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ABREVIATURAS USADAS

ADPl adenosin-difosfato

ATP: adenosin-trifosfato

CM-Celulosa: carboximetil-celulosa
CM-Sephadex: carboximetil-Sephadex
DEAE-Celulosa: dietilaminoetil-celulosa
EDTA} acido etilendiaminotetracético
G-6-F: glucosa-6-fosfato

G-6-PDH} glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
2-MET 2-mercaptoetanol

NADPi nicotinamida-adenina difiucledétido
NADPHT nicotinamida-adenina dinucledtido reducido
6-PGi acido 6-fosfoglucénico

6-PGDH: 6-fosfogluconato deshidrogenasa
TCA: acido tricloroacético

Tris: tris (hidroximetil) aminometano



Resumen

Este trabajo describe la purificacion parcial de
glucoquinasa (ATP:D-hexosa-6-fosfotransferasa, EC 2«7.1.2.)
de extractos de higado de rata. Se consiguidé un aumento de
actividad especifica de aproximadamente 1+0 veces por medio
de un procedimiento que incluia cromatografia en CM-Sephadex
cromatografia en DEAE-Celulosa, fraccionamiento con sulfato
de amonio y cromatografia en hidroxilapatita. Se estudiaron

algunas propiedades de la enzima purificada.

Summary

Glucokinase (ATP;D-hexose 6-phosphotransferase,
EC 2.7.1.2.) was partially purified from rat liver extracts.
Approximately a "O-fold increase in specific activity was
achieved by a procedure involving CM-Sephadex chromatography
DEAE-Cellulose chromatography, ammonium sulfate fractiona-
tion and hydroxylapatite chromatography. Some properties of

the purified enzyme were studied.



1. INTRODUCCION

Dos grupos de investigadores, utilizando métodos diferen-
tes, han caracterizado parcialmente y en forma independiente dos
ATPihexosa 6-fosfotransferasas de higado de rata. En efecto, Wal-
ker (1, 2) y Walker y Rao (3) distinguieron mediante aialisis ci-
nético la presencia en el higado de rata y de cobayo adultos de
dos enzimas fosforilantes de glucosa, una con una Km alta (10 M)
y otra con una Km baja (10 “M). Por otra parte, en el laborato-
rio de Sois, Vihuela y col. (@) y Salas y col. (5) lograron sepa-
rar, por medio de sulfato de amonio, dos fracciones proteicas
con actividad ATPihexosa fosfotransferasicail una caracterizada
por una Km alta (0“%) para glucosa, que denominaron glucoqui-
nasa para distinguirla de la otra, de Km baja (10”%), que deno-
minaron hexoquinasa. Se diferenciaban ambas, ademds, por otras
propiedades cinéticas, como gran capacidad para fosforilar fruc-
tosa y poca inhibicién por N-acetilglucosamina de la hexoquina-
sa.

En 1964» en este laboratorio, Gonzalez y col» (6) lograron
separar, mediante cromatografia en DEAE-Celulosa, cuatro isoen-
zimas capaces de fosforilar glucosa y otras hexosas, y no sélo
las dos descritas por los autores antes mencionados. Las denomi-
naron A, B, C (hexoquinasas) y D (glucoquinasa) y se pueden di-
ferenciar, ademas de por su comportamiento cromatografico, por

5. 1,3 x 1072, 6,0 x 1076 y 1,£ x

sus Km para glucosa; 4»4 x 10
10_2M para A, B, C y D respectivamente. La isoenzima D se puede
distinguir de las otras también por el valor del cuociente

fructosas/Vmax glucosa, que es de 0,23 para D mientras es alre-

dedor de 1,2 para A, By C,



Recientemente, Katzen y col. (7, B) han confirmado, median-
te electroforesis de zona en gel de almidén, la existencia de 4
isoenzimas capaces de fosforilar glucosa en higado de rata.

