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INTRODUÇÃO

Em 1926 MEYERHOF et al. (1) mostraram que as leveduras podiam 
oxidar o ãcido lãctico na ausência de coenzimas e BERNHEIN 
(2), mais tarde, extraiu do pó cetônico de leveduras uma fra 
ção ativa capaz de reduzir o azul de metileno em presença de 
lactato e na ausência de coenzimas.

HARDEN et al*(3) comprovaram a independência de coenzimas pa 
ra a atividade enzimática.

BOYLAND et al. (4) e ADLER et al. (5), estudaram comparativa 
mente as Lactato desidrogenases de músculo e de levedura e 
concluíram que as duas eram diferentes quanto ao pH ótimo e 
a necessidade de coenzimas.

OGSTON et al. (6) observaram que o consumo de oxigênio pelas 
leveduras, tendo o lactato como substrato, era proporcional a 
concentração de citocromo.

DIXON et al. (7) obtiveram uma preparação enzimática de leve 
duras capaz de oxidar o lactato reduzindo o citocromo ç_. Após 
a purificação, a enzima continuava a catalizar a redução do 
azul de metileno, mas perdia a capacidade de reduzir o cito 
cromo ç. Os autores sugerem a presença de um transportador de 
hidrogênio que atuaria entre a Desidrogenase e o citocromo ç, 
o qual seria removido da preparação durante os processos de 
purificação.

BACH et alii. (8) verificaram que a enzima de leveduras apre 
sentava o mesmo espectro de citocromo anteriormente descri 
to (9). Os autores admitem que a enzima e o citocromo b2  cons 
tituam a mesma entidade química. A enzima se apresentava in£ 
tãvel, mas o lactato e o sulfato de amónio provocavam certa 
estabilidade da atividade enzimática. Em trabalho posterior 
BACH et alii. (10) observaram que na presença de lactato a en 
zima podia ser aquecida a 53°C sem perda de atividade, que o
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pH ótimo era da ordem de 5.2 e reafirmam o observado anterior 
mente de que a Lactato desidrogenase purificada não era ca 
paz de reduzir o citocromo c_.

APPLEBY et al. (11) observaram uma relação entre a atividade 
enzimãtica e a concentração de citocromo em leveduras.A en 
zima cristalina continuava a reduzir o citocromo ç, além do 
ferricianeto e do azul de metileno, ao contrário do observado 
por DIXON et al. (7). A enzima desnaturada liberou um compo 
nente com características de compostos flavínicos, o qual foi 
subsequentemente caracterizado como FMN. Os autores discutem 
a possibilidade de ser uma única proteína com dois gruposprcs 
têticos, os quais teriam diferentes funções e que o grupo 
prostético flavínico seria o aceitador direto de hidrogênios 
do lactato.

YAMAMURA et alii. (12) descreveram a presença de oxidases do 
ácido láctico em Mycobacterium tuberculosis. A enzima reagiu 
diretamente com o oxigênio molecular sem a medição de trans 
portadores de hidrogênios.

Em 1953 SZULMAJSTER et alii. (13) descreveram uma Lactato de 
sidrogenase particulada em Escherichia coli que não apresenta 
va espectro de citocromo b2* A enzima.era inespecífica quan 
to aos enantiomorfos do ácido láctico.

BOERI et alii. (14) purificaram a Lactato desidrogenase de le 
veduras como BACH et alii. (10) e obtiveram resultados seme 
lhantes aos de APPLEBY at al. (11) com relação a redução do 
citocromo ç e dos aceitadores artificiais de eletrons.A enzi 
ma mostrou-se específica para o L-Lactato e o Km foi da or 
dem de 3.5x10 e apresentou uma relação de um grupo flaví̂  
nico para cada grupo heme. Em trabalho posterior (15) os au 
tores conseguiram reverter a reação usando FMNH2 e demonstra 
ram que haviam oito átomos de ferro por mol de enzima.

YAMASHITA et alii. (16) isolaram o citocromo b2 de leveduras 
sem atividade desidrogenásica da própria enzima purificada se 
gundo BACH et alii.(10). A adição de citocromo b2 por êlesiso 
lado, bem como de FMN e FAD a uma solução de enzima desnatu
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rada, não foi capaz de restaurar a atividade da Lactato desi 
drogenase.

NYGAARD (17) mostrou que a Lactato desidrogenase citocromo 
de leveduras, quando purificada é extremamente lãbil e que 
era inativada pelo congelamento e degelo.

APPLEBY et al. (18 e 19) observaram que a enzima perdia sua 
atividade facilmente . em presença de oxigênio. A velocidade 
relativa para os aceitadores de eletrons mantinham constan 
tes durante a purificação, sendo o ferricianeto o mais efici 
ente. A enzima não reduziu 2,6-diclorofenolindofenol- A oxi 
dação da enzima por ^2^2 e '*'on c^Pr^co em condições anaerõ 
bicas causou a dissociação do grupo prostético flavínico.

NYGAARD (20) usando coluna de DEAE-Celulose separou dois tjL 
pos de Flavoproteinas com diferentes espectros de absorção, 
ambas liberaram a FMN apõs a desnaturação.

CURDEL et alii. (21) observaram que a D-lactato desidrogena 
se de leveduras era inibida por EDTA e que a inibição podia 
ser revertida pela adição de altas concentrações de Zn(II) 
ou pela remoção do EDTA.

LABEYRIE et alii. (22) trabalhando com leveduras crescidas 
em aerobiose e anaerobiose, verificaram que elas produzem 
Lactato desidrogenases com diferentes estereoespecificidades. 
A produzida anaerõbicamente se distinguia da aerõbica por 
suas propriedades fisico-químicas e cinéticas e por não re 
duzir o citocromo c.. A anaerõbica era específica para o D(-) 
lactato e a aerõbica (citocromo para o L-Lactato.

HAUGAARD (23) reestudanto o problema das enzimas de E. coli 
(13) demonstrou que as mesmas oxidavam lactato na relação 
de um mol de lactato para meio mol de oxigênio e classificou 
as enzimas como oxidases do ácido láctico, portanto distin 
tas das enzimas de leveduras.

Em 1959 De LEY et al. (2 4) crescendo Aerobacter peroxidans 
era meio contendo DL-lactato, encontraram uma enzima
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solúvel capaz de oxidar lactato e encontraram a mesma relação 
lactato oxigênio observada por HAUGAARD (23).

SNOSWELL (25) verificou a presença de uma L-lactato desidroge 
nase NAD independente em Lactobacillus arabinosus. A croma 
tografia em DEAE-Celulose revelou a presença de duas enz:L 
mas: a D e a L-lactato desidrogenase. As duas tinham por a 
ceitador de eletrons o 2 ,6-diclorofenolindofenol.

SNOSWELL (26) purificou duas Lactato desidrogenases estereoes 
pecificamente diferentes de Lactobacillus arabinosus; em am 
bos os casos o aceitador de eletrons foi o 2 ,6-diclorofenolin 
dofenol, não utilizando o oxigênio como tal. Ambas eram ini 
bidas competitivamente por oxalato, cujos Ki eram da ordem de
2.0 x 10“^M e 1.1 x 10~^M para a L-e a D-lactato desidroge 
nases respectivamente. A enzima tem FMN como grupo prostéti 
co e era inibida por 1,10 fenantrolina.

