CARACTERIZACION CINETICA DE LA B-GLUCOSIDASA DE ALMENDRA
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Las B-glucosidasas (B-D-glucésido glucohidrolasa, EC 3.2.1.21) son enzimas que catalizan la hidrdlisis del enlace O-B-glicosidico en el extremo terminal no
reductor de oligosacaridos de cadena corta, disacaridos y aril- o alquil-B-D-glucdsidos, liberando B-D-glucosa. En condiciones forzadas, la enzima es capaz de
catalizar la reaccion inversa (reaccién de transglicosilacion) [1]. Estan implicadas en diferentes funciones bioldgicas [2] en bacterias, hongos, plantas, mamiferos
y humanos. La clasificacion mds aceptada se basa en similitudes de secuencia y plegamiento, y clasifica las glicésido hidrolasas en mas de 100 familias [3,4],
perteneciendo las B-glucosidasas generalmente a las familias 1 (GH1) y 3 (GH3). Estas enzimas presentan interés como catalizador industrial.

El objetivo es la caracterizacion cinética de la B-glucosidasa de almendra con el fin de proponer un modelo para su mecanismo catalitico.

Como material bioldgico se utiliza una preparaciéon comercial de la enzima B-glucosidasa aislada a partir de emulsina de almendras dulces (Prunus dulcis),
proporcionada por la casa FLUKA. Como reactivos quimicos: pNP (p-nitrofenol), pNPG (p-nitrofenil-B-D-glucdsido), glucosa y 6-gluconolactona, que fueron
suministrados por la casa FLUKA. NaOH, HClI, acido citrico y sales de fosfato por PANREAC.
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Figura 4. Efecto de la temperatura sobre la actividad (A) y sobre la
estabilidad (B) de la B-Glucosidasa.
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Figura 2. A) Curva patrén para el pNP. B) Concentracion 6ptima de enzima.
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Figura 5. Inhibicion de la hidrdlisis del pNPG con &-gluconolactona (A) y con
glucosa (B). La Ki para 6-gluconolactona es 0,051 mM y para glucosa 545 mM.
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| I La temperatura optima de la enzima es aproximadamente 50°C. Sin
"“[:’I":mm - e embargo, el ensayo es mejor realizarlo a 40 2C, ya que a esta temperatura

1/1S] (mM-1) la enzima es completamente estable. Los estudios de inhibicidn muestran
que la 6-gluconolactona y la glucosa dan lugar a una inihibicion
competitiva, pero la &-gluconolactona es mejor inhibidor porque tienen
una constante de inhibicidn menor. Por dltimo, la enzima presenta un
mecanismo ping-pong escondido con salida ordenada de productos como
se muestra en el esquema de Cleland.
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Tabla 1. Pardmetros cinéticos para E (EPNPG «» EGpNP) - (B:G)  (EGHZOErC) ®
cada una de las representaciones. Figura 6. Esquema de Cleland
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Figura 3. A) Representracion
hiperbdlica. B) Representacion de Lineweaver-Burk. C) Representacion de

Headie-Hofstee. D) Representacion de Hanes-Woolf. E) Representacion de
isenthal y Cornish-Bowden




