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SUMARID

¥ . » ‘ 4 - S - .
Descreve-se um novo metodo enzimatico para a avali
aggo.quantitativa de L-rhamnose, utilizando a L-rhamnose .desidrg

gehase de Pullularia pullulans.

Estefmétddo‘mostrou serbaltgmante especifico, nao
havendo intgrféréhcié:bbr.pafte dos vériQs*éngares testados, co
mo a'D-galactose; D-glucose, D-Fuc0595 D-xil6Se, écido'glucdrﬁni
co, D-érabinose, L;arébihose_e D-manose, podendo ‘ser utilizado

. A_ -~ ’ - B - P ’ . ' 4 .
na determinacao de L-rhamnose, mesmo em mistura de agucares.



1., INTRODUGAOD

A L-rhamnose, L-manometilose ou 6 desoxi-L-manose
V' rd . . [4 . ' .
e um agucar largamente distribuildo na natureza e apresenta a se-

‘guinte férmula estruturzal:

OH " Ho

HIRST & JONES (10) verificaram que a L-rhamnose
participa na composigao dDS'polissacarIdeos que constituem as.’

pectinas vegetais,

JDNES,& SMITH (11) observaram a presenca de L-rhaﬂ‘:
nose em mucilagens de~sement95-e em vegetais que 'contém} gomas;,
'substan01as obtldas como exudacoes produzidas espontaneamente ou:
apos ‘injdria da planta. AS'prlnc1pals'metllpentoses encontradas
em gomas de planfas s3o a L-rhémnose é a Lefﬁéose, ambaé_na for-

; ‘ .

. € . ' .’ . . : ’ .
© ma piranosidica. A L-rhamnose e encontrada nas gomas de vegetais

dos tipos Arabica e Cholla.

ELDERFIELD (9) encontrou a L-rhamnose "juntamenteu
com a D-gldcosé'na'estrutura de varios glucds{dios utilizaddS'no
_tfatahento de card{écoa, como a ouabain, beta antié:in, convéilg

toxin e scillaren A.

SHAPDSHISKDUA et al (16), estudando a pareda celu-

lar do Clostrldlum perfrlngens tipo A, de varlos grupos sorologl




cos, obtiveram a parede celular altamente purificada, cuja compo
319a0 em carboldratos F01 investigada através de cromatografla .
Observaram que determlnadas cepas contlnham glucosamlna, galacto
se e L-rhamnose, enquanto que outras nao apresentavam L—rhamnose
naz sua parede celular. Estudos posteriores sugeriram que os car-
boidratos componentes da parede celular eram_dm dos fatores que

determinam a especificidade antigénica das cepas estudadas (17).

BARKER et al (2) verificaram que o  Diplococcus

pneumoniae tipo-II contém 47,8% de L-rhamnose na parede celular,

juntamente com 34,7% de D-glucose e 16,2% de D-glucuronato de sg
‘dio. Estudos de metilacao demonstraram que a L-rhamnose estd li-
gada aos demais cohponehtes através das posigoes 1 e 3.

A L-rhamnose ainda nac foi detectada em tecidos a-
nimais éUperiores.'

1.1 - Biossintese de L-rhamnose

. : ) . 3 ° . . - 3 -. . . o. .
Em Streptococcus feacalis, experiencias isotopicas

demonstraram que a conversao da'molécula de D-glucoese a L-rhamns
se segue dlversas etapas. (14)

Glucose + ATP ———~——> G 6 - P+ ADP ——————’ © 1 -p

TTP + G°1 - p —_— TDP - glucose + - pPi '

.TDP - glucose + NADPH +. H —_— TDP-L-rhamnose + NADP

A primeira etaﬁé.é'catalizgda inicialmente por uma
_glgtbquinase evdeppiS"porvuma fosfoglucomutase. A etaba'ihﬁe?me~f
didria éudatalizadaxpor ume glucose pirofosforilase e a etapé £i

nal por uma série de enzimas gue requerem o NADPH + H*5'éendotxm'



os detalhes do seu mecanismo ainda nao foram totalmente elucida-

dOSc )

