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Twc forms (I and II) of Glucose-6-phosphate dehydrogenase (D-Glucose-6-phos-
phate: NADP+ oxidoreductase E.C. 1.1.1.49) were isolated from mycelium of Asper­
gillus oryzae grown on glucose as solé carbón source, through ammonium sulfate
fractionation, followed by ion-exchange chromatography.

The Km valúes for both G6P and NADP+ were very similar, but the Vinax WílS
nearly twofold for form II. The two isoenzymes were inhibited by NADPH compet-
itively with NADH+, and the Ki valué was minimal for isoenzymatic form I. The
ratio Ki/Km was 2.5 for isoenzyme I and 7.5 for isoenzyme II.

The two isoenzymatic forms were inhibited by energetic metabolites (ATP, ADP
and PEP), the greater effect was caused by ATP.

La G6PDH ha sido purificada a partir
de diversos microorganismos como E. coli
(24), Saccharomyces carlsbergensis (14,
31), Candida utilis (8, 10) y Penicilliutn
dupontii (5). La existencia de múltiples
formas de la G6PDH fue reconocida por
primera vez por Tsao en tejidos de rata
(27). Desde entonces, numerosos autores
han descrito la existencia de diversas for­
mas isoenzimáticas de la G6PDH de dis­
tintas fuentes (3, 8, 10, 30, 31).

En micelios de A. oryzae la G6PDH
presenta alta actividad, variable en rela­
ción con la fuente de carbono utilizada
por el hongo para su crecimiento. Cuando
el hongo se desarrolla sobre ribosa la ac­

tividad enzimática es aproximadamente
tres veces superior que cuando lo hace
sobre glucosa. Este aumento de actividad
se corresponde con la aparición de una
nueva forma isoenzimática (17) que no
se encuentra cuando el hongo se desarro­
lla sobre otras fuentes de carbono.

En el presente trabajo se describe la
separación y algunas propiedades de las
formas isoenzimáticas de la G6PDH de
A. oryzae desarrollado sobre glucosa.
Abreviaturas:
G6PDH: GIucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
ATP: Adenosín-5’-trifosfato.
ADP: Adenosín-5-difosfato.
PEP: Fosfo-enol-piruvato.
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Material y métodos

Reactivos. La G6P y todos los nu-
clcótidos han sido suministrados por Sig-
ma. Los productos químicos utilizados
procedían de diferentes firmas comercia­
les (Merck, BDH, Serva y similares), sien­
do todos de calidad de análisis.

Cultivo de A. oryzae. Se ha utilizado
una capa de Aspergidas oryzae proceden­
te de la colección de cultivos del Depar­
tamento de Microbiología de la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Sala­
manca. El medio de cultivo empleado ha
sido el descrito por Mulder (19) para
A. niger a pH 2,5-3,0, al que se añade
glucosa a la concentración del 6 % (p/v)
(16).

Los cultivos se realizan en frascos de
Roux siguiendo la metódica descrita en
un trabajo anterior (16). Los extractos en-
zimáticos se realizan, empleando como lí­
quido extractivo tampón imidazol OH
0,05 M conteniendo mercaptoetanol 10 mM
a pH 6,5 (16). Las proteínas de los ex­
tractos crudos se valoran por el método
de Lowry et al. (15) y en las fracciones
purificadas según la fórmula descrita por
Warburg y Christian (29).

Determinación de la actividad enzinai­
tica. La actividad de la G6PDH (E.C.
1.1.1. 49) se determina midiendo la ve­
locidad de reducción de NADP+ por au­
mento de la densidad óptica a 340 nm en
espectrofotómetro Beckman DB-GT. La
mezcla de reacción está compuesta por
tampón trís-OH 66 mM, pH 8,5; CLMg
10 mM; NADP+ 0,3 mM, glucosa-6-fos-
fato 3 mM y extracto enzimático en can­
tidad suficiente para producir un aumento
mínimo de 0,05 unidades de densidad óp­
tica por minuto. En la cubeta de referen­
cia se sustituye el substrato glucídico por
igual volumen de agua destilada.

Separación de isoenzimas. El extracto
procedente de 30 g de micelios de A. ory­

zae desarrollado sobre glucosa se somete
a precipitación fraccionada con SOJNH.Jo
entre el 30 % y el 85 % de saturación (7).
El precipitado obtenido se redisuelve en
4 mi de tampón imidazol-CIH 0.05 M a
pH 6,5 y se dializa frente al mismo tam­
pón durante 20 horas.

