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BIOSINTESIS DE POLIURONIDOS EN Phyc.omyc. l'-b b.f.a.""-blua.nub: CARACTERIZACION 
DE LA GLUCURONOSIL TRANSFERASA 

por Martha A. Avalos Lozano* y 
Arturo Flores-Carreon* ** 

BIOS YNTHESIS OF POLYURONIDES IN Phyc.omyc.l'-b bla.kl'-blHa.nub: CHARACTERIZATION 
OF GLUCURONOSYL TRANSFERASE 

SUMMARY 

Cel l-free extracts from Phyc.omyc.l'-b b.ta.kl'-bll'-l'-a.nub possess glu curonosyl 
transferase activity. Most of the activity was present in a membrane 
fracti on that sedimented at 54,000 x g. Addition of mucoric acid or 
mucoran stimulated the transfer of glucuronosyl residues. Similarly 
non-ionic detergents stimulated the incorporation of gl ucuronosy l 
resi dues but ionic detergents inhibited this activity. Treatment of 
membra ne preparations with neutral detergents did not extract any 
transferase activity, but the insoluble enzyme became dependent on 
the addition of an exogenous primer, mucoric acid being more efficient 
lhan mucoran. Optima temperature and pH were 22 °C and 7.5 respectively 
in 22 mM Pipes buffer. Glucuronosyl transferase required divalent 
catio ns for activity such as: Mn++> Fe++ > co++> cu++ > Mg++> ca++ at 8 
mM of concentration. Km for UDP-GlcUA was 0.3 mM. The effect of 
sugars, nucleotides and sugar nucleotides on the activity of the 
gluc uronosyl transferase was studied. 

RESUMEN 

Extrac tos libres de celulas de Phycomycl'-b bla.kl'-6ll'-eanu6 presentaron 
activida d de glucuronosil transferasa. La mayor parte de esta actividad 
se encontro en forma particu l ada en una fracci6n mixta de membranas 
(FMM) que sedimento a 54,000 x g. La adicion de acido mucorico o 
mucorana a la fraccion membranal incremento la actividad enzimatica. 
Por otro lado, la presencia de detergentes· no i6nicos tambiin l a 
estimulo. Sin embargo, los detergentes i6nicos la inhibieron. Cuando 
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se trato la fraccion mixta de membranas con detergentes no ionicos y 
luego se recupero el sedimento por centrifugation , este presento 
actividad enzimatica y ademas se hizo dependiente de la presencia de 
los aceptores exogenos, acido mucorico y mucorana, siendo el primero 
el mas efectivo. La temperatura y el pH optimos de la enzima fueron 
de 22°C y 7.5 respectivamente en regulador de Pipes 22 mM. La enzi ma 
se activo con los cationes divalentes Mn++> Fe++> co++> cu++> Mg++> 
ca++ a una concen tra cion de 8 mM. La Km para UDP-acido glucuronico 
fue de D.3 mM. Tambien se estudio el efecto de azucares, nucleotidos 
y azucares nucleotidos sobre la actividad enzimatica. 