NYGAARD (27) trabalhando com leveduras aerõbicas, separou por 
cromatografia em coluna de DEAE-Celulose três frações com ati 
vidade enzimãtica. As frações I e II eram específica para o 
L-lactato e a III para o D-lactato. A enzima tipo II utiliza 
va o citocromo c ferricianeto e o 2,6 diclorofenolindofenol 
como aceitadores de eletrons na relação 1,0:1,7:1,0 e a enzi 
ma tipo III na relação 15:1,2:1,0. As enzimas eram extrema 
mentes sensíveis a sais e entre elas, a D-enzima era a mais 
sensível. A relação entre a D e a L-lactato desidrogenase nas 
preparações iniciais era 1:2 (28). Observou que as enzimas 
estavam particuladas, fato êste anteriormente observado por 
NOSSAL (29).

BOERI et alii. (30) demonstraram que a desidrogenase anaerõ 
bica não era específica para o D-lactato, mas sim para D-h.i 
droxi-ãcidos. A enzima requeria Zn (II) para sua atividade.

SINGER et alii. (31) estudando o problema da multiplicidade 
da Lactato desidrogenase em leveduras, conforme as condições 
de cultivo demonstraram que a D-lactato desidrogenase ferri 
cianeto dependente predomina nas células crescidas em anaero 
biose, enquanto que a L-lactato desidrogenase citocromo _ç re
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APPLEBY et al. (32) observaram que a enzima era homogênea em 
ultracentrifugação e ARMSTRONG et alii(33) verificaram que a 
enzima era inativada pelo oxigênio e mostrava-se heterogênea 
em ultracentrifugação e o sobrenadante apresentava flúores 
cência característica de flavina. 0 efeito do oxigênio não 
era observado quando a enzima era previamente tratada com p- 
cloromercuribenzoato.

MOLINARI et al. (34) trabalhando com Propionibacterium pento 
saceum. isolaram e purificaram uma Lactato desidrogenase inde 
pendente de coenzimas. A enzima mostrou-se específica para o 
D-lactato. Dos inúmeros aceitadores artificiais de eletrons 
por êles utilizados, o mais eficiente foi a fenazina-meta-sul 
fato. 0 pH ótimo para a oxidação do lactato foi determinado 
como sendo da ordem de 7.7 a 30°C. A enzima era inibida por 
oxalato, p-cloromercuribenzoato e quinacrina.

NYGAARD (35) observou que a D-enzima anaeróbica de levedura ti 
nha sua atividade diminuída quando as leveduras eram cresci 
das sob condições de anaerobiose, ao passo que a D e a L-lac 
tato desidrogenases citocromo ç. redutase tinham suas ativi 
dades aumentadas; observou ainda (36) que a D enzima aeróbica 
não reduzia o 2 ,6-diclorofenolindofenol e era estável a esto 
cagem, enquanto que a L-lactato desidrogenase citocromo c. re 
dutase era lãbil e funcionava com todos aceitadores de ele 
trons. Estudanto as propriedades da D-lactato desidrogenase ci 
tocromo c redutase, verificou que a mesma era específica pa 
ra o citocromo ç. e era inibida por sulfato de protamina.Aumen 
tando-se a concentração de sulfato de protamina a enzima per 
dia a capacidade de reduzir o citocromo c, e adquiria a de re 
duzir o ferricianeto (37).A constante de' inibição foi de
1.10”-^M para o sulfato de protamina (38). A enzima foi puri 
ficada e mostrou-se específica para o citocromo ç e apresen 
tou FAD como grupo prostético (39).

Em 1961 YAMADA et alii. (40) , descreveram a presença de L-lac 
tato desidrogenase NAD-independente em Piricularia oryzae,sem 
no entanto, conseguir purificá-la devido a sua instabilidade.

dutase aumenta com a adaptação à aerobiose.
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O 2 ,6-diclorofenolindofenol foi o único aceitador de ele 
trons. Na mesma preparação enzimãtica, foi observada a pre 
sença da D-lactato desidrogenase NAD-dependente.

KAUFMANN et al. (41) verificaram que o Leuconostoc mesente 
roides era capaz de sintetizar Lactato desidrogenase indepen 
dente de coenzimas quando êste microrganismo era crescido 
em meio contendo DL-lactato como fonte de carbono. O aceita 
dor de eletrons foi o 2 ,6-diclorofenolindofenol e a ativida 
de não era inibida por atebrina, mas sim por oxalato.

IWATSUBO et al. (42) estudaram a D-lactato desidrogenase de 
leveduras crescidas anaerõbicamente e observaram que a me£ 
ma possuia FAD como grupo prostêtico e que a enzima era pro 
tegida por lactato.

GREGOLIN et al. (43 e 44) estudando a D-lactato desidrogena 
se citocromo ç, redutase particulada de leveduras aerõbicas, 
observaram que a enzima contém Zn(II) e FAD como grupos pros 
têticos na relação 3:1. O aceitador de eletrons preferen 
ciai foi a fenazina-meta-sulfato.

SOMLO (45) demonstrou duas formas de L-lactato desidrogenase 
em leveduras aerõbicas, uma particulada e outra solúvel;a en 
zima particulada apõs a solubilização comportava-se de ma 
neira idêntica â solúvel frente ao imunesôro para L-lactato 
desidrogenase citocromo ç redutase.

PASCAL et al. (46) verificaram que a L-lactato desidrogenase 
somente aparecia em culturas aerõbicas de Aerobacter aeroge 
neses, tendo DL-lactato como fonte de carbono.Dos estudos rea 
lizados os autores sugeriram que a L-lactato desidrogenase cês 
te microrganismo seria induzível.

MORTON et al. (47) dissociaram a L-lactato desidrogenase (ci 
tocromo b^) de leveduras em apoenzima e seus grupos prostét_i 
cos e verificaram que a atividade enzimãtica era parcialmen 
te restaurada pela adição de FMN e protoheme.

ARMSTRONG et alii. (48 e 49) estudaram comparativamente as 
propriedades fisicoquímicas de duas formas de L-lactato des:L 
drogenases de leveduras aerõbicas,distintas apenas pelo tipo
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de DNA ligado e demonstraram que a enzima tipo I apresentava 
um pêso molecular de 183.000 e dois grupos heme e dois flaví 
nicos. Estudando a velocidade de redução dos corantes pela 
L-lactato desidrogenase (citocromo b^) MORTON et al(50) admi 
tem a existência de uma semiquiniona intermediária na redução 
da flavina pelo lactato.

LABEYRIE (51) estudou a enzima cristalina de levedura por di 
gestão triptica e obteve uma fração hemoprotêica que apresen 
tava um pêso molecular de 11-12.000, contendo um único heme 
com as mesmas características espectrais da enzima original. 
A enzima, portam to, seria formada de um dímero com duas unî  
dades idênticas.

S0ML0 et al. (52) estudaram comparativamente as formas da en
zima de leveduras: a "fisiológica" e a "cristalizada" e obser 
varam que as propriedades cinéticas são distintas, e que a 
"cristalizada" se comportava como a enzima reconstituída da 
apoenzima mais os coenzimas.

