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TUDIOS SOBRE
[OVILIZACION DE UREASA

MIRABELLA, ANA YEMINI,
ICISCQO BATISTA*

. reportado la inmovilizacién de ureasa por métodos que
cran la formacién de enlaces covalentes, como son los
S por intercambio tiol-disulfuro [2] y por reaccién con

CNBr [1], que involucra grupos SH y NH, de la enzima
vamente.

nuestro laboratorio se logré inmovilizar ureasa por dos
ogias diferentes que involucran otras propiedades de la

logré inmovilizar ureasa por cromatografia de interaccién
bica sobre octil agarosa y se constaté conservacién de la
ad enzimatica.

bién se logré inmovilizar ureasa en geles de poliacrilami-
1solubilizando la matriz en presencia de la enzima.

Prepararon ureasa inmovilizada por intercambio tiol-disul-
Por reaccién con agarosa-CNBr. ;

realiz6 el estudio comparativo de la estabilidad a la tempe-

~de la enzima en solucién y los cuatro derivados insolu-
dtenidos en nuestro laboratorio.

én se estudio el efecto del dodecilsulfato de sodio.

immobilization of urease by methods that involve the
on of covalent bonds is known. They include thiol-di-sul-
change [2], and reaction with agarose-CNBr [1]; these
lve the SH and NH, groups in the enzyme.

ra de Bioguimica, Facultad de Quimica.
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We have succeded in immobilizing the enzyme by two other
methods related to different properties in the enzyme:

-a. - by hidrophobic interaction chromatography on octil-agaro-
se, with conservation of enzymatic activity;
b. - by retention in matrixes of polyacrilamide gels.

The thermal stability of solutions of urease was compared
against the four insoluble derivatives. The effect of sodium
dodecylsulphate was also studied. :

INTRODUCCION

La ureasa (urea amidohidrolasa, enzima 3.5.1.5) es una protei-
na de elevado peso molecular, 485000 segtin Fishbein y col. [4],
que posee estructura cuaternaria.

Se destaca por su elevado contenido de residuos cisteina,
entre 64 y 82 grupos tiol titulables, aunque sélo unos pocos de
ellos son ficilmente reactivos segin Carlsson y col. [2].

La molécula presenta zonas hidrofébicas que han sido demos-

tradas por titulacién con 2-p-toluidinilnaftalensulfonato de pota-
sio [7, 9].

En nuestro laboratorio, se logré inmovilizar ureasa en base a
sus zonas hidrofébicas (inmovilizacién por octil agarosa) y a su
elevado peso molecular (entrampe en poliacrilamida)

Se compararon estos derivados insolubles con los obtenidos
por dos métodos ya reportados que se basan en otras propieda-
des (presencia de grupos SH y NH,).

Estos dltimos derivados insolubles de ureasa, se obtuvieron
por intercambio tiol disulfuro sobre agarosa tiol activada [2] y
por reaccion de grupos amino primarios con agarosa-CNBr [1].

El mecanismo de inmovilizacién en geles de poliacrilamida es
una retencién fisica de la ureasa en una red insoluble, a través

de la cual puede difundir libremente el sustrato de bajo peso
-molecular.

En los otros tres métodos de inmovilizacién hay una interac-
cién quimica, entre la enzima y las matuices modificadas.

DIOS SOBRE LA INMOVILIZACION DE LA UREASA 203

realizé un estudio comparativo entre la enzima en solucién
- derivados insolubles, comprobandose una correlacién entre
umento de estabilidad y el método de inmovilizacién.

5 ;

iales y Métodos

activos

harose 6B (agarosa), Sepharose-CNBr (agarosa-CNBr) y S?'
'se tiol activada (agarosa-tiol activada) fueron de Pharmacia
> Chemicals; acrilamida, N,N° -metilenbisacrilamida y
N’ -tetrametiletilendiamina (TEMED) de Eastman Chem.
‘epiclorhidrina, bromuro de octilo y 2,2” dipiridildisulfuro
de Fluka, y riboflavina de Sigma Chemical Company.

dos los demas productos fueron de grado reactivo.
erminaciéon de proteinas.

eron determinadas espectrofotométricamente midiendo la
orbancia a 280 nm con celdas de cuarzo de 1 cm.

a solucién proteica con una lectura a 280 nm de 1,000 se
inié que posefa una concentraciéon de 1 UA/ml.

