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PROPIEDADE~· DE LA QUITINA SINH.TASA PRESENT[ 
EN LAS SUBUNIDADES 16~ DE Mucor rouxii 

23 

Por Ricardo Hernandez Delgadillo* 
y Jose Ruiz Herr~ra** 

PROPERTIES OF CHITIN SYNTHETASE PRESENT IN 
16S SUBUNITS FROM Mucor rouxii 

SlMIARY 

Chitin synthetase present in crude wall-membrane fractions from Mucor roux11 
was dissociated with digitonin and separated in the form of 16S subun~y centrif
ugation in lineal sucrose gradien~s. This enzyme synthesized microfibrils made of 
highly crystalline -<-chitin. Chitin synthetase from 16S subunits was extremely un
stable specially once activated by controlled proteolysis. These results plus the 
effect of inhibitors of neutral proteases on enzyme stability led to the concl ussion 
that 16S subunits contain 3 forms of chitin synthetase in an active equilibrium: 
pre·"zymogen", "zymogen" and active enzyme. 

General characteristics of 16S-chitin synthetase are very similar to those of 
the chitosomal enzyme. However, it was observed that whereas the properties of the 
allosteric site of both enzymes were a~most identical, the catalytic site lost affin
ity for the substrate, the cofactor Mg +, and the competitive inhibitor, polyoxin D. 

RESli-IEN 

Se disocio la quitina sintetasa a partir de fracciones crudas de paredes y mem
~ranas de Mucor rouxii por tratamiento con digitonina. La enzima, presente en sub
unidades ~e separo por medio de centrifugacion en gradientes de sacarosa, y se 
procedio a medir algunos de sus parametres. La enzima fue capaz de sintetizar micro
~ibrillas de o<-quitina con un alto grado de cristalinidad. La enzima fue sumamen
te inestable, especialmente despues de ser activada por proteolisis controlada. Los 
resultados obtenidos en estos analisis conjuntamente con el efecto de inhibidores de 
proteasas neutras sobre la estabilidad de la enzima, permiten sugerir que las parti-
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Fig. l. Sedimentac i on de las subuni dades l 6S en gradientes de sacarosa . A. Primer 
gradiente . B. Segundo gradiente . I -Activi dad total de qui t i na si ntetasa . 
0 -Absorbencia a 280 nm . 
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cu1as 16S mantienen tres formas de quitina sintetasa en equilibrio dinamico: pre
"zim6geno", "zimogeno" y enzima activa. Las caracteristicas cineticas de la enzima 
en las subunidades 16S fueron similares a las de la enzima quitosomal, aunque se 
observo que mientras las propiedades del sitio alosterico de ambas enzimas eran 
practicamente identicas, el sitio catalitico de la enzima de las subunidadesl6S pe~ 
dio afinidad por el substrate, el cofactor Mg2+ y el inhibidor competitive, polioxi
na D. 

INTRODUCCION 

La quitina es el pol isacari do estructural mas ampliamente distribuido entre los 
hongos (Bartnicki-Garcia, 1968), siendo responsable de la rigidez y la resistencia 
de l a pared de estes organismos; de ahi la importancia que reviste el conocimi ento 
de su mecanis~o de sintesis. Gla~er y Brown (1957) utilizaron fracciones particula 
das de Neurospora crassa para sintetizar quitina in vitro por primera vez. E~tos au
teres mostraron que-Taienzima utilizaba como subslfraro-alla uridina-difo•fato-N-ace
t il gl ucosamina (UDPGlcNAc); que la accion catalitica reql•eria de un ion divalente, 
siendo el magnesio el mas activo; y que l a N-acetilglucosaminL (GlcNAc) activaba a 
la quitina sintetasa. Estas cara~teristicas han sido confirmadas posteriormente pa
ra l as diferentes preparaciones cor• actividad de quitina sintetasa estudiadas en un 
gran nurrero de hongos (revision por Ruiz-Herrera, 1982). Posteriormente se ha demos 
t r ado que l a GlcNAc activ• en forma aloster'ca a la quitina sintetasa (McMurrough y
Bartnicki-Gar::ia, 1971; Ruiz-Her-rera et al., 1977). Una caracteristica comun de las 
distintas quitina sintetasas es el hecno-que la cinetica de la enzima no es Michae
li ana ( Rui z-Herrera, 1982), aunque se ha descrito a 1 me nos vna excepci on, 1 a quit ina 
sintetasa de Cunninghamella elegans, la cual a bajas concentraciones de substrate 
muestra una c1net1ca normal ~Y Peberdy, 1975). 