En este y otros laboratorios se ha observado que la activi-
dad fosforilante de glucosa del higado disminuye en el ayuno
(©-12) y la alimentaciéon con dieta exenta de hidratos de carbo-
no (2, 13)t volviendo a niveles normales algunas horas después
de la administraciéon de glucosa (12, 14-19). Se ha logrado de-
mostrar que las variaciones observadas en la actividad fosfotrans-
ferasica total del higado corresponden a cambios en los niveles
de la glucoquinasa o isdenzima D, de Km alta, mientras que los
valores del conjunto de las hexoquinasas, i1soenzimas A, By C
de Km baja, permanecen mas o menos constantes en las condiciones
estudiadas (@» 6, 20).

Es interesante que la disminucion de la actividad fosfo-
transferésica del higado que se observa en la rata diabética
©> 10, 21) corresponde a una desapariciéon casi total de la glu-
coquinasa (4j 5 20, 22, 23). Los trabajos del grupo de Walker
@, 2, 3 y de Oliver (24) han mostrado, por otra parte, que la
fracciéon de Km alta, glucoquinasa, aparece inmediatamente des-
pués del nacimiento en el cuy, y a las tres semanas en la rata,
mientras que la fraccién de Km baja, hexoquinasa, se encuentra
presente desde la vida fetal.

Se considerd necesario purificar la iséenzima D o glucoqui-
nasa, con el objeto de estudiar sus caracteristicas cinéticas y
estructurales y disponer de una enzima purificada que permita la
obtencion del antisuero correspondiente. El antisuero representa
una herramienta util para medir la masa de la proteina-enzima,

conocer su recambio y dilucidar asi el mecanismo responsable de



los cambios de actividad enzimatica que se observan en las dife-
rentes condiciones analizadas anteriormente. La glucoquinasa de
higado de conejo ha sido purificada parcialmente por el grupo

de Sois (25) y se han estudiado algunas de sus propiedades.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Animales.

En este estudio se han empleado ratas albinas criadas por
inbreeding en el Instituto de Quimica Fisioldgica y Patoldégica
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, alimenta-

das con una dieta balanceada.

2.2. Preparacion de Homogeneizados.

Los animales se sacrificaban por decapitacién sin anestesia
y se desangraban cuidadosamente. Los higados se extraian rapida-
mente, se colocaban sobre hielo molido y se enjugaban con papel
filtro para eliminar la mayor cantidad posible de sangre. Luego
se hacian papilla en una prensa Harvard y se homogeneizaban al
50% (p/v) en una solucion de Tris 10 mM, pH 7*0, EDTA 1 mM y
2-ME 6 mM (medio A). La homogeneizacion se efectuaba en un apa-
rato de Potter y Elvehjem a 2-4°= Todas las operaciones de pu-
rificacion que se describiran a lo largo de este trabajo se rea-

lizaban a esta temperatura.

2.3» Centrifugacion del Homogeneizado.

El homogeneizado en medio A se centrifugaba durante una ho-
ra a 105.000 x £ en una ultracentrifuga refrigerada Spinco, mo-
delo L. El liguido sobrenadante de color rojizo (Sj), se obtenia
por aspiracidon con jeringa, cuidando de no remover la capa de

grasa de la parte superior.
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2,4. Determinaciones»
2.4_.1. Actividad enzimatica. Para conocer la actividad enzi-
matica se midié la formacion de G-6-P, acoplando la reaccion
de fosforilacion a la de deshidrogenacion del G-6-P y mi-

diendo la velocidad de reducciéon del NADP (26)}

La formacidon de NADPH se reconocia por el incremento en la
absorbancia a 340 np en un espectrofotémetro Beckman modelo
DU, provisto de un sistema para mantener la temperatura a
30°. La unidad de enzima es la cantidad capaz de fosforilar
1 jumol de glucosa por minuto a 30° y la actividad especifi-
ca se expresa como unidades por mg de proteina. Se uso el
valor 6,22 x 10~ cm™/mol como coeficiente de extincion molecular
del NADPH (27). El medio de reaccion (1 mi) tenia la siguiente
composicion final (17)S Tris, pH 7>5> $3*6 mM; MgCI”™ 12 mM; ATP
5 mM; EDTA 1 miM; NADP 0,5 mM y 0,05 unidades internacionales
(Qumoles/minuto) de deshidrogenasa. Se utilizaba como blanco un
sistema semejante en el cual se omitia el ATP.
Si la reaccioéon Il se acopla a la reaccién}

