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SUMlil.ARY 

A support .system to immobiltzc urea· e Is prcsented using glutaraldehyd fi xed 
,blood red cells whícb have bee:n saturatcd by M:yr~NI 1ommN11i1 eed lectln . The 
optimum pH for immobilization, pH and temperatl!re at wbicb maxlmum actlvlty 
is achieved stabfüty a.fter storage and after ts aotio'n on di'ffcrent sub trate;& and 
resistance to heat and inhlbítors llave been tudied, ·111.e M.icha.eJis-Mentelí conitfun 
f.or the immobilfaed urease has been determine'd Üid tlxe ·te ults bave been él1 eusscd 

-comparing with soluble urease immobilized on other· supports. 
The proposed system is as efficient as other ones already known. 

l!'fTRODUCCI Ó' 

Una enzima inmovilizada se de.f.iJ:le oomo aquell.a qu , por un a­
mino u otro, se encu.entra con treñida d.entro de lo limitado oufüi 
de un soporte. 

En un pr.incipio lo que se bu caba con la inmovilización d la enzi. 
ma era la preparación de un i tema que, sin pérdida d u actividad 
pudiese usarse de manera continuada por horas, o aún día , y qu 
pudiera cQnservarse a temperatura ;unbient por me · o anos , O 
esta forma, técnica analíticas que lo · alto co te do la nzlin 
la hacian prohibitivas, e han podido convertir en técnicas de n1.tina 
y lo mismo puede decirse de la apl:icadón a e cala indu tria! d lo . 
reactore enzimáticos. 

En el momento actual la aplicación de la enúm.a inmovilizn.d 
·se amplia de manera coptin:uada, especialm.e.nte en 1 campo biomédico. 

Los sistema de inmovilización on difere.nt aunqu r ulta-
do final nos lleve a uno de e to· do tipos : a) enzima incorporado 
a la matriz del oporte y b) enzima unido up rfidalm nte :al o­
-porte . 
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del soporte, mientras que el segundo será útil para todo t ipo de 
sustratos, independientemente de su peso molecular .. 

Los soportes usados son de naturaleza diferente, pudiendo citarse 
entre ellos: a) polisacáridos del tipo DEAE-Sephadex (dietil-amino­
etil-sephadex , DEAE-celulosa, quitina ; b) inorgánicos, como vidrio· 
poroso, alúmina, hídroxil-apatito, silicato a.lumínico, etc. ; c) proteí­
nas fibrosa , como el colágeno o la queratina ; d) resinas fenólicas, 
como Duolite • S-762 ; e) hidrogeles, como el almidón o la poliacri· 
lamida. 

L a mayorí.a de las enzimas inmovilizada tienen modificadas sus 
aracterí sticas cinéticas en comparación con la misma enzima en solu­

ción. La actividad disminuye de manera general, pudiendo ser debid0> 
a cambios conformadonales como consecuencia de la inmovilización , 
o 1 ncontrarse la enzima en un entorno diferente ; también puede­
ser motivad a por efectos de difu sión, muy manifiestos en el caso de 
las enzimas inmovilizada en el interior d la matriz soporte, ya que 
el sustrato debe difundir al interior del soporte para interaccionar 
n pre encia de la enzima, difundiendo a continua-eión los productos. 

de la r acción hacia la olución. 
En este trabajo s describe un nuevo sistema para inmovilizar en­

zimas, mediante el empl o como agente inte rm. diario del enlace enzi­
ma- oport , de 1a 1 ctioa de la.s semillas del Myrtus conimunis L. ,, 
ya que se pudo comprobar que exi tía algún tipo de interacción entre 
la ureasa y el extracto de la semilla por la formadó.n de un precipi­
tado manifiesto. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

[ 

* • .. 

h matJ.e fija-
1 , t i pr pat<a 

LAS LECTINAS DEL dlYitrtJS OOIJOIUNIS> J.. 

Para. la determinación de la acbvidad de la enz:ima .se ha seguido 
la técnica de Fa:wcett y Scott (2) fundada en la formacióa de carbo­
nato amónico a partir de la urea,. y valoración po,sterior de aquel 
por la obtención de un complej.o coloreado con los r~activos de f.enol 
.e hipoclorito (Boebring~r Mamiheim mbh Diagnostica) . 

La soluci&n sustrato de urea (Merk) era 0,5 mM n buffer de 
Me Ilvaine de pH 6,7. La utilizaciG>n de este pH · n la detertnina­
«:iones es para situarnos dentro del margen recomendado 6,5-6,9 ya 
<JUe fuera de él se produce carba.mato amónico que, 1 uta.mente, pasa 
.a carbonato. 