En relacion con la localizacion celular de l a enzima en hongos filamentusos y 
al gunas levat.uras, se ha demostrado que l a mayor parte de la enzima se Encuentra pre 
sente en microvesiculas especializadas denominadas quitosomas (Ruiz-Herrera, 1982; 
Bart nicki-Garcia y Bracker, 1984; Gozalbo et al., 1987; Flores y Schwencke, 1988; 
Leal -Morales et al ., 1988) aunque datos de-saCCharc~yces sugieren que en esta levadu 
ra parte de la-enzima esta asociada con l a membrana plasmat i ca (Duran et al . , 1975; 
Cabib, 1987) . --

A partir de fracciones membranales crudas (Gooday y Rousset-Hall, 1975; Duran 
y Cabib, 1978; Vermeul en y Wessel s, 1983) y quitosomas (Ruiz-Herreru et al., 1980; 

Hanseler et al ., 1983) ha side posible disociar la quit ina sintetasa cond1gitonina 
en subuniaadeS con un peso molecular de 500,000 y una velocidad de sedimentacion de 
16S. Sin embargo no existe un estudio comparative global de las propiedade> de la 
quitina sintetasa asociada con l os quitosomas y la enzima disociada. Estes estudics 
permit irian estab 1 ecer 1 as a lteraci ones que. pudi ese sufri r 1 a act i vi dad cat a 1 it i ca 
cuando la enzima se encuentra fuera de la membrana quitosomal. En el presente traba 
jo hemos estudiado las propiedades ge~erales de.la qui~ina sint~t~sa ~eMu~ ~lf 
presente en l as subunidades 16S obten1das por d1soc1ac1on con d1g1ton1na, y estabTe
cemos una comparacion con las caracteristicas de la enzima quitosomal. 
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2. Inactivacion de la quitina si ntetasa por ~ncubacion de las ~ub~nidades 16S 
a 28"C . A-Enzima no preactivada . I -Sin ad~c1ones; 0 -Con ~nt1pa1na ~10 }Jgl 
ml); i -Con PMSF (15.3 mM); 6-Con antipa1na y PMSF . B-Enz1ma preact1vada. 
1-Sin adi ciones; 0 -Con antipaina (10 ug/ml ). 
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MATERIALES Y METODOS 

Organi smo empleado y metodos de cultivo. En este estudi o se empleo Mucor roux11 
INBO (AICC 24905). La cepa-se mantuvo en tubos inclinados de medio-rP~s~ 
(Bartni cki-Garci a y Nickerson, 1962). Para obtener esporas en gran cantidad, a par 
tir de tubos incl inados se sembraron botellas de Roux conteniendo medio YPG solido, 
las cuales se incubaron a 28"C por 3 a 5 dias. Las esporas se cosecharon con agua 
destilada esteril, se lavaron 3 veces por centrifugacion y se resuspendieron 
en agua dest~lada esteril. Su numero se determino con un hemocitometro; y se emplea 
ron 3-4 X 10 esporas/ ml para inocular matraces Erlenmeyer conteniendo 600 ml de 
medio YPG liquido. Los matraces se incubaron en un bano de agua agitado a 28"C du
rante 11-12 h. 

