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EFECTOS DEL pH Y LA TEMPERATURA SOBRE LA
INACTIVACIÓN DE UREASA POR ACIDO L-USNICO;

por

B. CIFUENTES y C. VICENTE

Abstract. In a wide margin oí both pH and temperatura variation, the enzjrme-
urease is inactivated by L-usnic aád for the alkaline pH, being this proce» indepen-
dent of the temperatura.

Resumen. En un ampHo margen de variación del pH y la temperatura de incu-
bación, el enzima ureasa es preferentemente inactivado por acido L-úniico a pH»
alcalinos en un proceso aparentemente independiente de la temperatura del sistema^

I N T R O D U C C I Ó N

Se ha comprobado que, durante el proceso de inactivación de ureasa
por ácido L-úsnico, se forman enlaces L-alanil-L-usnato-L-prolil (Vi-
CENTE & al., 1974) que actúan como puentes de unión entre monómeros-
de peso molecular 16.000 (REITHEL & al., 1964) o alternativamente olí-
gomeros de peso molecular 83.000 (SEKITA & MAMIYA, 1967) y el polí-
mero nativo de peso molecular 480.000. El resultado de este procesa
será la existencia de distintos polímeros cuyos pesos moleculares oscilan
entre 600.0000 y 820.000, siempre inactivos.

El fenómeno es tal que se ha podido conseguir la formación de di-
chas uniones utilizando los aminoácidos libres en ausencia de estructura
proteica. CLIMENT (1976) demuestra la formación de complejos L-alanil-
L-usnato-L-prolil, con diversos grados de agregación, por incubación-
dé ambos aminoácidos con ácido L-úsnico. Tal complejo es disociablé
por hidrólisis acida o por tratamiento con urea de 1 M, separando los
aminoácidos liberados por cromatografía bidimensional en capa fina de
celulosa MN 300. Es interesante resaltar que, mientras qué el Rf de la>
L-prolina liberada del complejo no varía sustancialmente en relación aí
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Rf del aminoácido sin ningún tratamiento (0,49 y 0,50 respectivamen-
te) el Rf de la L-alanina varia de una manera drástica (0,64 para el
aminoácido liberado del complejo por acción de la urea, frente a 0,29
3>ara el aminoácido no tratado). De estos datos podría deducirse que el
-enlace entre L-prolina y ácido L-úsnico sería de tipo covalente (WOOL-

#ÓLK & al., 1966), mientras que la unión entre la L-alanina y el inacti-
-^adór podría ser un puente de hidrógeno.

Fig. 1. — Estructura propuesta para el complejo L~alanil-L-
usnato-L-prolil.

En la figura 1 se muestra la estructura del complejo, según la hi-
pótesis de Climent, entendiendo que el enlace covalente sólo puede
formarse con el carbono no sustituido del anillo B, especificado en la
figura por analogía con otros tipos de enlaces covalentes entre amino-
ácidos y otros fenoles (BRIESKORN & MOSANDI,, 1970), mientras que el
puente de hidrógeno sólo podría formarse con el hidroxilo sustituyente
•en 5 del anillo A, dado que las demás posiciones estarían estabilizadas.

La formación de tales complejos se ve cuantitativamente favorecida
T>or pHs alcalinos, de forma principal a pHs entre 8,3 y 8,5. En la figu-
ra 1 se han utilizado las formas iónicas favorecidas por tales pHs.

En el presenté trabajo se trata de establecer si las condiciones de
j>H enunciadas se confirman para la estructura proteica.
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MATERIAL Y MÉTODOS

En el presente trabajo se ha utilizado ureasa cristalina, tipo III, de
Sigma Chemical Co. La actividad ureásica ha sido valorada por el mé-
-todo de microdifusión de CONWAY (1957). Los pHs de las mezclas de
incubación se lograron utilizando tampones citrato, para el intervalo
5,0 a 5,5; fosfato, entre 6,0 y 8,0; y tris-ClH, para el pH de 8,5, todos
«líos 75 mM.

R E S U L T A D O S

La dependencia que la actividad ureásica muestra del pH se repre-
-senta en la figura 2. En ella se observa que el pH óptimo es neutro,
mientras que los pHs ácidos o alcalinos disminuyen la actividad especí-
fica. En la misma gráfica se observa que una preincubación del enzima
-con ácido L-úsnico durante cinco minutos inactiva parcialmente el enzi-
ma, siendo la inactivación tanto más acentuada cuanto más alcalino es
•<1 pH. La variación de la temperatura de preincubación, desde 4o a 50° C
no altera los porcentajes de inactivación. Por ello, en un proceso simple
•<le inactivación, se confirma exactamente la dependencia del pH alcalino
demostrada para el complejo L-alanil-L-usnato-L-prolil en ausencia de
-estructura proteica.