La solución de trabajo de la ureasa era de l mg por ml n 1 
mismo buffer de Me llvaine. Su prepara·ción para nsayos compara­
tivos era siempre extemporánea. 

La metódica seguida para las determinaciones de la actividad de 
la enzima iom.ovilizada fue la siguiente : 20 mg del sistema H GMU 
se ponian e,~ contacto co.n 0,1 mi de la solttció.n buffer y se añadía 
0,2 mi de la solución sustrato de urea, incubando durant 10 minu­
tos, con agitación intermitente, pasado . los cuale se nfriaba el si -
tema para paralizar la reacci9n, centrifugando a contiJ;tuaci6n duran­
te 15 minutos, tomando 0,li:> ml d 1 sobrenadante pará ha.cerio rea -
cionar con los reactivos de 'fetwl-nitrop'tu iato , bipt>cl.qrito ó<iico, 
que tras la incubación a 37° e por diez minuto ' permite hacer la lec­
tura espectrofotométri,ca a 550 run frente,ª · w1 ,b~~n o .d r a t ivo . 

Resultados obtenidos 

_ P~ra conocer las propiedades de la enz'ima urea.sa itunovilizada • 
han efectuado la,s. pruebas . iguientes : . , 

a) Influencia del pH en la inmo.viliz:acióu. . , 
b) Innuen.c.ia d.el p,H en. la ~ctividad de la e.nzima. 
e) Inih:1encia d . la tempu~:tura en la actividad. 
d) Estabilidad del sistema HCMU a la conservación. 
e) Estabilidad del sistema HGMU a la acción suc.e iva d~ u trf'.l.l 

tos diferentes. 
f) Estabilidad del istema HGMU a la acción de olucJone d~ 

<iiferente.s pH y a temperaturas igualmente di fer nt . 
g) E fectos de inhibidor s. 
h) Determ1naci6n de la con tante d Micha.eli ". 

Influencia del pH en la inmovili-saáón 

De acuerdo con la m.etódioa general e ponía en contacto ~l si tc-­
ma HGM con soluciones de ureasa a pH 6, 7 y 8; valores itlferiores 
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a 6 no podían utilizar se por la insolubilidad de la ·enz:.ima de punt0> 
isoeléctrico 5. 
. , Para seguir el proceso de inmovilización se determina ba la varia­

c1on de la actividad de los sobrenadantes . 
L os resulta~~s se expresan en valores relativos, tomando como 100-

por 100 de act1v1dad la que corre.sponde a la solución inicial de ureasa 
que se pone en contacto con los hematíes HGM. 

La tabla I nos muestra los valores de tres ensayos diferentes. 

pH 

6 
7 
8 

TABLA 1 

l nfluentia dtl pH tn la i11movili1ación 

1/ 1 de actividad de loa Sobrenadantea 
1obrenadantea valor medfo º/o 

so •2 w •o.8 
65 88 67 66.7 
82 80 86 82.3 

1 nmoviHzado 
va'lor medio ºfe 

69 . lí 
33.3 
17.7 

Parece evidente que puede sacarse ventaja de la utilización de so~ 
luciones de pH 6 para lograr mayores rendimientos en el proceso de­
inmovilización, de aquí que se adoptaran estas condiciones de traba­
jo en la metódica general. 

Un dato muy interesante de conocer es el facto r de efectividad 
del sistema H GMU, que se define, como sabemos por el cociente de 
l,"IJb w.i.~i.da~ <k la. enzima inmovilizada y en solución, dato éste que 
11 podri dar gr n lnf orma.cfótt obre Ja pél'dida de adWUlaa e 1a 
nzlma por lo. inmovUuaclón. ·u determinad6n, , in em'baf'go, resu.lta 

d.W ·n en nu tro ea o, ya que no podr mo conocer ,con exactitud, 
por la propio. t -cnka d · pr pñra;ct6n del ~ . tema HGMU (con lavado 
11u i os, Uofllbacióltl , t tc.) la. c. n:tidnd d ur é unida por miligra­
mo d H M. 

Un dnto • proximado, podemo . aventura.rj y g6n el ua'J, l 
di minución d 1 n ivldnd dt 'ta ur n a en virtüd <l id inmovilka-
c ón t1p rn 1 O por 100. 

LAS LEO" 'AS DEL tllY:RIH IS COilllíf\Jl. IS>· L. 

baHers, e igualmente los su t rato d urea O 13 m 1, siendo la tem­
peratura de incubación en todos Jos casos de ST' C. 

La tabla H nos representa los resultados obtenidos y como ya 
indicamos en la experiencia anterior , se le da el valor 100 por 100 de­
actividad a aqueUa en que ésta es máxima. 

