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ABSTRACT

J. A. CEBRIAN, T. MUIRO y M. L. PELEATO. 1983, Determination of fruc-
tose 1, 6-biphosphate aldolase ¢lass from Aspergillus oryzae. An Aula Dei 16 (3-4):
194-201.

Specific activity and class of fructose-1, 6-biphosphate aldolase from myce-
lium of Aspergillus oryzae grown on different carbon sources, were determined.

The enzyme was inhibited by EDTA 10 mM being this inhibition stronger to
mycelium grown on ribose than those grown on glucose. This fact, in addition to
the effect of cations and pH lets us to conclude the aldolase from 4. oryzae is of
Class II.

INTRODUCCION

WARBURG Y CHRISTIAN (1943) observaron la existencia de dos ti-
pos diferentes de aldolasas. La aldolasa de levadura requeria la presen-
cia de un i6n metalico para ser activa, mientras que la procedente de
misculo no era inhibida por la accién de agentes quelantes, Estudios
posteriores confirmaron estas diferencias entre aldolasas procedentes
de animales 6 plantas superiores y las procedentes de hongos y bacte-
rias. RUTTER (1964) las clasificod en dos clases llamadas I y I, res-
pectivamente,
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Recientemente FISCHER et al. (1982) han puesto de manifiesto la
existencia de aldolasa clase I en varios tipos de bacterias, asi como pre-
sencia de ambas en diversas especies de estafilococos, demostrando
que la razon entre las clases I y II depende de las condiciones de
cultivo,

En el presente trabajo se estudia la posibilidad de que en A. oryzae
coexistan ambos tipos de aldolasas. La determinacion de la clase de al-
dolasa se realiza en micelios del hongo desarrollado en diferentes con-
diciones nutricionales.

MATERIAL Y METODOS

—MATERIAL BIOLOGICO.

La cepa de Aspergillus oryzae procede de la coleccion de cultivos
del departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Salamanca.

El cultivo del hongo, asi como la obtencion de los micelios se ha
descrito previamente por MUIRO y CEBRIAN (1980).

La preparacion de los extractos se ha hecho como describen CE-
BRIAN et al. (1981).

—REACTIVOS.

Enzimas auxiliares, coenzimas y sustratos son de SIGMA CHEMI-
CAL Co. Los restantes reactivos proceden de diversas firmas comercia-
les (MERCK, PROBUS) siendo en su totalidad de calidad analisis.

~TECNICAS ANALITICAS.

Para determinar la actividad de la aldolasa se ha seguido el método
descrito por HANKINSON y COVE (1975). La clase de aldolasa se ha
determinado por el método descrito recientemente por FISCHER el al.
(1982) para bacterias. Las proteinas se han cuantificado por el método
de LOWRY et al. (1959).
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RESULTADOS

Se ha determinado el efecto de la incubacién con EDTA 10 mM, a
diferentes tiempos, sobre la actividad de la aldolasa procedente de mi-
celios desarrollados sobre glucosa y ribosa como fuente de carbono; en
la figura 1 se expresa la inhibicién ejercida por dicho agente quelante
sobre la aldolasa, observandose que dicha inhibicién es mucho mayor
y mas rapida sobre la aldolasa procedente de micelios desarrollados en
ribosa, ya que se alcanza el 88% de inhibicién a los 2,5 minutos y el
1007 a los 5 minutos, para la enzima procedente de micelios desarro-
llados sobre glucosa la inhibicién es menor, observandose un 57% a los
2,5 minutos pero no se llega nunca a alcanzar una inhibicién total en
tiempos considerablemente largos, manteniéndose constante en un
97%.
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FIG. 1. - Efecto del EDTA sobre la aldolasa de Aspergillus oryzae.
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Se ha investigado asimismo el efecto de diversos iones metalicos
sobre la actividad de la aldolasa. El magnesio no afecta su actividad a
concentraciones comprendidas entre 50 4yM y 50 mM. El manganeso
inhibe por completo la actividad de la aldolasa a concentraciones de
10mM. El potasio se comporta como un activador de esta enzima ya
que a una concentracion 10mM se observa una actividad del 180%. Cal-
cio, sodio, amonio y zinc no alteran la actividad de la aldolasa de A4s-
pergillus oryzae.

El perfil de la curva de actividad de la aldolasa a diferentes valores
de pH, figura 2, muestra que la maxima actividad se encuentra en un
margen muy estrecho de pH, disminuyendo ostensiblemente por enci-
ma y por debajo de él, obteniéndose el maximo de actividad a pH 7,5.
El perfil de la curva de estabilidad al pH (figura 3) muestra que la aldo-
lasa de 4. oryzae mantiene su actividad en un intervalo de pH mas
amplio.
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FIG. 2. — Influencia del pH sobre la actividad de la aldolasa de A. oryzae.
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La actividad especifica de la aldolasa es mayor en extractos crudos
de A. oryzae procedentes de micelios desarrollados sobre glucosa, que
en los procedentes de micelios desarrollados sobre ribosa, obteniéndo-
se respectivamente unos valores de 635y 290 (mUl/mg).

