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RESUMO

Pullulavia pullulans (De Bary, 1866) Berkout, 1923, um 
fungo imperfeito leveduriforme, metabolisa xilitol através de 
uma XiDH intracelular. A síntese da XiDH é induzida especifica 
mente pela D-xilose em células em crescimento e em estado não 
proliférante. Experimentos realizados em presença de cicloexi- 
mida indicam que a indução da síntese da XiDH é dependente da 
síntese protêica. Estudos da indução da enzima, em culturas em 
crescimento, mostram que o nível máximo de indução (cerca de 
200 vezes o nível basal), é atingido em 25-57 horas de cresci­
mento.

A adição de D-glucose a uma cultura de células em cres­
cimento, em que a XiDH estã sendo ativamente sintetizada, pro­
voca uma brusca queda da atividade específica. Em células em 
estado não proliférante a adição de D-glucose resulta numa ini 
bição da XiDH pré-existente pela indução, bem como uma fraca 
repressão catabÕlica da síntese da XiDH. Esta inibição da enzi. 
ma, causada pela glucose, não é dependente de uma síntese pro 
têica "de novo", mas a repressão catabõlica o ê. A remoção de 
glucose do sistema de indução, acarreta numa rápida e completa 
recuperação da atividade da XiDH inibida e reprimida pela glu­
cose. A presença de AMPc exógena reverte a"inibição-repressão 
catabõlica"estimulada pela glucose.
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1 - INTRODUÇÃO

A D-xilose é uma das mais abundantes formas de carboidra 
to encontradas em biomassas. As pentoses D-xilose e L-arabino 
se constituem cerca de 30% dos carboidratos neutros derivados 
da madeira, de resíduos agrícolas, tais como sabugos de milho,
palhas de aveia e arroz, cascas de sementes de algodão, cascas

-  -  -  (83) -de cocos, amêndoas e bagaço de cana-de-açúcar . Estes açú­
cares junto com D-glucose e outras hexoses são componentes da 
"hemicelulose" da parede celular dos vegetais. Muitas espécies
de leveduras e fungos são capazes de sintetisar hemicelulases

(27)extracelulares que degradam esta hemicelulose . Portanto,
estas espécies de microrganismos são capazes de utilizar pron­
tamente a D-xilose e a L-arabinose, que são produtos da degra­
dação da hemicelulose. A utilização destas duas pentoses atra 
vés de enzimas como pentose redutases, resultam frequentemente 
em produção de xilitol e L-arabitol como principais produtos 
metabólicos^^. A subsequente utilização destes pentitóis, a­
través de poliõis desidrogenases, leva a formação de xilulose,
a qual é fosforilada a xilulose-5-fosfato, conforme o Esquema 
1(17 ,15,18,104 )

A xilulose-5-fosfato é o intermediário chave na intercon 
versão de pentoses (via das pentoses fosfato) em um "pool" me­
tabólico de açúcares fosforilados com 3, 4, 5, 6 e 7 carbonos 
em inter-relação com a via glicolítica de Embden-Meyerhoff Par



nas. Ê sabido que estes intermediários da via das pentoses fos 
fato são requeridos pelas células para a formação de ácidos nu 
clêicos, amino-ácidos, lipídeos e outros produtos metabólicos 
de importância. Além disso, recentemente, tem sido descrito 
que a D-xilulose pode ser fermentada para etanol por uma varie

( A O \dade de leveduras como a do gênero Saccharomyces .

ESQUEMA 1: Via de utilização de D-xilose e L-arabinose.

T . . NADPH v _ . .. . NAD+ (blL-arabmose-------- > L-arabitol
(a) NADH L-xilulose 

/
NADP

NADPH

NADPH
(c)

V
D-xilose (a) Xilitol 

A
NADH NAD+ 

(b)
D-xilulose 

ATP
(d)

D-xilulose-5-fosfato

(a) aldopentose redutase; (b) pentitol-NAD+desidrogenase; (c) L- 
xilulose-NADPH redutase; (d) D-xiluloquinase.

Há duas possíveis vias de utilização de D-xilose pelas
bactérias, leveduras e fungos que levam a formação de D-xilulo 

(54)se
i) D-xilose .7= > D-xilulose 
ii) D-xilose ' ■ xilitol — D-xilulose
A D-xilose é isomerisada diretamente a D-xilulose por

uma D-xilose isomerase, ou pode ser transformada em sua ceto-



pentose através de um sistema de reações de redução e oxida- 
çao, tendo xilitol como intermediário. A D-xilulose formada é 
então, fosforilada pela D-xiluloquinase dando D-xilulose-5-fos 
fato que poderá seguir a via das pentoses fosfato ou ser fer­
mentada a etanol.

Este sistema enzimático de óxido-redução foi descrito pe 
la primeira vez em Penioillium chry sogenum por Chiang e Knight 
em 1959 ̂ "^, e logo a seguir em 1960, por Veiga e colaborado­
res Também tem sido estudado em Rhodotorula^^^ ̂ , Oospo­
ra lactis^^^ , Piohia , Candida uti lis  ̂,
 ̂ 7, x. 08) „ (132 ,133 ,134 )Candvda polymorpna , Candida albiaans , Pichia

(124 ,125 ) _ , 7 . , . 7 (29,119)quercuum , Paeny solen tannophilus ' e em onze ou
- (83)tras espécies de fungos miceliais . O fungo imperfeito Pul-

lulavia pullulans, conhecido como "levedura preta", ê também 
capaz de utilizar D-xilose como fonte de carbono e energia. A 
presença de D-xilose em meio mineral induz a síntese de xili­
tol desidrogenase que catalisa a oxidação do xilitol, a D-xilulose, 
em presença de seu cofator NAD+ ) .

A via de conversão de D-xilose a D-xilulose parece de­
pender do microrganismo. Geralmente, os procariõticos (bacté­
rias) empregam uma isomerase para converter D-xilose diretamen
 ̂ . . (11,51,52,53,66,71,85,111 ,115 ,118 ,151)te a sua cetopentose / > > , ao
passo que os eucariõticos como leveduras e fungos, metabolizam 
a D-xilose através de um intermediário, o xilitol. Poucas ex­
ceções tem sido descritas ( 5 4 ' 7 6 ' 129 ' 149 ' 1 5 2 ) .

A oxidação de poliõis para cetoses foi descrita pela pri
(8 )meira vez em Acetobacter xylinum por Betrand em 1898 , mas

os primeiros estudos de uma poliol desidrogenase couberam a 
Blakley^^, que em 1951 descreveu uma sorbitol desidrogenase-

3



NAD+ dependente, na fração solúvel de fígado de rato. Subse­
quentemente, várias desidrogenases tendo xilitol e/ou outros
poliôis como substrato foram descritas em diferentes tecidos

. . (5,22,49,50,55,82 ,144) . n . _ , . . . . (34)animais ' ’ ' ' , em hemolmfa de invertebrado
e em b a c t é r i a s ^  ̂. Em leveduras e fungos também tem si
do descritas enzimas capazes de oxidar xilitol a D-xilulose. Ar

(4) -cus e Edson em 1956 relataram que extrato livre de células
de Candida utilis poderia oxidar manitol, sorbitol, L-ramnitol

• (15)e xilitol. Poucos anos mais tarde Chiang e Knight e Veiga e
colaboradores  ̂ descreveram as etapas inicais do metabolis­
mo de D-xilose em Penicillium ohrysogenum e em Candida albi­

cans como sendo a redução de D-xilose a xilitol, por uma reduta 
se NADPH,dependente, e a oxidação do xilitol a D-xilulose por
uma desidrogenase NAD+ dependente. Várias xilitol desidrogena-

 ̂ 4. * * j „ *-7 - (14,58 ,59,112) „ses tem sido estudadas, as de C. ut%l%s ' ' ' ,C. all>%cans
(133,135) „ , , A (119) -n 11 1 . , (123), Paonysolen tannopn%lus ePullularta pullulans ,
tem sido purificada e as suas propriedades caracterizadas.

A presença deste sistema enzimãtico em diversos microrga 
nismos mostra a capacidade de adaptação destes ao meio em que se en 
contram, já que xilitol e outros poliôis como manitol e sorbi­
tol, são encontrados em quantidades significantes em frutas e 
vegetais *.

r

A relativa facilidade com que as leveduras podem utili­
zar a D-xilulose através da via das pentoses fosfato ou pela 
fermentação para etanol, sugere que a conversão de D-xilose a 
D-xilulose, através do xilitol, está sob um proces-

---------------- A  (13 P)* Teor de xilitol(mg/100 g de pêso sêco) J : ameixa(935), mo 
rango (362), framboesa(268), couve-flor (300), vagem (258), 
berinjela (180), alface (131) e cogumelo (128).



so de regulação^^.
Muitas enzimas como a xilitol desidrogenase são enzimas 

induzidas e são encontradas somente quando o microrganismo ê 
crescido em presença de um indutor específico. Assim sendo, a 
síntese destas enzimas, como todas as outras proteínas na célu 
la está geneticamente controlada. Os genes que iniciam a sínte­
se de certas enzimas chaves podem ser seletivamente "dispara 
das" para produzir mais moléculas de enzimas, se a célula está 
em presença de algum substrato específico, que é chamado de in 
dutor. Portanto, a indução pode ser interpretada como sendo o 
aumento na velocidade de síntese de determinada enzima causa­
da pela presença do indutor.

A síntese induzida de novas proteínas»ê portanto/um even 
to básico em muitos processos celulares fundamentais como a di_ 
ferenciação celular, controle do crescimento, regulação metabõ 
lica e secreção celular. Somente com a formulação do modelo de
operon da lactose em organismos procariõticos, por Jacob e

(61 89 90) ~ -Monod ' ' e subsequente explicação dos detalhes é que
forneceram subsídios para a formulação quantitativa dos aspec­
tos da indução. A formação induzida de novas proteínas ê atual 
mente estudada em grande variedade de sistemas, incluindo re­
gulação bacteriana, infecção virai em células procariõticas e/
eucarióticas, adaptação enzimática em cultura de células, efei. 
tos hormonais-neurais em vários tecidos e modelos de sistema 
de diferenciação . A questão ê saber, até que ponto, os
conceitos formulados para operon bacteriano se aplicam a estes 
sistemas citados, especialmente em células eucarióticas, como 
leveduras e fungos.

Um dos mais bem conhecidos exemplos de sistema regulatõ-
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rio é o da síntese de 6-galactosidade, a qual tem sido utiliza 
da como um modelo para o estudo da indução e repressão da sín­
tese de enzimas em microrganismos.

A indução de 6-galactosidase tem sido estudada em Esche­
. , . v . (89, 90,94) . . (81)rzcnza col% e em outros organismos procanoticos

 ̂ (628) - e eucariõticos 1 . Em todos, hã diferenças relativas aos
níveis máximos de indução, especificidade de indução, concen­
tração do indutor necessária para produzir a síntese máxima de 
enzima, cinética da síntese, e outros parâmetros.

Desde os pioneiros estudos sobre a 6-galactosidase, em 
1947, um grande número de trabalhos tem sido publicado sobre 
indução e repressão de numerosas enzimas. Tem sido descrito que 
a indução de determinadas enzimas era reduzida pela adição de 
glucose ao meio de cultivo. Esta observação conhecida na época 
como "efeito da glucose" foi considerada como um fenômeno que 
participava na regulação do metabolismo de carboidratos, somen
te em 1942, graças aos trabalhos de Epps e Gale^^'®^ em bàc-
- (121, terias. Cinco anos mais tarde, Spiegelman e colaboradores
122) ~observaram efeito semelhante durante a indução da "galac-

(74) ~tozimase" em leveduras. Em 1961, Magasanik propoe a este
efeito a denominação de "repressão catabõlica", baseado em da­
dos de que não sõ a glucose, mas também seus catabôlitos que 
são rapidamente formados e acumulados na célula, são responsá­
veis pela repressão da síntese das enzimas. Portanto, a repres 
são catabõlica será interpretada como uma redução ou parada da 
velocidade da síntese de certas enzimas, na presença de gluco­
se ou de outra fonte de carbono.

Além desta repressão, pode ocorrer um fenômeno conhecido 
como "repressão transitória"  ̂. Neste efeito ocorre um pe-
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ríodo de intensa repressão, imediatamente apôs a exposição das 
células â glucose que pode permanecer até o tempo de uma geração. 
A "repressão transitória" foi descrita inicialmente em 8-galac 
tosidase de mutantes de Escherichia coli , sempre que o gli
cerol era substituído por glucose, e em outras cepas de E. co­

li, quando a glucose era adicionada ao meio contendo glice-
(92) _ „rol . Este fenômeno também foi observado em 8-galactosidase

de Salmonella typhimurium^^^ , em galactoquinase de Saccha­

romyces cerevisiae^^ , em triptofanase e D-serina desaminase
* p 7 * (1 0 2 ) . , , B , . (2 0)de E. col% e em amidase de Pseudomonas aerugvnosa .

Dentre as enzimas de leveduras e fungos sujeitas a re­
pressão catabôlica pode-se citar as envolvidas na hidrólise de 
dissacarídeos como as maltases fcx-glucosidases)(^5,142), as a_ 
galactosidases , as invertases , as 8-galactosidases
(28,68,103). as gaiactoquinases^; as desidrogenases de L-ram

t * j -i i(24,73,136) _ . . unose, L-fucose e de alcool . Outras enzimas sob o
efeito da repressão catabôlica estão sumarizadas na revisão 
feita por Paigen e Williams  ̂.

O local de ação no mecanismo regulatõrio da repressão ca 
tabõlica, tanto na permanente como na transitória, é conflitan 
te. A B-galactosidase de E. coli descrita por Nakada & Màgasa- 
nik^^'^^ e por Kepes^^ parece estar regulada ao nível da 
transcrição. A repressão catabôlica de a-glucosidase de Saccha 
romyces carlsbergensis ocorre também ao nível da transcrição, 
porémv mais tarde os autores sugeriram que a glucose pode a­
tuar ao nível da .tradúção .

O nível de controle destes dois tipos de repressão pare-
~ < (9394142)ce estar scfore a transcrição,jdu seja, na síntese do mRNA ' ' ,

(142) ~ -e/ou sobre a tradução do mRNA . Contudo sao resultados nao
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conclusivos, pois hã dúvidas se a glucose pode exercer contro­
le independente sobre os dois níveis da síntese de uma mesma 
enzima (transcrição e tradução), ou se o nível da regulação ê 
dependente de que o microrganismo seja procariótico ou eucariõ 
tico.