Determinacién de actividad uredsica

ensayo la actividad uredsica por incubacién con urea 0.2M
buffer fosfato (sédico o potasico), pH 7.2 durante un tiempo
uado, determindndose el amoniaco formado (por la hidréli-
e la urea) colorimétricamente por métodos de Nessler o
thelot. '

defini6 la actividad ureasica como la absorbancia medida
nm (método de Nessler) o 655 nm (método de Berthelot).

’ara la enzima inmovilizada, se realizaron tomas mediante
etas automaticas (Centaur), de 0.5 y 1.0 ml de suspensién de
eles respectivos, mantenidos bajo agitacién por medio de
agitador magnético (Micro V Stirrer) a 800 rpm.

s alicuotas fueron transferidas a tubos de ensayo, realizan-
€ la determinacion de la actividad uressica ligada a dichos
€S,

te experimental
‘reparacion del extracto

€ realiz6 extraccién de ureasa de Jack Bean meal segin
do de Carlsson et al. [3], modificado.
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Se mezclaron 12 g. de harina con 60 ml de buffer tris 0.1M
pH 7.2, 1 mM en EDTA, 36% en etanol, y se incubaron con
agitacion esporadica a 300 C durante 30 minutos. Se filtré por
Buchner y se ajusto el pH a 7.2 con Na OH 1IN. El extracto fue
diluido con buffer de modo de ajustar el grado alcohélico a
95%, y centrifugado a 5.000 rpm por 30 minutos.

Este extracto fue usado directamente para la inmovilizacién
de ureasa por intercambio tiol-disulfuro (agarosa tiol activada), o
sometido a cambio de buffer por ultrafiltracién. Para realizar
dicho cambio de buffer, el extracto original fue concentrado
hasta 10 ml mediante ultrafiltro Amicon de 50 ml de capacidad,
con membrana XM100, y diluido hasta 50 ml con buffer fosfato
potisico pH 7.2 1 mM en EDTA (0.1 6 1 M segin el caso) El
procedimiento fue repetido varias veces.

Este extracto en buffer fosfato fue usado para entrampe en
geles de poliacrilamida, inmovilizacién en agarosa-CNBr y cro-
matografia de interaccion hidrofébica. -

Inmovilizaciéon
a) Entrampe en geles de poliacrilamida. [5], [8].

En columna de 10 x 180 mm, tapada en un extremo, se€
agregan 10 ml de extracto de ureasa, en buffer fosfato potasico
01 MpH 72y 1mM en EDTA; 0.475 g. de acrilamida; 0.025
g. de metilenbisacrilamida.

Se desaerea, se agrega 0.2 ml de riboflavina (5 mg % en agua)
y una gota de Temed. Se dejo gelificar durante una hora, con
exposicion a luz fluorescente.

El gel fue removido, pasado por tamiz de malla 0.63 mm y lavado
repetidas veces en tubos de centrifuga con buffer hasta que
dichos lavados daban negativo el ensayo de actividad uredsica
(tiempo de reaccion 30 minutos). En general, cinco 0 seis
lavados fueron suficientes. Se determiné entonces la actividad
uredsica entrampada en las particulas de poliacrilamida, trans-
firiendo alicuotas de 1.0 ml de suspension a tubos de ensa-
yo e incubando con 2.0 ml de urea 0.2M en buffer indicado
arriba.

Se determiné el amonifaco formado por método de Nessler o
Berthelot (este altimo método se usd de preferencia en vez de
Nessler durante los lavados, ya que los monémeros libres inter-
ferian con la reaccién de este dltimo).

b) Por cromatografia de interaccién hidrofébica.
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aracién de la matriz. Se traté Sepharose 6B con epiclor-
na en Na OH diluida, de acuerdo al método de Porath, a
fectos de aumentar el entrecruzamiento del gel y asi hacer-
resistente a tratamientos a altas temperaturas y a pH muy
alinos.

#inalmente la E.C. Sepharose es alquilada con bromuro de
tilo, a 95° C y pH 13, por tratamiento prolongado y bajo

gica agitacion para evitar la separacién de fases.

gel de octil agarosa asi preparado fue entonces lavado con
so de buffer fosfato potisico 0.1 M pH 7.2 y luego empa-
tado en columna (10 x 80 mm) y equilibrado con el mismo

er pero 1M.

extracto de ureasa en buffer fosfato potdsico IM pH 79,
bombeado a través del gel (equilibrado y empaquetado
o se indic6 anteriormente) mediante bomba peristiltica P-
armacia) a una velocidad de 20 ml por hora.

