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PROLOGO :

Recientemente , el estudio de nuevas formas de explotacién de las zonas
dridas , trajo consigo el descubrimiento de un nuevo tipo de planta poten

cialmente capaz de convertirse en fuente muy importante de materiales

Esteroidales : La Yucca filifera

las yuccas en general son plantas semidesérticas que crecen en los es _
tados de San Luis Potosf, Nuevo Leén, Zacatecas y Coahuila, principal
mente .Hasta hace poco se utilizaban como plantas de ornato y tenfan es_
casa aplicacién Industrial. La semilla de la Yucca filifera ha resultado

ser especialmente rica en aceites comestibles y productos esteroidales

Los esteroides aislados de dichas semillas van acompa”ados de varias

moléculas de azficares simples , por lo cual reciben el nombre de glicé

sidos.( Nota : ya se ha demostrado que la Célula puede realizar la ex

cresién de compuestos organicos de naturaleza endégena y exégena, si

éstos son convertidos a los respectivos derivados glucuronidos : por



ejem-, los microsomas de Higado de conejo catalizan la transferencia de
glucosa, galactosa y N- acetil glucosamina de sus respectivos UDP - _

; . 7,41
aziicares a Esteroides Ve

La semilla al germinar , echa mano de toda sustancia potencialmente ca -
paz de ser convertida en energia . En esta fase se elaboran, 6 activan,

las enzimas necesarias para aprovechar hasta su Gltima fuente de alimen-
to. Dado que ;a cantidad de glicésido esteroidal es considerable ( aproxi

madamente 15 % ), podemos suponer que dentro de las enzimas activas

deben =ncontrarse las correspondientes glicosidasas .

Nuestro trabajo tiene por objeto la separacién de las enzimas glicosidicas
ya que pensamos que una vez purificadas pueden ser empleadas como he -

rramientas auxiliares en la determinacién de la estructura de un glicésido.

Podemos decir que hemos demostrado que tales enzimas se encuentran
presentes; sin embargo, los resultados en cuanto a la purificacién, no;
fueron del todo satisfactorios. Por esta razén, intentamos la separacién
enzimdtica por un método relativamente reciente, la Cromatografia de

Afinidad . Incluimos por lo tanto, un apéndice sobre este tépico .



IDENTIFICACION Y PROPIEDADES GENERALES DE IAS

GLICOSIDASAS DE LA SEMILLA DE YUCCA filifera .

INTRODUCCION

Es bien sabido que los carbohidratos se asocian con moléculas de propieda
des muy distinias para constituir materiales de reserva alimenticia a la Cé_

lula : Los Glicésidos .

Los glicésidos son derivados de las formas ciclicas de los az(Gcares, en lgs
cuales el grupo -OH del C-1, es sustituido por condensacién con un alcohol

o un fenol para formar un hemiacetal ( Fig No 1).

Los Glicésidos se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal y
animal , asi como mundo microscépico de los organismos unicelulares. En las
plantas, en ocasiones resultan ser responsables del color de las flores y frutos
sin embargo, la cantidad de glicésido presente varfa de una especie a otra

de acuerdo a la estacién y condiciones climéaticas .
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OH,-OH

HO\ OH

Fig. No. 1.— Representacién de la férmula general de

un glicbsido.

Bunge1 , asegura gue los glicbdsidos poseen un papel de defensa contra la inva
sién de los tejidos por microorganismos. Este mismo investigador demos -
tré que muchas agliconas son antisépticas y por ende de caréicter bactericida.
Por ejemplo, cuando la semilla de almendra es invadida, la amigdalina es
hidrolizada y se libera acido cianhidrico que previene la accibén bacteriana —
(Fig. No. 2). Muchos otros glicdsidos de origen vegetal son fisiolégicamen-—
te activos y se utilizan en el tratamiento de enfermedades cardiacas.

P S
CH,-OH HO-CH-CN

Fig. No. 2.- Hidrélisis enziméatica del Glicésido amig-
dalina de la semilla de almendra.



Dentro de los diferentes glicdsidos conocidos, algunos son de carédcter este—
roidal y han sido usados como venenos, la Filiferina es un ejemplo de ellos.
Este tipo de glicdsidos se caracterizan porque pueden formar espuma cuando
son agitados en solucidn acuosa, de. aqui que se les llame en forma general,

saponinas.

‘L_a hidrdlisis de las saponinas da lugar a los azlcares libres que bien pueden

ser, entre otros, glucosa, galactosa, pentosa 6 metil—bentosa2 (fig. No. 3).

Fig. Nc. 3.- Hidrdlisis del glicosido filiferina

aislado de la semilla de Yucca -

filifera 3 5

4
Ha sido demostrado por Bate-Smith , y por Nordstrom y Swairns, que la —
mayoria de los compuestos fenblicos y alcoholes de bajo peso molecular, -

presentes en tejidos vegetales, se encuentran en forma de glicdsidos (ver -



también refs. 6y 7))

Por otra parte, se ha establecido que ciertas enzimas son requeridas para
la ruptura de los enlaces glicosidicos (8). De manera general, toda enzi-
ma capaz de hidrolizar un enlace glicosidico =s llamada Glicosidasa ;
aquellas enzimas encargadas de la hidrélisis de los enlaces glucosidicos
se denominan Glucosidasas y las que rompen los enlaces galactosidicos
son conocidas como Galactosidasas . Ambas enzimas se presantan a su
vez, en dos tipos diferentes : a- y B- , de acuerdo a su accién frente al

'

carbono anomérico a- & B- de la molécula de sustrato ( 9-11).

La importancia del estudio de las glicosidasas no reside exclusivamente
en interés cientifico puro, gueden ser utilizadas en forma préctica para

2-13
dilucidar las propiedades y estructura de productos naturales de &ste tiplo. .

TEORIA

Todas las enzimas glicosidicas, de acuerdo a su modo de accién son con-
sideradas Hidrolasas. Para la accién enzimatica se postula un complejo

constituido por las partes reaccionantes y representado por Enzima ---



Sustrato, el cual se descompone finalmente en la enzima y los productos
3 £ 14 _ 1% :
hidroliticos. Von Euler , sugirid que para la formacidn del complejo —

E - S se requieren dos areas en la enzima:

‘cg&-—C?.‘ !(7*4
Q ou L
!
-
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Fig. No. 4.—- Representacidén de las &reas hipotéticas de
adsorcidn de la enzima.
a.— Adsorcién

b.- Des—-adsorcidn



En la Fig. No. 4, las dos &reas ovaladas representan el''sitio activo" de la
enzima, en el cual el glicésido es adsorbido: El grupo aglicona en un &rea
y el radical carbohidrato en la otra. Se considera que el &rea No. 1 exhibe
una extremada especificidad de adsorcidén, mientras cue el 4rea No. II pre-
senta una adsorcién muy general.

Por otra parte, se supone que la combinacidén de la enzima con el sustrato -
tiene lugar a través de enlaces electrostaticos y de hidrégeno, fuerzas de -
Van der Waals y posiblemente otro tipo de enlaces covalentes débiles.

De acuerdo al mecanismo propuesto, el primer paso de la reaccién toma lu-
gar con la adsorcibn del sustrato en las dos &reas de la enzima. Al comple-
jo E - S se adiciona entonces una molécula de agua 6 un ién hidronio, so-
bre el enlace glicosidico y enseguida se efectla la ruptura del enlace con la
consecuente formacidén de un complejo Enzima-Azlcar y Aglicona. La etapa
final comprende la desadsorcién de los productos de hidrélisis, de la super-
ficie de la enzima.

La hidrdlisis enzimética difiere de la hidrélisis &cida, solamente en la for-

macidén del complejo Enzima - Sustrato ya que el ataque al enlace glicosi

dico se lleva a cabo por los ibnes hidronio en ambos casos. El papel de la -
enzima es probablemente proporcionar la activacidén preliminar de la molé-

cula de sustrato, lo cual estd de acuerdo con las observaciones hechas de —



cue las energias de activacidn de las reacciones catalizadas por enzimas
son mucho més peguefas gue aquellas gue corresponden a las reacciones
catalizadas por &cidos exclusivamente.
Durante el periodo de combinacidén de la enzima y el sustrato, (el cual debe
ser muy corto), los movimientos translacionales y vibracionales de la mo-
1écula de sustrato son restringidos, por lo que las correspondientes energias
pueden proveer una fuente de activacién. Asi mismo, un decremento en la
entropfa toma lugar en el primer paso, y por lo tanto también es posible que
para este tipo de activacién, la energia provenga primariamente de la ener-
gfa cinética de 1la molécula de sustrato. La activacién también puede ser re
sultado de la distorsidén de la molécula de sustrato por la enzima; es decir,
en la formacién del complejo E + S el enlace glicosidico puede ser de-
formado por el movimiento relativo de un &rea respecto a otra.

