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INTRODUCCION



SACAROSA EN EL METABOLISMO DE LAS PLANTAS SUPERIORES

La sacarosa es el disacárido más importante en el reino vegetal, por

su amplia distribución sin excepción en todas las plantas verdes, su rela

tiva alta concentración en la mayoría de las células, y por su importancia

metabólica (l). Es uno de los principales productos de la fotosíntesis, y,

además, una de las sustancias orgánicas más importante transportada en el

floema desde los centros fotosintéticos a1 resto de la planta (2,3). Más

aún, es la principal forma de almacenaje de hidratos de carbono y a su vez

provee una fuente rápida de fructosa y glucosa, para ser posteriormente

utilizadas en síntesis y comoreserva de energía. Hay también evidencias

que este disacárido cumple un rol comofactor de control, a pesar de encon

trarse en altas concentraciones (4).

Sacarosa comoproducto de 1a fotosíntesis

La fotosíntesis es el proceso ncdiante el cual se sintetizan hidratos

de carbono a partir de anhídrido carbónico y de agua, en células clorofí]i—

cas y en presencia de la luz.

UZ

2 n ¡120 + nCO2 ——¿ >—[cuzo]n + n02 + nHzO

Esta fijación de C02en materia orgánica es, por lo tanto, esencial para

el crecimiento de las plantas, ya que a partir de los productos fotosínte



ticos y de algunos compuestos inorgánicos simples obtenidos del medio am

biente, aquellas sintetizan todas sus estructuras. La fijación del C02

culmina con 1a formación de triosa fosfato que va a dar lugar, entre otras

sustancias, a la formación de sacarosa (5,6) (fig. l).

Ciclo
de _—.>_ Fru-ó-P Sacarosa-ó-P

CALVIN

G1u-6-P fructosa Sacarosa

Glucosa

h/UDPG\
Glu-l-P Glucósidos

)///// \\\\\ Ramnósídos
ADPG GDPG

1 Poliuronauos
Alm!dón

Pontosanos

B(l—4)g1ucanos

FIGURA l.



Los hidratos de carbono sintetizados deben ser luego traslocados desde

las zonas fotosíntéticas a1 resto de la planta, y esto tiene lugar a través

del floema (7). El transporte en el floema típicamente tiene lugar entre

los siguientes centros (fis. 2):

Tejidos fotoaintéticos

(principalmente hojas)

Areas verdes de la planta Centros de reserva en hojas
que necesitan sustrato para.*_______y ejes (tallo, raíces, made
su metabolismoy crecimien- ra, corteza, bulbos. etc.)
to (tejidos meristemáticos,
flores, frutos. etc.)

Fíg. 2. Distribución de los productos de la fotosíntesis.

La truslocaciñn se estudia en las plantas intactas usando sustancias

radiactivus, que se hacen asimilar por las hojas (8). Analizando los azú

cares en los tallos de plantas de Rubus occidentalis y Glycine max, a las

cuales su las hubïu suministrado 1"C02, Burley (9) probó la hipótesíu que

la sacarosa ora la principal forma en que se mueven los hidratos de car»

bono. Ademásencontró que tanto la glucosa como la fructosa estaban marw

cadns de igual manera y que la proporción de sacarosa a hexosas aumentaba

con ln diutuuuiu de traelocación.‘ Estos hallazgos sugirieron que la saca

rosa e) Lrnslouudn y que la glucosa y fructosa resultan de su hidrólisis.

En otros exporimvntos, para poder conocer 1a composición del floema se anu«



lizó el contenido de su exudado. Die y Tammes(10) suministraron ll’COZa

hojas de Yucca flaccida y recogieron el exudado en partes distantes de la

inflorescencia. En todas las fracciones de_exudado, 1a sacarosa consti

tuyó el 902 de la radiactividad medida.

La traslocación de ll'C a través del tiempo fue estudiada por Geiger

y Swanson (ll) en plantas pequeñas de Beta vulgaris a las que se les po

daba prácticamente todas las hojas. y sólo se les dejaba una hoja total

mente deearrolluda (hoja fuente) y otra hoja pequeña (hoja destino de los

fotoasimilados para completar su crecimiento). el hipocotilo y la raíz.

Siguieron 1a acumulación de ll‘C por métodos muy precisos en las hojas des

tino cuando se exponía a 1a hoja fuente a l"002 durante 7 a 10 minutos.

Detectaron un rápido recambio de 1a radiactividad en 1a sacarosa total.

lo cual sugería que ese disacárido era la principal sustancia exportada.

Además,determinaron 1a velocidad de traslocación en plantas de Beta vul

garis ([2).- Evaluundola velocidad neta de síntesis de sacarosa. la me

dida de lu cantidad total de sacarosa, y la velocidad para alcanzar la sa

turación isotópica. Geigcr y Swansonindicaron que la concentración total

de sacarosa de la hoja fuente era el origen del traslocado.

Hay gran nümoro de estudios que se podrían citar como ejemplo sobre

transporte de nismiludos pero, bísicamenro se pueden resumir sus resulta"

dos diciendo que la sacarosa es siempre el azúcar predominante, a pesar

que la velocidad de transporte y su origen pueden variar a lo largo del

diu: dnrunto las horas de luz, es un producto de la fotosíntesis y es unn

[OCDLÏHSIOLHUÍÓHrápida; en la noche, se sintetiza a partir de ácidos or

gánicos, fosfatos orgánicos y residuos insolubles y es un mecanismode

trnnwpoir: ion!) (13)



El hecho experimental que la sacarosa no sólo constituía el producto

principal de la fotosíntesis sino que ademásera la principal sustancia

traslocadu, ha presentado a fisiólogos vegetales y bioquímicos el inter

rogante sobre cuáles serían las ventajas para las plantas de tener sacas

rosa en lugar de glucosa, comoprincipal azúcar. Arnold ha propuesto lu

hipótesis que la sacarosa podría ser un derivado protegido de 1a glucosa,

es decir, sería una forma de proteger al monosacárido del ataque por en;

zimas que catalizan su metabolismo durante la traslocación (14). Arnold

llegó u esta conclusión después de analizar parámetros físicos de glucosa

y sacarosa, tales comodensidades, viscosidadea y tensiones superficiales

de soluciones de ambas. y no encontrar ninguna diferencia fundamental al

respecto. Sin embargo, teniendo en cuenta las propiedades químicas. ha

señalado que la distribución universal de las enzimas que catalizan el

metabolismo de glucosa, haría a este monosacárido extremadamente vulne

rable. Por el contrario, Arnold destaca que 1a sacarosa es muchomenos

reactiva y esto hace que se pueda mover a grandes distancias relativas y

lleve_reslduos de glucosa a sitios específicos de crecimiento y almacena»

miento.

Sacar?“ ¡73353.regulador del _un-L¿ll)o|..ismo

Diversas evidencias experimentales sugieren que los niveles de uncu

rosn pueden modificar el grado de diferenciación de un tejido (15). Expe

rimunlns in vitro han demostrado que la diferenciación del tejido vuscu1nr

esLá rulucínnadn con Jn concentración de sacarosa (16). También se observó

que Jn cunLidad de xilemu inducido en calloa de Parthenocissus tricnspidutu



(17), y la variación en el número, tamaño, y estructura de los vasos rege

nerados eu calles de Coleus (16). están dadas por 1a concentración del di

sacárido en el medio de cultivo. La inducción de la diferenciación del

xilema en tejidos de callos por técnicas de gradiente, está favorecida por

IAAíunto con una relativamente baja concentración de sacarosa (1-22). De

lo contrario cuando se utiliza IAAcon una concentración mayor de sacarosa

(3-4Z), se favorece la inducción de floema (18,19). Se logró inducir tam

bién la diferenciacion del xilema, floema y raíces de Acer pseudoplatanos,

cuando el medio de cultivo contenía ácido naftalen acético (l mg/ml), cine

tina (0,05-0,5 mg/l) y sacarosa (3-52). Con concentraciones menores al 2%

a pesar que se diferencisban elementos de xilema y floema, no lo hicieron

las raíces (20). Estos experimentos, llevaron a Wright y Northcote a 1a

conclusión que la concentración de sacarosa. tanto intra comoextracelular,

está sujeta a nn control muy fino y, el nivel de la misma presente en un

tejido, está directamente correlacionado con la actividad de las enzimas

sacarosa síntctasu, sacarosa fosfato sintetasa, sacarosa fosfato fosfatasa,

e invertasns noquas y ácidas (20). Así, en tejidos de callos, ln sacarosa

no sólo es degradada n glucosa y fructosa, sino también es sintetizada. En

COHSECUCÜCLI.un nqnnllos tejidos se logra un control de la variación del

nivel de sacarnwn, y de acuerdo a 1a concentración del disacñrido cn el tc

jido, podria existir la posibilidad que éste ejerza algún efecto fisiológico

aumejuntu al de una hormona. Sin embargo, Wright y Northcote señalaron que

un muyd¡fíc:l ¿utablecur la diferencia entre un requerimiento nutricional

esencial y una acción hormonal.

Ademásdc haberse observado la vinculación entre el nivel de sacarosa

y lu diferencínrión en tejidos, se ha comprobadoque dicho nivel puede de



terminar la aparición de enzimas. Pontis et a1. (21) encontraron en ex

plantas de tubérculos de Helianthus tuberosus, crecidas en oscuridad, y

cuyo medio de crecimiento estaba suplementado con sacarosa, se promovía

un aumento en el nivel de almidón sintetasa, y, concomitantemente, la apari

ción de amilopectina. .El nivel de la enzima dependía de la concentración

de sacarosa en el medio. Este efecto podía ser eliminado por 1a adición de

puromicina a1 medio de cultivo, lo cual indicaba que se estaría en presen

cia de un fenómeno de inducción enzimática. Otros azúcares comofructosa,

rafinosa, o maltosa, no podían reemplazar a la sacarosa. Tambiénse pro

vocaba un aumento en la almidón sintetasa cuando se agregahanal medio glu

cosa y Ecido 2,4-dicloro-fenoxiacético. Estos resultados están correlacio

nsdos con otros previos (22) en los que se había comprobado que 1a adición

de auxina y glucosa aumentaba el nivel de sacarosa sintetasa en tejidos de

tubérculos en crecimiento. Estos ejemplos muestran claramente que la saca

rosa también puede ejercer una influencia en el metabolismo celular, y su

rol no se limita a ser fuente de glucosa y fructosa.

BIOQUIMICA DE SACAROSA

fi zjmas gue intervienen en su metabolismo

Por muchosaños se trató de dilucidar el mecanismode biosíntesis de

la sacarosa. En un principio, cuando se llevaban a cabo experimentos para

vsrudínr la síntesis del almidón, se sugirió que la sacarosa era sintetiza

du a partir de éste (23). Sin embargo, ya en 1933, se demostró que en reba



nadas de papa sumergidas en soluciones el 20%de glucosa y fructosa se sin

tetizaba sacarosa con muy poco cambio en la concentración de almidón (24).

La síntesis de sacarosa a partir de glucosa y fructosa pudo demostrar

se claramente infiltrando monosacáridos radiactivos (25). A1 no poder de

tectarse fructosa-l“c libre, cuandose agregaba glucosa-Inc, y viceversa,

pero en cada caso ambas partes de la sacarosa eran radiactivas, se concluyó

que ninguno de los dos monosacáridos libres estaban involucrados comotales

en 1a síntesis de la sacarosa. Además, se demostró 1a formación inmediata

de fosfatos orgánicos después de la infiltración de los azúcares simples,

con lo cual se especuló que la síntesis de sacarosa involucraba intermedia

rios fosforilados.

La primera enzima encontrada capaz de sintetizar sacarosa fue sacarosa

fosforilasa, extraída de la bacteria Pseudomonasaaccharophila (26,27). Esta

enzima cataliza 1a condensación de glucosa-l-P y fructosa dando comoproduc

tos sacarosa y fosfato inorgánico. Este hallazgo sugirió que podría haber

una reacción enzimática similar en plantas (28,29). Se hicieron muchosin

tentos para demostrar la existencia de esta enzima en extractos de plantas,

sin resultados positivos (30,31), lo cual indicaba que posiblemente éste no

fuera el sistema responsable de la síntesis de sacarosa en plantas.

Los resultados obtenidos en experimentos fotosíntéticos con ll'C02, en

hojas de remolacha azucarera, llevados a cabo por Buchananet al. (32-34),

indicaron que los precursores de la sacarosa eran compuestos fosforilados.

Aislaron un producto que se identificó comosacarosa-l-P, por lo cual postu

laron el siguiente mecanismo:

UDPG+ fructosa-l-P ——> UDP + sacarosa-l-P



E1 UDPGhabía sido aislado anteriormente por Leloir y colaboradores

(35) de levadura. Su rol en las reacciones en las cuales se sintetizaban

disacáridos y oligosacáridos fue demostrado por primera vez en levadura,

al aislarse 1a enzimaque catalizaba 1a síntesis de trealosa a partir de

UDPGy glucosa-ó-P (36). Con esta reacción fue demostrada la capacidad

del UDPGde donar la parte de glucosa a otros compuestos (37), lo cual

abrió el camino para 1a búsqueda de las enzimas que intervienen en la sín

tesis de sacarosa.

El significado del UDPGen la sintesis de sacarosa fue definitivamente

aclarado cuando Leloir y Cardini encontraron que extractos de germen de tri

go y otras plantas (remolacha, sorgo dulce, srveja, caña de azúcar) catali

zabun la síntesis de sacarosa a partir del UDPGy fructosa (38,39). de acuer

do a la siguiente reacción:

UDPG+ fructosa —> UDP + sacarosa

La enzima que cataliza esta reacción es 1a sacarosa sintetasa. Durante su

aislamiento. Leloir y Cardíní (40) encontraron que extractos crudos de ger

mende trigo contenían además un sistema enzimático capaz de sintetizar su

carosa fosfato. La enzima, sacarosa fosfato sintetasa cataliza la siguientt

rca ción:

UDPG + fructosa-ó-P -—-)_ UDP + sacarosa-ó-P

Leloir y Cardíni mostraron que la sacarosa-ó-P era hidrolizada por extractos

crudos, a sacarosa y fosfato. Este efecto fue atribuido a fosfatasas que

existen comúnmenteen tejidos de plantas. Sin embargo, fue Mendicino (41)

el primero que indicó que la hidrólisis de la sacarosa-ó-P era debida a una



fosfatasa específica. Posteriormente, Hawkery Hatch probaron conclusiva

mente la existencia de dicha enzima específica (42) en diversas plantas y

la purificaron parcialmente de caña de azúcar y zanahoria (43,44). Enton

ces la biosínteais de la sacarosa puede ocurrir por dos caminos diferentes

tanto en tejidos fotosíntéticos comoen no fotosíntéticos: l) por transfe

rencia de la glucosa del UDPGa la fructosa (fig. 3. reacción a), cataliza

da por 1a sacarosa aintetasa (UDP-glucosa:D-fructoaa-Z-glucosil transferasa

E.C.2.4.1.13); 2) por transferencia de la glucosa del UDPGa 1a fructosa-ó-P

para dar aacarosa-ó-P (reacción b), catalizada por 1a sacarosa-ó-P aintetasa

(UDP-glucosa:D-fructosa-ó-P2-glucoail transferasa E.C.2.4.1.14.0), que es

luego hidrolizada a sacarosa por la acción de la sacarosa-ó-P fosfatasa

(reacción c) (sacarosa-ó-P fosfohidrolasa E.C. 3.1.3. ..).

fructosa-G-P fructosa
UDPG

Sacarosa-G-P 4—:Sacarosa

Fig. 3. Reacciones que conducen a sacarosa.



La existencia de estas dos enzimas. sacarosa sintetasa y sacarosa fos

fato sintetasa, abre un interrogante en la bioquímica vegeta], yu que las

reacciones catalizadas por ambas conducen al mismoproducto, o sea, saca

rosa. Entonces, las preguntas obvias que surgen son: ¿cuál es la función

que desempeñan in vivo cada una de las enzimas?,y ¿cuál es 1a responsable

de la síntesis de sacarosa?

Basándose en experimentos de fijación de ¡“002 (33,45-47), y en estu

dios de infiltración de glucosa-1”C (48,49) en los cuales se analizó lu dis

tribución de la radiactividad incorporada a cada uno de los componentes de

sacarosa, se concluyó que la ruta de formación del disacárido durante la

fotosíntesis a partir de C02. son las reacciones b + c de lu fig. 3. 0 seu,

todos los resultados indican que la sacarosa-6-P es sintetizuda primero, y,

luego, hidrolizada u sacarosa libre. Por consiguiente, al menos1a reacción

de Síntesis a partir de UDPGy fructosa no contribuye significativamente u

incrementar el nivel de sacarosa total.

Por otra parte, las diferencias entre ambassintetasas son notables.