I NT RODUCC I ON 

Ph. btake~teeanu~ es un hongo que pertenece a la c lase Zygomycetes. 
Una de la s carac teristi cas mas importantes que distinguen a esta 
clase es la presencia de elevadas cantidade s de polisacaridos acidi­
cos en sus paredes celulares, constituidos fundamentalmente de acido 
glucuronico (AGlu) (Bartnicki-Garcia, 1970). En Muco~ ~oux~ se han 
aislado y caracte rizado dos tipos de poliuronidos, uno conocido como 
acido muc6rico, que es un homopolisacarido constituido de AGlu y 
otro denominado mucorana que es un heteropolimero formado de manosa, 
fucosa, galactosa y glucosa, ademas de AGlu (Bartnicki-Garcia y 
Reyes, 1968; Bartnicki-Garcia y lindberg, 1972). En M. mucedo solo 
se ha podido aislar el heteropolimero conocido como glicuromanana 
(Datema~ £1., 1977). Estudios sobre la composition quimica de las 
paredes celulares de Ph. btake~teeanu~ . tambien han puesto en 
evidencia la presencia de AGlu en estas estructuras (Van laere et al., 
1977). Ca nsino y Ruiz-Herrera (1979) encontraron que el 25 % deliPeso 
seco de la pared celular de los esporangi6foros de Phycomyce~ esta 
constituido por AGlu. Lo s polimeros acidicos constituye n la fraction 
amorfa de la pared celular en estos hongo s, ademas de otras moleculas 
tales como glicoproteinas, proteinas, lipidos y quitosana . Existen 
informes en la literatura sobre la si nt esis de poliuronidos en M. 
~oux~~ (F l ores-Carreo n y Bartnicki-Garcia, 1982; Dow~~., 1982; 
Flores-Carreon tl u .. 1985). La glucuronosil transferasa es la 
enzima responsable de la polimerizacion del AGlu y utiliza como 
substrato uridina difosfato acido glucur6nico (UDP-AGlu). En M. 
~oux~~ esta actividad se ha encontrado presente en preparaciones de 
membranas crudas (F l ores -C arreon y Bartnicki-Garcia, 1982; Dow et al., 
1982). Cuando se adicionan al sistema enzimatico acido muc6rico-o-­
mucorana, estos compuestos activan ligeramente la glucuronosil 
transferasa. Estos resultados han sugerido que en las preparaciones 
de membranas crudas existen aceptores e ndogenos de residuos 
glucuronosilo y que estos polimeros tambien actuan como aceptores y 
funcionan independientemente de los primeros. Flores-Carreon tl £1. 
(1985) estudiaron las propiedades de la glucuronosil transferasa de 
M. ~oux~~ prese nte en una fraccion mixta de membranas tratada 
previamente con detergentes neutros. Los mismos autores s ugirieron 
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Fig. 1. Efecto de la concentracion de enzima. La mezcla de reaccion 
contenia: UDP-AGlu-C 1 ' 0. 33 mM; 0.2 mg de acido mucorico; MnCl 2 4 mM 
y cantidades variables de FMM Triton X-100 al 1%. Se llevo a un 
volumen final de 0 .1 5 ml con regulador de Pipes 22m~ pH 7.5 . Las 
muest ra s se incubaron a 28°C.durante 60 min y la radiactividad 
presen te en el precipitado con ATA se determine segun Materiales y 
Metodos. 
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que este tratamiento extrae los aceptores endogenos y por lo tanto es 
posible es tudiar las caracteristicas de la transferasa, utilizando 
aceptores exogenos purificados. En el presente trabajo nosotros 
tambien observamos que Ph. bta~e6leeanu6 presenta actividad de 
glucuronosil transferasa y que esta se encuentra localizada en una 
fraccion mixta de membranas. De la misma manera que ocurre en M. 
4oux~. cuando la fracci6n membranal se trata con detergentes neutros, 
se solubilizan los posibles aceptores endogenos y entonces se 
requiere adicionar aceptores exogenos tales como acido mucorico y 
mucorana. Se pres~ntan ademas los resultados que se obtuvieron al 
analizar el efect de detergentes io ni cos y no i6nicos sobre la 
actividad de la t ansferasa asi como algunas caracteris ti cas 
bioquimicas de la enzima para entender el mecanismo de sintesis de 
poliuronidos en los cigomicetos. 

MATERIALES Y M{TODOS 

Microorganismo y condiciones de cultivo. Se utiliz6 la cepa de 
Phycomyce6 blake6leeanu6 NRRL-1555 donada por el Dr. Enrique Cerda 
de la Universidad de Sevilla, Espana. Para la propagacion de este 
microorganismo se obtuvieron esporas del hongo que habia sido 
desarrollado en agar papa dextrosa durante 4-6 dias a 24 °C. Se 
inocularon matraces Erlenmeyer de 2 1 conteniendo 600 ml de medio de 
extracto de levadura-peptona-glucosa (Bartn~cki-Garcia y Nickerson, 
1962) con una s uspen sion de esporas (5 x 10 esporas/ml) previamente 
activadas con ca lor (48°C/20 min). Se incubaron en un bano 
metabolico a 28°C a 150 rpm durante 15 h aproximadamente. Al cabo de 
este tiempo las celulas se cosecharon por filtracion al vacio 
utilizando un equipo de filtracion Millipore sin membrana. Las celulas 
se lavaron exhaustivamente con regulador de Pipes (acido 
1,4-piperazina-dietano-sulfonico) 22 mM de pH 7.5 y se utilizaron 
inmediatamente para obtener la fraccion enzimatica o bien se guardaron 
a - 70° C hasta su procesamiento. 

Obtencion de la fracci6n enzimatica . La masa celu l ar obtenida, como 
se menc1ono anter1ormente, se resuspendio en 10 ml de regu lador de 
Pipes 22 mM de pH 7.5 y se coloc6 en una botella de Braun conteniendo 
perlas de vidrio de 0.45-0.5 mm de diametro. Las ce lula s se rompieron 
en un homogenizador Braun MSK durante 2 periodos de 1 min cada uno. 
El homogenado (extracto crudo) se centrifug6 a 3,020 x g durante 5 
min. El residuo se separ6 y el sobrenadante se centrifugo a 64,000 
x g durante 45 min. El residua conteniendo la fraccion membranal 
(fraccion mixta de membranas, FMM) se resuspendio en el mismo 
regulador. El tratamiento de la FMM con detergente se realiz6 de la 
siguiente manera: a la FMM se le adicion6 un volumen igual del 
detergente no ionico Triton X-100 al 2% y se dejo incubar a 4°C 
durante 2 h. Posteriormente se centrifugo a 154,000 x g durante 60 
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min. El residuo obtenido se resuspendio en el mismo regulador. A 
esta fraccion se le denomin6 fracci6n mixta de membranas tratada con 
deterge nt e. 