Efectos de los cambios estructurales en la velocidad

de hidrélisis Enzimética.-
A simple vista, parecen ser dos los factores que influyen en la velocidad de
la hidrdlisis enzimética: la fuerza del enlace glicesidico que va a ser hidro
lizado y la magnitud y posicién de los enlaces entre la enzima y el sustrato.
El primero de estos factores va paralelo a la facilidad de la hidrdlisis 4cida

y puede ser evaluado comparando la velocidad de reaccibn a iguales concen—



traciones de sustrato. EI1 segundo factor no puede ser evaluado répidamen-—
te, sin embargo, la constante de Michaelis puede proporcionar cierta infor-
macibn.

De acuerdo al mecanismo propuesto se puede decir, que los custratos glicos_f
dicos més facilmente hidrolizables, son aguellos en los que el enlace glicosi-
dico es més débil y la adsorcidn y des—adsorcidn de sustrato y producto, res—
pectivamente, estén balanceados. Cuando los enlaces entre la enzimay el -
sustrato son muy fuertes, lédgicamente la disociacién de los productos de la
hidrélisis resulta ser un factor limitante.

Las caracteristicas propias de la aglicona también influyen en la hidrélisis -
enzimética de los glicbésidos. En las series n — alquil , la hidrélisis de los -
B —glucosidos, desde metil- , a nonil- en la cadena de aglicona, han sido
estudiados por Pigman y Richtmyer 18. Estos mismos investigadores encon
traron que cuando la cadena de &tomos de carbono es més larga de nueve, el
glicdsido es ya tan insoluble que no puede ser estudiado bajo las concentra —
ciones usuales.

Se ha visto un incremento progresivo en la facilidad de hidrdlisis a medida
que el largo de la cadena aumenta. Otras series homéblogas, tales como las
series ciclohexil = y bencil = , exhiben un comportamiento similar. En las

series de los alcoholes primarios, no obstante, hay una longitud déptima para



la aglicona de siete @ ocho &tomos de carbono ya cue, a longitudes mayores,
la facilidad de hidrdlisis disminuye. La explicacién a este hecno la podemos
dar si pensamos en cue el nlmero de enlaces es mayor entre laenzima y el
sustrato a medida que la cadena aumenta, por lo que el reconocimiento de la
enzima por el sustrato correspondiente es mucho méas répico y el complejo -
mé&s estable; pero, precisamente por esto, la disociacidn se nace cada vez -
més dificil, convirtiéndose hasta cierto punto, en inhibicién del proceso -
hidrolitico en general. En otras palabras, el paso determinante en la veloc_i
dad de reaccidn es la disociacidn de los productos de la hidrdlisis y no el —
ataque al enlace glicosidico, ni la adsorcidn.

Quiz& no resulte muy obvio, pero es 16gico cue los compuestos con aglicona
de cadena recta sean adsorbidos més fadcilmente y que la asociacién se incre
menta a medida que la longitud de la cadena se hace mayor. Las cadenas rec
tas son més altamente adsorbidas cue las ramificadas tal vez por su capacidad
para acomodarse en las &reas activas de la enzima.

Acuellos glicbsidos que tienen a los azlcares como agliconas (disacaridos,
por ejemplo), son de singular importancia porque se ha visto gue no son hidro
lizados por las mismas enzimas cue nidrolizan a los glicbésidos ordinarios, o

heterdsidos (14). Sin embargo, se han encontrado notables excepciones a -

este caso (15, 16).



Respecto a los B-aril glicbésidos, podemos resumir en breves incisos

lo que ha sido obtenidos principalmente por Helferich 14 y colaborado-

res:

a)

L)

©)

)

e)

Ny

La introduccibén de los llamados grupos meta directores en cual
quier posicibn, tienden a incrementar la velocidad de hidrdlisis;
particularmente los grupos aldehfdicos.

La introduccidn de un grupo amino siempre disminuye la veloci
dad de hidrélisis, debido a que su caracter polar origina un en-
lance muy estable que dificulta la disociacibén del producto. La
acetilacién de los grupos amino contraresta este efecto.

Cuando cualqguier otro grupo (meta — o para — director) excepto
el grupo amino, es sustituido en la posicidn orto-, la velocidad
de hidrélisis se incrementa considerablemente.

Los grupos meta directores en las posiciones para,incrementan
la facilidad de hidrblisis, pero mucho menos que en la posicibén
orto~. Otros grupos disminuyen la facilidad de hidrblisis.

Los grupos en meta— producen un efecto intermedio entre los -
observados en las posiciones de orto y para en general, incre—
mentan la velocidad de reaccibén.

Cuando dos grupos idem se sustituyen en el nlcleo aromético,

la influencia es més o menos aditiva.



Debemos aclarar que dichas conclusiones se aplican a la B-glucosidasa
v probablemente a la B -galactosidasa aisladas de la samilla de almendra,
porcue enzimas similares de otras fuentes se llegan a comportar de mans-
ra bastante diferente. No obstante, constituye un ejemplo claro de la in-
fluencia de la aglicona sobre la f&cilidad de hidrélisis del glicésido .

Por oira parte, no debemos pensar que los efectos observados correspon -
den a la accién de los diversos grupos sobre el anillo; si estos grupos
tuvieran efecto sobre el enlace glicosidico que va a ser hidrolizado, ha _
brfa un paralelismo entre la variacién de la hidr6élisis enzimdtica y la, &-

cida, pero se ha demestrado que este no es el caso . Como ejemplo pode -

mos decir que el fenil-B - glucésido es hidrolizado con &cido, mucho més
rapidamente que el p - hidroxi acetofenona - B - glucésido; pero éste Gl-
timo , es hidrolizado tres veces més rédpido por enzimaé que el fenil-B-
glucésido simple .

Concluimos en que las diferencias se deben indudablemente a diversas -
influencias, incluyendo efectos inductivos y resonantes sobre el enlace
glicpsidico; asi como también, a la adsorcién del grupo aglicona. Pode-
mos suponer, no obstante, que quiz4 ocurra la formacién de enlaces dé -
biles entre los grupos en posiciones o-, m- y p-, con la enzima y que
por lo tanto los grupos en posicidon orto- posean una mayor influencia

sobre el enlace que va a ser hidrolizado .



A continuacibén daremos algunas caracterfisticas de cada una de las en—

zimas estudiadas por nosotros, con el objeto de conocerlas un poco mas

tebricamente.
an
a — D - glucosidasa E/C. (8.2.1.20)
Nombre sistemético: a — D - glucdsido glucohidrolaéa
Nombre trivial: a — Glucosidasa
Otros Nombres
(no recomendados): Maltasa
Reaccidn general.: un a - D- glucbsido + HyO =

un alcohol + a — D - Glucosa.
Nowa: La amplia gama de especificidad para los a~D- glucopirandsidos
varia de acuerdo a la fuente. También actGa como glucotransfe—
rasa.
En 1878 se observd que de la accibdn de la amilasa sobre el almiddn se
obtenfa glucosa y maltosa. Musculus y Von Mering habfan denominado
a ésta misma enzima glucasa; otros autores la han denominado maltasa
y muy recientemente se le ha llamado a -~ glucosidasa (18).
La enzima ha sido aislada de diversos tejidos y se le ha otorgado un -
origen lisosbémico * (19).
*

En general se supone que todas las enzimas glicosidicas estén

localizadas en los lisosomas y que poseen caracter{sticas tales



como una actividad éptima a pH &cido. Se ha visto que en el
hombre la ausencia, o en su caso escasa actividad, de las en—
zimas glicosidicas son causa de transtornos metabdlicos impor
tantes. Muy pocos estudios han conducido a determinar la capa
cidad normal de los Lisosomas para degradar glicolipidos y gli
coproteinas, pero sabemos que todo tipo de material Bioldgico
es degradado en los lisosomas aunque no se ha podido explicar
suficientemente éste fendmeno. Los datos acumulados hasta -
ahora a través del uso de substratos artificiales, indican que -
los lisosomas contienen un vasto nGmero de enzimas Pidrolfticas
capaces de romper cualquier tipo de enlace glicosidico (20,21,22)
En cuanto a la forma de accién, se dice que el ataque de una a-glucosi-
dasa se lleva a cabo preferentemente sobre el extremo de la cadena gli
cosidica dando origen al siguiente oligosacérido homdlogo menor (23).
Algunos autores consideran que la especificidad est& determinada por el
residuo glicosidico ya que la naturaleza de la aglucona es importante co—
mo se aclard anteriormente (24).
Casi todas las a—~glucosidasas requieren de la presencia de un radical -
a- D-piranosil para actuar. Los cambios en las configuraciones de los
carbonos 1, 2, 3 6 4, pueden originar la pérdida de la actividad enzimé&

tica, en la misma forma que el cambio de la estructura piranosa a - -



furanosa. En algunos casos, los carbonos 5 y 6 pueden ser sustituidos

sin afectar la accién de la enzima, pero por ejemplo las enzimas aisla

das de levaduras no poseen accién sobre a-glucésidos en los cuales el ..~g -

arreglo del C-6, difiere de aguél en la D-glucosa .

