
bloques M (polimanuronato liasa, EC 4.2.2.3 POLI M), o hacia bloques MG,
Considerando ademéas de su secuencia de aminoécidos, a la estructura de estas
proteinas, las alginato liasas se clasifican en las familias PL- 5, 7, 14 y 15, incluyendo
algunas proteinas que hasta ahora se desconoce su funcién. Entre estas familias, las

PL-5 y PL-7 actian sobre los polimeros de alginato endoliticamente y producen
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oligosacaridos mostrando diferencias entre ellas en la especificidad por el sustrato.

La especificidad de una alginato liasa depende de la composicion de los acidos

urénicos en el polimero de alginato, no del tipo de enlace. En contraste con la

especificidad por el sustrato poli-M de las enzimas de la familia PL-5, las enzimas de

la familia PL-7 exhiben diversas especificidades por el sustrato: Sphingomonas sp

Al-ll'y Corynebacterium sp. (AlyPG) para poli-G, Photobacterium sp (AlxM) para poli-
My P. aeruginosa (PA1167) para poli-MG>',

2.6.1 Mecanismo de accion de la alginato liasa

Se ha propuesto que las alginato liasas funcionan mediante una reaccion de 3 etapas
(Figura 4)%%%,

1)

2)

3)

El grupo carboxilo en el sustrato tiene que ser neutralizado, posiblemente
mediante la formacion de un puente salino con un aminodcido cargado
positivamente de la cadena lateral en el sitio activo de la proteina. La lisina
puede ser éste aminoacido.

Una base cataliza la abstraccion del protén en el C5 del acido urénico con la
correspondiente formacién de un anidon intermedio estabilizado por
resonancia. El acido aspartico, glutdmico, histidina, lisina y cisteina, se han
sugerido para este papel, en donde un residuo puede ser necesario como el
extractor de protones y otro como el donante de protones, aunque el proton se
puede derivar a partir del disolvente (medio ambiente).

La transferencia de electrones entre el grupo carboxilo para formar un doble

enlace entre C-4 y C-5, resultan en la eliminacion del enlace 4-O-glicosidico.
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R-OH H—}_O;

Figura 4. Mecanismo de reaccion propuesto para las alginato liasas.
Para simplificar el diagrama, el enlace entre el atomo de carbono y el
grupo hidroxilo en la posicion 2 y 3 se han omitido. AAl y AA2 se
refieren a los residuos de aminoacidos dentro del sitio activo de la

enzima (Tomado de Gacesa)®.

El alginato se une a la alginasa a lo largo de una superficie o canal. Los sitios de
interacciéon del ligando con la proteina se conocen como subsitios a los que se les
asigna un numero de acuerdo a la posicion del azucar con el que interacttan. Por
tanto, el sitio de unién se divide en +n y -n subsitios (n = 1,2,3,...) y el sitio de corte
por la enzima se produce entre los azUcares situados en los subsitios + 1y -1. En la
mayoria de las polisacarido liasas, los subsitios -2 a + 2 son los determinantes mas
importantes de la especificidad por el sustrato®®®®. Para numerar los subsitios se
sigue la nomenclatura propuesta por Davies en 1977* donde los azlcares se
numeran como +1, +2, etc., a partir del sitio de corte y hacia el extremo reductor,
mientras que se numeran -1, -2, etc. a partir del sitio de corte y hacia el extremo no

reductor del sustrato (Figura 5)
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Acido polimanurénico (M): [4)-8-D-M-(1-4)-8-D-M(1],
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Figura 5. Sustratos de los diferentes tipos de alginasas y los productos de
degradacion del mismo mediante el mecanismo de eliminacion . (Tomado de

Garron y Cygler)®

El alginato es degradado a oligdbmeros con un acido urdnico insaturado en el

extremo no reductor, por la accion de la alginato liasa tipo endo. Esta alginasa puede

presentar actividad especifica poli M-, poli G-, o poli MG. Los oligdbmeros de alginato

son posteriormente despolimerizados a monosacaridos insaturados por una alginato

liasa tipo exo. Los monosacéaridos son convertidos no enzimaticamente a acido

urénico 4-desoxi-L-eritro-5-hexoseulosa urénico (Figura 6). La mayoria de las

alginato liasas son enzimas endoliticas y so6lo unas cuantas poseen actividad

exolitica®
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Figura 6. Degradacion del alginato por un mecanismo de eliminacion . A) Alginato

liasa endolitica y (B) Alginato liasa exolitica (Tomado de Kim et al.)3*.

2.6.3 Aplicaciones de las alginasas

Las alginato liasas obtenidas de fuentes marinas y bacterianas se han utilizado para
analizar la estructura del alginato y asi entender como la composicion quimica del
polisacarido influye en las propiedades fisicas de este polisacarido tan importante por
sus multiples aplicaciones. Ademas, se han utilizado con éxito para la extraccion de
protoplastos, para la investigacion de alimentos y la regeneracion de una variedad de
especies de algas y para producir blogues de poli (M), poli (G) y poli (MG) para

estudios de especificidad de otras liasas®®.
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Las alginasas son también importantes como biocatalizadores para la
preparacién de oligosacaridos funcionales que pueden estimular el crecimiento de
células endoteliales humanas y la secrecién de citoquinas citotoxicas de macrofagos
humanos. Estas enzimas también pueden ser utilizadas como productos
farmacéuticos para mejorar el efecto de antibiéticos contra Pseudomonas aeruginosa
en el tratamiento de la fibrosis quistica y la endocarditis'***°. Las biopeliculas de
exopolisacéridos es uno de los factores de virulencia mas importantes para las
infecciones pulmonares por bacterias patdgenas. En el alginato bacterial sintetizado
por Pseudomonas aeruginosa las posiciones del C2 y/o C3 de algunos de los
residuos de acido manurénico (M) son acetilados. Esta acetilacion hace al alginato
mas resistente a la degradacion, causando que las células de P. aeruginosa sean
mas resistentes a la fagocitosis y/o antibi6ticos*®.

Recientemente, la biomasa algal ha sido centro de atencion como materia
prima para la produccién de biohidrégeno, bioetanol y biodiesel*®*. Los lipidos y los
hidratos de carbono de almacenamiento de las algas, se pueden utilizar para la
produccion de biodiesel y bioetanol, respectivamente. Las macroalgas cafés
presentan varias caracteristicas que las hacen una fuente de materia prima ideal
para la produccion de biocombustibles y compuestos quimicos a partir de productos
basicos renovables. Estas poseen hasta un 40% de peso seco de alginato, no se
requieren tierras de cultivo, fertilizantes o agua dulce para su cultivo. Debido a que
estas macroalgas no contienen lignina, los azucares pueden ser liberados por la
simple molienda o trituracion. Esta caracteristica le da a las macroalgas una ventaja
sobre la biomasa lignocelulésica, facilita el aumento de los rendimientos y evita la
necesidad de pretratamiento e hidrélisis antes de la fermentacion. Un estudio del
Departamento de Energia estadounidense afirma que la productividad de las algas
para producir etanol podria ser el doble que la de la cafia de azucar y cinco veces
superior a la del maiz. Esto debido a que el 60% de la biomasa seca de las algas son
carbohidratos fermentables y aproximadamente la mitad de ellos son alginato. Sin
embargo, para la produccion eficaz de etanol se requiere de enzimas que puedan
hidrolizar el alginato, que es el polisacarido mas abundante en este tipo de algas. De

ahi la importancia de las alginasas para la produccién de biocombustibles*®*2,
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2.7 Abulén rojo, Haliotis rufescens

El abuldn rojo, Haliotis rufescens, es un gasterépodo marino herbivoro que habita en
aguas poco profundas (de 3 a 7 m), aunque puede localizarse entre los 17 y 20 m de
profundidad (Figura 7). Se distribuye desde Punta Concepcién, California, EUA,
hasta Bahia Magdalena, Baja California Sur, México. Se caracteriza por tener una
concha ovalada con la superficie externa convexa y rugosa, arqueada en la regiéon
posterior y aplanada en la anterior, con una serie de perforaciones u orificios
alineados sobre la region correspondiente a la cavidad respiratoria, la formacion de la
concha tiene lugar en los estadios larvarios y su crecimiento es generalmente
anual®.