lucuronosil transferasa. La 
mezc a 1p1ca e reacc1on conten1a: . m e u- _ . 
(UDP-G1cUA-C 1 ' actividad especifica, 0.33 Ci/mol). 0.2 mg de ac1do 
mucorico o mucorana; MnCl 4 mM, y 75 ~1 (aproximadamente 1 mg de 
proteina ) de la fraccion ~nzimatica (FMM-nativa o FMM-tratada ~on 
detergente) y regulador de Pipes 22 mM , pH 7.5 en ~n volumen ~~nal 
de 0.15 ml. Despues de incubar a 28 °C durante 60 m1n la reacc1on se 
detuv o adicionando 5 ml de acido tricloro acetico (ATA) al 10%, se 
agito vigorosamente y se ~ejo a 4: c durant~ 60 mi~. Al cabo ~e este 
tiem po la mezcla se filtro al vac1o a traves de f1ltros d~ f1bra de 
vidrio de 27 mm (Schleicher y Schull No. 8, Dassel Aleman1a) los 
cuales se la varon primero con 25 ml de ATA al 5% y posteriorme nt e 
con 25 ml de etano l. Los filt r os se secaron en una estufa a 70 °C 
duran te 30 min y luego se colocaron en viales conteniendo 5 ml de 
liqui do de centelleo no acuoso (2 g de PPO (2,5-difenil oxazoil) Y 
0.1 g de dimetil POPOP (1,4 bis 2-4 metil 5-fenil oxazol-~enceno) en 
1 1 de tolueno) y se midio la radiactividad en un es~ectrometro ~e. 
centelleo liquido (Packard Tri-Carb Mod 576). La act1v1dad espec1f1 ca 
esta expresada en pmoles de AGlu incorporados por min por mg de 
proteina. 

Metodos analiticos . Para la determinacion d·e proteinas se util iz6 el 
metodo de Bradford (1976). Los acidos uronicos se determinaron por 
el metodo del carbazol modificado por Bitter y Muir (1962). La 
mucorana y el acido mucorico se obtuvieron de las paredes celulares 
de la fase levaduriforme y de esporangi6foros de M. 4oux~~ . . _ 
respectivamente, segun el procedimiento descrito por Bartnick1-Garc1a 
y Reyes ( 1968). 

ABREVIATURAS USADAS 

Pipes, acido 1,4-pi~erazina-dietano-sulfonico; A!A! acido tr~c~oro 
acet ico· FMM fraccion mixta de membranas; AGlu, ac1do glucuron1 co; 
UDP-AGl~ uridina difosfato acido glucuronico; ATP, adenosina 
tri fosfaio · UTP uridina trifbsfato; GTP, guanosina trifosfato; CTP, 
citidina t~ifosfato; NADPH, dinucleotido de nicotinamida adenina 
fosfato reducido; NADH, dinucleotide de nicotinamida adenina r~duci do; 
UDP, uridina difosfato; GOP, guanosina difosfato y ADP, adenos1na 
di fosfato. 
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Fig. 2. Efecto del tiempo de incubaci6n sobre la actividad de la 
gl ucuronosil transferasa. Se prepararon varios tubos con 1~ mezcla 
de incubaci6n tipica conteniendo 0.8 mg de proteina y se incubaron a 
28°C a diferentes intervalos 'de tiempo y se les determin6 
radiactividad. 
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RESULTADOS 

Distribuci6n de la glucuronosil transferasa en extractos libres de 
celulas. En la tabla 1 se muestra la capacidad que t1ene cada una 
de las diferentes fracciones obtenidas para incorporar AGlu a 
partir de UDP-AGlu. La fracci6n que sediment6 a 54,000 x g present6 
la maxima actividad especifica yen ella se recupero el 67 % de la 
actividad total. 
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Efecto del acido muc6rico y de la mucorana sobre la actividad de la 
gl ucuronos1l transferasa. La act1v1dad de la glucuronos1l transferasa 
present e en la FMM-nat1va i ncrementa variablemente su actividad 
cuando se le adiciona acido mucorico al sistema (datos no mostrados). 
Tambien se ha observado que el tratamiento de la FMM-nativa con 
Triton X-100, posiblemente solubiliza a los aceptores endogenos y 
esto hace que la enzima ahara requiera de aceptores ex6genos para 
expresar su act ivida d. En la tabl a 2 se pueden observar los 
resultados obtenidos al analizar el requerimiento de mucorana y de 
acido mucorico por la glucuronosil transferasa. En este caso el acido 
mucori co fue mejor estimulador que la mucorana y practicamente no se 
observo actividad en ausencia de cua lesquie ra de los polimeros. 