T A B LA 1J 

l 'ltfhlencia dtl pH o la actividad de la tttaima 

' / 1 actl•ldad u rea1a en solución 

pH 

l .º 2.• S.º Va.lor m1dio 

li o o 1 t. 7 
6 22.8 17.6 16.7 19 
6.7 74 .3 70. S 72. 2 72 .4 
7 82.8 88.2 88. 1 Sli .7 
8 '97 . l 100 100 H 

• 100 100 100 100 

'' /:1 actividad 11l1t1.m1 HGMtJ1 : 

pH 

t.• 2 .. º S.º Valor medio 

li 20 21.1 ,21 .4 2b.é . 
6 S6.7 88.2 35.7 Sfí.2 
S.7 86.7 96 89.S 90.5 
7 100 100 100 100 
8 93.3 91i.1 92. 9 93.8 
9 80 88 85. 7 ª' ·6 

La co:mparació.n entre los dos si· tema mu tra 1 alto a pH mi 
bajos del tndximo de actividad de la urea a inmovilizada y la a.ctivi­
dad d.e ésta, aunque baja, a pH o, cuando en 1 i t ma oluble 
prácticamente nula al coincidir con l punto isoelé trico de la nzima. 

Influencia, de la t tmperattira en la activida.d du la. en:iirna 

En ~ste caso fas soluciones ·d.e ureasa ( · mg/ml) e pt pararon 
lo misnro que la suspensión d 1 i t ma HGMU, en buff r d:e p 6,7,. 
siendo fa temp raturas de incubación de 30t 0, 50, 60 y '7~ <;, t S· 
pectivament . 
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La tabla 11.I, muestra los valores medios de tres e.nsayos para 
.ambos tipos de sistemas. 

TA.BLA III 

l-nfl-uencia de la temferatura en la a.ctividad 

Temperatura 
incubac.ión 

30° 
40 • 
60º 
60º 
70° 

º/0 a.ctividad ureasa 
en solución 

48 
79.8 
96.8 

100 
93 .7 

º/1 actividad 
HGMU 

71.3 
70.6 
76.8 
85.3 

100 

Estabilidad del sistnna HGMU durante la conservación 

Es este un dato de gran interés, a la vista de las posibles aplica­
-c iones del sistema. 

Para la experiencia, el sistema HGMU se conservaba en un caso 
liofilizado, y en otro' tn suspensión en buffer de pH 6.7, y para dos 
,condiciones de temperatura, en nevera (4º C) o temperatura ambien­
te (17-25° C). 

Para representar la actividad, se le ha dado el valor 100 por 100 
.a la que correspon.de al primer día de la preparación del sistema, y 
con relación a ella se expresan las de los días sucesivos. 

La tabla IV represen.ta i.os valores medios de los ensayos conse­
-cutivo . 

'rttmpo !\Hr· 
\" '· ldt1••du 

1 

º/, acti'V d•d HGMU 
110.m ado 

1:00 
9Q .9 
8$.9 
n.o 
i ,,6 
15 ,,, 

100 
81.8 
81 .8 
66.ll: 
e.1.1 
$0, , 

•/, actlv dad MGMU 
t u• p•,11:9 i O:o p f{ lh 7 

Ternporatur·• 
f.tnll ll·t• 

100 
83 , () 
78.7 
7• .5 
M3 
d .8 

N•Y•. 

100 
79.2 
71.l 

ª' ·2 68.$ 
Ge .a 

LAS LECTINAS DEL cMY'll:l'US COlilKtJNIS> L. 

Estabilidad del sistema HGMU .a la acción de sucesivos 
sus.tratos diferentes 

Se intentó el ensayo mediante el empleo de una pequeña columna 
con el sistema HGMU, reciclando el sustrato de urea a su través, 
pero encontramos dificultades de flujo dada la propia naturaleza del 
sist.ema. Se siguió entonces la técnica general, con 20 mg de HGMU 
y la solución de trabajo de urea de pH 6,7 (0,2 ml + 0,1 ml buffer) ; 
tras la incubación, se enfriaba el conjunto y se recogía el so.brena­
<lante de la centrifugación, en el que se determinaba la urea descom­
puesta deduciendo de ella la actividad de la enzima. El siste­
ma HGMU centrifugado se lavaba con 2 ml de buffer y se le añadía 
un nuevo volumen del sustrato de urea, repitiéndose el proceso hasta 
siete veces. 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla V y representan 
"-alares medios de ensayos repetidos. 