El contenido en proteinas de los eluidos fue registrado me-
te espectrofotometro Beckman 25 equipado con celda de
a 280 nm.

; eluidos se recogieron en fracciones de 3 ml mediante
: ctor de fracciones SMI, determinindose la actividad ured-
en los mismos.

: lf'etencién de actividad era de un 70%, no llegindose a
turar el gel luego del pasaje de 50 ml de extracto.

El gel fue lavado entonces con buffer fosfato potisico 1M, pH

_jhasta que la absorbancia a 280 nm fue nula, removido de la

umna, suspendido en el mismo buffer (30 ml), mediante
cién por rotacién durante dos horas.

S..ﬂbrsa este gel se hicieron ensayos de actividad uredsica, como
dico anteriormente.

constatq la presencia de enzima activada ligada al gel asi
ausencia de la misma en el sobrenadante.

Por intercambio tiol-disulfuro

eparacion del gel: se regeneré la Sepharosa tiol activada
en experimentos anteriores), a partir de glutation-agaro-
- f:lcu_erdo al método de Carlsson et al. [1], por activacién
2" dipiridil-disulfuro en buffer tris 0.1M, pH 7.2.
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- gSTUDIOS

El derivado PDS-agarosa asi obtenido fue lavado y equilibra-
do con buffer tris 0.1M, pH 7.2., 1 mM en EDTA.

Se empaqueté el gel en columna (10 x 80 mm) y se aplica-
ron 15 ml de extracto en el mismo buffer con una velocidad de
flujo de 20 ml/h, controlindose en los eluidos: actividad uredsi-
ca, Azeu v A343 (liberacién de tiopiridona).

Se lavé con el buffer antes indicado hasta que la A,, fue
nula, y se ensayd actividad uredsica sobre el gel previamente
removido de la columna y suspendido por agitacién magnética.

Se comprob6 la presencia de una buena actividad uredsica
ligada al gel.

d) Por reaccién con agarosa-CNBr.

Se trabajo con dos gramos de agarosa-CNBr, que previo trata-
miento con icido clorhidrico 1 mM, se sometieron a un rdpido
lavado con buffer de acoplamiento (fosfato de potasio, 0,1 M,
pH 8, 0,5 M en Na Cl). Los lavados se hicieron en placa porosa.

Inmediatamente se agregaron unos 20 ml de extracto diluido
al cuarto en el buffer de acoplamiento. Se dejé la mezcla de
proteina-gel, en agitacion a temperatura ambiente durante vein-
ticuatro horas. Se filtr6, y se lavé el gel-ureasa, en placa de
vidrio, con el mismo buffer.

Se determiné en el filtrado y lavados, A,,, y actividad uredsica
por Nessler, siendo esta dltima no significativa.

El porcentaje de pegado fue de un 80%.

Se bloquearon, posteriormente, los grupos activos residuales
de la matriz con buffer tris, pH 8, 0.1 M durante veinticuatro
horas a temperatura ambiente.

Se lavé el gel con buffer de actividad (fosfato sédico 0.02 M,
pH 7,2) hasta absorbancia nula a 280 nm.

El gel-ureasa qued6é suspendido en una vez y media su
volumen, en buffer de actividad. Sobre esta suspensioén se reali-
zaron los ensayos de actividad uredsica, constatindose la pre-
sencia de enzima activa.

Estudins de estabilidad
a) Efecto de la temperatura.

Se determiné la actividad uredsica para la enzima en solucién
e inmovilizada en los cuatro geles con y sin tratamiento térmico.
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o la exposicion del extracto y los geles a

e consistio e
et as durante nna hora.

distintas temperatur t
i disminucién importante

experimento sé observd una nte

- eSte;fidaI(:l uredsica a partir de los 65° C, lo cual determiné

[ 750 C, como temperatura del ensayo compa-

que se eligiese
rativo.

A los efectos de probar el posible efecto protector de los geles
obre la ureasa, s€ incubaron fracciones de l.F) ml de suspecrll-
:iohes adecuadas de cada gel portando la enzima, en tuboli e

sayo tapados en baio de agua a 75° C durante una hora.
iil;ego fueron ripidamente enfriados a temperatura ambiente y
se determind la actividad uredsica (para cada tipo de' ge{li y pzira
la enzima en solucién) por quintuplicado y promediando valo-
res. Tiempo de reaccion: veinte minutos.