0 efeito do AMPc no mecanismo regulatõrio da síntese en- 
zimãtica de organismos procariõticos e eucariõticos tem sido 
descrito, mas controvertido. Em bactérias, o AMPc parece comb^ 
nar com uma proteína receptora específica (CAP ou CRP) -resul­
tando num complexo, o qual se liga ao DNA na região promotora
do operon dependente de AMPc, estimulando a síntese proteica ao

~ (42 147)nível da transcrição ' . Sendo assim, o AMPc tem um papel
essencial e definido no mecanismo da repressão catabõlica em
bactérias. Contudo, muitos trabalhos têm sido realizados a pro
cura de um sistema regulatõrio em leveduras e fungos ̂ 113,127,
141)

Embora a "repressão transitória" e a " repressão catabõlica 
permanente" tenham cinéticas diferentes, parece que ambas são causa 
das pelo decréscimo nos níveis de AMPc intracelular, uma vez 
que o AMPc exógeno reverte tanto a "repressão transitória" co­
mo a "catabõlica permanente"^^)^ Este decréscimo na concen­
tração intracelular de AMPc ê causado pela glucose e/ou seus 
metabõlitos (105,113,147.) # Em células de Schizosaccharomyces pom 
be foi demonstrado que o nível intracelular de AMPc e a ativi­
dade de enzimas sensíveis a catabõlitos são inversamente pro­
porcionais a concentração de glucose presente no meio^^"^. Ê
conhecida uma exceção que é a que ocorre na galactoquinase de

(79)mutantes de S. cerevisiae. Matsumoto e colaboradores suge­
riram que o AMPc não estã envolvido no mecanismo de repressão

8



catabõlica nesta levedura, porque a glucose reprime a síntese 
da galactoquinase tanto na presença quanto na ausência deste 
nucleotídeo no meio. Portanto, não existe uma correlação clara 
entre o nível de AMPc em células de leveduras e a alteração da 
síntese de enzimas controladas pela repressão por glucose e/ou 
seus catabõlitos. Ê desconhecido, também como a glucose e/ou 
seus metabõlitos exercem influência scbre os níveis de AMPc in­
tracelular em leveduras. Experimentos em Schizosaccharomyces pom- 
Z>e (113) indicam qUe alêm da mudança de permeabilidade da merribra 
na celular com respeito ao AMPc hã outros sistemas regulatõ- 
rios a serem considerados: i) inibição da adenil ciclase; ii) 
inativação da fosfodiesterase-AMPc; iii) inativação do AMPc sin 
tetisado através da ligação reversível do nucleotídeo com uma
proteina específica para AMPc; iv) mudança na concentração de

(127)AMPc entre os compartimentos celulares. Sy e Rychter demons 
traram que a atividade de adenil ciclase em Saceharomyees fra- 
gilis era alterado em função das condições de crescimento. Spe­
ziale e van Wijk^^^ observaram que a atividade de fosfodies­
terase-AMPc de Sacoharomyaes carlsbergensis era reduzida por 
polifosfatos inorgânicos e pirofosfatos t Se fôr provado que a glu­
cose diminui os níveis destes fosfatos em células de leveduras, 
o papel regulatõrio da fosfodiesterase-AMPc, pode ser sugerido. 
Os doife últimos mecanismos sugeridos por SchalanderereDellweg 

não tem ainda o respaldo de um suporte experimental.
A outra forma de controle de utilização de carboidratos 

é a "inativação catabõlica", ao lado da "repressão transitória" e "repres­
são catabõlica permanente". A "inativação catabõlica" ê um controle exerci 
do pela glucose sobre a atividade de certas enzimas, preferen­
cialmente sobre a formação da enzima^6)^ é um efeito inibitõ-
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rio sobre as moléculas pré-existentes da enzima e é distinto 
da "repressão catabólica". Este decréscimo na atividade especí^ 
fica de certas enzimas é mais rápido que o provocado pela re­
pressão catabólica da síntese da enzima e pela diluição provo­
cada pela síntese de outras novas proteínas.

Apesar deste fenômeno ter sido reconhecido como um meca
nismo de controle por Gaudy e colaboradores somente em
1963, Woods jã descrevia em 1935, provavelmente pela pri­
meira vez que a produção de indol pelo triptofano pelas célu­
las lavadas de E. ooli, era inibida por glucose. Mais tarde

( 122 ) ~Spiegelman e Reiner relataram que a adiçao de glucose ao
cultivo de células de leveduras em crescimento em galactose, 
não só reprimia a síntese do sistema metabólico da galactose 
("galactozimase") mas também inativava rapidamente este siste­
ma enzimãtico.

0 fenômeno de inativação catabólica ficou sendo chamado
~ ~ (37)de "inativaçao-repressao", por acharem Ferguson e colaboradores , 

tratar-se de um tipo incomum de repressão catabólica. Poste­
riormente, McGinnis e Paigen introduziram o termo "inibi­
ção catabólica" e, finalmente em 1975 e 1976, Feldman e Datta* 

e Holzer^^, respectivamente, propuseram o termo "inati- 
vação-catabõlica" para descrever o mesmo fenômeno.

Dentre os mecanismos para regulação da inativação de en­
zimas, os melhores conhecidos são^^:

i) degradação proteolítica limitada ou total da enzima;
ii) modificação covalente da enzima, sem a quebra de li­

gação peptídica;

(*) os autores usaram este termo para a inativação de treonina 
deidratase de Escherichia ooli- pelo piruvato.
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iii) mudança conformacional e/ou na estrutura quaterná­
ria da enzima, dependente do efetor, na ausência de formação ou 
quebra de ligação covalente.

O mecanismo proteolítico é aceito para explicar a inati- 
vação catabõlica de um grande grupo de enzimas, mas a elucida­
ção das bases moleculares da regulação pela inativação é moti_
vo de pesquisas.

(56 ) <*Holzer observou que todas as enzimas sensíveis a
inativação catabõlica eram irreversivelmente inativadas e que ha­
via necessidade de síntese "de novo" para a recuperação da ati. 
vidade enzimãtica perdida. Mas em 1980, Lenz e H o l z e r a p ó s  
sucessivas pesquisas, concluiram que a inativação induzida pe­
la glucose, da frutose-1, 6-bisfosfatase de Saocharomyoes ce- 
revisae,ocorria em 2 etapas: uma perda rápida de cerca de 60% 
da atividade inicial dentro dos três primeiros minutos após a 
adição de glucose; e a outra, seguida por um processo de inatd. 
vação lenta, que leva a perda completa da atividade remanescen 
te em cerca de 1 hora. A inativação inicial rápida ê reversí­
vel quando a glucose do meio é substituída por acetato, e em 
presença de cicloeximida, sugerindo•uma modificação covalente 
como o mecanismo de inativação. Contudo, a segunda e lenta eta 
pa do fenômeno é irreversível, em presença de cicloeximida, uma 
vez que é o resultado de uma seletiva degradação proteolítica 
(130). ipj-abaihQg posteriores de Mazõn e colaboradores^®^ e de 
Purwin e colaboradores 7  ̂ permitiram concluir que uma seleti. 
va proteôlise pode ser iniciada através da fosforilação (depen 
dente de AMPc) de enzima sensível a inativação. A forma fosfo- 
rilada é susceptível a ação de proteinases de citoplasma e/ou 
vacuolar, ao passo que a forma não fosforilada nao sofre prote
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õlise.
A inativação catabõlica de carbono não ê um fenômeno cau 

sado exclusivamente por glucose e/ou seus metabõlitos, mas tam
bém por açúcares como frutose, sacarose, manose emaltose, que,

~ (56 )metabolicamente, são estreitamente relacionados , formando
efetor(es) que provocaria(m) uma modificação covalente (efeito
alostérico) na molécula da enzima. Assim haveria a estimulação
da.adenilciclase e/ou inibição da fosfodiesterase-AMPc, levando
a um aumento nos níveis de AMPc, o qual serviria de sinal para
a fosforilação da enzima para posterior proteõlise seletiva^7?

A ocorrência da inativação catabõlica em diferentes espé
cies de leveduras tem sido estudada em malato desidrogenase ci.
. , -. . (32,37) , . . c .. , > . (40,87)toplasmatica , em frutose-1,6-bisfosfatase ' em pro
teinases A e B e carboxipeptidases^, em aminopeptidase I

(78 )em sistemas de consumo ("uptake") de galactose e maltose
 ̂, e Switzer^^^ em sua revisão, cita 41 enzimas que são 

controladas por inativação.
O principal papel da "inativação catabõlica" junto com a

"repressão catabõlica" não está claro, mas parece contribuir pa
ra a economia celular reprimindo e inativando as enzimas .
Não se sabe claramente ainda, por que a célula necessita da 
"inativação catabõlica", tendo ela a capacidade de utilizar a 
"repressão catabõlica". Evidências sugerem que a inativação é 
usada quando a célula necessita de uma rápida remoção da enzi­
ma, pois o desaparecimento da atividade enzimãtica de uma enzî
ma reprimida pela sua "diluição" devido ao crescimento celu­
i - .. . . (56,84)lar, e muito lento ' .

Muitos esforços tem sido dedicados no sentido de eluci­
dar o mecanismo de "efeito da glucose". Tendo em vista o que
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diz em várias publicações sobre o assunto, pode-se sugerir que 
a glucose quando adicionada a uma suspensão de células, provo­
ca alterações em vários níveis como: i) na transcrição; ii) na 
pós-transcrição, diminuindo a estabilidade de mRNA; ii) na tra 
dução; iv) na modificação da proteína-enzima; v) na glicosila- 
ção e secreção da enzima. Dependendo do nível de controle mole 
cular, a inibição pela glucose e/ou seus metabõlitos, portanto 
chamada de inibição catabõlica, recebe denominações diferentes 
como: "repressão catabõlica transitória","repressão catabõlica 
permanente" e "inativação catabõlica".

0 presente trabalho tem por finalidade estudar os parâme 
tros cinéticos da indução da xilitol desidrogenase pela D-xilo 
se, bem como mostrar que a adição de glucose no sistema de in­
dução no decorrer da síntese induzida da XiDH em Pullularia pul 
lulans não ê reprimida através de mecanismos já conhecidos,mas 
é por um tipo incomum de "inibição catabõlica transitória"as­
sociada a uma fraca"repressão catabõlica permanente". 0 efeito 
de cicloeximida e AMPc sobre a inibição da síntese da XiDH,pe­
la glucose, é também estudada.
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2 - MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. REAGENTES

D-xilose, NAD+, NADH, D-xilulose, cicloeximida, o-diani- 
sidina, dibutiril-adenosina-3',5'-monofosfato cícliccv albumifta 
do sôro bovino, glucose oxidase, DEAE-celulose, " azul de dextra- 
na", foram obtidos da Sigma Chemical Co. , USA.

"Blue-Sepharose" CL-6B, Sephadex G-150, da Pharmacia, Sué
cia.

D-glucose, xilitol, cloridrato de tiamina, da E. Merck, 
Alemanha.

Ãgar (Bacto-agar), extrato de levedura, adjuvante comple 
to e incompleto de Freund, da Difco Laboratories, USA.

Metilbisacrilamida, TEMED, persulfato de amónio, da Bio­
Rad Laboratories, USA.

D-xilose, da Cario Erba, Itália.
Extrato de levedura, da Inolex, USA.
Agar (n9 3), da Oxoid, Inglaterra.
As demais substâncias utilizadas foram de alto grau de 

pureza, sendo consideradas produtos pró-análise.

2.2. ORGANISMOS

0 micorganismo empregado foi a cepa de Pullulavia pullu-



lans em estágio leveduriforme. A cepa original foi cedida gen­
tilmente pela Dra. S. Joly do Instituto Zimotécnico da Univer­
sidade de São Paulo, Piracicaba - SP.

0 coelho albino (New Zealand) macho (OD-U 182, OE-CA 436 
B) foi procedente da coelheira Campina, Curitiba - PR.

2.3. MEIOS DE CULTURA

2.3.1. O meio sõlido empregado foi ãgar-D.P.E., abaixo descri, 
to contendo ãgar 1,75%, tiamina 0,4 mg% e glicerol 0,5%. A es­
terilização deste meio foi realizada por autoclavação a 1 atm. 
de pressão por 25 minutos, e a seguir, os tubos foram inclina­
dos .

, (23)2.3.2. O meio liquido foi o descrito por Cooper et al. mo­
dificado e suplementado com 0,4 mg% de cloridrato de tiámina 
ou com 0,1% deextrato de levedura. O meio descrito a seguir foi 
denominado de meio mineral de composição definida e designado 
pela sigla D.P.E. Este meio continha os seguintes componentes 
por litro: 2,0 g de sulfato de amónio, 1,0 g de nitrato de amo 
nio, 1,23 g de fosfato ácido de potássio, 0,14 g de fosfato bã
sico de sódio, 0,5 g de sulfato de magnésio heptaidratado, 1,5

/ . . .

g de cloreto de potássio, 0,5 g de cloreto de sódio, 0,1 g de 
cloreto de cálcio, 0,0145 g de nitrato férrico nonaidratado, 
0,0088 g de sulfato de zinco heptaidratado, 0,0041 g de sulfa­
to de manganês tetraidratado, 0,003 g de cloreto de cobre, 
0,000064 g de molibdato de amónio tetraidratado. O pH do meio 
foi ajustado para 5,6 com fosfato ácido de potássio e esteriliL 
zado em autoclave a 1,5 atm. de pressão por 25 minutos. As fon
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tes de carbono e cloridrato de tiamina foram esterilizadas se­
paradamente em vapor fluente, durante 20 minutos e acrescenta­
das separadamente ao meio mineral liquido definido na concen­
tração final requerida.

2.4. MÉTODOS ^

2.4.1. CONSERVAÇÃO DAS CEPAS

As cepas de Tullularia pullulans foram mantidas e repica 
das em meio agar-DPE contendo glicerol 0,5% como fonte de car­
bono. As culturas foram incubadas a 28°C. Repiques para o mes 
mo meio foram feitos em intervalos regulares de aproximadamen­
te 1 mês.

2.4.2. PRÉ-INÕCULO

Células do meio sõlido foram transferidas para um frasco 
Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml do meio DPE, 0,4 mg% de ti 
amina e 0,5% de glicerol. O cultivo‘foi incubado por 24 horas 
(exceto quando especificado) a 28°C em um sistema aerõbico ob­
tido por agitação mecânica a 120 rotações por minuto (rpm) em 
agitador rotatório New Brunswick. O cultivo assim obtido cons 
titui o pré-inõculo.

2.4.3. CURVA DE CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO

Alíquotas de 10 ml do pré-inõculo com densidade ótica a 
660 nm entre 0,26 a 0,30, foram transferidas para Erlenmeyer de
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2 litros contendo 500 ml do meio líquido DPE com diferentes fon 
tes de carbono a 0,5% e 0,4 mg% de tiamina. Somente para a ob­
tenção das curvas da Figura 13 foi empregado meio DPE contendo 
0,1%de extrato de levedura em substituição a tiamina. Estes
meios foram incubados em agitador rotatório a 120 rpm a 28°C.

O crescimento das células em diferentes fontes de carbo­
no foi acompanhado determinando o aumento de turbidez a 660nm 
em espectrofotômetro Coleman Jr., em intervalos de tempo deter 
minados. Antes das leituras, a suspensão celular foi sempre dõ. 
luida até alcançar valores de absorbância menores que 0,4 uni­
dades .

A velocidade específica de crescimento (y) foi calculado 
de acordo com a equação:

(ln x2 - ln x̂ )
y=

17

1 t2 ' h  >
onde x^ e x2 representam a concentração celular nos tempos t^

( 6 8 )e t2, respectivamente, na fase exponencial do crescimento .
O tempo de geração (T) foi determinado pela equação:

-i 9 (143)T = ln 2 , .
y

2.4.4. PREPARO DA SUPENSÃO DE CÉLULAS EM REPOUSO OU EM ESTADO 
NÃO-PROLIFERANTE

As células foram crescidas em meio DPE contendo 0,4 mg% 
de tiamina, 0,5% de glicerol, a 28°C, num agitador rotatório a 
120 rpm. Quando o crescimento celular atingiu o terço final da 
fase exponencial de crescimento (31 h de cultivo), as células 
foram coletadas assepticamente, por centrifugação (5000 xg por 
5 minutos em centrifuga Beckman, modelo J-21 B ou Sorvall, mo-



delo RC-5, a 3-5°C), lavadas com água destilada estéril (cêrca 
de duas vezes o volume do meio) e resuspensas em tampão fosfa­
to de potássio 0,1M, pH 6,6 estéril num volume aproximado de 
7-8 vezes menor que o inicial. Esta suspensão celular foi jeju 
ada por 10-12 horas sob agitação a 120 rpm a 28°C. Após o je­
jum as células foram, novamente, coletadas assepticamenté* por 
centrifugação a 28°C e resuspensas em tampão fosfato fresco man 
tida a 28°C, resultando numa densidade celular de 1,8 a 2,5 
unidades de absorbância a 660 nm, que foi utilizado para os ex­
perimentos .

