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El conocimiento detallado de las in­
teracciones entre detergentes y proteí­
nas puede tener valiosa utilidad en el
esclarecimiento de las estructuras secun­
daria y terciaria de las macromoléculas
proteicas, que son, precisamente, las res­
ponsables de la actividad bioquímica y
de la especificidad biológica de las mis­
mas. A dicho esclarecimiento contribu­
yen también ciertas técnicas basadas en
la formación de complejos entre proteí­
nas y sustancias de bajo peso molecular
de estructura conocida (7) (20), que en­
cuentran amplia aplicación en el campo
de la Inmunoquímica.

En un trabajo anterior (5) estudiamos
la acción precipitante ejercida por el do­
decilsulfato sódico (SDS) sobre los en­
zimas tripsina y a-quimotripsina, logran­
do el aislamiento y purificación de sen­
das combinaciones definidas Tripsina-DS
y a-Quimotripsina-DS, que contienen
unos 20 y 18 mols de ion DS“ por mol de
proteína, ‘ respectivamente; paralela­
mente se investigó la acción inhibidora
ejercida por el SDS sobre la proteolisis 

de la caseína catalizada por cada uno de
dichos enzimas.

Da formación de dichas combinaciones
definidas (5) no explica, por sí sola, las
acciones inhibidoras ejercidas por el SDS,
sobre las actividades enzimáticas trípti-
cas y a-quimotrípticas; pero la produc­
ción de tales compuestos corre parejas
con los observados por Eundgren (ii)
con la ovoalbúmina, y por Putnam y
Neurath (17) con la seroalbúmina : en
ambos trabajos se postula la unión de
cantidades discretas de los iones del de­
tergente con la molécula proteica.

En la actualidad se admite, según
Leonard y Foster (9), que la inter­
acción del SDS y la seroalbúmina res­
ponde a un mecanismo, por etapas, que
entraña la formación sucesiva de com­
puestos con cantidades crecientes de ion
DS-. Este proceso sería responsable de
la desnaturalización progresiva de la
molécula proteica, como se pone de ma­
nifiesto, por ejemplo, por la aparición
de grupos —SU libres, después del tra­
tamiento de la ovoalbúmina con Dupo-



S. GUBERT, J. BOZAL Y F. CALVET

nol (i, 2, 13); y es también significativa
la estrecha coincidencia existente entre
los espectros de la ovoalbúmina desna­
turalizada por el calor y la recuperada
después de su tratamiento por alquil-
benceno sultanatos (14). Estos hechos
experimentales confirman las primitivas
teorías de Wu (21) y de Pauling (15) en
las que se admite que la desnaturaliza­
ción es consecuencia de una distensión
de las cadenas polipeptídicas, que pro­
voca una desorganización de la original
estructura proteica, ideas que parecen
confirmarse con los trabajos de FosTER
y Aoki (4).

En el presente trabajo se continúa el
estudio de las interacciones entre el SDS
y los enzimas tripsina y a-quimotripsina,
proteínas que, debido a su sensibilidad
característica, muestran claramente cual­
quier alteración inducida en su estruc­
tura.

Hemos podido comprobar la formación
de diversas combinaciones solubles DS-
Proteína, de composición más o menos
definida, que se producen al disolverse
en exceso de SDS las combinaciones este-
quiométricas insolubles; operando a
superiores al del punto isoeléctrico de
los enzimas, no se observa precipitación
alguna por adición de SDS a las disolu­
ciones proteicas, porque hay formación
directa de las combinaciones solubles.
La caracterización de estas combinacio­
nes solubles DS-Proteína se ha llevado
a cabo por determinación de los incre­
mentos de viscosidad de las disoluciones
y mediante estudios electroforáticos. La
formación de tales combinaciones, en las
que la molécula enzimática ha sufrido
sensibles alteraciones estructurales, y en
las que los centros activos de los enzimas
se hallan más o menos bloqueados, ex­
plicaría las acciones inhibidoras ejercidas
por el ion DS” sobre ambos enzimas
proteolíticos. Se ha podido comprobar
también la influencia del de la con­
centración salina del medio y del tiempo
de contacto entre el SDS y la proteína, 

sobre la estabilidad y la formación de
dichas combinaciones solubles y, por
consiguiente, sobre las actividades pro-
teolíticas de la tripsina y de la a-qui-
motripsina. Por otra parte, se ha conse­
guido la recuperación cuantitativa de
las proteínas de este tipo de combina­
ciones, mediante separación cromatográ-
fica del ion DS~, y también por su pre­
cipitación con Ba++; se ha comprobado
que la fracción proteica recuperada, que
mantiene su actividad enzimática, de­
pende cuantitativamente de cual haya
sido el tiempo de contacto entre la pro­
teína y el SDS, así como de la relación
ponderal SDS/Proteína.

Material y métodos

Los enzimas empleados fueron trip­
sina y a-quimotripsina (ambos sumi­
nistrados generosamente por Laborato­
rios PEVYA, Barcelona), recristaliza­
dos, dializados, y liofilizados, cuyos fac­
tores específicos de densidad óptica a
280 m/x eran igual a 0,680 y 0,500 res­
pectivamente. Sus disoluciones se pre­
paran como se ha descrito en el Trabajo
anterior (5).

Se empleó caseína como sustrato, ob­
tenida por nosotros según Dunn (3) : sus
disoluciones se prepararon según (5).

El dodecilsulfato sódico empleado se
recristalizó tres veces en alcohol; se
prepararon disoluciones del mismo en
tampón fosfatos sódicos de y mola-
ridad variables (la escasa solubilidad del
dodecilsulfato potásico (18) no permite
el empleo de un tampón que contenga
sales potásicas).

La determinación del contenido en
proteína de las disoluciones se llevó a
cabo por el método espectrofotométrico
de Kunitz (8) midiendo las densidades
ópticas de las disoluciones a 280 m/x, con
un espectro fotómetro Beckman D.U. y
utilizando el factor de densidad óptica
correspondiente. El método se aplicó
tanto para la determinación de la pro­
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teína recuperada mediante técnicas ero
matográficas, como para el estableci­
miento de las actividades proteolíticas
de ambos enzimas.