Separaci on <le 1 a fracci on de paredes con membranas. El mice 1 i o se cosecho por fil
traclon a trave> de papel f1 ltro wnatman No . 40 y se lavo 3 veces con 2 1 de agua 
desti lada. Posteriormente se resuspendio en regulador FM que contiene KH2P04-NaOH 
50 mM de pH 6.5 y Mg Cl2 10 mM. Se mezclaron alicuotas de 20 ml de la suspension 
con 20 ml de perlas de vidrio (0.45-0.55 mm de diametro) y se agitaron por 1 min en 
un homogenizador de celulas Braun MSK enfriando con C02 li quido. Los extractos asi 
obtenidos se centrifugaron a 1000 g por 10 min a 4"C, y el residuo se lavo 4 veces 
con regulador FM por centrifugacion. 

Oi sociacion de la quitina sintetasa. La fraccion residual antes obtenida se resus
pendlo en una so tuc1on de d1g1tonina al 0.5% en regulador FM (preparada a partir de 
una solucion quP contenia 200 mg / ml de digitonina en dimetil sul foxido). La mezcla 
se agi to a 22"C por 60 min y se centrifugo a 9000 g por 10 min . El sobrenadante 
asi obtenido se centrifugo a 62000 g por 60 min a 4"C . 

Puri ficacion ~arcial de la quitina sintetasa por centrifugacion en gradientes de sa
carosa. La fracc1on de qu1t1na s1ntetasa d1scc1ada se concentro hasta 0.5 ml a 4"C 
empleando un ul t rafiltro Amicon Modelo 202 equipado con una membrana XM lOOA. Sere 
cupero el material concent rado y la membrana se lavo con regulador FM. Se colocaron 
fracciones de 3 ml sobre gradientes l ineales de sacarosa (5-20%, p/v), conteniendo 
digi toni na al 0.25% y se centrifugaron a 154000 g durante 10 h a 4"C en un rotor 
Beckman SW 40. Se col ectaron fracciones de 1 ml con un fraccion •• dor ISCO Modelo 185, 
y se midio en forma continua la absorbencia a 280 nm con un registrador ISCO model o 
UA5. De cada fraccion se tomaron 25~1 para medir l a actividad de quitina si nteta
sa. Las fracciones con mayor actividad enzimatica se mezclaron , se diluyeron 1:5 
con regulador FM y se procedio a concentrar y centrifugar como se describio anteri or 
mente , excepto que la muestra aplicada a l os gradientes fue de 1 ml y estos se cen-
trifugaron por 5 h. Las fraccio11es con mayor actividac de quitina si ntetasa se mez
claron y se usaron como fuente de la enzima disociada. 

Determinacion de l a actividad de quitina si ntetasa . Se utili zo el metodo de filtra
cion descr1to por Ru1z-Herrera y Bartn1ck1-Garcia (1976). La mezcl a de reaccion con 
teni a UPGlcNAc 14c , 0.4 mM, 0.08 ~i; GlcNAc, 16. 7 mM; ATP, 0. 18 mM; renilasa -
(una proteasa acida de Mucor miehei), 1 mg/ml; una cantidad variable de digitonina; 
y enzima, en un volumen final~50~1 de regulador FM. Las muestras se incubaron 
por 30 o 60 min a 22"C. La reaccion se detuvo a~adiendo 0.1 ml de aci do acetico gl a 
cial y la mezcla se aplico a filtros de fibra de vidrio Reeve Angel 934 AH de 2.4 em 
de diametro que se l avaron con 50 ml de una mezcla de acido acetico 1M: etanol al 
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F' 3 Efecto de la concentracion de UDPGl~~Ac sobre ~~ actividad de quit~~a s;n
lg. t~tasa. lzquierda. Velocidad de reacc1on en func1on de la concentrac1?n d 

substrata. Derecha. Representacion grafica de los datos de A, por el metoda 
de Lineweaver y Burk. 
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95 , {7:3, v:v) y se secaron a 1oo•c. Los filtros se colocaron en frascos de cente
lleo conteniendo 4 ml de liquido de centelleo {100 mg de dimetil POPOP y 2 g de PPO 
en 1 1 de tolueno) y se midio la radioactividad. La actividad de la enzima se ex
preso como nanomoles de GlcNAc incorporados en quitina {material insoluble) en 1 min; 
la actividad especifica se refirio a 1 mg de proteina. 

ldentificacion del producto de Ia reaccion enzimatica. Esta se l ogro por difraccion 
de rayos X empleando un d1fractometro Norelco Ph1 I l1ps, al que se adapto una camara 
de polvos Debye-Scherrer de 114.6 mm usanrlo radiacion CuK-e. 