(111) 6-PG -f NADP N ribulosa-5-fosfato CCN-1NADPH,

se obtiene la formacidén de otra molécula de NADPH por molécula
de glucosa fosforilada y en tal caso los valores de cambio de
absorbancia se dividen por 2 para obtener las unidades de enzi-
ma. Este valor tedrico se comprobé en experimentos en los cuales
se midié la actividad de una glucoquinasa purificada, en un sis-

tema al que se agregaron cantidades variables de 6-PGDH.
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Cuando se media la actividad enzimatica en las etapas ini-
ciales de preparacion de la enzima, antes del tratamiento con
DEAE-Qelulosa, los valores de cambio de absorbancia se dividian
por 2, en consideracién gque al afadir 6-PGDH no aumentaba el
cambio de absorbancia, indicando que tenian esas preparaciones
suficiente deshidrogenasa, En etapas mas avanzadas de purifica-
cion la glucoquinasa no iba acompafada de 6-PGDH, por lo cual
no se realizaba ninguna correccién al ensayo.

El método de ensayo puede modificarse para estudiar fosfo-
rilacion de hexosas cuyo producto de reaccién sea convertible en
G-6-P como es el caso de fructosa y mafiosa, si se adicionan al

sistema las fosfohexosaisomerasa® especificas,

2.4*2_. Proteinas. Las proteinas se median con la modificacion de
Miller (20) del método de Lowry y col. (29)* Cuando era
necesario eliminar las interferencias del 2-ME se usaba
el mismo método después de precipitar las proteinas con
TCA 10% y redisolverlas con NaOH 0,1 N. Esta operacion
se efectuaba a 40 y antes de redisolver las proteinas
con NaOH se hacia un lavado con TCA al 5%.

En algunos casos las proteinas se determinaban midiendo
la absorbancia a 260 y 280 muy las concentraciones se calcula-
ban con la férmula de Kalckar (30). Habia interferencias al me-
dir muestras que tenian 2-ME, ya que este compuesto presenta

cierta absorcién en las longitudes de onda indicadas.

2.4*3* Fosfato. La concentracion de fosfato se determinaba se-

gun el método de Fiske y Subbarow (31).

2.4 4»"Cloruros. La concentracién de cloruros se determinaba
por titulacidén con nitrato de plata, usando cromato de

potasio como indicador.
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2.5» Preparacioéon del Material Cromatografico.

DEAE-Celulosa (Cellex D) y CM-Sephadex se preparaban segun
instrucciones de los fabricantes (32, 33)* Las columnas fueron
empacadas con un sistema similar al descrito por Flodin (34).

2.6, Fuentes de Obtencidén de los Materiales.

Los siguientes materiales se obtuvieron de los productores
que se indican:

ATP (lote £4 B-7332), EDTA, glicilglicina, Tris, NADP (lote
95 B-7920), de Sigma Chemical Co. St. Louls, Mo., EE.UU.

NADP (N° 0334127) y G-6-PDH (C.N. 6364452) de C.F. Boehrin-
ger & SOhne, GmbH, Mannheim, Alemania.

CM-Sephadex C-50 coarse, de capacidad 4>4 meq/g (lote S692-C)
de Pharmacia, Uppsala, Suecia.

CM-Celulosa Serva (A 3647 de Gallard-Schlesinger Chemical
MGF Corp., N.Y., EE_UU.