El número de grupos DS“ unidos a
las proteínas se estableció mediante el
método de Karush y Sonemberg (6)
midiendo la coloración desarrollada en
la formación del complejo cloruro de
rosanilina-DS, extraíble por una mezcla
cloroformo-acetato de etilo (1/1 en vo­
lumen).

Para la realización de las electrofore-
sis se empleó un aparato Pheromat y
papel Whatman n.° 1, en las condicio­
nes de tiempo y voltaje que se describen
en cada caso concreto. El revelado de
los electrogramas se practicó desecando
las tiras de papel a 70o C, y sumergién­
dolas en disolución saturada de «Negro
A mido» en metanol-acético (9/1) durante
15 minutos; después se escurren y lavan
con agua destilada hasta que los líquidos
de lavado salgan incoloros y, finalmente,
se calientan a baño maría con una diso­
lución de ácido acético al 10 %, hasta
que el fondo del papel sea blanco. La
presencia de DS“ en los electrogramas
se revela por exposición de los mismos
a la luz ultravioleta; las manchas pro­
ducen una fluorescencia blanca caracte­
rística.

La recuperación de las proteínas en-
zimáticas de las combinaciones solubles
DS-Tripsina y DS-a-Quimotripsina se ha
conseguido mediante cromatografía en
columna, empleando como resina cam­
biadora la Dietil - amino - etil - celulosa
(DEAE, Whatman 50) y siguiendo las
prescripciones técnicas de Peterson y
Sober (16).

Las medidas de viscosidad de las di­
soluciones mezcla de SDS y de proteína
se han llevado a cabo empleando un
viscosímetro de Ostwald, y trabajando
a la temperatura de 25 ± 0,010 C.

Las densidades de las disoluciones, a
igual temperatura, se determinaron en
pienómetros de 10 mi. de capacidad.

Resultados

La caracterización de las combinacio­
nes solubles formadas entre las proteí­
nas y el SDS se ha logrado mediante
experiencias de electroforesis sobre pa­
pel; la medida de las viscosidades de
las mezclas SDS-Proteína se ha utilizado
para juzgar, en cada caso, de la acción
desnaturalizante provocada por el SDS
sobre las correspondientes macromolécu-
las proteicas.

Efecto de la concentración del SDS en
la viscosidad de las disoluciones de trip­
sina y a-quimotripsina. — Las determi­
naciones de viscosidad se han realizado
confeccionando diversas muestras con
una concentración fija de SDS y con­
centraciones variables de proteína. Las
muestras se prepararon mezclando 10 mi.
de una disolución de proteína, de con­
centración variable, con 1,5 mi. de una
disolución de SDS (10 mg./ml.), ambas
en tampón fosfatos 0,025 M, y 3,5 mi.
de tampón fosfatos de la misma mola-
ridad y />H 8,0. Las mediciones se rea­
lizaron después de treinta minutos de
preparadas las mezclas. Las cifras esta­
blecidas son viscosidades relativas res­
pecto a una disolución que contenía
únicamente la correspondiente concen­
tración de detergente (sin proteína).

En la gráfica 1 se expresan los re­
sultados en incrementos de viscosidad
(j/sp/c = >/^<.-1), de cuya observación se

r
deduce, que la adición de SDS provoca,
en ambas proteínas, un fuerte aumento
de viscosidad (mayor para la tripsina
que para la a-quimotripsina), que no es
proporcional a las relaciones pondera­
les SDS/Proteína; hasta valores de 0,2
(esta relación ponderal corresponde a
proporciones molares igual a iS para la
tripsina, y a 19 para la a-quimotripsina),
apenas se observan aumentos de viscosi­
dad de las disoluciones : estas cantidades
relativas coinciden con las necesarias
para la máxima precipitación de la trip­
sina y de la a-quimotripsina mediante
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SDS, cuando se trabaja a pH inferiores
al punto isoeléctrico de ambos enzimas
(5). Para relaciones ponderales D/P com­
prendidas entre 0,2 y 0,4, la pendiente
de la curva se acentúa; a 0,2 se produce
una inflexión, y otra a 0,4, mantenién­
dose la viscosidad prácticamente cons­
tante para relaciones superiores.

FiG. 1. Variación del incremento de viscosi­
dad en función de la relación DS~/proteína.

Efecto del tiempo de contacto previo
entre el SDS y la tripsina, el SDS y la
a-quimotripsina. — Ensayos previos lle­
vados a cabo con tripsina en disolución
a pH 8, mostraron que experimenta un
proceso expontáneo de desnaturalización,
comprobable por la variación de visco­
sidad de sus disoluciones; por este mo­
tivo, las experiencias dirigidas a esta­
blecer los cambios viscosimétricos en
función del tiempo de contacto previo
con SDS, sólo se realizaron con la a-qui­
motripsina.

Se prepararon tres muestras de mez­
clas de a-quimotripsina y SDS en tam-
pón, en las que las relaciones ponderales
D/P fueron de 0,3, 0,5 y 2,0 respecti­
vamente. Después de abandonadas a la
temperatura ambiente, durante interva­
los crecientes de tiempo, hasta un máxi-

TABLA I

Viscosidades de disoluciones SDS~ a-qui-
motripsina en función del tiempo de con­

tacto previo.
Relación
pondera
D/P

(a-quimo­
tripsina)
g./ml.

Tiempo
contacto
previo

Viscosidad
relativa

’l/’lc

A
de

viscosidad
t|Sp/c

0,3 0,004 2 horas 1,0172 4,30
0,3 0,004 7 ” 1,0215 5,38
0,3 0,004 25 ” 1,0259 6,48
0,3 0,004 49 ” 1,0273 6,82
0,4 0,005 2 ” 1,0289 5,78
0,4 0,005 6 ” 1,0304 6,08
0,4 0,005 25 ” 1,0435 8,10
2,0 0,010 1 ” 1,0701 7,01
2,0 0,010 5 ” 1,0701 7,01
2,0 0,010 24 ” 1,0693 6,93
2,0 0,010 53 ” 1,0716 7,16

iho de 48 horas, se determinaron sus
viscosidades y densidades. Los resulta­
dos obtenidos aparecen en la Tabla I.