Efecto de deter~entes sobre la glucuronosil transferasa. Se conoce 
que algunas enz1mas parti culadas generalmente un1das a membranas son 
activada s cuando estan en presencia de detergent es o bien algunas de 
ella s pueden ser sol ubilizadas. Nosotros intentamos primeramente ver 
el efecto que tienen algunos detergente s i6nicos y no i6nicos sabre 
l a ac tividad de la enzima. Para ello se incubaron alicuotas de l a 
FMM-nativa en presencia de diferentes concentraciones de cada 
detergente, 0.2 mg de acido muc6rico par ensayo, 4 mM de MnCl 2 y 
UDP-AGlu-C 1 ' 0.33 mM (actividad especifica 0.3 Ci/mol) a 28 ° C 
durante 60 min y se determin6 la radiactividad incorporada en el 
precipitado con ATA como se menciono en materiales y metodos. Los 
resultad os se muestran en la tabla 3. Se observa que todos los 
detergentes no i6ni cos incrementaron la actividad enzimatica a 
d iferente nivel y depe ndiendo en algunos casos de su concentraci6n. 
Por ejemplo el Triton X- 100 al 0.5 % incremento la actividad 1. 8 
veces , al 1% 2.6 veces y al 2% de 3.6. Por otro lado, el Bri j 98 
incremento l a actividad enzimatica al mismo ni ve l independientemente 
de la concentraci6n empleada. Por otro lado los detergentes i6nicos 
inhibi eron la actividad a las concentraciones empleadas , con 
excepcion del sarcosil NL-30 que solamente inhibi6 el 33% de la 
actividad. Enseguida se prob6 si alguno de lo s detergentes neutros 
o el mismo sarcos il podrian solubilizar a la glucuronosil transferasa. 
Para ella una FMM-nativa se incub6 er. presencia ya sea de Triton 
X-100, Brij 98, tergitol o sarcosil a 4°C durante 1 h y posteriormente 
se centr ifugo a alta velocidad. Al sobrenadante (2 ml) y al residuo 
(este ultimo resuspendido en el mismo volumen que el sobrenadante) 
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Fig . 3 . Efect o de la concentraci6n de acido mucor1co sobre la 
actividad de l a glu curon os il transferasa. Se prepararon tubos con la 
mezcla de in cuba ci6 n tipica (0.8 mg de proteina), y ca ntidades 
variables de ac ido muc6r i co \0 - 0.2 4 mg). se incubaron a 2a • c por 60 
min y luego se les determi ne radia ctiv i dad. 
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se les determine actividad enzimatica en presencia y en ausencia de 
acido muc6rico . Los resultados se muestran en la tabla 4, en donde 
se observa que la mayor parte de la actividad enzimati ca esta 
presente en e l residuo y que solo en algunos casos pudo detectarse 
una actividad muy baja en el sobrenadante, solamente en presencia de 
acido muc6rico. Sin embargo cua ndo se analiza el comportamiento de 
la enzima solub ilizada en una columna de Bio-Gel A-5m esta eluyo con 
el volumen vacio de la columna (datos no mostrados), sugiriendo por 
lo tanto que se trata de una fracci6n de elevado peso molecular. 

Caracter isticas bioquimicas de la glucuronosil transferasa. Los 
estud ios bioqu1m1cos que a continuacion se detallan fueron realizados 
con preparaciones mixtas de membranas tratadas con diferentes 
detergent es neutros. En la figura 1 se observa el efecto de la 
concentracion de proteina sobre la actividad enzimatica, encontrando­
se la maxima a 1.8 mg de proteina. Por otro lado, cuando se analiza 
el tiempo de incubacion sobre la actividad de la enzima se observe 
que aun despue s de 120 min de incubacion la actividad seguia 
aumentando (Fig. 2); sin embargo, en la mayor i a de los experimentos 
el tiempo de incubacion utilizado fue de 60 min. Como ya habiamos 
indicado ant eriormente, la FMM tratada con detergente requiere de la 
presencia de aceptores exogenos. En la figura 3 se observan los 
re sultados obtenidos al analizar el efecto de la concentraci6n de 
acido mucor ic o y se aprecia que a las concentraciones ensayadas no 
se alcanz6 la saturacion. La temperatura optima de actividad se obtuvo 
a 22 °C (Fig. 4). Para determinar el pH 6ptimo de la actividad 
enzimatica, la FMM tratada con Brij 98 se resuspendi6 en regulador 
de Pipes 22 mM de diferentes valores de pH y se tomaron alicuotas 
para determinar la actividad enzimatica. Los resultados se muestran 
en la figura 5 en donde se observa que el valor 6ptimo de actividad 
se obtuvo a pH 7.5. Tambien observamos que la actividad enzimatica 
f ue casi indetectable en ausencia de catione s divalente s . Los iones 
Mn++ a una concentraci6n de 8 mM mostraron la maxima estimulaci6n de 
la actividad enzimatica la cual di6 un valor de 58 de actividad 
especifica (Tabla 5). Si consideramos e~te i nlrement~ como un 100%, 
l os cationes divalentes Fe++, co++, cu+ , Mg+ y Ca a la misma 
concentraci6n que los iones Mn++ incrementaron la actividad 
35,24,17,11 y 8%, respectivamente. Los iones zn++ no tuvieron ningun 
efecto sobre la actividad. La constante de Michaeli s por el UDP-AGlu 
calculada por l os dobles reciproca s de Lineweaver y Burk di6 un valor 
de 0.3 mM. 