"BARBER & NEUFELD (1), estudando os nucleot{dios'hg

. : 4
xoses de Phaseolus aureus, concluiram que a TDP -L-rhamnose se-

ria o doador dé.L-fhamnose a polissacar{deos ou outros glucos{di
os doé quais a L-rhamnose participasse como éonstituihte.'A fra-
ggo.L-rhamnqsil dp TDP - L - rhamnose € transferida péra 3.quér-
citina - D - glucoé{dio por uma preparéggo soldvel de enzimas de

' folhas de Phaseolus aureus, para formar a 3 - qUercitihé -0 -1

- rhamnosil -« (1 —» 6) - D -.glucosIdio ou tutina, que apresen

ta a seguinte estrutura:

- : o )
Qf-L-Rhomnosyl—(l-»G)—D-GIucosyI/ g : a :

. L4 ’ [ WY . . -
A rutina e um glucosidio cristalino amarelo, que

foi obtida pela'priméira vez das partes herbiceas da Ruta grébébQi
lens L. Ela & bastante difundida no reino vegetal, estando prei;

‘sente principalmente em folhas e flores (3).
1.2 - Degradabgo‘de L-rhamnose

Duas vias de degradagao de L-rhamnose sao conheci-
das em microorganismos: uma fbsforilada‘g outra oxidativa.
. R fosforilada foi estudada primeiramente por Wilson

et al (24) em extrato bruto de Escherichia coli, que demonstra -

ram que a etapa inicial do metabolismo de L-rhamnose envolvia a



. ~ : s ) .
conversao da aldose correspondente a cetose, catalizada por uma
enzima adaptativa, que so era produzida quando a E., coli crescia
em presenga de L-rhamnose. Posteriormente ocorria a FOSforilagao

conforme esquema abaixo:

rha- isomerase_ L rhu quinase_
. . 3 Bl >

L - rhamnose - rhamnulose

/7~ N
ATP ADP

E - rhamnulose - 1 - P

As enzimas responsaveis por esta via foram estuda-
das independentemente, em 1.964, por dois grupos de pesquisado -
res: Chiu e Feingold (5) nos Estados Unidos e Takagi e =~ Sawada

(21,22) no Japao.

Posteriormente, pela aggo_de'uma aldolase, a L=-rham
nulase l_Q'P'é cindida; produzindo duasAtrioses (25), conforme a
reaggo?
L - rhémnulose 1 - p 2ldolase, yipidroxiacetona 1 - P+
'L - lactaldeido
A via oxidatiﬁa fdi estudade 10 anos maiéizrdebor

Rigo et al (15). Eétés autores demonstraram ﬁue.a Pullularia pul

luléns>oxida_a'Lérhamnose por uma via semelhante équéla_descrita
por Weimberg e Doudcroff (7) para L-arabinose em P.sachérophila‘

' ,NQE\*“f§PH+H . |
L-rhamnose — = 5 rhamnolactona + H20 SRR

desidrogenase lactonase

| e o
acido-Lerhamndénico’ ————Z———-> a01db 2 ceto 3 desox1

ﬂahldrase

L-rhamnonico - — > .4cido pirlvico + {-lactaldeido
: aldolase S '



1,3 - Determinagao quantitativa de L-rhamnose

'Exiéfem varios métodos qu{micos que permitem a de-
terminacao quanfitatiVa de L-rhamnose, comﬁ o método da cistei-
na - acido sulfﬁrico, elaborado por Dische e‘Shettles-(6) Este
' método avalla as metilpentoses nas concentragoes de 2 a 10 pg. 0

maximo de desenvolv1mento de cor ocorre 2 horas apos a adlgao da

cistefna e € determinada pela diferenga das absorbincias em 396'

e 427'mh.

A-L-rhamnose pode também ser avaliada pelo método
de Somogyi (20) e Nelsoh (13) dpe apresénta pofém p¢ﬁba sensibi-
lidade, devido a baixa capacidade redutora.deste'desoxi aglcar.,

A L- rhamnose tambem pode ser determlnada por méto-

dos.cromatograflcos, tanto em. papel quanto em camada delgada .

