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ABREVIATURAS
A: Angstrom
AFM: microscopia de fuerza atémica
Alg I: Alginasa 1
Alg II: Alginasa 2
BCA: Acido bicinconinico
BSA: Albumina de suero de bovino
CD: Dicroismo circular
DEAE: Dietilaminoetil
DLS: Dispersion dinamica de luz
DNS: Acido 3,5 dinitrosalicilico
EDTA: Acido etilendiamino tetracético
g: Fuerza centrifuga relativa
HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién
IEF: Enfoque isoeléctrico
A: longitud de onda
PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida
PEG: Polietilénglicol
SDS: Dodecil sulfato de sodio
Tris: Tris (hidroximetil) amino-metano
U: Unidad de actividad
UV: Ultravioleta
M: B-D-manuronato
G: a-L-guluronato

MES: 4cido (2-[N-morfolino]etanosulfonico)
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RESUMEN

Las alginasas son glicohidrolasas que se han estudiado poco, y a la fecha existen
pocos reportes sobre su purificacién. La actividad de estas enzimas se ha reportado en
extractos obtenidos de varias especies de algas cafés, de algunos invertebrados marinos y
de bacterias. Sin embargo, a pesar que se han identificado en numerosas fuentes, sélo se
han caracterizado unas cuantas, ninguna de ellas de invertebrados marinos. Lo poco que se
ha estudiado de ellas, el que a la fecha no existan estudios fisicoquimicos y estructurales
para alginasas de invertebrados marinos, la actividad que presentan — varias veces mayor a
la reportada para alginasas de otras fuentes — y la aplicacion tan amplia que tienen tanto en
medicina como en biotecnologia hacen que su estudio sea de gran importancia. Es por ello
que se disefio el procedimiento para aislar y purificar las alginasas del hepatopancreas de
Astraea undosa, utilizando a su sustrato (alginato de sodio) como soporte de purificacion.

Se aislaron y purificaron dos alginasas (Alg [ y Alg II) del hepatopancreas del
molusco marino Astraea undosa, para ello se disefio una técnica de purificacion que
consistio en la elaboracion de perlas insolubles de alginato en amortiguador Tris-HCl
0.05 M, pH 8 en presencia de CaCl;. La polimerizacion del alginato y la consistencia del
gel dependen de la concentracion de CaCl,. Se realizé el estudio microscopico de la
superficie de las perlas obtenidas a diferentes concentraciones de CaCl,, utilizando la
técnica de microscopia de fuerza atémica, esto con el fin de obtener las perlas con las
mejores propiedades, para funcionar como soporte en la purificacién. Las perlas formadas
con concentraciones menores a 100 mM de CaCl,, no funcionaron como soporte para la
purificacion por su consistencia fragil. Las perlas de consistencia mas fuerte se utilizaron
con extractos de dos moluscos; Astraea undosa y Haliotis rufescens, encontrando que las
que funcionaron mejor fueron las de 100, 200 y 300 mM. Con las perlas formadas con
100 mM de CaCl,, se realizé la purificacion de las alginasas de 4. undosa, lograndose
purificar dos alginasas, a las que se llamaron Alg I y Alg II. La Alg I se purificé al
homogenizar las perlas, ya que se mantuvo unida a estas, mientras que la Alg II se purificé
al eluirla con amortiguador que contenia NaCl 1.0 M. Ambas enzimas mostraron ser
proteinas acidas con un punto isoeléctrico de 5 y 4.5 respectivamente y una masa de 54 y
44 kDa respectivamente. El pH y la temperatura dptima de actividad fueron de 8 y 30 °C

respectivamente. Mediante estudios de dispersion dindmica de luz se determiné que estas



enzimas tienden a formar agregados conforme aumenta la temperatura, y que con la adicién
de polietilenglicol éstos agregados se mantienen en forma monodispersa. Por técnicas de
dicroismo circular, se observo que en ambas alginasas predomina la hoja beta, aunque el
contenido de esta es mayor para la Alg I.

Se estudié el efecto de diferentes aditivos en la actividad alginolitica de estas
enzimas, determinando que algunos cationes divalentes como el hierro, cobre, bario y
mercurio producian una inhibicion total de la actividad, y que en el caso del cobre dicha
inhibicion resulté reversible. Aditivos como el magnesio, aumentan hasta dos veces la
actividad de las alginasas, el hierro aumenta la actividad tres veces en Alg I y el zinc
aumenta dos veces la actividad de Alg II. Se comprobé que tanto Alg I como Alg II pueden
degradar el acido gulurénico y el 4cido manurénico. Se montaron pruebas de cristalizacién
con el fin de obtener cristales apropiados para posteriores estudios de difraccién de rayos

X. A la fecha se han obtenido cristales de ambas enzimas.



1. INTRODUCCION

1.1. Polisacaridos

Los polisacaridos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, pueden
tener una funcidon como materiales de reserva como el almiddn, glucégeno, algunos B-D
glucanos, fructanos y algunos galactomananos. Estos también pueden tener una funcién
estructural, clasificindose en: fibrosos como la celulosa, quitina, 1,3-B-D mananos y de
matriz, los que se caracterizan por su capacidad de formar geles (agar, carragenano,
alginato, etc.), o bien, pueden actuar como sustancias protectoras (polisaciridos
extracelulares antigénicos e inmunogénicos). Ademds, diversas macromoléculas que
contienen unidades de carbohidratos, estan ampliamente distribuidas en organismos vivos e
incluyen: a) polisacdridos; b) glicoproteinas, proteoglicanos y peptidoglicanos; c)
glicolipidos y lipopolisacaridos; d) acidos teicéicos y macromoléculas relacionadas que

contienen unidades de oligosacéridos con enlaces fosfodiéster y e) 4cidos nucleicos.'

1.2. Polisacaridos algales

Las algas marinas, constituyen una fuente importante de polisacéridos. Las
macroalgas poseen una pared celular, quimica y estructuralmente mas compleja y
heterogénea que la de plantas terrestres, la que esta compuesta por mezclas de polisacaridos
ramificados y sulfatados los cuales estan asociados a proteinas y a iones como el calcio y el
potasio. Los principales polisacaridos presentes en la mayoria de las macroalgas son la

celulosa, el 4cido alginico, el carragenano y el agar.”

1.3. Composicion del alginato

Los alginatos son las sales del 4acido alginico, polisacarido lineal constituido por el
acido 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 glucosidicos 3 (1-4); y bloques GG,
GM, unidos por enlaces glucosidicos o (1-4).>'® La distribucién 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 niimero de monémeros en los bloques es
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también muy variable (Figura 1). En presencia de calcio u otros iones divalentes, los

alginatos forman geles termo-irreversibles.
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Figural. Estructura quimica del alginato'’

La distribucion de los monémeros M y G, le confiere al alginato la capacidad de
formar geles con cationes polivalentes con los cuales reacciona en forma cruzada. Este es el
caso del calcio, que se ubica en los espacios formados entre los bloques de acido
gulurénico, obteniéndose una estructura conocida como “caja de huevo™ (Figura 2). Esto
permite la unién de dos cadenas de polimero con lo que se consigue aumentar el peso
molecular y el volumen de las moléculas, aumentando por consiguiente la viscosidad. Para
que esto suceda, los alginatos deben poseer una cantidad suficiente del mondémero
gulurénico y una cierta proporcion de los mismos deben estar en bloque para que se puedan
producir uniones intermoleculares mediante el calcio (u otros cationes multivalentes). Estos
enlaces dan lugar a la gelificacion de la solucién.

Un gel de alginato no puede definirse como un sélido o una solucién de forma
categorica ya que presenta un estado intermedio donde los puntos de unién intermolecular
representan el estado s6lido."®" Después de la gelificacién las moléculas de agua estan
atrapadas en la matriz del alginato, pero todavia tienen la posibilidad de migrar, esto es de
gran importancia en muchas aplicaciones (para encapsular o inmovilizar células). La
capacidad del gel para retener agua se debe a fuerzas capilares, los alginatos forman geles
térmicamente estables su resistencia es generalmente independiente de la longitud de la

cadena, en la medida que la cadena supere una cierta longitud critica (el grado de
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polimerizacién debe exceder 200 monémeros para lograr una resistencia optima del gel).
La reactividad con el calcio en la formacién de geles es una funcién directa de la longitud
promedio de los bloques (G). Los alginatos que poseen grandes fracciones (GG) presentan

una fuerte capacidad gelificante.

Foag ©oac S oot

OH

”
.u-n-u....qa:"' e “"'";Ca“"

2
""""""ga:""‘ "“"""""Ca"""" ]

Figura 2. Formacion de la estructura en forma de caja de huevo y la

ubicacion de los iones polivalentes que sirven de enlace de dos

moléculas de polimero.