Efecto de azucares, nucle6tidos y azucares nuc leotidos sobre la 
act1v1dad de Ia glucuronos1l transferasa. En Ia tab la 6 se aprecian 
los resultados o ten1dos al anal1zar el efecto que tienen algunos 
azuca res sobre la actividad de la enzima en presencia de acido 
muc6rico o mucorana como aceptores ex6genos. Se observa que en 
presencia de acido muc6rico, la L-fucosa y la glucosa muestran una 
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Fig. 4. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica. Se 
prepararon tubos con la mezcla de incubacion tipica y se incubaron 
a diferentes temperaturas durante 60 min. Posteriormente se les 
determino radiactividad. 
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inhibicion ligera en la actividad enzimatica y la glucuronolactona 
incremento la actividad en un 15%. Por otro lado, en presencia de 
mucorana el AGlu, la 0-manosa, la glucuronolactona y la 0-glucosa a 
2 mM inhibieron la actividad 43,34,33% y 34% respectivamente. 
Tambien se estudio el efecto que pudieran tener algunos nucleotidos 
sobre la actividad enzimatica y en la tabla 7 se observan los 
resultados obtenidos. En presencia de acido mucorico, el UTP, 
e l GTP, el CTP, el ADP y el NADH inhibieron ligeramente la 
actividad a una concentraci6n de 0 . 48 mM (el ADP se utiliza 0.05 mM); 
e l UDP (0.66 mM) inhibi6 el 35% y elevadas concentraciones de NADPH 
(12 mM) inhibieron el 39% . Por otro lado, en presencia de mucorana, 
el UTP y el GTP inhibieron la actividad 19 y 17% respectivamente a 
una concentraci6n de 0.48 mM, el NADPH 12 mM la inhibi6 47% y el UDP 
0.66 mM la inhibi6 el 56%. Los azucares nucleotidos no mostraron 
ningun efecto si9nificativo sobre la actividad enzimatica, sin 
embargo la adicion de un exceso de UDP-AGlu como se esperaba, 
d isminuy6 la incorporaci6n de la radiactividad en el producto 
s i ntetizado, pero se incremento la incorporaci6n neta de GlcUA 
(resu l tados no mostrados) . 

DISCUS ION 

Los poliuronidos son polimeros acidicos constituidos fundamentalmente 
de acido glucuronico y los cuales se hayan presentes en gran 
proporcion en la pared celular de los cigomicetos (Bartnicki-Garcia, 
1970). Sin embargo, existen pocos informes en la literatura sobre la 
gl ucuronosil transferasa en hongos, la cual es la enzima responsable 
de la polimerizaci6n de AGlu a partir de UDP-AGlu (Flores-Carreon y 
Bartnicki-Garda , 1982; Dow et al., 1g82; Flores-Carreon li AI., 
1985). La mayoria de los estlidios sobre esta enzima se han realizado 
en sistemas de anima l es , por ejemplo en el higado de cerdo (Berry 
llll·• 1978; Hochman y Zakim, 1983, 1g84), en el higado de rata 
(Burchell, 1977, 1978; Gigon y Bichet, 1979; Bansal~ Al., 1981; 
Kitchin, 1982; Watkin s y Klaassen, 1982), en el hfgado de conejo 
(Yost y Finley, 1983) yen el higado de pollo (Roth y Levine, 1983; 
Burchell ~AI. , 1983). 