Singh et al.(18) elaboraram um método que,vlsa_a separagao  por .

meio de cromatografla em camada delgada de rhamnose, qu1novose £

fucose e glucnse. Cerca de SU a 200 nmoles de cada um dos 4 agu-

cares podem ser}separados com uma Unica apl;cagao. Apos elu1ga0g:.

- ~ L, - . N T P}
ps agucares sao determinados colorimetricamente com fenol e aci-

dé.éuléﬁrico, sequndo o método de Dubois et al (8).

- Os metodos citados embora apresentem sen31b111dmh,
.tem 0 1nconvenlente de serem relatlvamente 1nesp901flcos em pra-

senga de mlstura de aglcares.,

0 presente trabalho tem por flnalldade propor _-um

metodo en21mat1ca para determlnagau de L-rhamnose, em hldrollza-;

dos de.pollssacarldlos,,utlllzando a L-rhamnose d951drogenase-ex

fraiﬁauaa bdilbiafia”pUIIhiahé;

et



0 método enzimatico tem a vantagem de apresentar,
alem de grande sensibilidade, a capacidade de reacir especifica-

. ' : L4
mente com a L-rhamnose, mesmo em mistura de agucares.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1 - Substancias quimicas

NAD - nicotinamida - adenine - dinucleotideo (Sigma Chemi

cal Company).

EDTA - etileno diamino tetraacetato de sddio (Sigma Chemi. 

cal Compény).

Rutina - . (Merck)
L - rhamnose g (Merck)
L - manose. T (Merck)
D - manose . (Merbk)
L - fucose = . (Merck)
D - glucose . (Merck)
D - galactose (Merck)
D - xilose o '(Mérckj
D - arabinose | 4 (Merck)
L - arabinose‘ o (Merck).
fcido glicurﬁniqo (Mérck) :
'Cisteina ,_“ | (Mefck) 
Extrato deAleueduras (Difcd)
fcido qloridridol’ | ~ (Merck)
fcido sulfﬁricc::‘ - (Merck)
Hidréxido de sédio n (Merck)
Tris-hidroximetilaminometano (Merék)

As demais subst@ncias utilizadas neste trabalho fg

ram adquiridés de\Fontés dignas de confianga.

2,2 -'Crescimento'daé'céldlas:
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As células de Pullularia pullulans foram cultiva -

das em meio llqu1do com a seguinte comp031gao por litro:

(NH, ), 504, 2 gj NH,ND5, 1 g; KH,PO,, ; 425 g, Naszoa. 7 Hy0 ,

0,35 g; MgSO,.7 H,0, 0,5 g;‘Fe(NUB) 3.7 Hy0, 14,5 mg; Zns0, . 7

2
20, 8,8 mg,‘MnSUa.4 HZU 0,06 mg; CaClz, 3 mg; extrato de leve-
dura, 1 g. 0O pH deste meio foi ajustado para 5,6 num potenciame-

H
tro Metron E 520.

A L-rhamnose foi autoclavada separadamente por 30
minutos sob vapor fluente e adicionado assépticamente‘ao meio, ra

concentracao de 0,2 g%.

‘A manutencao do microorganismo foi feita no mesmo

meio, solificado para adigdo de 1,5 % de agar.

: . . : - ’ \ . P
No preparo do pré-indculo, uma amostra dos miceli-

os foi transferida para um frasco contendo 250 ml do meio ‘1iqui-

do e incubada & 28°C por 24 horas com agitaggo, em agitador rbta

torlo a 130 reuolugoes por mlnuto. Allquotas de 30 ml foram retll

- radas e adicionadas a 500 ml do meio lhqu1do contidos em frnscos
Erlenmeyer;de capac;dade para 2 litros, As células foram cresci-
' das da maneira descrita acima, apds o que foram coletadas por
centrifugéggo a 3;000xg por 30 minutos a ﬁemperatura de 4°9C, ‘em
centr{?ugé'refrigerada International, Modelt_:i{-PR2 e lavadas por
duas vezes com solucao de KC1 0,154 M, Aﬁés rem0g§o doAliquidoﬁé

lavagem, as células_foram estocadas no congelédor a QISQCQ

2,3 - Extrato livre de células

0 extrato de celulas de P, pullulans fo; obtido tr1

turando-se .em gral de porcelana gelado; cerca de 20 g de celulas

-' B
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com 10 g de areia do mar previamente tratada. 0 macerado foi sus
penso em 20 ml de soluggo;tampgo fosfato 0,05 M, pH 7,4, conten-

"do.5 mM de EDTA e 3 mM de.mercapfoetanol.