El alginato se encuentra en gran abundancia como parte de la pared celular y como
material intracelular en algas cafés. La mayoria de los alginatos usados comercialmente
son obtenidos de 3 géneros: Macrocystis, Laminaria y Ascophyllum. El alginato también es
producido por dos familias de bacterias heterotréficas, Pseudomonas y Azotobacter. En
contraste con los alginatos producidos por algas, los bacteriales pueden estar acetilados en
la posicion 2 y/o 3 del residuo M, esta acetilacién afecta las propiedades del polimero.”'°
Como los residuos M prefieren una conformacién *C; mientras que los residuos G prefieren
la conformacién 'Cy, la cantidad relativa y distribucion de los residuos G tienen un gran
efecto en la estructura y propiedades de los polimeros. Los alginatos algales contienen los
tres tipos de bloques, y la cantidad y distribucién de cada tipo varia con la especie y con la
parte del alga de donde se extraiga.® Los alginatos de Pseudomonas no contienen bloques
G y debido a esto no pueden formar geles iénicos.'” Azotobacter vinelandii produce

alginato capsular que contiene mayor cantidad de bloques M y MG.
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1.4. Aplicaciones del alginato

Los alginatos son utilizados principalmente como aditivos para gelificar,
emulsionar, estabilizar o viscosificar soluciones acuosas, también en el recubrimiento y
proteccion de heridas y en la inmovilizacion de células by enzimas.> "’

No obstante sus aplicaciones, al alginato también se le ha asociado un efecto
patégeno cuando es producido por la bacteria P. aeruginosa ya que provoca dificultad
respiratoria en pacientes con fibrosis quistica (CF). La funcion del alginato es formar una
capa para proteger a la P. aeruginosa de ataques de anticuerpos, células fagociticas,
medicinas y otros agentes anti-bacterianos.'® Este efecto incluye: adhesiéon de mucoide al
epitelio traqueal, interferencia en la penetracion efectiva de antibidticos contra las bacterias
e interferencia con los leucocitos polimorfo nucleares. También incrementa la resistencia a
la fagocitosis; suprime los mecanismos de defensa del huésped, afectando las funciones de
neutréfilos y linfocitos, e incrementa la capacidad epifitica.'” Ademds, el aginato ha sido
implicado en los sintomas conocidos como “remojamiento”, en donde tejidos intracelulares
de plantas infectadas comienzan a llenarse de agua.'’

Generalmente los herbivoros marinos, requieren de mecanismos para liberar y
digerir los polisacdridos de almacenamiento y estructurales de las algas. Esto puede ser
llevado a cabo por medio de tres mecanismos: 1) rompimiento mecanico, utilizando partes
de la boca para romper las algas, para la ingestion; 2) bioquimicos, utilizando un sistema de
enzimas para romper el material extracelular ingerido; y 3) microbiano, por bacterias

entéricas para romper el material estructural ingerido.”®

1.5. Enzimas que hidrolizan alginato

Las alginasas también conocidas como liasas de alginato o alginato despolimerasas,
hidrolizan el alginato por medio de un mecanismo de eliminaciéon B, provocando la
formacion de un doble enlace entre C-4 y C-5, la eliminacion del enlace glucosidico 4-O y
la produccién de 4-desoxi-a-L-eritro-hex-4-enepiranosiluronato en el extremo no

reductor.>*!°



Las alginasas se diferencian por sus caracteristicas individuales, por su especificidad
por alginatos acetilados o no acetilados y por el tipo de bloque que hidrolizan con mayor
facilidad (M o G). Si prefieren alginatos ricos en bloques M, se clasifican como EC 4.2.2.3,
poli (M) liasa [(1-4)-B-D-manuronan liasa), si prefieren los G, se clasifican como EC
4.2.2.11, poli (G) liasa [(1-4)-a-L-guluronan liasa]. Aunque la mayoria de los organismos
producen sélo una alginasa con una especificidad definida, algunos invertebrados marinos y
bacterias producen dos o mds enzimas y por lo menos una bacteria, Alteromonas sp de la

cepa H-4 produce una liasa con miltiples especificidades.’

A ST A

l Alginato liasa

Figura 3. Sitio de divisién del alginato, polimero (B-D-manuronato) por

la alginato liasa.

1.6. Descripcion del molusco Astraea undosa

El gasterépodo marino, Astraea undosa (Figura 4), conocido como caracol panocha,
es un molusco que habita con el abulon (Haliotis spp) en las costas rocosas del Pacifico de
Baja California. Su talla maxima es de 10 cm en adultos reproductores. Posee una sola
goénada, cuya forma es semejante a la de un cono enrollado sobre si mismo a manera de
espiral; a lo largo de éste, el tejido gonadico se mantiene en contacto intimo con el
hepatopéncreas o diverticulo digestivo, formando el llamado cono hepatogonadal. El tejido

gonadico se encuentra ocupando principalmente la parte exterior de la espira, y su volumen

14



esta en relacién con el grado de madurez del organismo; el hepatopancreas se localiza en la
porcion ventral de la propia espira.
En esta especie hay diferenciacion sexual; la diferencia gonadal entre hembras y

machos es muy evidente en la etapa adulta; la génada de las hembras es de color verde

musgo, en tanto que la de los machos es de color crema. Sin embargo, en organismos recién
2122

desovados no se puede diferenciar.

* Reino: Animalia

¢ Phylunt: Mollusca

* (Clase: Gastropoda

* Orden: Archaeogastropoda
* Superfamilia Trochacea
* Familia: Astraeinea

* Género: Astraea

* Especie: A.undosa

Figura 4. Clasificacion sistematica del molusco Astraea undosa.



2. ANTECEDENTES

Las alginasas, se han estudiado menos que otras glicohidrolasa, como las celulasas y
a la fecha, existen muy pocos reportes sobre su purificacion. La actividad alginolitica de
estas enzimas se ha reportado en extractos obtenidos de varias especies de algas cafés,
incluyendo a Laminaria digitana, Pelvetia canaliculata y Undaria pinnatifida. Esta
actividad también se ha detectado en el estilete cristalino de los moluscos marinos
Chromytilus meridionalis y Perna perna’. También se han aislado de una variedad de
bacterias incluyendo las marinas, Bacillus circulans, Sphingomonas sp, Klebsiella sp, y
Pseudomonas 51:).4'7'23'25

Estas enzimas pueden ser aisladas de algas marinas, moluscos, microorganismos y
bacterias. Sin embargo, a pesar que se han identificado en numerosas fuentes, sélo se han
caracterizado unas cuantas, ninguna de ellas de invertebrados marinos. Lo poco que se ha
estudiado de ellas, el que a la fecha no existan estudios fisicoquimicos y estructurales para
alginasas de invertebrados marinos, la actividad que presentan — varias veces mayor a la
reportada para alginasas de otras fuentes — y la aplicacién tan amplia que tienen tanto en
medicina como en biotecnologia hacen que su estudio sea de gran importancia.

En 1999, se report6 la primera estructura cristalina de una alginasa proveniente de
Sphingomonas sp.'° Esta bacteria, produce tres tipos de alginasas intracelulares, A1-I, II y
III. La alginasa A1-II degrada preferentemente los alginatos no acetilados producidos por
algas cafés, mientras que la alginasa Al-III degrada efectivamente el alginato acetilado
producido por bacterias.

En la Figura 5 (A) se observa el modelo de cinta de la alginasa Al-III, la cual esta
compuesta por 12 hélices o que forman una estructura de barril, obteniendo un tipo de tinel
profundo que puede ser considerado el sitio activo de la enzima, esta enzima degrada
principalmente los bloques de acido manurdnico del alginato. En la estructura de esta
alginasa se observa que esta constituida por 12 hélices o, dos iones sulfato y dos puentes
disulfiiro (Cys49-Cys112 y Cys188-Cysl 89).'0

En la Figura 5 (B) se observa la estructura terciaria de una alginasa extraida de
bacterias Alteromonas sp, la determinacién de esta estructura se obtuvo por refraccién de

rayos X en el afio de 2002. En el afio 2003 se determiné por refraccion de rayos X la
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estructura de otra alginasa (Figura 5 C), la cual se extrajo de Corinobacterium sp, esta
alginasa degrada principalmente los bloques de acido gulurénico. Y en el afio 2004 se
determiné la estructura de otra alginasa (Figura 5 D), la cual extrajeron de la bacteria
Pseudomona aeruginosa.

Es de gran interés, como estas alginasas tienen diferencias estructurales, las cuales
se relacionan con la actividad catalitica, y con el tipo de residuo (manurénico o gulurénico)

del alginato que degradan con mayor facilidad.

Figura 5. Estructura tridimensional de las alginasas que se han purificado de diferentes
bacterias, observandose en cada recuadro la resolucion con que se obtuvieron en la

refraccion de rayos X.
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3. OBJETIVO GENERAL

Purificar y caracterizar fisicoquimica y estructuralmente las alginasas presentes en el

hepatopancreas de Astraea undosa.