TABLA V 

Estabilidad del sistema HCMU 
a sustratos .tNetsivos 

Nó.mero de p1101 º/•actividad residual 

1 100 
2 80.• 
s 76 
4 75 
5 68 
6 69 
7 70 

Estabilidad del sistem..a HGMV a la: acción de soluciones de disti11.­
tos pH y a temperaturas diferentes 

Can el fin de conocer la estabilidad del sistema en condicion s 
más o menos adversas, se prepararon una eri.e de muestra.s con 
20 mg de HGMU, a los que se .anadieron 5 ml de soluciones buffer 
<le Me Ilvaine de pH 5, 6, 7 y 8, manteniéndolos durante tres horas 
.a temperatura ambiente y con agitaci6n. 
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Pasado dicho tiempo se centrifugaba, eliminando el sobrenadante~ 
añadiendo a continuación el sustrato de urea y determinando la acti­
vidad residual del sistema, relacionándola con la del mismo sistema 
no sometido a este tratamiento y al que se le daba el valor 100 por 100. 

Para conocer el efecto de la temperatura sobre el sistema se pre­
pararon muestras de 20 mg de HGMU, a las que se añadían 3 ml de 
buffer de Me Ilvain.e de pH 6.7, manteniéndolas durante 60 minuto·s, 
con agitación., a temperaturas de 30, 40, 50, 60 y 7~ C. Se centri­
fugaban a continuación, se separaba et sobrenadante, del que se hacíá. 
su espectro de absorción entre 240 y 400 nm, y al sedimento de 
HGMU se le añadía el sustrato de urea de trabajo, para determinar 
la actividad residual de cada una de las muestras. 

A efectos comparativo , la solución de ureas a de 1 mg por ml 
a pH 6.7, se ometía a las mismas condiciones de temperatura, d·eter­
minando a continuación su actividad enzimática. 

La tabla VI nos muestra los resultados obtenidos representando 
val.ores medios de dos ensayos, en el caso de Jos pH y de tres ensa­
yos para tas temperaturas. 

TABLA VI 

Estabilidad del sisltma HGMU a la acción 
dt 111mt11ro·turas y f>H difrrmtes 

Temperatura 

pH 

•/0 de acthidad residual 

HGMU 

82 .7 
Bl. 7 
2.6 

68 11 
tn.s 

Ufí a oluble 

fl9.9 
60.11 
6t .S 
68 
H 

LAS LECTINAS DEL dLVR'I S COlül IS1 L. 54-1 

Como quiera que los espectros de .los obrenadante de los ensa­
yos anteriores con HGMU hacían so pechar la redi olución de cier­
tas porcione de la enzima inmovilizada, se determinó con ellos Ja 
actividad ureásica, previa liofilización de los mi mos. En todo se 
detectó .actividad enzim:á~ca de v~lor superior a la que cabía esperar, 
:i la vista de la actividad residual de las resp ctivas muestras. 
de HGMU, sobre todo en los ensayos de temperatura 5~ 60° y 7~ . 
Este .fenómeno podría explicarse por el simple hecho d que la enzi­
ma disuelta recupera la actividad perdida por Ja inmovliización. 

DeterminaC'i6n de la constante de Micliaelis 

Se ha seguido el método gráfico de Lineweaver-Burk, 
tando los valores inversos de Vo y de Ja concentración d 
en ordenadas y abcisas respectivamente. 

Las concentraciones del su trato para lo r sp ctivo 
fueron : 

r presen­
ustrat<> 

en ayo~ 

2,5 X 10-4, 5 X 10-' 1 X 10- 3, 1,5 X 10-~, 2,5 X 10-~ M. 

Los valores obtenidos para las condiciones de trabajo d pH 6.7'~ 
y temperatura de incubación de 37° e fueron: 

ureasa soluble K.m = 5,3 x 10- s M 

sistema HGM Km = 2,11 x 10-' M. 

Efecto de inliib·idores 

Para conocer 1 comportamiento del i. tema HGMU fr nt a in­
hibidores se realizaron una erie de en ayo , empl ando io·n co­
bre (Cat+) como inhibidor. 

Se prepararon soluciones su trato de urea de pH 6,7 que cont -
nían concentraciones de sulfato de cobre de 1, 0,5, 0,1 y O Ol'S mg/mJ. 
en las que se determinaba la actividad del i tema H MU. 