2.4.5. OBTENÇÃO DO EXTRATO LIVRE DE CÉLULAS

As células foram coletadas por centrifugação a 5.000 x g 
por 5 minutos a 4°C, lavadas duas vezes com solução de cloreto 
de potássio 0,15 M, e mantidas a -15°C até o preparo dos extra 
tos.

Os extratos foram obtidos rompendo-se as células com es­
feras de vidro (0,5 mm de diâmetro)(1:3 p(úmido)/p) em tampão 
fosfato de potássio 50 mM, pH 7,0 óom 2-mercaptoetanol 1 mM, 
por agitação durante 2 minutos, com refrigeração em banho de 
gêlo após cada 30 segundos de agitação. As agitações foram fei 
tas em tubos de plástico (150 mm X 65 mm) num agitador de tu­
bos Vortex Genie à velocidade máxima. O material extraído com 
tampão fosfato (2 vezes o peso úmido p/v) foi centrifugado a
15.000 x g por 15 minutos a 2°C. Os sobrenadantes foram usados 
como fonte de enzima.
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2.4.6. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÃTICA

19

A atividade enzimãtica de xilitol desidrogenase (XiDH) 
foi medida espectrofotometricamente, seguindo a redução de NAD+ 
a 340 nm, em espectrofotômetro Varian Techtron modelo 635-D ou 
Beckman modelo DB, termostatizado a temperatura de 25 - 0,5°C.

O sistema de reação (1,0 ml) continha 25 y moles de tam­
pão glicina/NaOH, pH 9,5; 2 y moles de NAD+ e enzima em um vo­
lume final de 100 yl, sendo a reação iniciada pela adição de 
20 y moles de xilitol.

Uma unidade de xilitol desidrogenase foi definida como
sendo a quantidade de enzima que catalisa a redução de 1 y mol

+ _ 
de NAD por minuto, nas condições especificadas.

A atividade específica foi definida como unidade de xili
tol desidrógenase por miligrama de proteína.

2.4.7. DETERMINAÇÃO DE PROTElNAS

A determinação da concentração de proteínas foi executa-
_ (72) _da pelo metodo de Lowry et al. utilizando albumina do soro

bovino como padrão ou pela técnica descrita por Warburg e Chri^ 
tian^^^ nas etapas da purificação enzimãtica ou pela absor­
ção á 280 nm, utilizando-se o fator no valor 
de 1,34 , durante o preparo do anticorpo anti-xilitol
desidrogenase. A determinação de proteínas em células intactas 
foi executada após solubilização da proteína celular em NaOH
1 N a 90°C por 15 minutos, conforme descrito por Jayaraman e co 

(6 2 )laboiradores. •



2.4.8. DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE COENZIMAS
20

As concentrações de NAD+ em tampão fosfato 10 mM, pH 7,0,
foram determinadas espectrofotometricamente a 260 nm, utilizan

~ 3do-se o coeficiente de extinção molar aproximado de 17,6.10
M \  cm 1^). As concentrações de NADH em tampão glicina / NaOH
20 mM, pH 9,5, foram determinadas espectrofotometricamente a
340 nm utilizando-se o coeficiente de extinção molar aproxima
* a c oo in3 -1 -1(57)do de 6,22.10 M .cm .

2.4.9. DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE AÇÜCARES

A determinação da concentração de D-xilose no sistema de
~ - - (31)indução foi realizada pelo metodo de fenol-sulfurico , usan

do D-xilose como padrão. A coloração desenvolvida foi medida es
pectrofotometricamente em Coleman Jr., a 480 nm.

A concentração de glucose no sistema de indução foi de­
- (25)terminada pelo metodo da glucose-oxidase-peroxidase , in­

terrompendo-se a reação com I^SO^ a 25% p/v^^^ e a medida da 
coloração desenvolvida foi feita a 515 nm. O padrão utilizado 
foi D-glucose.

2.4.10. PURIFICAÇÃO DA ENZIMA

2.4.10.1. PREPARO DO EXTRATO LIVRE DE CÉLULAS

Todas as manipulações feitas com a enzima foram realiza­
das em baixa temperatura, utilizando banho de gêlo ou câmara 
fria a 4°C.



0 extrato livre de células foi obtido por trituração, em 
gral de porcelana, de 6,0 g (pêso úmido) de células congela­
das de Pullularia pullulans crescidas em D-xilose por 15-20 ho 
ras, com aproximadamente o dóbro do pêso de células em esferas 
de vidro (0,5 mm de diâmetro), mais 2 ml de tampão fosfato de 
potássio 50 mM, pH 7,0 contendo 1 m.M de 2-mercaptoetanol. O ma 
cerado foi suspenso no mesmo tampão fosfato e centrifugado a
16.000 x g por 10 minutos. A solução sobrenadante foi utiliza­
do como fonte de enzima para as seguintes etapas de purifica 
ção. ‘

2.4.10.2. PRECIPITAÇÃO COM SULFATO DE PROTAMINA

Ao extrato livre de células (19,0 ml) foi adicionada len 
tamente, com agitação constante, solução de sulfato de protami 
na a 2%, pH 7,0 até uma concentração final de 0,25%.

A suspensão foi mantida em repouso por 15 minutos em ba­
nho de gêlo e centrifugada a 16.000 x g por 10 minutos. O so­
brenadante foi utilizado para a etapa seguinte da purificação, 
sendo que uma pequena alíquota da fiação de cada etapa da puri 
ficação foi reservada para o controle da atividade enzimãtica e 
determinação de proteínas.

2.4.10.3. FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMÕNIO

Ao sobrenadante (20 ml) da fração de sulfato de protami- 
na mantido em banho de gêlo, foi adicionado lentamente e com 
agitação constante, sulfato de amónio pulverizado até atingir 
a saturação de 40%. Após a adiçao de sulfato de amónio foi
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prosseguida a agitação por mais 30 minutos e em seguida o pre­
cipitado proteico formado foi descartado por centrifugação a
16.000 x g por 10 minutos. Ao sobrenadante anterior (21 ml) man 
tido em banho de gelo, foi adicionado lentamente e com agita­
ção constante, sulfato de amónio pulverizado em quantidade su­
ficiente para alcançar 70% de saturação. Apôs 4 1/2 horas de 
repouso em banho de gelo, a suspensão foi centrifugada nas meis 
mas condições anteriores. 0 precipitado obtido foi redissolvi- 
do em tampão fosfato de potássio 10 mM, pH 7,0 contendo 1 mM 
de 2-mercaptoetanol em volume final de 2,7 ml.

2.4.10.4. FILTRAÇÃO EM GEL SEPHADEX G-150

A fração proteica precipitada entre 40-70% de saturação 
em sulfato de amónio (2,5 ml) foi aplicada em uma coluna de 
Sephadex G-150 (2,6 x 36,5 cm) previamente equilibrada com tam 
pão fosfato 10 mM, pH 7,0 contendo 1 mM de 2-mercaptoetanol e 
calibrada com azul de dextrana. A eluição foi realizada utili­
zando-se o mesmo tampão com fluxo de 0,36 ml/min. Frações de
3,2 ml foram coletadas com auxílio de um coletor de frações(UI 
tro-Rac-Fraction Collector LKB 7.000). As frações que apresen­
taram maior atividade foram reunidas e cromatografadas na eta­
pa seguinte.

2.4.10.5. CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA EM DEAE-CELULOSE

A fração contendo XiDH (28,3 ml) obtida na etapa ante­
rior foi aplicada em uma coluna (3 x 3,5 cm) de DEAE-celulose 
com capacidade de troca igual a 0,98 mEq/g, previamente trata-
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da como recomendado por Peterson e Sorber^^  ̂ e equilibrada 
com o mesmo tampão fosfato utilizado anteriormente. Após a ad- 
sorção da proteína a resina foi lavada com 65 ml de tampão fos; 
fato 40 mM, pH 7,0 contendo 1 mM de 2-mercaptoetanol e coleta 
das frações de 4,2 ml. A seguir as proteínas foram eluídas com 
um fluxo de 0,45 ml/min. com gradiente linear (50-90 mM) de tam 
pão fosfato (50 ml de cada concentração) e coletadas frações 
de 3,0 ml, no mesmo coletor anteriormente citado. As frações 
mais ativas foram combinadas e usadas na etapa seguinte.

2.4.10.6. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM "BLUE SEPHAROSE"CL-6B

As frações da etapa anterior (13 ml) com atividades enzi 
mãticas superiores a 0,9 unidade/ml foram reunidas e adiciona - 
das a seis vezes o pêso úmido da resina de "blue Sepharose" CL- 
6B previamente equilibrada com tampão fosfato de potássio 10 mM, 
pH 8,0. A suspensão foi mantida em banho de gelo com agitação 
suave até que toda a enzima fosse adsorvida ou que não houves­
se atividade de XiDH no sobrenadante desta preparação. Após, 
esta suspensão foi transferida para’uma coluna (1,8 x 25 cm) e 
lavada com tampão de equilíbrio (3 vezes o volume da resina) 
ou ati que a absorbância a 280 nm fosse igual ou inferior a 
0,002 unidades. A enzima foi eluida com solução de NAD+ 3 mM 
em tampão fosfato 10 mM, pH 8,0, com um fluxo aproximado de 1,5 
ml/min. As frações de 2 ml foram coletadas em um coletor de 
frações LKB 7.000; a atividade enzimãtica e o conteúdo protei­
co de cada fração foram determinados. As frações com maiores 
atividades de XiDH (16,4 ml) foram reunidas, concentradas pela 
ultrafiltração (membrana Diaflo PM 10) sob pressão de nitrogê­
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nio de 1,5 kg/cm . A seguir, foi adicionada glicerina até uma 
concentração final de 10% (v/v) â preparação enzimãtica e esto 
cada a -15°C.

2.4.11. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi feita utili-
( 99,140) «zando-se gel a 7% em tampao Tris/borato 0,065M, pH

9,0 e corrente de 5 mA por gel durante 1 a 1 1/2 horas, a 4°C,
(üQ ) . ,em um aparelho Ortec, modelo 4.200 , ou fonte LKB-Bromma,

modelo 3971E.
O indicador de corrida empregado foi o azul de bromo fe- 

nol 1%. Os géis foram polimerizados em tubos de 0,6 x 5,5 cm, 
usando persulfato de amónio 0,1% (p/v) como catalisador. Apõs 
a polimerização os cilindros de gel foram submetidas a uma 
pré-eletroforese a uma corrente elétrica de 3 mA/tubo durante 
aproximadamente 60 minutos, com a finalidade de eliminar o per 
sulfato de amónio.

Alíquotas de 10 yl de uma solução glicerinada a 50% con­
tendo aproximadamente 42 yg de XiDH‘purificada e 1 yl da solu­
ção de azul de bromo fenol foram aplicadas sobre o gel e subme
tidas ao processo de eletroforese. As bandas de proteínas do

/
gel foram reveladas imergindo o gel em uma solução de "coomas-

(9)sie brilliant blue" G-250 . A atividade de XiDH no gel foi
observada pela incubação a 25°C e ao abrigo da luz durante 1-2 
horas no seguinte sistema (7 ml): 167 ymoles de tampão glidi- 
na/NaOH pH 9,5; 16,5 ymoles de NAD+; 196 ymoles de xilitol; 
0,49 mg de azul de p-nitrofenil tetrazolium e 0,43 mg de fena- 
zina metassulfato. O controle foi efetuado pela incubação do
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gel no sistema na ausência do substrato.

2.4.12. PREPARO DE ANTICORPOS CONTRA A XiDH

O coelho antes de receber a primeira injeção de antígeno 
foi submetido a punção cardíaca, coletando-se 15 ml de sangue. 
0 sangue foi incubado a 37°C por 40 minutos e em seguida o sô- 
ro foi separado por centrifugação numa centrífuga clínica (ve­
locidade 4), por 10 minutos. O soro (3 ml) assim obtido (sôro 
controle) foi distribuido em tubos de ensaio em alíquotas de 
até 1 ml e estocadas a -15°C.

Os anticorpos contra a XiDH foram obtidos por injeções 
subcutâneas de emulsões preparadas com a enzima purificada e 
adjuvante de Freund em coelho albino (New Zealand) macho com 7 
meses de idade. O coelho recebeu 4 injeções com intervalos de 
15, 23 e 25 dias, sendo que nas duas primeiras a emulsão conti. 
nha 0,1 mg de xilitol desidrogenase purificada e 1,0 ml de ad­
juvante completo de Freund. A terceira injeção continha 0,5 mg 
de xilitol desidrogenase purificada e 0,5 ml de adjuvante com­
pleto de Freund, sendo que a última‘emulsão foi constituída de 
0,1 mg de XiDH purificada e 1,0 ml de adjuvante incompleto de

cL 3 ***Freund. Parte da 3- injeção e da 4- injeção foram intramuscu-
f

lares.
O título de anticorpos foi acompanhado semanalmente após 

a 2- injeção da XiDH purificada, pelo método de dupla difusão 
de Ouchterlony  ̂ empregando-se diferentes diluições da enẑ L 
ma purificada. Para a determinação do título de anticorpo no 
sôro, o coelho foi sangrado pela veia marginal da orelha, cole 
tando-se aproximadamente 1 ml de sangue. Apôs a retração do co



águlo, o sôro foi separado por centrifugação e usado na imuno- 
difusio.

Aos 83 dias apõs a primeira injeção de emulsão com a en­
zima, canulou-se a artéria carótida do coelho, coletando cerca 
de 83 ml de sangue, que foi incubado a 37°C por 10 horas. O sô 
ro formado foi coletado e o coágulo foi mantido por mais 15 ho 
ras a 4°C. O sôro expulso pela retração deste coágulo foi a­
crescentado ao primeiro e foi centrifugado a 5.000 rpm por 10 
minutos, obtendo-se um volume de 36,5 ml de sôro.

O sôro obtido foi submetido às seguintes etapas de puri­
ficação: precipitação com sulfato de amónio: o sôro foi trata­
do com sulfato de amónio e apõs 5 horas a 4°C, o material foi 
centrifugado a 16.600 x g por 15 minutos (5°C). As proteínas 
precipitadas entre 0 a 45% de saturação, foram resuspensas em 
20 ml de tampão fosfato de potássio 10 mM, pH 8,0. Esta prepa­
ração foi dialisada contra o mesmo tampão fosfato (2 litros), 
mantido sob agitação por 14 horas a 4°C. As proteínas precipi­
tadas foram eliminadas por centrifugação a 16.600 x g por 15 
minutos e o sobrenadante (26 ml) foi tratado com DEAE-celulose 
(3,0 g, pêso ümido) previamente equilibrada com tampão fosfato 
10 mM, pH 8,0. O material foi mantido em banho de gêlo por 1 
hora com agitação suave a cada 10 minutos. Apõs a adsorção da 
proteína albumina, a suspensão foi submetida a filtração atra­
vés de papel Wheaton com auxílio de uma trompa de água. A resi 
na foi lavada com o mesmo tampão fosfato (cerca de 3,5 vezes o 
volume da suspensão) até que neste "lavado" não houvesse absor 
bância a 280 nm. O "lavado" que contêm gama-globulina anti XiDH
foi concentrado pela ultrafiltração (Amicon com membrana Dia-

~ 2fio PM 10 sob pressão de nitrogênio de 1,5 kg/cm ) e passado
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através da coluna (1,6 x 30 cm) de gel Sephadex G-100 previa­
mente equilibrada com tampão fosfato 10 mM, pH 6,95.para reti­
rar traços de hemoglobina resultante da hemõlise. A eluição 
foi efetuada utilizando-se o tampão de equilíbrio com fluxo 
aproximado de 0,4 ml/min. Foram coletadas frações de 3 ml com 
o auxílio de um coletor de frações (Ultro-Rac-Fraction Collec­
tor LKB 7.000). Cada fração foi monitorada a 280 nm. As fra­
ções com maior teor proteico foram reunidas e concentradas pe 
la ultrafiltração como descrito anteriormente. A fração concen 
trada foi distribuida em alíquotas de 0,5 ml e estocadas a -15° 
C.