El cuerpo del abulén, como el de todos los moluscos, presenta tres regiones:
el pie, la masa visceral y el manto. El pie en los abulones es un musculo plano de
forma oval, provisto de numerosos surcos transversales que permiten la fijacion del
organismo al sustrato; este musculo es grueso y llega a alcanzar hasta 20 o 25
centimetros de longitud; esta parte es la de consumo humano. La masa visceral es
aplanada y ocupa hasta el ultimo rincén de la concha. El manto es membranoso y se
extiende por la cara interna de esta masa, cubriendo el borde de los orificios
respiratorios; el manto interviene en la formacion y crecimiento de la concha. Los
habitos alimentarios de estos moluscos cambian durante su desarrollo; son larvas
gue en sus primeros estadios son libre-nadadoras, forman parte del plancton y se
alimentan de pequefios vegetales y animales planctonicos; conforme van creciendo y
se fijan al sustrato, su alimentacion se modifica para componerse principalmente de
diatomeas que viven sobre la roca; posteriormente consumen algas macroscopicas
que estan adheridas al sustrato, como las del género Macrocystis*®. Las visceras de
estos organismos son eliminadas durante el proceso de enlatado y exportacion. Sin
embargo, éstas contienen una gran cantidad de enzimas que pueden ser utilizadas

en diferentes areas de la investigacion y de la industria.
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* Reino: Animalia

* Phylum: Mollusca

» Clase: Gastropoda

* Orden:
Archaeogastropoda

* Familia: Haliotididae

* Género: Haliotis

» Especie: H. rufescens

Figura 7. Clasificacion del molusco marino Haliotis rufescens.

3. ANTECEDENTES

El alginato puede ser degradado enziméaticamente por alginato liasas (endo o exo)*
mediante un mecanismo de eliminacién B. Estas enzimas fueron descritas por
primera vez en 1962 por Preiss y Ashwell*’. Estas pueden clasificarse en tres
categorias, PG (a-L-guluronato) liasa (EC 4.2.2.11), PM (B-D-manuronato) liasa (EC
4.2.2.3) y PM/PG que son las que pueden degradar ambos tipos de alginatos?=>**°,
sin embargo, la mayoria son PM liasas. Estas enzimas se han clasificado también
como endo y exo liasas con base en la posicion del sitio de corte, predominando las
endo liasas. Estas enzimas fueron detectadas por primera vez en bacterias*,
posteriormente se detectaron en algas, moluscos marinos y hongos'*®. También se
han asociado con bacteriéfagos y virus. Estas enzimas se han encontrado tanto en
organismos que sintetizan alginato como en organismos que no lo sintetizan. En los
primeros, las alginasas son importantes en la biosintesis y degradacion de este
polisacéarido mientras que en los que no sintetizan alginato juegan un papel muy

importante en la asimilacién del mismo como fuente de carbono®.
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En 1999, se describid la primera estructura cristalografica de una alginasa
proveniente de Sphingomonas sp.*® Esta bacteria, produce tres tipos de alginasas
intracelulares, Al-l, Il y lll. La alginasa Al-ll degrada preferentemente los alginatos
no acetilados producidos por algas cafés, mientras que la alginasa Al-lll degrada
efectivamente el alginato acetilado producido por bacterias. A partir de entonces se
han obtenido las estructuras de alginasas de Alteromonas®?’, Saccharophagus
degradans®®, Paramecium bursaria, Chlorella virus*, Agrobacterium fabrum®,
Zobellia galactanivorans®, Bacteroides ovatus, Corynebacterium® y Pseudomonas
aeruginosa™.

A la fecha, las alginasas se han clasificado en 7 de las 23 familias de polisacarido
liasas (PL) en PL5, PL6, PL7, PL14, PL15, PL17 y PL18%°%2934 asi como también
se han clasificado en 4 de los 6 tipos de plegamientos que éstas presentan (Tabla 1

y Figura 8).

Tabla 1. Familias de polisacarido liasas (PL) en las que se clasifican las
alginasas reportadas a la fecha (EC 4.2.2.3) y el plegamiento que presentan.

Familia de Plegamiento Ejemplos en el PDB
polisacarido liasa
(PL)

5 (a/a)4 Toroide incompleto 1HV6, 1QAZ, 3EVH, 3EVL, 3EW4,
4E1Y, 4E23, 4E25, 4F10, 4F13

6 Hélice B (14 giros) 1DBG, 1DBO, 10FL, 10FM

7 Remolino B (B-Jelly roll) 1UAI 1VAV, 2CWS, 2742, 2ZA9,
2ZAA, 2ZAB, 2ZAC, 4BE3, 3ZPY

14 Remolino B (B-Jelly roll) 3A0N, 3GNE, 3IMO

15 (a/a)se Toroide incompleto | 3A00, 3AFL

+ sandwich (3 antiparalelo
17 No determinado ANEI, 40JZ, 40K2, 40K4
18 Remolino B (B-Jelly roll) 1317
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Figura 8. Familias de polisacarido liasas en las que se han clasificado a las
alginasas. Se presenta una alginasa representativa de cada familia A) PL5, B) PLS6,
C) PL7, D) PL14, E) PL15, F) PL17 y G) PL18 (Tomado de Garron y Cygler)*®
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3.1 Topologia del sitio activo y mecanismo catalitico.

La reaccion de eliminacion B da lugar al rompimiento del enlace glicosidico
adyacente a un grupo carboxilato para formar un nuevo extremo reductor y un azucar
insaturado en el extremo no reductor. Este proceso ocurre en tres pasos: 1)
neutralizacion del grupo carboxilo C5 que disminuye el pKa del protdon H5 lo que
incrementa su susceptibilidad de abstraccion (2) abstraccion de protones que
conduce a un intermediario enolato y (3) eliminacién del enlace glicosidico con la
transferencia de electrones del grupo carboxilato para formar un doble enlace entre
C-4 y C-5. La reaccion de B-eliminaciéon requiere la participaciéon de una base de
Brgnsted para aceptar el proton H-5 y un acido de Brgnsted para donar el protén al
grupo saliente, recreando un nuevo extremo reductor®®. Las estructuras obtenidas
por cristalografia de proteinas de las diferentes familias de polisacarido liasas, solas
y en presencia de su sustrato, aunadas a estudios de mutagénesis han permitido
estudiar su mecanismo de reaccion a un nivel molecular.