3.1. OBJETIVOS PARTICULARES

a) Diseflar una técnica apropiada para purificar a las alginasas de 4. undosa sin la pérdida
de actividad, principal problema por el cuél no se han podido caracterizar alginasas de

invertebrados.

b) Utilizar la propiedades gelificantes del dcido alginico en presencia de cationes divalentes
para formar una matriz de unién y caracterizarla por técnicas de microscopia de fuerza
atomica

c) Purificar las alginasas extraidas del hepatopancreas de 4straea undosa

d) Caracterizar bioquimicamente a las alginasas purificadas, esto es, determinar peso
molecular, punto isoeléctrico, estabilidad a diferentes temperaturas y valores de pH,

especificidad por el sustrato.

e) Determinar la estructura secundaria de las alginasas utilizando la técnica de dicroismo

circular.

f) Realizar estudios de comportamiento de las enzimas en solucién por técnicas de

dispersién dinamica de luz.

g) Determinar las condiciones dptimas de cristalizacion de las alginasas, para futuros

estudios cristalograficos.
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4. HIPOTESIS

En vista que no existen reportes para la obtencién de alginasas con alto grado de pureza,
a partir de tejidos de invertebrados marinos, debido a que estas pierden su actividad al
extraerse del organismo y purificarse; por lo que solo se reportan de extractos crudos o
parcialmente purificadas. Por lo que para el desarrollo de este proyecto partimos de dos

hipdtesis:

a) Las glicohidrolasas de origen marino se podrin purificar con alto grado de
homogeneidad si es posible utilizar a su sustrato como matriz de unién a modo de

una cromatografia de afinidad, que nos permitira mantenerlas estables y activas.

b) Al conocer sus propiedades fisicoquimicas y estructurales podremos conocer mas

acerca de los mecanismos de accién y de las relaciones estructura-funcién



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Extraccion de glicohidrolasas

Para evitar la desnaturalizacién de las proteinas, las etapas de purificacion se
realizaron generalmente a 4 °C. Se homogenizé el hepatopancreas de Astraea undosa
utilizando un homogenizador de tejidos Polytron PT-MR 2100 con amortiguador Tris-HCI
50 mM, pH 8, sorbitol 100 mM. Una vez homogenizado se centrifugd a 22000 g (12,000
rpm) durante 30 min en una centrifuga BECKMAN refrigerada Modelo J2-21 y se retir6 el

tejido. El sobrenadante se congel6 a -25 °C hasta su utilizacién.

5.2. Determinacion de la actividad alginolitica

Para la determinacion de la actividad alginolitica se empled el método del acido
dinitrosalicilico (DNS) el cual se basa en la reaccion de los azucares reductores con el acido
3,5-dinitrosalicilico, que lo reducen a acido 3-amino-5-nitrosalicilico en un medio alcalino
(Figura 6). Esta reaccion da lugar a un cambio de coloracion de amarillo a rojo-café.
Debido a que el oxigeno puede interferir con la oxidacién de la glucosa, se adiciona el
metabisulfito de sodio, el cual no interfiere con la reaccién que produce el color, pero

absorbe el oxigeno disuelto.?®

H 0 CHO H 0 COOH
OH —0H OH ——0OH
HO— HO——
+ _P. +

Qg -0 =—U0H a_ —OH

E I OH ﬂ‘ N, ——OH

o CH,OH CH,OH
Acido 3,5-dinitrosalicilico Glucosa Acido 3-amino-5-nitrosalicilico Acido glucénico

(amarillo) (Rojo)

Figura 6. Reaccion del acido 3,5-dinitrosalicilico con un aztcar reductor.

El reactivo de DNS se prepar6 disolviendo 3.53 g de acido 3,5-dinitrosalicilico, y
6.6 g de NaOH en 472 mL de agua destilada. Posteriormente se adicion6 102 g de tartrato
de sodio y potasio, 2.53 mL de fenol (fundido en bafio maria), 2.76 g de metabisulfito de

sodio y se mezcld perfectamente.
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Para determinar la actividad alginolitica se utilizé el alginato de sodio como
sustrato (alginato de sodio 0.5 % en amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 8, sorbitol 100
mM). En la mezcla de reaccion se colocaron 500 pL del sustrato, 50 pL de enzima y 450
uL del amortiguador, se incubé por 90 min a 45 °C. Posteriormente se adicionaron 1000 uL
del reactivo de DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) y se llevé a ebullicion por 10 min. Se dejé
enfriar a temperatura ambiente y se leyé la absorbencia a 550 nm.

Una unidad de actividad (U) se define como los pM de acido D-Glucurénico
hidrolizados por hora a 45 °C. La actividad especifica se define como la actividad entre la

concentracion de proteina en la muestra (U/mg).

5.3. Cuantificacién de la enzima purificada

Se utilizé el método del 4cido bicinconinico (BCA) Smith et al?, el cual emplea el
reactivo BCA (BCA-200 23226 de PIERCE), que es sensible a la concentracioén de proteina
en soluciones acuosas. Este sistema de reactivos A (amortiguador de carbonatos
conteniendo BCA vy tartrato de sodio, en NaOH 0.1 M) y B (solucién de sulfato de cobre)

es estable y compatible con detergentes ionicos y no idnicos y combina la reaccion de

+, . - - L3 +l -
proteinas con Cu 2. en un medio alcalino dando lugar a la liberacion de Cu, que reacciona

con el 4acido bicinconinico (Figura 7). El color purpura del producto de la reaccién es

formado por la interaccion de dos moléculas de BCA con un ién cuproso (Cu‘l), que es
soluble en agua y exhibe un maximo de absorbencia a 562 nm.

La cantidad de proteina contenida en la muestra se determiné interpolando el valor
de absorbencia en una curva de calibracion elaborada con albumina de suero de bovino a

diferentes concentraciones.

Figura 7. Estructura del 4cido bicinconinico
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5.4. Curva de calibracién

La construccion de la curva de calibracion (Figura 8) y el andlisis de las muestras se

siguid el protocolo sugerido por el proveedor.

Se colocaron 50 pL de cada estindar en tubos de ensayo, utilizando 50 pL del
diluyente como blanco. A cada tubo se adicioné 1 mL del reactivo de trabajo, que se
prepara mezclando 50 partes del reactivo A (amortiguador de carbonatos conteniendo ABC
y tartrato de sodio, en NaOH 0.1 M), con una parte del reactivo B (solucién de sulfato de
cobre). Se incubé por 30 min a 60°C, se deja enfriar y se mide la absorbencia a 562 nm.
Este método permite determinar concentraciones de proteina en un intervalo de

52250 pg/mL
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0.2} y=0.0035x+0.0993 7
=0.9996 ]
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Concentracion de proteina (ug/mL)

Figura 8. Curva de calibracion de proteina utilizando el método del BCA

a 60 °C y albimina de suero de bovino como estandar.
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5.5. Preparacion de las perlas insolubles de alginato

Para la purificacion de las alginasas de Astraea undosa, se diseii6 una técnica en la
que se emplea al sustrato como soporte. Para lo cual se prepararon perlas insolubles de
alginato, haciendo uso de su propiedad para gelificar en presencia de calcio.?®*? Se
utilizaron amortiguadores de Tris-HCI 50 mM pH 8, con distintas concentraciones de CaCly
(5 mM, 10 mM, 30 mM, 50 mM, 70 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM y 500mM). A estos
amortiguadores se les agreg6 por goteo una solucion de alginato de sodio de alta viscosidad
(14,000 cps) (SIGMA) al 2 % preparada en amortiguador Tris-HC] 50 mM pH 8, con el fin
de obtener las perlas de alginato con la mejor consistencia y ser utilizadas para la
purificacién de las alginasas. Una vez formadas las perlas, estas se lavan con el

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

5.6. Estudio de microscopia de fuerza atomica de las perlas de alginato

La microscopia de fuerza atomica (AFM) es una herramienta muy poderosa capaz
de proveer datos topométricos, ademds de que permite la observacion y la cuantificacion de
las superficies en escalas submicrométricas.’'*® Una barra que contiene una punta (Figura
9) es puesta en contacto con la superficie de la muestra, la fuerza de repulsion ionica que
ejerce la superficie sobre la punta inclina la barra hacia arriba, el grado de inclinacion en la
barra es medido con un laser el cual es refractado en la hendidura de un fotodetector, y esto
es registrado como la topografia de la superficie.

En la microscopia de fuerza atémica, una punta afilada (normalmente con un radio
de 10 nm), que esta localizada cerca del final de una pieza metalica, se desliza a través de la
superficie de la muestra usando un escéner piezoeléctrico. Los cambios en la interaccion
punta-muestra son seguidos utilizando un sistema de deteccion o6ptico, en el cual un rayo
laser trasmitido es reflejado en la pieza metalica y llega a un fotodiodo sensitivo a la
posicion. Durante el barrido un pardmetro de operacion particular se mantiene en un nivel
constante y las imdgenes son generadas a través de un giro de retroalimentacién entre el
sistema de deteccion Optica y el escaner piezoeléctrico. El movimiento relativo de la punta

sobre la muestra es usado para generar imagenes topograficas de la superficie.

23



Fctodetecter

Atom os de la superficie

Figura 9. Mecanismo mediante el cual la punta recorre la superficie de la
muestra, y donde la barra metalica refleja el rayo laser, el cual es

registrado en el fotodetector.

Una vez formadas las perlas de alginato con las diferentes concentraciones de
CaCly, se analizo su superficie por medio de la técnica de microscopia de fuerza atomica,
para esto se montaron peliculas de alginato con las diferentes concentraciones de CaCl; en

un microscopio Nanoscope-Illa. Las dreas analizadas fueron de 100, 50, 5 y 1 um.

5.7. Pruebas de unién de alginasas de diferente fuente a las perlas de alginato

Una vez caracterizadas las perlas, se estudié la unién de alginasas de invertebrados
marinos a dichas perlas. Para esto se eligieron 2 organismos: Haliotis rufescens (abulén
rojo) y Astraea undosa (caracol panocha). Se eligieron estos organismos porque habiamos
encontrado que las alginasas de estas fuentes sufrian fuertes fendmenos de agregacion una
vez que se extraian del organismo por lo que no se podian purificar sin perder la actividad.
Se trabaj6 con las perlas obtenidas a diferentes concentraciones de CaCl; con el fin de
determinar cual era la mas apropiada para evitar los agregados y purificar este tipo de

enzimas.
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Se incubaron por separado los extractos de ambos moluscos con perlas en presencia
del amortiguador Tris por 6 h a 4 °C. Posteriormente se lavaron las perlas con el mismo
amortiguador para eliminar las proteinas no unidas. Para eluir las proteinas que se unieron a
las perlas se utilizo NaCl a concentraciones de 0, 0.5, 1.0 y 3.0 M en el mismo
amortiguador. Se realizaron 3 lavados de cada molaridad. Este procedimiento se realizé con
los dos extractos unidos a las perlas con las diferentes concentraciones de CaCl,. Se

cuantific la proteina y se midi6 la actividad de cada uno de los lavados.