B - D - Glucosidasa

Nombre sistemético :

Nombre trivial

Otros Nombres
(No recomendados)

Reaccién general

Nota :

17y
BilOs 3 021520 ¢
B-D-glucésido glucohidrolasa

B-glucosidasa

Gentobiasa, Cellobiasa

un B-glucésido H O un alco-

hol B- D- glucosza .

Posee una amplia gama de especificidad
posiblemente actia como B-galactosida-

25-27
sa . Cataliza reacciones como --

transferasa .

Generalmente los glicésidos presentes en tejidos vegetales poseen el

azf{icar unido mediante un enlace B-, por lo que la B- actividad, es de

28-33

relativa importancia en muchos casos ,para el desarrollo de la planta



La B-glucosidasa es una de las enzimas més abundantes, o al menos pre
sente en la mayoria de los tejidos animales y vegetales. Posee un rango
muy amplio de actividad de acuerdo al sustrato sobre el cual actla y a la
especie de donde han sido obtenidas (34).

Diversos B-glucosidos han sido preparados con sustituciones en los hidro
xilos 2, 3y 4 del azlcar, por grupos metoxi-y p-toluén sulfonilos (tosilos)
en todos los casos, los derivados resultaron ser inhidrolizables por la =
enzima correspondiente. Se ha visto que las sustituciones sobre el C-6
de los B-glucdsidos afectan la accidn enzimética distintamente a las que
se hacen sobre los carbono 2, 3 y/o 4; parece que en éste caso se tiene
cierta influencia cuantitativa en la velocidad de la hidrélisis por la volu-

minosidad de los sustituyentes.

17
a - Galactosidasa Bl (85 2. 1a28) e
Nombre sistemético: a - D - galactdsido galactohidro
lasa
Nombre Trivial: a — Galactosidasa
Otros nombres
(No recomendados): Melibiasa
Reaccidn general: un a-D-galactdsido + H,O =un

alcohol + a = D — galactosa



A diferencia de los otros tipos de enzimas ya mencionadas, la a-galacto-
sidasa se encuentra en fuentes muy escasas : Cefé, Alfalfa,Levadura,al-
gunas semillas y ciertos insectos.

Diversos estudios han demostrado que esta enzima es capaz de hidrolizar
al igual que la B-galactosidasa, a los fucésidos (6 dasoxi-galactésido ) y
arabinésidos configuracionalmente homélogos. Dos factores son similares
en estos sustratos: el tipo de enlace glicosidico y las orientaciones de los
H- y OH- en los carbonos 2,3 y 4 del anillo piranoide. Sin embargo, se ha
llegado a separar la actividad B-galactosidasa de la B-fucosidasa, lo que
significa que en algunos casos son enzimas diferentes (35).

Finalmente, como en el caso de los otros glicésidos , la metilacién de uno,
o més de los oxihidrilos C-2,C-3,C-4 y C-6, conducen a la completa pér-

dida de la actividad enzim“atica.(18).

B- Galactosidasa BE.C. (3.2.1.23) A
Nombre sistemético : B-D- galactésido galactohidrolasa
Nombre trivial : B-galactosidasa

Otros Nombres

(no recomendados ): Lactasa

Reaccién general : un B-D-galactésido+H90O -+in alco-

hol+ B-D-galactosa .
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La B-galactosidasa es probablemente la enzima rmejor estudiada. No tanto
por su distribucidn en el mundo de los seres vivosss, sino porque ha sido

; : . ; 37
la primera aislada en forma pura y cristalizada .
Diversas investigaciones han demostrado que la misma enzima actia como
transferasa con la formacidn preferencial de enlaces glicosfdicos B—(1-6).
Sin embargo, ya se han encontrado algunas exce'pciones en enzimas aisla—
das de intestino de ternera y en ciertos microorganismos, las cuales, en
condiciones especificas que estén determinadas por el medio y el tipo de
. 7 & 37
aceptor, pueden dar origen a la formacidon de un enlace B—-(1-3), 0 B—(1-4).
E1l andlisis de la estructura molecular de la enzima ha permitido detectar

la presencia de un grupo imidazol y un grupo sulfihidrilo en el centro Acti-

vo de la en21ma que probablemente actuen como se ilustra a continuacidn:

@ <o
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Fig. No. 5 Modelo de accibn enzimética de
la B-galactosidasa.



Es importante notar la reversibilidad de las reacciones; 1o que nos explica
en muchos casos, la funcibn de la misma enzima como transferasa.

Por otra parte, sabemos que la actividad éptima de la enzima se desarrolla
a un pH &cido, que explicacién podemos dar a éste fendmeno? La respuesta
es muy simple, ya hemos mencionado que la enzima posee un grupo imida-
zol en el centro activo y ademés se plantea la existencia de ciertos grupos
cargados negativamente, como por ejemplo grupos carboxilos. Atendiendo
a la naturaleza molecular de dichos grupos, es muy factible que estos gean
los responsables de la actividad de la enzima a pH's 4cidos. Se puede decir
que el pk del grupo imidazol es muy cercanoc al extremo bésico porgue la —
presencia de los grup®s carboxilo conducen a suprimir la disociacién del
grupo NH del imidazol y por ende, a elevar el valor de su pk. Sin embargo,
la presencia de iones alcalinos que tenderian a rodear a los grupos negativos
liberarfan al grupo NH del imidazol de la influsncia de aquellos.

En éstas condiciones, la disociacién del grupo NH del imidazol se ve facili-
tada y su pk se desplaza a la escala &cida dando origen a un aumento de la
actividad enzimética (ver fig, No. 6).

Como muchas otras enzimas glicosidicas, la B—galactosidasa parece ser na
turaleza lisosbmica (21 y 22) y estar asociada a transtornos del metabolis-

mo de los glicbsidos (38).
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2 Experimentacidn
A= Materiales y Métodos
Las semillas fueron recolectadas en el mes de febrero (1974) en los esta—
dos de San Luis Potos{ y Coahuila.
Para las distintas cromatograffas se emplearon:
- Sephadex: G -— 10, G- 200, DEAE - A 50 vy sulfopropil = ... de —
Pharmacia.
- Glicdsidos: De Sigma
p—nitro-fenil-a-D-glucbsido
p-nitro-fenil-B-D-glucbsido
p~nitro-fenil-a—D-galactbsido
o-nitro-fenil-B-D-galactbsido
- Aparatos e Instrumentos
Ultracentrifuga Beckman L-2HV
Spectrophotometer Unicam SP 600 U.V.
pH meter Beckman Expandomatic

Determinacibn de proteinas

Se llevd a cabo espectrofoto~métricamente efectuando lecturas a una =280
nm y comparando contra una curva de calibracibén preparada con alblmina
de suero de bovino a diferentes concentraciones. También fueron determi

nadas por el método de Biuret (39).
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Determinacién de la actividad 32

Con este fin se empled : 0.4 ml de solucién amortiguadora de fosfato disédi-
co - 4cido citrico 0.2 My 0.1 M respectivamente a un pH de 5.3; 0.4 ml

de una solucién de glicésido cromogénico a- 6 B-, segin el caso, cuya con-
centracién era de 10 mMoles /ml; v 0.6 ml de una solucién enzimdtica cuya
concentracién era determinada en cada ensayo. La mezcla de reaccién era -
llevada a un volumen final de 3ml con agua destilada y se dejaba reposar du
rante una hora a la temperatura del laboratorio agitando ocasionalmente .

Para desarrollar la coloracién propia del p-nitrofenol liberado, se agrega lml

de solucién de carbonato de sodio 0.1 M y se compara contra una curva es-
tdndard preparada anteriormente leyendo a 410 nm la absorcién . La activi-
dad espacifica de la enzima estd definida como los micro moles de p-nitro-

fenol liberados / min / mg de proteina; La unidad enzimdtica se define como

la cantidad que libera 1 micro mol de p-nitro fenol/min .

Extraccién

500 g de semilla fueron lavados durante 15 min, con agitacién y percolando
con agua destilada .Posteriormente se colocaron en un recipiente sobre algo-
dén humedo al abrigo de la luz durante ocho dias para germinacién, después

de los cuales fueron trituradas utilizando 1.5 1t de una solu_



cién de cloruro de sodio al 0.9 %. La suspensibén es filtrada rnediante —
una gasa y centrifugada inmediatamente a 4°C a 8000 x g durante 20 min.
El sedimento se descarta y el sobrenadante se filtra nuevamente en un —
embudo Beckman con celita para eliminar todo residuo graso.