2.4.13. PREPARO DE AGAR-GEL PARA PLACAS DE IMUNODIFUSÃO

Uma solução de ãgar (Difco"special agar noble1} a 15% foi 
preparada em ãgua destilada em ebulição. Após solidificada por 
esfriamento, o gel foi cortado em pequenos fragmentos (5 x 5mm) 
e lavados, inicialmente em ãgua destilada com agitação por 48 
horas. Em seguida foram lavados em solução tampão barbital/HCl 
25 mM, pH 8,6 por 48 horas e filtrados em gaze. Os pedaços de 
agar-gel foram fundidos e alíquotas de 10 a 15 ml foram trans­
feridas para tubos de ensaio, esterilizados e estocados a 4°C.

Para a imunòdifusão de Ouchterlony foram utilizadas pla­
cas de vidro de 4 x 6 cm, sobre as quais foram transferidas vo 
lumes de 10 a 15 ml de ãgar-gel fundido. Após solidificação fo 
ram abertos 4 orifícios periféricos e um central nesta camada 
de ãgar-gel e utilizados para imunodifusão.
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2.4.14. IMUNODIFUSÃO DE OUCHTERLONY

A imunodifusão foi feita segundo a técnica descrita por 
Ouchterlony e Nilson orifício central foi aplicado 50
pl da solução de gama-globulina anti XiDH (70,9 mg/ml proteí^ 
na) e nos periféricos foram aplicados diferentes preparações de 
XiDH. Paralelamente, efetuou-se uma outra placa de imunodifu­
são, na qual, substituiu-se o imunosôro anti-XiDH por 50 y1 de 
sõro controle obtido como descrito no Item 2.4.12 de Materiais e 
Métodos. A seguir a placa de imunodifusão foi colocada em dama 
ra úmida saturada com tolueno e mantida a temperatura ambiente 
por 48 horas. Após este período a placa foi lavada 3 vezes, com 
agitação, em solução de cloreto de sõdio 0,9% por 48 horas e 
em seguida em água destilada por 24 horas. Após estas lavagens 
a placa de ãgar-gel foi secada com auxilio de secador a ar quen 
te, inicialmente e transferida para estufa a 40°C. Para a vi­
sualização das linhas de precipitinas, o ãgar-gel seco foi co-

~ (9)rado com solução de "coomassie G-250 .

2.4.15. DETERMINAÇÃO DO PONTO DE EQUIVALÊNCIA ANTÍGENO-ANTI­
CORPO

A determinação do ponto de equivalência entre o antlgeno 
e anticorpo foi de acordo com o descrito por Kabat e Meyer ̂ \  
Foi adicionado uma quantidade fixa de gama-globulina anti-XiDH 
(10 yl) ou soro controle, sobre diluições crescentes de XiDH con 
tendo 0,023 a 0,184 unidade. O volume final destas diluições 
foi de 0,20 ml. Este sistema foi incubado a 30°C por 4 ho­



ras e a seguir a 4°C por 14 horas. Após este tempo, cada dilui, 
ção foi centrifugada a 16.600 x g por 15 minutos (3°C) e foi dosa 
da a atividade remanescente de XiDH nos sobrenadantes.
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3 - RESULTADOS

3.1. PURIFICAÇÃO DA XiDH

A XiDH obtida pela ruptura das células de P. pullulans 

crescidas em meio líquido DPE, contendo 0,5% de D-xilose du 
rante 15 a 20 horas, foi purificada até a homogeneidade com a 
finalidade de preparar anticorpos contra a XiDH.

Os resultados da purificação da enzima estão sumarizados 
na Tabela 1. Inicialmente, o extrato livre de células foi tra­
tado com solução de sulfato de protamina para precipitar os ã- 
cidos nucliicos. A seguir a preparação enzimãtica foi fraciona 
da com sulfato de amónio em 2 etapas: 0-40% de saturação e en­
tre 40-70% de saturação. Neste tratamento parte das proteínas 
contaminantes foram descartadas. A XiDH precipitada entre 40­
70% de saturação em sulfato de amónio foi submetida ã filtra­
ção em gel Sephadex G-150. A XiDH foi eluída em um único pico 
de atividade. Nesta etapa, os .pigmentos presentes na prepara-

f

ção enzimãtica foram eluíd©s do gel no volume morto da coluna 
(Figura 1).

A cromatografia de troca iônica em DEAE-celulose (Figura
2), possibilitou a recuperação de uma preparação enzimãtica com 
melhor rendimento que aquela efetuada em trabalho anterior 
Na lavagem da coluna, grande parte das proteínas contaminantes 
foram excluídas e a XiDH foi eluída como um único pico de ati-



vidade em gradiente de tampão fosfato 60-70 mM. Como nesta eta 
pa de purificação não se obteve uma preparação homogênea, as 
frações com atividade enzimãtica superior a 0,9 unidades/ml, fo 
ram reunidas e cromatografadas em "blue sepharose" CL-6B (Figu 
ra 3), conforme descrito no item 2.4.10.6 de Materiais e Méto­
dos .

A eluição específica da enzima da coluna de afinidade foi 
realizada com o seu cofator NAD+ 3 mM em tampão fosfato 10 mM, 
pH 8,0, uma vez que em concentrações inferiores deste coenzima 
e em pH acima ou abaixo deste valor empregado, não se obteve 
resultados satisfatórios.

3.2. CRITÉRIOS DE PUREZA

3.2.1. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A homogeneidade da preparação de XiDH purificada foi de­
terminada por eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% de a­
cordo com o método descrito no item 2.4.11 de Materiais e Méto 
dos. Na figura 4 observa-se a presença de uma única banda de 
proteína indicando que a preparação enzimãtica estã eletrofore 
ticamente homogênea.

3.2.2. IMUNODIFUSÃO

A imunodifusão efetuada segundo descrito por Ouchterlony 
e Nilson^100 ,̂ mostrada na Figura 5, indica que tanto o extra­
to livre de células como a preparação enzimãtica mais purifica 
da formam uma única linha de precipitação. Estes ensaios de-
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monstram que a preparação de XiDH empregado para obtenção de 
anticorpos está com alto grau de pureza. A imunodifusão efetua 
da com o "sôro controle" em lugar do imuno-sôro anti XiDH purî  
ficado não apresenta nenhuma linha de precipitação, indicando 
que o sôro do coelho utilizado não possui anticorpos contra 
XiDH, antes de ter sido sensibilizado com a XiDH.

3.3. DETERMINAÇÃO DO PONTO DE EQUIVALÊNCIA ANTlGENO-ANTICORPO

Com a finalidade de titular o anticorpo formado foi rea 
lizado a determinação do ponto de equivalência entre o antíge- 
no e o anticorpo. A Figura 6 mostra que o titulo do anticorpo 
obtido ê da ordem de 72 mU de xilitol desidrogenase para 10 yl 
de imunosoro.

3.4. MECANISMO DE REAÇÃO DA XILITOL DESIDROGENASE

3.4.1.' ESÍUDO DA VELOCIDADE INICIAL

Estudos da velocidade inicial /-114,109) õxido-redu-

ção de xilitol-NAD+ pela XiDH são mostradas na Figura 7 e 8.
A Figura 7 mostra que o gráfico dos inversos das veloci­

dades iniciais contra o inverso das'concentrações de NAD+ ^ ^ ,  
em várias concentrações fixas de xilitol dá uma série de retas
que cruzam em um ponto comum, ã esquerda do eixo das ordenadas

{

e acima do eixo das abcissas.
A figura 8 mostra que o gráfico dos inversos das veloci­

dades contra o inverso das concentrações de xilitol, em várias 
concentrações fixas de NAD+ dá, também, uma série de linhas 
que se cruzam em um ponto comum, ã esquerda do eixo das ordena 
das e acima do eixo das abcissas.
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Estes resultados sugerem um mecanismo cinético do tipo 
sequencial, isto ê, todos os substratos precisam estar presen­
tes, simultaneamente, no sítio ativo da enzima antes da forma
~ j * 4. (39)çao do produto .
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3.4.2. ESTUDO DA INIBIÇÃO PELOS PRODUTOS DA REAÇÃO

~  ~  (30 estudo da inibição da XiDH pelo produto da reaçao
114) - ~ _ + _NADH com respeito a concentrações variaveis de NAD e mos
trado na Figura 9. A inibição é do tipo competitivo, ou seja,
todas as retas se cruzam sobre o eixo das ordenadas.

A figura 10 mostra o estudo da inibição da XiDH pelo pro
duto da reação NADH com respeito â concentrações variáveis de
xilitol. Todas as retas se cruzam num ponto comum, ã esquerda
do eixo das ordenadas e acima do eixo das abcissas (inibição
do tipo misto ou não competitivo na nomenclatura de Cleland) 
(114)

•

A figura 11 mostra o estudo da inibição da XiDH pelo pro 
duto da reação D-xilulose com respeito â concentração variá­
veis de NAD+. A inibição é do tipo misto (não competitivo na 
nomenclatura de Cleland) 114).

A Figura 12 mostra o gráfico da inibição da XiDH pelo
f

produto da reação D-xilulose com respeito à concentração variá 
veis de xilitol. A inibição mostra ser do tipo misto ou não com 
petitivo.

Os resultados obtidos dos experimentos registrados nas
Figura 9 a 12 mostram que há 3 inibições pelo produto do tipo 
não competitivo (ncmenclatura de Cleland , e 1 inibição pelo produto . ,do 
tipo competitivo. Estes dados permitem identificar um mecanismo se-



quencial do tipo ordenado ̂ . Este mecanismo cinético está 
descrito abaixo. A enzima ê simbolizada por uma linha horizon­
tal, e as sucessivas adições dos substratos e a dissociação dos 
produtos são designados por setas verticais. As formas de enzi 
mas são mostradas abaixo da linha:

A B P Q 1_ _ _ _ 1_ _ _ _ _ _ _ T T
E EA (EAB)(EPQ) EQ E

E= XiDH; A= NAD+; B= xilitol; EA, EAB= complexos enzima subs­
tratos; P= D-xilulose; Q= NADH; EPQ, EQ= complexos enzima pro­
dutos .

3.5. CURVAS DE CRESCIMENTO E UTILIZAÇÃO DE DIVERSOS AÇOCARES
COMO FONTE DE CARBONO E ENERGIA POR PULLULARIA PULLULANS

A Figura 13 mostra as curvas de crescimento deste fungo 
em sua forma de levedura em presença de diversos açúcares como 
fonte de carbono. Através destas curvas é possível calcular a 
velocidade específica de crescimento (y), bem como o tempo de 
geração (T) do fungo (Tabela 2). *

0 resultado obtido pela Figura 13 indica que o microrga­
nismo utiliza diferentes fontes de carbono para sua prolifera-

/
ção, sendo que a velocidade específica de crescimento máxima 
foi alcançada em presença de D-glucose (y= 0,35 h ^), seguida 
pela D-xilose (y= 0,23 h e D-manitol (y= 0,23 h )̂ . A utilã. 
zação de pentoses como D-arabinose (y= 0,09 h e D-ribose 
(y= 0,06 h” )̂ foi ineficiente em relação ã D-xilose. Portanto, 
o menor tempo de geração é alcançado em D-glucose (T= 2h) e D- 
xilose (T= 2 h), seguido por D-manitol (T= 3 h) e D-galactose
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(T= 4,6 h).

3.6. NÍVEIS DA XiDH EM CÉLULAS DE PULLULARIA PULLULANS CRESCI
DAS EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO

A capacidade de indução da xilitol desidrogenase foi tes­
tada através do crescimento do microrganismo em presença de di 
versas fontes de carbono utilizáveis pelo mesmo, comparando-se 
as atividades específicas em extratos livres de células.

0 nível da enzima em células crescidas em D-glucose, D- 
manitol, glicerol, succinato, D-arabinose, D-ribose e D-galac- 
tose, não é significativo. Embora D-manitol seja utilizado co­
mo fonte de carbono para o crescimento das células, este com 
posto não ê um eficiente indutor.

A Tabela 2 mostra que a atividade específica de XiDH ê 
cerca de 200 vezes maior em células crescidas em D-xilose.

3.7. RELAÇÃO ENTRE O CRESCIMENTO E A SÍNTESE DE XiDH EM CÉLU­
LAS DE PULLULARIA PULLULANS COMO UMA FUNÇÃO DO TEMPO

A Figura 14 mostra a síntese da XiDH em função do tempo 
de crescimento induzida com D-xilose no meio salino DPE conten 
do cloridrato de tiamina ou extrato de levedura. Em ambos os 
cultivos, observa-se que após uma pequena fase de "lag" a ati­
vidade induzida da XiDH é aparentemente função linear do tem­
po, alcançando um nível máximo após 25-27 horas de crescimentcy 
a partir do qual hã um declínio. Este decréscimo da atividade 
enzimãtica parece estar associada à chegada da cultura em sua 
fase estacionária de crescimento. No entanto, quando as celu-



las de P. pullulans na fase estacionária de crescimento são di 
luídas com meio de cultivo fresco e mantidas em sua fase expo­
nencial, a atividade de XiDH não aumentou, significativamente, 
após 4 tempos de gerações.

A Figura 14 mostra também que o perfil da atividade espe 
cífica da XiDH induzida em presença de cloridrato de tiaminaou 
de extrato de levedura é similar. Portanto, substituiu-se o 
extrato de levedura do meio de DPE por tiamina, passando este 
meio a ter uma composição definida.

3.8. DETERMINAÇÃO DA VELOCIDADE DIFERENCIAL DE SÍNTESE DA XiDH 
EM CÉLULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM CRESCIMENTO

Conforme Paigen e Williams ̂ ^2) o comportamento de um
cultivo em crescimento pode ser expresso como o aumento da sín
tese enzimática a um dado tempo (AE= E. - E ) em termos da mast o  —
sa celular inicial (Mq), e a massa celular presente a um dado 
tempo (M̂ .) , ou seja:
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Nestes termos, o valor da velocidade diferencial de sín - 
tese da XiDH obtida pela inclinação da curva mostrada na Figu­
ra 15-A é da ordem de 1,4 unidades/mg de proteína sintetisada. 
Os dados mostrados na Figura 15-A indicam que no início do 
crescimento, a quantidade de enzima sintetizada é maior que a



síntese de outras proteínas. Subsequentemente esta proporção se 
torna constante.

3.9. CINÉTICA DE INDUÇÃO DA SÍNTESE DA XiDH EM CÉLULAS DE PUL-

LULARIA PULLULANS EM ESTADO NÃO PROLIFERANTE

A XiDH ê induzível tanto em células em crescimento em 
presença do indutor D-xilose, como em suspensões de células in 
tactas em condições não-proliferantes. A Figura 16 mostra que 
as células pré-crescidas em meio contendo glicerol e incubadas 
em presença do indutor, conforme descrito em Materiais e Méto­
dos, sintetizam a XiDH logo apõs a adição do indutor. Esta ati_ 
vidade induzida ê função linear do tempo de incubação em pre­
sença do indutor, contudo, na sua ausência não se processa a 
síntese da enzima. Durante este processo indutivo não se obser 
va variações significativas da densidade celular.