Hidroxilapatita para cromatografia (Biogel HT, N° de control
29"0) y DEAE-Celulosa (Cellex D, N° de control B-2567) de capaci-
dad 0,7% meqg/g de Bio-Rad Laboratories, Richmond, Cal., EE.UU.

Sulfato de amonio (Special Enzyme Grade, Cat. N° 1946 Lot
N° K 1696) de Mann Research Laboratories Inc. New York, EE.UU.

2-Mercaptoetanol, de Matheson Coleman & Bell, N.J., EE.UU.

6- Fosfogluconato deshidrogenasa se preparé de higado de rata
por fraccionamiento con sulfato de amonio segun Glock y McLean

(35)» y tratamiento ulterior con CM-Sephadex.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Tratamiento con CM-Serhadex.

Alrededor de 50 mi de S], provenientes de la homogeneizacioén
y centrifugacién de 70 g de higado (15 ratas), se colocaban en
una columna de 2,7 cm de diametro por 17 cm de altura de CM-Sepha-

dex C-50. La columna era equilibrada con medio A y una vez intro-
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ducido el Sp se lavaba con medio A hasta que en el efluyent? no
se observara absorcion en el ultravioleta, fendmeno que se ins-
cribia en un registrador automatico» La actividad no se retenia
en esta resina de intercambio catiéonico, ),y en la fraccion
obtenida al lavar la resina se recuperaba entre un 80 y 90% de

la actividad inicial. La actividad especifica del eluato era mas
o menos igual a la del § original o aumentaba ligeramente (hasta
1,5 veces). Las proteinas se recuperaban entre 70 y 8&0%, La frac-
cion no retenida, que llamaremos CMg, podia guardarse a Oo duran-
te algunos dias sin pérdidas”apreciables de la actividad, lo que
no sucedia con el S]. Resultados semejantes se obtenian con CM-
Celulosa,

Algunas veces el S| se mezclaba, en un tubo de centrifuga,
con aproximadamente un volumen de CM-Celulosa o CM-Sephadex pre-
viamente centrifugado (6), obteniéndose una recuperacién de ac-
tividad transierasica de alrededor de 90$% después de 3 o 4 lava-

dos con medio A.

3.2. Concentracién del CMg

La fracciéon CMg se concentraba alrededor de 5 veces antes
de continuar los siguientes procedimientos de purificacion. Para
tal efecto, la fraccidén era previamente congelada a -25° y some-
tida a una presion de 0,005 mm de Hg en un liofilizador Virtis.
La actividad especifica se mantenia y la recuperacion de la ac-
tividad enzimatica era alrededor de 100%.

Como método de concentracién se empleé ocasionalmente la
adicion de sulfato de amonio. Incluso en un experimento de frac-
cionamiento a diferentes concentraciones se obtuvo una purifica-
cion de 2,1 veces, con una recuperacion de &5$ (Figura ). No
se hicieron mas ensayos, aunque tal vez pudiera constituir un

procedimiento util de rutina.
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Figura 1. Fraccionamiento de CMg con sulfato de amonio*

A 30 mi de CMg que contenia 204 mg de proteinas y una actividad
glucoquinasica de 1,45 unidades, se agregé sulfato de amonio

TpH 7,7; 40) y se separaron las fracciones que precipitan entre
0-30, 30-45, 45-60, 60-75 y 75-90% de saturacion. En la figura

se muestra el porcentaje de la actividad inicial (columna en blan-
co) y el porcentaje de las proteinas iniciales (columnas en ne-
gro) contenidas en cada fraccion.

3.3» Tratamiento con DEAE-Celulosa.