La cromatografía se realiza en colum­
na de CM-Sephadex C-50 (2,5 cm X 40
centímetros), estabilizada con tampón imi-
dazol-ClH 0.05 M conteniendo mercapto­
etanol 5 mM a pH 6,5. La isoenzima I
se eluyen con el mismo tampón. mientras
que para la elución de la isoenzima II
se aplica un gradiente lineal de CINa en­
tre 0 y 0,5 M, recogiendo fracciones de
8 mi cada 20 minutos.

Electrojoresis sobre geles de poliacrila-
mida. Se realiza según la técnica descrita
por Davis (6) empleando geles de acri-
lamida (7 % p/v) polimerizados a la luz
ultravioleta. La G6PDH se revela por el
método de Brewer y Ashworth (4).

Resultados y discusión

A partir de micelios de A. oryzae desa­
rrollado sobre glucosa como única fuente
de carbono, se han separado dos formas
isoenzimáticas de la G6PDH, mediante
precipitación fraccionada con sulfato amó­
nico seguida de cromatografía de inter­
cambio iónico sobre CM-Scphadcx. La

Fig. 1. Diagrama de elución de isoenzimas
de la G6PDH de A. oryzae desarrollado sobre

glucosa.
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Tabla I. Separación de ¡soenzimas de la G6PDH de A. oryzae desarrollado sobre glucosa.

Fracción Volumen
(mi)

Proteínas
(mg)

Act. enzlmátlca
(mU.I./ml)

Act. específica
(mU.I./mg)

Homogeneizado crudo 50 250 510 102
Sobrenadante 30 % SO4(NH4)2 49 220 478 106
Dializado [Pp. 85% SO4(NH4)2] 6,5 107 3.138 190
1." Pico 48 72 630 420
2.° Pico 40 14 329 1.096

isocnzima I no es retenida en CM-Sepha-
dex, mientras que la isoenzima II eluye
de este cambiador a un gradiente aproxi­
mado de CINa 0,45 M (fig. 1).

La tabla l expresa los resultados obte­
nidos en los distintos pasos realizados en
el proceso de separación de las dos iso-
enzimas. En electroforesis en gel de poli-
acrilamida ¡as dos isoenzimas presentan
distinto desarrollo, coincidiendo cada una
de ellas con una de las bandas presentes
en el extracto crudo (fig. 2).

madamente dos veces superior para la iso­
enzima II. Estos valores son semejantes a
los obtenidos para la enzima de otros orí­
genes (25).

Inhibición por NADPH. La inhibición
de la G6PDH fue descrita en primer lu­
gar por Negelein y Haas (20) para la
enzima de levadura y confirmada poste­
riormente para la enzima de otros oríge­
nes por diversos autores (2, 9, 11, 23).

Constantes cinéticas. Se estudia la in­
fluencia de concentraciones crecientes de
substrato y coenzima sobre la velocidad
de reacción de las dos formas isoenzimá-
ticas de la G6PDH entre los límites de
0,3-3 mM y de 60-300 /<M respectivamen­
te. Los valores de las K,n aparentes y Vmx
se determinan por el método de Line-
weavcr-Burk. Los resultados obtenidos
(tabla II) expresan que los valores de Kni
aparentes son semejantes para las dos iso­
enzimas, mientras que la V,nx es aproxi-

3

Tabla II. Constantes cinéticas de las ¡soen­
zimas de la G6PDH de A. oryzae desarrollado

sobre glucosa

Constantes cinéticas Isoenzima
I

Isoenzima
II

Km (G6P) mM 0,28 0,4
Km (NADP4-) /xM 30 20
Vmx (mUI/mg) 250 530
Kt (NADPH) /xM 75 150
Ki (NADPH)/Km (NADP+) 2,5 7,5

Fig. 2. Electroforesis sobre geles de poll-
acrilamida de la G6PDH de A. oryzae desa­

rrollada sobre glucosa.
1. Extracto crudo; 2. Isoenzima I; 3. Isoen­

zima II.
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El valor de Kt (NADPH)/Kra (NADP+)
= 2,3 descrito por Eggleston y Krebs
en hígado de rata también concuerda con
el obtenido para extractos crudos de
A. oryzae (18).