Determinacion de proteinas . Se uso el metodo de Lowry et ~· {1951) para proteinas 
insolubles, con albumina bovina como patron. 

RESULTADOS 

Extraccion y separac1on de Ia quitina si ntetasa en gradientes de sacarosa. La enzima 
d1 soc1ada con d1g1ton1na ~ed1mento en grad1entes de sacarosa en forma de un solo pi
co de actividad, {Fig. lA) , aunque como era de esperarse, el pico de la segunda cen
trifugacion fue mas definido por el menor volumen de muestra empleado {Fig. 18 ). 
Las caracteristicas de sedimentar.ion de Ia enzima en los gradientes de sacarosa coin
cidi eron con las de l as subunidades 16S obtenidas a partir de quitosomas de la fase 
de levadura de l hongo {Ruiz Herrera et al., 1980) . La recuperacior' de Ia actividad 
fue baja {Tabla 1), ya que Ia enzima-oisociada es muy inestable (Ruiz-Herrera et al . , 
1980; ver mas adelante). --

Estabil idad de Ia quitina s intetasa. Para estos experimentos la enzima se pre-activo 

o no con renilasa (1 mg/ml) por 45 min; en el primer caso Ia activacion se detuvo 
por adicion de 10~/ml de pepstatina A. Las muestras preactivadas o no, se incuba
ron en la obscuridad a 28•c, y a intervalos de tiempo se tomaron alicuotas que se in 
cubaron por 30 min en las condiciones normales para determinar Ia actividad de qui-
tina s intetasa, excepto que en el caso de la enzima preactivada se omitio Ia renila
sa en el ensayo. Las muestras de quitina sintetasa , tanto activada como no activada 
por proteoli sis, fueron sumamente inestables, con vidas medias cercanas a 150 y 180 
min respectivamente (Fig. 2) , aunque cabe hacer notar que durante la primera hora de 
incubacion , el nivel de enzima no activada subio mas de un 30% de su valor inicial 
{Fig. 2A) . 
Presuponiendo que Ia perdida en Ia actividad de Ia quitina si ntetasa fuese debida a 
una acc i on proteolitica, se probo el efecto de dos inhibidores de proteasas neutras, 
Ia antipaina y el PMSF. Los resultados obtenidos (Fig. 2) fueron inesperados. Por 
un lado, la antipaina efectivamente disminuyo Ia velocidad de inactivacion de la qui
tina sintetasa preactivada, cuya vida media se incremento de 70 a 140 min en presen
cia de la droga, y de la enzima sin activar cuya vida media se incremento a 4 h; pe
ro sorpresivamcntc Ia adicion de PMSF acelero la inactivacion de la quitina sintetasa 
reduciendo su vida media a cerca de 90 min, en tanto que la mezcla de PMSF y antipai 
na aceler6 aun mas I a destrucc ion de la enzima no activada cuya vida media se redujo 
a cerca de 30 min (Fig. 2A) . Resultados similares en l os que los inhibidores de pro
teasas neutras acel eraron la inactivacion de la quitina sintetasa "zimogenica" fueron 
obtenidos con Ia enzima de Neurospora ~(Arroyo-Begovich y Ruiz-Herrera, 1979). 