Así, la constante de equilibrio para la reacción catalizada por lu sacarosa"

6mPuintetasa es de 3250, con un AF° de -2700 cal a pH 7,5, lo cual indico

que Jn reacción está despIazadu hacia la síntesis de la sacurosu-b-P, o nou

es prácticamente irreversible. Lu constante de equilibrio determinada para
;la rencci<n (a), catalizada por la sacarosa sintetasa, fue alrededor dc 2

(50"52), y con un AF° de -280 cal a pH 7,5 y es, por lo tanto una reacción

[ácilmuntc reversible. El equilibrio favorece levemente la síntesis de su

cnronn, pero ni alguno o ambos sustratos. fructosa y/o UDPG,fueran [chVIr

dos, por ejemplo u través de otros reacciones metabólicas, entonces Lendrfi



lugar la reacción de clivaje. Estos resultados sugirieron que la sacarosa

sintetasa aparentemente actúa en el sentido de clivaje, más que en el de

síntesis de sacarosa (50, 53-56). De manera que todo parecería indicar que

el rol de la sacarosa sintetasa sería el de catalizar la formación de UDPG,

dando a la célula un caminoalternativo a la reacción de las pirofosforilasas

que catalizan la formación de nucleósidos difosfato azúcares (57). Cabe se

ñalarse que una diferencia importante entre 1a sacarosa fosfato sintetasa y

la sacarosa aintetasa radica en la distinta especificidad que ambastienen

con respecto a1 UDPG. Mientras la primera es totalmente específica, 1a se

gunda admite otros nucleótidos azúcares como ADPG.TDPG. y CDPGcomo dadores

(58-61). Esta circunstancia indica que la reacción de la sacarosa sintetasa

funcionando en el sentido de clivaje de la sacarosa permitiría mantener la

energía del enclace glucosídico de 1a misma, y los nucleótidos azúcares for

madospodrían ser utilizados para la síntesis de glucósidos| almidón, callo

sa, o polisacáridos de la pared celular (57). A pesar de esto, debe tenerse

en cuenta que, c1 UDP,producto de la reacción o sustrato, tiene una alta

afinidad (4) respecto a la sacarosa sintetasa, y evita que la reacción con

otros nncleósidos difosfato como ADP, TDP, CDP, o CDP, se lleve a cabo cuando

6] esrá pr¡svnte (58).

En cualquier caso, las ideas actuales tienden a asignar a Ja sacarosa

sinLctuSa el rol fisiológico de clivaje de la sacarosa, mientras que a la

sacarosa fosfato sintetasa le correspondería el de síntesis de sacarosa, vía

nacarosa-b-V.

Finalmenro dcbc señalarse que además de las enzimas mencionadas, exism

Len las conocidas genéricamente con el nombre de invertasas, que catalízun



la hidrólisis de sacarosa a glucosa y fructosa. Su presencia ha sido de

mostrada en diversos tejidos vegetales (62-64). y se las clasifica de

acuerdo a su pH óptimo en ácidas y neutras. Hay evidencias que parecen

indicar que estas enzimas aparecen en las células en estadios metabólicos

en los cuales no se detecta, o se encuentra muydisminuida la actividad

de sacarosa sintetasa (62).

Si bien existen innumerables trabajos sobre el rol y propiedades de

las invertasaa en plantas, desde el punto de vista de la biosíntesis de

sacarosa la enzima que ha sido más estudiada es la sacarosa sintetasa, pru

bablemente. porque su actividad y 1a reacción por ella catalizada han sido

vinculadas en numerososestudios a 1a síntesis de almidón (53,59,61,6S,66).

Se detallan a continuación las propiedades generales y c1 estado de

conocimiento actual sobre las enzimas relacionadas con sacarosa (fig. 3),

y en particular, sobre 1a sacarosa fosfato sintetasa, cuyas propiedades se

estudiaron en este trabajo.

a) Surnrgsn‘siuterasa

Esta enzima se encuentru muydistribuida en todo el reino vegetal (4,

67) y ha sido purificada hasta homogeneidad dc Phaseolus aureus (68).

Aunqueel equilibrio favorece la síntesis de sacarosa, 1a reacción es

tácilmuuLc reVersible y puede conducir a 1a síntesis de nucleósidos difus

fatu glucosa, a partir de sacarosa.

El pH GpLimopara la reacción en el sentido de síntesis de sacarosa

navíiu antro 7,5 y 8,5, de acuerdo a las enzimas obtenidas de distintas



fuentes. El clivaje de sacarosa tiene lugar a un pH óptimo entre 6 y 6,5.

En contraste con el alto grado de especificidad que presenta para

fructosa y sacarosa, la sacarosa sintetasa puede actuar con distintos nu

cleósidos difosfato glucosa y nucleósidos difoafato. De cualquier forma,

presenta una Kmpara UDPG(0,2 - 1,5 mM)diez veces menor que para cualquier

otro nucleósido difosfato glucosa (4). Por otra parte,la Kmpara fructosa

(2 - 6 mM), es también diez veces menor en presencia de UDPGque en presen

cia de otro NDPG(58).

La enzima no muestra ningún requerimiento absoluto para iones metáli

cos, pero, sin embargo se ha podido demostrar que la síntesis de sacarosa

es activada por cationes divalentes (Mgz+. Mn2+. Ca2+ y Ba2+) mientras que

los mismos inhiben el clivaje (53,69-73). También se ha encontrado que el

UDPes un fuerte inhibidor de la síntesis de sacarosa y que esta inhibición

puede ser revertida por Mgz+(73).

Numerosos compuestos han sido probados como posibles activadores o in"

hibidores de 1a reacción, sin que se haya podido encontrar ninguno que al

terase significativamente la actividad de la enzima in vitro (70-76). Más

afin, algunas sustancias que tienen importancia fisiológica modifican la ac

tividad de ln enzima, pero no hay evidencias que estos efectos ocurran in

vivo (6:). Se demostró en todas las preparaciones de sacarosa sintcLusu

que los grupos sulfhidrilos son esenciales para su actividad (77-78), y en

la mayoría de los casos son inhibidaa por reactivos mercuriules, comopor

ejemplo, p—cloromcrcuribenzoato, pero pueden ser reactivadas por la adición

de cistcïna, DTT, o mercapLoetanol (77).



E] peso molecular de la enzima ha sido determinado en enzimas aisladas

de varias fuentes, y se ha encontrado que en general es aproximadamente

400.000 (4). Para el caso en que la enzima fue preparada en forma homogénea,

fue posible determinar que la molécula tiene cuatro subunidades idénticas de

peso molecular entre 90.000 y 100.000 (68).

El mecanismocinética ha sido estudiado en detalle y se ha sugerido que

la adición de sustratos y liberación de productos sigue un mecanismoordena

do (74,75).

b) Sacarosa fosfato sintetasa

gástribución

La sacarosa fosfato sintetasa se halla ampliamentedistribuida en las

plantas Superiores. Se demostró su existencia por primera vez en germen de

trigo (40,91), y posteriormente se estudió en: trigo (79), remolacha azuca

rera (80), papa (78-81), caña de azúcar (82), batata (81), cebada (81), nabo

silvestre (81), arroz (83), habas (83-84), maíz (83,85), poroto japonés (50),

trébol (81), porotos (79), gramíneas (85), ricino (83), uva (86), tabaco (82),

urvejn (63,79,82), espinaca (41,79), y lechuga (41). Ademásestá presente en

diversos tejidos dr las plantas, tanto en los fotosíntéticus (41,51,82,88),

comoen los de reserva, semillas, tubérculos o raíces, y en embriones en cre

cimiento (4l,50,78,81,83,89—92). En la actualidad aün no hay experinentos

concluyentcs que permitan aclarar definitivamente dónde está localizada la

enzima en los tejidos verdes, si en el cloroplasto o en el citoplasma (87,93).

Lnfi Últimufi vvídnnvías experimentales parecen indicar que la sacarosa no puudu

atravesar la membranainterna del cloroplasto (67,79,93,94), lo cual implica



ría que nn podría sintetizarse dentro del mismopara luego salir al cito

plasma. De modoque una posible explicación de los resultados en los que

se ha detectado actividad de la sacarosa fosfato sintetasa en preparaciones

de clor0p1astos (51), sería que en dichos aislamientos se obtienen cloro

plastos contaminados con proteínas del citoplasma (93).

Aiglamientg_ypur"'cación

La enzima fue aislada por primera vez de germen de trigo en 1955 (40),

y a pesar del tiempo transcurrido no ha sido aün obtenida una preparación

homogénea. Más añn,en la mayoría de los trabajos se menciona que 1a enzima

aislada se encuentra acompañadaen porcentajes variables. de sacarosa sinte

tasa comocontaminante. Los métodos usados para purificarla son en general

clásicos, y están basados en un fraccionamiento con sulfato de amonio y/o

protamina, seguido en algunos casos por cromatografía en DEAE-celulosa (41,

78,84,92).

Bropiedgggg_ggperalea

Es difícil generalizar sobre la estabilidad de la sacarosa fosfato sin

letasa debido a que existen datos muydispares para las enzimas aisladas de

distintas luuntes, y, probabJemente,esto puede atribuirse a los distintos

procedimientos usados para purílicarla. Por un lado,Mendicinu (41) mantiene

que la enzima es estable aún congelada, conservándose en este estado prácti

camente toda su actividad. Por el contrario, enzimas aisladas de hojas (81),

y de tubérculos (78) uparentan ser muyinestables.

Un resultado peculiar que debe mencionarse, es el hallado por Fekete

(dá), quien encontró que congelnndo y descongelando preparaciones de enzima,



se separaba un activador de la misma. Los sobrenadantes sólo mantenían una

actividad residual muypequeña.

E1 peso molecular de la sacarosa fosfato sintetasa ha sido solamente

determinado por Nomura y Akazawa (92) trabajando con una enzima aislada de

escutelo de semillas de arroz, por dos técnicas distintas: filtración en gel

y centrifugación en gradiente de glicerol. de acuerdo al método de Martin y

Ames (95). El primer método indicó un peso molecular aproximado de 450.000.

En cambio en el segundo,la constante de sedimentación hallada, 820,w = 10,4 S,

corresponde a un peso molecular de 217.000, calculado de acuerdo a la ecuación

de Martin y Ames. Esta discrepancia no ha sido explicada y deja abierto un

interrogante sobre el valor real del peso molecular de 1a enzima.

Estudios sobre la reacción

Especificidad: La sacarosa fosfato sintetasa se comporta en forma similar a

otras transglucosidasas (52,96) que tienen comosustrato un nucleótido azúcar,

o sea que es muy específica respecto de UDPG.el cual no puede ser reemplaza

do por ADPG,GDPG,o TDPG, y también con respecto a fructosa-ó-P, ya que no

reacciona ni con fructosa-l-P ni con fructosa-1,6-diP (41.78).

pu óptimn; En la Tabla l se muestran los pL óptimos obtenidos para enzimas

aisladas dc distintas fuentes. En general, el pHóptimo oscila alrededor de

6,5. si bien en algunos casos se ha podido observar una meseta entre 6 y 7,6

cn las curvas de actividad vs. pH. Esto podría explicar los resultados que

señalan un pH óptimo superior a] indicado.



Tabla l. pHóptimo de la sacarosa fosfato sintetasa

de diferentes fuentes

Origen pH óptimo Referencia

Trigo 7,4; 6,5; 6,4 40, 41, 97

Papa 6,0; 7,5 78, 81

Batata 6,0 81

Caña de uzücar 6,7 82

Haba 6,4 84

Arroz 7,5 92

Cebada, uva, trébol 6,5 81

Qggftautes_gingiiggg: Los valores hallados para los parámetros cinéticos están

indicados en la Tabla 2 (4).

Su observación muestra que no hay mayores diferencias entre las prepara

\¡unes enzimátícds de las distintas fuentes. Sin embargo, cabe señalar que

.u alguno“ Caños las curvas de saturagión presentan una leve sigmoicidad, ln

qïr ustñ indicado por lab coeficientes de Hill muypoco superiores a la unidad.



Tabla 2. Constantes cínéticas para 1a sacarosa fosfato síntetasa

Planta UDPG Fru-ó-P Referencia

Km (mM) n Km (mM) n

Trigo 7,4 3,0 41

2,2 40

0,4575"b 1,5 2.6“b 1,8 97

1 9b 1.7 3.ab 1.a 97

Cebada 2,7 1.ab 1,4 81

Nubosilvestre 4.2 1.3b 1,4 81

Trébol 3 0,6b 1.5 81

vdpa 2c y 2,5 0,9b 1,4 81

7,4 5,5 78

Batuta 5,4 0.ob 1,4 81

Cana de azüca r 2 ,4 82

Haba 3,9 1 1,4 1 84

19,8d 1 6,3d 1,1 84

9,3e 1,5 4,3“ 1,6 84

4,01 n 1,4f 1 84

\Irnz 25 2 - 5.9 92

n. Cu pruscnvía de MgC1222 mM; d: en presencia de citrato 40 mM;

n: curvas sigmoídeds, A0,5; e: enzima sin el activador;
: L-u ¡Huzmnvía .lt‘ HMC]1: 'i mM; f: un presencia dt! citrato 100 "IM.



Efln¿¿¿h¿¿g; La constante de equilibrio de la reacción catalizada por la

sacarosa fosfato sintetasa fue determinada por Mendicino (41) quien encon

tró a 38°C un valor de 53 a pH 5,5 y de 3250 a pH 7,5. Estos valores indi

can un AF“ de aproximadamente -2700 cal para la hidrólisis de la unión glu

cosídica de la sacarosa-ó-P. Es decir alrededor de 4000 cal menor que para

la sacarosa. Es difícil entender por qué la presencia de un grupo fosfato

en la posición C-6 de 1a fructosa afecta tan significativamente la unión

glucosídica del disacárido, contribuyendo a su estabilización (57).

La variación con el pH en los valores obtenidos para la constante de

equilibrio por Mcndicino, muestran. tal comolo sugiere él mismo, que la

reacción debería escribirse:

unpcï’ + fun-64"?" ——» UDP3“ + sacarosa-ó-Pz' + H+

donde está indicado claramente la participación de los iones hidrógeno en la

reacción y por lo tanto cómoel pHafecta el equilibrio final.

Efecto du ioncs_melálicos: La sacarosa fosfato sintetasa de cualquier fuente

un requiere en forma absoluta para su actividad, la presencia de ningún ion

mclñ]Í\u. A posar de ello varios investigadores (81,97,98) han demostrado

quo lo; IIhCJ “¿2' y Mu2+ticncn un efecto activador mientras que segun Mu"

rnLn (8|) el ion Caz' ínhibiríu Ja actividad de la enzima.

También sc han estudiado los efectos de algunos aniones cn la actividad.

Sluhnik ct al. (78) han mostrado que los iones sulfato y cloruro producen un

efecto negdtlvn, y es importante destacar estos resultados ya que estos anio

nc: pouur afectar la actividad medida cuando-se fracciona la enzima por me“

din dc sales o por cromatografía en resina de intercambio iónico. Fekete (84)



21.

ha señalado que el ion citrato para las preparaciones de enzima de haba,

juega un rol fundamental vinculado a la presencia o ausencia de un activador

unido a la enzima. La naturaleza de dicho activador no ha sido aclarada aún.

Similarmente,varios aniones dicarboxílicos serían capaces de provocar un in

cremento en la actividad enzimática en los casos en que el activador mencio

nado se encuentra ausente.

Influencia de otros metabolitos: La sacarosa fosfato sintetasa se comporta

de modosimilar a otras transglucosidasaa, respecto a 1a inhibición por por

ducto, o sea UDPactúa como un fuerte inhibidor competitivo con una Ki apa

rente de 3,6 mM. Este hecho fue demostrado inicialmente por Mendicino (41)

y luego fue corroborado en enzimas aisladas de muy diversas fuentes (78,81,

84,92).

Por otra parte, existe discrepancia sobre el efecto de otros nucleóai

dos trifosfato o monofosfato tales como UTP, ATP, UM?y AMP. Mientras que

Mendicino (41) y Nomura y Akazawa (92) señalan que ni UMPni UTP tienen in

fluencia en la reacción, Fekete (84) indica que ambos compuestos actúan como

inhibidores. La diferencia nuevamenteradica en la presencia del activador

antes mencionado, unido o no a la enzima. Una serie de metabolitos han sido

estudiados comoposibles modificadores de 1a actividad enzimática. No ha

sido hallada ninguna influencia con sacarosa, fructosa. glucosa, glucosa-l-P.

glucosa-6-P, fructosa-l-P, fructosa-l,6-diP, 3-fosfoglicárico, gliceraldehídu—

3-P, piruvuto, fosfoenolpirüvico. citrato, succinato, maleta, oxalscetato, y

gliCOJato, entre S y 10 mM(92). En cambio Praise y Greenberg (97) han hacha

la importante observación que Zudeoxíglucosa-ó-P y 1,5-snhídroglucítolvbwr,
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análogos de fructosamó-P, estimulaban la actividad de 1a enzima, e indicaron

que estos datos sugerían 1a presencia de un segundo sitio en la enzima al

cual se unían los efectores.

Slabnik et a1. (78) estudiaron en forma comparativa el efecto que di

versas sustancias, tales comofenil glucósidos, ácido clorogénico, ácido

shikímico y solanina, tenían sobre la actividad de la sacarosa fosfato sin

tetasa y de la sacarosa sintetasa. Encontraron que la primera enzima no era

afectada por los glucósídos mientras que sí lo era por las otras sustancias.

Por último, demostraron que la enzima es inhibida parcialmente por

p-cloromercuribenzoato, lo cual sugiere que la enzima tiene grupos sulfhi

drilos esenciales para su actividad.

c) flacarosa fosfato fosfatasa

Su distribución es tan amplia comola de las otras enzimas vinculadas

a sacarosa (4).

La enzima es específica para sacarosa-ó-P y puede diferenciarse de otrus

[osfulusns cn que requiere en forma (specifica M32+(43). Por otra parte. uu

parcialmente inhibida por sacarosa. maltosa y melizitosa, mientras que Inc

Lnsn, ucluhiusa, lrcnlosa, gcutiobiosa y rafinosa no producen efecto ulgmu)

(hd).

El p“ óptimo de ln enzima se encuentra alrededor de 6,4 - 6,7, y Ja auti

vidad cae rápidamente u pH más ácidos (42,43).

SV runncu muy poco sobre las propiedades moleculares de la enzima y sólo

se tienvn estimaciones muyaproximadas de su peso molecular (alrededor de

1004100) (¿02) .
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Dada la importancia de la sacarosa fosfato sintetasa comoresponsable

de la síntesis de sacarosa in vivo, el presente estudio está orientado a

adquirir conocimientos que completen los actuales, y que permitan esclarecer

los mecanismospor los cuales se modifica la actividad de 1a misma. En_con

secuencia, se espera lograr una mayor visión de conjunto que ayude a compren

der mejor c6mose regulan los niveles de sacarosa en la célula.



l A I. ES Y METODOS

fx:
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REACTIYOS UTILIZADOS

Los reactivos utilizados para las determinaciones de actividad enzi

mática fueron adquiridos en SIGMAChemical Company, St. Louis, EE.UU. La

sacarosa-ó-P fue preparada de acuerdo al método descripto más adelante.