A suspensgo'FDi centrifugada . a 17.000 xg.dufantéBO
minutos e o sobrénadante coletado. O precipitado foi ressuspenso
num pequeno voluhe do mesmo tampao e recentrifugado. Os Sdbréna-
dantes reunidos sZo denominados extrato livre de celulas, e apre .

A : ~ /4 : . :
sentaram uma concentragao de proteinas de cerca de 18 mg/ml.

Antes das expériéncias, o extrato livre de célulaé
era passado atraves de uma coluna de Sephadexbc-ZS, pfeviamenteV

equilibrada com tampzo fosfato 0,05 M, pH 7,4.
2.4 - Atividade enzimatica

A at1v1dade L-rhamnose desidrogenase contlda no ex
trato llvre de celulas foi medlda seguindo a ve1001dade de redu-
cao do NAD em 340 nm, no espectrofotometro Varian Techtron UV-
VIS, modelo 635, a tempgratura ‘de 30¢cC,

| a) Sistema de reacao:
| D sistema de reagao dontinha uma conceﬁtraggo final &e_
10 pmoles ae solugao tampgﬁiTris;Hti; pH 9 contendo EDTA
107> M; 0,4 pmoles de NAD, 0,1 pmol de L-rhamnose e 10
a 26 mlllunldades de en21ma. |
b) Un;dade-de enzima:
Unidade de.gbzima foi definida coho:a'quantiaade'dé ,Le
rbamhoée desidrogenase necessérié.péra.reduzif l.pmaide

"NAD por minuto, nas condigbes de reagao citada.
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2.5 - Curva padrao de L-rhamnose pela L-rhamnose desidrogenase

de Pullularia pullulans:

A curva padrao de L-rhamnose pelo método da L-rham
nose desidrogenase foi feita utilizando o aglcar em concentracgoes

que variaram de 0.05 a 0,2 umoles, conforme demonstra a Figufal;

0,192k
0,160}
0,128k
Lt .
X |
< 0,096
_
<C
0,064¢
0,034
- 1 v 1
6 0,10 ~ 0,20

Mmoles de L-rhamnose

Figura 1 - Curva padrao de L-rhamnose pelo método de

P.pullulans.

0 sistema de reacgao continha“lﬂlpmoles de
tampao Tris-HCl pH 9,0 contendo .EDTA MTBM'
Bj4pmoles de NAD,; enzima de lo_miliunida -

. . . . ._'4. . .. N
des e L-rhamnose em quantidades variaveis.
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2.6 - Deferminaggo_da temperatura e tempos otimos de'reaggo

0 sistémazde feaggo 0,1 ml foi montado em tubos;de
hemdlise contendo os seguintes reagentes: 10 pmoles da solugao tam

pS0 Tris - HC1l, pH 9 contendo EDTA 107°

M; 0,4 pmoles de NAD; lD
a 20 miliuﬁidadés de enzima; L-rhamnose nas concentragaes'dék ‘

a) 0,05; b) 0,07?5; c¢) 0,100 d) 0,125 e d) 0,150 pumoles.

Estes sistemas foram inéubédos ﬁor 10, 20 e 30 mi-

nutos, em temperaturas de 252 e 37°C, (Figuras 2 e 3).

Embora a temperatura e o tempo Gtimos pafa incuba-
gao do sistema de reacgao sejam 372C por 20 minutos, pode-se rea-
lizar a incubagao por um periodo de 15 a 30 minutos, éem altera-

gao significativa dos resultados obtidos.

Incubagoes por tempos superiores a 30 minutos de -

monstraram ser inadequadas para as determinacgoes.