Se determino paralelamente la actividad para los geles sin
calentamiento.

Los resultados se resumen en la tabla L. _

Se realizo un experimento complementario para los ‘%ﬁlﬂei' l;ie
ureasa-poliacrilamida, a los efectos de COIItI'Ol&l" la»poslP e li 1{13—
racién de enzima por efecto del tratamiento térmico. *ara ledo
se incubaron en tubos de centrifuga, alicuotas de 3.0 '171%0 Ce
suspension de ureasa-poliacrilamida, durante una hora a i ,
se enfriaron ripidamente a temperatura ambiente y se cent ifu-
garon a 5.000 rpm durante diez minutos.

En el sobrenadante se busco actividad uredsica, en las mismas
condiciones que para el gel.

Se comprobo ausencia de actividad, pr.obando asi que el
efecto medido era sobre la enzima inmovilizada.

b) Efecto del SDS al 0.5 %.

Se usé una solucién de dodecilsulfato de sodio (SDS? alf“l%i
en buffer fosfato sédico 0.02 M pH 7.9. La concentracion fina
de SDS en el tubo de incubacién fue de 0.5 %.

El extracto enzimatico fue diluido vveinticmco veces e(r)l Sl)uﬂier
fosfato potasico 0.1 M. pH 7.2 tomandose alicuotas de 0.0 m!.

Se ensay6 el efecto del SDS por incubacién del mismo con el
extracto y los geles, a distintos tiempos.

. 5 n
A partir de los resultados obtenidos se  concluyd gue 1
periodo de una hora era adecuado para el ensayo.
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Se tomaron seis fracciones de cada gel de 0.5 ml (bajo agita-
cién con Micro V Stirrer aproximadamente 800 rpm) con pipeta
automdtica. A tres de las fracciones se les agregé 0.5 ml de
buffer fosfato sédico pH 7.2, 0.02 M y a las otras tres, 0.5 ml de
SDS al 1%. Se incub6 durante una hora. ;

A cada tubo se le agreg6 entonces dos ml de urea 0.2 M en
buffer fosfato sédico 0.02 M, pH 7.2.

Se dejé reaccionar durante 30 minutos y se nesslerizo.
Los resultados se resumen en la tabla II.

Se verific6 que el tratamiento con SDS no liberaba enzima
ligada al gel hidrofébico, incubando durante una hora tres ali-
cuotas de la suspensién del gel con volimenes iguales de SDS
al 1% en buffer fosfato sédico pH 7.2, 0.02 M. Los incubados
fueron centrifugados y se ensayé actividad uredsica en los SO-
brenadantes libres de gel. No se encontré ureasa activa en
dichos sobrenadantes.

Resultados y discusién

Los derivados insolubles de la ureasa obtenidos por los cuatro
métodos mencionados presentan diferencias en el comportamien-
to frente a la temperatura v al efecto del SDS.

De los resultados expuestos en la Tabla 1, se pone de mani-
fiesto, una mayor estabilidad de la ureasa inmovilizada compa-
rada con la enzima en solucién.

El efecto estabilizante tiene distinta magnitud segin el méto-
do de inmovilizacién utilizado.

Estos resultados estin relacionados con la distinta naturaleza y
magnitud de las interacciones involucradas en cada uno de los
métodos.

En la inmovilizacién por entrampe en geles de poliacrilamida,
la enzima esti retenida fisicamente en una red tridimensional
insoluble, que favorece el mantenimiento de los cuatro niveles
de organizacién de la molécula enzimstica.

En los otros tres métodos de inmovilizacién, hay una interac-
cion quimica directa de la matriz con la enzima, de distinta
naturaleza en cada caso: enlaces imidocarbamato, disulfuro y por
interaccion hidrofébica.
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En la inmovilizacién por intercambio tiol disulfuro, la enzima
estaria unida a la matriz por una sola subunidad, a través de

grupos disulfuro [2], quedando entonces la enzima relativamente
libre (sus otras tres subunidades).

En la inmovilizacién por reaccién con agarosa-CNBr, la enzi-
‘ma se une a la matriz activada por multiples enlace_s involucran-
do grupos amino primarios (del extremo NH, te@:nal ¥ de las
cadenas laterales bdsicas). La enzima queda asi unida a la
matriz por un mayor nimero de enlaces que en otros métodos.