E1 ácido tiobarbitürico fue purificado de acuerdo al método de Waravdekar

Saslaw (99).

DEAE-cellulosa fue comprada en SERVA,Alemania; Sepharosa óB, en PHAR

MACIA,Suecia; y los demás reactivos utilizados en la preparación de 1a

enzima y durante su purificación, en FLUKA,Suiza.

UDP»1”C—gJucosay 1"C-fructosa-ó-P fueron suministrados por AMERSHAM,

EE.UU., y por el Instituto de Investigaciones Bioquímicas, Fundación Campo

mar.

Las proreinas usada en la determinación del peso wolecular y las en

zimas üUXÏILJÏUSempleadas en la determinación de actividad enzimática, fos

fatasa alcalina (tipo IX) y piruvato quínasa (tipo II), fueron compradasen

SIGMAChemical Company, St. Louis, EE.Ub.

La sacarosa fosfato sintetasa fne obtenida a partir de germende trigo,

adquirido un una nemjlieríu dc Buenos Aires.

Las sales dc TRls se prepararon pasando sales de sodio de UDPUy de

fructosa—6—P por Dowex 50 (H+) y neutralizándolaa con TRIS.



_gnrukMINApIoN DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Todas J.: mudidfls de actividades enzimáticas fueron llevadas a cabo

bajo condiciones donde la velocidad era lineal en el tiempo y respecto a

la cantidad de enzima.

Sacarosa fosfato_gintetasa

Método_fi: Está basado en la medición de 1a sacarosa-ó-P formada mediante

el reactivo del ácido tiobarbítürico (100), luego de destruir la fructosa

6—P remanente con NaOH (40).

La mezcla de incubación contenía, expresados en umoles. en un volumen

tota] de 50 ul, los siguientes componentes: UDPG,0,50; fructosa-ó-P, 0,50;

buffer HEPESpH 6,5, 5; enzima, y los compuestos cuyo efecto se quería estu

diar. En 1|s primeros pasos de la purificación, la mezcla de incubación

contenía además 1 umol de NaF. Se incubó a 30°C durante diferentes tiempos,

y la reacción se interrumpió por el agregado de 0.2 ml de NaOH0,5 N. La

mezcla de incubación sin UDPGfue usada comoblanco; el nucleótido azúcar

fue agregado después de haber interrumpido la reacción con álcali. Se ca

Jentó a 100°“ por ¡0 minutosa y Juego se enfri. rápidamente. Se añadió 0,6

ul del reactivo ácido tiobarbirürico y se calentó a 100°Cpor 7 minutos. Se

enfrió y se leyó la densidad óptica a 432 nm.

ugrggg g: Se huun en Lu medición del UDPformado. de acuerdo al método de

Udbkb \lUl), que cherminu el uucleósido difoafato por medio de piruvuto

quinnsn, estimando cl fluido pirüvico resultante como2.4-dínitrufenilhidrn—

sona. La mchlJ de incubnvíón contenía, expresados en umoles, en un volumen



Lota] de 50 ul: UDPG,0,50; fructosa-ó-P, 0,50; buffer HEPES-KpH 6,5, 5;

enzima, y demás compuestos en cuya presencia se quería determinar la acti

vidad. Se incubó a 30°C durante diferentes tiempos. La reacción se inter

rumpió calentando a 100°C por 1 minuto, y luego se enfrió. La mezcla de

incubación sin fructosa-ó-P fue usada comoblanco; el ester fosfórico fue

adicionado una vez detenida la reacción. Posteriormente se agregó 60 ul

de una meZula que contenía, en umoles: buffer TRIS-HCl pH 9, 10; PEP, 0,25;

KCl, 10; MgSOn,2,5; y 10 ug de piruvato quinasa (350-400 unidades/mg). Esta

segunda incubación se realizó a 37°C y después de 15 minutos, se interrumpió

por el agregado de 0,15 m1del reactivo 2,4-dinitrofenilhidrazina. Después

de cinco minutos, se adicionaron 0,2 m1 de NaOH10 N y 0,5 ml de alcohol

96%. El color desarrollado se leyó a una densidad óptica de 520 nm.

Método C: El fundamento de este método es la determinación de sacarosa-6-P,

separada de los demás componentes de la mezcla de incubación por medio de una

resina intercambiadora de iones (Dowex-l-cloruro, 200-400 mesh) que previa

mente se somete a la acción de fosfatasa alcalina. La mezcla de incubación

contenía, en umoles, en un volumen total de 50 ul: UDPG-1“C(actividad espe

cífícu: 160.000-240.000 cpm[umol), 0,25; fructosa-ó-P, 0,5; buffer HEPESpH

6,5, 5; enzima y compuestos cuyo efecto se estudiaba. Se incuhó a 30“C, du

rante diutintos tiempos, y la reacción se detuvo por el agregado de 10 ul de

buffer glícinumNnou 1 H pH 10. Se calentó a 100°C, un minuto, y luego se cn

Erió. El blanco de reacción contenía todos los componentes de la mezcla de

incubación con excepción de fructose—6—P. Se adicionó luego, 5 y! (50 ug;

10 unidades/mg proteina) de fosfatasa alcalina. Se incubó por 30 minutos a

37°C. La reacción se detuvo por agregado de 0,2 ml de agua helada. La saca»
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rosa-1“C liberada por acción de la fosfatasa alcalina, se separó de los

restantes componentes pasando la totalidad de la muestra por una columna

de Dowex l-cloruro (200-400 mesh), 0,6 x 2 cm, siendo eluída con 2 ml de

agua. E1 eluato fue recogido directamente en viales, a los que se les

agregó 8 m1 de un líquido de centelleo [PPO-POPOP(4 g PPO y 0,3 g de

POPOPen un litro de tolueno): TRITON(2,5:1)].

Método D: Este método está basado en la determinación del UDPformado que

previamente es separado de los demás componentes, por cromatografía en pa

pel. La mezcla de incubación corresponde a la usada en el método A. pero

en este caso la reacción se detuvo por calentamiento a 100°C durante 1 mi

nuto. Luego de completar los blancos respectivos, se aplicó una alícuota

de 40 ul sobre papel WhatmanN° l y se cromatografió en etanol-acetato de

amonio 1 MpH 7,5 (7:3) (102), en forma descendente por 24 horas. Las zo

nas del papel correspondientes a UDPse recortaron y se eluyeron con HCl

0,1 M. Se determinó la cantidad de UDPmidiendo 1a densidad óptica a 260

nm.

!Étggg E: Está basado en la medición de la sacarosa-ó-P formada, después

que se la ha separado de los demás componentes de la reacción por cromato

grafía en papel. La mezcla de incubación corresponde a 1a usada en el mé

todo C, excepto que la reacción se detuvo por calentamiento a 100°C. l mi

nuto. Se colocó una alícuota de 25 ul sobre papel WhatmanN° l. Los pro

ductos de reacción fueron separados por cromatografía descendente en etanol

uvetuto du amonio I M, pH 3,8 (7:3) (102), durante 28 horas. Lus zonas co

rrespondicntes u la l"C-sacarosa-ó-P, determinadas en el papel por compara



ción con standards de sacarosa-6-P no radiactiva, se cortaron, y se deter

minó su radiactividad en un líquido de centelleo cuya composición era: 4 g

de PPO y 0,3 g de POPOPen un litro de tolueno.

Los métodos B, C, y D fueron usados especialmente con metabolitos que

podían interferir en el desarrollo de color con el reactivo del ácido tio

barbitürico (métodoA).

Sacarosa sintetasa

La actividad de la enzima se estimó midiendo la reacción en el sentido

de síntesis de sacarosa mediante el uso del reactivo del ácido tiobarbitü

rico, luego de destruir la fructosa remanente con NaOH(39). La mezcla de

incubación contenía, expresados en umoles, en un volumen total de 50 ul:

UDPG,0,25;_fructosa, 0,50; buffer TRIS-HCl pH 8, 5; la enzima, y compuestos

en el caso en que se quería estudiar el efecto de los mismos. El procedi

miento que se siguió fue ya descripto para el método A en la determinación

de la sacarosa fosfato sintetasa.

.i‘üïatajap:

tgïggg A: Está basado en la determinación del fósforo liberado mediante lu

técnica de Eiskc-Subburow (l03). La mezcla de incubación contenía, en umolcs,

cn un culumun final de 50 ul: fructusn-ó-P. 0,5; buffer HEPESpH 6,5, 5; y lu

unzimn. En Algunnq ensayos, ln mezcla de incubación contenía además 10 umulun

dc ng1;. 14 ruuutlñn nu deLUVUdespués de haber incubado durante 30 m1uutua
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a 37°C, por el agregado de ácido sulfúrico 5 N. Una vez agregados los restan

tes reactivos del método de Fiske-Subbarow, el color desarrollado se leyó a

una densidad óptica de 660 nm.

MétodoB: Alternativamente se determinó la actividad de fosfatasas midiendo

la fructosa-1“C liberada de la ll’C-fructoaa-ó-P. La mezcla de incubación, con

tenía expresados en umoles, en un volumen final de 50 ul: 1"'C-fructosa-ó-P (ac

tividad específica 150.000 cpm/umol), 0,5; buffer HEPESpH 6,5, S; y la enzima.

Se incubó durante 30 minutos a 37°C, y se interrumpió la reacción con 0,2 m1 de

agua. Se aplicó la mezcla, en su totalidad, sobre columnas de Dowex-l-cloruro

(200-400 mesh) 0,6 x 2 cm. La fructoaa-1“C fue eluída con 2 ml de agua, reco

giéndose el eluato directamente en viales, a los que se lea agregaban 8 m1 de

líquido de centelleo [PPO-POPOP(4 g PPO y 0,3 g de POPOPen un litro de tolueno):

TRITON(2,521)].

Fosforilasa

El método está basado en la medición del fosfato liberado de la glucosa-l-P

de acuerdo al método de Fiske-Subbarow (103). La mezcla de incubación contenía,

en un volumen total de 50 ul: 1,2% de glucógeno, 1,5 umoles de glucosa-l-P; 0,05

“moles de AMP;0,5 umoles de buffer TRIS-Maleato pH 6,5, y enzima. Se incubó

durante distintos tiempos, a 37°C, y la reacción se detuvo por el agregado de

1,55 m1 de agua helada. Se adicionaron luego los reactivos para medir fosfato.

Se esperó 10 minutos antes de leer eL color desarrollado a una densidad óptica

de 660 nm.



DETERMINACION DE PROTEINAS

Método de Lowry (104): Se empleó este método pero con las modificaciones

de Oyamay Eagle (105), y se usó comopatrón, albúmina bovina cristalizada.

Método de Warburg y Christian (106): Se midió la densidad óptica a 260 y

280 nm.

ELECTROFORESIS EN POLIACRILAMIDA

La electroforesis se realizó de acuerdo a la técnica descripta por Jovin

et al. (107). Se preparó un gel de separación (0,5 x 10 cm), de una composi

ción en acrilamida del 7,5%, y sobre éste se fotopolimerizó un gel de concen

tración de 0,5 x 0.6 cm. Se sembraron muestras de 100 ul que contenían, como

máximo, 100 ug de proteína disueltos en una solución de glicerol al 50%y 10

ul de azul de bromotimol al 1%. La proteína se había dializado previamente

contra el buffer catódico de electroforesis (glicina 2.88 g/l, TRIS0,6 g/l,

pH 8,3). El buffer anódico se preparó ajustando con TRIS a pH 8,1, 60 ml de

'HCI l N, que se llevaron a un volumen final de un litro. Se hizo circular 2

mA/tubohasta que el colorante, indicador del frente, había pasado el gel de

concentración, y luego 4 mA/tubo durante aproximadamente dos horas, tiempo en

c1 cual el colorante llegaba a 0,5 cmdel extremo inferior del gel. Las pru

Luïnas nc detectaron por teñido durante 15 minutos con una solución de Amido

Schwartz ul 1%en ácido acético al 7%. El exceso de colorante fue eliminado

¡un JJdeus run ñcndu acético al 7%. a una temperatura de 50°C. El lfquído dr

lavado so cambió cada medía hora durante las primeras cinco horas. La locali
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zación de la enzima fue llevada a cabo cortando con un bisturí geles no teñi

dos, en rebanadas de l mmde espesor. Cada rebanada fue colocada en un tubo

que contenía la mezcla de reacción correspondiente al método A para medir 1a

actividad. El tiempo de incubación fue, generalmente. de 1/2 - 3 horas. Cuan

do se deseaba determinar más de una actividad enzimática en el mismo gel, cada

rebanada fue dividida en partes iguales, que luego se incubaron con las res

pectivas mezclas de reacción.

ELECTROENFOCADO

Las experiencias de electroenfocado se llevaron a cabo de acuerdo a la

técnica de Godson (107). El método permite realizar electroenfocado en micro

escala. La proteina (0,1 - 0,5 mg) se distribuyó en un gradiente de glicerol

de 8 a 60% con una concentración de anfolito de 1% (pH 3 - 10).

La solución anódica estaba constituida por glicerol 80%y ácido fosfórico

0,09 M, y 1a solución catódica por NaOH0,25 N. Se aplicó una tensión de 500

volts durante 15 horas, a 4°C.

Se eluyó la columna haciendo pasar el gradiente de glicerol por una celda

de flujo contínuo en el espectrofotómetro Zeiss (PMQ-II), para determinar la

densidad óptica a 280 nm. El líquido emergente de la celda fue fraccionado y

ue determinó la actividad enzimática en cada fracción, por medio del método A.

QFTERMÏNACION DEL PESO MOLECULAR

El peso molecular fue determinado por dos métodos, filtración en gel y

UuquifngUCÍónon gradiente de glicerol. La enzima utilizada para estos ex
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perimentos fue previamente dializada según el método que se empleaba. o bien

contra el buffer de equilibrio de la columna de Sepharosa 6B, o bien contra

el buffer del gradiente de glicerol.

l. Filtración en gel: Se utilizó una columna de Sepharosa 63 de 2 x 48 cm,

equilibrada con buffer TRIS-HCl pH 7,4 0,05 M, y EDTAl mM. La columna se

calibró mediante el pasaje de l ml de una solución que contenía 2 mg de crea

tina quinasa, 2 mgde aldolaaa, 2,5 mg de catalasa y 5 mg de tiroglobulina.

Fue eluída con el mismobuffer de equilibrio a una velocidad de 10 ml/hora,

y se recogieron fracciones de l m1. Se determinó la densidad óptica a 230 nm

para detectar todas las proteinas, y además. la posición de la catalasa fue

verificada midiendo la densidad óptica a 405 nm. La determinación del peso

nwlecular de la sacarosa fosfato aintetasa fue realizada aplicando una muestra

de 1,7 ml (15 mg de proteina) en sacarosa 202. La elución se hizo en la misma

forma que para las proteinas patrones y se determinó la posición de la enzima

por su actividad, de acuerdo a1 método A.

II. Centrifugaeión en gradiente de glicerol (95): La enzima fue centrifugadn

en un gradiente lineal de S m1 de glicerol entre 15 y 30%p/v, en un buffer

HHPES50 nnlph 6.5 y mercaptoetanol 5 mM. Se recogieron fracciones de 6 gotas,

y en ellas se determinó la actividad enzimática por el método A. Se utí1i¿ur0u

romo enzimas marcadoraa catalasa que tienen un Szo.w - 11,3 S y un peso molecu«

lar de 2&O.UOU(95), y toeforilasa cuyo Szo.w ' 13,5 y su peso molecular es

370.000 (¡08) .

De uruurdn nl Lípn de experimento, el gradiente contenía además fruntoun

u-l‘, vom, o Multi-3.
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PREPARACION DE SACAROSA-ó-P

Se preparó sacarosa-ó-P incubando UDPGy fructosa-ó-P en presencia de

sacarosa fosfato sintetasa purificada. La mezcla de reacción contenía 400

umoles de UDPG. 600 umoles de fructosa-G-P, 2000 umoles de buffer HEPESpH

6,5, 300 pmoles de PEP, 4000 umoles de KCl, 800 umoles de MgClz, 20 unidades

de piruvato quinasa y 4 m1 de sacarosa fosfato sintetaea (4,4 umoles de saca

rosa-6-P/m1/min) en un volumen total de 40 m1. Después de incubar 40 minutos

a 30°C, se detuvo la reacción calentando por un minuto a 100°C. Se centrífu

36 la proteína desnaturalizada. El análisis de la mezcla de reacción indicó

ln formación de 360 pmoles de sacarosa-ó-P (902 de rendimiento). La solución

se ajustó a pH 8,5 con NsOH. y se aplicó a una columna de Dowex l-borato de

2 x 56 cm. La columna se eluyó con un gradiente lineal de borato de amonio

0,2 M pH 8,6 (400 m1) s borato de amonio 0,8 M pH 8,6 (400 m1). de acuerdo a

la técnica de Lefbvre et s1. (109). E1 diagrama de elución puede verse en 1a

fig. 5. Se juntaron las fracciones correspondientes a1 pico de sacarosa-ó-P

y se ajustó el pH a 7 por agregado de ácido bórico. La solución fue liofili

¿ada y ul bórico remanente fue eliminado con metanol.