Los mecanismos cataliticos presentes en las alginasas se dividen en dos
categorias generales basadas en la naturaleza del grupo que neutraliza el carboxilo
C-5 y los residuos que juegan el papel de base y acido de Brgnsted. La primera
categoria se refiere a que la neutralizacion del grupo acidico sea asistida por un
metal (generalmente calcio) con residuos de Lys o Arg como una base de Brgnsted y
una molécula de agua como un &cido de Brgnsted. En la segunda categoria se
incluye a aquellos mecanismos en los que la neutralizaciéon del grupo acidico la
realizan la Asn/GIn o un Asp/Glu protonado con Tyr o His como una base de
Bragnsted y la Tyr como un &cido de Brgnsted. A la fecha se sabe que el mecanismo
enzimatico es conservado en cada familia de PL (con algunas variaciones pequefias
producto de la evolucién). Dicha conservacion de caracteristicas mecanicistas apoya
la hip6tesis de que existe un ancestro comun entre las enzimas de la misma clase.
Ademas, diferentes clases de plegamiento comparten el mismo mecanismo catalitico
con similitudes sorprendentes en sus sitios activos, o que indica una evolucion
convergente en que varios plegamientos diferentes adoptan la misma solucion
molecular para el problema del rompimiento de los en laces en polisacéaridos. En el

caso de las alginasas se observan los dos tipos de mecanismos dependiendo de la
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familia de PL a la que pertenecen y a la clase de plegamiento que presentan® (Tabla
2).

Tabla 2. Mecanismo catalitico asociado a cada familia de PL y a cada

plegamiento en las alginasas.

Clase de plegamiento Mecanismo Familia de polisacarido
liasa (PL)
B-Jelly roll Tyr/His, GIn PL7, PL18
N.D. PL14
B-Helix Caz2+ PL6
(a/a)s Toroid Tyr/His, Asn PL5
(a/a)se Toroid Tyr/His, Arg PL15
N.D. (Alyll) N.D. PL17

3.2 Alginasas en gasteropodos marinos

La primer poli manuronato liasa se identific6 en 1968 por Nisizawa,
Fujibayashi y Kashiwabara, en el molusco Dolabella®. A la fecha se han aislado
alginasas del abulén Haliotis rufescens, Haliotis corrugate®, Haliotis tuberculata®’,
Haliotis discus hannai®®>°, Haliotis iris®® , Turbo cornutus® , Littorina sp.®> Omphalius
rusticus y Littorina brevicula®, de la liebre marina Dolabella auricular®, Aplysia
depilans, Aplysia californica, Aplysia juliana y Aplysia kurodai®®®*®°. Estas enzimas
son endoliticas y reconocen al manuronato (poly(M) liasa (EC 4.2.2.3) generando
como productos di y trisacaridos insaturados. De manera excepcional, una enzima
que actla exoliticamente se aislé del abulén H. discus hannai®®. Esta enzima
degrada no soélo al alginato, sino también trisacaridos insaturados que son generados
por la actividad de la alginasa endolitica también encontrada en éste molusco.

En nuestro laboratorio, en estudios previos se ha observado que las alginasas
del molusco marino H. rufescens presentan una actividad cerca de 30 veces mayor

gue las reportadas para alginasas de otras fuentes, ademas, no solo resisten
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temperaturas arriba de 90 °C sino que al calentarse su actividad se ve incrementada
alrededor de 10 veces mas. En adicion a lo anterior, estas alginasas resisten una alta
concentracion de disolventes organicos, agentes desnaturalizantes y amplios
intervalos de pH sin modificar su actividad. A la fecha en nuestro laboratorio se han
disefiado técnicas novedosas que permiten purificar este tipo de proteinas en poco

tiempo sin perder la actividad®”.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Purificar y caracterizar bioquimicamente a dos alginasas presentes en el

hepatopancreas del abuldn rojo, Haliotis rufescens.

Objetivos especificos

» Establecer un protocolo para la purificacion de las alginasas presentes en el

hepatopancreas de H. rufescens.

Determinar para cada alginasa purificada:

e La masa la masa molecular, las condiciones Optimas de pH y temperatura
para su actividad y su estabilidad térmica.
e El efecto de aditivos sobre su solubilidad y actividad.

e La estructura secundaria por dicroismo circular.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material biol6gico

Se trabajé con organismos de la especie Haliotis rufescens, comunmente llamado
abulén rojo, provenientes de la Bahia de Todos Santos, Ensenada Baja California,
México. Los organismos se transportaron vivos al Instituto de Quimica donde se

congelaron a -45 °C hasta su posterior utilizacion.
5.2 Extraccién de las alginasas

Para evitar la desnaturalizacion de las proteinas, la purificacién se realizé a 4 °C. Se
homogeniz6 el hepatopancreas de Haliotis rufescens, en presencia de un
amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 8. Una vez homogenizado se centrifugd a 13,000 x
g durante 30 min y se retird el precipitado. El sobrenadante se conservé a 4 °C hasta

su utilizacién.
5.3 Purificacién de las alginasas de Haliotis rufescens
5.3.1 Preparacion de las perlas insolubles de alginato

En nuestro laboratorio en estudios previos se desarroll6 una técnica para la
purificacion de alginasas de moluscos marinos. Esta consiste en utilizar la propiedad
gue tiene el alginato de sodio de gelificar en presencia de cationes divalentes, en
este caso, de calcio. Durante dichos estudios se analiz6 por microscopia de fuerza
atomica la consistencia del gel que al formarse por goteo en una solucién de CaCl,,
adquiere una forma de “perlas”; asi como las concentraciones tanto de calcio como
de alginato necesarias para obtener el polimero apropiado para purificar a éstas
enzimas. Dichas “perlas” deben poseer cierta porosidad que permita que las
alginasas difundan al interior y queden “atrapadas” en ellas®’.

Para la purificacién de las alginasas de H. rufescens se consideré que en su
hepatopancreas pueden estar presentes enzimas con especificidad por el acido
manurénico (manuronidasa) o por el acido gulurénico (guluronidasa), por lo que se

prepararon perlas con diferente tipo de alginato segun el siguiente procedimiento:


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Se disolvio el alginato de sodio de alta viscosidad al 2% p/v (rico en bloques de
guluronato) en un amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 8 y se aplicd por goteo en una
solucién de CaCl, 100 mM en Tris-HCI 50 mM, pH 8.0 de tal forma que se formaron
“perlas” de aproximadamente 5 mm de diametro (Figura 9). Se realiz6 el mismo
procedimiento con alginato de sodio de viscosidad intermedia al 3% p/v (rico en
bloques de manuronato), pero en esta ocasion se utilizé6 una solucion de CaCl, 150
mM para favorecer una mejor consistencia de las perlas formadas, ya que cuando
predomina el manuronato, la fuerza del gel es menor. Estas se lavaron con

amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 8 para eliminar el exceso de calcio.

Figura 9. Perla formada al interaccionar el
alginato de sodio con CaCl, (Tomado de
Gonzélez-Gatica)®’.

5.3.2 Purificaciéon

El extracto del hepatopancreas del molusco se incub6 a 4 °C en presencia de las
perlas de alginato durante 20 min. Estas se lavaron con amortiguador Tris-HCI 50
mM pH 8 para eliminar las proteinas que no se unieron a ellas. Posteriormente, se
realizaron lavados con amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8 con distintas
concentraciones de NaCl (0.2 M, 0.5 M, 1.0 My 1.5 M), ésto con el fin de eluir las
proteinas unidas al polimero de alginato. Las perlas de alginato utilizadas en la
purificacion se conservaron en amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 8 con NaCl 0.2 M.
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5.4 Cuantificacion de la proteina purificada

Se utiliz6 el método de Smith y Krohn®, el cual emplea el reactivo BCA (Protein
Assay Reagent de PIERCE), que es muy sensible en la determinacion
espectrofotométrica de la concentraciébn de proteina en soluciones acuosas. Este

sistema de reactivos combina la reaccién de proteinas con Cu*? en un medio alcalino
. +1 . . . .,
(produciendo Cu ), con un reactivo altamente selectivo y sensible de deteccion para
+1 . . . - , .,
Cu  llamado acido bicinconinico. El color purpura del producto de la reaccion es

formado por la interaccién de dos moléculas de BCA con un ion cuproso (Cu+l), éste
es soluble en agua y exhibe una fuerte absorbancia a 562 nm. La cantidad de
proteina contenida en la muestra se determiné interpolando el valor de absorbancia
en una curva de calibracion elaborada con albumina de suero de bovino a diferentes

concentraciones.
5.4.1 Curva de calibracion

Para la construccién de la curva de calibracion (Figura 10), se siguid el protocolo
descrito por el proveedor del kit de cuantificacion (PIERCE):

1) Se colocaron 50 pyL de cada estandar en tubos apropiadamente marcados,
utilizando 50 pl del diluyente como blanco.