5.8. Puificacién de las alginasa de Astraea undosa.

Una vez analizadas las diferentes perlas se eligieron las de 100 mM de CaCl, para la
purificacion de las alginasas de 4. undosa (ver resultados) siguiendo los mismos pasos ya

citados en el punto anterior.

5.9. Caracterizacion de las enzimas purificadas

5.9.1. Determinacién del peso molecular

El peso molecular de las enzimas puras se determiné por electroforesis en
microgeles homogéneos de SDS-poliacrilamida al 12.5 %, siguiendo el protocolo de
PHARMACIA. Para obtener la curva de calibracion se emplearon patrones con masas
moleculares conocidas desde 14,400 hasta 94,000 daltones (Pharmacia electrophoresis
calibration kit). El procedimiento para fijar, tefiir y desteilir fue el reportado por Neuhoff

etal’®

5.9.2. Determinacién del punto isoeléctrico

Se utilizaron geles de poliacrilamida (0.35 x 0.43 x 50 mm) con gradiente de pH de 3-9 en
un equipo de electroforesis Phast System de PHARMACIA. Para obtener la curva patrén se
emplearon patrones con puntos isoeléctricos conocidos de 3-9 (Pharmacia electrophoresis

calibration kit).
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5.9.3. Determinacién de los valores éptimos de pH y temperatura

Para determinar el pH 6ptimo de actividad de las alginasa purificadas, se construyé
una curva de actividad a diferentes valores de pH (3.0-11.0 con intervalos de 0.5 de
unidad), utilizando los amortiguadores glicina-HCl 50 mM (pH 3.0 y 3.5), acetatos 50 mM
(pH 4.0, 4.5, 5.0 y 5.5), fosfatos 50 mM (pH 6.0, 6.5, 7.0 y 7.5), Tris HC1 50 mM (pH 8.0 y
8.5), glicina-NaOH 50 mM (pH 9.0, 9.5, 10.0 y 10.5), fosfatos-NaOH 50 mM (pH 11.0).

Después se realizo una curva de actividad versus temperatura a los valores de pH 6ptimos.

5.9.4. Determinacion de la estructura secundaria

La estructura secundaria de las dos alginasas se determiné por sus espectros de
dicroismo circular (CD) en la region del ultravioleta lejano (184-260 nm).

La aplicacion de la espectroscopia de dicroismo circular (DC), en la determinacién
de la estructura secundaria de proteinas, se basa en la quiralidad de los aminodacidos que la
conforman. 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
quirales de las moléculas presentes. La interaccion de la radiacién con la muestra, induce
un desfasamiento y un cambio de magnitud en ambos componentes circularmente
polarizados de la luz. Estos fenémenos provocan una rotacion del plano de polarizacién en
un angulo a y la distorsién de este plano genera una elipse. La rotacion del plano y la
diferente absorcién de los componentes circularmente polarizados varian de acuerdo con la
longitud de onda incidente, pudiéndose obtener un espectro de la rotacion o elipticidad
contra la longitud de onda (1).

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 radiacion
electromagnética. En la region del ultravioleta cercano, los croméforos 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
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esta region son un reflejo de la conformacion global de la proteina y las sefiales obtenidas
son extremadamente sensibles a los cambios en la misma.”’

Los espectros de dicroismo en la region del ultravioleta lejano, se deben
principalmente a los enlaces peptidicos que unen los residuos de los aminoacidos entre si.
La asimetria de estos croméforos 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 conformacion estructural (hélices alfa, hojas beta, giros y lazos).”’

El analisis del espectro de dicroismo circular de una proteina cualquiera consiste en
encontrar la combinacion lineal de los 5 espectros base que logra reproducir el perfil de la
mejor manera posible del espectro experimental. Una vez logrado esto y considerando que
las sefiales son aditivas, se suma el producto del contenido de cada estructura secundaria de
los espectros base por su coeficiente en la combinacion lineal. Los resultados de esta
adicion representan la estimacion experimental de los porcentajes de los residuos en cada
una de las estructuras secundarias de la conformacién de la proteina problema’’. Para
realizar este andlisis, Hennessey y Johnson utilizaron como base de datos, los espectros de
un conjunto de proteinas cuya estructura tridimensional era conocida y determinada. A
partir de estos espectros, se demostré que basta la combinacion lineal de 5 espectros base,
para describir perfectamente los espectros experimentales. Ademas, se determind que a
cada uno de los 5 espectros base puede asignarsele un contenido de estructura secundaria
(Figura 10).
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Figura 10. Espectros caracteristicos de cada una de las contribuciones a

la estructura secundaria, hélice alfa, hoja beta , giros y al azar.

La estructura secundaria de las glicohidrolasas puras se determiné por sus espectros
de dicroismo circular (CD). Dichos espectros se obtuvieron a 18 °C en un
espectropolarimetro JASCO J-700, el cual se calibré con dcido (+)-10-canforsulfénico.®
Los experimentos se realizaron en una celda de 1 mm para la region del ultravioleta (UV)
lejano (184-260 nm). Los espectros se analizaron por medio de diferentes programas de
desconvolucion, esto con el fin de estimar el contenido de estructura secundaria de las

enzimas purificadas.. Cada muestra se analizd por triplicado.

5.9.5. Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La dispersion dinamica de luz (DLS) es una técnica que permite medir el coeficiente
de difusion traslacional (Dr) de una molécula o agregados en solucion. Con técnicas de
DLS es posible determinar el coeficiente de difusion, el radio hidrodinamico, el peso

molecular y la polidispersidad de la proteina.
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Las particulas en solucion se desplazan debido a que presentan movimientos
brownianos. Esta movilidad esta relacionada con el coeficiente de difusion y éste con el
radio de la particula. Iluminando la particula con un rayo laser, la intensidad de la luz
dispersada a un angulo dado puede ser seguida en el tiempo. Como la particula se mueve,
la sefial medida fluctuard. Midiendo las fluctuaciones y el camino en el cual ellas cambian,
el coeficiente de difusion de las particulas y a partir de éste, el radio de la particula pueden
ser determinados con la ecuacion de Stokes-Einstein. La dispersion de luz monocromatica
causada por las particulas en movimiento presentara fluctuaciones en su intensidad debido
al movimiento browniano de las moléculas o agregados en solucién.*®

El analisis del decaimiento de la funcién de autocorrelacion, es decir la medicion de
las fluctuaciones de la intensidad en funcioén del tiempo correspondiente a la sefial de la
intensidad dispersada, proporcionara informacién cuantitativa acerca del comportamiento

en solucion de los agregados moleculares. Dr se relaciona con el radio hidrodinamico (Ry),

a través de la ecuacién de Stokes-Einstein: D, = E
6mR,

, donde kg es la constante de

Boltzmann, n es la viscosidad de la solucién, T es la temperatura absoluta y Ry el radio
hidrodinamico.””*!

También es posible determinar el peso molecular por medio de la ecuacién de Mark
Houwink: Dr = AqM" Esta considera la relacién directamente proporcional del coeficiente
de difusién traslacional con el peso molecular M, elevado a una potencia especifica. Asi, la
constante de proporcionalidad que surge de esta ecuacion toma en cuenta las propiedades
del disolvente y se representa por Ao. Esta ecuacion requiere de una estimacién adecuada
del factor de estructura (u), que para el caso particular de proteinas esféricas tiene un valor
de 0.33 y se aplica también a modelos cuasi-esféricos.*!

Se pueden analizar los cambios en polidispersidad y en el peso molecular con
respecto a factores como son pH, temperatura, concentracién de la proteina y presencia de
diferentes aditivos.

En este estudio se evalué el comportamiento de las alginasas puras, con el fin de
caracterizar su comportamiento en solucion, analizando los cambios en polidispersidad y en
el peso molecular con respecto a la temperatura. Para este tipo de estudios se utilizé un

equipo de dispersion dindmica de luz DynaPro-801 (PROTEIN SOLUTION, Co.) y el paquete
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computacional Dynamics, version 5.0 (PROTEIN SOLUTION, Co.). Cada una de las enzimas
puras (300 pL), se inyectaron a través de filtros Anotop 10 de 0.2 um (Wathman) en el

equipo mencionado.

5.9.6. Efectos de diferentes aditivos sobre la actividad de las alginasas purificadas

Se evalud el efecto de diferentes aditivos sobre la actividad de las alginasas puras. En la
Tabla 1 se muestran los aditivos estudiados. La actividad se midio cuantificando la cantidad
de azucares reductores liberados, después de dejar incubar la enzima con el aditivo

correspondiente.

Tabla 1. Aditivos especificos utilizados para estudiar su efecto en al

actividad de las alginasas purificadas.