Efectores nucelotidicos como el ATP y AMP ejercen una ligera in-
hibicidn sobre la aldolasa, siendo necesarias altas concentraciones para
obtener una inhibicidn significativa. E] ADP no ejerce ningin tipo de
accion.
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FIG. 3. — Influencia del pH sobre la estabilidad de la aldolasa de A. oryzae.

DISCUSION

Como se observa en el presente trabajo, la presencia de EDTA en
el medio de incubacién produce una rapida inhibicién de la aldolasa de
A. oryzae desarrollado sobre ribosa, alcanzandose un 1007 de inhibi-
cion a los 5’ de incubacion con EDTA 10mM; este comportamiento es
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especifico de las aldolasas de la Clase II, lo que induce a pensar que ese
tipo es el existente en A. oryzae. No obstante, la también rapida inhi-
bicion ejercida sobre la aldolasa de extracto procedentes de micelios
desarrollado sobre glucosa, donde se alcanza un 97 % de inhibicién a los
5’ se ve acompanada por un mantenimiento de actividad, incluso du-
rante prolongados periodos de incubacién con EDTA 10mM, este he-
cho podria sugerir la existencia de una pequefia porcién de .aldolasa
Clase I cuando A. oryzae se desarrolla sobre glucosa. Estos resultados
se asemejan a los obtenidos por FISCHER ef al. (1982) al comprobar,
en varios estafilococos, que varia la razdn entre ambos tipos de aldo-
lasa en funcion de la fuente de carbono utilizada.

KOBES el al. (1969) en estudios sobre la aldolasa de levadura, des-
criben la estricta dependencia de Zn para la actividad de la misma, ala
vez que sefialan como una de las caracteristicas de la Clase II el reque-
rimiento de iones metalicos para su funcionamiento. Los resultados
obtenidos indican que la aldolasa de A. oryzae es de Clase II y, aunque
no se observa efecto del Zn, no se puede descartar su requerimiento ya
que este ion se encuentra en el medio de cultivo. El Mn, descrito por
MILDVAN et al. (1971) como necesario para la enzima de levadura, se
comporta como un fuerte inhibidor de la aldolasa de A. oryzae.

La activacion que ejerce el K es congruente con la dependencia de
iones metalicos que presentan las aldolasas de Clase II ya que su adi-
cidon a la mezcla de reaccidn, incrementa considerablemente la activi-
dad de la aldolasa, lo que vendria a apoyar la consideracion de que la
aldolasa de Aspergillus oryzae es de Clase II.

La actividad especifica de la aldolasa en extractos de micelios de-
sarroilados sobre glucosa es aproximadamente el doble de la obtenida
en extractos de micelios desarrollados sobre ribosa; esta diferencia po-
dria ser debida a la activacidon que la ribosa ejerce sobre la ruta de las
pentosas fosfato en A. oryzae (MUINO et al. 1983) lo que implicaria
un detrimento del flujo carbonado por la via glucolitica, con la con-
siguiente disminucion de actividad de las enzimas implicadas, en dichas
condiciones nutricionales.

El pH Optimo de las aldolasas de Clase I presenta generalmente
margenes mas amplios (6,5-8,5) que en las aldolasas de Clase II (7,0-7,
5). El estrecho margen de pH obtenido en la aldolasa de A. oryzae co-
rresponde al de las aldolasas Clase I, corroborando los resultados ob-
tenidos en la cinética de inhibicién por EDTA.

KASPRAZAK y KOCHMAN (1981) han descrito la inhibicidon ejer-
cida por nucleétidos sobre la aldolasa Clase I de higado de conejo;los
resultados obtenidos en A. oryzae pudieran deberse mas a una accion
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sobre la aldolasa Clase II que a una accién sobre una pequena canti-
dad de aldolasa Clase I existente en determinadas condiciones nutri-
cionales.

RESUMEN

Se ha determinado la actividad especifica y el tipo de aldolasa en
micelios de Aspergillus oryzae desarrollados sobre diferentes fuentes
carbonadas. El EDTA se comporta como un potente inhibidor de esta
enzima, siendo esta inhibicion mas fuerte y mas rapida cuando el hon-
go se desarrolla sobre ribosa. Este hecho junto con el requerimiento de
iones metalicos y el efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de la
enzima, permiten concluir que la aldolasa de A. oryzae es de Clase 11.
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