La fraccion CMg previamente concentrada se introducia a una
columna de DEAE-Gelulosa de 2,7 cm de diadmetro por 15 cm de al-
tura, equilibrada con medio A. Luego se lavaba la columna con me-
dio A, que arrastraba ciertas proteinas no retenidas ), Al lle-
gar a un minimo la absorciéon al ultravioleta, se trataba la co-
lumna con KC1 0,13 M en medio A, que eluia proteinas diversas y
un 70 a 30% de las hexoquinasas y so6lo un 2 a 0% de la glucoqui-
nasa. Al llegar de nuevo a un minimo de absorcién en el ultravio-
leta en el efluyente, se comenzaba una gradiente lineal de con-
centraciéon de KCl, preparada en medio A, desde 0,2 M hasta 0,4 o

0,5 M KC1. No se observaron diferencias de importancia entre una
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y otra gradienté. Las camaras de la gradiente tenian un volumen
inicial de 240 mi y la elucion se desarrollaba recogiendo frac-
ciones de alrededor de 13 mi por tubo, a un flujo de 4 a 5 id
por minuto, en un colector de fracciones Buchler, provisto de un
dispositivo para inscribir la absorcidon en el ultravioleta del
Ifquido que emergia de la columna. Cada 2 a 4 tubos se efectua-
ban medidas de actividad enzimatica, proteinas y cloruros. En

el conjunto de los tubos seleccionados por su mejor actividad es-
pecifica (DEAE-G) se recuperaba alrededor de 60$ (49 a 70) de
las unidades de glucoquinasa colocadas en la columna (Figura 2).
La actividad especifica del total del eluato seleccionado era
alrededor de 20 (17 a 23) veces superior al CME . DEAE-G se podia

guardar a Oo durante meses sin pérdidas apreciables de actividad.

Figura 2. Cromatografia de CMg en columna de DEAE-Celulosa.

En este experimento se usdé una columna de 2,7 x 15 cm y en ella
se colocaron 29 mi de CMe concentrado que contenia 1666 tg de
proteinas con una actividad glucoquinasica de 22,6 unidades. En
el conjunto de los tubos 4 al 13 se obtuvo una recuperacién de
49% y un aumento de 19 veces en la actividad especifica. Los tu-
bos representan fracciones de 13,4 mi. (=) actividad enzimatica;
(o) proteinas y (— ) cloruros.
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Es posible que una elucion mas lenta que la usada rutinaria-
mente logre separar mejor la actividad glucoquinasica del resto
de las proteinas y se obtengan asi mejores rendimiento y activi-
dad especifica. El procedimiento de eluir la glucoquinasa con las
gradientes de concentracidén anteriormente sefaladas, fue el re-
sultado de varios experimentos preliminares, en los cuales no se
hizo un estudio exhaustivo de todas las variables. En uno de ellos
se investigd la concentraciéon de KC1 a la cual la glucoquinasa
era eluida, para lo cual se efectuaron eluciones en etapas con
KC1 a las siguientes concentraciones: 0,15; 0,20; 0,25; 0,30;
0,35 y 0,5CM, preparado en medio A. Se concluydé que la mayor parte
de la actividad glucoquinasica era eluida entre 0,20 y 0,30 M de
KC1. También se hicieron experimentos en que se seguia exactamen-
te el procedimiento de separacién por gradiente de concentracion
de las cuatro isoenzimas (tres de hexoquinasa y glucoquinasa) de

acuerdo con el método de Gonzalez y col .(®).

3.4» Fraccionamiento con Sulfato de Amonio.

A la fraccion DEAE-G, proveniente de DEAE-Celulosa, se le
afladia glucosa como estabilizante, de modo que la concentracion
fuera 50 mM. Después se agregaba sulfato de amonio soélido (pH 7;
40), lentamente y con agitacién, hasta alcanzar una saturacioén
de 55%. Una vez disuelto, se continuaba agitando durante 10 minu-
tos adicionales y después se dejaba reposar unos 30 minutos, an-
tes de centrifugar durante 30 minutos a 2$.000 x £ en una centri-
fuga refrigerada Sorvall modelo RC2. Se descartaba el precipita-
do y al sobrenadante se agregaba nuevamente sulfato de amonio has-
ta alcanzar &Q% de saturacion. La solucidon se dejaba reposar y
se centrifugaba como antes. Para calcular la cantidad en gramos

de sulfato de amonio que debfa agregarse, se usaba la férmula de
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Noltmann y col, (@B6). En el precipitado del segundo fracciona-
miento se encuentra la mayor parte de la actividad glucoquina-
sica, recuperandose entre 53 J de la actividad del DEAE-G,
con un aumento de actividad especifica de alrededor de 2,5 ve-
ces.

