
REVISTA ESPANOLA DE FISIOLOGIA. 37. 421-428. 1981

6-Fosfogluconato deshidrogenasa de Aspergillus
oryzae (Ahiburg)

II. Separation y estudio de isoenzimas
J. A. Cebrian, T. Muino y A. Perez

C&tedra de Bioquimica
Facultad de Veterinaria

Zaragoza

(Recibido el 22 de enero de 1981)

J. A. CEBRIAN, T. MUINO and A. PEREZ. 6-Phosphogluconate Dehydrogenase from As­
pergillus oryzae (Ahiburg). II. Isolation and Study of Isoenzymes. Rev. esp. Fisiol.,
37, 421-428. 1981.

Through ammonium sulphate fractionation followed by ion-exchange chromatog­
raphy, two forms of 6-phosphogluconate dehydrogenase (6-phosphogluconate: NADP+
oxidorreductase E.C. 1.1.1.44) were isolated from mycelium of Aspergillus oryzae.

The Km values for 6PG were the same, but the Km for NADP+ was smaller for
isoenzyme I. The Vmx values were also different, with greater activity for isoenzyme II.
The optimum pH for isoenzyme I was 7.5, whereas the isoenzyme II had two maximum
peaks, at pH 7.5 and 9. Isoenzyme II was the more resistant to thermal inactivation.

Inhibition by NADPH was competitive with respect to NADP+, with a Ki value
similar for both isoenzymes. The GSSG inhibits isoenzyme I and activates isoenzyme II.

The apparent molecular weights determined by gel filtration were 79,000 ± 2,000
daltons for isoenzyme I and 112,000 ± 2,000 daltons for isoenzyme II.

En micelios de Aspergillus oryzae las
dos deshidrogenasas de la fase oxidati-
va de la ruta de las pentosas fosfato pre­
sentan alta actividad, variable en rela­
tion con la fuente de carbono utilizada
por el hongo para su crecimiento. Este
cambio de actividad se corresponde con
la aparicion de una nueva forma isoenzi-

Abreviaturas:
G6PDH: Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
6PGDH: 6-Fosfogluconato deshidrogenasa.
GSSG: Glutation oxidado.

matica de G6PDH cuando el hongo se
desarrolla sobre ribosa (11).

La actividad de la 6PGDH tambien se
incrementa cuando el hongo utiliza ribo­
sa para su desarrollo, aunque en este caso
el aumento de actividad es menor que el
observado para la G6PDH. Con el fin de
comprobar si este aumento de actividad
se debe unicamente a la variation del ni-
vel intracelular de la enzima o a la in­
duction de una nueva molecula enzima-
tica, se purified la 6PGDH de micelios de
A. oryzae.

La 6PGDH (E.C. 1.1.1.49) ha sido pu- 
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rificada a partir de diversos microorga-
nismos como E. coli (9), Candida utilis
(14), Bacillus stearothermophilus (10), y de
otra serie de organismos como higado de
rata (15), eritrocitos humanos (13) y hojas
de espinaca (18), en la cual se han des-
crito dos isoenzimas de 6PGDH con dife-
rentes propiedades fisico-quimicas.

En el presente trabajo se describe la se­
paration y algunas propiedades de las iso­
enzimas de la 6PGDH de A. oryzae desa-
rrollado sobre ribosa como unica fuente
de carbono.

Material y metodos

Reactivos. Los productos quimicos uti-
lizados procedian de diferentes firmas co­
merciales, Merck, BDH, Probus y simi-
lares, siendo todos de calidad de an&lisis.
Coenzimas y substratos procedian de Sig­
ma Chemical Company.

Material bioldgico. La cepa de Asper­
gillus oryzae utilizada, asi como los me-
dios de cultivo, han sido descritos ante-
riormente (10, 12).

Preparation de extrados enzimaticos.
Los micelios se homogeneizan empleando
como liquido extractive solution tampon
imidazol-CIH 0,05 M a pH 7,5, conte-
niendo /?-mercaptoetanol 10 mM y acido
e-aminocaproico 1 mM. Las proteinas de
los extractos crudos se valoran por el me-
todo descrito por Lowry et al. (8), y en
las fracciones purificadas segun la formu­
la propuesta por Warburg y Christian
(20).