Aditivos Concentracion* Aditivos Concentracién*
Blanco manitol 0.1 %
CaCly 5 mM PEG 0.1 %
MnCl; 5mM trealosa 0.1 %
MgCl, 5 mM FeSO4 5mM
ZnCl, 5 mM HgSO4 5 mM
CuSO, 10 mM LiCl 5 mM
EDTA 5 mM BaCl, 5 mM
DTT 0.01 mM AlCl; 5 mM
sorbitol 0.1%

*Concentracion final de cada aditivo en la mezcla de reaccién.
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5.9.7. Especificidad

Para determinar la especificidad de las alginasas purificadas, se emplearon dos tipos
de alginatos; uno rico en bloques gulurdnicos y otro rico en bloques manurénicos (SIGMA).
Las pruebas de actividad se realizaron como se mencioné anteriormente, modificando el

tipo de sustrato.

5.9.8. Cristalizacion de las glicohidrolasas

Para el analisis estructural por rayos X se requiere que la molécula sea purificada a
un alto grado de homogeneidad y sea cristalizada en forma adecuada para la obtencion de
datos. Esto es, se requiere obtener cristales mayores a 0.2 mm, que difracten
adecuadamente los rayos X y que posean la suficiente estabilidad para que sus patrones de
difraccién no decaigan durante el tiempo que dura el experimento. De hecho, la obtencién
de los cristales es la etapa mas critica para la determinacion de la estructura tridimensional
de proteinas por el método de difraccion de rayos X.

Para inducir la cristalizacion es necesario llevar muy lentamente el sistema soluto-
disolvente a un estado de solubilidad minima y asi alcanzar un grado limitado de
sobresaturacion.* Para lograr esto es necesario considerar todas las variables que afectan la
cristalizacién como son: concentracion de proteina, temperatura, pH, fuerza idnica,
presencia de aditivos especificos (ver tabla 1) y de agentes precipitantes. Estos ultimos
pueden se de tres tipos, 1) sales como el sulfato de amonio, 2) precipitantes organicos de
volatilidad baja como el 2-metil-2, 4-pentanodiol (MPD) y 3) polietilenglicol de diferentes
pesos moleculares.

El método de difusion de vapor es el mas popular y ha demostrado ser el mas util
para el estudio de numerosas condiciones con cantidades minimas de proteina. Existen dos
técnicas que utilizan la difusion de vapor: la de la “gota asentada™ y la de la “gota
suspendida” (Figura 11). Esta ultima fue la que se empleé para intentar la cristalizacién de
las alginasas. Con este método, la solucién de proteina y el agente precipitante se colocan
en cubreobjetos siliconizados. Por otro lado, a un pozo o recipiente pequeiio (generalmente
se usan cajas Limbro) se agrega 1 mL de la solucion de agente precipitante a una
concentracion del doble de la que se encuentra en la solucién de la proteina y se le aplica

grasa de vacio en la parte superior del pozo. El cubreobjetos se coloca arriba del pozo, de
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tal forma que la gota de proteina queda suspendida en el interior y finalmente se sella con la
grasa. Al llegar a un equilibrio de presiones de vapor, la solucién conteniendo a la proteina
tiende a alcanzar un grado limitado de sobresaturacion.” Estas condiciones pueden
modificarse a fin de optimizarlas y lograr obtener cristales apropiados para los estudios de
difraccion de rayos X.

Las pruebas de cristalizacion de las diferentes glicohidrolasas se montaron
utilizando una concentracion de proteina de 2.55 mg/mL para Alg I y 1.784 mg/mL para
Alg II. Se colocaron gotas de 10 pl de los cuales 5 pL correspondian a la proteina y 5 pL
al agente precipitante. Ademas, solo se colocaron 300 mL del agente precipitante en el
receptaculo inferior, con el fin de aumentar el tiempo para que se alcance la saturacion.

Estas pruebas se colocaron a 4 °C, en camaras de temperatura controlada.

Portnobjetos - - - Sewcion deproteing

Grasa de vacio

Agente prec ipitante

Figura 11. Método de difusién de vapor en gota colgante para cristalizar

proteinas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio de las alginasas de invertebrados ha sido un campo poco estudiado, debido a la
problematica que se presenta en su purificacion, proceso en el cual pierden la actividad,
este fendmeno se observo durante la purificacion de las alginasas de Astraea undosa,
donde las enzimas perdian su actividad al purificarlas utilizando las técnicas
cromatograficas convencionales. Debido a esto, se disefid una técnica de purificacion

cromatogréfica, en la que se utilizd a su sustrato (acido alginico) como soporte.

6.1. Preparacion del soporte para la purificacion de las alginasas de Astraea undosa.

Se prepararon perlas de alginato de sodio con diferentes concentraciones de CaCl,
(5, 10, 30, 50, 70, 100, 200, 300 y 500 mM) con un tamaiio aproximado de 5 mm (Figura
12) como se mencioné en los métodos.

Con el fin de analizar las caracteristicas de las perlas formadas se realizaron
estudios de microscopia de fuerza atomica. Para esto, se formaron peliculas de alginato de
alta viscosidad al 2.0 %, en presencia de CaCl; en concentraciones de 0, 30, 50, 70, 100,
300 y 500 mM. Las perlas formadas a una concentracion de CaCl, de 5y 10 mM no se
estudiaron ya que su consistencia era muy fragil y no servian para ser utilizadas como
soporte en una purificacion.

En el andlisis optico de la superficie de las peliculas se observa que a mayor
concentracion de CaCl; la consistencia de la pelicula es mas firme y con una textura menos
rugosa (Figura 13). Una solucién viscosa de alginato polimeriza en presencia de cationes
divalentes, lo cual puede ser explicado por el modelo de la caja de huevo, que explica que
cada ién metdlico divalente une a dos grupos carboxilicos de las moléculas de alginato
colindantes® y por ello la estructura del polimero estara ordenada de tal manera que
obtendra una forma menos rugosa. Es por ello que a mayor concentraciéon de Ca'
tendremos un gel mas fuerte, liso y con mayor firmeza, como pudimos observarlo en la

consistencia de las perlas.
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Figura 12. Perla obtenida mediante la interaccion del alginato de sodio
con CaCl,.

Figura 13. Imagenes opticas de las peliculas preparadas con alginato de

sodio de alta viscosidad al 2.0 %, con diferentes concentraciones de
CaCly: (a) 30 mM, (b) 50 mM, (c) 70 mM, (d) 100 mM, (e) 300 mM y
(f) 500 mM.
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6.2. Estudios de microscopia de fuerza atomica.

Con esta técnica se estudio la superficie de las peliculas de alginato de sodio en
presencia de diferentes concentraciones de CaCl,. En la figura 14 se muestran las imagenes
obtenidas con las peliculas de alginato de sodio sin calcio, estas presentan una superficie
porosa. Al analizar un 4rea de 1 y 5 um, se observan dos superficies con consistencia
diferente, que pueden apreciarse por la diferencia de color. Estas corresponden a los
bloques de acido gulurénico y manurénico presentes en el alginato (Figura 14 ¢ y d).

En las peliculas formadas en presencia de calcio se observa que presentan
porosidades, cuyo didmetro y altura varia con la concentracion de CaCl, utilizado. Las
peliculas en las cuales la concentracion de CaCl; es alta, presentaron una superficie menos
porosa que las de concentraciones bajas (Figuras 15, 16 y 17). Ademas se observa que
conforme aumenta la concentracion de CaCl,, la consistencia es mas dura y menos rugosa.
A bajas concentraciones del CaCly, la consistencia es mas fragil, porosa y rugosa. La
porosidad presente en este tipo de peliculas puede permitir el paso de sustancias hacia el
interior de ellas

A la fecha se han descrito propiedades importantes de este tipo de geles, tal es el
caso de la fuerza mecanica, porosidad, uniformidad de gel, biocompatibilidad e influencia
sobre células encapsuladas, estas propiedades dependen de la composicion del alginato (la
relacion entre acido manurénico y gulurénico, la frecuencia y tamafio de los bloques de
acido gulurénico, el peso molecular), la concentracion del mismo, el cation presente y del

tiempo de gelificacion. ™
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Figura 14. Imagenes de microscopia de fuerza atomica de la pelicula de
alginato de sodio al 2.0 %. En un area de: (a) 100 pm, (b) 50 pm,
(¢) 5 pmy (d) 1 pm.
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Figura 15. Imagenes de microscopia de fuerza atomica de la pelicula de
alginato de sodio al 2.0 % con 30 mM de cloruro de calcio. El éarea
observada fue de: (a) 100 pm, (b) 50 pm, (¢) 5 pmy (d) 1 pm.
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Figura 16. Imagenes de microscopia de fuerza atomica de la pelicula de
alginato de sodio al 2.0 % con 100 mM de cloruro de calcio. El area
observada fué de: (a) 100 pum, (b) 50 pum, (c) 5 pmy (d) 1 pm.
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Figura 17. Imagenes de microscopia de fuerza atomica de la pelicula de
alginato de sodio al 2.0 % con 300 mM de cloruro de calcio. El area
observada fue de: (a) 100 um, (b) 50 um, (c) 5 umy (d) 1 pm.
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Una vez preparadas y analizadas las perlas de alginato, éstas se probaron como
soporte en la purificacién de las alginasas de diferente fuente. Para dicho estudio se trabajo
con el homogenizado del hepatopancreas de dos especies de moluscos, Astraea undosa
(caracol panocha) y Haliotis rufescens (abulén rojo) como se mencioné en los métodos.

Las perlas obtenidas con concentraciones de 5 y 10 mM de CaCl, se disolvieron
con los primeros lavados con el amortiguador, sin poder probar con el extracto, por lo que
se continuo el estudio con las perlas de 30 a 500 mM de CaCl,.