De estos valores se deduce que para
relaciones ponderales D/P igual a 0,3
y 0,5, las viscosidades de las disolucio­
nes crecen con el tiempo de contacto
previo a que haya estado sometida la
mezcla de SDS y de a-quimotripsina,
mientras que para relaciones ponderales
D/P de 2,0, la viscosidad de la disolu­
ción es independiente del tiempo de con­
tacto previo.

Caracterización de los complejos solu­
bles Proteína-DS mediante electroforesis.
Se han estudiado electroforéticamente
sobre papel, el comportamiento de los
complejos solubles que se forman al
mezclar disoluciones de SDS y de pro­
teína en determinadas proporciones. En
el caso de la tripsina las relaciones D/P
utilizadas han sido superiores a las ne­
cesarias para la redisolución del com­
puesto estequiométrico DS-Tripsina, de
acuerdo con nuestros resultados previa­
mente publicados (5). Con la a-quimo­
tripsina se ha estudiado, además, la in­
fluencia del tiempo de contacto previo
con el SDS.
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Tripsina. — Se compararon electro-
foréticamente una disolución control de
tripsina, preparada por mezcla de 5,0 mi.
de una disolución de tripsina, (200 mg./
/mi.) en tampón fosfato disódico 0,2 M-
-ácido cítrico 0,1 M de pH 4, y 5 mi. del
mismo tampón, con otra constituida por
5,0 mi. de tripsina, 4,5 mi. de SDS (100
mg./ml., en tampón de pü 4) y 0,5 mi.
de tampón. La relación molar D/P de
esta última mezcla es igual a 40,86, su­
ficiente para redisolver al compuesto es-
tequiométrico DS-Tripsina previamente
formado. Como electrolito se utilizó el
propio tampón fosfato-cítrico, de 4
y de fuerza iónica 0,15.

Las experiencias se realizaron con las
muestras, después de abandonadas du­
rante 12 horas a la temperatura ambien­
te. Para las electroforesis sobre papel se
depositaron aproximadamente de 30 a
60 pl. de sendas disoluciones, y se tra­
bajó a 3,5 volt./cm. prolongándose la
operación durante unas 6 horas.

La curva densitométrica 2a muestra
que la proteína pura emigra hacia el
cátodo; por el contrario la tripsina tra­
tada con exceso de SDS emigra hacia
el ánodo, exhibiendo una gran movili­
dad electroforética : indudablemente se
trata de la proteína combinada con mu­
chos grupos OS-, los cuales comunican
al conjunto carga negativa y una incre­
mentada movilidad.

a.-Quimotripsina. — Para los análisis
electroforéticos, las muestras se prepa­
raron del siguiente modo : la disolución
control de a-quimotripsina se confeccio­
nó añadiendo 5 mi. de a-quimotripsina
(roo mg./ml.) en tampón (fosfatos só­
dicos 0,05 M, de pH 8, y fuerza iónica
0,2) a otros 5 mi. del mismo tampón;
la disolución mezcla de SDS y a-quimo­
tripsina contenía 5 mi. de disolución
enzimática de la composición ya indicada
y 5 mi. de una disolución de SDS (roo
mg./ml.) en tampón. La relación molar
SDS/a-Quimotripsina era igual a 94,6 y
la ponderal igual a 1. Antes de la elec­

troforesis las muestras permanecieron en
reposo a la temperatura ambiente du­
rante 12 horas. Como electrolito se em­
pleó el propio tampón ya descrito, pro­
longándose la electroforesis durante 6
horas con un potencial de 3 volt./cm.

La curva densitométrica 2b muestra
como tanto la proteína pura como la
tratada por SDS en exceso, emigran en
la misma dirección anódica, si bien la
proteína combinada con el DS-, lo hace
con mayor movilidad que el enzima puro.

En un ensayo previo, paralelo al efec­
tuado con tripsina, se pudo observar que
a 4, la a-quimotripsina tratada con
exceso de SDS (con objeto de redisolver
el compuesto estequiométrico DS-a-qui-
motripsina previamente formado) emigra
hacia el ánodo, dando lugar a la apari­
ción de una banda única.

Influencia de la relación ponderal D/P
en la formación de combinaciones DS-
a-Quimolripsina. — Se prepararon di­
versas mezclas cuyas relaciones ponde­
rales D/P fueron de 0,18; 0,24; 0,3;
0,5 y 2,0; que se abandonaron en reposo
durante una hora a la temperatura am­
biente. Las mezclas se prepararon mez­
clando volúmenes iguales de una disolu­
ción de a-quimotripsina (100 mg./ml.)
y de otra de SDS de concentración varia­
ble, según la relación ponderal D/P re­
querida. Ambas disoluciones se prepa­
raron en tampón fosfatos sódicos 0,025
M. de pH 8.

Los ensayos electroforéticos se reali­
zaron a 40 C., utilizando como electro­
lito el tampón descrito, durante 7 horas
y con potencial de 4,5 volt./cm.

Examinados los electrogramas antes
de su revelado, baio luz ultravioleta, ya
se observaron unas bandas fluorescentes
cuya localización coincidía exactamente
con las que aparecen después al revelar
con Negro Amido; la fluorescencia era
debida al DS~ contenido en las combi­
naciones proteínicas de las manchas. En
las curvas densitométricas que se expo­
nen (2c, 2d, 2e, 2/, 2g) se pone de ma-
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nifiesto como según sea la relación pon­
deral D/P de la mezcla sometida a elec-
troforesis, aparecen una o dos manchas
con movilidades claramente distintas.

Para una relación D/P igual a 0,18 se
observa en el revelado la presencia de
una sola mancha, también previamente
detectada bajo luz U. V. Cuando los
cocientes D/P valen 0,24; 0,3 y 0,5
aparecen dos manchas con distintas mo­
vilidades; la de menor recorrido es inuy
intensa y coincide con la primera de las
bandas referida en el anterior experi­
mento, mientras que la segunda, más
débil, pero tanto más intensa cuanto
mayor es la relación ponderal D/P, casi
coincide con la banda de traslación del
exceso del ion DS“ libre, observada bajo
la luz U. V. Finalmente, para la rela­
ción D/P igual a 2, se nota la existencia
de una sola banda, coincidente con el
frente de avance del DS“ no combinado.