En un trabajo previo demostramos que la glucuronosil transferasa de 
M. ~ou~~~ es una enzima particulada (F l ores-Carreon y Bartnicki-Garcia, 
1982). En este trabajo presentamos evidencias de que un gran 
porcentaje de la enzima en Ph. btake~teeanu~ se localiza en una 
fra ccion membranal. El trat~miento de la fraccion membrana l de M. 
~oux~~ con detergentes no i6nicos no extrajo la actividad enzimatica, 
lo cual sugiere que se encuentra firmemente unida a la membrana 
(Flores-Carreon et al., 1985). Resultados similares se obtuvieron 
cuando se intento-sOTubilizar la enzima de Ph. blake~teeanu~. Burchell 
(1g77, 1978) purific6 la UDP-Glucuronosil transferasa de higado de 
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Fig. 5. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica. Se prepararon 
tubos con la mezcla de incubaci6n tipica y ajustada a diferente valor 
de pH con regulador de Pipes 22 mM. Se incubaron a 28 °C por 60 min y 
se les determine la radiactividad incorporada. 
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rata y Singh et al. (1981) lade higado de cobayo utilizando Lubrol 
12A9 al . a . Por otro lado, el tratamiento de las fraccione s 
membranales de Ph. blake6leeanu6 con detergentes i6nicos inhibieron 
la actividad enzimatica irreversiblemente. Sin embargo, se ha 
informado que e l tratamiento combinado y secuencia l de las 
membranas con Triton X-100 al 0.2 % y desoxicolato al 0.18% como 
co ncen tr aciones finales, han permitido a Hochman et al. ( 1981) 
sol ubi l izar la UDP-g l ucuronosil transferasa de higado-de cerdo. 

Un aspecto interesante observado con la enzima de M. 4oux~~. y que 
tambien fue posib l e observar con l a e nzima de Ph . blake6leeanu6, fue 
e l hecho de que el tratamie nto de la FMM con detergentes neutros 
so lubiliza material que actua como aceptor e nd6geno de residuos 
glu c ur onosi l o. Las membranas tratadas con detergente requ i eren ahora 
de l a adici6n de poliuroni dos (acido mucorico o mucorana) para 
expresar su actividad, siendo el acido mucorico el mas efectivo. En 
M. 4oux~~ se ha demostrado que e l acido mucorico y la mucorana actuan 
como aceptores de resid uo s glucuronosilo y no como activadores de la 
glucuronosil transferasa (Flores-Carreon , et al., 1985). En sistemas 
de animales se han utilizado fenoles substTtuTdos y otros compuestos 
t oxicos como aceptores de residuo s glucuronosilo (Berry~ al., 1978) ; 
Burc hell, 1978). 

La caracterizaci6n de l a glucuronosil transferasa de Ph . blake6leeanu6 
se llevo al cab o con una FMM tratada con detergente ne ut ro. Se 
encon t ro una temperatura optima de 22 ° C. El pH 6ptimo fue de 7.5 con 
r egulador de Pipes 22 mM. La constante de Mic haelis para UDP-AGlu 
calcu l ada por l as dobles reciprocas de Lineweaver y Burk fue de 0.3 
mM. Ademas se pud o observar que la enzima requierl de cationes 
divalentes tales como Mn++, Fe++, co++, cu++, Mg+ y ca++ a una 
concentracion de 8 mM . Si la actividad detectada en presencia de 
Mn++ 8 mM se le asigna un valor de 100%. Los demas iones activaron: 
35 , 24 ,1 7,1 1 y 8% respectivamente. Flores -Carreon y Bartnicki-Garcia 
(1 982), encontraron para M. 4oux~~ valores de pH optimo de 7.0, una 
constante de Michaelis para UDP-AGlu de 0.2 mM y requerimento de 
iones Mn++ y Mg++ con preparaciones de membranas nativas. Cuando se 
util izaron preparaciones de membranas tratadas con detergente se 
encontraron valores de temperatura optima a 26°C y una constante de 
Michaeli s para UDP - AG lu de 0.73 m~ a bajas conc entraciones de 
sustrato ya que se presento una cinetica con un comportamiento 
bifasico (Flores - Carreon U li., 1985). 