2) Se adicion6 a cada tubo 1 mL del reactivo de trabajo (Se prepara mezclando 50
partes del reactivo A del kit de BCA con una parte del reactivo B). Se mezcl6 e
incubd por 30 min a 60°C. Una vez frias las muestras, se leyo la absorbancia de las
mismas a 562 nm. Las determinaciones se realizaron por triplicado. Este método

permite detectar concentraciones de 5 a 250 pg/mL de proteina.
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Figura 10. Curva de calibracién utilizando el método de BCA
a 60 °C y albumina de suero de bovino como estandar.

5.5 Determinacién de la actividad alginolitica
5.5.1. Fundamento de la técnica

La determinacion de la actividad de las alginato liasas se llevo a cabo por la técnica
del &cido dinitrosalicilico (DNS). Esta técnica de Oxido-reduccion se utiliza para
determinar los azucares reductores formados por la accién de las alginasas y se

basa en la siguiente reaccion quimica:

HO o ?HO COOH
OH —OH OH :—OH
+ — + 107
N -0 OH —OH
h‘ ll\f f +OH
) )

_ o H,0H 0 CH,OH

Acido 3,5-dinitrosalicilico Glucosa Acido 3-amino-5-nitrosalicilico Acido glucénico
(amarillo) (Rojo)

Figura 11. Reaccion del acido 3,5-dinitrosalicilico con un azucar reductor.
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El &cido 3,5-dinitrosalicilico (color amarillo) es reducido a acido 3-amino-5-
dinitrosalicilico (color rojo) por la presencia de azucares reductores en un medio
alcalino (Figura 11), mientras que los grupos aldehido de los carbohidratos son
oxidados a carboxilos®. El fundamento de esta técnica consiste en la oxidacién de la
glucosa, sin embargo, la glucosa en solucién acuosa se encuentra en su forma
ciclica que es muy estable y por lo tanto, no reacciona. Por esta razon, es necesario
calentar la muestra para que el anillo se abra dejando expuesto el aldehido dando
lugar a una reaccién de oxidacion.

La intensidad en el color ambar es proporcional al contenido de azlcares
reductores en la muestra. Este color se puede medir en un espectrofotbmetro a una
longitud de onda de 550 nm. Para que ocurra la reaccion es necesario proporcionar
un medio alcalino; esto es posible gracias a la adicion de NaOH el cual es una base
fuerte. En solucion acusa se ioniza liberando Na® y OH al medio, el cual se
alcaliniza, permitiendo la oxidacion de la glucosa; en esta oxidacion, el carbono del
grupo aldehido se convierte en un acido carboxilico por la pérdida de hidrégenos y la
ganancia de oxigeno, obteniéndose de esta forma el acido glucénico; por otro lado, el
acido 3,5 dinitrosalicilico es reducido gracias a la accion del tartrato de sodio y
potasio y de la oxidacién de la glucosa. El acido pierde una de sus configuraciones 3
0 5, principalmente la 3 por ser mas reactiva, quedando acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, el cual produce una coloracion de amarillo a rojo-café. La coloracion es

proporcional a la concentracién de glucosa’™.
5.5.2 Preparacion del reactivo DNS

Se disolvieron 3.53 g de acido 3,5-dinitrosalicilico y 6.6 g de NaOH en 472 mL de
agua destilada. Posteriormente se adicionaron 102 g de tartrato de sodio y potasio,
2.3 mL de fenol (fundido en bafio Maria) y 2.76 g de metabisulfito de sodio. Estos
reactivos se mezclaron y almacenaron a 4°C en un recipiente que impidiera el paso

de la luz.
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5.5.3 Determinacion de la actividad de las alginato liasas de H. rufescens

Para determinar la actividad en las diferentes muestras se realizdé el siguiente
procedimiento:

Para cada muestra analizada se incluyeron dos blancos, uno de sustrato y uno de
enzima, ésto con el fin de considerar los azucares reductores presentes en la
muestra y en el sustrato. Todos los blancos y las muestras se prepararon por
triplicado. El sustrato consisti6 en una solucién de alginato de sodio 0.5 % p/v en
amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 8.

Los tubos de reaccioén se prepararon de la siguiente manera:

1. Blanco de muestra: 100 yuL de muestra y 400 pL de solucién amortiguadora de
Tris-HCI 50 mM, pH 8.

2. Blanco de sustrato: 250 pyL de alginato de sodio al 0.5% y 250 uL de solucién
amortiguadora de Tris-HCI 50 mM pH 8.

3. Muestras: 250 pL de alginato de sodio al 0.5 %, 150 pL del amortiguador Tris-HCI
50 mM pH 8 y 100 pL de enzima. El volumen total de reaccion fue de 500 pL.

Todos los tubos se incubaron a 45°C por 30 minutos. Posteriormente se adicioné a
cada tubo 500 pL del reactivo de DNS vy se llevd a ebullicion por 10 min. Se dejé
enfriar a temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 550 nm. Este valor de
absorbancia se interpol6 en una curva patron elaborada con acido glucurénico
(Figura 12). Una unidad de actividad (U) se define como los micromoles (uM) de
acido D-Glucurénico hidrolizados en 30 min a 45 °C. La actividad especifica se define

como la actividad entre la concentracion de proteina en la muestra (U/mg).
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Figura 12. Curva de calibracién para la cuantificacion de azucares

reductores, utilizando acido glucurénico como estandar

5.6 Determinacién del peso moleular
5.6.1 Electroforésis SDS-PAGE

La electroforesis es un método para determinar la masa molecular y la pureza de una
proteina™. Se utilizé la electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) con una concentracion de acrilamida al 10 % y
utilizando B-mercaptoetanol como agente reductor, se utiliz6 para determinar la
pureza y masa molecular de las alginasas. Se emplearon patrones con masas

moleculares conocidas.
5.6.2 Espectrometria de masas MALDI-TOF

Para determinar la masa molecular de las proteinas y verificar su pureza, se utilizo la
técnica de espectrometria de masas mediante ionizacion-desorcion por laser asistida

por una matriz acoplada a un analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) en un
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equipo Microflex Bruker Daltonics. En esta técnica, la muestra de proteina esta
embebida en una matriz quimica en exceso que absorbe el calor de un haz laser
usado como fuente de desorcion o ionizacion. La luz del laser pulsado golpea la
muestra sélida calentandola y vaporizandola, ionizando asi los compuestos con una
minima descomposicién, con lo que es posible observar el espectro que caracteriza
la relacion masa/carga de la muestra’.