ldentifi cacion del producto de la reaccion enzimatica. Se incubo la enzima disoc i a
da con UDPGlcNAc 1.95 mM, GlcNAc 32 mM y 0.4 mg/ml de renilasa en un volumen final 
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de 12.7 ml de regulador FM a 28°C en la obscuridad por 140 min . Al cabo de este 
tiempo se centrifugo l a mezcla de reaccion a 5000 g por 10 min y se separo el sedi
mento. Al sobrenadante se anadieron 8 mg de UDPGlcNAc y se continuo la incubacion 
por 4 h mas en las mismas condiciones, al cabo de las cual es la mezcla se centrifu
go nuevamente. Ambos precipitados se lavaron separadamente por centrifl,gacion 4 ve 
ces cada vez con 10 ml de agua destilada, NaOH 1M, agua desti1ada, HCl 1M y final
mente, 6 veces con agua destilada . Se liofilizaron y se determino su espectro de 
difraccion de rayos X. Ambas muestras demoatraron ser c<-quitina con un alto gra
do de cristalinidad. 

Requerimiento de activacion proteolitica. La actividad de la enzima disociada no 
somet1da a proteol1s1s controlada, tue muy baja. La adicion de reni lasa (0.8-1 
mg/ml) activo la enzima entre 10 y 15 veces. 

Cinetica de la reaccion. En l as condiciones de ensayo empleadas, la actividad fue 
l1nealmente depend1ente del tiempo y la concentracion de enzima en el rango de 90 
min y 0-25 )Lg de proteina, respectivamente. 

Efecto de la concentracion de substrata sobre l a reaccion catalitica. Se incubaron 
al1cuotas de Ia enzima rl1soc1ada conten1endo 9.7 ~g de prote1na con concentracio
nes variables de UOPGlcNAc, manteni endo constantes los demas reactantes. Al cabo 
de 60 min de incubacion se detuvo la reaccion y se midio la quitina sintetizada co
mo se describio en Materiales y Metodos. La grafica que rel aciona la velocidad de 
reaccion en funcio11 de la concentracion de substrata mostro una cinetica normal 
(Fig. 3A). La represent"cion grafica de los resultados por el metodo de Lineweaver 
y Burk fue li neal, con valore! cal culados para la Km de 3.3 mM y para la V max de 
500 nmoles/ min (Fig. 3B). A partir de estos resultados se expresaron los resulta
dos por el metodo de Hill que relaciona el log v/V-v con el log [~ , donde v es 
la velocidad de reaccion a una concentracion de substrata S, y V es la velocidad ma
xima (Segel, 1976). El valor calcularlo para el coeficiente de Hill (nh) fue de 0.94. 

Efecto de la concentracion ~e Gl cNAc. Alicuotas de la fraccion enzimatica conte
nlendo I .2 ~g de proteina se 1ncubaron en la obscuridad con concentraciones varia
bles de GlcNAc , manteniendo constan~es las concentr«ciones del resto de los reactan 
tes . Al cabo de 60 min de incubacion se detuvo la reaccion enzimatice y se midio 
la quitina sintetizada. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig . 4. Se ob
serva que la GlcNAc estimulo fuertemente la actividad; de hecho la actividad en au
sencia del azucar fue minima. La concentracion necesaria para obtener la mitad de 
la velocidad maxima (Ka) se calculo por el metodo de Lineweaver y Burk, dando un va
lor de 13.57 mM. 