Se determinó el efecto del NADPH res­
pecto al NADP+ sobre la actividad de las
dos isoenzimas por medio de la recta de
regresión del NADP+ en ausencia y pre­
sencia de NADPH 0,1 mM, observándose
que en ambos casos el NADPH inhibe
competitivamente respecto al NADP+ (fi­
guras 3 y 4). Los valores de Kt son dife­
rentes para las dos isoenzimas, siendo me­
nor el valor correspondiente a la iso-
enzima I. El valor de K, (NADPH)/Km
(NADP+) = 2,5 para la isoenzima I está
de acuerdo con el obtenido en hígado de
rata (9) y en extractos crudos de A. ory­
zae (18).

Fig. 3. Inhibición de la isoenzima I de la
G6PDH de A. oryzae por NADPH a diferentes

concentraciones de NADP+.
O-----O NADPH 0,1 mM.

Fig. 4. Inhibición de la isoenzima II de la
G6PDH de A. oryzae por NADPH a diferentes

concentraciones de NADP+.
O-----O NADPH 0,1 mM.

Acción de metabolitos energéticos sobre
la actividad enzimática. La ruta de Ent-
ner-Doudoroff es una vía comúnmente
utilizada por muchos microorganismos
para la obtención de poder reductor y
energía. En ciertos grupos de bacterias,
como las Pseudomonadaceas, esta ruta
constituye la vía principal de degradación
de glucosa (12, 28), que les permite oxi­
darla directamente a ácido glucónico sin
la formación de hexosas fosfato (26). Pa­
rece lógico, por tanto, que los metabolitos
energéticos controlen de forma retroactiva
la velocidad de dicha ruta.

En el presente trabajo se investigan los
efectos de ATP, ADP y PEP sobre la
actividad de las dos formas isoenzimáti-
cas de G6PDH obtenidas a partir de mi­
celios de A. oryzae desarrollado sobre glu­
cosa, encontrando que los tres metabo-

Tabla III. Acción de metabolitos energéticos sobre la actividad de las isoenzimas de la
G6PDH de A. oryzae.

Valores medios ± E.S. de cinco determinaciones.

ATP Inhibición % ADP Inhibición % PEP Inhibición %
(mM) 1 II (mM) 1 II (mM) 1 II

1 15 ±0,23 20 ±0.3 1 7±0,14 3 ±0,3 1 6±0,15 5 ±0,23
2 17 ±0,19 30±0,15 2 11 ±0,2 11.5 ±0,29 2 8±0,19 8 ±0,40
3 19.5±0.2 42 ±0,21 3 11 ±0.25 22.5±0,1 3 10 ±0,24 12 ±0,20
4 22 ±0.3 45 ±0,7 4 17±0,21 35 ±0,16 4 11 ±0,20 15±0,16
5 23 ±0,24 47±0,26 5 19±0,9 43 ±0.2 5 15±0,21 20 ±0,26
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litos inhiben ambas isoenzimas, siendo ma­
yor el efecto producido por el ATP (ta­
bla III). Estos resultados concuerdan con
los hallados por Olive et al. (21) para la
G6PDH de S. carlsbergensis, quienes des­
criben a los nuclcótidos ATP, ADP y
AMP como inhibidores competitivos de
la G6PDH respecto a la G6P. Resultados
semejantes han sido descritos también por
otros autores (1, 13, 22) que encuentran
que el ATP es un inhibidor de la G6PDH
más efectivo que el ADP, y sugieren que
éste puede ser un mecanismo de control
de la oxidación de la G6P para mantener
así la G6P necesaria para la síntesis de
glucógeno.

Resumen

A partir de micelios de A. oryzae desarro­
llado sobre glucosa como única fuente de car­
bono, se han separado dos formas isoenzimá-
ticas de G6PDH en las condiciones experimen­
tales ensayadas. La isoenzima I no se adhiere
a la columna, mientras que para la elución de
la isoenzima II fue necesario aplicar una con­
centración aproximada de CINa 0,45 M. En
electroforesis en gel de poliacrilamida presen­
tan distinto desarrollo, coincidiendo cada una
de ellas con una de las bandas presentes en
el extracto crudo.

Se han determinado las constantes cinéticas
aparentes de las dos isoenzimas encontrando
que las Kin son muy semejantes para las dos,
mientras que la Vnu de la isoenzima II es dos
veces superior a la obtenida para la I. El
NADPH inhibe competitivamente a las dos
formas isoenzimáticas respecto al NADP+ (la
razón Ki/Kin para la isoenzima I es 2,5 y para
la II 7,5). ATP, ADP y PEP también inhiben
ambas formas isoenzimáticas, siendo el ATP
el que produce mayor efecto inhibidor.
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