Una vez adicionado el extracto a las perlas, observamos que en las concentraciones
de 30, 50 y 70 mM de CaCl,, estas se disolvian con los primeros lavados, esto debido a su
consistencia no muy fuerte y la gran porosidad que presentaban, que permitia que las
alginasas penetraran y pudiera hidrolizar de manera muy eficiente a la perla, por lo que no
fueron apropiadas para ser utilizadas como soporte ya que no se lograba eluir a la proteina
antes de que se solubilizara la perla, por lo que la proteina no sélo no se separaba sino que
se contaminaba con el alginato. A diferencia de las perlas formadas con concentraciones
bajas de CaCl,, las de mayor concentracion (100, 200, 300 y 500) fueron lo suficientemente
fuertes para servir como soporte en la purificacion.

En la Figura 18 se presenta la absorbencia a 280 nm de cada una de las fracciones
eluidas de las perlas cuando se aplico el extracto de H. rufescens, se observa una mayor
union a las perlas preparadas con 100 y 300 mM de CaCl; en donde la proteina unida pudo
eluirse con 0.5 y 1.0 M de NaCl. Un comportamiento similar ocurre con el extracto de 4.
undosa (Figura 19), donde las perlas preparadas con 100 y 300 mM de CaCl; dieron los
mejores resultados.

En las Tablas 2 a 5 se puede observar el resumen de la purificacion de las alginasas
de H.rufescens utilizando las perlas de alginato a diferentes concentraciones de CaCl,. Las
perlas que funcionaron mejor como soporte segun la actividad especifica y la purificacion
de las alginasas fueron las preparadas con 300 mM de CaCl,, La actividad especifica mas
alta se obtiene en las fracciones eluidas con 0.5 y 1M de NaCl. La fraccién obtenida
lavando con 1M de NaCl mostr6 una sola banda en geles de poliacrilamida SDS-page
comprobando asi su pureza.

En las tablas 6-9 se presenta la purificacién de las alginasas de A. undosa. En estas

se puede observar que los mejores resultados se obtuvieron con las perlas preparadas con
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100, 200 y 300 mM de CaCl,. La proteina se eluye casi por completo con 0.5 y 1 M de
NaCl. Las fracciones obtenidas con 1M de NaCl, mostraron una sola banda en geles SDS-
PAGE, por lo que se alcanzé un alto grado de pureza, mientras que en las fracciones de
0.5 M se observaron varias bandas en los geles, indicando que en ese lavado no se obtenia
pura a la enzima. Cabe sefialar que se observd que quedaba proteina con actividad
alginolitica unida a las perlas, la cual no se habia logrado despegar con los diferentes
lavados, sin embargo esta pudo separarse al inhibir la actividad de la enzima con Cu"?. Esta
inhibicién es reversible por lo que después de agregarle EDTA se recupera su actividad.
Esta enzima mostré una banda en geles de SDS-PAGE y mostro ser diferente a la eludia
con IM de NaCl

Observamos que las perlas de alginato de calcio pueden servir como soporte para
purificar alginasas de invertebrados con un alto grado de pureza, de una manera sencilla y
econdémica y que ademdas mantiene estables a las enzimas. Este habia sido un punto muy
dificil de lograr, ya que las alginasas de moluscos se inestabilizan cuando se purifican,
perdiendo su actividad en pocas horas por lo que no se habian logrado caracterizar. Con

estos resultados decidimos purificar y caracterizar a las alginasas de A. undosa.
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Figura 18. Perfil de elusion del extracto de H. rufescens de las perlas de

alginato formadas con diferentes concentraciones de CaCl,.
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Figura 19. Perfil de elusién del extracto de A. undosa de las perlas de

alginato formadas con diferentes concentraciones de CaCl,.

Tabla 2. Purificacion de las alginasas de H. rufescens, utilizando perlas de alginato

de sodio de alta viscosidad, preparadas con 100 mM de CaCl,.

Paso de Proteina total ~ Actividad especifica  Purificaciéon  Rendimiento
purificacién (mg) (U/mg) (%) (%)
Extracto crudo 6994 11 1 100
0.5 M NaCl 77.23 69.214 6.292 1.104
1.0 M NaCl 176.28 33.001 3 2.52

3.0 M NaCl 293.28 2.955 0.269 4.193




Tabla 3. Purificacion de las alginasas de H. rufescens, utilizando perlas de alginato

de sodio de alta viscosidad, preparadas con 200 mM de CaCl,

Paso de Proteina total  Actividad especifica  Purificacion Rendimiento
purificacion (mg) (U/mg) (%) (%)
Extracto crudo 6994 11 1 100
0.5 M NaCl 198.12 26.249 2.386 2.833
1.0 M NaCl 248.04 18.512 1.683 3.546
3.0 M NaCl 18.72 41.594 3.781 0.268

Tabla 4. Purificacion de las alginasas de H. rufescens, utilizando perlas de alginato

de sodio de alta viscosidad, preparadas con 300 mM de CaCl,.

Paso de Proteina total  Actividad especifica  Purificacién  Rendimiento
purificacién (mg) (U/mg) (%) (%)
Extracto crudo 6994 11 1 100
0.5 M NaCl 87.36 45.042 4.095 1.249
1.0 M NaCl 49.15 154.736 14.067 0.703
3.0 M NaCl 479.71 1.523 0.138 6.859

Tabla 5. Purificacion de las alginasas de H. rufescens, utilizando perlas de alginato

de sodio de alta viscosidad, preparadas con 500 mM de CaCl,.

Paso de Proteina total ~ Actividad especifica  Purificacion Rendimiento
purificacion (mg) (U/mg) (%) (%)
Extracto crudo 6994 11 1 100
0.5 M NaCl 60.84 51.245 4.659 0.87
1.0 M NaCl 76.44 91.509 8.319 1.093
3.0 M NaCl 14.04 7.531 0.685 0.201
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Tabla 6. Purificacion de las alginasas de Astraea undosa, utilizando perlas de alginato

de sodio de alta viscosidad, preparadas con 100 mM de CaCl,.

Paso de Proteina total ~ Actividad especifica  Purificacion Rendimiento
purificacién (mg) (U/mg) (%) (%)
Extracto crudo 6026.8 3.381 1 100
0.5 M NaCl 168.646 127.65 37.75 2.798
1.0 M NaCl 94.390 109.508 32.285 1.566
3.0 M NaCl 117.936 12.647 3.74 1.957

Tabla 7. Purificacion de las alginasas de Astraea undosa, utilizando perlas de alginato
de sodio de alta viscosidad, preparadas con 200 mM de CaCl,.

Paso de Proteina total ~ Actividad especifica Purificacion Rendimiento
purificacion (mg) (U/mg) (%) (%)
Extracto crudo 6026.8 3.381 1 100
0.5 M NaCl 166.15 119.442 35.323 2.757
1.0 M NaCl 74.11 155911 46.108 1.23
3.0 M NaCl 54.236 16.207 4.793 0.896

Tabla 8. Purificacion de las alginasas de Astraea undosa, utilizando perlas de alginato

de sodio de alta viscosidad, preparadas con 300 mM de CaCl,.

Paso de Proteina total ~ Actividad especifica  Purificacion (%)  Rendimiento
purificacién (mg) (U/mg) (%)
Extracto crudo 6026.8 3.381 1 100
0.5 M NaCl 131.83 169.378 50.91 2.187
1.0 M NaCl 47.736 92.498 27.355 0.792
3.0 M NaCl 109.2 11.238 3.324 1.812
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Tabla 9. Purificacion de las alginasas de Astraea undosa, utilizando perlas de alginato

de sodio de alta viscosidad, preparadas con 500 mM de CaCl,.

Paso de Proteina total ~ Actividad especifica Purificacién (%)  Rendimiento
purificacion (mg) (U/mg) (%)
Extracto crudo 6026.8 3.381 1 100
0.5 M NaCl 236.496 57.827 17.101 3.924
1.0 M NaCl 874.536 7.843 2319 14.511
3.0 M NaCl 3432 26.889 7.952 0.569

6.3. Purificacion de las alginasas de A. undosa

Para la purificacion de las alginasas de A. undosa se utilizaron las perlas preparadas
con 100 mM de CaCly, logrando purificar 2 alginasas (Alg [ y Alg II), con rendimientos de
0.45 y 0.19 % respectivamente (ver Tabla 10).