WALKER et al. (53) descreveram uma preparação de membranas de 
Pseudomonas natriegens capaz de oxidar D e L-lactato sem a 
participação de coenzimas piridínicos. As atividades eram in:L 
bidas por N-õxido-2-n-hepti1-4-hidroxiquinolina, cianeto e 
azida sódica.

BAUDRAS (54 e 55) verificou que a reativação da apoenzima da 
L-lacatato desidrogenase de leveduras era obtida somente por 
FMN; determinou o Km para a enzima nativa e a enzima reconsti 
tuída e observou que o Km para a última era cinco vêzes maior. 
Constatou ainda, que o grupo FMN era essencial para atividade 
enzimãtica.

IWATSUBO et al. (56) mostraram por outro lado, que a dissocia 
ção do complexo flavohemoprotêico da L-lactato desidrogenase 
de leveduras reconstituído era mais sensível aos sais que a 
enzima nativa.

PASCAL et al (57) reestudando as lactato desidrogenases de 
Aerobacter aerogenes,verificaram que ambas as enzimas tinham 
por aceitador de eletrons o 2,6 diclorofenolindofenol e a fe
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nazina-meta-sulfato e que para cada moi de lactato oxidado e 
ra consumido meio mol de oxigênio. Ambas as enzimas eram ini 
bidas por oxalato e observaram aindà.que a biossíntese da L-lacta 
to desidrogenase era reprimida por glicose enquanto a D-enzi 
ma não o era. Os mesmos autores (58) estudaram a produção de 
D e L-lactato desidrogenases independentes de coenzimas peri 
dínicos em Micrococcus denitrificans e constataram que as re 
feridas enzimas estavam presentes nestes microrganismos cres 
eidos em aerobiose, bem como quando crescidos em anaerobiose 
e que a enzima apresentava características distintas das enzi 
mas de Aerobacter aerogenes (57), não necessitando de oxigê 
nio para sua biossíntese e inibida por oxalato.

SOMLO (59) notou que leveduras crescidas aerobicamente em
meio contendo Dl-lactato sintetizavam maior quantidade de D e 
L-lactato desidrogenase citocromo ç redutase e que a indução 
não era estereoespecífica. A glicose reprimiu muito mais a 
biossíntese da L-enzima do que a D.

HIROMI et al. (60) submeteram a L-lactato desidrogenase (cito 
cromo b£)de leveduras ã análise espectrofotomêtrica e a resso 
nãnc.ia eletromagnética e verificaram que a enzima era capaz de 
receber um número máximo de três eletrons e que apenas 20% da 
flavina presente era transformada em semiquinona.

NICHOLLS et alii. (61) estudaram a distribuição intracelular
da L-lactato desidrogenase (citocromo b^) de leveduras e ob 
servaram que 30 a 40% da atividade do sobrenadante de 144.000xg 
permaneciam na fração particulada. A enzima particulada so 
lubilizada e a enzima da fração solúvel apresentaram a mesma 
mobilidade eletroforêtica. A enzima se tomava heterogênea pe 
la estocagem. A enzima cristalizada segundo APPLEBY et al.(11) 
apresentava as mesmas características da enzima estocada.

WITTENBERGER et al. (62) observaram em Butyribacterium rettge 
ri, crescido em meio contendo lactato, a presença de D e L-lac 
tato desidrogenases,algumas NAD e outras 2 ,6-diclorofenolindo 
fenol dependentes. Ambos os tipos de enzimas eram solúveis e 
as mesmas foram separadas por cromatografia em coluna de DEAE
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Celulose. A Lactato desidrogenase NAD-independente utilizou D 
e L-lactato como substrato e como aceitadores de eletrons o 
ferricianeto e o 2,6-diclorofenolindofenol.

PAJOT et alii. (63) estudaram o comportamento da L-lactato de 
sidrogenase (citocromo b2) de leveduras, frente ao p-cloro 
mercuribenzosulfonato e verificaram a perda da atividade enz:L 
mática e a dissociação do grupo prostético FMN em presença do 
inibidor. Constataram que a enzima possui seis grupos tiõis 
por heme e em presença de reagentes mercurial, o FMN se disso 
ciava.

JURTSHUK et al. (64) estudando a oxidação do D-lactato por A 
zobacter vinelandii, verificaram a utilização de um mol de 
lactato requeria meio mol de Oxigênio em uma reação semelhan 
te às descritas para a Escherichia coli(23) e Aerobacter ae 
rogenes (57). A L-lactato desidrogenase (citocromo b2)EC.l.l. 
2.3. teve sua conformação estudada espectrofluoromêtricamente, 
dispersão ótica rotatória e dicroísmo circular, assim como 
as interações entre grupos (65 e 66) sendo observado que hã 
uma interação entre o heme e o FMN responsável pela atividade 
catalítica da enzima.

Como se pode observar desde sua descoberta até o presente, as 
Lactato desidrogenases de leveduras coenzimas piridínicas in 
dependentes com atividade de citocromo ç redutase,foram pro 
fundamente estudadas.Já as enzimas de bactérias que não pos 
suem atividade de citocromo c. redutase, foram estudadas em me 
nor grau e entre elas predominam as Lactato-oxidases. Apenas 
uma comunicação trata das atividades de L-lactato desidrogena 
se NAD-independente em fungos (40) , sem no entanto, terem sî  
do feitas a purificação e o estudo cinético da mesma. No meta 
bolismo aeróbico da glicose pelo Polyporus circinatus Fr, fun 
go apodrecedor de madeira foi observada uma pequena produção 
de lactato.Pesquisando-se a via metabólica de utlização de 
lactato,verificou-se a presença de D e L-lactato desidrogena
se independentes de nucleotídios piridínicos como coenzimas.
As enzimas se encontram presentes, em concentração dosáveis, 
sõmente quando o fungo era crescido em meio contendo DL-lacta
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to como única fonte de carbono e energia. Como o teor da D-en 
zima, nos extratos iniciais, correspondia a 25% da atividade 
da L-enzima, o presente trabalho foi levado a efeito com a 
finalidade de estudar algumas características da L-lactato de 
sidrogenase de Polyporus circinatus Fr.
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materiais e métodos
I - MATERIAIS

1.1 DROGAS:

Citocromo c (Sigma Chemical Company) 
Carboximetil-Celulose, Powder CM-70 (Whatman) 
Dietilaminoetil-Celulose (Bio-Rad Laboratories)
D(-) lactato de lítio com 5% do L isômero (Sigma Che 
mical Company)
DL-lactato de lítio (Sigma Chemical Company)
2,6-Diclorofenolindofenol (E.Merck AG. Darmstadt)
1,10-Fenantrolina (Sigma Chemical Company)
8 - Hidroxiquinolina (Mallinckrodt)
L(+) lactato de zinco (Pfanstiehl Laboratories, inc.) 
Nicotinamida-Adenina-Dinucleotídio (Sigma Chemical Com 
pany) .
Nicotinamida-Adenina-Dinucleotídio-Fosfato (Sigma Che 
mical Company)
Piruvato de sódio (Nutritional Biochemical Corporation) 
p-Hidroximercuribenzoato de sódio (Sigma Chemical Compa 
ny)
Sulfato de protamina (Nutritional Biochemical Corpora 
tion)
As demais substâncias utilizadas nêste trabalho, foram 
adquiridas de diversas fontes e salvo alguma referência 
em contrário, traziam a designação de quimicamente pu 
ras.