Efecto de la concentracion de magnesia . Como se senalo anteriormente, practicamen
~odas las qu1t1nas sintetasas requieren de un cation divalente para su actividad, 
siendo el Mg2+ generalmente el mas eficiente (Ruiz-Herrera, 1982). Para determinar 
el efecto de este ion sobre la actividad de la quitina sintetasa disociada se incu
baron fracciones de la enzima copteniendo 9 ~g de proteina en presencia de diferen 
tes concentraciones de MgCl2 , manteniendo constantes el resto de los reactantes. -
La quitina sintetizada se midio al cabo de 60 min. En ausencia de MgCl2 no se ob
tuvo act ividad alguna (Fig . 5). La actividad maxima se obtuvo con concentraciones 
de Mg Cl 2 entre 30 y 50 mM, siendo 7.65 mM la concentracion necesar~a para obtener 
l a mitad de la velocidad maxima (Ka), segun datos cal culados por el metodo de 
Lineweaver y Burk. 
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Efecto del UDP y la polioxina. El UDP, el cual es un producto de la reacc1on en
z1mat1ca, es un 1nh1b1aor-aeTa quitina sintetasa de varios hongos (Ruiz-Herrera, 
1982), incluyendo Mucor rouxii (Ruiz-Herrera et al., 1977). Para determinar su 
efecto sobre la enZlma d1soc1ada, se incubaronpor 60 min fraccioues de enzima con
teniendo 8.3~g de proteina en mezclas de incubaci6n normales conteniendo UDPGlc
NAc 0.2 6 0.4 mM, y concentraciones variables de UDP. Se observ6 que el UDP inhi
bi6 la enzima, pero con una cinetica anormal . Al analizarse los datos por el meto
do de Dixon se observa que la cinetica es competitiva solo a concentraciones muy ba 
jas de inhibidor, con una Ki de 0. 25 mM (Fig. 6). 

La polioxina Des miembro del grupo de inhibidores competitivos de la quitina 
sintetasa conocidos como nucle6tido-peptidos (Endo et al ., 1970). Se prob6 su 
efecto sobre la qui tina sintetasa disociada incubanoo Tracciones de la enzima 
(8~ de proteina) con concentraciones variables del inhibidor ados concentracio 
nes de substrato, 0.2 y 0.4 mM. Al cabo de 60 min de incubaci6n se midio la quitT 
na sintetizada. Los resultados obtenidos (Fig. 7) muestran que la polioxina D es
un inhibidor competitivo. La Ki calculada fue de 3.4 )LM. 

DISCUSION 

Al igual que se describi6 para la quitina sintetasa disociada con digitonina 
a partir de quitosomas de Mucor rouxii (Ruiz-Herrera et al., 1980), la enzima diso
ciada a partir de fracciones cruaas-Qe pared y membranas~fue activada por prote6-
l isis controlada. Estos resultados estan de acuerdo con la observaci6n que la en
zima disociada a partir de fracciones membranales crudas de Saccharomyces (Duran y 
Cabib, 1978) y Schizophyllum commune (Vermeulen y Wessels, 1983}, o qu1tosomas de 
Agaricus bisporus (Ranseler et al., 1983), tiene una pobre actividad catalitica, a 
menos que sea activada por prot~isis controlada. 

La enzima disociada de M. rouxii demostr6 ser sumamente inestable, especialmen 
te una vez activada por proteol~ Una observaci6n importante fue que los nive
l es de la enzima activable por prote6lisis ("zimogenica") se incrementaron durante 
l a primera hora de incubaci6n a 28°C, lo que indica que existia inicialmente una 
fracci6n de la quitina sintetasa insensible a la activaci6n proteolitica. Este re
sultado combinado con el efecto mostrado por los inhibidores de proteasas, sugieren 
que la enzima se encuentra en tres estadios que mantienen un equilibrio dinamico: 
act iva, "zimogenica" y pre-"zimogenica". De acuerdo con esta hip6tesis la enzima 
activa seria inactivada por un sistema parcialmente sensibl e a la antipaina, en tan 
to que la fracci6n pre-"zimogenica" seria transformada en "zim6geno" por un sistema 
inhibible por PMSF y en forma sinergica por PMSF y antipaina . De estos analisis 
puede ademas concl uirse que la enzima y los mecanismos de activaci6n e inactivaci6n 
se hallan asociados en las mismas particulas o al menos en particulas muy semejan
tes. Sin embargo, la posibilidad de que los elementos activadores e inactivadores 
sean proteasas inespecificas adsorbidas durante el proceso de rompimiento del hon
go, no puede ser eliminada. Cabe hacer notar que el concepto de zim6geno no debe 
tomarse en su sentido literal, y~ que el mecanismo de activaci6n proteolitica, y su 
papel fisiol6gico, aun no han sido esclarecidos (para una revision, ver Ruiz-Herrera, 
1982 y Martinez-Cadena y Ruiz-Herrera, 1987). Un mecanismo en cascada ha sido suge 
rido, mediante evidencias experimentales , para la activaci6n de la quitina sinteta~ 
sa de Phycomyces por la luz y la tripsina (Reyna y Ruiz-Herrera, 1987). 
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Fig . 6. Cinetica de inhibicion de la quitina si ntetasa por el UDP. Los resul ta-
• dos aparecen expresados por el metodo de Dixon. La velocidad (v) corresponde 