Fraccionamiento con Sulfato de Amonio

Al extracto liquido se le adiciona sulfato de amonio sblido hasta una con—
centracibén del 40% de saturacibdn, (40). La suspensidén ahora se centrifuga
durante 15 min a 15000 x g y el sedimento se descarta; el sobrenadante se
lleva hasta un 80% de saturacibén con la misma sal y se centrifuga a las —
mismas condiciones anteriores. En =ste Gltimo caso, la fraccidn que se

' 80

dimenta constituye la fraccién de interés y se le denomina: Fygq

Purificacién por Cromatograffa de la Fraccidn F 38 -

La fraccibén se dializa empleando una columna de Sephadex G-10 (3 cm x
25 cm) estabilizada con solucidn Buffer de &cido acético - acetato de sodio
O.1M d= pH 5. Posteriormente una porcibén de la fraccibén recolectada se
pasa a través de una columna de Sephadex DEAE-A 50 (1cm x 50cm) esta
bilizada con el mismo Buffer. La elucidén se efectla, en este caso, cam—
biando la fuerza ibénica del medio desde 0.02 hasta 1.5 M con NaCl en 200

ml de solucibn amortiguadora.



Ens=guida,s e hace pasar a través de una columna de Sephadex G-200
(2cm x 50 cm ) estabilizada con buffer de fosfatos de sodio SmM de
pH 6.5 . Finalmente, se emplea una nueva columna preparada con Sul-
fopropil Sephadex (1 cm x 40 cm ) estabilizada con buffer de &cido
acético-acetato de sodio 0.01 M de pH 5 y la slucién se lleva acabo
cambiando la fuerza iénica de 0 02 hasta 1.5 M como en el caso de

la columna de Sephadex DEAE - A 50 .

Electroforésis

Las diversas fracciones recolectadas fuerédn analizadas en electroforesis

de disco de poliacrilamida a una concentracion del 5 % :

1 g de poliacrilamida; 0.0344 g de N-N-metilén -bisacrilamida ; 0.02 ml
de TEMED ; 20 ml de solucién amortigiiadora de Glicina-tris 0.01M pH
8.4; 1 ml de sol. de persulfato de amonio fresco de concentracién 10 mg/
ml . Las electroforésis se corrierén durante 2:30 hrs con 5 mAmp/columna
y 75 volts/cm. El tamafio de las columnas era de 6 cm x 0.8 cm. Se utili-
z¢ como electrolito una solucién buffer de 0.02 M de glicina-tris de pH
8.4. La tincién se lleva a cabo con"amido negro" y las geles se decoloran

con una solucién de &cido acéticoal 4 % .

B.- RESULTADOS Y DISCUSION :
De los 500 g de semilla se obtuvieron

aproximadamente,19 g de proteina,lo que corresponde a un 4% del peso .



Se efectuaron determinaciones de la actividad en distintos laotes, a diferen
tes dias de germinacibn (5, 7, 8 y 11 dias) y encontramos que la actividad
era méxima al octavo dfa. Los resultados obtenidos en este lapso se mues
tran en la tabla No. 1.

TABLA No. 1
ACTIVIDAD DE LAS DISTINTAS ENZIMAS EN EL EXTRACTO TOTAL(ET.)

A LOS OCHO DIAS DE GERMINACION

ENZIMA: ACTIVIDAD ESPECIFICA: UNIDADES TOTAL :
—glucosidasa 6 x 10 "3 114
-glucosidasa 48 x 10 ~3 912
-galactosidasa 93 x 10~ 1,687
-galactosidasa 6.9 x 10 =3 130

La actividad obtenida en el extracto crudo resulté ser satisfactoria, como
para continuar con la purifiacién. Decidimos entonces llevar a cabo el -
primer paso que consistia en el fraccionamiento con el sulfato de amonio.
; g 32

Para ello seguimos las recomendaciones dadas por Bourbouze, R. con
una ligera modificacién: Boubouze recomendada afiadir la sal de sulfato de
amonio hasta obtener una concentracibn del 45 % de saturacibn, y separar
en esta forma la fraccibén que corresponderfa a las proteinas que precipitan

en el rango de O — 45 ; al analizar dicha fraccibn en nuestro caso, encontra

mos que gran parte de la actividad se perdfa si respetabamos dichas reco-



mendaciones; decidimos entonces eliminar solamente las proteinas que
precipitaran en un rango de 0-40 y en esta forma seleccionar, posterior
mente, la fraccibén que precipita en el rango de 40-80, teniendo la segu-
ridad de que rescatabamos la mayor parte de la actividad de naturaleza
glicosidica presente en el extracto total. Asf{ pués, la fraccibn F 38 -
excluye tanto a las proteinas que precipitan en el rango 0-40 %, como las
que son solubles arriba del 80 % de saturacidn.

Es necesario dializar la fraccibén ~ 38 para eliminar la sal contaminante
y permitir en esta forma la expresidn de la actividad catalitica; la frac-
cibén fue entonces alimentada en su totalidad a la columna de Sephadex —
G-10 con los siguientes resultados en cuanto a actividad enzimética, ex

presados en la tabla No. 2.

TABLA No. 2

ACTIVIDAD DE LAS DISTINTAS ENZIMAS EN LA FRACCION F 38
enzima: actividad actividad rendimiento grado
especifica: total : referido a de
Ext. tbt. =& purif,:
-gluc. 9 108 94 % 145
=gluc. 58 696 76 % 12
-gala. 120 1,440 7T % 1.3

-gala. 10 120 120 % 1.5



32 .
Bourbouze ,R. aplicé su fraccién a una columna de Sephadex DEAE-

A 50 y encontré que la porci'én de proteina que no era retenida, poseia
la actividad glicosidica. Nosotros efectuamos la misma operacién y ob
tuvimos un resultado muy similar. En la Gréfica No l presentamos sola_
mente las dos primeras fracciones recuperadas antes de llevar a cabo
la elucién con el cambio de gradiente :
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FIG. No 1
a) Muestra la recoleccién de las fracciones
( Vol de cada tubo 5 ml .)
__80
b) La FRACCION F se ha subdividido en dos bandas F-I

40

y F-II cuyas actividades se representan en este histo-

grama comparativo .

Con el histograma de la Fig. I (b) es posible deducir que la fraccion ,més

importante es la F-I . En la Tabla No 3 se especifican los calculos de ren-



dimiento y purificacién para esta fraccién:

TABLA No. 3

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA FRACCION F =1

actividad Cant. unidades purif;
enzima: especifica: recup: tot i rend:
x 10 ~
a —gluc. 22.5 4.5g 94 82 % 3.8
B —=gluc. 135.0 i 605 66 % 2.8
a -gala. 280.0 & 1260 68 % 8.0
B -gala. 20 t 90 69 % 2.8

Con estos datos podemos concluir en que es posible que la cantidad de
enzima de naturaleza glicosfdica sea muy pequeia vy que alin persisten,
en esta fraccidn grandes cantidades de otras proteinas contaminantes.
Es importante aclarar que el rendimiento que aquf se expresa se refiere
a la actividad respecto a el extracto total; por ejemplo, la a —glucosidasa
originalmente presentd 114 unidades totales, la fraccibébn F-I contiene so—
lo 94 de esas unidades, o sea un 82 %. Asf pués, el rendimiento en nin
guna de las tablas se refiere a la cantidad de proteina obtenida ya que en
este aspecto y frente a los 19 g de proteina en el extracto total, el 4, 5 g
de la F-I significa el 25 % aproximadamente.

Every, D 33 y sus colaboradores, lograron separar la actividad glicosf{-
dica a-, de la B-, en una razbn aceptable, pasando la fraccidn que es—

taban ‘trabajando a través de una columna de Sephadex G - 200; asf que
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decidimos que el paso a seguir era emplear una columna de caracteristicas

semejantes. Alimentamos entonces la fraccion F-I a la columna y obtuvimos

los siguientes resultados :
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FIG No 2
a) Representa la separacién de F-I en la columna de Sephadex
G-200.
b) Actividades de las dos bandas obtenidas (denominadas F-Ia

y F-Ib respectivamente )
Desafortunadamente,la separacién no fué tan efectiva como esperabamos .
La actividad glicosidica se repartié en dos fracciones ( F-Ia y F-Ib).
En vista de que la fraccion F-Ib era la menos contaminada con actividad
glucosidica a- , proseguimos la operacién de purificacién con esta fraccion

exclusivamente. En la Tabla No 4 se especifican los datos para F-I b .

" TABIA No. 4

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE IA FRACCION F-1b
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act. cant. ‘unidades

enzima: esp.: recup.: totales rend.: purif.:
-3 .

x 10
a- gluc 35.7 ©.949 32.13 23 % 6
B- gluc 437 L 390 42 % 9-1
a- gala 1147 f ' 1032 55 % 12.4
- gala 85 : 765 59%  12.2

’ensamos que el paso 16gico a seguir seria emplear una columna de in-

ercambio catiénico, para intentar la separacién definitiva y por lo tanto
esolvimos utilizar el Sephadex Sulfopropilico que en otros casos ha da-
lo una mejor resolucién que el Sephadex Cm- . A continuacién se sefa-

an los resultadeps obtenidos :
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FIG, No 3
a) La gréfica nos indica la nueva separacién de la fraccién
F-I b en dos bandas llamadas Fy F" .
B Actividad comparada entre las dos fracciones recuperadas

Fl yF" =

TABIA No 5§
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE IA FRACCION F~

act. cant. unidades
enzima: esp.: 3 recup.: totales .: rendimiento
x 10
- gluc. 23.3 0.225 g 5.2 4.6
= gluc. 168 L 37.8 4.1
- gala. 456 U 102 5.5
- gala. 34 W 7..65 5.9

Hasta este punto podemos decir que la separacibén de las diversas acti-
vidades glicosidicas, no ha sido posible. Debemos hacer notar la dis—
minucidn de la actividad especifica de cada enzima, atribufda segura —
mente, a cuestiones de manejo y operacibén. La mayorfa de los inves—
tigadores esté&n de acuerdo en que las descongelaciones y congelaciones
de las soluciones enziméticas acarrean la pérdida parcial o total, de la
actividad. Por otra parte, la tabla nos indica el rendimiento de la frac
cibn F” respecto al E.T., en este aspecto podemos decir que el rendi-
miento es ya tan bajo que no es posible trabajar con esta fraccibén nueva
mente.