ATIVIDADE
0,080

0,160
'

1a |o

, : : -a ' 1|
D ot .o L o 10‘ ‘ . - . .. e 20»-'.».\.--.“.. e ee e e el el .,3.0... -
' : Tempo em minutos

Figura 2 - Determinagao da temperatura e tempo Stimos de
réaggo.da'L-fhamnose desidrogeﬁase’ihCQbaﬁdb-'“'

-se diférentes concentragSes de L-rhamnose  §
temperatura de 259C.

0 sistemé‘dé reacao conﬁinha”iﬂ pmoles de fam
pao Tfis-Hc1 pH 9,0 contendo EDTA 1 mM'o,d}mg
1es'devNAD+, 10 é'ZO}hiliunidades‘de L-rahmno
se désidrogehaéé‘e L—rhaﬁhosé'ém conbenﬁraibs‘

L0 .
variavels,



ATIVIDADE

15

0,160
]

0,080
[ J

1 : 2 A
— . - -r

0 T  : T 20 . . 4

Temﬁo em minutos,
Figura 3 -'Detéfhiﬁaggd dé'teﬁperatura e tem§o'6timos“da
L-rhamnose desidrogenase incubahdo-se difefen
tes concentragoes de L- rhamnose a temperatura
‘de 370C,
A experlenc1a Fol efetuada usando 0 mesmo sis

tema de reagao descrlto na Flgura anterlor.
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2.7 - Obtencao do hidrolisado de rutina

Como um dos materiais escolhidos para a determina-
gao da L-rhamnose, utilizou-se a rutima 6u B - quercitina~0-L~

rhamnosil (1—— 6)- D-glucosfdio.

Quando submetida a hidrdlise acida, este glucosﬁﬁo
se desdobra produzindo uma molécula de quercitina ou 3'4-4'5-te-
trahidroxi flavanol (C15H807), uma molécula de L-rhamnose e uma -

i :
molecula de D-glucose.

A obtengao do hidrolisado foi f‘éita'peséndo-;seﬂ',‘ﬂéaig A
de rutina mantida por 48 horas em dessecador a vacuo e Fervéndos
a com 6,4 ml de solugao de acido sulflrico 4% por 4 héras,'con -

forme técnica proposta por Charaux (4);

:0 material insoldvel, a quércitina, foi sepafmh;nr'
filtragao. O Filfradb, contendo D-glucose e L-rhamnose, foi neu-
traliéado com SOiUQSBS de NaOH D,;Nfe IN e o éeu VDIUmeAfdi'com-
plefado para 10 ml com égua destilada de modo =a Dbter'Qma solu -
950‘0,01 M; (Cbm rélaggo a rutina origihél). A L-rhahﬁose ‘e D=

’ I . O, 5 '
glucose podem ser dosadas por metodos enzimaticos ou quimicos.

2.8 - Cromatografia do hidrolisado de rutina’

Com a finalidade de comprovar a ausencia de conta—_'
minagao no hidrolisado de rutina, foi elaﬁdrada uma crbﬁatngra -
fia ascenﬁenfe em papel Whatmann n® 4,'ffenfe é padr5és ¢ de-. L=

‘rhamnose e.D-glucose. O solvente utilizado foi Qma'misﬁura . de



benzol: n-butanol: piridina: H,0 (1:5:3:3). O cromatograma

17

foi

visualizado com uma solugao de nitrato de prata alcalino, segun-

do o método de Trevelyan (23).

¥

A

P D-glu

L-rha

Hidrold

Pl

Figura 4 - Diagrama do cromatograma realizado-

com 0 hidrolizado de rutina, mos =

trando somente a presenga de.L4rhqg

nose e D-glucose.