a la actividad especifica . I -UDPGlcNAc 0.4 mM; 0 -UDPGlcNAc 0.2 mM. 
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En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas cineticas generales de la quiti
na sintetasa presente en las subunidades 165, comparada con la enzima quitosomal o 
parti culada, obtenida de levaduras y micelio de Mucor rouxii. Algunas consideracio
nes pueden hacerse respecto a estos datos. En primer Iugar se debe mencionar el ti 
po de cinetica de la reaccion catalitica, la cual en presencia de altas concentracio 
nes de GlcNAc es sigmoidal a bajas concentraciones de substrato, y parabolica si se· 
consideran solamente los datos obtenidos a altas concentraciones de substrato 
(Ruiz-Herrera et al, 1977 ). La enzima disociada con digitonina mostro una cinetica 
de tipo MichaeTfs~enten a altas concentraciones de substrato, en presencia de 
GlcNAc. 

El requerimiento de Gl cNAc por parte de la enzima di sociada con digitonina fue 
casi absoluto. Estos resultados coinciden con los datos obtenidos con quitosomas 
aisl ados de levaduras de M. rouxii, pero no con aquell os ais l ados del micelio, los 
cuales se estimulan a un niv~nificativamente menor (Martinez-Cadena et al., 
1987 ) . Los valores de Ka para GlcNAc de la enzima presente en fracciones-memorana
les crudas y para la enzima disociada fueron similares, y mayores que los de la en
zima quitosomal (Lopez-Romero, 1975), aunque cabe hacer notar que la enzima disocia
da no se saturo, incluso con concentraciones de GlcNAc mayores de 40 mM. La GlcNAc 
en altas concentraciones corrige la cinetica de la enzima (datos no mostrados), al 
igual que ocurre con la quitina sintetasa quitosomal (Ruiz-Herrera et al., 1977). 
En el caso de la quitina sintetasa de Coprinus cinereus (Rousset-HaTTy-Gooday, 
1975 ) y de Agaricus bisporus (Hanseler et al., 1983), Ia GlcNAc incluso a altas con
centraciones fue 1ncapaz de corregir la-cinetica sigmoidal de la enzima. 

El valor del coeficiente de Hill (Nh) de la enzima fue muy parecido al de la en 
zima quitosomal (Ruiz-Herrera, 1982). El valor de nh para la enzima de C. cinereus
fue de 1.7 y 4.0 a concentraciones de UDPGlcNAc mayores y menores de 0.1-mM respecti 
vamente (Rousset-Hall y Gooday, 1975 ). En forma similar el valor de nh para la enzT 
made A. bisporus fue de 1.9 en ausencia de GlcNAc y 1.3 en concentraciones saturan
t es deT azucar. Considerando que tanto la GlcNAc como el propio substrato son efec
tores alostericos (McMurrough y Bartnicki-Garcia, 1971; Rousset-Hall y Gooday, 1975; 
Ruiz-Herrera et al ., 1977), es posible suponer que el mayor numero de sitios de union 
del substrato-son-alostericos y no catali ticos. La enzima mostro un requerimiento 
absoluto de Mg2+; en tanto que la enzima quitosomal mostraba una actividad basal en 
ausencia del ion (Ruiz-Herrera et al., 1977). Este resultado puede ser atribuido a 
que la enzima en el segundo caso-eSfuviese contaminada con trazas de Mg2+, ya que si 
las fracciones enzimaticas se dializan contra EDTA, muestran un requerimiento absolu 
to de MgZ+ (Ruiz-Herrera, 1982). -