Cuando el precipitado a 60% de saturacion (SA-60) era sus-
pendido en una pequefia porcion de su sobrenadante, se podia man-
tener durante meses, a 00, sin pareciables pérdidas de activi-
dad. Se podian juntar varias preparaciones en esta etapa para
continuar con el procedimiento de purificacion.

Antes de llegar a normalizar el procedimiento descrito, se
hicieron experimentos preliminares de fraccionamientos entre

concentraciones mas proximas de sulfato de amonio.

3.5. Tratamiento con Hidroxllapatita.

El precipitado obtenido con sulfato de amonio a 80% de satu-
racion (SA-SO) se disolvia en 15 mi de fosfato de potasio 5 mM,
pH 6,S, preparado en medio B (glucosa 50 mM, 2-ME 6mM y EDTA 1 mM).
Una vez di,suelto, se colocaba en una columna de 2,7 cm de diame-
tro y 10 cm de altura preparada con una mezcla de 20 mi de Biogel
HT con 10 g de celulosa en polvo y equilibrada con fosfato de po-
tasio 5 mM preparado en medio B. La elucidén se efectuaba con una
gradiente de concentracion lineal de fosfato de potasio preparado
en el mismo medio. La gradiente comenzaba con 5 mM pH 6,8 y ter-
minaba con 150 mM pH 7,6, siendo 120 mi el volumen inicial de las
camaras. Se ajustaba el flujo a alrededor de 3,5 mi por minuto y
se recogian fracciones de 5 o 6 mi por tubo. Cada 2 o 4 tubos se
median actividad enzimdtica, proteinas y fosfato. La recuperacion
total de la enzima era entre SO y 90% y la del conjunto de tubos
con mejor actividad especifica (OH-AP) de alrededor de 60% y con
una purificaciéon de 6 veces (Figura 3)» ElI procedimiento resulté

perfectamente reproducible.



18 .

Figura 3* Cromatografia dé SA-80 en columna de hidroxilapatita.
En este experimento se us6 una columna de 2,7 x 10 cm y en ella
se colocaron 15 mi de una solucidén de SA-CO en amortiguador de
fosfato de potasio preparado en medio B, que contenia 15,4 mg de
proteinas con una actividad glucoquinasica de 9,0 unidades. En*
el conjunto de los tubos 27 al 34» se obtuvo una recuperacion de
53% y un aumento de 6,3 veces en la actividad especifica. Los tu-
bos representan fracciones de 6 mi. (®) actividad enzimatica;

(0) proteinas y (— ) fosfato.

En experimentos previos en que se ensayaron otras condicio-
nes de flujo de la columna, tamafo de las camaras y concentracion
final de fosfato, y e las cuales la gradiente de concentracion
era mas pronunciada (75 mM por 100 mi de efluyente en vez de 5®
mM por 100 mi) el aumento de la actividad especifica de la enzi-
ma no fue tan satisfactorio como el que se obtuvo sistematica-

mente en el procedimiento adoptado.
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3.6. Resumen del procedimiento de purificacién*

En la Tabla 1 se resume un experimento tipico de obtenciodn
de glucoquinasa, donde se siguid el proceso en forma sistematicao
La actividad especifica de esta preparaciéon fue de 5,6 unidades
por mg de proteina con una purificacion total de 400 veces y un

rendimiento de 19%.