Utilizando el polímero 820.000 de peso molecular, VICENTE & CIFÜEN-

TES (1979) demostraron que si la formación del polímero se lleva a cabo
•en presencia de L-cisteína, aquél no es completamente inactivo, pensán-
dose en términos de una recuperación de actividad. Por esto se intentó
-demostrar si la presencia de L-cisteína en las mezclas de incubación mo-
dificaba o no el efecto del pH sobre el proceso de inactivación.

Los resultados obtenidos fueron más complejos de lo que se espe-
raba. En efecto, la L-cisteína no sólo altera el proceso de inactivación
sino que también modifica la actividad del enzima sin tratar con el in-

;activador. En la figura 3 puede observarse que una preparación de
tireasa, sin ningún tratamiento previo, va modificando su máximo de ac-
tividad como respuesta al tratamiento conjunto de temperatura y pH.
Así, el máximo de actividad específica se va desplazando hacia los pH

-neutros conforme la temperatura de la preincubación aumenta de los 4o

.a los 37*. En presencia del inactivador, incluyendo L-cisteína en la mez-



Fig. 2. — Influencia del pH, a temperatura constante, en la
actividad ureásica (O) J en la inactivación de ureasa por áci-
do L-úsnlco (%). En un volumen final de 8,0 mi se pre-
incuban. 0,5 mg de ureasa a los distintos pHs, en presencia
o ausencia de 85 pg de. ácido L-úsnico, durante cinco minu-
tos, al cabo de los cuales se valora la actividad enximática.

Fig. 8. — Influencia de la variación del pH y
temperatura sobre la actividad de una muestra
de 0,5 mg de ureasa en un volumen de 8,0 mi
de los diferentes tampones, preincubada du-

rante cinco minutos.
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«la de incubación, se mantiene un máximo de retención de actividad a
1>H 6,0 para cualquiera de las temperaturas utilizadas, mientras que el
«grado de inactivación en la zona de los pHs alcalinos aparece muy ate-
nuada, sin poder precisar un efecto particular de la temperatura (Fig. 4).

Fig. 4. — Influencia de la variación del pH y
temperatura en la actividad ureasica' de una
tnefda que, en un volumen final de 8,0 mi,
contiene 0,5 mg. de enzima» 35 ¡tg de ácido
L-úsnico y Q0 /tmolea de L-cisteina, preinctt-

bada durante cinco minutos.

Fig. 6. — Influencia de la variación del pH y
temperatura en la actividad ureasica de una
mezcla, en un volumen de 8,0 mi, de 0,5 mg
de enzima y 50 /«moles de L-cisteina, preincu-

bada durante cinco minutos.
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Si el grado- de agregación de monómeros u oligómeros sobre el polí-
mero activo,,;^ consecuentemente el grado de inactivación* se ve favore-
cido por pHs alcalinos, el efecto aquí encontrado corroboraría el descrito'
por. VICENTE & CIFUENTES (1979) sobre la recuperación de actividad por
parte del polímero 820.000.

La L-cisteína, por sí misma, también muestra una estabilización del
enzima en ausencia del inactivador, como se muestra en la figura 5. E »
ella se observa que las bajas actividades para pHs ácidos o alcalinos,,
para cualquier temperatura, son moderadamente revertidas por la pre-
sencia de L-cisteína.

D I S C U S I Ó N

El proceso de inactivación de ureasa por ácido L-úsnico implica, como-
se ha descrito previamente, estado de agregación entre oligómeros que
conducen a un polímero cuyo peso molecular es muy superior al de la
a-ureasa nativa, estimado en 480.000. Una inactivación trivial de este tipo-
se ha mostrado en la figura 2, encontrándose que los pHs alcalinos favo-
recen enormente el proceso de inactivación. Tal dependencia parece man-
tenerse para diversas temperaturas, ya que esta variación, por sí misma,
no manifiesta ninguna acción sobre el proceso de inactivación en márge-
nes que oscilan entre los 4* y los 50° C.

Tal afirmación puede ser hecha aun en contra de lo que, aparente-
mente, muestran las figuras 3, 4 y 5. De ellas podría deducirse que las-
bajas temperaturas protegen de la inactivación a los pHs alcalinos. Este
efecto no es real. La realidad consiste en que el máximo de actividaí
para el enzima sin ningún tratamiento se desplaza hacia los pHs alcalinos
cuanto más baja sea la temperatura de incubación, como aparece en la
figura 3. Comparando estos resultados con los valores obtenidos en pre-
sencia del inactivador en la figura 4, se concluiría que para estos pHs ef
grado de inactivación es máximo por comparación con la actividad rea!1

para cada una de las temperaturas ensayadas. Por tanto, los datos de
agregación obtenidos en ausencia de estructura proteica son perfecta-
mente extrapolables al proceso de agregación/inactivación del enzima.
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