Al igual que la enzima quitosomal (Ruiz-Herrera et al., 1977), la enzima diso
ciada fue inhibida por el UDP con una cinetica mixta compreja, y por la polioxina 
con una cinetica competitiva. La cinetica compleja de inhibicion por el UDP puede 
ser debida a que se una preferentemente al sitio alosterico. Finalmente es importan
te senalar que aparentemente las propiedades del sitio alosterico de la enzima Ka 
GlcNAc, nh, Ki UDP, no fueron afectadas por la disociacion de la quitina sintetasa 
por la digitonina; en tanto qu~ las propiedades del sitio catalitico si fueron afec
tadas durante la disociacion, disminuyendo la afinidad por el substratu, cofactores e 
inhibidores: Km, Ka Mgz+, y Ki polioxina. Estos resultados sugieren que la organiza 
cion de la enzima en la membrana quitosomal modifica significativamente su estructura 
En este sentido es importante senalar que se ha d~ostrado que el ambien~~ hidrof?bi 
co que aportan los lipidos, parece jugar un papel 1mportante en la reacc1on catal1ti -
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Fig. 7. Cinetica de inhibicion de la quitina sintetasa por la polioxina D. Los re
sultados aparecen expresados por el metodo de Dixon. La velocidad (v) corres
ponde a la actividad especifica. I -UDPGlcNAc 0.4 mM; 0-UDPGlcNAc 0.2 mM. 
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ca (Lopez-Romero, 1975; Vermeulen y Wessels, 1983) . 

ABREVIATURAS USADAS 

Gl cNAc, N-acetilglucosamina; UDPGlcNAc, uridina-difosfato N-acetilglucosamina; PMSF, 
fenil-metil-sulfonil-fluoruro; EDTA, etilen-diamino tetraacetato de sodio; POPOP, 
1,4-bis 2-( 4-metil-5-fenil-oxazolill-benceno; PPO, 2,5-difeniloxazol. 
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Tabla 1. Disociacion de la qui tina sintetasa con digitonina y purificacion de las 
subunidades 165 

FRACCION 

Sobrenadante 
62000 g 

Ier. gradi ente 

2° gradiente 

PROTEINA TOTAL ACTIVIDAD TOTAL ACTIVIDAD ESPECIFICA RECUPERACION 
(%) 

27.23 1109.6 40 . 7 100 

4.40 142.4 32 . 3 12 . 8 

2.44 74. 1 30.4 6.7 

Rev, Mex. Mic. 5, 1989 )<) 

Tabla 2. Propiedades comparativas de la quitina sintetasa de las subunidades 16S y 
quitosomal 

PARAMETRO 

Est ado 

Cinetica** 

Km 

nh 

Ka Mg2+ 

Mg2+ PARA V max 

Ka Gl cNAc 

[GlcNAc J para V max 

Cinetica polioxina 

Ki Polioxina 

Cinetica UDP 

Ki UDP 

16S 

"Zimogenico" 

Sigmoidal o normal 

3.3 11'1-1 

0.94 

7. 7 mM 

30 mM 

13 .6 mM 

40 mM 

Competitiva 

3.4 JJM 

Compleja 

0.25 mM 

* 1. Ruiz-Herrera et al. (1977); 2. McMurrough y 

QUITOSOMAS 

"Zimogenico" 

Sigmoidal o normal 

0.5 mM 

1.0 

2.5 mM 

5mM 

12.5 mM 

20 mM 

Competitiva 

0.6~JJM 

Compleja 

0.4 mM 

Bartnicki -Gar'Cla--rl971); 3. Lopez-Romero (1975). 

** Dependiendo de l a concentracion de UDPGl cNAc; ver texto. 
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