La proteina con una concentraciéon de 100 pmol/uL, se mezcldé con una matriz
de Super DHB (mezcla de &cido 2,5-dihidroxibenzoico con &acido 2-hidroxi-5-
metoxibenzoico en una relacion 9:1) disuelta en una solucién de 30 % acetonitrilo, 70
% agua y 0.1 % acido trifluoroacético en una relacion de 1:5. Se coloc6 1 uL de esta
solucion en el portamuestras y se dejo secar hasta que cristalizd. Posteriormente se
analiz6 mediante la incidencia de un laser de nitrégeno de 20 Hz. Los espectros se

registraron en modo lineal positivo.

5.7 Determinacion de los valores 6ptimos de pH y temperatura para la actividad
de las alginasas

Para determinar el pH Optimo para la actividad de las alginasas purificadas, se
construy6 una curva de actividad a diferentes valores de pH (3.0-10.0 con intervalos
de una unidad), utilizando los amortiguadores fosfatos-HCI 50 mM (pH 3.0), acetatos
50 mM (pH 4.0, 5.0 y 6.0), Tris HCI 50 mM (pH 7.0 y 8.0) y fosfatos-NaOH 50 mM
(pH 9.0 y 10.0). Después se realiz6 una curva de actividad especifica versus
temperatura a los valores de pH 6ptimos.

5.8 Efecto de diferentes aditivos sobre la actividad de las dos alginasas
purificadas

Se evaluo el efecto de diferentes aditivos sobre la actividad de las alginasas puras,
para esto, cada alginasa pura se incubd por 24 h a 4°C con el aditivo
correspondiente. Posteriormente la solucion se centrifugd a 11,000 rpm por 6 min y
se midié la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm y la actividad mediante la

cuantificacion de los azucares reductores liberados como se mencion6 en 5.5.3. Para
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este ensayo se utilizé el amortiguador al pH y a la temperatura 6ptima. Los aditivos y

las concentraciones utilizados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Aditivos utilizados para evaluar su efecto en la actividad de
las alginasas purificadas.

Aditivos Concentracion*|  Aditivos Concentracion*
Blanco Sorbitol 5mM
BaCl, 5 mM manitol 5 mM
CaCl, 5 mM PEG 5%
MnCl, 5 mM PEG-Citrato 5%
MgCl, 5mM Tween 20 0.06%
ZnS0Oy 5 mM Glicerol 5%
CoCl, 5mM NiCl; 5mM
AICl; 5 Mm LioSO4 5 mM
Etanol 5% HgCl, 5 mM
Isopropanol 5% EDTA 5mM
CuSOq4 5 mM

*Concentracion final de cada aditivo en la mezcla de reaccién.
5.9 Determinacién de la estructura secundaria

La aplicacién de la espectroscopia de dicroismo circular (DC), en la determinacion de
la estructura secundaria de proteinas, se basa en la quiralidad de los aminoacidos
qgue la conforman. La teoria de dicroismo circular fue desarrollada por Neumann y
Snatzke en 1990"3. Esta técnica utiliza las propiedades de la luz polarizada formada
por dos componentes polarizados circulares, uno a la derecha y el otro a la izquierda.
Estos componentes estan en fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio
Opticamente activo, cada componente interactia de manera diferente con los centros
guirales de las moléculas presentes. La interaccion de la radiacion con la muestra,
induce un desfasamiento y un cambio de magnitud en ambos componentes

circularmente polarizados. Estos fendmenos provocan una rotacion del plano de
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polarizacion en un angulo o y la distorsion de este plano genera una elipse. La
rotacion del plano y la diferente absorcion de los componentes circularmente
polarizados varian de acuerdo con la longitud de onda incidente, obteniendo un
espectro de la rotacién o elipticidad contra la longitud de onda () "

Los espectros de dicroismo circular se obtienen generalmente en las regiones
del ultravioleta cercano (250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm), de la radiacién
electromagnética. En la regién del ultravioleta cercano, los cromoforos mas
importantes son los grupos aromaticos de las cadenas laterales de triptofano, tirosina
y fenilalanina. La asimetria en estos grupos quimicos, se debe exclusivamente a su
entorno ya que los residuos aromaticos se encuentran distribuidos en toda la
macromolécula. Los espectros en esta regién son un reflejo de la conformacion
global de la proteina y las sefiales obtenidas son sensibles a los cambios en la
misma. Por otro lado, los espectros de dicroismo en la regién del ultravioleta lejano,
se deben principalmente a los enlaces peptidicos que unen los residuos de los
aminodacidos entre si. La asimetria de estos cromoforos se debe al arreglo espacial
de la cadena principal de la proteina, por lo cual, las sefiales de dicroismo circular se
pueden interpretar en términos del contenido de estructura secundaria presente, es
decir, del porcentaje de residuos que se encuentran en alguna conformacién
estructural (hélices alfa, hojas beta, giros y lazos. (Figura 13) "

El contenido de estructura secundaria de las alginasas puras se determind por
sus espectros de dicroismo circular. Dichos espectros se obtuvieron a 20 °C en un
espectropolarimetro JASCO J-700. Los experimentos se realizaron en una celda de 1
mm de paso de luz para la regidén del ultravioleta (UV) lejano (185-260 nm) y las
lecturas fueron registradas cada 1 nm. Las muestras se dializaron contra un
amortiguador de acetatos 10 mM pH 6.0, como blanco se realiz6 una corrida con
dicho amortiguador en las mismas condiciones. Los resultados se expresan como

elipticidad molar por residuo medio [6].
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Figura 13. Espectros caracteristicos asociados a cada una de las

estructuras secundarias (Tomado de Kelly y Price)™.

5.10 Cuantificacién de carbohidratos totales

La determinacion de carbohidratos totales se realiz6 mediante el método
espectrofotémetrico “fenol-sulftrico” descrito por Dubois et al. (1956)”. La curva de
calibracion (Figura 14) se realiz6 utilizando glucosa como estandar. La concentracion
de azucares totales se expresa como ug glucosa/mL. En este ensayo se mezclaron
500 pL de la enzima con 15 pL de fenol al 5%, se incub6 por 10 min a temperatura
ambiente y se afiadieron 1.5 mL de H,SO,4 concentrado. Después de incubar por 20
min a 27 °C se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm. Los ensayos
se realizaron por triplicado. Como blanco para las lecturas se utilizé agua destilada

aplicandole el mismo tratamiento.
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Figura 14. Curva de calibracion utliizando glucosa como estandar.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

A la fecha se han estudiado alginasas de diversas fuentes, principalmente de origen
bacteriano, sin embargo, existen pocos estudios de alginasas de invertebrados
marinos, aun cuando se sabe que sus actividades son muy altas. Una razén por la
cual no se han caracterizado enzimas de dicha fuente es debido a que son muy
inestables cuando se purifican por los métodos convencionales, agregandose
fuertemente, perdiendo su actividad y precipitando. Por tal motivo, se buscé una
forma alternativa de purificacién utilizando su sustrato en forma polimérica como una
matriz de afinidad. Un aspecto importante a considerar es el hecho de que la mayoria
de las enzimas que degradan polisacaridos no pueden hacerlo de manera individual
debido a la complejidad de los mismos. Es por esto que trabajan en forma de
sistemas multienzimaticos formados por varias enzimas con diferente especificidad

que en conjunto logran la degradacion total del polimero”®".

Por lo anterior,
pensamos que era muy probable que en el hepatopancreas de H. rufescens se
encontraran las dos alginasas necesarias para la hidrdlisis total del alginato, esto es,

una manuronidasa (degrada bloques de acido manurénico) y una guluronidasa
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(degrada bloques de acido gulurdnico). Partiendo de esta premisa, se prepararon dos
tipos diferentes de “perlas” de alginato para purificar a ambas proteinas (ver métodos
secciéon 5.3.1).