2,9 - Eépecificidadeida Lérhémnosé desidiogenase

Com a finalidade de verificar se alguns dos agﬁcg

res mais comumente encontrados em extratos vegetais, como D-galac

~tose, D-glucose, L-fucose, D-xilose, acido glucoronico, D-arabi-

nose, L-arabinose e D-manose poderiam servir como substrato

.- da

L-rhamnose desidrogenase, 0,1; 1,0 e 10 pmcies.destes -cpmpostos

substituiram L-rhamnose nos sistemas de incubagao. Nenhuma ativi

dade enzimatica foi observada, demonstrando que a L-rhamnose de-

o ’ l," -
sidroqgsnase e especifica . para a L-rhamnose..
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- . R . ~
2,10 - Interferencia de outros agucares sobre =2 determinagao quan

titativa de L-rhamnose

Incubando-se ﬁoﬁﬁésmo sistema de reacao 0,1pmol de -
L-rhamnose a 10 pymoles de ceda um dos aglcares do iftem anterior
foi estudade @ interferencia Abs mesmos sobre a determinagEO quan
titativa de.Lérhamnose. Verificou-se que nao houve interferéncié
destes agﬁéaies-sobfs a determinagao quantitativa da L-rhamnose.
A misturé'de‘BAyhbles-de ngluéose,'D-ménoseie D-xilose tambeém
n30 manifestou nenﬁum.tipo de interferéncia na avaliacao de L->

rhamnose.

2,11 - Efeito da solugao de sulfato de sodic sobre a atividade

da L-rhamnose desidrogenase:

' Os resultados do efeito estao mostrados na tabela
1 e demonstram que nao houve interferéncia da solugdo de sulfato

[T t . e
de sodio sobre a atividade enzimatica.



Tubos TJampao Tris-HCl pH 9 NAD L-rha NaZSD4 -Enzima Corc, L-rke esperada Conc., L-rha obtida ’
com EDTA MT3M pmoles wumoless wumoles pmoles miliunidades Mmoles MJmoles
1 10 0,4 0,1 = — 10 0,1 0,090
2 10 0,6  — 100 10 | — —_
3 10 0,4 a,1 100 10 0,1 0,085

Tabela l: Efeito do sulfato de sodio sobre a

. . . Py .
atividade enzimatica

61
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2,12 - Métodos analiticos

a) A determinacio de protefnas do extrato livre de célu -

las foi realizada pelo método de Lowry et al (12), u-
sando a albumina bovina como padrao, em concentragoes

que variaram de 20 a 100 Ha, conforme mostra a figura

5.
0,30071
E
=
[sn]
\le]
\0
E
(1]
o .
© 0,100

0 20 40 60 -~ 80 100
41q de albumina bovina.
Figura 5. Curva padrac de albumina bovina elaborada

de acordo com o método de Louwry et al.
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b) Determinagao de L-rhamnose no hidrolisado de ru
tina pelo métoda quimico da.ciste{na—écido sul-
Fﬁpico. 6 método qu{mico-ptilizadq na avaliaggo
da L-rhamnose foi o método da cisteina-Acido sl
Fﬁrico, proposto por Dische e Shettles (6). A

 curva padrao de L-rhamnose foi feita utilizando
este agﬁcar.em concentrégses que variaram "de

0.05 a 0.2 pmoles. conforme mostra a figura 6.

-0,800 L

0,600 |-

0,400

0,200 }

0,1 . . 0I2

pmoles de L-Rha
- Figura 6 - Curva padraoc de L-rhamnose, cons
~trufda de acordo com o método de

Dische & Shettles.

c) Deférminaggo da D-glucose dd hidrolisado de ru-
tiné pela glucose oxidaée} Glucose 6xidééé-péf£[
Xidase foi preparada no momento do uso, pesan@g
se 12,5 mg de glucose oxidase; 5 mgvde'perokiQE

'se e 5 mg de O-dianisidina dissolvida em 1 mlds

etanol; 2,5 ml de tampgo'fosfato 0,1 M pH 7 e



D.O. em 420 nm
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égua:destilada em quantidade suficiente = para
100 ml.

A determinacao da D-glucose foi feita utilizan-
do-se 0,01 wmol de'rutina cujo volume foi com -
pletado para 0,5 ml com égua destilada e 1,5 ml
do reativo enzimético, de acordo com é técnica
déscrita pbf Sols et al (19). Ap6s uma hore de

incubagao a 309C, determinou-se as D.0, em 420

nme,
0,200 F
0,100 -
( ]
b ' 0,055 0,110

Figura 7 - Curva padrao de D-glucose, determi

- nada pela glucosé-oxidase.
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2.13 - Determinacao de L-rhamnose de células de S.schenckii -

'1099-12
A determinaggo quaﬁtftativa de L-rhamnose tambem
foi realizada em uma nhamnomanana constituinte da parede celular

de S.schenckii.