Separ‘adamente., hemos llevado a cabo el anilisis electroforético de las
diversas fracciones obtenidas. Tal y como se puede ver en la Fig. No. 4
las variaciones en cuanto al nimero y posicién de las bandas, es cero.

Las condiciones en que se realizaron, nos permiten asegurar que proteinas

de gran tamafio como es la . B. - galactosidas’(formada de 4 subunidades
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y con un peso molecular total de 500 000 daltons) pueden penstrar a —
través del gel, pero que aquellas cuyo peso molecular es de menos de
100000 daltons se "salen'" del gel facilmente. Segin los datos repor—

o8 Dy colabor:ador‘es. La a -glucosidasa posee un —

tados por Every
peso molecular de 150000 y la B-glucosidasa de 225000 daltons por lo

que posiblemente las bandas si correspondan a las enzimas que tratamos

de separar y que aparecen en todas las fracciones.
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FIG. NO. 4

ELECTROFORESIS EN GEL .



L.as condiciones en gue se efectuaron las "incubaciones' fueron revisadas

con el fin de determinar si verdaderamente eran apropiadas para pzrmitir
la expresidn de la actividad catalftica dptimamente. La Fig. No. 5 nos -
muestra el efecto en la variacién del p H del buffer; asi mismo, se sefala

el efecto del tiempo de incubacidn utilizando la enzima @ —galactosidasa:
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FIG. No, 5

(&) La actividad enzimética en funcién
del pH
(b) El efecto del tiempo de incubacidn

con la enzima — galactosidasa



Se compard también el efecto del buffer en condiciones similares, emplean
do una solucidn de &cido acético—acetato de sodio en un caso, y el buffer de —
fosfato de sodio—&cido citrico en otro, resultando ser més efectivo éste Glti—
mo. Y en cuanto a la concentracidn de sustrato declaramos que siempre se
trabajé con un exceso para que no constituyera una variable méas del experi-
mento. En resumen, podemos concluir diciendo gue las condiciones en gue
se lleva a cabo la determinacién de la actividad enzimética, son apropiadas
vy ningln factor constituye un elemento limitante o de inhibicién.

Con estos resultados, intentamos la separacidén ya no por el método tradicio
nal sino por la técnica relativamente nueva de la cromatografia de afinidad.
Consideramos necesario aclarar, que se trata solo de un ensayo preliminar
ya cue al momento no contabamos con los elementos adecuados para efectuar
su aplicacibén correctamente.

El apéndice cue aparece en la (ltima parte de este trabajo, sefala objetiva-
merte los requerimientos minimos cue deben ser satisfechos al aplicar la -
Cromatografia de afinidad. Desde este punto de vista ya habfamos estableci
do la hipbtesis de que el resultado no podria ser satisfactorio, sin embargo
nuestro planteamiento parecid suficientemente interesante como para llevaE

lo a cabo.

El DEAE - Sephadex posee ciertos grupos ibnicos que le dan la propiedad de



poder atracr electrostdticamente a grupos afines, es decir, a grupos anién_i_
cos o negativos. La salicina es un glucdsido (o-nidroxi— —RBencil glucosa)
quc posce un grupo facilmente ionizable, ¢l grupo-OH d2l anillo aromé&tico,

y que al disociarse adquiere una carga negativa. Tedricamente, ambos com
puestos se atraen por sus cargas, en solucidn; en esta forma cl DEAE—sephade
se convierte cn una matriz potencialmente capaz de ser atacada especificamen
por la enzima B —-glucosidasa.

Si a este "Bioadsorbente' especifico para B-glucosidasa (montado previamer
te en una columna) anadimos la mezcla enzimatica que constituye nuestro pro
blema, podemos anticipar cue la enzima correspondicnte serd "entretenida c
su sustrato y por ende lardard mas tiempo en salir gue el resto. En esta for
ma tendremos al menos, una deo las enzimas purificadas.

lLa Fig. No. 6, representa por una parte la molécula de salicina y por otra su

incorporacién a la rnatriz del Sephadex DEAE — AS0.
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El r‘gsultado de la recoleccidén de la muestra F-Ib, se ha graficado enla -
Fig. 7. Observese el pico Gltimo, cuya forma permite sugerir gue corres
ponde a una fraccién enzimética pura y cue en nuestro caso se debe tratar
de la fraccién que contiene la actividad B - glucosidica.

» o 4 o A
Desafortunadamente, la muestra recolectada no presenta actividad enziméati-
ca. Seguramente las condiciones empleadas en la cromatografia dieron lu -
gar a la deactivacidn de la enzima.

Como (ltimo dato, en ninguna de las fracciones obtenidas en esta recoleccibn
se dzatectd glucosa libre, lo gue nos hace suponer gue la enzima se asocid -
fuertemente con el sustrato de tal forma que su sitio activo ha quedado obs-
truido, y por lo tanto incapaz de manifestarse activamente.

Dado cue los métodos tradicionales descritos no nos permitieron obtener una
separacidén adecuada, la cromatografia de afinidad parece prometer resolver
el problema. E1 procedimiento seguido por nosotros parece ser légico, al -
merios en teorfa, para aislar especificamente una de las enzimas. Es cues
tién de superar el problema de la desactivacidén, de meditar profundamente
en las condiciones de cromatografia para no ir a provocar el desalojamien—
to del sustrato por otros grupos anibénicos y de la temperatura, cue en pro—

cesos muy largos suele ser un factor desnaturalizante.
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Recoleccién de las diversas fracciones
obtenidas en la cromatografia en DEAE-
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Conclusiones

Ta=

5=

El extracto crudo de la semilla de la Yucca filifera presentb ac-
tividad glicosidica de la siguiente naturaleza:

a — glucosidasa

B - glucosidasa

a — galactosidasa

B - galactosidasa
La actividad glicosidica més intensa corresponde a la -galacto-
sidasa, lo gue viene a otorgar otra caracteristica importante a
la semilla de Yucca f. Dicha actividad enzimética es muy extra
Aa porque existe en muy pocas fuentes naturales.
Bajo métodos tradicionales no fue posible su separacibén, lo cual
esté& de acuerdo con otros trabajos publicados con el mismo obje
tivo.
Aplicando la técnica de Cromatografia de Afinidad fue posible la
separacidn de la B —glucosidasa; lamentablemente sin actividad

o B
enzimatica.
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LA CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

INTRODUCCION

El término de afinidad cromatogréfica se ha referido al uso de adsorbentes
bioespecificos en las purificaciones bioldgicas e,

Los métodos tradicionales de purificacién de protefnas (6 enzimas), compren
den generalmente una serie de pasos complicados y laboriosos que a veces nos
conducen a la desnaturalizacién de la enzima, con la consecuente pérdida de la
actividad catalitica, 6 en el mejor de los casos, a una mala purificacién.

La técnica de Cromatografia de afinidad, adiferencia de los métodos conven-
cionales, ofrece la posibilidad de realizar la separacidén de una manera prac-
tica, aprovechando tan solo, ciertos pardmetros fisicoquimicos de la enzima

6 protefna.

Generalidades

Ciertas macromoléculas bioldgicas poseen regiones "localizadas" (sitios -
activos) altamente especializados en realizar una (nica funcién. Se cree en

el caso de las enzimas, que la estructura terciaria de estas moléculas es -

especifica para ayudar a mantener la integridad de estas regiones.



Los sitios activos enziméticos, efectlan fundamentalmente dos procesos -
fisicoquimicos muy distintos: uno primero de reconocimiento y otro de ca-

talisis

Las constantes ka y k_ 4 reflejan la magnitud de la propiedad de reconoci -
miento; propiedad que constituye la base de los principios fundamentales de

la cromatografia de afinidad. lL.as constantes L% y k__ , son entonces una

a
medida de la afinidad de E por S .

En la aplicacién préctica de esta técnica es muy importante gue el complejo

\
E-S, no proceda hacia la derecha, es decir, que las especies interactuantes
no sean alteradas guimicamente como resultado de la interaccién misma. -
Por esta razdn, en la purificacidn de un sistema enzimético es conveniente
utilizar inhibidores més que los propios sustratos. En la misma forma, es
preferible que el tipo de acoplamiento sea de cierta manera "no—-enziméatico"
utilizando compuestos para los cuales no se obtienen alteraciones quimicas,
; - 3 3

como por ejemplo: antigeno—anticuerpo®.