Efecto del tiempo de contado previo
entre el SDS y la ct-Quimolripsina en
la- formación de combinaciones solubles.

Se prepararon disoluciones en las cuales
la relación ponderal D/P fue de 0,3, 0,5
y 2,0, respectivamente, obtenidas por
mezcla de volúmenes iguales de disolu­
ción de a-Quimotripsina (roo mg./ml.)
y otra de SDS de concentraciones 30, 50
y 200 mg./ml., ambas en tampón fos­
fatos sódicos 0,025 M., de pEL 8; se
sometieron a la electroforesis al cabo de
1, 24 y 48 horas de reposo a la tempe­
ratura ambiente.

Los electrogramas se desarrollaron a
4° C. empleando como electrolito el tam­
pón descrito, con una concentración en
CINa de 0,1 M., y fuerza iónica de 0,2;
se prolongó la electroforesis durante 7
horas con una diferencia de potencial de
4,5 volt./cm.

Las curvas densitométricas 2<?, 2 fe y
2Í, se refieren a la relación D/P igual
a 0,3; los valores obtenidos con la rela­
ción 0,5 aparecen en las figuras 2/, 2j
y 2 fe y la gráfica 2g expresa el resultado
obtenido con la relación D/P igual a 2,0.

Se deduce que para las relaciones 0,3 



TRIPSINA Y a-QUIMOTRIPSINA 27

y 0,5 la movilidad de la primera banda,
la más próxima al origen, aumenta con
el tiempo de contacto previo, en tanto
que disminuye su intensidad; simultá­
neamente crece la intensidad de la zona
que casi coincide con el frente de avance
del ion DS", detectada por ultravioleta y
que corresponde a la segunda banda. La
disolución cuya relación ponderal D/P
es igual a 2,0 produce una sola banda,
cualquiera que sea el tiempo de contacto
previo, la cual casi se superpone con la
banda de avance del ion DS~ libre.

Inhibiciones de las actividades enzi-
niáticas de la tripsina y a-quimotripsina
por el SDS. — En el trabajo anterior (5),
al estudiar la acción inhibidora ejercida
por el SDS sobre ambos enzimas pro-
teolíticos pudimos establecer que la ac­
tividad residual del enzima dependía de
la relación D/P y que se observaba una
reactivación parcial de ambos enzimas
al aumentar dicho cociente. Hemos re­
visado aquellos valores obtenidos (loe.
cit.) estableciendo que el valor de la
relación ponderal D/P en la que se pro­
duce la máxima inhibición enzimática se
halla comprendida entre 1 y 2 (para am­
bos enzimas), a partir de cuyo valor se
observa una reactivación que pasa por
un máximo cuando el valor del cociente
es 6; estos datos concuerdan sensible­
mente con los previamente determinados
por nosotros.

A continuación se exponen los resul­
tados obtenidos del estudio de la influen­
cia del pH y de la concentración salina
del medio sobre las acciones inhibidoras
ejercidas por el SDS sobre ambos enzi­
mas.

Influencia del jpH. — Los ensayos con
tripsina se han realizado a pH. 7,2, 7,6
y 8,0 (el punto isoeléctrico del enzima
es 7); con la a-quimotripsina se ha tra­
bajado a p~H. 5,5, 6,5 y 7,6 (su punto
isoeléctrico es 5,5). La preparación de
las muestras a incubar se llevó a cabo
mezclando previamente disoluciones de
SDS y del enzima en tampón fosfatos 

sódicos, M/15, del pU. adecuado, man­
tenidas, después de mezcladas, 30 mi­
nutos a la temperatura ambiente. De
dichas disoluciones se tomó 1 mi. que se
vertió sobre la mezcla formada por 5 mi.
de sustrato (disolución de caseína al
1 %) y 4 mi. del tampón del pH ade­
cuado, previamente ambientados a 37
+ 0,01o C. La digestión se interrumpió
al cabo de veinte minutos, por vertido
sobre 10 mi. de ácido tricloroacético
0,3 N. Se centrifugó la disolución y se
determinó la densidad óptica en el so­
brenadante a 280 m/x.

Los resultados obtenidos aparecen en
las gráficas 3a y 3b. Los valores de las
relaciones D/P consignadas, correspon­
den a las mezclas en incubación.

Se observa en todas ellas que las va­
riaciones del no provocan alteración
en la posición del mínimo de actividad,
que se presenta, con ambos enzimas,
para relaciones D/P comprendidas entre
1 y 2. Más notable es la influencia del pH
sobre la región de máxima activación,
cuando los valores D/P son superiores a
2 : se observa que el porcentaje de acti­
vidad recuperada es mayor al pH más
bajo de los ensayados. Las variaciones
de actividad observadas al variar el
aparecen como mucho más acusadas en
el caso de la a-quimotripsina.

RELACION PONDERAL SOS/TRIPSINA
(a)

Fio. 3. Influencia del />TÍ sobre la inhibición
por el SDS, de las actividades trípticas y

a-quimotrípticas.

Efecto de la concentración salina. .—
Se prepararon distintas muestras con un
contenido constante de enzima y propor-
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ciones crecientes de SDS, en disolucio­
nes tampón de diversas molaridades. Los
ensayos de actividad enzimática se efec­
tuaron a 7,6, con disoluciones tam-
pón de fosfatos sódicos M/5, M/15 y
M/40, respectivamente, utilizando la téc­
nica ya descrita.

Los resultados obtenidos, que aparecen
en las figuras 4a y 4b, ponen de mani­
fiesto la influencia de la concentración
salina mostrando que la tripsina expe­
rimenta una mayor recuperación de su
actividad proteolítica cuanto menor es
la concentración del tampón : cuando la
concentración de éste es de M/5 no se
produce reactivación del enzima, pero
cuando es M/40 se observa una activi­
dad enzimática de un 51,7 %, para una
misma relación ponderal D/P.

La influencia de la concentración sa­
lina en la reactivación de la a-quimotrip-
sina es mucho menor.