1.2 AMOSTRAS DE MICRORGANISMOS:

As amostras de Polyporus circinatus Fr nos foi gentil 
mente cedidas pela Profa.Dra. GLACI TEREZINHA ZANCAN.As 
amostras foram cultivadas em meio sólido Sabouraud, in 
cubadas a 28°C por 24 horas e a seguir estocadas em ge 
ladeira a 5°C, sendo feitas transferências mensais.

13



II - MÉTODOS

II. 1

II.2

PREPARO DE POLYPORUS CIRCINATUS Fr. EM GRANDE ESCALA:

No preparo do "inoculo inicial", o meio de cultura líqui 
do utilizado foi aquele proposto por MARKUS et alU. (67). 
Uma amostra dos micélios desenvolvidos em Sabouraud foi 
transferida para um frasco com 250ml do meio líquido, 
contendo glicose a 1% e incubado a 28°C por 48 horas sob 
agitação em agitador rotatório com 100 rpm. Os micê
lios assim obtidos, constituem o que denominamos "inócu 
lo inicial". A partir dêste, repicou-se em frascos con 
tendo 300ml de meio adicionados de DL-lactato de sódio, 
de modo que sua concentração seja de lg% incubados a
28°C por 24 horas sob agitação. Os micélios foram, en
tão, colhidos por filtração em gaze, lavados algumas vê 
zes cora água destilada e finalmente com tampão Tris/HCl 
0,05M plí 7.0. Após a remoção do líquido de lavagem por 
compressão, foram pesados e guardados em refrigerador a 
-20°C. Obteve-se assim, rendimento de aproximadamente 1,5 
gramas de micélios por frasco.

PREPARO DO EXTRATO LIVRE DE CÉLULAS:

Cerca de 20 gramas (3 gramas em pêso sêco) dos micélios 
congelados foram trituradas em geral juntamente com 5 
gramas de areia do mar previamente tratada. 0 macerado 
foi suspenso em 60ml de tampão Tris/HCl 0,1M pH 7.0, con 
tendo DL-lactato de sódio a 0,002M. A areia, fragmentos 
celulares e células intactas foram removidos por centri^ 
fugação a 10.000 rpm por 15 minutos em centrífuga refri 
gerada (International Portable Refrigerated Centrifuge,Mo 
del-PR2). O sobrenadante assim obtido é referido como ex 
trato livre de células e, contém aproximadamente lOmg de 
proteínas por ml. Êste método de preparo do extrato li 
vre de células dã um rendimento de 15 a 20% do pêso sê 
co original das células em proteínas solúveis.
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II.3 ATIVIDADE ENZIMÃTICA

A atividade da L-lactato desidrogenase NAD-independente 
foi medida pela redução do 2,6-diclorofenolindofenol a 
600 milimicra com o auxilio de um espectrofotômetro Bec 
kman, modelo DU. Durante as etapas de purificação da en 
zima foram empregados o D e o L-lactato de sódio como 
substrato e durante os estudos cinéticos apenas o L-lac 
tato de sódio.

a) Sistema de reação
O sistema de reação foi montado em cubeta de sílica 
de lcm de caminho ótico com os seguintes reagentes: 
2,09ml de água destilada; 0,3ml de tampão Tris/HCl 
0,1M pH 6.7; 0,5ml de lactato de sódio 0,2M e O flml 
de 2 ,6-diclorofenolindofenol Q,002M. A reação inici- 
ou-se pela adição de 0,01ml da preparação enzimáti 
ca (Volume final de 3,0ml) e os decréscimos de absor 
bância medidos a 600 milimicra em intervalos de um 
minuto durante 3 minutos. A calibração do zero do a 
parelho foi feita com uma cubeta contendo 3,0ml de 
água destilada. Utilizou-se, ainda, duas cubetas con 
trôles; em uma delas contendo todos os reagentes me 
nos a solução com atividade enzimática e na outra tô 
dos os reagentes menos o substrato. Em ambos os ca 
sos a redução do corante não foi verificada. A ativî  
dade enzimãtica foi proprocional para as diferentes 
concentrações de enzima e a velocidade permaneceu li_ 
near durante os dois primeiros minutos. 0 coeficien 
te de extinção molar do 2 ,6-diclorofenolindofenol foi 
tomado como 19,4 x 10^ cm~í . mol-'*' . 1 em pH 6.7 e 
a 600 milimicra (68). O piruvato formado foi calcula 
do em função dos micromoles de corante reduzido.

b) Unidade de enzima e Atividade específica
Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade 
de enzima que catalisa a oxidação de 0,1 micromol de 
lactato em um minuto em condições padrões. A ativida

15



II.4

II.5

de específica foi expressa pela razão entre as uni 
dades de enzimas por ml da solução enzimãtica e as 
miligramas de proteínas por ml da mesma solução.

PREPARAÇÕES:

O DL e o D-lactato de lítio, bem como o L(+) lactato de 
zinco foram convertidos em sais de sódio pelo tratamen 
to com resina trocadora de cãtions Dowex 50 x 8 sob 
a forma H+ . A percentagem de contaminação do D(-) lac 
tato de lítio pelo L isômero foi confirmada pela pola 
rimetria em polarímetro digital Perkin-Elmer modelo 
141.
A DEAE-Celulose e a CM-Celulose foram preparadas de a 
côrdo com o método de PETERSON et al. (69).

DETERMINAÇÃO DA TEMPERATURA ÕTIMA DE INCUBAÇÃO

O sistema de reação foi montado em cubeta de sílica 
com lcm de caminho ótico com os seguintes reagentes: 
2,58ml de água destilada; 0,3ml de tampão Tris/HCl
0,1M pH 6.7 ; lml 2,6-diclorofenolindofenol 0,002M e
0,01ml da solução enzimãtica. Esta mistura foi incuba 
da em banho-maria, sua temperatura controlada com um 
termômetro. Uma vez atingida a temperatura desejada, a 
reação iniciou-se pela adição de 0,0lml de L(+) lacta 
to de sódio 1M e os decréscimos de absorbância foram 
medidos a 600 milimicra em intervalos de um minuto, du 
rante tris minutos. Imediatamente após êsse tempo, as 
temperaturas das misturas incubadas foram novamente 
medidas. Nas determinações cujas temperaturas foram su 
periores a 30°C, observou-se uma queda de 1°C durante 
o tempo de medida dos decréscimos de absorbância.
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II.6 TÉCNICAS ANALÍTICAS

II. 7

A dosagem de proteínas para a determinação da atividade 
específica foi realizada pelo método proposto por LOVÍRY 
et alii. (70). E, a dosagem de proteínas nas frações e 
luídas das colunas de DEAE-Celulose e CM-Celulose,segun 
do o método de WAR3URG et al. (71).

A dosagem de cloretos nos eluatos foi realizada segun 
do o método proposto por SCHALES et al. (72).

A identificação do piruvato como produto da reação cata 
lisada pela enzima, foi feita de acordo com a técnica da 
FRIEDEMANN et al.(73).