La sacarosa-ó-P que se obtuvo fue analizada determinándose su contenido

cn fosfato y fruetosa. Por cromatografía descendente en papel thtman N“ l

en etanol-acoLuto de amonio l M, pH 3,8 (7:3) (102), durante 30 horas, se pudo

obmzrvur una 501:: mancha con un Rf de 0,56.I
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Fig. 5. Cromatografía en Dowexl-borato. Se recogieron fracciones de 3,8
m1. Se anaron alícuotas de cada fracción y se analizaron por e] método del
ácido cíobarbitürico (100).
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EXTRACCION Y PEBIFICACION DE LA ENZIMA

Procedimiento A

Preparación del homogenato: Se suspendieron 300 g de germen de trigo en 900

m1 de buffer TRIS-HCl 5 mMpH 8, EDTA5 mM. y cianuro de potasio 10 mM. Dicha

suspensión fue agitada ocasionalmente y, después de una hora, fue filtrada a

través de cuatro capas de muselina, descartandose el residuo. El filtrado

fue centrifugado a 27.000 x g durante 30 minutos y el aobrenadante fue dia

lizado contra 3 cambios de 8 litros de buffer TRIS-HCl 20 mMpH 8, mercapto

etanol 5 mM y EDTA 1 mM.

Fraccionamiento con sulfato de amonio: El dializado fue llevado a 40%de sa

turación con sulfato de amonio sólido. Se dejó equilibrar durante 30 minu

tos bajo constante agitación. Durante el fraccionamiento se mantuvo el pH

entre 7 y 7,3 con NHnOHl M; El precipitado formado se separó por centrífu

gación a 27.000 x g durante 20 minutos, y se descartó. El sobrenadante se

llevó a 45%de saturación y se mantuvo con agitación constante por 30 minutos.

Se separó el precipitado por centrífugación a 27.000 x g durante 20 minutos.

El precipitado se suspendió en un mínimo volumen de buffer TRIS-HCl 20 mMpH

7,5, mercaptoetanol 5 mMy EDTAl mM. La suspensión fue luego dializada con

tra una solución de sulfato de amonio al 40%, pH 7, durante toda 1a noche. La

suspensión equilibrada fue luego pentrifugada a 40.000 x g por 30 minutos. El

sobrenadante fue separado y el precipitado fue extraído con l m1 da sulfato

de amonio al 40%, separando el sobrenadante por centrifugación a 40.000 x g

durante 20 minutos. Este procedimiento de extracción se repitió dos veces.
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Después de determinar 1a actividad enzimática, se juntaron los sobrenadantes

con mayoractividad de sacarosa fosfato sintetasa. La solución resultante

fue dializada contra TRIS-HCl 20 mMpH 7,5, EDTA1 mMy mercaptoetanol 5 nah

Primera cromatografía en DEAE-celulosa: E1 dializado. al que se denominó

E(O,1,2), fue cromatografiado en una columna de DEAE-celulosa de 2 x 20 cm

equilibrada con el mismobuffer de diálisis. Después de pasar la muestra,

se comenzó1a elución con un gradiente lineal de cloruro de sodio (volumen

total,400 m1) entre 0,1 y 0,8 Mdisuelto en el mismobuffer de equilibrio.

Se recogieron fracciones de 2 ml y se les determinó las actividades de saca

rosa fosfato sintetass y sacarosa sintetasa y se leyó la absorbancis a 280 nm

[Fig. 6 (a)]. Se juntaron las fracciones con actividad de sacarosa fosfato

sintetasa,y se concentraron en una celda de ultrafiltración Amiconcon una

membrana PM-lO.

Segunda cromatografía en DEAE-celulosa: La solución enzimática concentrada

se dializó contra 2 litros de buffer HEPES20 mMpH 6,7. EDTA1 mMy mercapto

etanol 5 mMen glicerol 202. El dializado se cromatografía en una columna de

DRAE-celulosa l x 20 cm equilibrada con el mismobuffer de diálisis. Después

de pasada la muestra, se comenzóla elución con un gradiente lineal entre 0 y

0,5 M en cloruro de sodio (volumen total, 80 m1) disuelto en el mismobuffer

de equilibrio. Se recogieron fracciones de 1 m1, en las que se midió las ac"

lívidudcs enzimáticas de sacarosa fosfato sintétass y sacarosa sintetasa, y

ur leyó Ju densidad óptica a 280 nm{Figï ¿'(b)]:' Se juntaron las fracciones

ran actividad de sacarosa fosfato síntetasa y se concentraron en una celda de

ulrrufillrnciñn Amíuon con memorand¿MJÍOÏ

En lu tdblu 3 está tabuludu nnu purificación de acuerdo al procedimiento
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Purificacióndelaenzima-ProcedimientoA

Volumen

m1

Actividad

U/ml

Actividad

total

U

ProteínaActividad

específica

mg/mlU/mgproc.

Purifica-'

Recupera

Homogenatodializado Sulfatodeadonio¿O-úSZ E(0,1,2) lraDRAE-celulosa 2daDEAE-celulosa

440

8,3
11,4

2,3 2,0

77
861

1.360

W—"1.266

33.880

7.146 4.047 3.128 2.532

332,021 5316,248 2116,908,4 1971,6035,4
4,8263,75130

100
21

7,4

Unaunidad(U)desacarosafosfatoaintetasa

catalizalaformacióndelnmoldesacarosa-ó-P/minuto,a30°C.
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_grocedimiento_g

Pregaración del homogenato: Se suspendieron 200 g de germen de trigo en 600

ml de buffer TRIS-HCl 5 mMpH 8. EDTA5 mM, y cianuro de potasio 10 mM. Dicha

suspensión fue agitada ocasionalmente y, después de una hora, fue filtrada a

través de cuatro capas de muselina, descartándose el residuo. El filtrado

[ue centrifugado a 27.000 x g durante 30 minutos y el sobrenadante fue diali

zado contra 3 cambios de 6 litros de buffer TRIS-HCl 20 mMpH 8, mercaptoeta

nol S mM y EDTA 1 mM.

Fraccionamiento con sulfato de amonio: A1 homogenato dializado se le agregó

sulfato de amonio hasta 352‘de saturación controlando el pH después de agre

gada la sal y mantaniéndolo entre 7 y 7,3 con NHqOH1 M. Se centrifugó a

27.000 x g durante 20 minutos. El precipitado fue descartado y el sobrena

dante se llevo a 452 de saturación, dejándose 30 minutos con agitación con

tinua. Se centrifugó a 27.000 x g por 20 minutos y el precipitado se resus

pendiñ en cl volumen de buffer HEPES 20 mMpH 6,5, mercaptoetanol 5 mMy EDTA

l mM. La suspensión fue dializada contra el mismobuffer con tres cambios de

nn litro cadn uno, durante toda la noche. Esta fracción contiene sacarosa

sintetasa, sacarosa fosfato sintetasa y fosfstasas no específicas.

yrimcra cromatografía en DRAE-celulosa: La solución dializada se cromatogra

fió en una columna de DEAE-celulosa de 3 x 20 cm equilibrada con el mismo

buffer de diálisis. nespués de pasar 1a muestra se eluyó con un gradiente

lincnl de 0 - 0,5 H de cloruro de sodio disuelto en el buffer de equilibrio

kvolnmen total, 900 mi). Se recogieron fracciones de 4.5 ml, donde se midiu

¡un las actividades de sacarosa fosfato síntetasa y sacarosa sintetasa. El



diagrama de elución que se obtuvo [fig. 7 (3)] muestra la separación entre

ambas enzimas. La elución de las proteínas fue seguida determinando la den

sidad 6ptica a 280 nm.
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Fig. 7 (u). Primera cromatografía en DEAE-celulosa. (o ) actividad de sacum
rosa fosfnLo uinreLasa medida por el método A; (¡J actividad de sacarosa
sintetasn; ( ') proteínas.

seguggg_gïgpntogrufïa en DRAE-celulosa: Las fracciones que correSpondían al

pico dc actividad dc sacarosa fosfato sintetasa, se juntaron y dializaron

vun(rn hufrqr HEPHS20 mMpH 6,5 mercaptoetanol 5 mH, y EDTA5 mMen glicernl

202. El dlnllzado se pasó por una columna de DEAE-celulosa de 2 x 20 cm pru

viamcntc üqnllíhrddu con el buffer de diálisis. Después de pasar Ja muestra,



se elnyó con un gradiente lineal entre 0 y 0,5 Mde cloruro de sodio disuelto

en el buffer du equilibrio de la columna (volumen total, 400 m1). Se recogie

ron fracciones de 2 m1y se midieron las actividades de sacarosa fosfato sin

tetasa y sacarosa sintetasa. La elución de proteínas fue seguida leyendo 1a

densidad óptica a 280 nm [fig. 7 (b)].
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Fig. 7 (h). segunda cromatografía en DEAE-celulosa. ( o) actividad de sucu
rosa fosfato sinteLnsu medida por el método A; ( l) actividad de sacar05a
sintetan; (- ) proteínas.

Se juntaron las fracciones con actividad de sacarosa fosfato sintetasa

y se concentraron un una celda de ultrafiltración Amicon don membranaPM-lO.

la unzimn «uncuntr du rue dinlizuda contra buffer TR]S—HCI50 mMpH 7,5 y

fructosa-ó-P 5 mM.
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gggggtografïa en Sgpharosa 6B: 0,8 m1 de enzima (15 mg de proteína) fueron

cromatografiados en una columna de Sepharosa 63 de 2 x 42 cm equilibrada con

c1 mismobuffer en que se había dializado 1a enzima. Se recogieron fraccio

nes de l m1a las que se les determinó la actividad de sacarosa fosfato sin

tetasa y la densidad óptica a 280 nm. Se juntaron las fracciones con mayor

actividad específica (fig. 8) y se concentraron por diálisis con vacío en

sacos de colodio.
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Fig. 8. Cromatogruiíu un Sepharosa 63. (0 ) actividad de sacarosa fosfato
síntetasa medida por el método A. ( 0) proteína. '

En 1a tabla 4 están tabulados los datos correspondientes a una purifica

ción dc acuerdo ul procedimiento B.



Tablaá.

Purificacióndelaenzima-ProcedimientoB

Volumen

m1

Actividad

U/ml

Actividad

total

U

Proteína

mg/ml

Actividad eSpecífica U/mgprot.

Purifica

.l
eion

Recupera

y,

Clon

Z

Homogenatodializadn Sulfatoceamonio35-452 1raDEAL-celuloea 2daDEAE-celulosa 2daDEAE-celulosa

(concentrada)

SepharosaóB(a)

305
34,1

118
64

81
645 178 220

2.570

459

24.705 21.994 21.004 14.080 13.878

505

41 81
8,6 1,6

18,6
0,675

1,97 7,9
20,7

137,5 138,1

10,5 69,8 70
345

(b)

100
89 57 56 13(24)

(a)Datoscorrespondientesaunamuestrade0,8m1deenzimadela2daDRAE-celulosaconcentrada.Unidades

totalesaplicadas:2056.

(b)Elporcentajeentreparéntesiscorrespondea1arecuperaciónrespectodelaetapaanterior. Unaunidad(U)desacarosafosfatosintetasacatalizalaformaciónde1nmoldesacarosa-ó-P/minuto,a30°C.

145
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Electroforesis en gel de poliacrilamida: La enzima obtenida en el paso an

terior fue sometida a electroforesis en poliacrilamida, y el resultado se

observa en la fig. 9.
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PROPIEDADES GENERALES DE LA ENZIMA

ggggnlLIDAD

A los efectos dc estudiar la estabilidad de 1a enzima, el homogenatodia

lizado se centrifugó a 100.000 x g por una hora. Alícuotas del sobrenadante

se mantuvieron a distintos pH, por 5 minutos a 50°C, en ausencia y en presen

cia de fructosa-ó-P 10 mM. Luego se midió 1a actividad al pH óptimo por el

método A (Tabla S).

Tabla 5. Actividad de aacaroaa fosfato sintetaaa mantenida a distintos pH
durante 5 minutos a 50°C.

Actividad remanente (Z)Buffer pH
20 mM Sin fru-ó-P Con fru-6-P

10 mM

MES 5,2 8 38

bES 6,0 13 45

MES 6,4 20 53

REDES 6,8 55 58

HEPES 7,8 60 64

Tambiénsu estudió la variación de ln estabilidad de la enzima a baja

Lomperaluxa cn presencia y ausenxia de iructosa-ó-P 10 mM,para lo qu] se

m¿nídvn a u'. ¿nïnníü 20 y 72 horas. a distintos pH. La actividad fue deter

minada a] pH óptimo por 01 mélodo A (fis. 10).
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Por otra parte, mientras se desarrollaba el métodode purificación de

la enzima, se estudió la estabilidad de la mismaa lo largo del tiempo cuan

do se la guardaba bajo condiciones diferentes (Tabla 6).

Tabla 6. Estabilidad de la enzima guardada bajo diferentes condiciones.

Temperatura Tiempo Actividad Etapa de la purificación
remanente

°C Meses

-50 1 84 Proc. B, segunda DEAEa

-50 1 100 Proc. B, segunda DEAEa'b

-20 ll 45 Proc. A. primera DEAE

-20 1 32 Proc. A, segunda DEAE

—20 l 86 Proc. A, segunda DEAE a

-20 1 82 Proc. B, segunda DEAEa

-20 1 98 Proc. B, segunda DEAEa'b

0 1 90 Proc. B, segunda DEAEa

0 l 100 Proc. B, segunda DEAEa’b

0 2 Sl Proc. B, segunda DEAEa

0 4 ll Proc. B, segunda DEAEa

Er. todos 10:; casos se usó buifer HEPES 20 mMpH 7,4.

(n) EJ huffur un el que se guardaba la enzima contenía 20K de glicerul.
(b) El buiívr contenía fructoea-ó-P lO mM.

“tu” pndïj. ddemñs. bar Liofilizadu, retenjundu cl üOZde su

auLívÍdaú.



DETERMINACION DEL EH OPTIMO

El pH óptimo hallado para la enzima fue de alrededor de 6,5, comose

puede observar en la curva de actividad en función del pH (fig. ll).

Í l Í I

100" '°\ '
Ó

. \ 4

ao- / 
I- . q

a2

U 60- 
cu

E _ O O _
>
7..o

. < 40,. x q

_ o 
/

20- 
X

L ...

L l l l

5 6 7 a

pH

Fig. Jl. Actividad de la sacarosa fosfato sintetasa a distintos pH, deter
minada por el método A. Se empleaton, para los diferentes pH los buffers:
(o) MES, (O) HEPES, ( X) TRIS-HCl, a una concentración final de 0,1 M.
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Con el oijto de comprobar si 1a actividad de 1a enzima era modificada

por la naturaleza del buffer utilizado en las incubaciones, se determinó a

quélla usando distintos buffers al pH óptimo (Tabla 7).

Tabla 7. Actividad de sacarosa fosfato sintetaaa al pH óptimo en presencia
de distintos buffers.

Buffer (#) “mcles de sac-ó-P Actividad
min-m1 de enzima X

MES 611 98

PIPES 614 99

HEPES 620 100

TRIS-Maleato 353 57

Citrato 465 75

Fosfato 316 51

EDTA 552 89

(#) Los buffers se encontraban presentes en el medio de incubación a una
concentración final de 100 mM.

DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

La fig. 12 (A) muestra los resultados obtenidos cuando se sometió la

enzima a electroenfocado con un amplio rango de pH (3-10), y la fig. 12 (B),

uuuudOel ¡uugo de pH estuvo limitado entre 4 y 6. El pico de actividad du

la sacarosa fosfato sintetasa corresponde a un punto isoeléctrico de 5,1.
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DETERMINACION DEL PESO EQLECULAR

1) Por filtración en gel

El peso molecular hallado para la sacarosa fosfato síntetasa de germen

de trigo por filtración en gel fue de alrededor de 380.000 - 390.000 (fig.

13).

N 120 co

g D

tg 100 - A
76 C

3 80 sps
C

g .3 ‘\_
o 60 ' \
> 

1 2 3 4 6 6 7 8
-s

log (PM x10 )

Fíg. 13. DeLcrminacióndel peso molecular de la sacarosa fosfato Síntetasa,
en Sepharosa GB. CQ: creatinaquinasa (PM 80.000; A:
C: catalasa (PH 240.000);
(PM 660.000).

aldolasa (PM150.000);
SPS: sacarosa fosfato sintetasa; T: tirog1obu1ina

Se encontró en algunas preparaciones de enzima, cuando se pasaban a tra

vés dc Supharosa 68, más de un pico con actividad de sacarosa fosfato sinte

tasa (fig. 14).
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Fig. 14; Cromatografía en Sepharoaa 63. La actividad de las fracciones se
determinó mediante el método A.

Los picos que se observan en la fig. 14 corresponden a un peso molecular

aproximado de 390.000, 800.000 y más de 1.000.000. Este tipo de diagramas no

se alteraba cuando la enzima era pasada por una columna de Sepharosa 68 pre

viamente equilibrada con un buffer que contenía MgClz 10 mMo fructosa-ó-P

10 mM.

be pudo aislar, aunque con muybajo rendimiento, uno de los picos de apa

rente peso molecular más alto (I), y se 10 volvió a someter a un pasaje por

Sepharosa 68 (fig. 15).
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Fig. 15. Cromatografía en Sepharosa óB del pico I de la fig. 14. Se midió
la actividad por el método A.

A1 recorrer el pico I se obtuvieron nuevamentevarios picos con activi

dad enzimática en posiciones similares a las de 1a fig. 14: o sea el pico de

peso molecular aproximado de 390.000 y los de peso molecular más alto.

2) Egg Eentrifugación en gradiente de glicerol

E] coeficiente de sedimentación estimado de acuerdo al método de Martin y

Ames (95) usando como patrón fosforilasa (Szo,w = 13,5 S) fue 820,w = 13,9 i

0,5 s, lo que corresponde a un peso molecular aproximado de 386.000 i 20.000.

La posición de sacarosa fosfato sintetasa se encuentra prácticamente super

puesta cun La de fosforilasa (fig. 16).
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Fig. 16. Centrifugación en gradiente de glicerol 15-30%. La actividad de
sacarosa fosfato sintetasa fue medida por el método A. Las flechas indican
las posiciones de los máximoscorrespondientes a (f) fosforilasa y (c) cata
lasa.