Los requerimientos de un sistema adecuado para afinidad cromatogréfica -
estin determinados por:

- La porcidn que va a ser purificada

- El acoplamiento del ligando a la matriz
- Las condiciones experimentales



La cromatografia de afinidad, con enzimas enlazadas a soportes sbélidos, -
ofrece un sistema més realista para poder explicar el modo de accidén de pro
teinas (6 enzimas) unidas a membranas celulares. Algunos trabajos de in-
solubilizacidn de sistemas enzimdticos (con dos o més enzimas enlazadas a
un Mmismo soporte) permite suponer gue las potencialidades de esta técnica -
son infinitas en aplicaciones industriales .

Técnicas de purificacién

Se han utilizado diversos métodos para purificar enzimas por cromatografia
de afinidad. En general, la proteina que va a ser purificada se pasa a través
de una columna que contiene un gel o polimero "activado'; es decir, al cual -
ha sido enlazado un inhibidor competitivo & "ligando'. La protefha gue no -
exhiba una apreciable afinidad por el ligando, pasaré sin retardarse a través
de la columna; mientras que aquellas qgue reconozcan al inhibidor, serdn re-

tardadas de acuerdo a la constante de afinidad en las condiciones de experi -

mentacibén.
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Fig. No. 1 .- Diversos patrones de separacién por
cromatografia, para un sistema de 2

componentes .

Caso (a).- Si el soporte sélido no presenta afinidad por la enzima especi_
fica, se considera un adsorbente totalmente inefectivo y la

enzima emerge junto con la proteina contaminante .



Casos (b)
© Yy
(d) .- Representan diversos grados de separacién de acuerdo al re—
tardo relativo de la mezcla protéica en la columna.
Caso (e).- Es un ejemplo clésico de separacidn por afinidad cromatografi-
ca. En este caso, la enzima ha sido adsorbida especificamente
y elufda bajo condiciones adecuadas.

La desventaja con este procedimiento es cue el tiempo de opera

o
cidn puede resultar gravemente extenso.

Podria pensarse gue el caso (e) es una exageracidn del caso (d), sin emﬁar*go,
hay una diferencia importante: En presencia del adsorbente especifico es po-
sible obtener la enzima con un alto grado de purificacién y en forma muy con
centrada, apareciendo como un pico muy angosto en la elucibn.

Para poder aplicar el método de la cromatografia de afinidad es necesario —
considerar cuidadosamente la naturaleza del acarreador sélido o adsorbente;
las alteraciones estereocuimicas del ligando, como resultado de su enlaza -
miento covalente a la matriz; la separacibén del ligando de la matriz (distan-
cia a la superficie sblida). Las condiciones de experimentacién, el lavado

y finalmente la elucidn.



Seleccibén de la Matriz:

Para llevar a cabo el enlace de una enzima a un acarreador insoluble, se -
imponen ciertos requisitos a la naturaleza del acarreador mismo. Un sopor
te 6 acarreador insoluble, ideal para cromatografia de afinidad enzimética,
deberd poseer las siguientes pr‘opiedades4 5

= Debe interaccionar muy débilmente con las proteinas para mi-
nimizar la adsorcidén no especifica.

= Debe hallarse libre de residuos idnicos que podrian causar in-
teracciones no especificas con las pr‘ote:fnas.

- Debe poseer grupos quimicos que puedan ser "activados" 6 -
modificados, bajo condiciones inocuas a la estructura propia —
de la matriz para permitir el enlazamiento a una amplia varie
dad de ligandos.

= Debe ser mecénica y guimicamente estable a las condiciones
de acoplamiento y a diferentes condiciones de pH, fuerza ién_i
ca, temperatura, agentes desnaturalizantes y detergentes que
en un momento dado pueden ser necesarios para la adsorcibén
y/o la elucibn.

= Debe poseer una porosidad adecuada para permitir la entrada

o salida de grandes moléculas. Por esta razbn, las particulas



del gel deben ser preferentemente uniformes y esféricas.

- Debe mostrar éptimas propiedades de flujo después del aco—
plamiento.

- Y por Gltimo ser, lo suficientemente hidrofilica como para -
permitir la interaccidén entre las dos faces.

Algunos ejemplos:

- 8-11
cal , poliacriamida , y de vidrio satisfacen -

Las camas de agarosa
casi todos estos requisitos, por lo cual son las méis empleadas. Por otra
parte, resisten la accidn de ciertos solventes no-acuosos y se hallan dis -
ponibles comercialmente (12) .

Otros soportes, como por ejemplo la celulosa Ll , ofrecen pocas venta-
jas porque ademéas de que sus fibras son heterogeneas y poseen una baja po
rosidad, tienen una velocidad de flujo muy pobre. EIl poliestirenoy poh’m_e_
ros semejantes, no solo no son adecuados por su alto poder lipofilico, sino
porque también adsorben inespecificamente muchas otras proteinas. En la

misma forma, el Sephadex4’ 5, 16-18

se ha empleado ocasionalmente en
las purificaciones de diversas proteinas; sin embargo, son insuficientemen
te porosos para tener una amplia aplicacién en cromatografia de afinidad.

La actividad biolégica de enzimas, hormonas, anticuerpos, etc., decrece

mucho cuando son enlazadas a matrices como la celulosa y el Sephadex, -



debido a que las interacciones entre las proteinas y el sustrato, se ven im-
pedidas estéricamente cuando son de alto peso molecular. El efecto es mu-
cho mayor cuando tales interacciones son importantes, como por ejemplo -
antigeno—anticuerpo. En estos casos, la insolubilizacibén de la enzima débe
hacerse sobre matrices de estructura muy abierta.

Las camas de Agarosa (Sepharosa) a diferencia de las dextranas, no pueden
ser calentadas o congeladas ya gue pueden ser afectadas estructuralmente de
manera ir‘r“ever'sible. Del mismo modo, no son capaces de tolerar compues
tos orgénicos; La dimetilformamida y el etilén glicol (50% V/V), no afectan
adversamente a las resinas, por lo tanto, estos solventes son muy Gtiles en
situaciones en las que el compuesto que va a ser acoplado es relativamente
insoluble en agua.

La Sepharosa puede ser almacenada a 4° C en suspensidn acuosa, con preser
vativos bacterianos, por periodos de tiempo limitados solamente por la esta-
bilidad del enlace del ligando. Es estable a la accidn de soluciones de 0.1 M
de NaOH y hasta 1 M de HCI por lo menos de dos a tres horas, sin sufrir -
alteraciones en sus propiedades ffsicals, o bien, sin romper el enlace - -
MATRIZ - LIGANDO. Estas camas pueden ser usadas repetidamente, adn
después de haber sido expuestas a condiciones extremas; sdlo se observan

ciertas modificaciones cuando se ponen en contacto por periodos prolonga -



dos con una solucidén de guanidin- HCI 6 M 6 de Urea 7 M, por lo que este
tipo de desnaturalizantes protéicos pueden ser utilizados para ayudar a la
elucidén de proteinas enlazadas especificamente, para lavar las columnas -

6 bien para eliminar toda traza de proteinas adsorbidas durante el proceso
de acoplamiento.

Un factor importante que debe tomarse en cuenta a la hora de seleccionar la
matriz apropiada, es la disminucién de la porosidad durante el tratamiento
gufmico. Las camas antes de la activacidén pueden poseer poros que perm_i
tan la penetracidén de proteinas con pesos moleculares hasta de medio millén.
Sin embargo, dicha porosidad disminuye durante las modificaciones quimicas
requeridas para la incorporacidn del ligando.

La importancia de la porosidad de la cama se ilustra con el siguiente esquema:

Part. porosa Insustituida Part. porosa sustituida Part. baja porosidad sust.

E fiera = E dentro Es  E 4 E 2 E 4

Fig. No. 2.—  Adsorcibén de proteina en funcién de la

porosidad y la sustitucidén con Ligando.



Los estudios de la purificacidn de la B— galactosidasa aislada de E.coli, -
nos sirve como ejemplo para demostrar la ventaja de una acrilamida polime
rizada frente a una matriz de agarosa 1= . En estudios comparativos, se -
prepararon las dos matrices (agarosa y poliacrilam ida) bajo las mismas -
condiciones y se observd que pese a que la poliacrilamida tenfa un grado diez
veces mayor de sustitucién, no fue tan efectiva como la agarosa para la ad -
sorcibn de la enzima. Se argumenta que muchos de los ligandos deben estar
localizados en el interior de la propia matriz, inaccesibles a la enzima ya -
que el tamafio de la misma es relativamente alto y dificulta la penetracibn a
través de los poros.