De manera imilar e procedía con la urea a oluble, dl olvi ndo 
en las solucione de sulfato de cobre ante cítada, ur a. a a la con.. 
centraci6n de trabajo de 1 m.g/mL 

La tabla VII nos muestra J.o porcentajes de actividad. con referen­
cia a las acti"idades iniciale n au en.cia de inhibidor, y correspon­
den al valor medio de do ensayo · u.ce ivo . 
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TABLA. Vll 

º/•actividad dt! 1.a ureua 

SO,Cu en mg/ml 

soluble HGMU 

o 100 100 
o.os 100 100 
CI .10 78.2 84.1 
0.50 60.9 ó5·6 
1.00 50 38.8 

Disrnsi6n de los rernltados 

U.S LECTINAS DEL OCVRTUS CO?.U.U!NI > L. 

lo cual no deja de ser una gran ventaja con vi ta a una posible uti­
lización «in vivo» del sistema de estudio y el seo-undo que a pH 5 
pre enta una actividad apreciable n contra te con la ureasa soluble 
al coincidir con su punto isoeléctrico. 

Este cambio del máximo de actividad a pH inferiores, se inter­
preta por una modificación del microentorno de lo grupo activo 
de la ureasa, como consecuencia a su fijación sobre el soport HGM. 
En este caso cabe suponer que Jos centros activo. d la ureasa 
en HGMU, están detectando un microentorno más básico qu el que 
corresponde a la solución buffer en la que se encuentra. 

En la temperatura de incubación también se encuentran diferen. 
cías entre la ureasa soluble y el sistema HGMU, favorables igual­
mente a este último. 

En la urea a soluble, la temperatura óptima para un má.ximo de 
actividad se sitúa en los 600 C, con una disminución patent al des­
cender la temperatura, llegando a ser del 52 por 100 inferior a los• 
300 C. Para el sistema HGMU el máximo de la actividad se obtiene 
a 700 C, aunque este resultado deberá ser sometido a revisión pues 
a! simple fenómeno de i.ncubación se le puede estar añadiendo un 
proceso de liberación de la enzima con un aumento ele la actividad 
una vez disuelta, fenómeno éste que se ha podido comprobar n los 
ensayos de resistencia a los agentes exteriores, t mperaturas y pH. 
Allí hemos visto que después de una hora a 700 la actividad del i t ... 
ma se había reducido al !12,8 por 100 de la original, motivada en parte 
por la solubilizadón de la enzima. Aqui la ~ncubación es oto de diez 
minutos , pero puede ser suficiente para que la pequeña do i liberada 
de ureasa, haga aparecer la temperatura de 70°, como la óptima para 
la mayor actividad de Ja enzima inmovilizada. 

De cualquier forma,, un hecbo sí parece evidente, y es qu hay 
una mayor uniformidad en la actividades para 1 intervalo d temp . 
raturas estudiadas ha ta el pn11to de qu la dif r ocia n actividad 
entre los 60º y 30", que en la urea a olubl ya hemo visto, era del 
52 por 100, aquí solo e del 14 por 100. • to también r pr s nta una 
ventaja con vi tas a su po ibl mpl o «in vivo>). 

La estabilidad del si tema a la cons rvación se pued con id rar 
dentro de lo que par e ser normal para otros sistema , ya .que pa. a­
dos 30 días mantiene una actividad equivalente al 55 por 100 d . la: 
inicial, si la con ervación es a temperatura ambiente y liofi(jzado, o 
del 60 por 100 si es en. nev ra a 4°. Cuando la con ervaci.ón. con 
el sistema de suspensión en buff, r de pH 6.7, las a tividades resi­
duales son del 46 8 por 100 a temp ratura ambi nt y d 1 56,S por 100 
en nevera. 

Muy po itivo puede considerar e también, el dato d · la tabilidad 
de la ureasa inmovilizada tras pa os suce ívos · obre ustratos dife­
rente que, en nuestro ca o, fueron siete, y i t n mo. n cuenta las 
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El comportamiento del sistema HGMU frente al inbibidor metá­
lico, CuH, es también coherente con lo a11teriormente expuesto, ya 
-que concentraciones crecientes de CuH, hacen disminuir más fuert -
mente la actividad de la ureasa inmovilizada que la de Ja oluble · 
también aquí parece que nos encontramos ant un proc so que faci ­
lita un mayor aporte del inhibidor a las inmediaciones de la enzima. 

En definitiva, creemos que el sistema propuesto para inmovilizar 
·enzimas por intermedio de las lectinas, concretamente las del Myrtus 
communis, puede competir con éxito con los otros sistemas conoci­

·dos, especialmente en su doble vertiente, analítica y biomédica. 
En este último caso, las experiencias previas realizada con rata 

Wistar, son muy alentadoras, ya que tanto el sistema HGM como 
el HGMU, son perfectamente tolerados cuando e admini tra.n por 
vía endovenosa. Nuevas experiencias están en progre o y serán pu­

~blicadas con po terioridad. 
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