6.1 Purificacion de las alginasas de H. rufescens

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio, ya se habia detectado la
presencia de alginasas con actividades especificas muy altas en extractos del
hepatopancreas del abulén rojo H. rufescens®’. Por lo anterior, se procedi6 a la
purificacion de las mismas siguiendo los protocolos descritos en la seccién 5.
Durante dicha purificacibn se observdé que la actividad especifica mas alta se
encontraba en la fraccién eluida con el amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8 con 1.5 M
de NaCl, sin embargo, observamos que una gran cantidad de proteina quedaba
todavia unida a las perlas de alginato. Dicha proteina correspondia a la alginasa con
una mayor afinidad por el aziucar que predominaba en la perla, ya sea acido
manurénico o gulurénico. Con el fin de extraer a la proteina de las perlas, se
realizaron diferentes procedimientos como el aumento en fuerza idnica, cambio de
pH, adiciébn de agentes quelantes para que el polimero se solubilizara, etc. Sin
embargo, en todos los casos perdiamos por completo la actividad de la proteina. Por
lo anterior y dado que las perlas fueron elaboradas con su sustrato, decidimos
ponerlas en un amortiguador Tris-HCI 50mM pH 8 con 0.2 M NaCl para favorecer su
actividad y de esta manera fuera la propia enzima quien degradara la perla y quedara
en forma soluble. Este procedimiento funcioné y logramos obtener una gran cantidad
de proteina soluble y pura, sin embargo la actividad especifica era muy baja (Figura
15 Ay B). Fue interesante notar que durante el desarrollo de la prueba de actividad
observamos que el blanco de proteina que se utiliza para eliminar el error que
pudiera dar la presencia de azlcares en solucion, mostraba una absorbancia muy
alta a 550 nm, lo que indicaba la presencia de una alta concentracion de azucares
reductores libres. Esto era logico dado que habiamos dejado que las alginasas
degradaran las perlas con la consecuente liberacion de azucares como producto, o
que provoco la inhibicion de la proteina. Un caso muy comdn de regulacién de la

actividad de una enzima es la inhibicion por el producto final, también llamada retro
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inhibicién o control feedback. En ella, el producto final de una reaccion inhibe a la
enzima la que recupera su actividad una vez que el producto es eliminado de la
solucién'’. Para eliminar dichos azucares, la proteina se dializé6 exhaustivamente
contra el amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8, utilizando membranas de didlisis con
corte de 3500 Da y se midi6 nuevamente la actividad enziméatica observando que
ésta se incrementaba notablemente. Este resultado corroboré dos aspectos
importantes: que existia inhibicion de la actividad de las enzimas por el producto y
que dicha inhibicion era reversible. Cabe sefialar que fue necesario dializar por 3
dias a las alginasas para poder eliminar por completo los azUcares producto de su
actividad, esto puede deberse a que teniamos oligosacaridos de diferente tamafio y
gue sOlo hasta que se alcanzaba un tamafio menor al tamafio de corte de la
membrana podian ser eliminados. En la Figura 16 se muestra cOmo se recupera la
actividad durante los dias en que se someti6 a didlisis la solucién proteica obteniendo
la recuperacion total de la actividad al tercer dia.

Posteriormente, observamos que realizando una cromatografia de exclusion
molecular en un sistema HPLC podiamos eliminar los azucares, lo que permitia tener
a las alginasas puras, activas y estables en un dia.

De las perlas ricas en acido manurénico se obtuvo a la manuronidasa pura, mientras
gue de las ricas en acido gulurénico se obtuvo a la guluronidasa, ambas mostraron
similar comportamiento de purificacion (Figuras 15 A y B). La fraccidbn con mayor
actividad para ambas enzimas, fue aquella eluida con 1.5 M de NaCl, sin embargo
ésta todavia mostraba impurezas a diferencia de la que se quedd unida a las perlas,
misma que estaba pura como se demostré por electroforesis y espectrometria de
masas. Es importante notar que la actividad de la manuronidasa es un orden de

magnitud mayor que la de la guluronidasa (Figuras 17 y 18).
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ambas enzimas.
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6.2 Determinacién de la masa molecular
6.2.1 Electroforesis

La masa molecular de las alginasas y la pureza de las mismas se estimé mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). En la Figura 17 se
puede observar que las dos alginasas estan puras. En ambos casos se observo una
sola banda en el gel con masas de ~17 kDa para la manuronidasa y de ~36 kDa para
la guluronidasa.

A) B)
kDa kDa
116.2
97.4

116.25
66 97.4
45
1 66.2
36 kDa 45
21.5 ~~
3
21.5
14.4 =
6.4 17 kDa
14.4
6.5

Figura 17. A) Gel SDS-PAGE al 10%. El carril 1 corresponde al marcador de
masa molecular y el carril 2 a la manuronidasa purificada de H. rufescens. B)
SDS-PAGE al 12%. El carril 1 corresponde a la guluronidasa purificada de H.

rufescens y el carril 2 al marcador de masa molecular.


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

6.2.2 Espectrometria de masas

El segundo criterio de pureza que utilizamos y que ademas nos indicé la masa
molecular precisa de las alginasas purificadas fue la espectrometria de masas,
utilizando la fuente de ionizacibn MALDI-TOF. Observamos que la masa de la
Guluronidasa es de 36.3 kDa mientras que la de la Manuronidasa resultd ser de 8.5
kDa (Figura 18 A y B respectivamente). Comparando estos valores con los obtenidos
con la electroforesis SDS-PAGE, donde la masa de la Manuronidasa es de ~17 kDa,
observamos que se trata del dimero en dicho gel. Este tipo de comportamiento se ha
observado en proteinas con fuerte tendencia a oligomerizar en las que aun en
condiciones desnaturalizantes no se logra romper la interaccion proteina-proteina,
incluso en el espectro de masas podemos observar las sefales correspondientes al
dimero e inclusive al trimero. Es importante mencionar que las formas oligoméricas
son mas activas que las monoméricas y es sélo cuando el oligobmero es muy grande
que se pierde la actividad y las proteinas precipitan. Este debe ser el mecanismo por
el cudl las alginasas de esta fuente presentan actividades tan altas, mayores a las
reportadas para alginasas de otras fuentes ya que al oligomerizar exponen un mayor
nimero de sitios cataliticos'®'%?, Los valores de masa molecular reportados a la
fecha para diferentes alginasas son: 74 kDa para la alginasa del alga Undaria
pinnatifida®®®, 34 kDa y 40 kDa para los invertebrados H. tuberculata® y Littorina

Sp.83'84

Manuronidasa de H. rufescens, es la alginasa mas pequefia reportada a la fecha.

respectivamente y de 28 a 100 kDa para bacterias marinas*. Por lo anterior, la

Cabe sefalar que para que se pudieran obtener los espectros de masas de ambas
alginasas, se probaron diferentes matrices; sin embargo, sélo con la matriz Super-
DHB se pudieron obtener los espectros adecuados. Esta matriz se recomienda
cuando se analizan proteinas glicosiladas, lo que nos sugirié que las alginasas de H.
rufescens podrian tener azucares en su estructura. Para corroborar lo anterior se

determiné el contenido de azlcares totales por el método de Dubois”.
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Figura 18. Espectro de masas de las alginasas de H. rufescens. A) Guluronidasa B)

Manuronidasa. Para el analisis se utiliz6 Super-DHB como matriz.