No obstante, es importante reconocer que en ciertos casos la porosidad de la
matriz no es tan fundamental. Nos referimos a los casos en los que la capa-
cidad de la matriz no es un factor limitante o aguellos en los que se preten-
de separar complejos de gran tamafo: Polisomas, Células intactas, fraccio-
nes membranares, etc. Como ejemplo podemos dar el uso de los derivados
de Naptenpoliacrilamida que han dado tan buenos resultados en la separacidén
de linfocitos capaces de reconocer especificamente al Haptenogo. Y similar-
mente, derivados de Insulina—agarosa, que pueden ser empleados en lare ten
cibn de células fantasmas que contienen receptores de superficie para la -

insulina L . En todos estos casos la porosidad no resulta ser importante;



sin embargo, es necesario que la matriz no actle como malla filtrante para
el atrapamiento fisico de las grandes moléculas en solucién., Las camas de
grandes particulas esféricas que permiten grandes espacios entre ellas, son
ideales en situaciones anilogas.

Recientemente han aparecido técnicas de inmovilizacién de sustancias orgé-
nicas en superficies de vidr‘ioz1 . La tripsina y la pepsina, han sido enlazi
das covalentemente a camas de vidrio poroso con un agente acoplante: E1 -
silano. Los acarreadores inorgénicos como el vidrio, tienen la ventaja de
ser resistentes al atague microbiano, a la disolucidén por solventes orgéni —
cos y a las alteraciones configuracionales como resultado de cambios en el
pH o en la composicidén del Buffer. Desafortunadamente, la adsorcidén no-
especifica de protefnas en la superficie del soporte constituyen un serio pro
blema y la porosidad de las particulas de vidrio no facilita el transito de ma-
cromoléculas. Este tipo de soportes son particularmente Gtiles en los casos
en los que el ligando que va a ser inmovilizado es altamente insoluble en -
agua. Como un ejemplo diremos que el estradiol ha sido acoplado a deriva-
dos sustituidos de 2-aminoalquil de vidrio, por procedimientos muy semejan
tes a los empleados para la activacién de agarosa 3 . El flujo de las colum-
nas montadas con este tipo de soportes es prohibitivamente lento y el empa-

cado tan cerrado, que origina atrapamientos mecénicos de materiales de -



gran tamafo.

Seleccibn de Ligandos:

En la preparacién de adsorbentes enziméticos selectivos, las moléculas pe-
quefias que van a ser ligadas covalentemente al soporte sblido deben mostrar
una especial afinidad por la macromolécula que se desea purificar. Con este
objeto, se puede emplear un efector, un cofactor, un inhibidor, una vitamina
y en casos muy especiales, el propio sustrato. Cuando una enzima requiere
de dos sustratos para efectuar la reaccidén, uno de ellos puede ser seleccio-
nado para inmovilizarla. En general, podemos decir que el sustrato corres
pondiente solo podré ser usado para atrapar.a la enzima si en las condiciones
de inmovilizacién no se favorece la funcidén catalitica de la misma.

Las pequefias moléculas utilizadas como ligandos, deben poseer grupos qui-
micos que puedan ser modificados para enlazarla al soporte sblido sin abolir
o sin afectar seriamente, la parte que empleard para unirse a la enzima; es
decir, la porcién complementaria a la enzima.

Se ha observado que en la inmovilizacién del ligando, se presenta una dismi
nucidn en la afinidad entre éste y la enzima. Se ha visto, por ejemplo, que
si la fuerza de interaccién del complejo E-S es muy fuerte en solucién, del

-9

orden de una Kj = 10 "M un decremento de tres b6rdenes de magnitud se pre



senta en el caso del ligando insolubilizado. No obstante, en estas condicio—-
nes sigue siendo considerado como un adsorbente selectivo y efectivo.

Para la purificacibén efectiva por cromatografia de afinidad, la parte critica
del ligando que va a interaccionar con la macromolécula debe estar lo sufi —
cientemente distante de la matriz, como para minimizar las interferencias
estéricas en el acoplamiento. Este tipo de consideraciones parece ser muy
importante con proteinas de alto peso molecular, muy voluminosas. Se han
podido evitar en gran parte estas dificultades empleando ligandos unidos a —
uno de los extremos de un hidrocarburo largo 6 "brazo', que por el otro lado
estéd enlazado a la matriz.

Acoplamiento del Ligando a la Matriz:

Ciertos factores son de tomarse en cuenta a la hora de llevar a cabo el enla-
zamiento de un ligando determinado a una matriz cualquiera. Los procedi —
mientos empleados consideran las propiedades fisicoquimicas de ambos elé-
mentos asi como el tipo de grupos que van a intervenir en el enlace. Por -

esta razbn vamos a discutir un poco sobre la naturaleza del enlace, su esta-
bilidad y los diferentes procedimientos empleados para el acoplamiento.

)0~ Naturaleza del enlace: En casi todos los casos, los sistemas de cro-

matografia de afinidad involucran la unibén covalente entre el ligando



b).—

(o

y la matriz. El enlace ibnico & la adsorcién fisica, son propensos al
desplazamiento & eliminacidn del ligando de la matriz.

Estabilidad del enlace: Al menos se debe tener la seguridad de que el

complejo ligando—-matriz es estable a las condiciones experimentales;
de otra manera, la elucibén del ligando ocurriré durante la cromato -
graffa. Si esto Gltimo sucede a escala importante, todo el material
de interés (ligante), podria ser eluido acomplejado con el ligando.

Cantidad de ligando incorporada al acarreador: Algunos estiman que

la eficiencia de la reaccidén de acoplamiento, estd dada por la canti —
dad de ligando no "atrapada'". La cantidad de ligando unido al acarrea
dor representa, tebricamente, la capacidad méxima de enlazamiento
del bioadsorbente. En la préctica, sblo una fraccién de las moléculas
puede tener acceso a los sitios de enlace ya que la matriz no posee la
porosidad ideal y por otra parte, una vez que una macromolécula ha -
sido adsorbida puede enmascarar ligandos adyacentes. No obstante
es importante tener una determinacidén més o menos precisa, del ren
dimiento del acoplamiento; con este fin el ligando puede ser removido
quimicamente intacto de una porcidén del soporte, por hidrdlisis 6 bier
por una reaccidén de reduccibdn cuando estd involucrado un enlace diazc

(2). El empleo reciente de ligandos marcados" permite el cdlculo ex:



d) .-

to del rendimiento de acoplamiento.

Procedimientos de acoplamiento 12: Diversos procedimientos se han

aplicado para la preparacidén de bioadsorbentes. Como se menciond

anteriormente, los acarreadores de agarosa, poliacrilamida y vidrio

son los mé&s empleados en cromatografia de afinidad. En general, la

preparacién de un biocadsorbente admite tres variantes:

= La del enlace directo del ligando a la matriz

= La del alargamiento del ligando por un brazo que subsecuente-—
mente es enlazado a la matriz

= La derivacidn del acarreador con un espaciador a cuyos extre-
mos se unen ligando y matriz opuestamente.

Se ha insistido ya en que las condiciones bajo las cuales se lleva a

cabo la formacidén del enlace entre el ligando y matriz deben respe-

tar la integridad de cada uno de éstos. En el caso en que el ligando

es una macromolécula biolégicamente activa, el enlace debe efectuar

se con los grupos funcionales no responsable de dicha actividad. Por

ejemplo, en el caso de enzimas, el enlace debe llevarse a cabo por -

medio de los grupos -NHy y/0 -COOH, libres.

De acuerdo a las caracteristicas de la matriz y considerando la na-

turaleza del ligando, se han establecido una serie de técnicas que po



demos clasificar de la siguiente manera:
- Activacidén de polisacédridos
- Activacidén de poliacrilamida

- Activacidén de camas de vidrio

Activacibén de polisacéridos:

Recientemente se ha propuesto un método de activacién de polisasiridos, —

que considerando las experiencias previas, se ha resumido en dos etapas:

I.

II.

La formacibén de un intermediario reactivo, al tratar el polisacérido

por unos minutos con una solucidén de haluro de cianbgeno en condi —
' = 7,8

ciones alcalinas s W .

. y la fase de acoplamiento propiamente dicha, que consiste en

ligar el intermediario con el ligando correspondiente.
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Fig. No. 3.— Esquematizacién de la activaciér quimica de
polisacéridos, por medio de haluros de ciané
geno y acoplamiento quimico de proteinas al
complejo activado: polisacérido — haluro de -

ciandbgeno.



La reaccidn entre el polisacérido y el haluro de cianbgeno parece ser muy
complicada. EIl atague directo sobre carbohidratos como la Celulosa y la —
Dextrana, se lleva a cabo sobre los grupos oxihidrilo. La reaccibn se efec—
tla a un pH relativarmente alto (= pH = 11) con la formacidén de la cianami-
da correspondiente.