Se hicieron también gradientes que contenían además fructosa-ó-P 10 mM,

o UDPG5 mMo Mg012 10 mM, con objeto de ver si se observaba alguna modifica

ríñn wn lu fOLmaen que sedimentaba la sacarosa fosfato sintetasa. Los resul

tados obtenidos (fig. 17) no muestran diferencia apreciable en 1a sedimenta

ción de la enzima.
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Fig. 17. Centrifugación en gradiente de glicerol 15-30%. El buffer con
tenía además: (I) fructosa-ó-P 10 mM; (II) UDPG5 mM; (III) MgC12 lO mM.
Se determinó 1a actividad enzimática por el método A. (f) posición del
máximode fosforilasa.

Para ver ai existía algún fenómenode asociación entre sacarosa sinte

tasa y sacarosa fosfato sintetasa, se procedió a centringar una mezcla de

ambas enzimas en un gradiente de glicerol 15-30%. Ambasenzimas sedimenta

18).ron comoui estuviesen solas (fig.
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EFECTO DE DIFERENTES COMPUESTOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA

Efecto del E-cloromercuribenzoato (PCMB)

Cuando se incubó la enzima con concentraciones variables de PCMBse pro

dujo una disminución de la actividad que llegó hasta el 100%(fig. 19).
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Fig. 19. Efecto del p-cloromercuribenzoato (PCMB). Se preincubó 1a enzima
(0,013 mg de proteína) con diferentes concentraciones de PCMBdurante 5 mi
nutos a 30°C y luego se determinó su actividad por el método A.

La inhibición producida por el PCMBpudo ser revertida tanto por el agre

Jnúu de DTT([íg. 20) como por la adición de B-mercaptoetanol (fig. 21).
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Fig. 20. Reversión de la inhibición producida por PCMB,por DTT. Se pre
incubó la enzima (0,013 mg de proteína) con PCMB(25 uM final) por 5 mi
nutos a 30°C y luego se le agregó diferentes concentraciones de DTT. Se
determinó la actividad por el método A.
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Fíg. 21. Rcversión de la inhibición producida por PCMBpor B-mercaptoetanol.
Hp p¡)5HPHb6 la enzima con PCMB(25 “M final) por 5 minutos a 30°C y 1uego
Hu le agregó cantidades diferentes de B-mercaptoetanol. La actividad se mi
dió por e] método A.
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Influencia de cationes

Cationea monovalentes. Para poder estudiar el efecto de cationes monova

lentes comoNa+ y K+, se midió la actividad de la enzima en presencia de UDPG,

fructosa-ó-P y HEPEScomo sales de TRIS. En 1a tabla 8 se encuentran los re

sultados obtenidos cuando el Na+y K+, comoacetatos, estaban presentes en el

medio de incubación en distintas concentraciones.

Tabla 8. Efecto de Na+ y K+

Adición Concentración Sacarosa-ó-P formada Actividad

mM nmoles/minoml enzima Z

Ninguna - 580 100

Na+ 20 57a 99

50 580 100

100 582 100

K+ 20 sao 100

50 575 99

100 575 99

200 570 98

_Q¿tíones bivalentea. Los cationes bivalentes, Mgz+y Mn2+,activan 1a sín

Lesis de la sacarosa-ó-P (81,92,Ó7,98). Se estudió el efecto de diferentes

concentraciones de Mgz+en 1a actividad de 1a sacarosa fosfato sintetasa (fig.

22). La actividad se incrementa llegando a una meseta.
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Fig. 22. Efecto del MgClzsobre la actividad de la sacarosa fosfato sinte
tasa,medida por el método A.

Cuandose graficaron las inversas de las velocidades en función de las

inversas de las concentraciones de Mg2+, se obtuvo una recta de 1a cua] se

sacó la velocidad máxima (fig. 23). La K aparente para el Mg2+fue de 1,3

mM. La velocidad máximase usó para construir un gráfico de Hill (110) (grá

fico inserto en la fig. 23) que dio un coeficiente de 1,66.

La adición de Mn2+al medio de incubación provocó también un aumento

aígnifivativo de la síntesis de sacarosa-ó-P (fig. 24).
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Fig. 23. Influencia del Mg2+en la actividad de la enzima. Gráfico de in
versas. La actividad fue medida por el método A. La velocidad está expre
sada en umoles de sac-ó-P formados/min-ml.
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Fig. 34. Efecto del Mn2+. La actividad fue medida por el método A.



Del gráfico de inversas se obtuvo la velocidad máximay la K aparente

para Mn2*, 0,44 mM. La velocidad máxima determinada se usó para construir

un gráfico de Hill (fig. 25 y gráfico inserto en 1a misma), que dió un co

eficiente de l.
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Lié. 26. Influencia del Mn2+en la actividad de 1a enzima. Gráfico de in
vcrbas. 'be midió la actividad por el método A. La velocidad está expresa
da en umoles de sac-ó-P formados/min-ml.
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Por ul contrario, el agregado de Ca2+ en concentraciones de 5, lO y

20 mM,produjo un incremento de actividad mucho menor (18, 25 y 27% respec

tivamente).

Se pudo demostrar también que las activacionee producidas por el M32+

y Mn2+no tienen dependencia con el pH de reacción (fig. 28).

Cationes bivalentes y la inhibición por UDP

Otros autores demostraron que el UDPes un inhibidor competitivo de la

enzima aislada de germen de trigo y de otras fuentes (41.78.92). Sin embargo,

no se indicó que podría existir alguna conexión entre la activación por iones

bivalentcs y 1a inhibición por UDP. Se demostró que tanto el Mg2+como el

Mn2+revierten la inhibición producida por el producto UDP(fig. 26).

La actividad se redujo 80-90%de su valor en presencia de UDPentre 5-10

mM. La adición de Mg2+o Mn2+provocó una recuperación de actividad hacia va

lores más próximos a1 control, que depende de 1a concentración inicial de UDP

presente, y de la concentración final del ion bivalente. Así, por ejempïo

Mn2+5 mMrevirtió totalmente la inhibición causada por UDP2 mM,mientras que

íueron necesarias concentraciones mayores de M32+(superiores a 10 mM),para

obtener Ja mismareversión.

Por el contrario, el agregado de Ca2+ al medio de incubación no permitió

superar la inhibición producida por el UDP(fig. 27).
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Fjg. 27. Efecto del Ca2+ sobre la inhibición por UDP. La actividad fue
medida por el método A.

Lu inhibición de la sacarosa fosfato sintetasa por UDPfue muy poco

altvradu cuando se modificó el pH de reacción. Los resultados presentados

en la fig. 28 indican que la presencia de UDP2 mMproduce alrededor de

40-uúé Je inhibición entre pH 5,5 y 7,5.
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wid.ñ 'v a tívídad por el método A.
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Se observó también que la presencia de M32+20 mMrevierte la inhibición

y, más aün, produce una pequeña activación sobre los valores controles. En lu

tig. 28 está representada también la actividad de 1a enzima a diferentes pu

cuando el Mg2+se encuentra como único modificador.

Por otra parte, la acumulación de UDPdurante el transcurso de la reacción

provocó una disminución de 1a velocidad de reacción con el tiempo. Se estudió

el efecto de los iones bivalentes en 1a curva de tiempo de la actividad enzimá

tica. En la fig. 29 se ilustra dicho efecto cuando se adicionó Mn2+al medio

de incubación.
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Fíg. 29. Efecto de 1a adición de Mn2+en la curva de tiempo. (A) e] medio de
ÍHCUhJCÍñncontenía 5 mMMn2+desde t=0 min.;(B) control sin la adición de ion
leulente; (C) adición de Mn en el momentoindicado por 1a flecha, de manera
4ue la concentración final era la mismaque en la curva A. La actividad enzi
mática fue medida por el método A.

Cuando se puso Mn2+ en una concentración de 5 mMdesde el comienzo de la

incubación, la reacción fue lineal durante apróximadamente 20 minutos (Curva A).
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En uusvnuia del ion bivalente, 1a velocidad cayó antes. Con la adición de Mn2+

a la misma concentración que 1a curva A, se logró la reversión de 1a inhibición

producida por el UDPacumulado y la velocidad prosiguió prácticamente lineal

otra VEZ.

Efecto de aniones

Los resultados presentados en la tabla 9 muestran el efecto producido por

varios aniones. E1 maleato, isocitrato, fosfato y sulfato provocaron una in

hibición significativa.

Tabla 9. Efecto de aniones en la actividad de 1a sacarosa fosfato sintetasa.

Adición (*) sacarosa-6-P formada Actividad
nmolea Z

Ninguna 15,5 100

Piruvato 12,9 83
Lactato 15 97

Maleato 10,5 68

Citrato 9,5 61
Ïsocitratu 9,5 61
Tartrato 13 84

Succínato 12,8 83
Cloruro 13 84

Bromuro 15,5 100
FJuoruro 15,3 100

lodnru 13,5 87

leruto 13,5 87
Sulfato 9,5 61
Fosfato 10,5 68
Mahou-WI") 12 77

Malu“) 15 97

Fumarato 12,8 83

(*) Todos los aniones adicionados se encontraban como sales sódicas y a una.1 -.(nnventreclon tinal de 50 mM.
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La inhibición producida por distintas concentraciones de maleato están

representadas en 1a fig. 30, y del gráfico inserto en 1a mismase calculó el

coeficiente de Hill, que resultó menor que la unidad.
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Fig. 30. Efecto del maleato en la actividad de la enzima. Se tomó comoV
a la actividad en ausencia del inhibidor. La actividad se midió de acuerdo
al método A.

Se estudió con mayor detalle el efecto del citrato y fosfato y 1a ín

fluencía de] ion Mgz+en la inhibición producida por aquellos aniones. En

las fig. 31 y 32 se observa 1a disminución de 1a actividad enzimática con c1

aumentode la concentración de citrato y fosfato respectivamente, en presen

cia y ausencia de M32+20 mM. En ios gráficos insertos están representados

ïea \nlo)úá correspondientes a la ecuación de Hill. En ambos casos e] coc

fíciente de Hill fue menor que uno.
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Fíg. 31. Efecto del citrato en presencia y ausencia de Mgz+. ( -) activi
dad sin Mg2+; (n ) actividad en presencia de Mgz+ 20 mM. Se consideró 100%
a la ucLivíddd de 1a enzima sin efectores. V: velocidad en ausencia de in
hibidor. La actividad fue medida por el método A.



72.

I 1 I Í Ï Ï Ï Í Ï

| l u I

> 1 x, - 1 xa180- \\. \n a
2 -4

140 

a?

U
N 100 _
'U

> 
z
o
4 eo

r _

20 — .

l l l L l l L l l l

10 30 50 70 90

fosfato (mM)

Fig. 32. Efecto del fosfato en presencia y ausencia de Mgz+. ( o) activi
dad sin Mg2+; ( 0) actividad en presencia de Mg 20 mM.Se consideró 100%
a la actividad de 1a enzima sin efectores. V: velocidad en ausencia de in
hibidor. Se midió la actividad por el método A.

_Eíïggguggugycleótidos

Se estudió la influencia de varios nucleósidos mono-, di- y trífosfaLo

suth 1a acLividad de 1a enzima (tabla 10). Tanto UMPcomo AMPprácticamente

no inhiben, mientras que ADPlo hace en pequeña proporción. Todos los nuclcó

unúuh Lnjïhotllü provocan una apreciable inhibición.



Tabla [0. Efecto de nucleótídos. Actividad medida por el método A.

Nucleótido Actividad Z

Adición de M32+
5 mM - 5 mM 10 mM

Ninguno 100 138 145

UMP 92 135 146

UDP 17 37 50

UTP 33 54 75

AMP 102 138 147

ADP 82 114 133

ATP 58 85 lll

CTP 53 91 100

GTP 33 72 100

distintas concentraciones de ATP"1E1 efecto inhibitorio producido po

están representados en 1a fis. 33.
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Fic. 13. Efecto de ATP. Actividad medida por el método A. V: velocidad
un ¿“momia de inhibidor.



Se determinó también 1a actividad enzimática a una concentración fija

de ATP (S nd” cn presencia de concentraciones variables de M32+(fig. 34).
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Fíg. 34. Actividad de sacarosa fosfato sintetasa en presencia de concentra
ciones variables de M32 y de ATP 5 mM. Actividad medida por c1 método A.

Para determinar el tipo de inhibición que presentan los nuc1e681dus Lrj

fosfato, se determinaron las velocidades iniciales a distintas concentracio

nes de UDPG. La concentración de fructosa-ó-P fue mantenida fija en 10 um

(ri). 35). Se obtuvieron rectas que se interceptan sobre el eje de las orde

nadas, lo cual indica que ATP, GTPy UTPson inhibidores del tipo competiLivo

lt‘nlfi‘n’l u ¿lo LIDL’G.
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Fíg. 35. Inhibición por ATP, GTPy UTP, siendo UDPGel sustrato variable,
y fruct.nJ-6-P fija (10 mM). Las concentraciones de nucleótidos fueron:
(.A) ATP 5 mM; ({J) GTP 5 mM; (CD) UTP 5 mM; ((3) sin adición. La activi
dad fue medida por el método A. La velocidad está expresada en umoles de
sac-ó-P formados/minlml.



Efecto de azúcares

a) Monosacáridos: Se estudió 1a acción de varios monosacáridos sobre 1a

actividad de la enzima, elegidos además, con el objeto de obtener alguna

información sobre el mecanismode la reacción. Los resultados de la tabla

ll indican que el ünico capaz de producir inhibición es la ó-gluconolactona.

Tabla ll. Efecto de monosacáridos.

Monosacárido Concentración Actividad
mM X

Ninguno -' 100

Glucosa (*) 50 98

Fructosa (*) 50 98

Glucosamina (*) 10 100

50 98

B-D-tioglncosa (#) 10 lll
50 110

ó-gluconolactona (#) 10 83
50 46

(*) Actividad medida por el método B.
(#) Actividad medida por el método A.

b) Oligosacáridos: Los resultados presentados en la tabla 12 muestran que

solamente sacarosa produce inhibición en 1a actividad enzimática.

Se encontró además que la inhibición producida por sacarosa variaba con

las distintas preparaciones enzimáticas ensayadas. En algunos casos se pudo

determinar que 1a inhibición, para una mismapreparación, se modificaba con

el transcurso del tiempo (tabla 13).



Tabla 12. Efecto de oligosacáridoa. La actividad fue medida por el método B.

Oligosacárido UDPformado Actividad
50 mM nmoles Z

Ninguno 19,5 100

Sacarosa 10 52

Rafinoaa 20 102

Melizitosa 20 102

Estaquiosa 21 107
Maltosa 20 102

Celobiosa 19.5 100

Trehalosa 19,6 100
Turanosa 20 102

Melibioaa 20 102

Tabla 13.« Variaciones de la inhibición por sacarosa con las preparaciones
enzimáticas.

Preparación de enzima Inhibición por sacarosa 50 mM
Z

I 26

II 30

III 22
IV 50-60

IV* 18

V I 43

La inhibición fue medida en el momentode 1a preparación enzimá
tica, excepto IV* que ea la misma preparación IV medida dos me
ses más tarde. La actividad se midió por el método B.
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Dada la importancia de la inhibición por sacarosa, ésta fue determinada

por diferentes métodos. En la tabla 14 se presentan los resultados obtenidos

cuando se utilizó la preparación denominadaV en la tabla 13 (actividad espe

cífica: 141 nmoles/min-mgde proteína). Los mismos resultados fueron obteni

dos cuando se midió 1a inhibición en otras preparaciones durante el desarro

llo de este estudio.

Tabla 14. Inhibición por sacarosa. La actividad de la enzima fue determina
da por diferentes métodosanalíticos.

Método de medida Inhibición Z

43

40

41

43
[110055

La concentración final de sacarosa en el medio de in
cubación fue de 50 mM.

La inhibición por sacarosa fue estudiada también a diferentes concentraciones

del disacárido (fig. 36).

BOP ..
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Inhlbunonx

Fig. 36. Inhibición 60_ ’,,——
por sacarosa. La ac
tividad se midió por
el métodoB. 4° ' //// '
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La inhibición por sacarosa fue estudiada cinéticamente variando las con

centraciones de fructosa-ó-P y UDPG,a niveles fijos de sacarosa. Se grafi

caron las recíprocas de las velocidades iniciales en función de las inversas

de las concentraciones de fructosa-ó-P (lll) a distintos niveles de sacarosa

y a una concentración fija de UDPG(10 mM)(fig. 37). En el gráfico secunda

rio inserto se muestra la variación de pendientes y ordenadas en el origen.
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run. 37. Efecto dc las concentraciones variables de fructosa-ó-P sobre la
tulnchad inicial, a varios niveles de sacarosa: ( -) 5 mM;(¿3) 10 mM;
( I) 25 mM; ( X) 50 mM; (u ) sin adición. La concentración de UDPGse man
tuvo constante en lO mM. La actividad fue medida por el método C. La velo
vidad está expresada en umoles de UDPformados/mincml.
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La sacarosa resultó ser un inhibidor no competitivo respecto de fructosa

6-P. Las pendientes y las ordenadas en el origen dieron funciones no lineales

cuando se graficaron en función de la concentración del diaacárido. La inhi

bición por lo tanto es no competitiva hiperbólica.