Tabla 10. Purificacion de las Alginasas [ y II de Astraea undosa.
Volumen Proteina Total  Actividad Especifica* Rendimiento Purificacion

Paso de
purificacién (mL) (mg) (U/mg) (%) (%)
Extracto total 250 3141.75 3.063 100 1
Purificacion
con perlas de
alginato
Algl 215 14.03 103.83 0.45 33.90
Algll 27.5 6.14 67.61 0.19 22.07

*Una unidad de actividad (U) se define como los puM de acido D-Glucurénico hidrolizados por

hora a 45 °C. La actividad especifica se define cono la actividad entre la concentracion de

proteina (U/mg).
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La alginasa II se obtuvo al eluirla de las perlas con amortiguador Tris-HCl 50 mM,
pH 8, NaCl 1 M, mientras que la Alg I se quedo unida a las perlas. Para purificar la Alg [, a
estas perlas se les adicioné amortiguador Tris y se homogenizaron, con la ayuda de un
homogenizador de tejidos Polytron PT-MR 2100 posteriormente. Las perlas
homogenizadas se centrifugaron para separar el alginato insoluble y se trabajé con el
sobrenadante, el cual fue dializado con membrana de celulosa con un tamario de poro de

6,000 a 8,000 Da para eliminar los restos de alginato de sodio soluble.
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6.4. Estudios electroforéticos

Mediante electroforesis en geles de poliacrilamida se determind el peso molecular
de las dos alginasas purificadas siendo estos de 54 y 44 kDa respectivamente. El punto
isoeléctrico de las alginasas resulté ser acido, de 5 y 4.7 para Alg | y II respectivamente
(Figura 20). Algunos valores de masa molecular y punto isoeléctrico reportados para
alginasas de diferentes fuentes son; masa molecular de 32 kDa y pl de 4.7 para las alginasas
purificadas de Alteromonas sp. cepa H-4, 32 kDa y pl de 7.5 para las purificadas de Turbo
cornutus, para las tres alginasas (ALY-I, 11 y 1II) purificadas de Sphingomonas sp, se tienen
los siguientes valores, masa molecular de 60, 25 y 38 kDa y pl de 9.03, 6.82 y 10.16

: 7
respec tlvamente.("

pl

8.65
8.45
8.15
7.35
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Figura 20. A) SDS-PAGE de las alginasas purificadas, B) Enfoque
isoeléctrico. El carril 4 corresponde a los estandares de masa molecular
y punto isoeléctrico conocidos. Los carriles 2 contienen Alg 1, y los

carriles 3 contienen Alg II.
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6.5. Efecto del pH y la temperatura en la actividad de las alginasas de A. undosa

Al estudiar el efecto del pH y temperatura en la actividad de las alginasas purificadas, se
observo que el pH optimo para las dos enzimas es de ocho. En los valores entre 4 y 5 se
observa disminucion en la actividad de ambas enzimas, debido a que el pl estd cercano a
esos valores y por lo tanto la proteinas adquieren una carga de cero y tiende a precipitar
(Figura 21). Los valores optimos de pH reportados, para diferentes alginasas, varia
dependiendo de la fuente, algunos de estos valores son; pH de 7.0-8.0 para las alginasas
obtenidas de  P. citrea KMM 3297, pH de 6.9-7.3 para las obtenidas de Azotobacter
vinelandii’, pH 8.0 para las enzimas Al [ y Al II de Sphingomonas sp cepa Al.” Las
alginasas obtenidas de fuentes marinas tienen oOptimos de 7.5 en elalga Pelvetia

canaliculata® y pH 6.0 para el invertebrado Spisula solidisima.®
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Figura 21. Efecto del pH en la actividad de la Alg I y Alg II.
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La tempertura optima de actividad de Alg I y II fue de 30 °C (Figura 22). Cabe
sefialar que en ambas enzimas, se observé un segundo pico de actividad a 45 °C, pero con
un valor menor que a 30 °C.

Se han reportado distintos valores de temperatura Optima para alginasas purificadas
de distintas fuentes. Para alginasas obtenidas de bacterias son; de 35-45 °C para las enzimas
alginoliticas obtenidas de P. citrea KMM 3297%, es a temperatura ambiente para las
enzimas obtenidas de Azotobacter vinelandii,’ 45 °C y 70 °C para la enzima Al 1y Al II
respectivamente, obtenidas de Sphingomonas sp cepa Al.

Para la alginasa obtenida de la alga Pelvetia canaliculata® 1a temperatura 6ptima de

actividad es de 30 °C y para invertebrados marinos el valor es de 37 °C (Spisula

solidisima®).
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Figura 22. Efecto de la temperatura en la actividad de la Alg I y Alg II.
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6.6. Especificidad

Para conocer el tipo de bloque degradado (manurdnico o gulurénico) por Alg I y
Alg II, se emplearon en la prueba de actividad dos tipos de alginatos, el alginato de alta
viscosidad que contiene bloques gulurénicos en mayor proporcion y alginato de baja
viscosidad con mayor proporcion de bloques manurénicos. En las pruebas realizadas se
observo que tanto Alg I como Alg Il degradan ambos tipos de alginatos (Figura 23). Este
tipo de enzimas a diferencia de las obtenidas de bacterias no pueden degradar los alginatos

acetilados.
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Figura 23. Actividad de Alg [ y Alg II sobre alginato con diferente
composicion de bloques G y M. En el alginato de alta viscosidad
predominan los bloques gulurénicos, mientras que en el de baja

viscosidad predominan los manurdnicos.
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6.7. Efecto de aditivos

Si a un sistema enzimatico se afiaden sustancias que impiden la realizacion de la
actividad de la enzima, se dice que el sistema ha sido inhibido, y la sustancia usada con
estos fines se denomina inhibidor. Algunas veces, ciertos aditivos dan lugar a incrementos
en la actividad enzimética.

En nuestro estudio utilizamos los aditivos que cominmente tienen algin efecto en la
actividad de diversas enzimas (Tabla 1). En la Figura 24 se puede observar que el mercurio,
el cobre y el hierro inhiben por completo la actividad de Alg I, mientras que el calcio la

incrementa. El litio, bario y aluminio, inhiben la actividad de Alg I hasta cerca de un tercio.
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Figura 24. Efecto diferentes aditivos en la actividad de la Alg 1.

En la Figura 25 se puede observar que Alg II es inhibida por completo con
mercurio, cobre, hierro y bario. El manganeso, litio y aluminio, disminuyen notablemente

su actividad, mientras que el magnesio y el calcio la incrementan.
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Figura 25. Efecto de diferentes aditivos en la actividad de la Alg II.

En las mediciones de actividad, en la prueba blanco (enzima + amortiguador) se
observo un alto contenido de azucares reductores, por lo que nos dimos cuenta que ain
existia un elevado contenido de alginato en solucion, procedente de la purificacién. Para
eliminarlo y evitar interferencia en los estudios con los aditivos, se filtraron
exhaustivamente las muestras con un equipo de ultrafiltracion (AMICON). Una vez
eliminado el alginato se repitieron las pruebas de actividad en presencia de los diferentes
aditivos y se observo un cambio notable en la actividad con ciertos aditivos.

En la inhibicion de la Alg I por mercurio, se observaron efectos similares antes y
después de la ultrafiltracion, el bario y el manganeso que antes no habian inhibido la
actividad de esta enzima, después de eliminar por completo el alginato, la inhibieron en su
totalidad. Es probable que el alginato estuviera captando estos iones y por esto no permitia
que interaccionaran con la enzima, por lo que una vez que el alginato se elimino, estos
iones pudieron unirse a la enzima e inhibir su actividad. El hierro que antes habia inhibido
su actividad, después de dializar la muestra no s6lo no la inhibid, sino que incrementé su
actividad aproximadamente 3 veces, por lo que el hierro es un promotor de la actividad para
la Alg I. Esto nos indica que el hierro no es un inhibidor. Ademas el calcio, aluminio y zinc

disminuyeron la actividad casi a la mitad (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de los aditivos en la actividad de Alg I después de

eliminar los residuos de alginato.

Por otro lado, Alg Il mostré un incremento en su actividad de hasta 3 veces en
presencia de magnesio y zinc, mientras que fue inhibida por completo con calcio, cobre,

mercurio, bario y aluminio (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de diferentes aditivos en la actividad de Alg 11 después

de dializar la muestra para eliminar el alginat

53



La inhibicion de la actividad de la Alg II por presencia de cobre a una concentracion
de 10 mM, resulto ser reversible, ya que al adicionarle a la muestra EDTA en una
concentracion de 40 mM se recuperd su actividad en un 80 % (Figura 28), por lo que se
puede utilizar el cobre para despegar a las alginasas que se quedan unidas a las perlas de
alginato. En el caso del bario no se pudo probar si la inhibicién era irreversible, ya que se
formaba una pelicula viscosa en el medio de reaccion, producto de la gelificacion del
alginato. En el caso del mercurio resulté ser un agente muy agresivo con las proteinas

provocando su precipitacién, por lo que la inhibicion resulté irreversible.
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Figura 28. Recuperacion de la actividad de Alg II al adicionar a la

mezcla de reaccion EDTA.
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6.8. Comportamiento en solucion y conducta de agregacion (DLS)

Por medio de estudios de dispersién dindmica de luz (DLS), se observo el efecto de
la temperatura en la agregacion de ambas alginasas, mediante el seguimiento de los
cambios en su masa molecular y polidispersidad. En las Figura 29 y 30 se observa que
conforme aumenta la temperatura también aumenta la agregacion de las alginasas y su
polidispersidad, obteniendo los valores mas bajos entre 5 y 15 °C.

Se puede observar que a 30 °C, que es donde se encuentra la mayor actividad de la
Alg I, su masa molecular es de alrededor de 20,000 kDa, con una polidispersidad cercana a
30 nm (Figura 29). A 45 °C, temperatura en la que se realizaron las pruebas de actividad se

presenta una masa molecular cercana a 25,000 kDa y una polidispersidad de 35 nm.
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Figura 29. Efecto de la temperatura en el estado de agregacion y
polidispersidad de Alg I.