3.10. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO INDUTOR SOBRE A CINÉTICA DE 
INDUÇÃO DA SÍNTESE DA XiDH EM CÉLULAS DE PULLULARIA 

PULLULANS EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE

A Figura 17 mostra que a velocidade de síntese da XiDH depen 
de da concentração do indutor empregado. A adição de 2% de D-xilo 
se no sistema de incubação não aumenta significativamente, a 
velocidade de síntese da indução da XiDH acima daquela obtida 
com uma concentração de D-xilose de 1,7%. Logo, nas condições 
de indução utilizadas a concentração de D-xilose capaz de indu 
zir a enzima ao mãximo ê de 1,7% . Na ausência do indutor no si£» 
tema de incubação (tampão fosfato 0,1 M, pH 6,6) ou a sua subjs
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tituição por glicerol a 0,5%, não ocorre o processo de indução 
da enzima. A percentagem residual de D-xilose no sistema de in 
cubação, após 8 horas de indução, ê de 32,8%, 31,7% e 26,5% da 
concentração inicial de 0,7 g, 1,7 g e 2,0 g em 100 ml do sis­
tema, respectivamente.

3.11. EFEITO DA CICLOEXIMIDA SOBRE A INDUÇÃO DA SÍNTESE DA 
XiDH EM CÉLULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NÃO- 
P ROLIFERANTE

A Figura 18 mostra que o aparecimento da atividade indu­
zida da XiDH é inibida pela cicloeximida quando este composto 
é adicionado ,simultaneamente, com a D-xilose no início da indu 
ção, ou 4 horas após a indução. Estes resultados indicam que
o aumento da atividade enzimáti.ca por indução depende de uma

... TÍ: .

síntese proteica ativa, uma vez que a cicloeximida ê um poten-
„ _ .. (117te inibidor de smtese proteica em organismos eucarioticos

3.12. EFEITO DO "PRÉ-INÕCULO", CRESCIDO EM DIFERENTES FONTES 
DE CARBONO, SOBRE A INDUÇÃO DA XiDH EM CÉLULAS DE PULLU 
LARIA PULLULANS EM CRESCIMENTO

4

A Figura 19 A-B mostra que quando células prê-cresôidas 
em meio contendo D-glucose ou glicerol são inoculadas em um 
meio de cultivo contendo D-xilose, o nível máximo da XiDH é in 
duzida, respectivamente, apõs 15 e 23 horas de crescimento. 
Observa-se a indução da XiDH apõs um curto período de "lag" a­
tingindo o máximo na sua fase logarítmica de crescimento. Quan 
do se usa células previamente adaptadas â D-xilose no "prê-inõ
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culo" não há incremento na indução mantendo-se níveis constan­
tes da XiDH durante toda a fase logarítimica de crescimento e 
decrescendo na fase estacionária do cultivo em D-xilose(Figura 
19-C).

0 crescimento do "pré-inóculo" num meio em presença de D- 
glucose ou glicerol não afeta o nível máximo da síntese da
XiDH durante o crescimento das células em um meio contendo o 
indutor.

3.13. EFEITO DA ADIÇÃO SIMULTÂNEA DO INDUTOR E DE GLUCOSE OU 
GLICEROL SOBRE A CINÉTICA DE INDUÇÃO DA XiDH DE CÉLULAS 
DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE

A Figura 20 mostra que a cinética de indução da síntese 
da XiDH por D-xilose,é alterada, quando a indução é efetuada em 
presença simultânea de D-xilose e de glicerol ou D-glucose no 
sistema de indução. A adição simultânea de glicerol e D-xilose 
â uma suspensão de células jejuadas leva a formação de um perío 
do de "lag" (4 horas) da síntese da XiDH. Após este período a 
velocidade de formaçao da enzima aumenta e retomando aquela do 
sistema de indução na ausência de glicerol (controle).

A adição simultânea de D-glucose e de D-xilose ao sistema 
de indução demonstra que as células não sintetizam detectáveis 
quantidades de XiDH por um período de 4 horas, após o qual,estas 
células recuperam a capacidade de síntese â uma velocidade me­
nor que à do sistema controle.

Este retardamento inicial da capacidade de síntese da
XiDH mostrada na Figura 20 sugere uma repressão transitória.
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3.14. EFEITO DA GLUCOSE SOBRE A XiDH INDUZIDA EM CÉLULAS DE
PULLULARIA PULLULANS EM CRESCIMENTO EM PRESENÇA DE D-
XILOSE

40

A Figura 21 mostra que quando se adiciona D-glucose a um 
cultivo de células na fase exponencial de crescimento em pre­
sença de D-xilose, a atividade específica inicial que era de 
630 mU/mg proteína decresce até 240 mU/mg protína dentro de 5 
horas de crescimento, ou seja, há perda de 62% da sua ativida­
de. No entanto, as células em crescimento sem a presença de 
glucose (cultivo controle), continuam sintetizando a XiDH até 
o nível máximo em torno de 800 mU/mg proteína, a partir do qual 
passa a declinar naturalmente. Observa-se que o decréscimo na 
atividade específica da XiDH causada pela adição de glucose ao 
cultivo de células em crescimento, está abaixo da "curva teór̂ L 
ca" que representa a diluição da enzima pré-existente pelo cre£ 
cimento celular.

3.15. EFEITO DA GLUCOSE SOBRE A XiDH INDUZIDA EM CÉLULAS DE 
PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE

A Figura 22 mostra que células do microrganismo cresci­
das previaíriéhte em glicerol e induzidas pela xilose sintetizam 
XiDH em sua velocidade máxima, enquanto que aquelas expostas a 
duas concentrações diferentes de glucose no sistema contendo 
xilose, provocam inibição transitória das enzimas pré-existen­
tes (um tipo de inibição catabõlica transitória) e repressão do 
acúmulo adicional da enzima (repressão catabõlica). Portantcv a 
adição de glucose ao sistema de indução da XiDH provoca um ti-



po de inibição catabólica transitória seguida por uma fraca re 
pressão catabólica permanente. Este efeito ê proporcional a 
concentração de glucose adicionada. Observa-se na Figura 22que 
a inibição catabólica transitória da atividade de XiDH pela 
glucose inicia somente 1 hora após a adição deste açúcar. A a­
tividade XiDH não é totalmente inibida e nem a indução é total, 
mente reprimida mesmo em presença de 1,3 vezes mais glucose que 
xilose no sistema de incubação.

3.16. EFEITO DA ADIÇÃO SIMULTÂNEA DE GLUCOSE E CICLOEXIMIDA'SO 
BRE A XiDH INDUZIDA EM CÉLULAS DE PULLULARIA PULLULANS 
EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE

A Figura 23 mostra que a adição de cicloeximida simulta­
neamente com a glucose ao sistema de indução não impede que o­
corra a inibição transitória da XiDH causada pela glucose. Por 
tanto, este resultado sugere que não é necessária uma síntese 
protêica ativa para a inibição transitória da XiDH estimulada 
pela glucose. Além disso, observa-se que em presença de ciclo­
eximida, este efeito inibitório sobre a XiDH e quase imediato, 
ao contrário do sistema de incubação com glucose sem a adição 
de cicloeximida. Cinco horas após a adição simultânea de gluco

4 , ■ ~ *

se e cicloeximida há recuperação do nível da XiDH prê-existen- 
te, o qual ê mantido constante pelo menos por 3 horas sem que 
haja síntese de novas moléculas de XiDH.

3.17. EFEITO DE REMOÇÃO DE GLUCOSE SOBRE A XiDH INDUZIDA POR 
D-XILOSE EM CÉLULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO 
NÃO-PROLIFERANTE
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A Figura 24 mostra que quando células incubadas em pre­
sença de glucose são lavadas e resuspensas em tamção fosfato 
sem fonte de carbono, obtem-se uma reativação completa da ati­
vidade da XiDH. Esta reativação ê completamente impedida pela 
adição de cicloeximida no tampão fosfato, sugerindo que uma sín 
tese de proteína é necessária para o restabelecimento da ativ_i 
dade da XiDH. A figura mostra também que esta atividade recupe 
rada da XiDH ê totalmente perdida após 3 1/2 horas de incuba­
ção em tampão fosfato (sem a fonte de carbono). Quando as cêlu 
las incubadas em tampão fosfato contendo glucose são lavadas" e 
resuspensas novamente no tampão contendo xilose, observa-se tam 
bêm uma completa reativação da atividade específica da enzima 
seguida de uma nova indução da XiDH.

3.18. EFEITO DA ADIÇÃO DE GLUCOSE E ,CICLOEXIMIDAS SOBRE A XiDH 
PREVIAMENTE INDUZIDA AO MÁXIMO PELA XILOSE EM CÉLULAS EM 
ESTADO NÃO-PROLIFERANTE

A adição de D-xilose ou de D-glucose â suspensão de célu 
las em condições não-proliferantes,'previamente crescidas em 
meio de DPE contendo D-xilose, não modifica o nível constante 
da atividade da XiDH ’(Figura 25) . Esta atividade enzimãtica man 
tem-se constante desde o início da incubação até ÍO horas apôs, 
a partir do qual passa a declinar lentamente. A adição simultâ 
nea de cicloeximida e glucose também não afeta os níveis máxi­
mos da XiDH previamente induzida . A enzima manteve-se está­
vel, isto ê, sem perda da atividade até pelo menos 7 horas de 
incubação em presença deste antibiótico.

42



3.19. EFEITO DA DIBUTIRIL AMPc SOBRE O "EFEITO DE GLUCOSE" ES 
TIMULADA DURANTE A INDUÇÃO DA XiDH EM CÉLULAS DE PULLU- 
LARIA PULLULANS EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE .

A Figura 26 mostra que a adição de glucose à suspenão de 
células resulta numa inibição transitória seguida por uma re­
pressão permanente. A adição de 3 mM de AMPc reverte a inibi­
ção transitória, bem como a repressão permanene aos níveis do 
controle (sistema com D-xilose). Com 1 mM deste nucleotídeo o­
corre a reversão da inibição transitória e repressão permanen­
te, mas em um nível menor que à do controle.

3.20. ANÃLISE PELA TÉCNICA DE IMUNODIFUSÃO DUPLA DA XiDH INI­
BIDA PELA GLUCOSE

A Figura 27 mostra que tanto a XiDH induzida pela D-xilo 
se como a "inibida-reprimida" pela D-glucose forma uma única 
linha de precipitação com o antisôro preparado contra a XiDH pu 
rificada. A intensidade destas linhas de precipitinas são serae

v

lhantes, apesar da enzima aplicada no orifício 3 e 4 do gel pa 
ra a imunodifusão dupla estar "inibida-reprimida" em torno de 
50%.
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3.21. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE XILITOL SOBRE A ATIVIDADE DA 
XILITOL DESIDROGENASE DE CÉLULAS DE PULLULARIA PULLU- 
LANS INCUBADAS COM D-XILOSE E COM D-GLUCOSE

Efetuou-se o experimento mostrado nas Figura 28 e 29, com 
o intuito de verificar se a atividade da XiDH obtida de célu­
las incubadas em presença de glucose é devida somente a molécu 
las de XiDH que ainda não sofreram o "efeito da glucose" (con­
siderando que aquelas que sofreram este efeito estariam total­
mente sem atividade), ou a uma população de enzimas que estão 
sob diferentes estágios do efeito deste açúcar e que ainda con 
servam uma pequena atividade remanescente, com aquelas que não 
foram "inibidas-reprimidas".

A Figura 28 mostra o efeito da concentração de xilitol so 
bre a atividade da XiDH induzida em estado não proliferante e 
de células incubadas por 4 horas em presença de glucose. Os va 
lores de aparente obtidas pelo gráfico de Lineweaver- BurÁ70) 
foram 8,00 mM e 6,06 mM, respectivamente, para as enzimas sem 
e com "inibição-repressão". O comportamento da enzima após o 
"efeito da glucose" permanece ser do tipo michaelianp.

3.22. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE NAD+ SOBRE A ATIVIDADE DA XI­
,, /

LITOL DESIDROGENASE DE CÉLULAS DE PULLULARIA PULLULANS 
INCUBADAS COM D-XILOSE E COM D-GLUCOSE

A Figura 29 mostra o efeito da concentração de NAD+ so­
bre a atividade da XiDH induzida em estado não proliferante e 
de células incubadas por.4 horas em presença de glucose. O com 
portamento das enzimas ê do tipo michaelianò, sendo que os va­
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lores de aparente obtidos, pelo gráfico dos inversos , é 

de 0,14 e 0,18 mM, respectivamente para as XiDHs sem e com o 

"efeito da glucose".
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TABELA 1: Purificação da xilitol desidrogenase de células de Pullularia pullulans.

ETAPAS DE PURIFICAÇÃO VOLUME 
TOTAL (ml) UNIDADE/rcl PROTEÍNA

(mg/ml)
UNIDADES
TOTAIS

ATIVIDADE ESPE­
CÍFICA
(U/mg proteína)

PURIFICAÇÃO RENDIMENTO 
(%)

Extrato bruto 19,0 8,0 12,30 152,0 0,6 - 100,0
Scbrenadante de sulfato 
de protamina 20,0 6,4 7,00 128,0 0,9 1,5 84,2

Precipitado de 40-70%
saturação de sulfato 2,5 43,8 19,28 109,5 2,3 3,8 72,0
de amónio
Eluato da coluna de gel 
Sephadex G-150 28,3 1,5 0,35 42,5 4,3 7,1 28,0

Eluato da coluna de 
DEAE-oelulose 13,0 1,6 0,13 20,8 12,3 20,5 13,7

Eluato da coluna de
"blue-Sepharose" 16,4 0,7 0,029 11,5 24,1 40,2 7,6
CL-6B
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TABELA 2: Efeito de diferentes fontes de carbono sobre o cres­
cimento e a atividade de xilitol desidrogenase de
PULLULAHIA PULLULANS

FONTE DE CARBONO 
(0,5%)

TEMPO DE GERA­
ÇÃO (h)

VELOCIDADE ESPECl 
FICA DE CRESCIMEN 
TO (a) (h“1)

ATIVIDADE ESPECÍFI­
CA (b) , 
(mU x mg proteína j

D-glucose 2 , 0 0,35 0

D-xilose 3,0 0,23 197
D-manitol 3,0 0,23 4
D-galactose 4,6 0,15 0,30
glicerol 5,3 0,13 0

Succinato de sõ 
dio 5,8 0 , 1 2 0

D-arabinose 8 , 1 0,09 3
D-ribose 11,5 0,06 0

(a) estes valores representam a média de 2 ou mais experimen 
tos.

(b) enzimas obtidas de células crescidas até a fase exponen­
cial final em fontes de carbono acima listados e não subme 
tidas ao processo de jejum.

0 tempo de geração, a velocidade específica de crescimen 
to e a atividade específica foram calculados a partir das cur­
vas das Figuras 13 e 14, utilizando as equações descritas no 
item 2.4.3. de Materiais e Métodos.
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VOLUME DE ELUIÇÃO (ml)

Figura 1 - CROMATOGRAFIA EM GEL SEPHADEX G-150.
A coluna de gel Sephadex G-150 (2,6 x 36,5 cm) foi pre­

viamente equilibrada com tampão fosfato 10 mM, pH 7,0 conten­
do 1 mM de 2-mercaptoetanol. Foram aplicadas à coluna 109,5 u 
nidades de enzima (2,5 ml) obtidas por precipitação com sulfa­
to de amónio entre 40-70% de saturação. a eluição
da enzima foi efetuada com tampão de equilíbrio, com fluxo de 
0,36 ml/min. e acompanhada a 280 nm (— ®—  ). A atividade enzi.
mãtica foi medida em cada fração de 3,2 ml ( — 6 —  ).
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Figura 2 - CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA EM DEAE-CELULO
SE.

A coluna de DEAE-celulose (3 x 3,5 cm) foi previamente 
equilibrada com tampão fosfato 10 mM, pH 7,0 contendo 1 mM de 
2-mercaptoetanol. Foram aplicadas à coluna 73,6 unidades de en 
zima, num volume de 28,3 ml obtidas na etapa de filtração em 
coluna de Sephadex G-150. Após a lavagem da coluna com 65 ml 
de tampão fosfato 40 mM, pH 7,0 contendo 1 mM de 2-mercaptoeta 
nol e coletadas em frações de 4,2 ml (Fi a F20) / a eluição da enzima foi 
efetuada com um gradiente de tampão fosfato entre as concentra 
ções de 50 a 90 mM num volume total de 100 mle coletadas fra­
ções de 3,0 ml* a partir da fração 21.

mM 
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o 
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Figura 3 - CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM "BLUE SEPHARO- 
SE" CL-6B.