Esta amostra nos foi gentilmente cedida pelo = Dr.
Luiz Rodolfo Travassos, da Universidade Federal do Rio de Janei-

ro.

20 pg de células previamente dessecadas foram hi -
drollzadas com 1 ml de HZSD4 1N ém banho maria a 100°C duran-
te 2 horas; ApoOs ﬁeutral;zaggo do hidrolizado com 1 ml de NaOH
1 N, o material foi utilizado nas determinagoes de L-rhamnose a-
través dos metodos da L-rhamnose desidrogenase e ciste{na-écido_

L
sulfurico.

T.a) - Detefhihaggo’de L-rhamnose de células de S.schenckii

(1099 -12), pelo método da L-rhamnose desidrogenase:

A determinagao foi realizada, adicionando-se  ao
sistema de incubagao 10 pmoles de tampao Tris-HC1l pH 9 com EDTA
10-3M, 0,4 pmoles de NAD, 10 miliunidades de enzima e 0,1 mg de

célulaé de S.schenckii.

b) - Determinacao de L-rhamnose de células de S,schenckii (109%

12)'pelo método da ciste{na-acido sulfirico:

D'Sistema de reagao continha: 0,81 mg de célulasﬂt’

s, SCheanll, H20 em q.s pe. l ml, 4,5 ml de H2504(6U ) e 3 mg de

clorldrato de c;stelna.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAD
3.1 - Obtencao da enzima

0 extrato livre de células de Pullularia pullulans,

crescida em l-rbamnose foi submetido a diferentes tratamentos
corm & finalidade de obter uma fonte de enzima com graus de ativi

. . ‘- - . L4 . '
vidade e estabilidade mais convenientes ao metodo aqui proposto,

. . . (4 - .
Verificou-se que a dialise durante a noite contra

o] tampgo Tris-HC1 0,05 M, pH 9 contendo EDTA lD'BM diminuia a

- . : - L4 - i
. atividade enzimatica.

[4 . . .
Tambem foi determinado que os extratos livres de
(4 . - - < - - . ~A . ) . )
celuls resistiam bem a liofilizagao, processo que pode ser usado

quando se pretende estocar a enzima por longos periodos de tempo.

0 tratamento dos extratos com MnCl2 e sulfato de
amdnio nao forneceram melhoria significativa na atividade especi

fica da enzima.

Como consequéncia dos resultados obtidos, decidiu-
se utilizar comc fonte de l-rhamnose desidrogenase o extrato li=-

vre de céiulas de pullularia pullulans, sem qualquef tipo de tfg

tamento.

Quando extrafda com tampao fosfato 0,05 M, pH - 7,4

> - (< . : ~ -
a enzima se mostrou mais estavel do que com o tampao Tris-HC1G®B

M, pH 9 contendo EDTA 10'3M. Com o objetivo de proteger a enzima

assim obtida; foi adicionado ao meio de extraggo 25% de gliéeinl
o
e mercaptoetanol ne concentragao 3 mM. Experiencias posteriores,
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_ , . . o~
entretanto, demonstraram que os extratos livres de celulas nao
. . (4 ) . . .
purificados, apresentavam uma alcool desidrogenase que utiliza o
glicerol e o 2 mercaptoetanol como substratos, competindo com a

l-rhamnose desidrogenase pelo NAD presente no sistema de reagao.

Devido. a interferencia destes agentes, passou-se a
equilibfar a coluna de Sephadex G-25 com uma solqggo tampgoffos-

fato 0,05 M, pH 7,4.

Rrobtenggo do extrato livre de células também pode
ser feita utilizando-se tampaoc fosfato 0,05 M, pH 7,4 bom EDTA
5 mM, Embora a enzima apresente afividade-inferior équela obtida
com a presenca de mercaptoetanol e glicerol, ela e suFicientemeﬂ
te ativa para a determinagao de l-rhamnose e evita : a etapa de
passar a extrato livre de célulés através da coluna de Sephadex
G-ZS;Abuja finalidade era reter glicerol e hercaptoetanol préseg
tes nb extrato. A enzima contida no extfato livre de células ob-
“tida com eéte'tampgo.é bastante estavel, mantendo—se ativa por

e, :
varlos meses,

3.2 - Determinaﬁgo de l-rhamnose no hidrolisado de rutina atra-

’ ) 14 ‘ . e, .
ves do metodo enzimatico da l-rhamnose desidrogenase.