Determination. de la actividad enzimd-
tica. La actividad de la 6PGDH se de-
termina espectrofotomStricamente como se
describe en un trabajo anterior (3).

Cinetica enzimatica. Las constantes de
Michaelis aparentes para el substrato y el
coenzima, y las constantes de inhibition
para el NADPH se determinan entre unos 

limites de 0,2 a 2 mM de 6PG y 60 a
300 /zM de NADP+. Los resultados se
expresan graficamente por el metodo de
Lineweaver-Burk (7).

El pH de mdxima actividad se deter-
mina midiendo la actividad de la 6PGDH
en un margen de pH de 5 a 10, con una
diferencia de 0,5 unidades de pH entre
dos ensayos consecutivos, manteniendo
constantes en todas las determinaciones
la concentration de substrato, coenzima y
extracto enzimatico. Las soluciones tam­
pon empleadas son: tampon acetato-NaOH
0,2 M (pH 5 y 5,5); tampon citrato-
NaOH 0,2 M (pH 6); tampon imidazol-
CIH 0,2 M (pH 6,5, 7 y 7,5); tampon
tris-CIH 0,2 M (pH 8 y 8,5); tampon gli-
cina-NaOH 0,2 M (pH 9, 9,5 y 10).

Para la inactivation termica las prepa­
raci ones enzimaticas se diluyen con el
tampon de maxima estabilidad (3) hasta
alcanzar una concentration final de pro-
teinas iguales en todos los casos. Volu-
menes iguales de dichos extractos se in-
cuban a distintas temperaturas entre 10 y
60° C, manteniendo constante el tiempo
de incubation durante 5 minutos (inacti­
vation a tiempo constante), o bien man­
teniendo la temperatura a 30° C y varian-
do el tiempo de incubation entre 10 y
60 minutos (inactivation a temperatura
constante). Se escogio la temperatura de
30° C por ser a la cual el comportamien-
to termico de ambas isoenzimas empieza
a diferenciarse.

Despues de la incubation se determina
la actividad de 6PGDH en cada caso.

Separation de isoenzimas. El extrac­
to procedente de 30 g de micelios de
A. oryzae desarrollado sobre ribosa como
unica fuente de carbono, se somete a pre­
cipitation fraccionada con SO4(NH4)a en­
tre el 30 y el 80 % (4). El precipitado
obtenido se redisuelve en 4 ml de tamp6n
citrico-citrato NaOH 0,05 M pH 6, y se
dializa frente al mismo tampon durante
20 horas a la temperatura de 0-2° C.

La cromatografia se realiza en colum- 
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na de CM-Sephadex C-50 (2,5 X 80 cm),
estabilizada con tampon citrico-citrato
NaOH 0,05 M pH 6, conteniendo /?-mer-
captoetanol 5 mM y acido e-aminocaproi-
co 1 mM. La isoenzima I no se retiene
en la columna, y la isoenzima II se eluye
aplicando un gradiente lineal de CINa
entre 0 y 0,8 M, recogiendo fracciones de
5 ml cada 20 minutos.

Las masas moleculares se determinan
por el metodo de Andrews (1).

Resultados y discusion

Separation de isoenzimas. En la figu-
ra 1 se observa el diagrama de elucion
correspondiente a las dos formas isoenzi-
mdticas de la 6PGDH de micelios de
A. oryzae desarrollado sobre ribosa como
unica fuente de carbono. La isoenzima I
no es retenida en CM-Sephadex, mien-
tras que la isoenzima II eluye a una con-
centracion aproximada de CINa 0,45 M.

El proceso global realizado en la sepa-
racion de las dos formas isoenzimaticas
se expresa en la tabla I.

Constantes cineticas. Se ha estudiado
la influencia de concentraciones crecien-
tes de substrato y coenzima sobre la velo-
cidad de reaction de las dos isoenzimas

Fig. 1. Diagrams de elucion de isoenzimas
de la 6PGDH de A. oryzae desarrollado sobre

ribosa.

Tabla I. Separacidn de isoenzimas de 6-fos-
fogluconato deshidrogenasa de A. oryzae de­

sarrolladc• sobre ribosa.

Protefnas Actividad Actividad
Volumen totales enzimatlca especlfica

Etapa (ml) (mg) (mUI/ml) (mlll/mg)

Extracto
crudo
Sobrenad.