A coluna de "Blue Sepharose" CL-6B (1,8 x 25 cm) foi e­
quilibrada com tampão fosfato 10 mM, pH 8,0. Foram aplicadas â 
coluna 20,8 unidades de enzima num volume de 13 ml. A coluna 
foi lavada com tampão de equilíbrio até que a absorbância a 
280 nm (-o-) dos eluatos fossem iguais a 0,003 unidade (cerca 
de 3 vezes o volume da resina) . As frações coletadas (F̂  a F-̂ q) 
eram de 12 ml/tubo . A eluição da enzima (— •— ) foi efetuada 
com solução de NAD+ 3 mM em tampão de equilíbrio, com fluxo de 
1,5 ml/min. e coletadas em frações de 2 , 0 ml, a partir da fra­
ção 1 1 .
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Figura 4 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA.
A eletroforese foi efetuada em gel de poliacrilamida a 

7% (polimerizada com persulfato de amónio) em tampão Tris/bora 
to 0,065M, pH 9,0 durante 1 1/2 horas e corrente de 5 rrA/gel. 
A proteína foi revelada com "coomassie brilliant blue"G-250.
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Figura 5 - IMUNODIFUSÀO DE OUCHTERLONY.
No orifício central foi aplicado 50 pl de imunosoro an- 

ti-XiDH purificado de Pullularia pullulans e nos periféricos fo 
ram aplicados diferentes preparações de XiDH:

1= 50 p1 (29 mü) de XiDH purificada e homogênea.
2 e 4 =25 pl (70,8 mü) de XiDH parcialmente purificada.
3 =25 pl (2,4 mü) de extrato livre de células
As linhas de precipitinas foram coradas com "coomassie bri 

lliant blue" G-250.
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UNIDADE DE XiDH ADICIONADA

Figura 6 - DETERMINAÇÃO DO PONTO DE EQUIVALÊNCIA 
A XILITOL DESIDROGENASfi E SEU RESPECTIVO ANTICORPO.

As quantidades de xilitol desidrogenase indicadas 
qura foram incubadas com 10 pl de soro controle ( — O—  
com 10 yl de imunosoro ( — ®—  ) . Após a incubação a 30°' 
4 horas e a seguir a 4°C por 14 horas, os precipitados 
eliminados para dosagens da atividade enzimâtica.

ENTRE

na f_i 
ou 

! por 
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Figura 7 - GRÁFICO DA INFLUÊNCIA DE VÁRIAS CONCENTRA­
ÇÕES FIXAS DE XILITOL SOBRE A VELOCIDADE INICIAL DA ATIVIDADE 
DA XiDH, EM CONCENTRAÇÕES VARIÁVEIS DE NAD+ .

A atividade enzimática foi medida espectrofotometricamen 
te a 340 nm a pH 9,6 em 25 mM de 'tampão glicina/NaOH; 8,0 
mU de XiDH purificadae concentrações de NAD+ entre 0,36 a 3,6 
mM e xilitol de 10, 20 e 30 mM. A velocidade da reação está ex 
pressa em ymoles de NADH formados por minuto por ml de sistema.
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Figura 8 - GRAFICO DA INFLUÊNCIA DE DIFERENTES CONCEN­
TRAÇÕES FIXAS DE NAD+ SOBRE A VELOCIDADE INICIAL DA ATIVIDADE 
DA XiDH, EM CONCENTRAÇÕES VARlAVEIS DE XILITOL.

A atividade enzimãtica foi medida espectrofotometrica 
mente a 340 nm em pH 9,6 em 25 mM de tampão glicina/NaOH; 
9,8 mU de XiDH purificada e concentrações de xilitol entre 1,0 
a 20,0 mM e NAD+ de 1,1; 2,3 e 3,4 mM. A velocidade da reação 
está expressa em ymoles de NADH formados por minuto por ml de 
sistema.
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Figura 9 - GRÁFICO DA INIBIÇÃO DA ATIVIDADE DA XILITOL 
DESIDROGENASE PELO PRODUTO DA REAÇÃO NADH A VÃRIAS CONCENTRA­
ÇÕES FIXAS, EM RELAÇÃO'AO NAD+ COMO SUBSTRATO VARIÁVEL.

A atividade enzimãtica foi medida espectrofotometrica- 
mente a 340 nm a pH 9,6 em 25 mM de tampão glicina/NaOH;
10,4 mU de XiDH; 20 mM de xilitol; concentrações de NAD+ en­
tre 0,23 a 2,27 mM e 10; 30; 50 e 80 yM de NADH. A velocidade 
da reação estã expressa em ymoles de NADH formados por minuto 
por ml de sistema.
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Figura 10 - GRÁFICO DA INIBIÇÃO DA ATIVIDADE DE XiDH PE 
LO PRODUTO DA REAÇÃO NADH A VÃRIAS CONCENTRAÇÕES FIXAS , EM 
RELAÇÃO AO XILITOL COMO SUBSTRATO VARIÁVEL.

A atividade enzimãtica foi medida espectrofotometrica 
mente a 340 nm a pH 9,6 em 25 mM de tampão glicina/NAOH;
10,4 mU de XiDH purificada; 2,3 mM de NAD+; concentrações de 
xilitol entre 2 a 20 mM e 10; 50 e 100 yM de NADH. A velocida­
de da reação está expressa em ymoles de NADH formados por minu 
to por ml de sistema.
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Figura 11 - GRÁFICO DA INIBIÇÃO DA ATIVIDADE DA XiDH PE 
LO PRODUTO DA REAÇÃO D-XILULOSE (A VÃRIAS CONCENTRAÇÕES FIXAS),
EM RELAÇÃO AO NAD+ COMO SUBSTRATO VARIÁVEL.

A atividade enzimãtica foi medida espectrofotometrica- 
mente a 340 nm a pH 9,6 em 25 mM de tampão çlicina/NaOH;
10,6 mU de XiDH purificada; 20 mM de xilitol; concentrações de 
NAD+ entre 0,55 a 2,18 mM e 0,5; 1,5 e 5 mM de D-xilulose. A
velocidade de reação estã expressa em ymoles de NADH formados
por minutos por ml de sistema.
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Figura 12 - GRÁFICO DA INIBIÇÃO DA ATIVIDADE DA XiDH PE 
LO PRODUTO DA REAÇÃO D-XILULOSE A VÁRIAS CONCENTRAÇÕES FIXAS 
EM RELAÇÃO AO XILITOL COMO SUBSTRATO VARIÁVEL.

A atividade enzimática foi medida espectrofotometrica- 
mente a 340 nm a pH 9,6 em 25 mM de tampão glicina/NaOH;
10,6 mU de XiDH ; 2,2 mM de NAD+; concentrações de xilitol en­
tre 5 a 20 mM e 0,5; 5,0 e 10 mM de D-xilulose. A velocidade da 
reação está expressa em ymoles de NADH formados por minuto 
por ml de sistema.



60

Figura 13 -CURVAS DE CRESCIMENTO DE PULLULARIA PULLULANS 
EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO.

As células foram crescidas em meio D.P.E. contendo ex­
trato de levedura 0,1%,como descrito em Materiais e Métodos. As 
fontes de carbono (0,5%) usadas para o crescimento foram:— , 
D-xilose; -x-x-, D-glucose; — A— , D-manitol; — ^ —  , D-arabino 
se;— O — t D-ribose;— □ — , glicerol;— Jk— , D-galactose; — © —  , 
succinato de sódio; — R — ,sem adição de fonte de carbono»
As densidades celulares foram medidas a 660 nm usando espectro 
fotometro Coleman Jr.
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Figura 14 - RELAÇÃO ENTRE O CRESCIMENTO E A SÍNTESE DA 
XiDH EM CÉLULAS DE PULLULAEIA PULLULANS COMO UMA FUNÇÃO DO TEM 
PO. '

D-Xilose (0,5%) foi adicionada ao tempo zero do cresci­
mento em meio D.P.E. contendo 0,4 mg % de tiamina (meio defi­
nido (— O— ) ou 0,1 g% de extrato de levedura ( — A — ) • Nos inter­
valos de tempo indicados foram coletadas amostras de células e 
as atividades da XiDH (— ©— ) em presença de tiamina;(— ) em 
presença de extrato de levedura foram determinadas como descri 
to em Materiais e Métodos.
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CRESCIMENTO RELATIVO ( M j / M 0 ).

Figura 15 - DETERMINAÇÃO DA VELOCIDADE DIFERENCIAL DE
síntese da xídh em células de pu ll ul ari a pu l l u l a n s em cresci­
mento . '

A : AE = aumento da síntese enzimãtica a um dado tem­
po; Mq= proteina das células presentes no início do cultivo;
M.= proteína das células presentes a um dado tempo. Os dados  ̂ / mostrados na Fig.l5A foram obtidos da Fig 15B. B : As células
foram crescidas em meio definido (— «—  ) sob as mesmas condi­
ções descritas em Materiais e Métodos. Amostras de cultivo fo­
ram coletadas para o ensaio enzimãtico ( —ék—  ) e determinação 
de proteínas totais ( — O— ) .



63

TEMPO DE INCUBAÇÃO (horas)«

Figura 16 - CINÉTICA DE INDUÇÃO DA SÍNTESE DA XiDH EM 
CÉLULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE.

Células de Pullularia pullulans pré-crescidas em glice- 
rol foram suspensas em tampão fosfato como descrito em Mate­
riais e Métodos. A densidade celular foi acompanhada a 660 nm 
(— o— ). A atividade da XiDH foi determinada em células sem a 
adição de D-xilose (— A— ) e em células induzidas com 1,5% de 
D-xilose ( — •— ) .

nm



64

<O
o
CO

lliCO
o
_J

Figura 17 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO INDUTOR SOBRE A 
CINÉTICA DE INDUÇÃO DA SÍNTESE DA XiDH EM CÉLULAS DE PULLULA- 
RIA PULLULANS EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE.

Células de Pullularia pullulans pré-crescidas em glice- 
rol, suspensas em tampão fosfato 0,1 M, pH 6 , 6 foram incubadas 
em presença das seguintes concentrações iniciais de D-xilose :

y  , 0%; — «— , 0,7%; — A —  , 1,7%; — O—  , 2%. Amostras de
células foram coletadas para a determinação da atividade da
XiDH ( — ®  O  ) e do desaparecimento de D-xilose no
meio de indução (--•-- &r--O  - ) .
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Figura 18 - EFEITO DA CICLOEXIMIDA SOBRE A INDUÇÃO DA 
SÍNTESE DA XILITOL DESIDROGENASE EM CËLULAS DE PULLULARIA PULLU 
LANS EM ESTADO NÃO PROLIFERANTE.

As células foram pré-crescidas em glicerol, jejuadas e 
suspensas em tampão fosfato 0,1 M, pH 6 , 6 como descrito em Ma­
teriais e Métodos. A atividade da XiDH foi medida em presença 
de: — C— , 0,5% de D-xilose; — A—  , 0,5% de D-xilose mais 20
yg/ml de cicloeximida, adicionada após 4 1 horas de indução; 
— 0 .—  , 0,5% de D-xilose mais 20 yg/ml de cicloeximida adicio 
nada no tempo zero da indução.
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CRESCIMENTO ( horas)

Figura 19 - EFEITO DO INÕCULO, CRESCIDO EM DIFERENTES 
FONTES DE CARBONO, SOBRE A INDUÇÃO DA XiDH EM CÉLULAS DE PULLU 
LARIA PULLULANS EM CRESCIMENTO.

Os inõculos foram crescidos ate o final da fase exponen 
ciai em meio D.P.E. contendo um dos seguintes açúcares: (A) D-
glucose; (B) glicerol; (C) D-xilose. Após, as células foram co 
letadas, lavadas e suspensas em um volume igual ao inicial de meio D.P.E. 
sem fonte de carbono.Esta suspensão celular foi inoculada an meio D.P.E.con 
tendo 0,5% de D-xilose para o crescimento. Amostras de células fo­
ram coletadas nos tempos indicados para a determinação enzimã- 
tica ( —B|— ) e crescimento celular: — «— , inõculo crescido em 
0,5% de glucose e induzido com 0,5% de D-xilose; — o— • inSculo 
crescido em 0,5% de glicerol e induzida com 0,5% de D-xilose;
— & — , inoculo crescido e induzido em 0,5% de D-xilose.
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TEMPO DE INCUBAÇAO(horas)

Figura 20 - EFEITO DA PRESENÇA SIMULTÂNEA DE D-XILOSE E 
DE GLUCOSE OU GLICEROL SOBRE A CINÉTICA DE INDUÇÃO DA XiDH DE 
CÉLULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE.

As células foram previamente crescidas em glicerol, je­
juadas e suspensas em tampão fosfato 0,1 M, pH 6 , 6 como descri, 
to em Materiais e Métodos. A indução foi iniciada adicionando- 
se: 0,5% de D-xilose,— •— ; 0,5% D-xilose mais 0,5% de glice­
rol,— ®—  ; 0,5% de D-xilose mais 0,5% de D-glucose,
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CRESCIMENTO (horas )

Figura 21 - EFEITO DA GLUCOSE SOBRE A INDUÇÃO DA XiDH EM 
CÉLULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM CRESCIMENTO EM PRESENÇA DE 
D-XILOSE.

As células foram crescidas em meio DPE contendo 0,5% de 
D-xilose como descrito em Materiais e Métodos. No tem­
po indicado pela seta, o cultivo foi separado em duas porções. 
Uma delas serviu de controle (--O- ) e à outra foi adicionada 2% 
de glucose ( -) . Foram determinadas as atividades da XiDH no
cultivo controle ( — #— ) e apôs a adição de glucose ( — * }; cur 
va teórica que representa a diluição pelo crescimento,das enzi­
mas pré-existentes ( A-—  ).
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TEMPO DE INCUBAÇÃO (horos)

Figura 22 - EFEITO DA GLUCOSE SOBRE A INDUÇÃO DA XiDH
EM CÉLULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE.

/

As células foram pré-crescidas em meio DPE com glice- 
rol, jejuadas e suspensas em tampão fosfato 0,1 M, pH 6 , 6 co­
mo descrito em Materiais e Métodos. A indução foi iniciada pe 
la adição de 1,5% de D-xilose. Após 2 horas de incubação a sus 
pensão celular foi dividida em 3 partes. Uma delas serviu de 
controle ( — ©— ) e nos demais foram adicionados 0 ,5% e 2% de 
D-glucose, (—®— , —ír-) . Foram determinados os açúcares residuais 
no sistema de indução:--«—  , D-xilose residual no controle.-V- 
e D  glucose residual no sistema de indução.
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TEMPO DE INCUBAÇÃO ( horas)

Figura 23 - EFEITO DA ADIÇÃO SIMULTÂNEA DE GLUCOSE E Cl 
CLOEXIMIDA SOBRE A INDUÇÃO DA XiDH EM CÉLULAS DE PULLULARIA 
PULLULANS EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE.

As células previamente crescidas em meio DPE com 0,5% de 
glicerol, jejuadas e suspensas em tampão fosfato 0,1 M, pH 6 ,6, 
como descrito em Materiais e Métodos, foram incubadas em pre­
sença de 1,5% de D-xilose ( — ); 1,5% de D-xilose mais 2% de 
D-glucose ( — A — ); 1,5% de D-xilose, 2% de D-glucose e 100 yg/ 
ml de cicloeximida ( — ®—  ) .
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TEMPO DE INCUBAÇÃO (horas)
i .