Se estudio el efecto de algunos azucares sobre la actividad de la 
enzima en presencia de acido mucorico o de mucorana. Con acido 
mucori co no se observo nin gun efecto sobre la actividad, con 
excepcion de la glucuronolactona, la cual l a activo ligeramente. En 
~resencia de mucorana, los azucares; AGlu, manosa, gluc uronolactona 
y glucosa i nh ibieron la actividad enzimatica en 43,34,33 y 34 %, 
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respectivamente . Tambien se ana l iz6 el efecto de nucle6tidos y se 
encontr 6 que en presencia de acido muc6rico o mucora na el UDP 
inhibio la actividad enzimat i ca 35S y 56S respectivamente . El 
NADPH tambien inhibi6 la actividad en presencia de ambos aceptores. 
Este comportamiento parece ser importante desde el punto de vista 
del meca ni sme de regulaci6n de la sintesis de l os po l iur6nidos. La 
UDP-glucuronosil transferasa presente en los microsomas de cerdo 
no tratado s con detergentes es activada por UDP-N-acetil 
glucosamina a bajas concent ra ciones. Esta propiedad se pierde 
cuando l os microsomas de cerdo son tratados con detergentes o 
fosfolipasas y tambien es caracterfstica de la enzima pura y 
delipidada. Sin embargo, el efecto de la UDP-N-acetil glucosamina 
se reconstituy6 cuando la enzima pura se coloc6 en una bicapa 
unilamelar de fosfatidil col ina que estuviera en fase de gel. Esto 
ha sugerido que el medic ambiente lipidico ~n los micro~omas 
intactos esta en fase de ge l a 37 °C yes as1 como los m1crosomas 
no tratado s pueden modular la sensibilidad de la enzima ala 
activaci6n alosterica por l a UDP-N-acetil glucosamina (Hochman y 
Zakim, 1983). En M. Jtoc.u.-i.-i., la actividad de glucuronosil tran sferasa 
presente en la FMM-nativa no se vio afectada por la presencia de 
azucares nucle6tidos, si n embargo, cuando se utilize una FMM 
tratada con detergente varies azucares nuc le6ti dos (UDP-AGlu , 
UDP-glucosa y UDP-galactosa) estimularon su actividad. En Ph. 
btake~teeanu~ estes mismos azucares no tuv ieron ningun efecto. Es 
posible que las enzimas involucradas en la sintesis del 
heteropolimero y que pudieran actuar en forma coordinada con la 
g lu curonosi l tran sferasa, no se encuentren activas en la s 
condiciones del ensayo, o bien que estas hayan side solubilizadas 
durante el tratamiento con el detergente. 
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Tabla 1. Distribucion subcelu l ar de la actividad de la glucuronosil 
transferasa en Ph. blakr~feranua 

Actividad 
Recuperaci 6n 

Fraccien Especifica Total s 

Extracto crude 7.3 3836 100 

Res idue 1000 x g 9.7 87 2 

Sobrenadante 1000 X g 12.D 4388 114 

Residue 54 ,000 x g 35.0 2579 67 

Sobrenadante 54 ,000 X g 8.8 1584 41 

57 

Se obtuvo un extrac t o 1 ibre de ce lula s y se cent r ifuge a 1000 x 9 
durante 5 min . El sobrenadante se cent ri f uge a 54 , 000 x g durante 
45 min. En cada cent ri fugaci6n se obt uvo un sobre n adan~e.y un • 
residu e. De estos se tomaron alicuotas y se les dete~m1no prote1na 
y actividad enzimatica de acuerdo al protocolo descr1to en 
Mater iales y Metodos. 
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Tabla 2. Efecto de aceptores ex6genos sobre la actividad de la 
glucuronosi l transferasa de Ph. blake~leeanu~ 

Adici6n Actividad especifica 

Ninguna 4 

Mucorana (0.2 mg) 68 

Acido muc6rico (0.2 mg) 107 
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Ta bl a 3. Efecto de dete r gen t es sobre la actividad de la gl ucuronos i l 
transferasa de Ph. blake~leeanu~ 

Detergente 

Cont rol 

B ri j 35 

Br ij 36 T 

Br i j 58 

Bri j 98 

Lub rol PX 

Lub ro l WX 

Te rgi t ol 

Tr iton X- 100 

Twe en 80 

De soxicol a to de so di o 

Dodeci l sulfa to de sodio 

Sarcosil Nl - 30 

0% 

33 

Ac t ividad especifica 

0.5% 1. 0% 2 . 0% 

58 103 113 

83 106 121 

11 0 108 123 

83 83 71 

83 121 118 

95 81 95 

55 70 106 

61 88 120 

31 88 105 

5 0 0 

0 0 0 

23 0 0 

A la mezcla de incubaci6n se le adicio na r on 0 . 2 mg de acido 
muc6 r ico y cantidades va ria bles de los dete r gentes para dar l as 
conce ntraciones que se ind i can . 
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Tab l a 4. Efec t o de deterge ntes sobre la so l ubilizacion de l a 
glucuronos il t ransferasa de Ph. blake~leeanu~ 

Detergente Frace ion Aci do mucorico Actividad especifica 

Sarcosi l (0.5%) Sobrenadante 0 
+ 0 

Residuo 1.5 
+ 19.7 

Tergi tol (2%) Sobrenadante 0 
+ 9.3 

Residuo 3.0 
+ 84.7 

Brij 98 (0.5%) Sobrenadante 0 
+ 0 

Residuo 7.6 
+ 74.0 

Triton X-100 (1%) Sobrenadante 0 
+ 3.5 

Residuo 9.0 
+ 113.8 

Se tomaron a l icuotas de la FMM-nativa (1 ml) y se mezclaron con un 
volumen igua l de los diferentes detergentes para obtener las 
concentraciones indicadas. Las mezclas se incubaron durante 1h a 4° C 
y enseg uida se centrifugaron a 160,000 x g durante 1h. El 
sobrenadante se separo y e l residuo se res uspendio en 2 ml de 
regulador de Pipes 22 mM_de pH 7 . 5 . Se ~es determin? acti~i?ad 
enzimitica a ambas fracc1ones en ausenc1a y presenc1a de ac1do 
mucorico (0.2 mg/ensayo) . 
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Tabl a 5. Efec t o de cat i ones d iva l entes sobre la ac t ivi dad de l a 
gluc uronosil transferasa de Ph. blake~le eanu~ 