Tabla |

Purificacion de glucoquinasa

Actividad Rendimiento Actividad

Fraccion Proteinas total Etapa Total engcgfica
unidades
mg unidades b % mg
Extracto 3170 45,7 0,014
Gn
CM-Sephadex 2260 40,4 SE 33 0,013
(cme)
DE4E-Celulosa 69 24,2 60 53 0,35
(DEAE-G)
Sulfato amonio 55-30 16,6 14,5 60 32 0,33
(SA-30)
Hidroxilapatita 1,57 3,35 62 19 5,64
(OH-AP)

3*7* Estudio de algunas propiedades de la glucoquinasa purificada*
3.7.1. Estabilidad. La enzima obtenida de hidroxilapatita era
inestable. En la figura 4 se muestra la estabilidad del elua-
to de un tubo con la mayor actividad especifica, y la de un
conjunto de fracciones (OH-AP). La mayor estabilidad del con-

junto de fracciones no se debe a mayor proteccidon de la enzima por

diferencias en la concentracién de proteinas, por cuanto en ambos

casos ésta era similar (0,027 mg/ml en el tubo aislado y 0,024 mg/ml,

en el conjunto).
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Figura 4. Estabilidad de la glucoquinasa.
Alicuotas de eluatos de hidroxilapatita se incubaron durante
tiempos variables antes del ensayo de la actividad enzimatica.
(0) alicuotas del conjunto de los tubos con mejor actividad es-

pecifica, OH-AP; (=) alicuotas del tubo con la mayor actividad
especifica; (---® incubacion a 30°; (- - - incubaciéon a Oo.

Al precipitar la enzima con sulfato de amonio a de satu-
racion y resuspenderla en los restos del sobrenadante, se logrd
mantenerla por varias semanas a Oo sin pérdidas en su actividad.
Alicuotas de la suspensién de sulfato de amonio se diluyeron para
estudiar estabilidad de la enzima. En la figura 5 se ilustra el
efecto de incubar, a O y 30°, la enzima disuelta en diversos dilu-
yentes. La enzima diluida y mantenida a 0o es mas inestable que
la suspensiéon, a 30° la enzima es francamente inestable pero es
protejida parcialmente, por glucosa 50 mM. Separadamente, ni el

2-ME ni el EDTA ejercen proteccion.
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Figura 5» Estabilidad de la glucoquinasa.

Al eluato de hidroxilapatita (OH-aP) se agregd sulfato de amonio
hasta de saturacidén para precipitar la glucoquinasa. La fi-
gura i1lustra el efecto de incubar a 0o (- - -) y 30° & ), la
enzima disuelta en glucosa 50 mM (=); 2-ME 6 mM (A ); EDTA 1 mM
(©), y agua (O ).

3.7.2. Especificidad de sustratos. Con la enzima purificada

se hicieron algunos estudios de especificidad de sustrato. La
tabla Il muestra los resultados obtenidos al ensayar diversos

azlcares como sustratos.

Tabla 11

Fosforilacion de algunos azlUcares

vmax manosa/Vméax glucosa 0,¢5
Vmax fructosas/Vmax glucosa 0,25
vmax 2-desoxiglucosa/Vmax glucosa 0,23
Vmax 6alact°3a Amax Sucosa 0,06

N La actividad se midié a 100 mM, concentracion con la cual se

obtiene la mayor velocidad de fosforilacion, que no es, sin
embargo, una verdadera por cuanto a mayor”~concentracion
de sustrato hay inhibicion de la actividad enzimatica. (Datos

no publicados de G. Gonzalez).
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Estos valores concuerdan con los obtenidos en preparaciones
menos purificadas, en 1a etapa DEAE-G (datos no publicados de C.
Gonzalez). También se confirmé que la enzima purificada no fos-
forila algunas pentosas tales como D(-) ribosa, D(-) arabinosa
y L(=P) arabinosa, ni tampoco los derivados de la glucosa, D(T)

glucosamina y o< -metil glucésido.
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