. Figura 24 - EFEITO DA REMOÇÃO DE GLUCOSE SOBRE A XiDH 
INDUZIDA POR D-XILOSE EM CÉLULAS- DE PULLULARIA PULLULANS EM ES 
TADO NÃO-PROLIFERANTE.

As condições de indução foram as mesmas descritas na Fî  
gura anterior. Após 6 horas de indução (— ) , 2% de D-glucose 
foi adicionada ao sistema de incubação, e apõs mais 2 horas, 
as células foram coletadas, lavadas e suspensas em tampão fos­
fato: sem glucose (— O— ); sem glucose, com 1,5% de D-xilose
(— □— ); sem glucose, com 1 0 0 yg/ml de cicloeximida (--®---);
com D-glucose 2% (— A —'); sem glucosé, com 1,5% de D-xilose 
mais 1 0 0 yg de cicloeximida ( —® — ) ; + G — adição de glucose; 
-G f , remoção de glucose.
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TEMPO DE INCUBAÇÃO (horas)

Figura 25 - EFEITO DA ADIÇÃO DE GLUCOSE E CICLOEXIMIDA 
SOBRE A XiDH TOTALMENTE, INDUZIDA PELA XILOSE EM CÉLULAS DE 
PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE.

As células foram crescidas previamente em meio DPE con­
tendo 0,5% de D-xilose, lavadas e suspensas em tampão fosfato 
0,1 M, pH 6 , 6 como descrito em Materiais e Métodos. O experimen 
to foi iniciado pela adição de : 1,5% de D-xilose ( — ); 2% 
de D-glucose (--A— ); 2% de D-glucose mais 100 yg/ml de ciclo 
eximida (— ®— ).
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TEMPO DE INCUBAÇÃO (horas)

Figura 26 - EFEITO DE DIBUTIRIL AMPc SOBRE 0 "EFEITO DA 
GLUCOSE" ESTIMULADA DURANTE A INDUÇÃO DA XiDH EM CÉLULAS DE
PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NÃO-PROLIFERANTE.

As células foram previamente crescidas em meio DPE con­
tendo glicerol, lavadas e suspensas em tampão 0,1 M, pH 6 , 6 co 
mo descrito em Materiais e Métodos. A indução foi iniciada pe­
la adição de 1,5% de D-xilose ( ). Apõs 2 horas de incuba
ção foram adicionados ao sistema: 2% de D-glucose (— i\—  )? 2%
de D-glucose mais 1 mM de AMPc (— ®— ); 2% de D-glucose mais 3 
mM de AMPc ( —A—  ) .
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Fiaura 27 - IMUNODIFUSÃO DUPLA DA XiDH INIBIDA PELA GLU
COSE:

No orifício central foi aplicado 50 p1 de imunosoro an- 
ti-XiDH purificado de Pullularia pullular.s e nos periféricos fo 
ram aplicados: (1), (2), 50 pl da enzima sem "inibiçao-repres- 
sâo" pela glucose ( 0,7 mU/nl x h = 100% de atividade). (3) , (4) , 
70 iil da enzima após 50% de " inibiçao-repressão".
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Figura 28 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE XILITOL SOBRE A 
ATIVIDADE DA XILITOL DESIDROGENASE DE CÉLULAS DE P. PULLULANS 
INCUBADAS COM D-XILOSE E COM D-GLUCOSE.

As enzimas ensaiadas foram os extratos livres de células 
induzidas em presença de 0,75% de D-xilose ( — •—  ) e de célu­
las incubadas em D-glucose por 4 horas (— 0— ). As condições de 
indução da XiDH foram as mesmas descritas na Figura 26. Após 6 

horas de indução, foi adicionada à vima parte do sistema de incubação 
2% de glucose e 4 horas após, as células dos 2 sistonas de incubação foram 
coletadas, lavadas e os extratos preparados. A velocidade da reacão está ex 
pressa em umoles de NADH formados por minuto por ml de sistema..



76

l / NAD+,mM ' 1

Figura 29 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE NAD+ SOBRE A ATI­
VIDADE DA XILITOL DESIDROGENASE DE CÉLULAS DE P. PULLULANS IN­
CUBADAS COM D-XILOSE E COM D-GLUCOSE.

As enzimas ensaiadas foram os extratos livres de células 
induzidas em presença de 0,75% de D-xilose ( —» - ) e de célu­
las incubadas em 2% de D-glucose por 4 horas ( — ®—  ) . As condições 
do experimento foram as mesmas descritas na Figura 28- A veloci 
dade da reação está expressa em ymoles de NADH formados por 
minuto por ml de sistema.



4 - DISCUSSÃO

As vias de utilização de D-xilose como fonte de carbono 
e energia, em organismos procariõticos e eucariéticos, estão am
piamente estudadas'14'15'16’43'51'53'58'59'66'83'36'91'97'98'111' 
212,115,119, 123,125,132,133,135,139,151)_ No entanto> pouco

tem sido publicado, até o momento, sobre a indução, purifica­
ção, propriedades gerais e mecanismo cinético da xilitol desi-
drogenase em leveduras e fungos, com exceção feita para Candi­
. 7,. (133) _ ... (14, 58,59) „ , 7 .da albzcans , Candida utxlxs , Paanysolen tanno-
, . 7 (119) _ 7 7 7 . 7 7 7 (123)pnzlus e Pullularta pullulans .

A Pullularia pullulans crescida em meio contendo D-xilo 
se induz a síntese de uma xilitol desidrogenase capaz de oxi­
dar xilitol a D-xilulose em presença de NAD+ . A XiDH deste fun
go imperfeito foi parcialmente purificada e as suas principais

(123)propriedades caracterizadas em nosso trabalho anterior .
Com a finalidade de se obter anticorpos anti-XiDH, esta 

enzima foi novamente purificada, uma vez que na purificação an
t  ^

terior não se conseguiu chegar a homogeneidade necessária.
A XiDH foi purificada 39,6 vezes, com 7,6% de rendimen­

to final, apresentando-se homogenea pela eletroforese em gel 
de poliacrilamida.

A cromatografia de afinidade possibilitou a eliminação 
de aproximadamente 72% das proteínas contaminantes que estavam 
presentes na fração eluída da coluna de DEAE-celulose, mostran



Com a XiDH obtida da fração mais ativa eluída da coluna
de DEAE-celulose efetuou-se os estudos para determinar o meca­
nismo cinético de reação da XiDH.

Estudos da velocidade inicial da reação catalisada pela
(2 )XiDH forneceram dados para sugerir um mecanismo sequencial ' , 

pois os gráficos dos inversos das velocidades iniciais contra 
os inversos das concentrações dos substratos (NAD+ e xilitol,
Figuras 7 e 8) apresentam a intersecção das linhas num único ponto acima

do eixo das abcissas e ã esquerda do eixo das ordenadas. Se o 
mecanismo fosse o do tipo "ping pong" as várias linhas não se 
cruzariam em um ponto comum, mas seriam paralelas. Portanto, xi­
litol e NAD+ necessitam estar simultaneamente no sítio ativo 
da enzima antes de formar os produtos da reação (NADH e D-xilu 
lose) .

(3)Segundo Alberty , o mecanismo sequencial com bi-subs- 
tratos pode ser diferenciado pelos estudos de inibição pelos 
produtos da reação.

A análise cinética das Figuras 9 a 12 estão de acordo 
com a proposição de que o mecanismo" de reação da XiDH seja se 
quencial ordenado Bi Bi . Logo, NAD+ e xilitol devem-se l_i
gar a XiDH por uma sequência obrigatória, bem como a liberação 
dos produtos (NADH e D-xilulose) formados.

Os dados dos gráficos 7 a 12 estão de acordo com a pro­
posição de que NAD+ é o primeiro substrato a se combinar com a
enzima livre, seguida pelo xilitol. A ordem de liberação dos

-  ( 21 ) ~ produtos formados e D-xilulose seguido por NADH . Entao, a
_  _  _  (2 1 ) representação gráfica, segundo a notaçao de Cleland , para

o possível mecanismo de oxidação de xilitol pela XiDH é:

78
do ser uma etapa importante no processo da purificação da XiDH.



79

NAD xilitol

XiDH XiDH.NAD+ XiDH.NAD.xilitol 
XiDH.NADH.xilulose

D-xilulose
A'

NADH
A-

XiDH.NADH XiDH

0 mecanismo sequencial ordenado BiBi proposto para XiDH
é concernente com outras desidrogenases como a álcool desidroge-
nase^^^ , lactato desidrogenase f ribitol desidrogenase e

( 67)glucose 6-fosfato desidrogenase .
A Pullularia pullulans ê capaz de metabolizar diferentes

fontes de carbono para a sua proliferação, pois possui enzimas
constitutivas para a degradação da maioria dos mono e dissacarí-
deos mais comuns como a glucose, galactose, maltose, manose, ra-

(19) _finose, sacarose e trealose . A analise das curvas de cresci­
mento (Figura 13) deste fungo mostra' que o tempo de geração do 
microrganismo crescido em presença de diferentes fontes de carbo 
no varia de 2 a 1 1 horas e a velocidade específica de crescimen­
to de 0,06 a 0,35 h Estes dados indicam que este fungo utili­
za preferencialmente D-glucose, D-xilose e D-manitol para o seu 
crescimento.

Embora este fungo tenha crescido em presença de diversos 
açúcares testados, nenhuma atividade significativa da XiDH foi de 
tectada, com exceção do crescimento em D-xilose. (Tabela 2)JEste fato 
sugere que a XiDH deste fungo não é uma enzima constitutiva. As célu



las de Pullularia pullulans somente sintetizam a XiDH em pre­
sença de D-xilose, tratando-se portanto de uma desidrogenase in 
duzível, sendo a D-xilose um efetivo indutor. Grande parte das xi 
litol desidrogenases das leveduras e fungos descritos em "Introdução" são 
induzíveis, como também é a XiDH da "bactéria entérica" .

O nível máximo de indução da XiDH em células de Pullu­

laria pullulans , em crescimento em presença de D-xilose, é al­
cançado apõs 25-71 horas, a partir daí o fenômeno entra em de 

clínio (Figura 14) .Este decréscimo da atividadé enzimática parece ser uma 
condição fisiológica natural das células em crescimento, uma 
vez que a L-fucose desidrogenase e L-ramnose desidrogenase de 
Pullularia pullulans (24...,136); g_gapactosidase de Streptomy-

ses violaceus^^^ , de Candida pseudotropicalis e d& Kluyve_
(28)romyces lactis , a manitol desidrogenase de Aspergillus pa-

(95) (1 2 )rasiticus e a celulase de Sporotrichum thermophile , tam
bém apresentam efeito semelhante.

A velocidade diferencial de síntese da XiDH da Pullula­
ria pullulans ê de ordem de 1,4 unidades/mg proteína sintetiza 
da (Figura 15).Isto significa que nas culturas em crescimento exponencial 
a quantidade de XiDH formada é proporcional a síntese proteica 
líquida, isto ê, a enzima é uma fração constante do total de 
novas proteínas sintetizadas pelas células. Porém, no inicio

t
do crescimento, a quantidade de enzima sintetisada em relaçao 
a da proteína total é maior, atingindo subsequentemente, pro­
porções decrescentes em relaçao a proteína total, ate alcançar 
uma velocidade diferencial constante. Estes dados indicam que 
no início do crescimento, as células biossintetizam quantidades 
necessárias de XiDH para se adaptarem a nova condição fisioló­
gica e após a adaptação, a velocidade diferencial de síntese
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tornou-se constante.
Conforme os resultados apresentados neste trabalho a sín 

tese induzida da XiDH ê obtida tanto em células em crescimen 
to, como em células em estado não-proliferante, sempre em pre­
sença do indutor D-xi lose (Figuras 14 e 16). A cinética de indução da 
XiDH (Figura 16) mostra que o grau de indução é proporcional ao tempo de 
indução, assim ccmo é da concentração do indutor presente,, sendo que, 
baixas concentrações do indutor levam a um período de "lag" a­
centuado.

O aumento da atividade da XiDH por indução envolve a sín 
tese protêica "de novo", jã que a adição de cicloeximida no iní̂  
cio ou após 4 horas de indução cessa completamente o seu apare 
cimento(Figura 18) . No . entanto, este aumento da atividade da XiDH estimu 
lada pela D-xilose não significa, necessariamente, que a pro- 
teína-enzima esteja sendo sintetisada "de novo" sob as condi­
ções de uma indução. Ela pode ser o resultado de uma ativação 
ou modificação, pelo indutor, de uma proenzima (proteína inati. 
va) , jã presente na célula, âs custas da síntese de uma prote_í 
na específica para tal. Até o momento, não se tem conhecimento 
de nenhuma poliol desidrogenase que -tenha este mecanismo de in 
dução.

Guimarães e colaboradores^46  ̂ estudando duas desidroge­
nase induzidas de P. pullulans: L-ramnose e L-fucose desidroge 
nase, excluiram a possibilidade de ativação de enzima latente 
através de experimentos com cicloeximida. O mesmo ocorrendo com 
a XiDH, pode-se sugerir desta forma que a XiDH deste fungo de­
va também ser sintetizada "de novo".

Foi verificado que glicerol e glucose causam repressão da síntese de
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XiDH quando colocados simultaneamente com a D-xilose tanto no siste­

ma de indução ou de crescimento (Figuras 20 e 21). Portanto, o efeito 
repressor é exercido tanto em células em crescimento como em célu­
las em estado não-proliferante.

A adição de D-glucose a um cultivo de células de P.
pullulans em crescimento, em presença de D-xilose, causa um 
decréscimo de 62% na atividade específica (Figura 21). A princípio, 
esta queda seria atribuída semente a uma repressão catabólica e â
diluição da enzima pelo crescimento. Assim sendo, a concentra­
ção da enzima pré-existente quando submetida a adição da gluco 
seé reduzida â metade ao final de uma geração, à um quarto apõs 
duas gerações e assim sucessivamente. Entretanto, observa-se 
que o decréscimo da atividade da XiDH ê mais acentuado que a 
"curva teórica" que representa a diluição da enzima prê-existen 
te por crescimento celular. Daí, esta perda da atividade espe­
cífica da XiDH estimulada pela glucose, poder ser interpretada 
como sendo resultante da parada de sua síntese pela repressão 
catabólica, da subsequente diluição pelo crescimento celular e 
finalmente, de um processo adicional de "inativação" da XiDH 
pré-existente. •

A adição de D-glucose ao meio de cultura contendo D-xi­
lose, provoca um rápido decréscimo na atividade específica da 
XiDH, mas ao mesmo tempo causa um maior crescimento da cultura, 
sem no entanto, exibir o típico fenômeno de diauxia (Figura 21) .Os 
substratos que pronovan rápido crescimento corno é a glucose, são 
conhecidos serem fortes repressores de sistemas induzíveis^^^ 

A presença de D-glucose e D-xilose no sistema de indu­
ção de células em estado não-proliferante (Figura 20),provocaa 
completa repressão catabólica da atividade da XiDH por 4 horas e em
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seguida reinicia a síntese da enzima sob uma fraca repressão 
permanehte. A substituição da D-glucose por glicerol nas condi 
ções acima descrita induz também a repressão catabólica transi 
tória (4 horas), mas de intensidade menor, pois observa-se ní­
veis significativos da atividade da XiDH. Verifica-se que após 
este período de fraca repressão transitória a velocidade de sín 
tese da enzima iguala àquela do sistema controle, ou seja, na 
ausência de repressores. Portanto, a presença simultanea de gli 
cerol e D-xilose no sistema de indução provoca somente uma re­
pressão catabólica transitória inicial e fraca, ao contrário 
da D-glucose que além de reprimir totalmente a síntese inicial 
da XiDH, reprime parcialmente a indução posterior da enzima.