Os resultados da determinagao estao mostrados na

tabela II.
TABELA 11
Tubos " . L-rhamnose esperada L-rhemnose obtida
L-rhamnose 0,1 umol : ' 0,096 pmol
Hidrolisado 0,1 ymol 0,093 pmol

L-rhamnose + ‘ .

hidrolisado " 0,2 pmol 0,197 pmol
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0 sistema de incubagao continha lD‘pmoles de tam-

pao Tris-HC1l pH 9, com EDTA lD-BM, 0,4 pmoles de NAD, 10 miliuni
dades de enzima, 0,1 pmol de rutina, 0,1 pmol de L-rha e D,l)ﬁDl
de L-rha +.0,1 pmol de hidrolisado de rutina. A incubagao foi de

20 minutos a 37¢9C.

3.3 - Determinagao de L-rhamnose no hidrolisado de rutina -pelo

, Y . . L
metodo da cisteina - acido sulfurico.

A determinaggovquantitativé da L-rhamnose do hidro

lisado de rutina pelo método quimico estad mostrada na tabela IIL

TABELA III
Tubos umol de L-rha esperado  pmol de L-rha obtido
1 0,02 pmoles 0,02 pmoles
2 0,05 pmoles . 0,048 pmoles

0 sistema de reagao continha 0,02 e O,DS‘PmolES de
rutina, agua destilada em g.s.p. 1 ml, 4,5 ml de H,50, (6V : 1V)

e 3 mg de cloridrato de cisteina.

Nz determinagao de L-rhamnose através do metodo-

de L-rhamnose deéidrogenase de Pullularia pullulans obteve-se a

concéntraggovde 9,3 ymoles He L-rhamnose ﬁor ml de hidrolisadocﬁ
rutina, enquantb que-pelo meétodo qu{mico'da ciétefna;édido sulfé
rico foi obtida a concentracgao dé lD‘ymoles por ml. Comparativé-
menté; os resultados obfidoshforam bastante préximos, com évVéHf'
tagem do método enzimatico ser altamente especi?ico, enquantb:#é ¥
o méﬁodo qu{mico témbém avalia os aglcares ramificados, anidros
e outfés'ﬁetilpentoses que também reagem com'avéisteina. B

-, . . . -~ .
No método enzimatico a determinagao da absorb2ncia
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e feita num Unico comprimeﬁto de onda de 340 nm e o tempo de in-
cubaogo e de 20 minutos'éJ37QC, égduanto no .metodo qu{migo € ne-
cessario a determinaggb>dés absorbéﬁpias em dois comprimentos de
onda: 396 e 427 nm,'aiém do fehpo de espera de 2 horas, apos - a

. ™ . 4 C ~ '
adigao da cisteina para que a reagao de cor se desenvolva.

3.4 - Determinagao de D-glucose no hidrolisado de rutina através

do método da glucose oxidase.

A determinaggo quantitativaAda.D-glucose pelo métg.
do da glucose oxidase-peroxidase forneceu resultado de 9,4 _umoles
por ml de hidrolisado de rutina, estando'de pleno acordo com ]

resuldado obtido pelo método enzimatico para a l1-rhamnose.

Frente aos dados obtidos, conclui-se que realmente
’ ' ’ i ' ¢ . . cq s
o metodo proposto parece ser sensivel e eficiente para ser utili

zado na determinagao da l-rhamnose.

' Rtravés do método da L-rhamnose desidrogenase, ob=

teve-se, em células de S.schenckii, 0,22 mg de L-rhamnose por

mg de celulas, enquanto que pelo método da cistefna dcido-sulfi-
.rico.o valorhobtido_Foi de D,3kmg debL—rhamnose por mg de célu -

las.
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