6.2.3 Determinacion del contenido de azucares totales de las alginasas puras

Cuando se determiné el porcentaje de glicosilacion de las alginasas utilizando el
método de Dubois™ se observé que el de la guluronidasa era del 85.7% mientras
gue el de la manuronidasa era de 83.4 %. Los resultados obtenidos indican que
ambas proteinas se encuentran altamente glicosiladas. A la fecha no se han
reportado porcentajes de glicosilacién para ninguna alginasa, sin embargo, existen
reportes de otras proteinas altamente glicosiladas donde incluso, como en el caso de
la Flagelasialina, los porcentajes de glicosilacién pueden llegar a ser tan altos como
90% (Tabla 4). Es importante notar que este método de cuantificacion de azlcares
depende de la concentracion de proteina utilizada en el ensayo y los métodos
colorimétricos de cuantificacién de proteina tienen interferencia cuando la proteina
esta glicosilada, dando valores de concentracion poco precisos. Por lo anterior, es
muy probable que la cuantificacion no sea muy precisa y que quizas se esté
sobrestimando el contenido de azucares en la proteina; éste contenido debe ser alto

para generar dicha interferencia, pero no sabemos qué tanto. Es por esto que es

90600

iz
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necesario determinar la secuencia de aminoacidos de la proteina para obtener el
coeficiente de extincion con base en dicha secuencia y con éste determinar la
concentracion de proteina y asi tener una estimacion mas precisa.

Otra forma de estimar los porcentajes de glicosilacion es por espectrometria de
masas. Con esta técnica, la proteina se desglicosila y se analiza su masa con y sin
azucares. Es importante sefialar que en muchas proteinas glicosiladas, mientras mas
alto es el grado de glicosilaciéon, es mayor su tendencia a oligomerizarse debido a
gue se establecen interacciones azUcar-proteina 6 azUcar-azUcar entre los
monémeros de proteina, induciendo la oligomerizacion de la misma. Este
mecanismo, se ha observado en proteinas extremdfilas ya que al oligomerizarse

protegen zonas labiles de la proteina haciéndolas mas estables %18

Tabla 4. Porcentaje de glicosilacion en diversas proteinas

Proteina Glicosilacion (%) Referencia
Eritropoyetina 40 Kim, 2005%
Glicoproteinas del VIH > 50 Irungu, 2007%°
Glicoforina A 60 Ouagari, 1995°"
Mucina > 50 — 90 Braga, 1993%%; Strous, 1992%
Flagelasialina 80 — 90 Kasekarn, 2012%

6.3 Efecto del pH sobre la actividad de las alginasas de H. rufescens

Al analizar como afectaba el pH a la actividad de las alginasas purificadas.
observamos que ambas presentan actividad enzimética en un amplio intervalo de pH,
mostrando su maxima actividad a un pH de 5 (Figura 19). Comparando los valores
Optimos de pH reportados para diferentes alginasas con el pH Optimo de las
purificadas en el presente trabajo, observamos que éste varia dependiendo de la

fuente de las enzimas. Algunos de estos valores son: pH de 9.6, 8.0, 7.4-7.6 y 5.6
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para la alginasas de los invertebrados Aplysia depilans®, H. tuberculata®’, H.

8384 respectivamente. En general, los valores descritos

corrugata® vy Littorina sp
tienden a ser mas basicos en comparacion con el 6ptimo de H. rufescens, excepto

por la Littorina sp, cuyo valor es cercano a 5.0.
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Figura 19. Efecto del pH sobre la actividad de las alginasas purificadas del

hepatopancreas de H. rufescens. A) Guluronidasa, B) Manuronidasa.

6.4 Efecto de la temperatura en la actividad de las alginasas de H. rufescens

Se observé que las dos alginasas purificadas son muy activas en todo el intervalo de
temperaturas probadas, incluso a 90°C seguian siendo muy activas. Con el fin de
evaluar su estabilidad, ya que podrian presentar actividades altas pero ser muy
inestables a ciertas temperaturas, incubamos a las proteinas por 1 hr a cada
temperatura y posteriormente se les midio la actividad a 40 y a 80°C que fueron los
dos 6ptimos encontrados, cabe sefialar que se decidi6 medir la actividad a 80°C,
debido a que a 90°C ya habia hidrdlisis del sustrato por la temperatura. En el caso de
la manuronidasa (Figura 20A) observamos que después de preincubar tanto a 40°C
como a 80°C la actividad de la proteina se incrementd notablemente. Es importante
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notar que el mayor incrementé en la actividad se observo cuando se preincubé a la
proteina a 80 °C.

Si comparamos un solo punto en el grafico de la actividad 6ptima de la
manuronidasa (Figura 20A), por ejemplo a 40°C y lo comparamos con los valores
obtenidos con la proteina preincubada se observa que sin este tratamiento, la
actividad de la enzima es de 7.2x10* U/mg, si se preincuba a la enzima a 40°C la
actividad se incrementa a 8.3x10* U/mg y si se preincuba a 80°C la actividad de la
enzima es de 1.38x10° U/mg. Es decir, la actividad de la enzima se incrementa
66,313 Unidades si se preincuba a 80°C.

Por otro lado, la guluronidasa de H. rufescens aunque mostré un
comportamiento muy similar y también es muy estable a las temperaturas probadas,
mostré ser menos estable que la manuronidasa. Se observdé que después del
tratamiento térmico se incrementa la actividad pero no de forma tan notable como
con la manuronidasa (Figura 20 B). Estos resultados indican que estas proteinas son
termorresistentes, manteniendo su actividad muy elevada aun después de 1 hr de
incubacion a 90 °C. Esta termorresistencia puede ser favorecida por la presencia de
azUicares en su estructura ya que se ha observado que los azUcares pueden
favorecer interacciones que aumentan la estabilidad de las proteinas. Dicha
estabilidad también puede ser debida a procesos de oligomerizacién que permiten
proteger zonas labiles dentro de la molécula’®*%,

En nuestro laboratorio se ha observado un comportamiento similar en diversas
glicohidrolasas de origen marino donde se observan dos Optimos, uno a temperatura
relativamente baja (entre 40-45 °C) y otro a temperaturas elevadas (alrededor de 80
°C). En este tipo de proteinas se observo que a temperaturas cercanas a 45°C estas
tenian su primer 6ptimo de actividad y que al incrementarse la temperatura habia un
descenso en la actividad seguida de un cambio conformacional que se observo por
dicroismo circular, a este cambio le seguia un proceso de oligomerizacion que
permitia a las proteinas proteger zonas labiles mediante mecanismos de asociacion y
podian soportar temperaturas mas elevadas mostrando el segundo 6ptimo alrededor
de 80°C (datos proximos a publicarse).
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Algunos valores Optimos de temperatura reportados para diferentes alginasas
son; aproximadamente 37 °C para las alginasa obtenida del invertebrado Spisula

8081 v de 35°C para la bacteria

solidissima®®, 30°C para el alga Undaria pinnatifida
Alteromonas sp®*®. Dichos valores se encuentran cercanos al primer éptimo de
temperatura de la Manuronidasa y la Guluronidasa (40 °C); sin embargo, no se

reportan optimos de temperatura tan elevados como lo serian 80-90 °C.