Em P. pullulans, o efeito repressor da D-glucose sobre 
a indução de enzimas de degradação da L-ramnose e L-fucose tem 
sido relatado por Rigo e colaboradores e Guimarães . A
presença de D-glucose junto com o indutor reprime quase total­
mente a síntese das enzimas das duas vias oxidativas, tanto em 
células em crescimento como em estado não-proliferante. Quando 
a glucose é adicionada em baixas concentrações junto com o in­
dutor, as enzimas das duas vias aparecem somente quando a glu­
cose do meio diminui.

A adição de D-glucose a um cultivo de células em estado 
não-prolif erante, cuja síntese da XiDH fora previamente induziL 
da provoca um decréscimo transitório na atividade específica 
pré-existente, seguida por uma repressão parcial da síntese a­
dicional da enzima (Figura 22) .Este fenómeno é proporcional às con­
centrações de D-glucose presentes no sistema de indução. Esta queda 
inicial na atividade da XiDH causada pela adição de glucose no 
sistema de indução com células em estado não-proliferante não
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é causada por:

i) diluição da enzima pré-existente pelo crescimento ce 
lular, pois as células são mantidas em condições não-prolife - 
rantes (não se observa aumento na densidade celular a 660 nm);

ii) instabilidade da XiDH, pois esta enzima após o pro­
cesso da tradução é estável em células em condições de repouso 
por um período de 10 horas, tanto em presença como em ausência 
de glucose (Figura 25); a XiDH também não ê inibida "in vitro" 
pela presença de glucose (concentração de 2%) no sistema de en 
saio enzimãtico;

iii) repressão catabõlica como o efeito único, porque o 
nível da atividade especifica da XiDH pré-existente não é man­
tido constante pela interrupção da síntese enzimática, apôs a 
adição de glucose no sistema indutor.

O "efeito da glucose" não se manifesta sobre a XiDH pre 
viamente induzida em seu nível máximo, pelo crescimento (Figu 
ra 25).

Estes resultados sugerem que a glucose exerce um efeito 
mais acentuado quando adicionado nas etapas iniciais do proces

v

so indutivo (Figura 20). A presença de glucose no início da in 
dução junto com o indutor, causa uma repressão total da sínte­
se da XiDH (repressão catabõlica transitória) por 4 horas, seguida 
de uma fraca repressão catabõlica. A adição da glucose após um 
certo nivel de indução (Figuras 22 à 24 e 26) provoca inicialmente ini 
bição (por 1-3 horas) na atividade da enzima pré-existente e depois repri­
me parcialmente a indução adicional. Finalmente, sendo adicionada a 
pós a expressão total da XiDH, não tem efeito algum (Figura 25) .

Este fenômeno observado em células de P. pullulans não 
foi ainda descrito em fungos e leveduras. Contudo, McGinnis e
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Paigen^^ descreveram em Escherichia coli a inibição catabÕli 
ca como um fenômeno geral no controle da utilização de carboi- 
dratos. Ampla pesquisa bibliográfica revela que a glucose pode
exercer em graus diferentes uma repressão catabõlica transitõ-

. (74 1 02) ~  -ria ou permanente ' ou uma inibição da atividade enzimã-
(̂  6)tica do tipo inativação catabõlica . Como o "efeito da glu­

cose" em células de P. pullulans não i uma simples repressão ca 
tabólica, nem um caso típico de inativação catabõlica, denomi­
nou-se este efeito encontrado em células de P. pullulans de "i 
nibição transitõria-repressão catabõlica". Provavelmente, trá- 
ta-se de uma associação destes 2 fenômenos, pois ê conhecido que 
muitas vias metabólicas possuem um segundo mecanismo de contro 
le, o qual permite um controle mais rápido e flexível da ativi. 
dade e n z i m ã t i c a .

A adição simultânea de glucose e cicloeximida â suspen­
são celular em estado não-proliferante, cuja síntese da XiDH es­
tá sendo induzida, não provoca alteração no decréscimo da ati­
vidade enzimática causada pela glucose, sugerindo que o efeito 
inibitõrio-catabõlico não ê dependente da síntese protêica (Figu 
ra 23). Apôs a inibição há recuperação natural do nível da enzima pre­
existente (antes da adição de glucose), o qual é mantido con£
tante sem que haja síntese adicional de novas moléculas da

/ ' 4 
XiDH, ou seja, a cicloeximida inibe a repressão catabõlica. Por
outro lado, observa-se que hã desaparecimento do aumento ini­
cial de poucas unidades de enzima que normalmente ê observa­
do apõs a adição de glucose. A resposta inibitória â adição de 
glucose ao sistema sem cicloeximida nunca é imediata, hã sem­
pre um pequeno tempo necessário requerido para metabolizar a 
glucose para formar produto (s) que seria (.m) um efetivo inibi-
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dor/repressor. Portanto, a inibição catabõlica é um mecanismo
que não requer a formação de ligações peptídicas nos ribosso-
mas, mas durante a repressão catabõlica há síntese proteica
"de novo". De acordo com os resultados obtidos a inibição cata
bõlica da XiDH causada pela glucose, pode ser sugerida como re
sultado de uma mudança na estrutura e/ou conformação da molécu
la da XiDH, como foi sugerido para a inativação catabõlica do

( 78 )sistema de consumo ("uptake")de galactose em leveduras .
A inibição catabõlica da XiDH observada após incubação

das células de P. pullulans com glucose não é provavelmente o
resultado de uma inativação catabõlica pela degradação proteo-
lítica da enzima. Um dado que favorece esta interpretação ê a
reativação ou recuperação da XiDH após a remoção de glucose do
sistema de indução pela transferência das células em tampão fo^ 
fato sem fonte de carbono (Figura 24). Apôs a reativação total da XiDH há

um brusco declínio nesta atividade, provavelmente porque aXiDH 
representa uma valiosa fonte de amino-ãcidos e carbono, o qual 
poderia ser utilizado para a síntese de novas proteínas ou pa­
ra suprir energia para a célula.

A recuperação da atividade inibida da XiDH após a reti­
rada da glucose do sistema, parece ser dependente da síntese 
protêica (Figura 24). A XiDH poderia ser sintetizada "de novo" a partir de 
aminoãcidos, ou a recuperação poderia ser devida à associação 
de subunidades inativas ou uma mudança conformacional em que a 
formação da ligação peptídica nos ribossomas estã envolvida.

0 decréscimo na atividade da enzima após a adição de ci 
cloeximida, num sistema livre de glucose, pode ser justificado 
pela falta de fonte de carbono para as células e a parada to­
tal da síntese protêica, o que acarretaria uma degradação rãpi
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da da XiDH para suprir as células de suas necessidades fisiolõ 
gicas (Figura 24). Este tipo de efeito é encontrado também durante a reati

vação da inativação (causada pela glucose) do sistema de consu 
mo ("uptake") de maltose^^ e de galactose  ̂ em leveduras. A 
pesar da presença de uma fonte de carbono representada pelos 
respectivos indutores, a adição de cicloeximida causa uma que­
da na atividade destas enzimas.

Um outro fato que depõe contra uma inativação catabõli- 
ca do tipo proteolltico é a reversibilidade natural da ativida 
de inibida da XiDH causada pela glucose, após um período inibî  
tório aproximado de 1-2 horas (Figura 22) .Esta reversibilidade natural, 
após o período de inibição e em presença de glucose renanescen 
te, se dã com uma velocidade reprimida ou menor que a do siste 
ma controle (indução em presença de D-xilose), estando, portan 
to, sob o efeito de uma fraca repressão catabõlica.

Ocorre uma reativação total da XiDH, inibida pela gluco 
se, quando as células sao suspensas em tampão fosfato contendo 
D-xilose (Figura 24). A presença do indutor faz ccm que o sistema de indu­
ção da síntese da XiDH retome novamente, à sua velocidade mãxi 
ma. O mesmo não ocorre quando as células são suspensas em tam­
pão fosfato contendo cicloeximida e xilose. Não hã reativação 
da XiDH "inibida-reprimida" e o nível desta atividade permane 
ce constante pelo menos por 5 horas (Figura 24).

A inibição catabõlica transitória da XiDH estimulada pe 
la glucose é revertida em presença de 1 mM de AMPc, e a repres^ 
são catabõlica da XiDH ê completamente evitada pela presença 
deste nucleotídeo (Figura 26). A falta de uma total reversão no início do 
processo pode ser atribuída a uma quantidade limitada (lmM) dejs 
te nucleotídeo e a demora na permeabilidade do AMPc èxõgeno.
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Quando a concentração do AMPc utilizado ê de 3 itlM, tanto a ini
bição transitória coino a repressão catabólica são revertidas
aos níveis do sistema controle. Esta reversão ê fato conhecido
em diferentes microrganismos principalmente em bactérias ,
onde a permeabilidade deste nucleotídeo através da parece celu

(75 113 127lar é relativamente fácil. Porém em leveduras© fungos ' ' ’

128,141) ~ , - ., a reversão da repressão catabólica e muitas vezes i­
noperante ou parcial, devido a problemas com permeabilidade das 
células ao nucleotídeo. Portanto, o resultado sugere que ambos 
os mecanismos estejam associados com a diminuição da concentra ' 
ção intracelular de AMPc, mas é desconhecido ainda se a gluco­
se e/ou seus metabõlitos reduzem a atividade das enzimas sensí̂  
veis â catabõlitos, exclusivamente pela diminuição da quantida 
de de AMPc.

0 estudo imunolõgico efetuado pela técnica de Ouchterlony (Figura 
27) mostra que o extrato livre de células sob o efeito de "inibição-re- 
pressão" pela glucose forma uma única linha de precipitina ccm o anti - 
soro contra XiDH. A intensidade desta linha de precipitina, obtida de 
extrato con atividade enzimãtica "inibida-reprimida" em 50%, é semelhan 
te à daquela obtida ccm o extrato não "inibido-reprimido". Isto se deve 
ao fato de ter sido aplicado quantidades semelhantes das duas prepara - 
ções enzimáticas.

Esta propriedade imunolõgica pode ser atribuida a molé­
culas de XiDH que ainda não sofreram o "efeito da glucose" e, 
portanto, mantêm ainda a região responsável pelo reconhecimen­
to da reação antígeno-anticorpo. A possibilidade desta respos­
ta imunolõgica ser devida a uma forma molecular da XiDH "_ini_ 
bida-reprimida" é pouco provável, já que os valores das cons­
tantes de Michaelis-Menten (K aparente) dos 2 substratos (NAD+

m c

e xilitol, Fig.28-29) para a XiDH de células incubadas com e sem glucose
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foram semelhantes. Os valores de aparente da XiDH de célu­
las na ausência de glucose são de 0,14 mM e 8,0 mM para NAD+ e 
xilitol respectivamente, e após a adição de glucose ao sistema 
de indução, os valores de Km aparente para NAD+ e xilitol são 
0,18 mM e 6,06 mM, respectivamente. Desta maneira, pode-se su­
gerir que a atividade enzimática do extrato de células incuba­
das em presença de glucose ê de moléculas de XiDH que não so­
freram o "efeito da glucose". Portanto, a XiDH sob o "efeito da 
glucose" parece sofrer uma alteração na sua estrutura e/ou con 
formação, acarretando na perda de sua atividade enzimática, bêm 
como na sua capacidade de reação imunolõgica.

Os estudos realizados neste trabalho mostram que a for­
mação da XiDH em Pullulavia pulíulans é controlada por um sis­
tema indutor-repressor, no qual a D-xilose serve como um indu­
tor. Esta formação induzida da XiDH é afetada pela adição de 
glucose mostrando um exemplo de "efeito da glucose" em fungos 
leveduriformes.

Os resultados obtidos em células de P. pulíulans mos­
tram que não somente a D-glucose, mas também o glicerol, repri 
mem temporariamente a indução da XiDH. A indução da L-ramnose 
desidrogenase deste mesmo fungo leveduriforme é também parcial

' (136> . rmente reprimida por D-glucose, D-galactose e D-frutose .A _L-
fucose desidrogenase de P. pulíulans também ê reprimida por D-

(24)glucose, D-xilose, D-galactose, glicerol e L-arabinose • 
Estes dados sugerem que a repressão catabólica ocorrida não ê 
causada diretamente pela glucose e seus metabõlitos imediatos, 
mas por algum metabõlito comum a estes açúcares que atuam nas 
vias metabólicas deste fungo leveduriforme.

Durante o fenómeno da repressão da XiDH pela glucose, a
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atividade desta enzima diminui temporariamente a um nível mais 
baixo que aquela antes da adição de glucose (inibição transito 
ria), possivelmente pela alteração na molécula induzida da XiDH. 
Após, a enzima ê novamente sintetizada a uma velociade menor 
que a do sistema sem a glucose (repressão catabõlica permanen­
te) . Por esta razão, o têrmo "inibição transitõria-repressão ca 
tabõlica" ê usado para descrever um tipo não comum de mecanis­
mo regulatório da XiDH de Pullularia pullulans .

Esta alteração na atividade da XiDH é um fenómeno que 
apresenta as seguintes características:

i) a inibição não depende da síntese protêica "de novo";
ii) é reversível naturalmente, mesmo em presença de glu 

cose, pois o retorno ao nível anterior ao da inibição ocorre ge 
ralmente dentro de 1 a 3 horas após a adição de glucose;

iii) a atividade inibida é reativada após a remoção de 
glucose do sistema, sendo dependente de uma síntese protêica 
"de novo";

iv) tanto a inibição como a repressão são revertidas por 
AMPc exógeno;

v) a glucose não exerce efeito sobre a XiDH induzida ao 
nível máximo, pelo crescimento celular.

Como a natureza química e as bases bioquímicas do "efei 
to da glucose" sobre as enzimas sensíveis a catabõlitos em or­
ganismos eucariÕticos, ainda não estão elucidadas, fica difí­
cil esclarecer o mecanismo regulatório da glucose e/ou seus me 
tabõlitos sobre a indução da XiDH.
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5 - CONCLUSÕES

1. A XiDH de Puilularia pullulans foi purificada à homo­
geneidade .

2. 0 mecanismo da reação catalisada pela XiDH é do tipo 
sequencial ordenado Bi Bi, sendo NAD+ o primeiro substrato à 
ligar-se a enzima, seguido pelo xilitol. 0 primeiro produto a 
ser liberado na reação é a D-xilulose e apõs o NADH.

3. A XiDH de Pullularia pullulans é controlada por um 
sistema indutor-repressor, no qual a D-xilose i um especifico 
indutor, tanto em células em crescimento como em células em es 
tado não proliferante.

4. A síntese induzida da XiDH ê inibida por cicloeximi- 
da mostrando que o seu aparecimento é dependente da síntese 
protêica "de novo".

5. A XiDH induzida por D-xilose em células em crescimen 
to ou em estado não-proliferante ê inibida pela adição de D- 
glucose ao sistema de indução.

6 . A inibição da XiDH pela glucose é de um tipo incomunv 
isto é, uma associação de inibição transitória e uma fraca re­
pressão catabõlica. Esta inibição inicial parece não ser depen 
dente de cicloeximida, porém a repressão catabõlica necessita 
de uma síntese protêica "de novo".

7. A inibição da XiDH estimulada pela glucose é reversí 
vel espontaneamente ao nível anterior ao da inibição, mesmo em



presença de glucose no sistema indutor.
8. A atividade da XiDH inibida pela glucose é reativada 

após a remoção da glucose do sistema, sendo que o seu apareci­
mento é dependente da síntese proteica "de novo".

9. Tanto a "inibição transitória" como a "repressão cata 
bõlica" são revertidas por AMPc exógeno.

10. O efeito da concentração de xilitol e de NAD+ sobre 
a atividade da XiDH induzida por xilose e da "inibida-reprimida" 
pela glucose são semelhantes.
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