Se estudió el efecto que la sacarosa presenta respecto del otro sustrato,

UDPG(fig. 38). El gráfico de inversas muestra que la inhibición no es lineal,

y que corresponde a un efecto más com lejo.‘.———r_-|-—E l r I fi

12 — '
I»

_.l 1 l 1 1

OA (L6

ri“. 38. Hruclu de concentraciones variables de UDPGsobre 1a velocidad ini
cial, a vulius niveles de sacarosa: (I) 5 mM; (O) 20 mM;(A) 50 mM; (‘ I)
100 mM;(i) 200 mM;(¿3) sin adición. La concentración de fructosa-ó-P se
mantuvo a 10 mM. La actividad se midió según el método B. La velocidad está
expresada en umoles de UDPformados/min-ml.
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Se calcularon los coeficientes de Hill con los valores de velocidad deter

minados para ambossustratos (de las fig. 37 y 38) en presencia de distintas

concentraciones de sacarosa (fig. 39 y 40).
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Fig. 39. Gráficos de Hill correspondientes al efecto de concentraciones varia
bles de fructosa-ó-P sobre la velocidad inicial, a varios niveles de sacarosa:
(A) sin sacarosa; (B) 10 mM; (C) 25 mM; (D) 50 mM. V: velocidad máxima obtenida
de la fig. 37.
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Fig. 40. Gráficos de Hill correspondientes a1 efecto de concentraciones varia
bles de UDPGsobre la velocidad inicial, a varios niveles de sacarosa: (A) sin
sacarosa; (B) 20 mM; (C) 50 mM; (D) 100 mM. V: velocidad máxima obtenida de la
fig. 38.



La inhibición por sacarosa fue también estudiada en presencia de M32+

(fig. 41). Con los datos obtenidos se hizo un gráfico de Dixon (112) en el

que se observa que los puntos pueden ser unidos con dos líneas rectas (para

ambos casos, con y sin Mg2+) (fig. 42).
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Fig. 41. Efecto de sacarosa en presencia de M32+.
en ausencia de Mg2+ ( -) y con Mg2+ 20 mM( D).
el método B.

Se graficó la actividad
La actividad se midió por
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Fíg. 42. Gráfico de Dixon correspondiente a los datos de la fig. 41. En
ausencia de Mgz ( D) y con M32+ 20«mM ( °).
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Sc determinó además, 1a actividad enzimática a una concentración fija de

sacarosa (100 mM)en presencia de concentraciones variables de Mg2+. Se hizo

¡m gráfico de inversas y comoreferencia se graficaron también los valores en

ausencia de sacarosa. Cuandose graficaron los datos de acuerdo a 1a ecuación

de Hill, se obtuvo, para la curva con sacarosa, un coeficiente de 0,5 (fig. 43

y gráfico inserto en la misma).
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Fig. 43. Efecto de concentraciones variables de Mgz+sobre 1a velocidad en
presencia de sacarosa 100 mM( -). Comoreferencia se incluyeron los valores
en ausencia de sacarosa ( o). La actividad fue medida por el método B.
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ESTUDIOS CINETICOS

Velocidad inicial: Se determinó 1a velocidad inicial cuando se variaba 1a

concentración de un sustrato, mientras la del otro se mantenía constante a

diferentes niveles.

En la fig. 44 están representados los resultados obtenidos cuando el sus

trato variable fue UDPGy el sustrato constante, a diferentes concentraciones,

fue fructosa-ó-P.
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Fig. 44. Efecto de concentraciones variables de UDPGsobre la velocidad
inicial, a distintos niveles de fructosa-ó-P. La actividad fue medidapor
el método A. Las concentraciones de fructosa-ó-P fueron: (t) l mM;(o)
2 mM; ( -) 3 mM; (A) S mMy (I ) 10 mM. En el gráfico inserto se grafica
ron las pendientes y ordenadas en el origen del gráfico primario comofun
ción de la recíproca de 1a concentración de fructosa-ó-P. La velocidad está
expresada en umoles de sac-ó-P formados/min-ml.
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En este gráfico de dobles recíprocas se obtuvieron líneas rectas para

cada concentración de fructosa-ó-P y esta familia de rectas tiene un punto

de intersección a la izquierda del eje de las ordenadas y por debajo de las

'abscisas. En el gráfico inserto en la fig. 44 se representaron las pendien

tes y ordenadas en el origen del gráfico primario en función de las recípro

cas de las concentraciones de fructosa-ó-P. En ambos casos se obtuvieron

líneas rectas.

Cuando el sustrato que se varió fue fructosa-ó-P, mientras que UDPGse

mantuvoconstante, a distintas concentraciones, se obtuvieron también repre

sentaciones lineales que se interceptaron a la izquierda del eje vertical

(fig. 45). El gráfico inserto en la fig. 45 muestra que tanto las pendientes

comolas ordenadas en el origen son funciones lineales de las inversas de 1a

concentración del sustrato fijo.
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Fig. 45. Efecto de concentraciones variables de fructosa-ó-P sobre la velo"
cidad inicial, a distintos niveles de UDPG. La actividad fue medida por el
método A. Las concentraciones de UDPGfueron: (t) 0,5 mM; (o) l mM; (a)
2 mM; ( A) 3 mM; ( n) 5 mMy (I?) 8 mM. La velocidad está expresada en umo
les de sac-ó-P formados/minoml.
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Inhibición Eor Broducto: Se determinó 1a velocidad inicial a distintas con

centraciones de UDPGy en presencia de diferentes niveles de UDP(fig. 46).
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Fig. 46. Inhibición por UDP,siendo UDPGel sustrato variable, y fructosa
6-P fijo u 10 mM. Las concentraciones de UDPfueron: (¿5) 0,5 mM; ( ’) l mM;
(A) 3 mM; ( o) 5 mMy ( I) sin adición. La actividad fue medida por el mé
todo A. La velocidad está expresada en umolea de sac-ó-P formados/min-ml.

Se obtuvo una familia de rectas que se interceptan sobre el eje de las

ordenadas, lo cual indica claramente que es una inhibición competitiva lineal.

Estos resultados confirman los obtenidos por otros autores que demostraron que

el UDPera un inhibidor competitivo (41,78,81,92).



El efecto inhibitorio del UDPcuando fructosa-ó-P_fue el sustrato vu

riable y UDPGel sustrato fijo, se muestra en la fig. 47.
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Fig. 47. Tnhibición por UDPcon fructosa-ó-P comosustrato variable. Lu
concentración de UDPGfue 10 mM. Las concentraciones de UDPfueron: (,1)
0,5 mM;(-) lmM; (13»)2mM; (A) 3mM; (a) 5mMy (o) sin adición. 1.a
actividad fue medida por el método A. La velocidad está expresada en “mo
les de sac-ó-P formados/min-ml.

La inhibición es no competitiva, siendo las ordenadas en el orígen y

las pendientes funciones lineales de la concentración del inhibidor UDP

(gráfico inserto en la fig. 47).

Con respecto a1 otro producto, sacarosa-ó-P, ya Mendicino (41) probó

que no inhibe a 1a enzima. En el presente trabajo se confirmó este resul

tado ya que concentraciones de sacarosa-ó-P de 5, lO y 50 mMno produjeron

modificación de la actividad enzimática.
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De acuerdo a las sugerencias de Segel (113)se determinó la velocidad

inicial u concentraciones de UDPGvariables y en presencia de diferentes

niveles de UDP. Para cada concentración fija del otro sustrato, fructosa

6-P, se obtuvo una familia de rectas (fig. 48 y 49).
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Fíg. 45.
Concentraciones constantes de fructosa-ó-P (2 y 3 mM).
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Inhibición por UDPcon UDPGcomosustrato variable. a diferentes
Las concentraciones

de unv fueron: (n) 0,5 mM; (A) 1mm (CI) 3 mM; (o) 5 mMy (nt) sin adi..nClon .
cn umoles de sac-ó-P formados/mín-ml.

La actividad se midó por el método A. La velocidad está expresado
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Fig. 49. Inhibición por UDPcon UDPGcomosustrato variable, a diferentes
concentraciones constantes de fructosa-ó-P (S, 8 y 10 mM). Se midió la ac
tividad por el método A. La velocidad está expresada en umoles de sac-ó-P
formados/minnml.



Las pendientes correspondientes a las rectas de cada uno de los gráfi

cos (fig. 48 y 49) fueron graficadas en función de 1a concentración respec

tiva de UDP(fig. 50).
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Fig. 50. Gráfico de las pendientes de l/UDPGen función de UDP(fig. 48 y
49) a diferentes y constantes concentraciones de fructosa-ó-P. Las concen
traciones de fructosa-ó-P son: (I ) 2 mM; (A) 3 mM; (o ) 5 mM; (o ) 8 mM
y (A ) 10 mM. E1 gráfico inserto en la figura muestra la variación de
Kipendiente con las concentraciones de fructosa-ó-P. La actividad fue me
dida por el método A. La velocidad está expresada en umoles de sac-ó-P for
mados/min-ml.

E1 gráfico inserto en 1a fig. 50 muestra que los Kipendiente no se

modifican con la variación de 1a concentración de fructosa-ó-P.
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Cinética de la inhibición por fosfato: Con el objeto de obtener más eviden

\cias para esclarecer el mecanismocinético de 1a reacción catalizada por la

sacarosa fosfato sintetasa, se estudió en particular, 1a inhibición por fos

fato. A tal efecto se determinaron las velocidades iniciales a distintas

concentraciones de fructoaa-ó-P y en presencia de diferentes niveles de-fos

fato. La concentración del otro sustrato fue mantenida fija en 10 mM(fig. 51).
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Fig. 51. Inhibición por fosfato, con fructosa-ó-P comosustrato variable.
La concentración de UDPGfue 10 mM. Las concentraciones de fosfato fueron:
(h) S mM; ( -) 10 mM; (a) 25 mM; (L) 50 mMy ( I) sin adición. En e]
gráfico secundario se representaron las pendientes y ordenadas en el origen
del gráfico primario en función de las concentraciones de fosfato. La acti
vidad fue medida por el método A. La velocidad está expresada en umoles de
sac-ó-P formados/min.ml.

Se obtuvo una familia de rebtas que se interceptaron a la izquierda del

eje vertical, lo cual indica que el fosfato es un inhibidor no competitivo,

lineal, respecto de fructosa-ó-P.
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Cuandoel sustrato variable fue UDPGy fructosa-ó-P fue constante (10 amo,

los resultados obtenidos para diferentes concentraciones de fosfato están re

presentados en la fig. 52.
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Fig. 52. inhibición por fosfato, con UDPGcomosustrato variable. La con
centración de fructosa-ó-P fue de 10 mM. Las concentraciones de fosfato fue
ron: (A) lO mM; (. ) 25 mM; (u) 50 mMy ( o) sin adición. En el gráfico
inserto se representaron las pendientes del gráfico primario en función de
1a concentración de fosfato. La actividad se midió por el método A. La velo
cidad está expresada en umoles de sac-ó-P formados/min-ml.

El fosfato resultó ser un inhibidor competitivo respecto de UDPG,ya que

las rectas se interceptan sobre el eje de las ordenadas. Cuandose represen

taron las pendientes de las rectas del gráfico primario en función de las co

rrespondientes concentraciones de fosfato, se obtuvo una línea recta.



DISCUSION
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PURIFICACION DE LA SACAROSA FOSFATO SINTETASA

Se eligió germen de trigo como fuente de enzima, ya que se deseaba dispo

ner de un material relativamente homogéneoy de fácil constante obtención.

La enzima ha sido aislada de varias fuentes, inclusive de germende trigo,

pero nunca ha sido purificada hasta homogeneidad. Además, dichas preparaciones

contenían proporciones variables de sacarosa sintetasa. Los procedimientos uti"

lizados para su purificación han sido: fraccionamiento con sulfato de amonio,

precipitación con protamina, y cromatografía de intercambio iónico (41,81,84,

92).

Unode los objetivos del presente trabajo fue tratar de obtener un método

de purificación rápido, sencillo y reproducible, mediante el cual se lograra

una preparación enzimática lo más pura posible. La purificación de la enzima

se ha llevado a cabo por dos procedimientos. Ambostienen en común que separan

por completola sacarosa fosfato sintetasa de sacarosa sintetasa, que es extraí

da de los tejidos vegetales juntamente con ella, y que constituye una de las

principales impurezas de preparaciones anteriores. En el procedimientto A se

logró esa separación mediante una extracción diferencial de un precipitado de

sulfato de amonio, mientras que en el procedimiento B, mediante cromatografías

en DEAE-celulosa. El primer método (A) fue el empleado cronológicamente en

primer término, pero ante los bajos rendimientos obtenidos se desarrolló el

procedimiento B.

Una de las dificultades que se encontraron a medida que se avanzaba en la

purificación de la enzima, fue su inestabilidad, lo cual llevó a introducir

glicerol en los buffers utilizados, con el objeto de proteger a la enzima. Di
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cha inestabilidad se puso más de manifiesto cuando se la sometió a filtra

ciones en gel en Sephsrosa óB, donde aún en presencia de glicerol y/o de uno

de los sustratos, fructosa-ó-P, se produjeron pérdidas de actividad del orden

del 60-70%. Sin estos agregados la pérdida de actividad podía llegar hasta

el 90%.

La enzima que se obtiene por pasaje a través de Sepharosa óB, se encuentra

totalmente libre de sacarosa sintetasa, de sacarosa-6-P fosfatasa, de glucosa

6-P isomerasa y fosfatasas inespecíficas. La actividad específica obtenida

para esta enzima es de 680 nmoles de producto/minomg de proteína, y se encuen

tra 345 veces purificada respecto del homogenato. Estos datos corresponden a

una preparación promedio, puesto que se han obtenido preparaciones con valores

de actividad enzimática superiores e inferiores.

La enzima eluíds de Sepharosa 63 posee una alta actividad específica pero

no se encuentra homogéneaafin, ya que presenta varias bandas de proteínas cuan

do se somete a electroforesis en gel de poliacrilamida. La determinación de

la actividad en el gel fraccionado indicó la presencia de tres bandas con acti

vidad enzimática, lo cual permite sugerir que sacarosa fosfato sintetasa existe

comotres isoenzimas separables en base a su carga en un campoeléctrico. Hasta

el momentono se conoce otra propiedad diferencial de las mismas y se espera en

futuros estudios, poder individualizarlas.

PROPIEDADES GENERALES DE LA ENZIMA

ESTABILIDAD

Durante distintas etapas de 1a purificación de la enzima se estudió su

estabilidad bajo diferentes condiciones. Inicialmente, se pensó en lograr una
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purificación del homogenatomanteniéndolo a alta temperatura, a distintos pH.

Se encontró que si permanecía durante S minutos a 50°C, la enzima perdía acti

vidad, especialmente a pHmenores que 6,4. En presencia de fructosa-ó-P, la

pérdida era menor. Este tipo de experimentos sugirió que el sustrato, fruc

tosa-ó-P, podría ejercer un efecto protector sobre la enzima (Tabla 6). Este

efecto también se manifestó cuando la enzima era mantenida a 0°C.

A medida que se avanzaba en la purificación, la enzima se hacía más in

estable y por consiguiente para mantener su actividad fue necesario guardarla

en presencia de glicerol y/o fructosa-ó-P. De acuerdo a los resultados obte

nidos, se considera que las condiciones óptimas para guardar 1a enzima purifi

cada son mantenerla en buffer pH 7,4, con mercaptoetanol 0,1 mM,fructosa-ó-P

10 mMy glicerol 20% (por períodos cortos de tiempo a 0°C. en cambio por perío

dos largos, conviene a -20°C o a -50°C).

La sacarosa fosfato sintetasa presenta una diferencia importante con res

pecto a 1a sacarosa sintetasa en cuanto a la resistencia de ambas frente al

congelamiento y descongelamiento (72). Mientras que la primera puede ser con

gelada a -20°C y -50°C, y se recupera 1a actividad al descongelar, la segunda

pierde un 75%(72). También es posible someter la enzima a liofilización sin

que haya una gran pérdida de actividad.

GRUPOS SULFH IDRI LOS

La sacarosa fosfato sintetasa de germen de trigo, a1 igual que la enzima

estudiada en extractos de tubérculos de papa por Slabnik et al. (78), es afec

tada por reactivos de grupos sulfhidrilos, comoel PCMB. Este efecto puede

ser revertido por completo en presencia de DTTy B-mercaptoetanol en el medio

de incubación.
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No se ha podido efectuar una titulación del númerode grupos sulfhidri

los, ni determinar si hay una diferencia en reactividad de los mismos, por

no contar con una enzima homogénea. Sin embargo, se pudo observar que la

actividad de la enzima disminuye, a una concentración más elevada de DTTo

B-mercaptoetanol, lo cual podría indicar que se estarían comenzandoa clivar

puentes sulfhidrílicos que serían esenciales para determinar 1a estructura

activa de la proteína (114).

pH OPTIMO Y PUNTO ISOELECTRICO

La actividad de la enzima en función del pH presenta un óptimo alrededor

de 6,3 a 6,7 (fig. ll), rango en el cual están comprendidos la mayoría de los

resultados obtenidos por otros autores para la enzima aislada de diversas

fuentes (tabla l).

Es importante señalar que la actividad de la enzima depende del buffer

que se utilice para su determinación. Tanto fosfato comoTRIS-maleato y ciLra

to tienen un efecto inhibitorio y por lo tanto no son recomendables para deter

minar ni 1a actividad de la enzima, ni su variación con el pH (tabla 7).

Por el contrario, los buffers de Good et al. (115), HEPES,PIPES y MES

son óptimos para medir la actividad.

El punto isoeléctrico fue determinado durante experiencias de isoelectro

enfocado destinadas a estudiar la purificación de 1a enzima. Se obtuvo un pI

de 5,1 cuando se usó anfolitos de rango amplio o de rango reducido (fig. 12).

CONSTANTES CINETICAS

La constante de Michaelis determinada para fructosa-ó-P, en ausencia o en

presencia de MgClg 20 mM, es 3 - 4,5 mM. Para UDPG, la Kmhallada en iguales
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condiciones es 3 mM. Las curvas de saturación para ambos sustratos fueron

hiperbólicas. Por el contrario, las mismascurvas, determinadas por Preiss

y Greenberg (97) para la enzima de germen de trigo, fueron sigmoidas. Murata

(81) encontró un comportamiento similar para las enzimas aisladas de batata,

papa, cebada y trébol. En estos casos (81, 97), el orden aparente de reac

ción, osciló entre 1,4 y 1,8, indicando un bajo grado de interacción.