63 504 1.296 162

30 % sat.
SO4(NHJ2 63 334 1.245 235
Pp. 80 % sat.
SOJNHJ,
Dializado 19 164 3.680 428
1." pico
CM-Sephadex 35 24,5 126 180
2.° pico
CM-Sephadex 48 38 340 425

de la 6PGDH. Los valores de las Kra apa-
rentes y V,nx se determinan por el meto­
do de Lineweaver-Burk y los resultados
obtenidos (tabla II) expresan que los va­
lores de Km aparentes respecto al 6PG
son practicamente iguales; sin embargo,
las Km aparentes respecto a NADP+ pre­
sentan diferencias que podrian permitir
que la eficacia catalitica de las dos for­
mas isoenzimaticas este supeditada a las
variaciones de la concentration de NADP+.
Los valores de Vmx son tambien diferen-
tes, presentando la isoenzima II mayor
actividad que la I.

Efecto del pH. El perfil de la curva
de actividad al pH de las dos formas iso-
enzim&ticas es diferente (fig. 2). El co­

Tabla 11. Constantes cineticas de las isoenzi­
mas de la 6PGDH de A. oryzae.

Constantes cineticas
Isoenzima

1
Isoenzima

II

Km(6PG) mM 0.1 0,14
Km(NADP+) /xM 48 75
Vi»v(mU!/mg) 180 425
Ki(NADPH) 53 80
Ki(NADPH)/Km(NADP+) 1.1 1

4
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Fig. 2. Efecto del pH sobre la actividad de
las Isoenzimas de la 6PGDH de A. oryzae.

• Isoenzima I; O---O Isoenzima II.

rrespondiente a la isoenzima I difiere tam­
bien del obtenido para extractos crudos
(3), ya que presenta un solo pico de ma­
xima actividad a pH 7.5, mientras que la
isoenzima II presenta dos maximos de
actividad a pH 7,5 y 9, que se corres-
ponde con el perfil de extractos crudos y
tambien es semejante al descrito por Za-
her et al. (21) para la 6PGDH de la frac-
cion mitocondrial de higado de rata.

Efecto de la temperatura. La isoenzi­
ma II es la mas resistente a la inactiva-
cion termica, ya que conserva el 50 %
de su actividad despues de 5 min de in­
cubation a 50° C, y el 50 % al cabo de
40 min de incubacion a 30° C. La isoen­
zima I esta completamente inactivada
despues de 5 min a 50° C y despuds de
40 min a 30° C (figs. 3 y 4).

Inhibition por HAD PH. Se determi­
ne el efecto del NADPH sobre la activi­
dad de las dos isoenzimas de la 6PGDH,
encontrando que, en ambos casos, el
NADPH es un inhibidor competitive res-
pecto al NADP+ (fig. 5, a, b), obteniendo
unos valores medios de Kj = 53 + 8 /zM
para la isoenzima I y Kf = 64 + 10 /;.M
para la isoenzima II. El valor de Kf
(NADPH)/Km (NADP^) = I es igual para 

ambas isoenzimas, y tambien concuerda
con el obtenido en extractos crudos de
A. oryzae (2) y en higado de rata en ayu-
no (17).

Efecto del GSSG. Eggleston y Krebs
(5) describen el GSSG como el unico cons-
tituyente celular de tod os los probados,
capaz de revertir la la inhibition causada
por el NADPH sobre la G6PDH, aunque
el efecto del GSSG aislado es inhibitorio.
Resultados similares han sido descritos

Fig. 3. Inactivation termica de las isoenzi­
mas de la 6PGDH de A. oryzae, manteniendo
constante el tiempo de incubation a 5 mi-

nutos.
• —• Isoenzima I; 0—0 Isoenzima II.

Fig. 4. Inactivaddn termica de las Isoenzi­
mas de la 6PGDH de A. oryzae, manteniendo

constante la temperatura a 30° C.
• Isoenzima I; 0—0 Isoenzima II.
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Fig. 5. Inhibibicion de las isoenzimas de la
6PGDH de A. oryzae por NADPH a diferentes

concentraciones de NADP*.
a) Isoenzima I; b) Isoenzima II; 0—0 NADPH

0,1 mM.