Fie. 4. Influencia de la concentración salina
sobre la inhibición por el SDS de las activi­

dades triplicas y a-quimotrípticas.

Recuperación de las proteínas tripsina
y a-quimolripsina de sus combinaciones
con el SDS. — La recuperación de am­
bas proteínas enzimáticas después de su
tratamiento por SDS y formación de las
correspondientes combinaciones con el
ion DS- se ha logrado utilizando dos
métodos distintos :

a) Por tratamiento de las disolucio­
nes de las combinaciones DS-Proteína
con sales solubles de bario, para pro­

vocar la precipitación del dodecilsulfato
de bario, y determinar después las acti­
vidades enzimáticas de las disoluciones
de tripsina y de a-quimotripsina resul­
tantes de la liberación.

b) Por separación del ion DS- por
cromatografía en columna utilizando la
resina catiónica dietil-amino-etil-celulosa
(DEAE-celulosa, Whatman 50), que nos
ha permitido, en todos los casos, la re­
cuperación de las proteínas liberadas del
ion DS~.

Tratamiento por Ba++ de las disolu­
ciones DS-Tripsina y DS-a-Quimotrip-
sina. — Se mezclaron volúmenes iguales
de una disolución de tripsina o de a-qui­
motripsina (1000 y/ml.) y de disolución
de SDS de concentraciones variables,
preparadas ambas en tampón NHr
C1NH4, 0,1 M, de pH 7,6. Después de
permanecer en reposo una hora a la tem­
peratura ambiente, se tomaron 4 mi. de
la disolución añadiéndoseles 4 mi. de
tampón y 2 mi. de una disolución acuosa
de cloruro bárico 0,01 M. Se deja depo­
sitar el precipitado de laurilsulfato de
bario durante 3 horas, separándose los
sobrenadantes por centrifugación, y de­
terminando en ellos las actividades pro-
teolíticas residuales de los enzimas, em­
pleando caseína como sustrato.

Los resultados obtenidos, que apare­
cen en las gráficas 5a y 5b, muestran la
recuperación de actividades proteolíticas
después de los tratamientos con cloruro

Fig. 5. Actividades triplicas y a-qnimotríp-
tícas recuperadas de las combinaciones con el

DS“, mediante Ba++.
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bárico. En la tripsina se observa que la
actividad se recupera parcialmente, siem­
pre que la relación ponderal D/P haya
sido inferior a 2 (en la que se producía
la máxima inhibición); para valores su­
periores, el enzima recuperado resulta
estar completamente inactivado.

Con la a-quimotripsina se observan
muy ligeras reactivaciones en el enzima
recuperado de su combinación con el
DS".

Separación del ion dodecilsulfato unido
a la tripsina y a- la a-quimotripsina me­
diante cromatografía en columna. — Los
ensayos realizados han permitido esta­
blecer el efecto desnaturalizante ejercido
sobre los enzimas por el SDS según su
concentración, y por el tiempo de con­
tacto entre el detergente y las proteínas.

La preparación de las muestras a cro-
matografiar se realizó mezclando 5 mi. de
disolución de los enzimas, de 30 mg./ml.,
con 5 mi. de disolución de SDS de con­
centraciones variables, según la relación
D/P deseada. Las muestras se abando­
nan a la temperatura ambiente, durante
intervalos de tiempo comprendidos en­
tre 1 y 40 horas. Se emplearon tampones
fosfatos sódicos 0,2 M, como disolventes,
de pH 7,2 para la tripsina y 6,5 para la
a-quimotripsina.

Se adicionó 1 mi. de la mezcla SDS-
Enzima a la columna (se han utilizado
columnas de 2 cm. de diámetro por
17,5 cm. de longitud), previamente equi­
librada con el tampón correspondiente
y realizando la elución con el propio
tampón anteriormente descrito en cada
caso. Se recogieron fracciones de 1 mi.
del eluido, y en ellas se determinó el
contenido en proteína midiendo las den­
sidades ópticas a 280 m/x y con auxilio
de los coresp endientes factores de den­
sidad óptica.

La presencia del ion DS" se determinó
por el método de la rosanilina (loe. cit.)
utilizando para ello muestras diluidas
diez veces. La actividad enzimática re­

sidual se estableció por el método de
Kunitz (loe. cit.).
Tripsina. Influencia de la relación pon­
deral D¡P en la. recuperación cromato-
gráfica de fracciones activas del enzima
a partir de disoluciones de SDS y trip­
sina. Dado que el enzima se desnatura­
liza espontáneamente a pH superiores al
de su punto isoeléctrico, y los ensayos
se realizaron a pH 7,2 se cromatogra-
fiaron las muestras ya a los treinta minu­
tos de contacto SDS y tripsina, y se em­
pleó una velocidad de elución de 12 ml/h;
en estas condiciones la tripsina pura
(sin SDS) recuperada, es cromatográñ-
camente homogénea, y conserva inalte­
rada su actividad enzimática.

La recuperación de la tripsina tratada
por el SDS se estudió para relaciones
ponderales D/P igual a 0,2 0,5 y 1,4,
correspondientes a las condiciones de má­
xima precipitación en el primer caso
(cuando se trabaja a pH 4) y a las con­
diciones de máxima inhibición la última.

Los resultados obtenidos (en las grá­
ficas 6a y 6b aparecen los correspondien­
tes a las relaciones 0,2 y 1,4) muestran
que el enzima recuperado resulta par­
cialmente desnaturalizado por el SDS,
hecho que se pone de manifiesto por la
sucesiva elución de dos fracciones protei­
cas, activa la primera y desprovista de
actividad la siguiente. Cuando la rela­
ción D/P es de 0,2 se observa que la
tripsina recuperada es activa en su casi

tripsina de sus combinaciones con SDS
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totalidad. Cuando el cociente es igual
a 0,5 aparecen, sin embargo, claramente
dos fracciones proteicas distintas, una
activa y la otra inactiva. Finalmente
cuando la relación es de 1,4 se recupera
una sola fracción proteica completamen­
te inactivada.

a-Quimotripsina. Influencia de la rela­
ción ponderal D/P sobre la recuperación
cromatográfica de fracciones activas del
enzima a partir de disoluciones-mezcla
de SDS y de a-quimotripsina.— Las con­
diciones de trabajo con este enzima se
proyectaron teniendo en cuenta que la
a-quimotripsina en disolución a pH 6,5
no sufre alteración alguna, al menos du­
rante un intervalo de 40 horas.