Nomuray Akazawaencontraron que la enzima de escutelo de arroz seguía

también una cinética michaeliana. Además, hicieron 1a observación que la en

zima se apartaría de este tipo de cinética cuando se mide a pH 6.5(92). En el

presente trabajo no se observaron diferencias con el pH y, aún a bajas con

centraciones de UDPGy fructosa-ó-P, no fue posible demostrar curvas de satu

ración no hiperbólicas.

PESO MOLECULAR

Los estudios para determinar el peso molecular fueron realizados por dos

técnicas distintas: filtración en columnasde Sepharosa 6By por centrífuga

ción en gradiente de glicerol.

a) Por filtración en gel.

E1 peso molecular determinado por este método fue de alrededor de 380.000 —

390.000. Este valor es inferior a1 hallado por Nomuray Akazawa(92) que esti

maron un peso molecular de 450.000 para la enzima aislada de escutelo de arroz.

El valor indicado en primer término corresponde al de 1a mayoría de las

preparaciones enzimáticas. Sin embargo, algunas preparaciones mostraron un

perfil de elución que además del pico de actividad correspondiente a1 peso mole

cular 390.000, presentaban otros cuyos pesos moleculares aproximados se estima
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ron en 800.000 y 1.000.000 (fig. 14). Cuando el pico de mayor peso molecular

se volvió a cromatografiar en Sepharosa 63 bajo idénticas condiciones, se pudo

observar que aparecían además las otras especies de menor peso molecular (fig.

15).

Comola aparición de las especies de alto peso molecular no era reprodu

cible, se realizaron experimentos destinados a aclarar si su formación se debía

a algún artefacto producido durante 1a purificación. Coneste objeto se croma

tografiaron muestra con distintas concentraciones de proteínas, o bien prepara

ciones enzimáticas a las cuales se había desnaturalizado parcialmente. También

se realizaron cromatografias en presencia de MgClz 10 mMy de fructosa-ó-P 10 mM.

Ninguna de las experiencias condujo a la aparición de las formas enzimáti

cas de mayor peso molecular, y por lo tanto se dejó de lado la posibilidad de

un artefacto.

En conclusión, hasta el momentono se halló una explicación para 1a apari

ción de especies de distintos pesos moleculares. Nose descarta la posibilidad

que sólo fuesen extraídas ocasionalmente.

Otro resultado, vinculado a las filtraciones en gel, que no ha sido posible

explicar por completo, es la gran pérdida de actividad que tiene lugar cuando

preparaciones de enzima se someten a esta técnica. En un primer momentose

pensó que podría deberse a la gran dilución de la enzima durante 1a cromatogra

fía, pero experimentos realizados tratando de reproducir las condiciones de di

lución de la columna, no mostraron tales pérdidas de actividad. También se

hubiera podido atribuir a la pérdida de un factor que hubiese acompañadoa la

enzima en los pasos anteriores y que se separase de la mismadurante 1a filtra

ción en gel. Para probar esta hipótesis, se concentraron las fracciones ante



lOl.

riores y posteriores a las del pico de actividad (de peso molecular 390.000)

y alícuotas de los concentrados se adicionaron a la enzima para ver si se ob

tenía la actividad inicial. El resultado de este experimento fue también

negativo.

b) Por centrifugación en gradiente de glicerol

La constante de sedimentación se determinó según la técnica de Martin y

Ames(95) con la diferencia que se usaron gradientes de glicerol en lugar de

sacarosa ya que ésta ocasiona interferencia en 1a actividad de la enzima. El

valor hallado fue Szo’w - 13,9 i 0,5 S. En base a esta constante de sedimen

tación se calculó un peso molecular aproximado de 386.000 t 20.000, que con

cuerda con el determinado por la técnica de filtración en gel. Nomuray Aka

zawa, usando el mismo método (92) encontraron un 820,“ de 10,4 S, que correspon

dería a un peso molecular de 217.000, resultado que no sólo no concuerda con

los datos hallados por los mismosautores por filtración en gel, sino que tam

bién difiere de los presentados en este trabajo.

Comolos perfiles de actividad durante la sedimentación de la enzima en

gradientes de glicerol no fueron totalmente simétricos, se decidió hacer expe

riencias en las que el buffer del gradiente contuviese, además, fructosa-ó-P

10 mM, ó UDPG5 mM, ó MgC12 10 mM, para ver si ocurría alguna modificación en

1a forma en que sedimentaba la enzima. Los resultados no mostraron diferencia

apreciable en la forma de sedimentación bajo las distintas condiciones (fig. 17).

Se estudió la posibilidad que existiese alguna asociación entre sacarosa

sintetasa y sacarosa fosfato sintetasa, ya que se había observado durante los

distintos pasos de la purificación de la sacarosa fosfato sintetasa que ambas

enzimas tenían propiedades muy semejantes. Sin embargo, cuando ambas enzimas
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se centrifugaron en un gradiente de glicerol no se pudo observar ninguna di

ferencia en 1a forma de sedimentar cuando estaban juntas o separadas. Tampoco

hubo diferencias cuando se adicionó MgC1210 mMal buffer del gradiente.

EFECTO DE DIFERENTES COMPUESTOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA

Se considera en general que una reacción irreversible es el punto más ade

cuado en un camino metabólico para ejercer el control del mismo (116).

Comola reacción catalizada por la sacarosa fosfato sintetasa posee un

equilibrio desplazado hacia 1a formación de sacarosa-ó-P, y en presencia de

sacarosa fosfato fosfatasa, dicho producto es inmediatamentehidrolizado a saca

rosa y fosfato, puede ser considerada comouna reacción prácticamente irrever

sible. Por consiguiente, sería probable que la actividad de la enzima estuviera

sujeta a regulación.

Conel objeto de determinar 1a existencia de inhibidores o activadores de

la reacción catalizada por la enzima, se estudió la influencia de diversos me

tabolitos sobre su actividad.

INFLUENCIA DE IONES

a) Cationes

E1 efecto de cationes monovalentes había sido estudiado anteriormente para

enzima de escutelo de arroz porlNomura y Akazawa (92), quienes encontraron’—I D)

un cierto efecto estimulante de potasio.

Para poder estudiar el efecto de cationes monovalentes, se determinó la acti
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vidad enzimática en presencia de sustratos y de buffer comosales de TRIS.

Se pudo demostrar que ni el sodio ni el potasio tienen efecto alguno sobre

la enzima.

Diversos autores demostraron que M32+y Mn2+producen un efecto estimu

latorio sobre la sacarosa fosfato sintetasa (78,81,91,97,98). Se ha confir

mado, para 1a enzima purificada de germen de trigo, que ambos cationes ejer

cen un efecto activador. Las constantes aparentes determinadas para ambos

iones (K para M32+, 1,3 mM; K para Mn2+, 0,4 mM)indican que los dos ca

tiones tienen una alta afinidad por la enzima. Por el contrario, el ion Ca2+

produce una activación mucho menor.

Para otras enzimas aisladas de plantas se ha encontrado que la influencia

del Mgz+en 1a actividad de las mismas varía con el pH (117). En el caso de

sacarosa sintetasa (53,69-73) se encontró que el ion M32+inhibe 1a actividad

de la enzima en el sentido de clivaje de sacarosa, a su pH óptimo 6,5, mientras

que activa ia síntesis del disacárido que ocurre a pH 8. En cambio, para la

sacarosa fosfato sintetasa no se ha observado ningún cambio en la activación

por los cationes bivalentes (Mn2+o M32+) con el pH.

Se intentó verificar si la sacarosa fosfato sintetasa requería en forma

absoluta alguno de los cationes bivalentes para su actividad. Para ello se

dializó la enzima contra EDTA10 mMo 50 mMy también se 1a incubó a 4°C en

presencia de EDTA10 mM. Una vez eliminado el EDTA, no se comprobó modifica

ción de la actividad enzimática, lo cual sugiere que 1a enzima no tiene reque

rimiento absoluto de aquellos iones. Unprocedimiento similar permitió esta

blecer que 1a glutamina sintetasa'requiere en forma absoluta iones Mn2+para su

actividad, y que los mismosse encuentran directamente unidos a la proteína

(118).
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b) Aniones

Se determinó la actividad de la enzima en presencia de diversos aniones

(tabla 9). Solamentemaleato, isocitrato, citrato y sulfato provocaron una

inhibición significativa, a una concentración final de 50 mM. A pesar que

esta concentración es relativamente alta para los niveles que pueden encon

trarse en los tejidos, 1a inhibición producida no puede ser considerada como

un simple efecto de fuerza iónica, ya que algunos de los aniones ensayados

(bromuro, fluoruro) no tuvieron ningún efecto. Tampocopuede afirmarse que

la inhibición es provocada específicamente por aniones polivalentes, y en

particular, por aquéllos que tienen más de un carboxilo, puesto que compuestos

muysimilares, con igual número de carboxilos ionizados, comomalato y maleato,

muestran efectos totalmente diferentes. A1 mismotiempo se puede observar que

la inhibición es específica de algunos aniones y no puede ser causada por el

catión que los acompaña, pues todas eran sales de sodio.

La influencia de algunos aniones ha sido estudiada por Fekete (84) y No

mura y Akazawa (92). Hawker (82) sólo probó malato y Slabnik et al. (78) clo

ruro y sulfato.

Nomuray Akazawano encontraron efecto con aniones tales comocitrato,

succinato, malato, oxalacetato y glicolato, probablemente porque fueron proba

dos a concentraciones bajas (5 y 10 mM).

Los resultados de Fekete son difíciles de interpretar. Si bien encuentra

que varios aniones carboxílicos (malato, fumarato, citrato, succinato, piruvato,

aspartato y acetato) tienen un efecto activador, éste sólo se manifiesta cuando

1a enzima se encuentra desprovista de un activador de naturaleza desconocida,

aislado por esta autora. En cambio cuando 1a enzima tiene el activador unido,

tienen un efecto inhibitorio. Resulta difícil evaluar la significación de la
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presencia o ausencia del mencionadoactivador en el contexto general de la

inhibición producida por aniones, ya que Fekete ha informado (119) que 1a de

tección de aquel compuesto estaba ligada a una variedad particular de haba.

Fue estudiada con mayor detalle la inhibición provocada por maleato,

citrato y fosfato. El maleato no es un compuesto natural pero fue tenido en

cuenta porque es utilizado comobuffer. Se encontró que provoca una fuerte

inhibición (fig. 30), y el coeficiente de Hill calculado para este anión dió

un valor de 0,6.

En cambio, el efecto inhibitorio de citrato y fosfato era de particular

importancia pues estan presentes normalmenteen los tejidos (120). La inhibi

ción fue estudiada también en presencia de iones M32+(fig. 31 y 32). El Mg2+

modifica sólo en parte el efecto inhibitorio de los aniones, cuando su concen

tración es mayorque la de estos últimos. El coeficiente de Hill correspon

diente a 1a inhibición provocada por citrato y fosfato es menor que uno. Podría

pensarse que la inhibición tiene lugar a concentraciones relativamente elevadas

de ambosaniones y por lo tanto no tendría ningún significado fisiológico. Sin

embargo, se han determinado concentraciones de esa magnitud (120).

Los resultados hallados para el fosfato son importantes puesto que puede

considerarse, junto con sacarosa, comouno de los productos terminales de las

reacciones catalizadas por la enzima en estudio y por la sacarosa fosfato fos

fatasa. Los estudios cinéticos llevados a cabo utilizando fosfato comoinhi

bidor que no genera producto, se discuten más adelante.

EFECTO DE HyCLEOTIDOS

Se determinó la actividad de la enzima en presencia de varios nucleósidos

mono—,di- y trifosfato. Especialmente interesaba conocer el efecto de UTPy
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ATP,ya que son, en cierta forma, precursores de los sustratos de 1a reacción.

Los resultados obtenidos (tabla 10) difieren de los hallados por Nomura

y Akazawa (92) y Mendicino (41). Para estos autores, ni ATPni UTPafectaban

la actividad de la enzima a una concentración de 5 mM. La información publi

cada por Fekete sobre 1a acción de los nucleótidos, nuevamente depende si la

enzima está o no acompañadapor el factor activador (84).

En el presente trabajo se encontró que los nucleósidos monofosfato (UMP

y AMP)no tienen acción sobre la enzima. El ADPprovoca una pequeña inhibición

mientras que UTP, GTP, CTPy ATP inhiben entre 50 y 70%. La inhibición produ

cida por UTP, CTPy ATPresultó ser competitiva respecto de UDPG(fig. 35).

El UDPprovoca una fuerte inhibición (80%) resultado hallado por otros

autores que también demostraron que es un inhibidor competitivo (41,78,91,92).

El estudio cinética de la inhibición por UDPcomoproducto de 1a reacción se

trata en detalle másadelante.

Ya se ha demostrado que a pesar que el Mg2+tiene un efecto estimulante

sobre la enzima, ésta no lo requiere en forma absoluta para su actividad. Por

otra parte, está comprobadoque el Mgz+participa en numerosas reacciones donde

intervienen sustratos fosforilados y que, en algunos casos, también está invo

lucrada una unión directa del M32+con la enzima (118). Comola enzima es in

hibida por diferentes nucleótidos. se estudió la influencia del Mgz+sobre esta

inhibición (tabla 10). El ion divalente. a concentraciones fisiológicas, es

capaz de revertir la inhibición producida. Este efecto se estudió con mayor

detalle para ATPy UDP. Para ATPse encontró que hasta que la concentración

de Mg2+no alcanza y supera a la del nucleótido (fig. 34) no revierte por com

pleto la inhibición. O sea, esto indicaría que Mg-ATPno inhibe mientras que

ATPlibre es el inhibidor.
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Se mencionó anteriormente que la inhibición por UDP, comoproducto de

la reacción y la influencia estimulante del M32+y Mn2+habían sido estudiadas.

Sin embargono ha sido indicado antes que pudiese existir alguna conexión entre

la activación por los iones bivalentes y la inhibición por UDP. Se demostró

que tanto el M32+comoel Mn2+revierten la inhibición producida por el produc

to UDP(fig. 26). Este, aün a concentraciones bajas (0,5 mM)inhibe la reacción

en ausencia de los cationes. La actividad se reduce a un 80-90%en presencia

de UDPentre 5-10 mM. La adición de Mg2+o Mn2+ dan como resultado la recupera

ción de la actividad a1 nivel de los valores del control, dependiendo de la con

centración inicial de UDPpresente y de la concentración final alcanzada para

el ion bivalente, El C32+, que tenia un efecto activador menor, no logra supe

rar la inhibición (fig. 27).

La modificación del pH no altera 1a inhibición producida por UDP. Los re

sultados mostraron que UDP2 mMproduce una inhibición entre 40-60% entre pH

5,5 y 7,5, presentando una meseta alrededor del pH óptimo (fig. 28). La adición

de Mg2+provoca un aumento de actividad, llevándola a valores por encima del

control.

Con objeto de ilustrar cómo la acumulación de UDPdurante el transcurso de

la reacción afecta la velocidad de reacción, se estudió la mismaen el tiempo,

simultáneamente en presencia y ausencia de Mn2+. Cuandoel ion bivalente esta

ba presente, 1a reacción fue lineal durante más tiempo. La adición de Mn2+des

pués de un cierto tiempo de iniciada la reacción. removió la inhibición produ

cida_por el UDPacumulado (fig. 29)¡

Si bien los resultados obtenidos con una misma preparación de enzima fue

ron reproducibles, hubo una cierta variabilidad entre una preparación y otra,
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especialmente en el grado de activación producida por los iones bivalentes.

En cambio, la inhibición por UDPfue siempre reproducible.

Los experimentos descriptos indican que Mgz+o Mn2+pueden ejercer una

acción reguladora sobre la actividad de la sacarosa fosfato sintetasa. Un

efecto similar ha sido demostrado para sacarosa sintetasa (73), 1a cual, como

ya se mencionó, es activada por los iones bivalentes en el sentido de síntesis

de sacarosa e inhibida en el de clivaje. Es decir, que las dos enzimas capa

ces de sintetizar sacarosa son afectadas por M32+y Mn2+, y en ambos casos

dichos cationes pueden revertir la inhibición por producto.

Los iones bivalentes también juegan un papel importante en la actividad

de la sacarosa fosfato fosfatasa (42). Sin embargo, es muydificil evaluar

el significado fisiológico de todos estos datos.

Los resultados de este estudio podrian correlacionarse con los de Gustaf

son y Gander (121), quienes sugieren que se podría regular la dirección de

catálisis de la UDPGpirofosforilasa de plantas de soja, si se pudiesen modi

ficar las concentraciones intracelulares o intracompartamentales del ion Mgz+

libre. O sea, un incremento en la concentración de cación bivalente daría

comoconsecuencia la activación de la síntesis de UDPG,y por lo tanto, la

formación de sacarosa-ó-P no solamente se incrementaría porque el nivel de

UDPG,uno de sus sustratos, se ha elevado, sino porque además se revertiría

la inhibición producida por el producto UDP.