ELETROFORESE EM PAPEL

A análise eletroforética da enzima foi feita de acordo 
com a técnica proposta por SNOSWELL (26) . Aproximadamen 
te 30 micrólitros da solução contendo a enzima purifica 
da foram aplicados em papel Whatman n?l (10 x 2 8cm) e 
subsenquentemente colocado em um dispositivo semelhante 
ao de MARKHAN et al.(74), acoplado a uma fonte de cor 
rente contínua.O papel contendo a amostra foi submetido 
a uma diferença de potencial da ordem de 1.000 Volts du 
rante 10 horas; usou-se tampão Tris/lICl 0,05M pH 7.8. 
A enzima foi localizada espraiando o papel com uma mi£ 
tura de 2 ,6-diclorofenolindofenol 0,004M; DL-lactato de 
sõdio 0,5M e tampão Tris/HCl 0,lMpH6.7. A enzima revelou 
-se em uma banda clara sôbre um fundo azul intenso. O 
mesmo eletrof orograma sob a ação de solução acetônica de 
ninhidrina a 2mg% e aquecimento revelou uma única ban 
da de coloração violeta intensa, cuja posição coincidiu 
com a anterior.
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II.8 ANÁLISE DOS GRUPOS PROSTÉTICOS.

II. 9

A enzima com 27 vêzes de purificação, apõs desnaturação 
pelo calor, foi submetida a análise cromatogrãfica se
gundo a técnica de CRAMMER (75) e a análise espectrofo 
tométrica em espectrofotômetro Beckman modelo DB, segun 
do BACH et alii. (8).

PURIFICAÇÃO DA ENZIMA

Todas operações descritas foram realizadas á temperatu 
ra de 4°C. O extrato livre de células foi adicionado 
de sulfato de protamina a 2% pH 4.0, com agitação de mo 
do que sua concentração final fôsse aproximadamente de 
0,25 mg por mg de proteínas.

Apõs a adição do volume adequado <fe sulfato de protamina 
em porções de 0,5 ml, a solução foi mantida em repouso 
por 5 minutos e o precipitado removido por centrifuga 
ção a 10.000 rpm por 15 minutos. O pH foi corrigido pa 
ra 7.0 a 7.5 com hidróxido de sódio 0,1M. O sobrenadan 
te assim obtido, foii submetido ao fracionamento com su.1 
fato de amónio ã saturação de O a 50% , sendo o pH mant:L 
do constante dentro do mesmo intervalo. Apõs uma hora 
de repouso, o precipitado foi removido por centrifugação 
a 15.000 rpm por 10 minutos. Ao sobrenadante obtido na 
etapa anterior, adicionou-se mais sulfato de amónio até 
a saturação de 80%, levando-se em conta os cuidados an 
teriores. O precipitado contendo a enzima foi > colhido 
por centrifugação a 15.000 rpm por 15 minutos e ressus 
penso em 7,0 ml de tampão Tris/HCl 0,1M pH 7.5, conten
do DL-lactato de sódio 0,C04M. A solução concentrada de 
proteínas foi dialisada por 4 horas contra tampão Tris/ 
HC1 0,01M pH 7.5, contendo DL-lactato de sódio 0,002M 
e sulfato de sódio 0,05M. O dialisado foi cromatografa- 
do em uma coluna de DEAE-Celulose de 30cm de altura por 
1,5cm de diâmetro, prêvicimente equilibrada com tampão

18



Tris/HCl, 0,1M ph 7.5, contendo DL-lactato de sôdio 
0,002M. Esta coluna foi adaptada a um coletor automã 
tico refrigerado de frações da BUCHLER INSTRUMENTS:

Coletou-se assim frações de 4ml com um fluxo de 0,3ml 
por minuto, aplicando-se um gradiente linear de elui 
ção com cloreto de sódio de O a 0,5M, em solução tam 
pão Tris/HCl 0,1M pH 7.5, contendo DL-lactato de só 
dio 0,002M. O volume total de eluato foi de 160 ml.As 
frações que exibiram maior atividade enzimãtica foram 
reunidas e concentradas pela adição de sulfato de amô 
nio até a saturação de 80%. Uma hora após, o precipi 
tado foi recuperado por centrifugação a 15.000 rpm 
por 15 minutos e ressuspenso em 1,5 ml de tampão Tris/ 
HC1 0,1M pH 7.5, contendo DL-lactato de sódio 0,002 M 
e diasado por 4 horas nas mesmas condições _ ánterio 
res. 0 dialisado foi aplicado em uma coluna de CM-Ce 
lulose de 30cm de altura por lcm de diâmetro, prévia 
mente equilibrada com tampão Tris/HCl 0,1M pH 6.0,con 
tendo DL-lactato de sódio 0,002M. A eluição foi rea 
lizada com tampão Tris/HCl 0,1M pH 7.5, contendo DL- 
-lactato de sódio 0,002M com um fluxo de 0,35ml por 
minuto e coletou-se frações de 4,5ml em coletor refri 
gerado. As frações mais ativas foram reunidas e con 
centradas pela adição de sulfato de amónio até a sa 
turação de 80%. 0 precipitado foi recuperado como das 
vêzes anteriores e ressuspenso em 1 ml de tampão Tri^ 
HC1 0,1M pH 7.5 e dialisado contra tampão Tris/ HCl 
0,01M pH 7.5, contendo sulfato de sódio a 0,05M por 
4 horas. 0 volume de eluente empregado foi de 50 ml. 
A marcha sistemática de purificação da enzima esta 
ilustrada na figura n9 1.
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RESULTADOS

1. PURIFICAÇÃO DA ENZIMA

O extrato livre de células tendo sido submetido aos tra 
tamentos com sulfato de protamina e sulfato de amónio, 
após a diãlise, foi aplicado em Coluna de DEAE-Celulose 
e a enzima foi eluxda com cloreto de sódio 0,23 a 0,27 M 
em tampão Tris/HCl 0,1M pH7.5. A figura n9 2 ilustra a 
separação cromatográfica da L-lactato desidrogenase NAD- 
independente em coluna de DEAE-Celulose. As frações mais 
ativas foram reunidas, concentradas com sulfato de amó 
nio a saturação de 80%, dialisadas e aplicadas em coluna 
de CM-Celulose e a enzima eluída com tampão Tris/HCl 0,1M 
pH 7.5. As frações mais ativas foram reunidas, concentra 
das com sulfato de amónio a saturação de 80% e dialisa 
das. O protocolo de purificação estã sumarizado na Tabe 
la I. Os dados indicam que a enzima foi purificada 27,53 
vêzes e o rendimento de 33%.

TABELA I

FRAÇÃO V. TOTAL 
(ml)

UNI D. 
ml

UNID.
TOTAIS

mg DE 
PROT. 
(ml)

ATI VI D. 
ESPEC.

REND.
(%) PURIFIC.

Ext.Livre 
de cé 1 s. 72 5 ,82 419,04 9,5 0 ,612 - -

Sulfato 
de prota 
mina 2% 
pH 4.0

73 5,82 424 ,86 6 ,0 0,970 - 1,58

Sulfato 
de amônio 
50 a 80%

7,5 48,00 360,00 11/5 4,173 86 6 ,81

Coluna de 
DEAE-Celu 
lose

2,2 68,40 150,48 7,6 9 ,000 36 14 ,70

Coluna de 
CM-Celu
lose

1/5 92,70 139,05 5,5 16 ,85 4 33 27,53
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2 . ESTEREOESPEClFICIDADE

Os dados da Tabela II mostram a elevada especificidade 
da enzima pelo L(+)lactato.