La a-quimotripsina que hemos emplea­
do, disuelta en tampón fosfatos sódicos
o,2M de pH 6,5, se comporta como cro-
matográ Acamen te homogénea y la pro­
teína recuperada por elución conserva su
plena actividad.

La influencia de la relación ponderal
D/P se determinó trabajando con tres
disoluciones en las que los valores eran
0,2, 0,66 y 2,0, respectivamente; la pri­
mera y la última de las relaciones co­
rresponden, respectivamente, a la de la
máxima precipitación (trabajando a pH.
4) y a la de máxima inhibición.

En las gráficas 7a y 7b se consignan
los porcentajes de actividad enzimática
recuperada cromatográficamente en fun­
ción de la relación D/P, lo que pone de
relieve- la posibilidad de separar cuanti­
tativamente la a-quimotripsina del ion
DS", independientemente de cual sea el
valor de dicha relación. En todos los
casos se obtienen dos fracciones proteicas
distintas, la que se eluye en primer lugar
exhibe prácticamente un 100 % de acti­
vidad, mientras que la fracción que re­
sulta eluida más lentamente es práctica­
mente inactiva. También se observa que
la proporción entre los pesos de las
fracciones activa e inactiva, decrece al
aumentar la relación D/P.

_Ccntenido proteico duidos
X Actividad ennmótica duido*

Contenida proteico ctüdoi
...Actividad «mimó tica duídos

Fig. 7. Recuperación cromatográfica de a-qui­
motripsina de sus combinaciones con SDS.

Influencia del tiempo de contacto pre­
vio entre el SDS y la a.-quimotripsina en
la recuperación cromatográfica del enzi­
ma. — Los ensayos se efectuaron con
una disolución de SDS y a-quimotripsina
cuya relación D/P era igual a 0,66. Se
dejó en reposo a la temperatura ambien­
te durante períodos de tiempo de 1, 14
y 40 horas, sometiendo las tres mues­
tras a la separación cromatográfica.

Se reúnen los resultados en las gráfi­
cas 8a, 8b y 8c en las que se observa
como al aumentar el tiempo de contacto
previo SDS-a-Quimotripsina, tanto ma­
yor es la proporción de enzima desnatu­
ralizado (inactivo) que se recupera. Se
deduce que el proceso de desnaturaliza­
ción de la a-quimotripsina por el SDS
no es instantáneo y que la acción indu­
cida no es totalmente reversible, ya que
no toda la proteína unida al ion DS~,
recupera sus propiedades iniciales.

Constantes de inhibición Kt del SDS
en los sistemas tripsina-caseína y a.-qui-
molripsina-caseína. — La determinación
de los valores de las constantes de Mi-
chaems-Menten de los sistemas tripsina-
caseína y a-quimotripsina-caseína y los
de las constantes de inhibición (Kj) por
el SDS de los mencionados sistemas se
realizó gráficamente y por aplicación de
la ecuación de Lineweaver y Burk (10).

Las concentraciones de SDS y de los
enzimas se escogieron de modo que la

ortuota
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cromatográfica de la a-quimotripsina.

relación D/P fuera inferior a 1 (relación
de máxima inhibición) en todos los casos.

Para la preparación de las muestras
de digestión se siguieron los métodos ya
previamente indicados, trabajándose a
pH 7,6 (tampón fosfatos sódicos 1/15 M)
y a 25o C., tomando muestras de 1 mi.
cada minuto. Las actividades proteolíti-
cas se determinaron por el método de
Kunitz (loe. cit.) calculándose las velo­
cidades iniciales para cada una de las
concentraciones de sustrato ensayadas,
con y sin inhibidor.

Los valores obtenidos aparecen en las
gráficas 9a y gb, en las que se repre­
sentan los valores de i/v frente a i/S,
mostrando que el ion DS~ actúa como
inhibidor competitivo de la tripsina y

FlG. 9. Determinación de Km y Ki para
los sistemas enzima-SDS-caseína.

a-quimotripsina en el intervalo de con­
centraciones ensayado.

Para el sistema tripsina-caseína se ha­
lló que Kra = 4,08. io-5 M, valor concor­
dante con el hallado por Nord (19). En
el sistema tripsina-DS-caseína, Ki es
igual a 2,34 x io-5 M. Los valores co­
rrespondientes para los sistemas a-qui-
motripsina-caseína y a-quimotripsina-
DS-caseína son respectivamente Km =
= 3,71 x 10-5 M y Ki y = 1,5 x 1o-5 M
Se tomó como peso molecular de la ca­
seína 75.000, aceptado por diversos auto­
res (19) (12).

Discusión

El estudio de las acciones inducidas
por el dodecilsulfato sódico sobre la trip­
sina y la a-quimotripsina, trabajando a

superiores a los de los puntos iso­
eléctricos de cada uno de ambos enzimas
(tripsina 7, a-quimotripsina 5,5),
ha permitido establecer que los iones
DS~ se unen a dichas macromoléculas
formando combinaciones solubles DS-
Proteína. (En un trabajo anterior hemos
descrito la formación de compuestos este-
quiométricos insolubles [5].)

Operando en condiciones en las que
la adición de SDS no produce precipita­
ción alguna, esto es, a 7,6 con la
tripsina, y a 8 con la a-quimotrip-

3
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sina, se observan sendos aumentos de
viscosidad de las disoluciones; en el caso
de la tripsina, la curva de incrementos
de viscosidad en función de la relación
D/P experimenta una inflexión cuando
la relación ponderal vale 0,2 (relación
molar = iS) y otra cuando el cociente
D/P vale 0,4 (relación molar = 36) (fi­
gura 1). La curva de la a-quimotripsina
presenta una inflexión cuando la rela­
ción D/P es igual a 0,2 (relación mo­
lar-= 19) y otra cuando 0,5 (relación
molar = 47) (figura 1). Los puntos de
inflexión de ambas curvas, parecen in­
dicar la formación de dos complejos
DS-Proteína, que deben contener, aproxi­
madamente, igual y doble número de
grupos DS- que los correspondientes
compuestos estequiométricos, los cuales,
como ya se describió en el trabajo
anterior, poseen sólo de 18 a 20 grupos
DS- (5).