Ca t ion Concentracion (mM) A c t i v i d a d 

Especifica %* 

Sin ad i cion 0 0 

Man ganeso 2 34.5 59.5 
4 50.0 86.2 
8 58 . 0 100 

Fi e r ro 2 0.4 0 . 7 
4 7. 7 13 . 3 
8 2 0. 5 35.3 

Cobalt o 2 5 . 0 8 . 6 
4 9.0 15 . 5 
8 14.0 24 . 0 

Cob re 2 0 . 3 0.5 
4 0 . 8 1.4 
8 10.0 17.2 

Ma gnesio 2 1.3 2.2 
4 5. 6 9 . 7 
8 6.2 10 . 7 

Cal cio 2 2.6 4 . 5 
4 2.6 4.5 
8 4.9 8.4 

Zin c 2 0 0 
4 0 0 
8 0 0 

* Ca l cu l ado con base en que l a max1ma act i vi dad especifica que se 
obtuvo con manga neso 8 ~M se considero el 100%. 

61 
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Tabla 6. Efecto de algunos azucares sobre 1 a actividad de 1 a 
glucuronosil transferasa de Ph. bl.ake~l.eeanu~ en presencia 
de acido muc6rico o mucorana 

Actividad es(!ecifica 
Azucar (mM) Acido muc6rico Inhibici6n Mucorana Inhibici6n 

% % 

45.2 0 43.9 0 

L-Fucosa 1 33 .7 25 45.9 0 
2 35.4 22 42.3 4 

0-Ga 1 actosa 1 45.5 0 42.3 4 
2 37.2 18 43.9 0 

0-Gl ucosa 1 33.8 25 33.8 23 
2 39.7 12 29.1 34 

0-Acido Glucur6nico 1 44.0 3 25.2 43 
2 39.7 12 25.0 43 

0-Manosa 1 42.8 5 32.4 26 
2 36.8 19 28.9 34 

Glucuronolactona 1 45.9 0 34.2 22 
2 52.4 0 29.3 33 

Alicuotas de la FMM-tratada con Brij 36T al 1% se incubaron en presencia de 
UOP-AGlu-C 1

" 0.33 mM, MnC1 2 4 mM , 0.2 mg de acido muc6rico o mucorana y los 
azucares mencionados a una concentraci6n final de 1 y 2 mM, se llevaron a un 
volumen final de 150 ~1 con regu l ador de Pipes 22 mM pH 7.5 y se dejaron a 28°C 
durante 60 min. Enseguida se determin6 la radiactividad incorporada en el 
precipitado con TCA como se describi6 en Materiales y Metodos. 
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Tabla 7. Efecto de nucle6tidos sobre la actividad de la glucuronosil 
transferasa de Ph. bl.ake.~l.e.e.anu~ 

Actividad especifica 

Nucle6tido (mM) Muc6rico Inhibici6n Mucorana Inhibici 6n 

% % 

60. 2 0 22.7 0 

AH' 0.24 62.3 0 20 .8 8.4 
0.48 60.4 0 20.7 9.0 

UTP 0.24 63.2 0 17.9 21 
0.48 49.4 18 18.3 19 

GTP 0.24 62.3 0 19.9 12 
0.48 51.9 14 18.9 17 

CTP 0.24 61.9 0 21.3 6 
0.48 50.1 17 23 .0 0 

NAOPH 6 50.2 17 21.0 7 
12 36.7 39 12.2 46 

NADH 6 55.9 7 NO 
12 48.9 19 NO 

UOP 0 . 33 43.0 29 15.6 31 
0.66 39.0 35 10.1 56 

GOP 0.31 54.9 9 NO 
0.62 44.9 25 NO 

AOP 0.29 58.5 3 NO 
0.58 48.9 19 NO 

Alicuotas de la F~~ tratada con Brij 36T al 1% se incubaron en presencia de 
UOP-AGlu-C 1 " 0.33 mM, MnCl 4 mM , 0.2 mg de acido muc6rico o mucorana y los 
nucle6tidos a las concentr~ciones finales arriba indicadas, se l l evaron a un 
volumen final de 150 ~1 con regulador de Pipes 22 mM de pH 7.5 y se dejaron 
a 28°C durante 60 min. La radiactividad incorporada en el precipitado con ATA 
se determin6 como se indic6 en Materiales y Metodos. 
NO = No determinadn. 
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