TABELA II

FRAÇÃO UNIDADE S /m 1 
(L-LACTATO)

UNIDADES/ml 
(D-LACTATO) RELAÇÃO L:D

Ext.Livre de 
Células 5,82 1,45 4:1

Sulfato de prota 
mina 2% pH 4.0 5,82 1,45 4:1

Sulfato de amónio 
sat. de 50 a 80%

Oo00 4,80 10:1

Coluna de DEAE- 
Celulose 68,40 6,84 10:1

Coluna de CM-Ce- 
lulose 92 ,70 9 ,27 10:1

Sistema de incubacão: 30 umoles de tampão Tris/HCl pH 
6.7; 99 ymoles de lactato (L ou D-lactato); 0,12 ymoles 
de 2,6-diclorofenolindofenol e 0,01 ml da preparação en 
zimãtica. Volume final 3,0 ml.

3. ACEITADORES DE ELETRONS

A enzima não reduziu NAD, NADP , citocromo c, e nem ferri 
cianeto na presença de L-lactado de sódio; observações 
realizadas a 340, 550 e a 420 milimicra, respectivamen 
te. A enzima reduziu o azul de metileno em presença de 
L-lactato de sódio, sob condições anaeróbicas. A leitura 
foi realizada a 600 milimicra, observando-se que êste co 
rante possui apenas 45% da eficiência eletrons-aceitado 
ra do 2 ,6-diclorofenolindofenol, sob as mesmas condições. 
A Tabela III mostra as velocidades máximas relativas com 
os diferentes eletrons-aceitadores, expressas em percen 
tagens.
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TABELA III

ELETRONS-ACEITADORES Eq a pH 7.0 V.MÃX. 
RELATIVA (%)

CONC. (y moles) NO 
SIST.DE INCUBAÇÃO

NAD - 0,320 zero 0,90
NADP - 0,320 zero 0 ,90

Azul de metileno + 0,011 45 1,50
2,6-Diclorofenol 
indofenol + 0,217 100 O to

Citocromo ç + 0,270 zero 1,50
Ferricianeto de 
potássio + 0,360 zero 1,50

Sistema de incubação: 30 y moles de tampão Tris/HCl pH 6.7 
a 8.0; 99 y moles de L-lactato de sódio e 8 yg de proteí 
nas. Volume final 3,0 ml.

4. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE ENZIMA

A figura n? 3 indica que a velocidade aumenta proporcio 
nalmente com a concentração de enzima. As reações foram 
observadas a temperatura de 26°C.

5. EFEITO DO pH

Com o intuito de verificar o comportamento da enzima em 
diferentes pH utilizou-se tampão citrato 0,1M de pH 3.0 
a 5.0; tampão Tris/HCl 0,1M de pH 5.5 a 9.0 e tampão Gli 
cina/NaOH 0,1M de pH 9.0 a 10. Observou-se que o pH óti 
mo para sua atividade é da ordem de 6.7, como indica a 
figura n9 4.

6. EFEITO DA TEMPERATURA DE INCUBAÇÃO

A figura n9 5 ilustra o efeito da temperatura sõbre a ve 
locidade de reação. Observou-se um ótimo de atividade a 
temperatura de 26°C.
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7. EFEITO DO TEMPO DE INCUBAÇÃO

A figura n9 6 ilustra o efeito do tempo de incubação sô 
bre a velocidade de reação a temperatura de 26°C.

8. DETERMINAÇÃO DA CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN

A figura n9 7 ilustra o efeito da concentração do subs 
trato sôbre a velocidade de reação. A constante de MI_ 
CH/sELIS-MENTEN foi calculada pelo método de LINEUEAVER- 
BURK, modificado por DIXON (76). A figura n9 8 foi tra 
çada com os mesmos dados da figura n9 7. A constante Km, 
calculada por êste método e da ordem de 5,88 x 10 M̂.

9. EFEITOS DE AGENTES QUELANTES E DE INIBIDORES

A pré-incubação da enzima eluída da coluna de DEAE-Celu 
lose com EDTA 0,05M ou com 8-hidroxiquinolina 0,01M, por 
três minutos não afetou a velocidade da reação. Ao passo 
que, a 1,10-fenantrolina a concentração de 0,005M redu 
ziu 60% da velocidade da reação sob as mesmas condições 
anteriores. Com a finalidade de verificar se a enzima 
era ou não dependente de grupos sulfidrilas (-SH) , anali 
sou-se seu comportamento frente ao p-hidroximercuriben 
zoato de sõdio. Apés a pré-incubação da enzima com o sal

- 4em questão, em concentração de 10 M por tres minutos a 
velocidade da reação foi reduzida a 50%.

10. EFEITO INIBIDOR DO OXALATO

-4 -4O oxalato de sodio na concentração de 10 M e a 2 x 10 M
atua como poderoso inibidor competitivo da enzima.A cons
tante de inibição foi calculada empregando-se o método
de LINEWEAVE R-BURK (77) e a relação algébrica de MAS SE Y
(78). A constante Ki assim calculada é da ordem de 

-41,495 x 10 M. A figura n9 9 ilustra este estudo de ini_ 
bição.
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11. PRODUTO DE REAÇÃO

O piruvato foi identificado como produto da reação cata 
lisada pela enzima, pelo espectro de absorção do deriva 
do da 2,4-dinitrofenilhidrazina do produto e comparado 
com o do 2,4-dinitrofenilhidrazona ácido pirúvico pa 
drão. A figura n9 10 ilustra os espectros de absorção 
dos dois derivados e sugerem que se tratam da mesma sub£ 
tância em concentrações diferentes.

12. MOBILIDADE ELETROFORÉTICA

Apõs 10 horas de eletroforese a 1000 Volts de d.d.p. e 
12 mA, usando-se tampão Tris/HCl 0,05M pH 7.8, a enzima 
moveu-se em direção ao ânodo a 12 cm da origem. A figura 
n9 11 ilustra o que foi mencionado.

13. NATUREZA DOS GRUPOS PROSTÉTICOS

A preparação de enzima com 27 vêzes de purificação foi 
utilizada para identificação de seus grupos prostêticos. 
A preparação enzimãtica apresentou-se colorida de róseo 
e contém citocromo na forma de citocromo b 2 . A redução 
da enzima foi feita com ditionite. A figura n9 12 mostra 
o espectro da enzima reduzida com ditionite. O cromato 
grama da figura n9 13 sugere que a enzima possue FMN em 
sua estrutura.