Los estudios electroforéticos realizados
parecen confirmar las anteriores inter­
pretaciones. En efecto, sometidas a elec-
troforesis en papel una disolución de
tripsina y SDS, tamponada a p~H. 4, cuya
relación ponderal D/P sea igual a 0,4
(40 mols de SDS} ‘se observa una banda
que emigra hacia el ánodo (en contraste
con la tripsina pura, cuya emigración
electroforética se realiza en dirección ca­
tódica) ; parece indudable que se trata
de un complejo Tripsina-DS.

La electroforesis de las disoluciones
mezcla de a-quimotripsina y de SDS se
realizaron en medio tamponado a 8
(porque con este enzima no hay riesgos
de autodigestión a este pH, como ocu­
rriría con la tripsina). Experimentando
con relaciones D/P igual a 0,18 (unos
iS mols de DS") y no excediendo de una
hora el tiempo de contacto previo entre
la proteína y el detergente, se observó
una sola banda emigrante hacia el ánodo,
es decir, en la misma dirección de tras­
lación que el enzima puro, aunque con
mayor movilidad (comunicada ésta, na­
turalmente, por los grupos DS- que con­

tiene el complejo) (figura 2c). Pero si el
valor del cociente D/P se va aumentando
en sucesivos ensayos, por ejemplo, de
0,24 hasta 0,5 y 2,0, entonces la inten­
sidad de dicha banda decrece hasta des­
aparecer, mientras que hace su apari­
ción una segunda banda, dotada de una
movilidad mucho mayor, puesto que
avanza hacia el polo positivo casi con el
propio frente del DS- (figuras 2d, 20,
2/ y 2g). Parece claro que al aumentar
la concentración de iones DS- en la di­
solución, el complejo a que corresponde
la primera mancha electroforética, incor­
pora nuevos grupos DS- a su molécula,
los que le comunican la mayor movilidad
típica de la segunda banda, que cada vez
resulta ser más densa.

El tiempo de contacto previo (1, 24
y 48 horas) entre el detergente y la a-qui-
motripsina tiene una influencia favorable
en la incorporación de un mayor número
de grupos DS-, fenómeno no instantá­
neo, que tiene lugar gradualmente (a
medida que se desnaturaliza la proteína),
y que ha podido seguirse con las me­
didas viscosimétricas y con los análisis
electroforéticos. Sin embargo, cuando la
relación D/P es grande, por ejemplo,
igual a 2, entonces se produce, casi in­
mediatamente, la asociación con el nú­
mero máximo de iones DS-.

Parece que con los anteriores hechos
experimentales resultan bien caracteriza­
dos dos complejos DS-Proteína, tanto
en el caso de la tripsina como en el de
la a-quimotripsina, y que sus composi­
ciones respectivas deben corresponder a
las relaciones ponderales D/P 0,2 y 0,4
para la tripsina, y 0,2 y o,4-0,5 para la
a-quimotripsina. Los complejos solubles
que deben contener hasta 40 grupos DS-
son lábiles, y no hemos podido aislarlos
puros al estado sólido (por ejemplo, pre­
cipitándolos con disolventes orgánicos),
ya que el lavado de los mismos les hace
perder DS-, y les convierte rápidamente
en los correspondientes compuestos este­
quiométricos (3) (que contienen tantos 



TRIPSINA Y a-QUIMOTRIPSINA 33

grupos DS~ como aminoácidos básicos
las proteínas, esto es, 18 ó 20).

En la formación de las combinaciones
cstequiométricas, la alteración estructu­
ral inducida por el SDS en las configu­
raciones originales de los dos enzimas
ensayados parece ser pequeña, puesto
que ambas proteínas combinadas conser­
van prácticamente inalterada su actividad
proteolítica (3), así como no experimen­
tan cambios sensibles en sus viscosida­
des. Pero el aumento progresivo de nue­
vos grupos DS- unidos a las proteínas,
no sólo determina importantes descensos
de sus actividades enzimáticas, sino que
provoca grandes aumentos de viscosi­
dad de las disoluciones, probable con­
secuencia de la desnaturalización experi­
mentada por la molécula proteica.

Das propias características de la inhi­
bición de las acciones de ambos enzimas
inducida por el DS- confirma que la
unión de dichos iones a las moléculas
proteicas debe provocar ciertas altera­
ciones estructurales. En efecto, para con­
seguir la máxima inhibición de las pro-
teolisis catalizadas por ambos enzimas
se precisa trabajar con relaciones D/P
comprendidas entre 1 y 2; porque se
observa que para relaciones mayores hay
una recuperación aparente de la activi­
dad enzimática, que podría interpretarse
como debida a un desdoblamiento o aper­
tura de las cadenas polipeptídicas, pro­
vocada por la incorporación de nuevos
grupos DS-, fenómeno que iría acompa­
ñado de la exposición de nuevos cen­
tros activos, antes ocluidos en la ma-
cromolécula; el fenómeno de aparen­
te reactivación alcanza un máximo
para la relación D/P = 6 que corresponde
a una relación molar aproximada de 544
y 567 mols DS- por mol de tripsina o de
a-quimotripsina, respectivamente.

El tratamiento de las combinaciones
DS-Proteína mediante ion Ba", con ob­
jeto de recuperar el enzima por pre­
cipitación del ion DS- en forma de
Ba (DS)2 y la recuperación cromatográ- 

fica de la proteína a partir de los men­
cionados complejos, ponen de manifiesto
la facilidad de su disociación, cualquiera
que sea el número de grupos DS- uni­
dos por mol de proteína, puesto que en
ambos casos hemos podido recuperar
proteína pura (sin SDS).