Alg II presenta un comportamiento similar, pero la polidispersidad es menor. Esto
nos indica que las alginasas son activas aun cuando forman agregados muy grandes.
Recientemente se han reportado algunos estudios donde se menciona que los fenémenos de
oligomerizacion de las enzimas pueden constituir un mecanismo de regulaciéon de la

actividad.”* Esto también puede deberse a que su sustrato es un polimero que llega a
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formar una estructura muy larga y por lo tanto el sitio catalitico también debe ser muy
grande, lo que se puede conseguir por la unidn de varios monomeros de la enzima. Este
comportamiento también se ha explicado por medio de la teoria del agrupamiento
molecular en donde al oligomerizar las moléculas éstas proporcionan una mayor estabilidad
al algregado, y también se regula la actividad, por medio de mecanismos de plegamiento y
desplegamiento, ya que al abrirse la molécula deja expuesta los sitios cataliticos, para que
se lleve a cabo la actividad.**’

Con el fin de establecer las condiciones en que las enzimas se encontraban
monodispersas se probd el efecto del polietilenglicol 4000 (PEG-4000), obteniéndose
agregados con masa molecular mayores a los de la muestra sin aditivo, pero con una menor
polidispersidad. En estudios donde se ha analizado el efecto de polioles sobre la estabilidad
de las proteinas, se ha encontrado que estos tienen un efecto deshidratador, ya que eliminan
el agua presente en el interior de la proteina, produciendo cambios en las propiedades

NN B 5 v o 4B-4
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Figura 30. Efecto de la temperatura en el estado de agregacién y
polidispersidad de Alg II.
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6.9. Estudios de dicroismo circular (DC)

Se determiné la estructura secundaria de las dos alginasas purificadas utilizando
técnicas de dicroismo circular. En la Tabla 11 se puede observar que el contenido de
estructura secundaria es semejante en ambas alginasas, predominando la hoja beta, sin
embargo el espectro obtenido (Figura 23) muestra claramente que ambas proteinas tienen
una conformacién diferente. Los valores obtenidos en cada uno de los espectros son:
minimo a 222 nm y un méximo a 249 nm para Alg I, dos minimos 205 y 221 nm y un
maximo a 248 nm para Alg II. Sin embargo lo interesante de los espectros obtenidos es la
sefial que se presenta después de la longitud de 240 nm, ya que los espectros reportados a la
fecha no la presentan por lo que los programas de desconvolucién de los datos no la
consideran para determinar el tipo de estructura. Dicha seiial puede deberse a la presencia
de puentes disulfuro o iones sulfato, como también puede ser debido a residuos
aromaticos®’, los cuales deberian estar en gran cantidad para mostrar dicha sefial. Por lo
cual la desconvolucion de los datos se realizé de dos formas, una con los valores de
longitud de onda que van de 200 a 228 nm, intervalo en el cual se presenta la sefial negativa
y otra, tomando en cuenta todos los valores, intervalo que comprende las longitudes de
onda que van de 200 a 260 nm, en este caso los programas de desconvolucién no
consideran la seiial presente en la longitud que va de 238 a 260 nm, sin embargo la
estructura que predomina es la de hojas beta. Actualmente de cinco estructuras cristalinas
de alginasas que han sido reportadas, en dos de ellas predomina la estructura de hélice alfa,
y en las tres restantes predomina la estructura de hoja beta. En el caso de las alginasas en
que predomina la estructura de hélices alfa (49.0 %), se ha reportado que tienen preferencia
por hidrolizar los bloques poli(-D-manuronato) y aquellas alginasas en las que predomina
la estructura de hojas beta (52.9 %), hidrolizan preferentemente los bloques poli(a-L-

guluronato).’'
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Figura 31. Espectros de dicroismo circular en la region del ultravioleta

lejano de las alginasas de A. undosa.

Tabla 11. Datos experimentales para la contribucidn de estructuras secundarias
a la curva de DC de las alginasas Alg [ y Alg II considerando diferentes

intervalos de longitudes de onda.

Muestra A (nm) Hélice a Hoja B Otros
Algl 200-238 0.04 0.48 0.48
Alg Il 200-238 0.08 0.44 0.48
Algl 200-260 0.05 047 0.48
Alg I 200-260 0.16 0.33 0.51
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6.10. Cristalizacién de las alginasas purificadas.

Se colocaron pruebas de cristalizacién de las alginasas purificadas, con la técnica de
gota suspendida y probando diferentes condiciones, como se menciona en el apartado 5.9.8,
obteniéndose cristales de Alg I y II. Los cristales se obtuvieron utilizando el kit I y II para
cristalizacién de HAMPTON. Las soluciones en las cuales se obtuvieron cristales de Alg I
fueron la 3 del kit I, que contiene fosfato de amonio 0.4 M; la 21 del kit II que contiene
fosfato de sodio/potasio 0.2 M, MES 0.1 M pH 6.5 y cloruro de sodio 2.0 M; la 22 del kit II
que contiene MES 0.1 M pH 6.5 y PEG 20,000 al 12 %. La Alg II se obtuvo en la solucién
42 del kit II que contiene sulfato de amonio 1.5 M, Tris 0.1 M pH 8.5 y glicerol al 12 %.

En la mayoria de las condiciones probadas, se observaron agregados cristalinos, los
cuales no alcanzaban a formar cristales, esto debido a que la saturacién se alcanzaba muy
rapidamente y no era posible lograr un arreglo ordenado que permitiera la formacién de
cristales. Los cristales de Alg I, ya tienen las condiciones de tamafio apropiadas para ser
difractados.

Figura 32. Cristal de Alg I, obtenido con fosfato de amonio 0.4 M

59



Figura 33. Cristal de Alg I, obtenido con NaCl 2.0 M, MES 0.1 M
pH 6.5, fosfato de sodio y potasio 0.2 M.

Figura 34. Cristal de Alg I obtenido con PEG 20,000 al 12 %,
MES 0.1 M pH 6.5.
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Figura 35. Cristales de Alg II obtenidos con Sulfato de amonio 1.5 M,
Tris 0.1 M pH 8.5 y glicerol al 12 %.
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7. CONCLUSIONES

Con el estudio realizado se puede concluir que la Astraea undosa posé las alginasas
necesarias para lograr la degradacion del alginato' presente en las algas cafés, que
constituyen su principal fuente de alimentacion.

Se disefi6 una técnica que emplea las propiedades de polimerizar del alginato en
presencia de cationes divalentes, para poder construir un soporte que sirviera como matriz
de afinidad y asi lograr la purificacion de este tipo de enzimas que no se habian logrado
debido a los fuertes fenémenos de agregacion que sufren y que las llevan a la inactivacién.
Observamos que las perlas que contenian 100, 200 y 300 mM de CaCl, fueron las mas
apropiados para la purificacion de las alginasas.

Se aislé y se purificé a dos alginasas (Alg I y Alg II), las cuales fueron
caracterizadas bioquimicamente, determinando peso molecular, punto isoeléctrico,
especificidad y 6ptimos de pH y temperatura, encontrando las condiciones de estabilidad de
las mismas.

Por técnicas de dispersion dindmica de luz observamos que estas enzimas tienden a
agregarse fuertemente, quizds como un mecanismo de regulacién de la actividad de las
mismas, ya que en forma agregada son mas activas, fendmeno que se ha reportado en
enzimas que forman parte de sistemas multienzimaticos.

Por medio de técnicas de dicroismo circular encontramos que estas enzimas tienen
una estructura secundaria en la que predomina la hoja beta, ademas presentan un espectro
atipico con una sefial positiva en la longitud que va de 240 a 260 nm que pudiera indicarnos
altos contenidos de puentes disulfuro y/o aminoacidos aromaticos.

Se encontraron las condiciones optimas de cristalizacion para las alginasas Alg [ y
Alg I, algunos de ellos ya son apropiados para estudios de difraccion de rayos X y asi
obtener su estructura tridimensional.

En general, el estudio de este tipo de enzimas, provenientes de invertebrados
marinos es muy escaso, debido a las dificultades en su purificacién y mantenimiento de su
estabilidad. Aqui diseflamos un método sencillo rapido y econdémico para purificar este tipo

de enzimas tan complicadas, logrando mantener su estabilidad para lograr caracterizarlas.
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Esto nos permitird conocer mas acerca te este tipo de enzimas y poder establecer
relaciones de estructura-funcion, sobre todo tratdndose de organismos poco evolucionados,
por lo que ademds se podran realizar estudios de evolucién de proteinas. Aportamos
ademas las herramientas y condiciones necesarias para poder realizar estudios de difraccion
de rayos X que nos permitiran conocer su estructura tridimensional y asi explicar como

funcionan estos agregados macromoleculares en la hidrélisis del alginato.

8. PERSPECTIVAS

Con el trabajo realizado se caracterizaron dos alginasas presentes en 4. undosa, sin
embargo no se cuenta ain con todo su conocimiento, por lo que es preciso seguir
estudiando dichas enzimas.

Para ello se debe partir del conocimiento que se tiene de ellas, por ejemplo, que una
vez encontradas las condiciones en las que cristalizaron estas alginasas, se pueden
modificar dichas condiciones para obtener mejores y cristales mas grandes, para asi realizar
su estudio cristalografico, con el que se permitira conocer su estructura, asi como el sitio
catalitico y entender mas de la forma de accién de estas alginasas. También se pueden
seguir con otro tipo de estudio, tal es el caso de la calorimetria, en el que se puede conocer
el comportamiento de dichas enzimas en presencia de su sustrato. Realizar estudios de
estructura-funciéon y de evolucién de proteinas. Todo esto con el fin de proporcionar el

mayor conocimiento de estas enzimas.
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