Fig. 6. Efecto del GSSG sobre la actividad
de la Isoenzima I de la 6PGDH a diferentes

concentraciones de NADP*
0—0 GSSG 90 /xM.

en hepatopancreas de mejillon, tanto para
la G6PDH como para la 6PGDH (16).
Sin embargo, este efecto reversor del
GSSG sobre la inhibition del NADPH
no ha podido ser confirmado en higado
de rata (6).

En Aspergillus oryzae el GSSG actua
de modo distinto, ya que activa a ambas
deshidrogenasas (2), siendo un efector mas
potente de la 6PGDH que de la G6PDH.

A diferencia de lo que ocurre en extrac-
tos crudos, el GSSG sobre las isoenzimas
de la 6PGDH se comporta como un inhi-
bidor de la isoenzima I (fig. 6), siendo
esta inhibition de tipo no competitivo res-
pecto al NADP+, y con un valor de
Ki = 64 + 8 pM (4 determinaciones). El
efecto del GSSG sobre la isoenzima II

Tabla 111. Efecto del GSSG 90 pM sobre la
actividad de la isoenzima II de la 6PGDH a

diferentes concentraciones de NADP+.
Valores medios ± E.S. de 4 determinaciones.

NADP+ zzM % Activacion

90 8 ± 0,2
120 7,5 ± 0,15
150 6,5 ± 0,22
180 6 ± 0.12
210 5 ± 0.2
240 4,5 ± 0.16
300 3 ± 0,15

Fig. 7. Determination de la masa molecular
de las Isoenzimas de la 6PGDH de A. oryzae.
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concuerda con el observado en extractos
crudos, aunque la activation producida
es mucho menor, llegando a ser de un
8 % para una concentration de NADP+
90 /zM (tabla III). La concentration de
GSSG empleada (90 /zM) esta dentro del
valor encontrado para la concentration
de equilibrio de A. oryzae (2).

Los resultados de Eggleston y Krebs
en higado de rata (5) sugieren que para
la action del GSSG es necesaria la pre-
sencia de un cofactor, el cual se pierde
por dialisis y purification. Nuestros re­
sultados podrian indicar la existencia de
un cofactor en A. oryzae que colaboran-
do con GSSG actuara como regulador de
las enzimas de la fase oxidativa de la
ruta de las pentosas fosfato.

Masas moleculares. Se determinaron
las masas moleculares de las dos formas
isoenzimaticas de la 6PGDH utilizando
tecnicas de filtration en gel de Sephadex
(fig. 7), resultando un valor de 97.000 +
2.000 daltones para la isoenzima I y
112.000 + 2.000 daltones para la isoen­
zima II.

Resumen

Mediante precipitation fraccionada con
SO4(NH4)2 seguida de cromatografia de inter­
cambio ionico sobre CM-Sephadex se han se-
parado dos formas isoenzimaticas de la 6PGDH
de micelios de Aspergillus oryzae desarrollado
sobre ribosa como Unica fuente de carbono. La
isoenzima I no se adhiere a la columna y la
isoenzima II eluye a una concentracidn apro-
ximada de CINa 0,4 M.

Los valores de Km aparentes respecto al 6PG
son iguales para ambas isoenzimas, mientras
que la K!a aparente respecto al NADP* de
la isoenzima I es menor que la correspondien-
te a la isoenzima II. Los valores de Vmx son
tambien diferentes, siendo la isoenzima II la
de mayor actividad. La curva de actividad al
pH de la isoenzima I presenta un solo maxi-
mo de actividad a pH 7,5 a diferencia de la
isoenzima II que presenta dos maximos a pH
7,5 y 9. El comportamiento termico de las dos
formas isoenzimaticas es tambien diferente, 

siendo la isoenzima II la mas resistente a la
inactivacidn tdrmica.

El NADPH inhibe a las dos formas isoen­
zimaticas de forma competitiva respecto al
NADP+, y con un valor de Ki semejante para
ambas. El GSSG inhibe a la isoenzima I y acti-
va ligeramente a la isoenzima II.

Se han determinado las masas moleculares
de las dos isoenzimas, encontrando los siguien-
tes valores: 97.000 ± 2.000 daltones para la iso­
enzima I y 112.000 ± 2.000 daltones para la II.
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