Ambas técnicas de recuperación de los
enzimas han permitido seguir el proceso
de alteración estructural de la proteína
que depende de la relación D/P utili­
zada; se consigue una recuperación to­
tal de proteína enzimáticamente activa
cuando los valores no exceden de 0,2
(figura 6a y 7a) (18 y 19 mols de ion
DS- por mol de tripsina, o de a-quimo­
tripsina, respectivamente). Da fracción
activa recuperada cromatográficamente
disminuye mucho en cantidad, cuanto
mayores son las proporciones; y resulta
nula con la tripsina cuando la relación
es 1,4 (figura 6b) y con la a-quimotrip­
sina cuando su valor es igual a 2 (figu­
ra 7 b). También depende de cual haya
sido el tiempo de contacto previo entre
la proteína y el SDS, ya que el por­
centaje de proteína activa recuperada,
para una misma relación D/P decrece al
aumentar el tiempo de contacto entre el
SDS y la proteína; para valores de la
relación comprendidos entre 1 y 2, el
proceso es muy rápido con ambos enzi­
mas.

El SDS se comporta como un inhibi­
dor competitivo de la hidrólisis tríptica
y a-quimotríptica de la caseína, para
relaciones D/P comprendidas entre 0,25
y 0,5 en el caso de la tripsina y entre
0,35 y 0,7 con la a-quimotripsina. El
valor de la constante de la inhibición
competitiva del SDS sobre la hidrólisis
tríptica de la caseína es K¡(SDS) =
= 2,34 x ro~5 M; y el de la correspon­
diente constante en el caso de la a-qui­
motripsina es Ki(SDS) = 1,5 x io-5M.

Resumen
Las variaciones de viscosidad observadas

en distintas disoluciones mezcla de SDS y de
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tripsina o de a-quiinotripsina, a />H superio­
res a los puntos isoeléctricos de ambos enzi­
mas, cuando se varían las relaciones D/P,
y el estudio electroforético de tales disolucio­
nes, permite establecer la existencia de dos
combinaciones solubles DS-Proteína en cada
uno de ambos casos : una de ellas se forma
cuando la relación ponderal D/P es igual a
0,2 correspondiente a una relación molar igual
a 18 con la tripsina, y 19 con la a-quimotrip­
sina : estas cifras coinciden con el número de
aminoácidos básicos presentes en un mol de las
respectivas proteínas. La segunda com­
binación se forma cuando la relación D/P es
igual a o,4, que equivale a 40 mols de SDS
por mol de proteína.

La unión de más o menos iones DS- a la
tripsina y a la a-quimotripsina es un proceso
dependiente de la relación ponderal D/P y del
tiempo de contacto previo entre ambas sus­
tancias.

La acción inhibidora ejercida por el ion
DS~ sobre las actividades proteolíticas de la
tripsina y de la a-quimotripsina es función de
la relación D/P, pero no parece depender
de la formación de las combinaciones descri­
tas, puesto que la máxima inhibición se pro­
duce, en ambos enzimas, cuando la relación
D/P se halla comprendida entre 1 y 2 (corres­
pondientes a relaciones entre 100 y 200 mols
DS~ por mol de proteína). La magnitud de
las inhibiciones producidas depende del />H
y de la concentración salina del medio.

El ion DS- se comporta como un inhibidor
competitivo de la hidrólisis tríptica y a-qui-
motríptica de la caseína cuando las relaciones
ponderales son de hasta 0,5 y 0,7 respectiva­
mente. Se han establecido los valores de las
respectivas constantes de inhibición.

La recuperación de las proteínas tripsina y
a-quimotripsina activas de sus combinaciones
solubles con iones DS~ a /»H superiores al
punto isoeléctrico de los enzimas, se logra
por precipitación del DS~ unido a la proteína
mediante sales de bario y eliminación del
dodecilsulfato de bario.

Con el empleo de columnas de DEAE-Celu-
losa, también se consigue la separación cro-
matográfica del ion DS-, y la recuperación
total de las proteínas. Operando a pH. 7,2
con los compuestos DS-Tripsina y a 6,5 con
los de a-quimotripsina se obtienen dos frac­
ciones cromatográficas, una enzimáticamente
activa, pero inactiva la segunda ; el porcen­

taje de la primera decrece al aumentar la
relación D/P o el tiempo de contacto entre
el detergente y la proteína, siendo igual a
cero cuando D/P es igual a 1,4 si se trata de
tripsina, y cuando D/P es igual a 2 en el caso
de la a-quimotripsina.

Summary
The action of sodium dodecylsulphate
upon trypsin and a-chymotrypsin. II.
Characterization of soluble combinations.

The viscosimetric and electrophoretic
behaviour of Solutions containing both
sodium dodecylsulphate (SDS) and either
trypsin or a-chymotriypsin, suggest thc
production of two different complexes :
one of them seems to be formed when
the relationship SDS/Protein cquals 0.2
(corresponding to about 20 mols DS- per
mol of protein), the second complex,
when the valué is higher, up to 0.4 (40
mols DS-).

From these soluble, DS-Protein com­
plexes, the corresponding free proteins
can be recovered either by means of a
DEAE chomatographic separation, or by
adding Ba" to the Solutions, when all
the DS- comes down while liberating
the attached proteins. By a careful elu-
tion of the DEAE adsorbates, two dif­
ferent fractions are recovered : the one
which comes out first from the colunin
is enzimatically active, whereas the se­
cond fraction is inactive (probably the
denatured protein). The relative propor-
tion of the first, active fraction, dimi-
nishes as the relation ship SDS/Protein
increases, or the detergent and protein
contact period is longer. When the
SDS/Protein valué is higher than 1.4,
only inactive trypsin is recovered; with
a-chymotrypsin, no activity is recovered
when the valué equals 2.

With casein as a substrate, SDS pro­
ves to be a competitive inhibitor of
trypsin and a-chymotrypsin proteolytic
activities. In the case of trysin the valué
of Ki(SDS) = 2.34 x 10-5 M the corres- 
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ponding valúe cstablished with a-chymo-
trypsin is Ki(SDS) = 1.5 x io"s M.

SDS denatures trypsin and a-chynio-
trypsin in a process that seems to be a
function of the SDS relative concentra­
ron and of the contact time between
the detergent and the proteins.
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