" En la inmovilizacién por interaccion hidrofobica, las cadenas
hidrofébicas del gel se unen a regiones de ese mismo caricter
de la molécula enzimdtica, formando un complejo estable inso-
luble, por multiples uniones hidrofébicas.

La necesidad de estas uniones multiples para inmovilizar por
el mecanismo de interaccién hidrofébica ha sido reportado por
Hjertén y col. [6; 10] en estudios realizados con polipéptidos
hidrofébicos.

Los datos de la Tabla I, muestran que la octil agarosa-ureasa
es el derivado mis estable al tratamiento térmico, siguiéndole el
derivado ureasa-agarosa.

La poliacrilamida presenta cierto efecto protector, aunque me-
nor que los geles mencionados arriba, mientras que el derivado
ureasa-agarosa tiol activada es el mas susceptible a la accién de
la temperatura.

Se esperaba que la red de poliacrilamida al atrapar la enzima
ejerciera un mayor efecto protector sobre la misma, al preservar
su estructura cuaternaria frente a la accion de fuerzas distorcio-
nantes. Sin embargo la Tabla II muestra que la poliacrilami-
da-ureasa es mas sensible al SDS al 0.5% que la propia enzima
libre.

Pensamos que esta sensibilizacién de la ureasa podria deberse
a una distorcién parcial por efecto de la red,

La Tabla II también muestra que el derivado de octil agaro-
Sa-ureasa es el m4s resistente frente a la accién disociante del

SDS.

Una posible explicacién seria que el gel ocupa sitios hidrofs-,
bicos de 1a enzima, sin afectar la actividad; al agregar el SDS,
se establece una competencia por tales sitios. El complejo for-
mado por el gel hidrofilico-ligando hidrofébico y la enzima es
mds estable que el complejo enzima-SDS, y asi permite la
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retensién de un considerable porcentaje de actividad. En efecto,
los experimentos demostraron que con una incubacién con SDS
al 0.5% durante una hora, la actividad enzimdtica aparece ligada
al gel y se conserva en un 94%.

La Tabla II también muestra que en forma similar a la
Tabla 1, el derivado ureasa-agarosa le sigue en estabilidad al
derivado anteriormente mencionado, siendo la estabilidad del
derivado ureasa-agarosa tiol activada menor atn.

De los resultados obtenidos, nosotros concluimos que aquellos
derivados insolubles de ureasa que involucran mayor nimero de
enlaces (ureasa-octil agarosa y ureasa-agarosa), son los que pre-
sentan mayor estabilidad frente a agentes desnaturalizantes co-
mo la temperatura y el lauril sulfato de sodio.

TABLA I

Efecto de la temperatura sobre la actividad ureasica

Fraccion: Actividad ureasica % pérdida

(Enzima en) de activ.
Sin calentar Calent. 75° C

Solucion 0.462 0.082 82

Poliacrilamida 0.260 0.093 64

Octil agarosa 0.644 0.369 44

Agarosa Tiol

activada 0.488 0.128 74

Agarosa-CNBr 0.144 0.071 51

Se incubaron fracciones de 1.0 ml de suspensiones adecuadas
de cada gel portando la enzima, en tubos de ensayo tapados en
bafio de agua a 75° C durante una hora. Luego fueron rdpida-
mente enfriados a temperatura ambiente y se determiné la
actividad uredsica (para cada tipo de gel y para la enzima en
solucién), por quintuplicado y promediindose estos valores.

Se determiné paralelamente la actividad

para los geles sin
calentar, :
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TABLA II

lecto del SDS sobre la actividad ureasica

o Actividad ureasica % pérdida
raccion 3 i
w&lnzima en) e ac
Sin SDS Con SDS 0.5%
i 0.448 0.271 40
yolucion
%ﬁliacrilamida 0.514 gé?g Gg
Octil agarosa 0.613 ; ! -
g 0.741 0.654 7 12

! Agaro_fsa—CNBr

i la enzima en

incubaron 0.5 ml de cada tipo de gel y de
solstfcilglncucon 0.5 ml de SDS al 1% durante una hora y se
: 'determir;(’) actividad uredsica. Se realizdé un ensayo comparativo
sustituyendo 0.5°ml de SDS por buffer fosfato sodico, pH 7.2,

0.02 M.
Las determinaciones se hicieron por triplicado, considerindose
en la tabla valores promedios.
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