EFECTO DE AZUCARES

a) Inhibición por ó-gluconolactona

El estudio de 1a acción de monosscáridos en 1a actividad de la enzima fue

encarado eligiendo aquéllos que por su estructura podían dar también alguna
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información sobre el mecanismode reacción. Un criterio semejante fue usado

en el estudio de sacarosa sintetasa (73) donde se encontró que glucosa, B-D

tioglucosa, glucosamina, ácido glucónico, y ó-gluconolactona afectaban la

actividad de la enzima. Cuando se determinó 1a influencia de estos monosacá

ridos en la actividad de sacarosa fosfato sintetasa (tabla 11), se encontró

que el único que provocó inhibición fue la ó-gluconolactona. Este resultado

es importante pues permite especular sobre el mecanismopor el cual se produce

la transferencia de la glucosa del UDPGa 1a fructosa-ó-P, comose ha hecho

para sacarosa sintetasa (73), que cataliza una reacción en 1a que ocurre una

transferencia similar. Tanto en UDPG,comoen sacarosa-ó-P, la configuración

del carbono anomérico es a, lo cual indica que la reacción transcurre con re

tención de la configuración. Esto elimina un mecanismode simple desplazamiento

que conduce a una inversión en el producto. Podría en cambio ocurrir un doble

desplazamiento, con dos inversiones de Walden obteniéndose un producto con la

misma configúración que el sustrato. Este mecanismoha sido demostrado para

sacarosa fosforilasa (122).

Las reacciones de transglucosilación catalizadas por glucógeno fosforilasa

(123) y B-glucosidasa (124) que tienen lugar con retención de la configuración,

son inhibídas por 6-gluconolactona (125). La lactona adopta una conformación

de media silla (126,127) similar a 1a de un ion cíclico carbonio-oxonio (que

se forma en la catálisis ácida de un glucósido (128). Por consiguiente, la

lactona aparentemente competiría por el sitio de transferencia de glucosilos

y el estado transiente normal sería probablemente un complejo glucosa-enzima

en el cual la parte glucosílica tiene conformación de media silla. Este meca

nismo ha sido propuesto para la reacción catalizada por 1a sacarosa sintetasa

(73). En este caso 1a enzima facilitaría una reacción de desplazamiento seguida
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de un ataque frontal por fructosa sobre el ion carbonio estabilizado (4).

Para e] caso de la sacarosa fosfato sintetasa, la G-gluconolactona también

produce una inhibición importante en la actividad de la enzima, y por lo tanto

la reacción podría tener lugar mediante un mecanismosimilar al propuesto para

sacarosa sintetasa.

Una reacción de doble desplazamiento es poco probable, porque intentos

en este trabajo para demostrar 1a presencia de una enzima glucosilada no dieron

resultado. En efecto, no se pudo detectar ningún intercambio entre UDPGy UDP

3H, cuando dichos compuestos fueron incubados con 1a enzima, en ausencia de

fructosa-ó-P. En cambio, estudios similares llevados a cabo con 1a sacarosa

fosforilasa, dieron evidencia en favor de una reacción de doble desplazamiento,

y en este caso, sI fue posible aislar el intermediario enzima-glucosilada (122).

b) Inhibición por sacarosa

Cuandosé estudió el efecto de oligosacáridos se encontró que el único que

producía una inhibición significativa fue sacarosa (tabla 12). Este efecto

parece ser específico ya que otros disacáridos con una estructura similar, como

turanosa, o trisacáridos en los cuales la sacarosa forma parte de su molécula,

comorafinosa, melizitosa, y estaquiosa, no evidenciaron ningün efecto en la

reacción.

Comosacarosa puede ser considerada comoun producto final de la reacción

catalizada por la enzima, se consideró muyimportante asegurarse que esta in

hibición era real y no producto de los métodos utilizados. Por este motivo,

fue determinada por el método B (medición del UDPsegún la técnica de Cabib y

Leloir); por el método D (medición del UDPluego de ser separado de UDPGpor

cromatografía en papel) y además, por el método C (estimación de sacarosa-ó-P
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radiactiva). En todos los casos se obtuvieron resultados similares. Esta

comprobaciónsirvió para poder verificar que las variaciones que se encontraban

en el grado de inhibición eran debidas a las distintas preparaciones enzimáti

cas, y no a1 método de medida. Se encontró también que en algunas preparacio

nes e1 efecto inhibitorio disminuía con la edad de la enzima. Estas variacio

nes pueden explicar los resultados contradictorios de Nomuray Akazawa(92) v

Hawker(83). quienes no detectaron ninguna inhibición por sacarosa en las enzi

mas por ellos preparadas y los de Fekete (129). Fekete encontró que sacarosa

10 mMproducía una inhibición del 10%en la enzima de cotiledones de haba.

La inhibición por sacarosa fue estudiada cinéticamente. encontrándose que

actua comoun inhibidor no competitivo respecto a fructosa-ó-P. E1 análisis

de los gráficos secundarios indicó que la inhibición era de tipo parcial, hiper

bólica (fig. 37). Este tipo de inhibición de acuerdo a Cleland (130) ocurre

cuando el inhibidor hace que 1a reacción sea desviada por un camino alternativo

que es más lento que el normal.

E1 estudio cinético de la inhibición por sacarosa respecto a UDPG,mostró

un resultado más complejo (fig. 38). El gráfico podría corresponder a un tipo

de inhibición producida por formas diferentes de la misma enzima, o también se

gún Segel (131) al de una enzima con dos sitios idénticos a los cuales se une

el sustrato y un sitio para el inhibidor, de manera tal que el inhibidor ex

cluye al sustrato solamente de uno de sus dos sitios.

A1 graficar los resultados obtenidos cuando el sustrato variable era UDPG

o fructosa-ó-P, de acuerdo a la ecuación de Hill, el coeficiente determinado

fue menor que uno para las mayores concentraciones de sacarosa (fig. 39 y 40).

Estos datos parecen indicar que la sacarosa se une a la enzima en forma nega

tivamente cooperativa (132-137).
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El efecLo inhibitorio producido por sacarosa fue estudiado variando la

concentración de la misma (fig. 30). Se observó que la inhibición ocurre a

niveles del disacárido que pueden ser encontrados en las células vegetales

(135-138).

Posteriormente se buscó algún metabolito que pudiera revertir la inhibi

ción causada por sacarosa. La única evidencia encontrada es que el ion Mg2+

puede llevar 1a actividad a los niveles del control (fig. 41). Cuandose gra

ficaron los datos representados en la fig. 41 de acuerdo a Dixon, se obtuvo

una serie de puntos que podían unirse con dos rectas de distinta pendiente.

Dichas rectas interceptan al eje de las abscisas en dos puntos diferentes, y,

como consecuencia, podrian estimarse aparentemente dos Ki: una de 50 mMy la

otra de un orden de magnitud mayor. Por consiguiente, se podría sugerir que

son dos formas de enzima con reactividad distinta frente a sacarosa. E1 Mg2+

no modificó el tipo de representación.

Los resultados obtenidos con 1a enzima en presencia de sacarosa son de

compleja interpretación. Los datos indicarían que se puede estar en presencia

de formas diferentes de la misma enzima, y/o se trataría de una enzima que

muestra cooperatividad negativa.

Estas alternativas contribuirían, sin duda, a explicar cómosería posible

que 1a enzima funcione en presencia de sacarosa.

MECANISMO DE REACCION. ESTUDIO CINETICO

La sacarosa fosfato sintetasa catalizs una reacción en la cual dos sustra

Lus dan lugar a la formación de dos productos, o sea, es una reacción Bi Bi, de

acuerdo a 1a nomenclatura propuesta por Cleland (139).

Para determinar el mecanismode 1a reacción, se efectuaron estudios de
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velocidad inicial, inhibición por producto y por inhibidores que no generan

producto. La determinación de la velocidad inicial cuando se varía la con

centración de uno de los sustratos mientras la del otro se mantiene constante

a diferentes concentraciones, permite distinguir entre un mecanismosecuencial

y un mecanismo ping-pong. Para mecanismos secuenciales Bi Bi, sean ordenados

o al azar, los gráficos de inversas de velocidad inicial dan una serie de lí

neas rectas que se encuentran en un punto a la izquierda del eje de ordenadas.

En cambio, para mecanismos ping-pong, un gráfico similar da una serie de líneas

rectas paralelas.

Cuando,para la reacción de la sacarosa fosfato sintetasa, se determinó

la velocidad inicial en condiciones en que la concentración de UDPGera varia

ble mientras que la de fructosa-ó-P se mantuvoconstante a diferentes niveles,

el gráfico correspondiente (fig. 44) dió una serie de líneas que evidentemente

tenían un punto de intersección. Por consiguiente, esta experiencia eliminó

la posibilidad que fuese un mecanismoping-pong. Los resultados indicaron,

por lo tanto, 1a existencia de un mecanismosecuencial Bi Bi, es decir un me

canismo en el cual ambos sustratos deben combinarse con la enzima antes que el

primer producto sea liberado. A1 representar pendientes y ordenadas en el ori

gen del gráfico primario (gráfico inserto en la fig. 44) en función de las in

versas de la concentración de fructosa-ó-P, se obtuvieron líneas rectas. Este

resultado sugiere que la fructosa-ó-P se combina con sólo una forma de la en

zima.

Un resultado similar se obtuvo cuando se determinó la velocidad inicial

manteniendo constante UDPG,y se variaba fructosa-ó-P (fig. 45). En el gráfico

de inversas se obtuvieron líneas rectas que se cortaban a la izquierda del eje

de ordenadas. A1 mismotiempo, las representaciones gráficas de pendientes y
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En consecuencia, todos estos resultados indican que el mecanismode la

reacción es secuencial. Sin embargo, no permiten decidir si la adición de

sustratos o la liberación de productos tiene lugar en un orden obligatorio

(es decir que la unión de un sustrato a 1a enzima precede s la de otro) o al

azar (o sea, cualquiera de los sustratos se une a la enzima sin ningún orden

específico).

Para poder resolver cual de los dos tipos de mecanismosecuencial corres

ponde a la reacción en estudio, se realizaron experimentos de inhibición por

producto y por inhibidores que no generan producto, de acuerdo a lo recomen

dado por Cleland (139-142).

Cuandose estudió 1a variación de la velocidad inicial en presencia de

diferentes concentraciones de UDPmientras se modificaba la concentración de

UDPG,se obtuvo un gráfico de dobles recíprocas que mostró claramente que la

inhibición es de tipo competitivo (fig. 46) y además. de acuerdo a1 gráfico

secundario, se puede decir que es una inhibición lineal. El UDPG,lo mismo

que UDP, se une a una sola forma de la enzima, que puede ser la misma para

ambos, o formas de enzima distintas separadas por pasos libremente reversibles.

Este resultado confirmó los obtenidos por otros autores que habían encontrado

que UDPes un inhibidor competitivo respecto de UDPG(41.78,81,92).

El efecto inhibitorio de UDPcuando se varió la concentración de fructosn

b-P, y UDPGse mantuvo constante, fue no competitivo (fis. 47). El gráfico se

cundario muestra la modificación de las ordenadas en el origen. Estos datos

sugieren que UDPse une a una forma de enzima que es diferente de la forma a

que se une fructosa-ó-P.
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Cleland ha señalado que para un mecanismo ordenado Bi Bi, es posible

predecir tres inhibiciones por producto de tipo no competitivo y una de tipo

competitivo. Para un mecanismoa1 azar se pueden esperar cuatro inhibiciones

por producto de tipo no competitivo (130).

Los resultados hasta ahora discutidos indicarían que el mecanismopodría

ser ordenado. Sin embargo, predicciones sobre los tipos de inhibición por pro

ducto para reacciones Bi Bi (tabla 16) indican que los resultados obtenidos

también podrían corresponder a un mecanismoa1 azar de equilibrio rápido (143).

Este mecanismopodría distinguirse de uno ordenado si se hubiera podido

hacer un análisis del tipo de inhibición producida por los dos productos, pero

comoya Mendicino ha demostrado (41), el otro producto de la reacción, sacarosa

6-P, no inhibe a 1a enzima. Esto fue confirmado en el presente trabajo. En

consecuencia el sistema de 1a sacarosa fosfato sintetasa corresponde a una

situación en donde uno de los productos produce una inhibición despreciable,

a concentraciones razonables. Es decir, toda la discusión del mecanismode la

reacción debe basarse en los tipos de inhibición que se obtengan con el único

producto de la reacción que inhibe (UDP). De acuerdo a Segel (113), que analiza

un caso similar, se puede decidir si el mecanismoes ordenado o al azar obser

vando las pendientes del gráfico secundario obtenido del gráfico primario de

La inhibición competitiva por producto. Por lo tanto, se hicieron experimen

Los en los cuales se determinó la velocidad inicial en función de UDPGvariable,

u distintos niveles de UDP. Se obtuvo una familia de rectas para cada concen

tración fija de fructosa-ó-P (fig.‘48 y 49). De los gráficos de inVersas se

calcularon las pendientes de las rectas de cada familia, las cuales se grafi

caron en función de la concentración correspondiente de UDP(fig. 50). Como



Tabla 16. Inhibición por producto para mecanismos Bi Bi.

Mecanismo Producto Sustrato variable

inhibidor A B

Ordenado Bi Bi P NC NC

Q c NC

Ordenado de equilibrio P - 

rápido Bi Bi Q C C

Al azar Bi Bi P NC NC

Q NC NC

Al azar de equilibrio P C C

rápido Bi Bi Q C C

A1 azar de equilibrio P NC C

rapido Bi Bi con inhi- Q c C
bídor EAP

A1 azar de equilibrio P C C

rapido Bi Bi con inhi- Q c NC
bidor EBQ

A1 azar de equilibrio P NC C

rapido Bi Bi con inhi- Q c NC
bidor EAP y EBQ

Ping pong Bi Bi P NC C

Q C NC

Inhibición: C: competitiva; NC: no competitiva.
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vn un sistema ordenado Ki (intersección con el eje de abscisas) sependiente
mantiene constante para todas las concentraciones de fructosa-ó-P, mientras

que en un sistema al azar Ki puede variar con los niveles de frucpendiente
tosa-ó-P, es posible fácilmente distinguir entre ambosmecanismos. El re

sultado obtenido en el gráfico inserto en 1a fig. 50 muestra que Kipendiente
no se modifica cuando la concentración de fructosa-ó-P varía. 0 sea, todos

estos datos sugieren fuertemente que el mecanismode reacción para la sacaro

sa fosfato sintetasa es ordenado.

Se obtuvieron más evidencias sobre el tipo de mecanismo cinético cuando

se usaron inhibidores que no generan producto. Fekste (84) había encontrado,

para la enzima aislada de habas, que el fosfato inhibe 1a reacción catalizada

por la sacarosa fosfato sintetasa, y en el presente trabajo se demostró el

mismoefecto para la enzima estudiada. De esta manera, se pudo usar al fosfato

comoinhibidor del tipo que no genera producto.

Cuandose estudió la variación de ls velocidad inicial con concentracio

nes diferentes de fructosa-ó-P en presencia de niveles distintos de fosfato,

se obtuvo un gráfico de inversas correspondiente a una inhibición del tipo li

neal no competitivo. Estos resultados indican que el fosfato y la fructosa-ó-P

se combinan con formas diferentes de la enzima.

Por el contrario, el gráfico de inversas de velocidad inicial en función

de la inversa de concentraciones de UDPG,a diferentes niveles de fosfato con

Íructosa-ó-P constante, dio una inhibición de tipo competitivo. El gráfico dc

las pendientes fue también lineal. En consecuencia, estos datos indican que

el fosfato se combina con la misma forma de enzima que UDPGque está reversi

hiemente conectada con la forma con que se combina el UDPG(144).

El estudio cinético realizado sugiere, entonces, que el mecanismopara



lu reacción catalizada por la sacarosa fosfato sintetasa es ordenado. Como

ya se ha indicado, el UDPes un inhibidor competitivo con respecto a UDPG

y no competitivo con respecto a fructosa-ó-P. Por lo tanto, si el sistema

es ordenado, UDPGdebe ser el primer sustrato que se combina con la enzima,

y UDPel último producto que se libera. Luego, fructosa-ó-P será el segundo

sustrato que se adiciona, y sacarosa-64? el primer producto. Este mecanismo

se puede esquematizar, según Cleland. de la siguiente forma:

UDPG fru-ó-P Bac-ó-P UDP

E [ E-UDPG] [E-U'DPG-fru-ó-P] = [E-UDP-aac-ó-P] [E-UDP] E



119.

CONCLUSIONES

- Se han desarrollado dos métodos de purificación para la sacarosa fosfato

sintetasa que permiten su separación total de la sacarosa sintetasa.

- Se determinó la existencia de isoenzimas separables en gel de poliacril

amida.

- El peso molecular promedio hallado para esta enzima, por filtración en gel

y centrifugación en gradiente de glicerol es de 385.000. Tambiénse determi

nó el coeficiente de sedimentación Szo_w- 13,9 i 0,5 S.

- Se ha comprobadoque la sacarosa fosfato sintetasa no posee requerimiento

absoluto de iones bivalentes, pero sí es activada por Mgz+, Mn2+y en menor

grado por Caz+.

— Los iones bivalentes, M32+y Mn2+pueden revertir la inhibición producida

por UDP,nncleósidos trifosfato, y por aniones polivalentes (citrato y fosfa

to). La acción del catión es probable que se deba a diferentes causas: pue

den eliminar los metabolitos inhibidores al complejarse con ellos, y también

podrían afectar la conformación de la enzima, o sea habría una interacción

metal-proteína.

- Comola G-gluconolactona inhibe a la enzima, se sugiere que el mecanismo

de transferencia de glucosa del UDPGa fructosa-ó-P es semejante al de saca

rosa sintetasa. Por no haberse detectado un intermediario glucosa enzima,

es improbab1e un mecanismo de doble desplazamiento.
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— Se ha determinado que sacarosa es inhibidor específico de la reacción.

Estudios cinéticos de esta inhibición sugieren que podrían existir dos for

mas de enzima, o bien se estaría en presencia de una enzima que muestra

cooperatividad negativa.

- Se sugiere que la sacarosa fosfato sintetasa podría ser regulada si 1a

concentración del ion M32+pudiera modificarse.

- Se ha estudiado el mecanismocinético de 1a reacción, encontrándose que

la misma transcurre por un mecanismosecuencial ordenado, en el cual el pri

mer sustrato que se une a la enzima es el UDPGy el último producto que se

libera es el UDP.

(JL/U
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