A)

B)

Figura 20. Efecto de la temperatura y Estabilidad térmica en la actividad de A)

Manuronidasa, B) Guluronidasa de H. rufescens
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6.6 Efecto de aditivos sobre la actividad de las alginasas purificadas

La actividad de las proteinas asi como su solubilidad puede verse afectada de
diferente manera por la presencia de iones, detergentes u otros aditivos que pueden
estabilizar o desestabilizar su estructura en solucién. Debido a lo anterior y a que
tanto la manuronidasa como la guluronidasa puras tendian a agregarse, se decidio
evaluar una serie de aditivos que se ha reportado que pueden tener algun efecto en
la actividad y estabilidad de diversas enzimas (Tabla 3). En la Figura 22A se observa
gue en el caso de la Manuronidasa el zinc fue el aditivo que incrementé mas su
actividad especifica, seguido por el aluminio, isopropanol, calcio y niquel, sin
embargo, disminuyeron su solubilidad, mientras que aditivos que favorecian la
solubilidad como el Hg, glicerol y PEG 3350 provocaban una disminucion en la
actividad. Esto puede ser resultado de fendmenos de oligomerizacion ya que
habiamos observado que los oligdmeros de mayor tamafio presentaban la mayor
actividad, esto quiza por la exposicion de un mayor nimero de sitios cataliticos, por
lo que al solubilizar a los oligbmeros, la actividad disminuye. Por otro lado, la
Guluronidasa so6lo mostr6 un incremento en su actividad con la adicion del
detergente Tween 20. Este tipo de detergentes Tienen muy baja CMC y son
generalmente tensoactivos suaves, que no afectan a la actividad de proteina y son

eficaces en la solubilizacion de las mismas!?®.

Es interesante notar que ambas
enzimas fueron inhibidas fuertemente por el mercurio, dicho efecto se ha observado
en enzimas que poseen en su sitio catalitico grupos tiol o sulfidrilos libres que al
interaccionar con el mercurio forman mercaptidos impidiendo que funcione el sitio

catalitico de la enzimal?*®.
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Figura 22. Efecto de diferentes aditivos sobre la actividad y solubilidad de las

alginasas de H. rufescens A) Manuronidasa, B) Guluronidasa la linea discontinua

muestra la absorbancia a 280 nm del control.
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6.7 Estudios de dicroismo circular (DC)

Mediante técnicas de dicroismo circular en el UV lejano determinamos la
conformacién y el contenido de estructura secundaria de las alginasas puras. En la
Figura 23A se muestra el espectro obtenido con la Guluronidasa, este indica que se
trata de una proteina intrinsecamente desordenada (PID). Estas proteinas existen y
funcionan adn sin una estructura terciaria bien definida, lo que desafia el paradigma
clasico de la estructura-funcion que establece que una proteina no es funcional hasta
gue adquiere su estructura terciaria. Las PID pueden llevar a cabo funciones
esenciales que incluyen la regulacion de la transcripciébn y la traduccién, la
transduccion de la sefal celular, fosforilacion de proteinas, el almacenamiento de
pequefias moléculas, como chaperonas y la regulacién del auto-ensamblaje de
grandes complejos multiprotéicos tales como el flagelo bacteriano y el ribosoma. Las
proteinas intrinsecamente desordenadas generalmente funcionan por reconocimiento
molecular en donde motivos pequeiios 0 segmentos desordenados son los que se
utilizan en el reconocimiento de un determinado ligando induciéndose la formacion
de estructuras ordenadas aunque en muchas ocasiones las estructuras
desordenadas se mantienen o se ordenan muy poco® 19113 Se ha observado que
este tipo de proteinas debido a su gran flexibilidad estructural, pueden reconocer
diferentes ligandos resultando en proteinas que pueden realizar diferentes funciones
(protefnas promiscuas)'*?*3, Con el fin de evaluar el efecto de los aditivos que
incrementaron la actividad de la manuronidasa en su estructura, se realizaron
estudios de dicroismo circular en presencia de dichos aditivos (Figura 23 A); se
observé que el isopropanol favorece la desestructuracién mientras que el Ca®" vy el
Zn*" la estructuran. La mayor estructuracién se obtuvo en presencia del zinc que
favoreci6 la formacion de una estructura rica en hojas B. En diferentes estudios, se
ha observado que iones divalentes como el Zn** inducen la formacién de estructura
secundaria, promueven la multimerizacién y el incremento en la actividad de las
enzimas'*.

La manuronidasa de H. rufescens (Figura 23 B) mostr6 una mayor
estructuracién, con un minimo cercano a 220 nm que corresponde con estructura de

hoja B. De la misma manera que con la guluronidasa, el zinc provoc6 un incremento
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en la sefial de la intensidad tanto positiva como negativa que nos habla de una
mayor estructuracion, la adicién de calcio no provoc6 cambio alguno en la enzima, lo
gue habla de su alta especificidad por iones zinc. Algo interesante de notar fue que
en los espectros de DC de ambas alginasas se observa una sefal positiva entre 240
y 260 nm. Esta sefial esta relacionada con la coordinacion de metales, lo que se
corrobora al observar como dicha sefial se incrementa con la adicion de Zinc. Este

efecto se observo con mayor intensidad en la manuronidasa (Figura 23 B).
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Figura 23. Espectro de dicroismo circular en el UV lejano de las alginasas de H.
rufescens A) Guluronidasa y B) Manuronidasa. Los espectros se realizaron en
ausencia de aditivos y en presencia de aquellos que favorecieron su actividad.
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7. CONCLUSIONES

En el presente estudio se establecié un protocolo para la purificacién en un solo paso
de dos alginasas, una manuronidasa y una guluronidasa del hepatopancreas del
abulén rojo H. rufescens. Ambas enzima poseen actividades especificas muy
elevadas y son activas en un amplio intervalo de pH y temperatura, conservando su
actividad aun después de incubar por 1 hr a 90 C, lo que las hace de interés para

futuras aplicaciones a nivel industrial.

Las dos alginasas purificadas presentaron una fuerte tendencia a oligomerizar, este
comportamiento puede ser inducido por el alto contenido de carbohidratos que
presentaron en su estructura y que favorecen la asociacion de las proteinas. Esta
también puede ser la razén de la actividad tan alta y de la termorresistencia que
presentaron ambas proteinas ya que al oligomerizar, se exponen mas sitios
cataliticos y se protegen zonas labiles de las proteinas favoreciendo la actividad y

estabilidad de las mismas.

La manuronidasa de H. rufescens resulté ser la alginasa de menor masa molecular
reportada a la fecha, y junto con la guluronidasa, logran la hidrdlisis total del alginato.
La inhibicion que ambas enzimas muestran en presencia de mercurio puede indicar
gue en su sitio catalitico hay grupos tiol libres que reaccionan con el mercurio
inhibiendo a la protefna. En ambas alginasas el Zn** favorece la estructuracién de
las proteinas induciendo la formacion de hojas B, que es un elemento de estructura

secundaria que favorece la oligomerizacion.
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1)

2)

3)

4)

8. PERSPECTIVAS

Secuenciar a las alginasas y con esta secuencia realizar un modelo estructural

para comprobar el grado de estructuracion de cada proteina.

Determinar el coeficiente de extincion utilizando la secuencia o bien
determinarlo por espectrometria de masas con la proteina glicosilada y
desglicosilada. Esto con el fin de tener una cuantificacion de proteina mas
precisa que permita una mejor estimacién del contenido de carbohidratos

totales y del contenido de estructura secundaria de manera precisa.

Realizar estudios de dispersion dinamica de luz para confirmar y analizar los
mecanismos de oligomerizacién que sufren estas enzimas y el efecto de iones

como el Zn en su estructura oligomeérica.

Verificar la especificidad de cada alginasa con oligosacaridos con secuencias
especificas, es decir bloques M o bloques G.
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