El Sephadex "activado'" ha sido analizado después de romperlo y secarlo, vy
se ha determinado que contiene nitrégeno pero no bromuro. Cuando a dicho
soporte se le acopla la metil éster alanina, como ligando, en condiciones -
débilmente alcalinas, da un producto con el mismo contenido de nitrégeno que
en el Sephadex "activado'". Por lo tanto, durante el acoplamiento se libera -
amoniaco. Las pruebas hechas sugieren que los intermediarios, asi como -
los productos finales, son principalmente ésteres de &cido carbdnico—imino;
pero tampoco puede excluirse la posibilidad de la formacién de un éster -
cianato altamente reactivo. BE, 25
Se ha encontrado también, que las reacciones entre el bromuro de cianbégeno

y el Sephadex G-200 se acompafa de un progresivo decremento en la capaci-

dad de "hinchamiento'" del Sephadex, a medida que la sustitucibén aumenta.
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T & B kL & No. 1

Efecto de la sustitucidén en las propiedades de ""Hinchamiento" de Sephadex
(50 mg) a varios valores de pH y a 23° C con bromuro de ciandgeno (50 mg

en 2 ml de agua).

Decremento en el Vol. de la cama comparado

et de dct, con el Sephadex sin act.

G—25 G-100 G-200
9.5 10 10 10
10,0 25 60 70
11.0 50 60 70

Se ha propuesto como una explicacién a este fendmeno de "encogimiento",
la formacidén de enlaces entrecruzados (cross-linking), lo cual est& de acuer

do con la formacidén Imino—-ésteres:

-- OF

== OH

AN
i
O
(s
NN N7
|
@)
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E1l rendimiento de la reaccibén de acoplamiento depende de las condiciones

experimentales, tal y como se puede ver en la siguiente tabla:

T A B L A No. 2

Activacién de Sephadex G—25 utilizando bromuro de cianbgeno, a diferente

pHs y cantidad de reactivo.-

oH F’oli.mer‘o Sol. reactivo L * %%
(tipo) (mg BrCN/ml H;0)
10 Seph. G-25 25 10 295
11 T 25 10 560
11 o 25 20 860
11 1 75 20 930
11458 U 25 20 1025
11.5 L 75 20 1 000
12.0 L 25 20 800
*1.- Cant de Gli-Leu afiadidos (mg dipeptido/50 mg de
poli )

** 7T Cantidad de dipeptido acoplado (mmoles /g de poli)



= Gl o

T A B L A No. 3

Activacidn de Sepnadex G-25 (50 mg) apH 11 y 23 °C con bromuro de -

cianbgeno (50 mg en 2 ml de agua) variando el tiempo de activacién:

Tiempo de Cant. de dipeptido
reaccidén (Gli-Leu) acoplado)
moles/g
3 min, 430
6 min. 560
12 min. 690
24 min. 640

T A B L A No. 4

Activacién de Sephadex G-200 (50 mg) con Ioduro de cianbgeno (60 mg/2 ml
agua) y Cloruro de cianbgeno (100 mg/2 ml agua) a pH 11 y 23 °C a diferentes
tiempos.

Cant. dipep. acoplado Rend., del scepl. ()

tpo (horas (moles/q) bas:drﬁioaedni Zigep .
ICN CICN ICN CICN
0.5 310 500 31 52
1 855 480 96 50

2 880 99



Se han utilizado otros agentes activantes ademés del bromuro de ciandgeno,
tales como los ciana tos orgénicos en un pH éptimo de 10-11, para polisaci-
ridos. La ventaja con este tipo de agentes es que la activacién es mucho més
répida que con los correspondientes cianbégenos. En este caso, los interme-
diarios activos son los imido-ésteres y los imido—-carbonatos, muy similares
a los obtenidos en la activacidn con el BrCN.

Finalmente, es importante recalcar, que el acoplamiento de proteinas a este
tipo de soportes "activados'" se lleva a cabo a través de los grupos ;mino &
primarios no—protonados, eficientemente. E1 medio de la reaccidén de aco -
plamiento debe ser elegido a un pH arriba del pK del ligando; es decir, entre
7 y 8 para aminas arométicas, (PKgq = 5); 9.5y 10 para amino&cidos PK;=8):
y 10 para aminas alifdticas. Los derivados formados son la Isourea N-susti-

tuidos Imido—carbonatos & el carbonato correspondiente (ver fig. No. 3).

Activacibn y acoplamiento a Gel de poliacrilamida

E ste tipo de matriz es un copolimero de acrilamida y N = N'-metilen bis -

acrilamida que resiste a la hidrdlisis en un rango de pH de 1 a 10.
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C- NH NHZ-N.HZ C- NH - NH e N N2
- C- NH, |-C-NH-NH; __ |-C-N-NzN
0 - NH3 HNO, | 0 ® »
(a) (b)
(SO IRNESY s
“f-c-o . _Nizf #
N I P S S
~ o

Fig. No. 4.- Activacién y acoplamiento

a Gel de poliacrilamida.

E1l tratamiento de la poliacrilamida con una solucibén acuosa de hidrazina, -
produce el gel de acil-hidrazida (a), quién a su vez es es convertido por el
4cido nitroso a un intermediario clave: acil-azida (b). Este Gltimo puede

ser acoplado ya sea a ligandos aminados, 6 a espaciadores.



Activacibén y acoplamiento a camas de vidrio:

E1l vidrio pordso ha sido introducido como matriz para insolubilizar enzimas,
gracias al desarrollo de la blsqueda de acarreadores adecs;Jados para proce-—
sos de produccidn a gran escala. El vidrio es muy resistente a los cambios
en la acidez y en el solvente, al dafio mecénico y al ataque microbiano, como
se dijo anteriormente. La activacién de las camas de vidrio se ha logrado -
empleando derivados del 3-aminorpopiltrietoxisilano, como se muestra en la
fig. No. 5. En general, hay muy pocos datos, a la fecha, del uso del vidrio
en cromatografia de afinidad. El Glutaraldehido puede hacerse reaccionar -
con la matriz derivada de vidrio, dejando el grupo carbonilo en disposicién
de ser enlazado a la glicil-D-fenilalanina, que es el inhibidor de la - - =

24

carboxipeptidasa A .

i-OH + (EtO)3—SiCI-§ CH, CHy NH,

\ |
l

Fig. No. 5.— Derivacién de la cama



Aplicaciones

Ya hemos sefialado que la técnica de afinidad cromatogréfica ha sido emplea
da para la purificacidén de un.a gran variedad de sustratos, por ejemplo: -
Enzimas; transportadores, enlazantes represores de proteinas; sustratos —
peptidicos, antigenos y fragmentos de la degradacidn proteolitica de protei-
nas; glicoproteinas y polisomas; virus; hormonas; etc. etc.

Para dar por terminado el presente trabajo, hablaremos un poco de los pro-
cedimientos empleados para separar la - galactosidasa, ya que se trata -
de un caso con objetivos similares a los nuestros.

Purificacidén de la - galactosidasa de E. coli.-

Diversos adsorbentes han sido preparados empleando un inhibidor competitivo
para la - galactosidasa aislada de E. coli: El p—amino fenil = - D - tio

galacto - piranosido. (Fig. No. 6)
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Fign No. 6. Adsorbentes preparados empleando como matriz
la agarosa
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E1l derivado (a), el cual posee el inhibidor ligado directamente a la matriz

de agarosa, fue totalmente inefectivo para la adsorcién de la enzima. En
cambio, el derivado (b), provoca un ligero retardamiento en la migracidn

de la enzima que podria ser comparado con la ilustracidén (b) de la Fig. No. 1.
Los derivados (c) y (d) a su vez, originaron una fuerte adsorcidn resultando
por lo tahto sumamente efectivos " . Con este caso se demuestra perfec -
tamente el efecto de las interacciones estéricas entre matriz y "ligante", -

asi como la utilidad de emplear "brazos" en la preparacidén de bioadsorbentes

para los procesos de purificacién.

Fig. No. 7.- El "brazo" permite una mejor

interaccibn ligando - ligante.

La enzima es adsorbida fuertemente a un pH neutro en columnas que contie—
nen la resina (c) y la elucién puede llevarse a cabo con Buffer de pH 10 .
La enzima obtenida por este procedimiento se manifiesta pura en =

electroforésis de disco de gel. Y resulta muy interesante el hecho de que



el mondmero de la enzima se ligue al tiogalactbsido—agarosa en la misma
proporcidn cue la forma tetrdmera y que bajo las condiciones estudiadas -
son eludidas juntas a un pH de 10.

E1 mondémero carece de actividad hidrolitica muy probablemente debido a la
pérdida de la habilidad para asociarse en la forma tetr@mera activa.

Los adsorbentes de poliacrilamida preparados de manera similar a los deri
vados de agarosa de la Fig. No. 6, resultaron ser in(tiles en la adsorcibén &
en el retardamiento de la migracidén, tanto de muestras puras como "crudas"
de - galactosidasa de E. coli. Seguramente la falta de porosidad adecuada,
el hecho de gue muchos de los ligandos insolubilizados puedan quedar dentro —
de la matriz inaccesibles a la proteina en solucién y las modificaciones estr‘ug_
turales que se suceden en el paso de la acilazida de la activacién, son facto -

res gue se conjugan para dar origen a un adsorbente 'mefectiv025 8
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