14. ESTABILIDADE DA ENZIMA

Para se conhecer o tempo de conservação da enzima, deter 
minou-se sua atividade em intervalos de tempo de 24 ho 
ras. Estas determinações foram realizadas com duas por 
ções de uma mesma preparação, isto é, uma delas foi adi_ 
cionada de lactato de sódio 0,001M e a outra sem lacta 
to. A figura n9 14 ilustra os resultados obtidos. A por 
ção sem lactato de sódio, manteve 40% de sua atividade 
apõs 120 horas a 0°C e a porção contendo lactato de só 
dio atingiu essa percentagem de atividade apõs 288 horas 
a mesma temperatura.
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Fig*2 Purificação da L-lactato desidrogenase de Polyporus circi 
natus Fr. por cromatografia em coluna de DEAE-Celulose. O 
gráfico ilustra a proteína dosada a 280 mp(o-o-o), a ati 
vidade da enzima (o— □— □) e a concentração molar de clore 
to de sódio no eluato (•-•-•).
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Fig.3 Efeito da concentração de enzima na velo 
cidade de reação.
Sistema de incubação: 30y moles de tampão 
Tris/HCl pH 6.7; 99y moles de L(+) lacta 
to de sódio, 0,12y moles de 2,6 - dicloro 
fenolindofenol e quantidades variáveis 
de enzima.
Volume final 3,0 ml.
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Fig.4 Efeito do pH sôbre a atividade da enzima.
Sistema de incubação; 3 0y moles de tampão 
Tris/HCl pH 6.7; 99y moles de L(+) lacta 
to de sódio; 0,12y moles de 2,6-diclorofe 
nolindofenol e 8yg de proteínas.
Volume final 3,0 ml
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Fig. 5 Efeito da temperatura de incubação.
Sistema de incubação: 30y moles de tampão 
Tris(HCl pH 6.7; 99y moles de L(+) lactato 
de sõdio; 0,12y moles de 2,6-diclorofeno - 
lindofenol e 10yg de proteínas.
Volume final 3,0 ml
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TEMPO EM SEGUNDOS

 1  1----------------------- 1-------
30  60  9 0  120 150

Fig.6 Efeito do tempo de incubação.
Sistema de incubação: 30y moles de tampão Tris/HCl pH 6.7;99y 
moles de L(+)lactato de sódio; 0,12y moles de 2,6-diclorofeno 
lindofenol e 8yg de proteínas.
Volume final 3,0 ml.



10,0--

O

«VI

Fig.7 Efeito da concentração de substrato.
Sistema de incubação: 30y moles de tampão 
Tris/HCl pH 6.7; 0,12y moles de 2,6-dicloro 
fenolindofenol; 10yg de proteínas e quanti_ 
dades variáveis de L(+)lactato de sõdio. 
Volume final 3,0 ml.
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50 - -

Fig. 8 Determinação da constante de MICHAELIS-MENTEN.
Sistema de incubação: 30y moles de tampão Tris/HCl pH 
6.7; 0,12y moles de 2,6-diclorofenolindofenol; lOygde 
proteínas e quantidades variáveis de L(+)lactato de 
sódio.
Volume final 3,0 ml.
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Fig.9 Efeito inibidor do oxalato.
Sistema de incubação: 30u moles de tampão Tris/HCl pH 
6.7; 0,12y moles de 2,6-diclorofenolindofenol; 10yg de 
proteínas e quantidades variáveis de L(+)lactato de sõ 
dio. Oxalato em concentrações indicadas na figura. 
Volume final 3,0 ml.
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Fig.10 Identificação do produto de reação. 0 gráfico ilustra o es 
pectro de absorção da 2,4dinitrofenilhidrazona do ácido pi_ 
rüvico padrão (•-•-•) e do 2,4dinitrofenilhidrazona deriva 
do do produto de reação(o-o-o).
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Fig. 11 Mobilidade eletroforêtico. da L-lactato desidrogenase de 
Polyporus circinatus Fr.
Diferença de potencial, 1.000 VOLTS; corrente elétrica 
12 mA.
Tampão Tris/HCl 0,05 M pH 7.8.
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Fig.12 Espectro de absorção da L-lactato desidrogenase de Polypo 
rus circinatus Fr.
Sistema: 3 mg de proteínas (enzima) em tampão Trig/HCl Ô LM 
pH 6.7, contendo lactato de sõdio 0,001M (•-•-•). Sistema 
acrescido de 3 mg de ditionite (o-o-o).

390 400  410 420  430 4 4 0  450 4 6 0  470 480 490 500 510 520 530 5 4 0  550 560  570 580 590 600

C*>O)



Fig. 13 Identificação do grupo prostético da enzima por cromato 
grafia em papel.
Sistema: 6 mg de proteínas desnaturada. Sobrenadante con 
centrado a 0,5 ml. Solvente: n-Butanol, Ãcido acético 
glacial e ãgua(4:l:5). Papel Whatman n? 1 .Visualização : 
U.V.
Legenda: FMN ^ Flavinamononucleotídio

FAD - Flavinadinucleotídio
Ai - 20yl do sobrenadante concentrado
a2 “ 40y 1 do sobrenadante concentrado
A 3 " 60y 1 do sobrenadante concentrado
a 4 - 80y 1 do sobrenadante concentrado
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Fig.14 Estabilidade da enzima a temperatura de 0°C.
Sistema de incubação: 30y moles de tampão Tris/ 
HC1 pH 6.7; 99y moles de L{+)lactato de sõdio ; 
0,12y moles de 2,6-diclorofenolindofenol e 10yg 
de proteínas.
Volume final 3,0 ml.
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DISCUSSÃO

Em extratos livres de células de Polyporus circinatus Fr, foi 
constatada a presença de Lactato desidrogenase independente de 
coenzima nucleotídio piridínicos. A enzima somente apareceu em 
concentrações dosáveis, quando o referido fungo era crescido em 
meio contendo DL-lactato como única fonte de carbono e energia, 
sendo que em meio contendo glicose seus extratos exibiam ativi 
dades de Lactato desidrogenase extremamente pequenas ou então 
não as exibiam. Com relação a esta observação, o fungo parece
comportar-se de maneira análoga ao Butyribacterium_____rettgeri
(62). 0 fato dêle não biossintetizar o Lactato desidrogenase em 
questão quando crescido em meio contendo glicose como fonte de 
carbono, talvez possa ser explicado pela ação repressora dêste 
carboidrato sôbre a biossíntese desta enzima, como foi verifica 
do por SOMLO (59) em leveduras crescidas aerõbicamente. 0 fra 
cionamento do extrato de Polyporus circinatus Fr, preparado em 
sacarose 0,25M demonstrou que a enzima se encontrava no sobrena 
dante de 100.000 x g como observado para a L-lactato desidroge 
nase em levedura (61). Os dados da Tabela II mostram que há uma 
pequena atividade para o D-lactato que corresponde a 25% da ati 
vidade com o L-lactato. A atividade diminue para 10% apôs a pre 
cipitação com sulfato de amónio o que podezúa indicar que nesta 
fase houve separação das duas enzimas. Os 10% de atividade man 
tiveram-se constantes apos as passagens por colunas de DEAE-Ce 
lulose e CM-Celulose, o que pode ser explicado pela contamina 
ção do D-lactato por 5% do L isômero. Analisando-se os dados da 
Tabela III, pode-se verificar que a enzima estudada no presente 
trabalho utilizou quase que exclusivamente o 2 ,6-diclorofenolin 
dofenol como aceitador de eletrons. Sua capacidade de reduzir 
êste aceitador assemelha-se às de D e L-lactato desidrogenases 
NAD-independente de bactérias (41, 26 e 62) e as L-lactato desi 
drogenases de leveduras (27 e 2 8) e de Piricularia oryzae (40) . 
Por outro lado sua incapacidade de reduzir NAD, NADP, citocromo 
c ou ferricioneto, sugere um comportamento semelhante as Lacta 
to desidrogenases de Leuconostoc mesenteroides (41), Lactobaci1 
lus arabinosus (25 e 26) e Butyribacterium rettgeri (62) as
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quais não tem citocromo ligado e nem atividade de citocromo 
£  redutases.

A enzima apresentou grande instabilidade durante as etapas in;L 
ciais de purificação, fato também observado por YAMADA et alii. 
(40) em Piricularia oryzae. A atividade enzimãtica foi preserva 
da durante o processo de diálise, pela adição de sulfato de só 
dio 0,05M e de DL-Lactato 0,002M ao líquido dialisante de manê L 
ra semelhante ao observado anteriormente (10, 26 e 62) para ou 
tras Lactato desidrogenases . A enzima, purificada 27 vêzes, foi 
particularmente preservada por lactato como se pode observar na 
figura n9 14. A enzima mostrou-se muito sensível ao congelamen 
to e ao degelo mesmo em presença de substrato, fato anteriormen 
te constatado com enzima de levedura (17) . Uma vez purificada, a 
enzima exibe coloração rósea acentuada, é relativamente estável 
e por ocasião da desnaturação toma a coloração castanha, anàlo 
gamente ao que foi verificado com a enzima de leveduras (18 e 19) 
que tem citocromo b2 ligado. Os dados das figuras n9 4 e 5, in 
dicam respectivamente que o pH ótimo para a atividade da enzima 
em estudo é de 6.7 e a temperatura ótima de 26°C comportando-se 
portanto, de maneira semelhante a enzima de levedura do tipo II 
de NYGAARD (27) e totalmente diferente da enzima de Piricularia 
oryzae que tem pH ótimo igual a 8.0 (40).

A constante de MICHAELIS-MENTEN (figura n9 8) determinada para
-4o L (+) lactato foi de 5,88 x 10 M, de mesma ordem de grandeza 

da enzima de leveduras (14 e 36) o que demonstra grande afinida 
de da enzima pelo seu substrato. A L-lactato desidrogenase do 
fungo não foi inibida por sulfato de protamina, a atividade pa 
ra o D-lactato não se alterou após a etapa de purificação em 
que o sulfato de protamina foi o agente precipitante, fato êste 
totalmente contrário ao observado com a D-lactato desidrogenase 
de leveduras (37, 39 e 38). A pré-incubação da enzima com EDTA 
ou 8-hidroxiquinolina não afetou a velocidade de redução do
2 ,6-diclorofenolindofenol, mas foi afetada de 60% com 1,10 fe 
nantrolina 0,005M, sugerindo a presença de zinco na molécula da 
enzima, como no caso das D-lactato desidrogenase de leveduras 
(21, 30, 43, 44 e 42) e da L-lactato desidrogenase de Lactoba 
cillus arabinosus (26). Por outro lado, a variação de fôrça
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iônica e as variações nos sistemas tampões não provocaram alte 
rações na atividade enzimãtica como se poderia prever dos dados 
com enzimas de leveduras (15, 28, 37, 39, 38 e 59). Pela análi 
se da figura n9 9 podemos verificar que a enzima sofreu inibi 
ção competitiva por oxalato e a constante de inibição calculada 
é semelhante à obtida por SNOSWELL (26), para a enzima de Lacto 
bacillus arabinosus.

Embora a purificação da enzima seja relativamente baixa, na anâ 
lise eletroforêtica em papel, ela comportou-se como se fôsse 
uma proteína homogênea (figur^ n9 11). Esta enzima mostrou um 
espectro de absorção (figura n9 12) semelhante ao descrito para 
o citocromo 02 (9) e ao observado por diversos autores (14, 15 
e 20) para a L-lactato desidrogenase citocromo c redutase de le 
veduras. O espectro de absorção da enzima mostra que a mesma já 
se encontrava parcialmente reduzida pelo lactato utilizado para 
a preservação de sua atividade durante a purificação. 0 cromato 
grama da figura n9 13 sugere a presença de FMN na molécula da 
L-lactato desidrogenase de Polyporus circinatus Fr. A L-lactato 
desidrogenase de levedura tem FMN como um dos grupos prostêti 
cos (11, 14 e 15) enquanto a D-lactato desidrogenase citocromo 
c_ redutas apresenta FAD (39 , 42 , 43 e 44). Os dados obtidos su 
gerem a presença de FMN, citocromo b  ̂ cora© grupos prostêticos, 
entretanto, para que se possa realmente afirmar a existência 
dêstes grupos prostêticos a enzima deverá ser submetida a dife 
rentes métodos a fim de testar a sua homogeneidade.

Analisando-se comparativamente as diferentes enzimas estudadas, 
verifica-se que em leveduras crescidas sob condições aerõbicas 
existem: a) L-lactato desidrogenase que possue FMN e citocromo 
b2  como grupos prostêticos e tem atividade de citocromo c redu 
tase (EC. 1.1.2.3); b) D-lactato desidrogenase que possue FAD 
e Zn (II) como grupos prostêticos e tem atividade de citocromo 
c redutase (EC. 1.1.2.4). Nas leveduras crescidas sob anaero 
biose existe a D-lactato desidrogenase que tem FAD e Zn (II) co 
mo grupos prostêticos e não tem atividade de citocromo ç. reduta 
se (EC. 1.1.99.6). Em bactérias existem: a) L-lactato oxidase
(EC. 1.1.3.2 - Lactato: 02 óxido redutase) intimamente associa 
da â partículas, tendo flavina como grupo prostético; b) D e L-
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-lactato desidrogenase (EC. 1.1.99) que tem FMN e Zn (II) na 
sua estrutura, não possuem atividade de citocromo c redutase e 
o oxigênio molecular não serve como aceitador de eletrons.

A enzima de Polyporus circinatus Fr parece ser totalmente dife 
rente das enzimas estudadas, pois é L-lactato desidrogenase, pa 
rece ter FMN e citocromo b  ̂ como grupos prostéticos, requer zin 
co para sua atividade, não tem atividade de citocromo _ç. reduta 
se e o lactato não i oxidado tendo o oxigênio molecular como a 
ceitador de eletrons.
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CONCLUSÕES

1. Os extratos de Polyporus circinatus Fr crescidos em meio 
contendo DL-lactato como única fonte de carbono e ener 
gia, apresentam alta atividade de L (+) lactato desidro 
genase independente de coenzimas.

2. A enzima com 27 vêzes de purificação apresenta pH ótimo 
6.7, temperatura ótima de 26°C, Km para o L-lactato 5,88-4 -4x 10 M e Ki para o oxalato de 1,495 x 10 M, espectro 
característico de citocromo 02, FMN e utiliza 2,6-diclo 
rofenolindofenol como aceitador de eletrons.
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SUMÃRIO

Uma L (+) lactato desidrogenase independente de nucleotí 
dios necotinamídicos, capaz de oxidar o L (+) lactato, foi 
constatada em extratos de uma amostra de Polyporus circina 
tus Fr, o qual foi adaptado em meio contendo DL-lactato co 
mo única fonte de carbono e energia. A enzima foi purifica 
da 27,53 vêzes por precipitação com sulfato de protamina se 
guida por fracionamentos com sulfato de amónio, cromatogra 
fia em colunas de DEAE-Celulose e CM-Celulose. Com a enzima 
purificada, estudou-se algumas de suas características ciné 
ticas e fisicoquímicas, as quais se encontram relatadas no 
presente trabalho.
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