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HrSCOSE-AIP-EOSiWRAlTSiEJdASE ----  EC 2711 (33 ),
comumente chamada HEX0QU2ITASE, ca ta lisa  a 1'eação que representa a 
etapa in ic ia l  do metabolismo de iiexoses.

Ilexose + AfP ------------------ Ilexose-nonofosfato + ADP

Ileyerhof em 1927, v e r if ic o u  qp.e uma fração de um 
precipitado a lcoó lico  de autolisados de leveduras, quando 
adicionada a extratos de músculo de sapo e de coellio aumentava a 
u tiliza ção  de glucose e fn ito s e (9 ).  Estudos posteriores  de Colowick 
e ICalckar(3) e de ileyerhof ( 9 ) mostraram que o p rin c íp io  ativador era 
uma enzima que ca ta lisava  a reação acima descrita.,

A enzima f o i  também id en tifica d a  em fíg a d o (32 ); em 
céreb ro (l6 , 42, 43, 44, 49); en outros tec idos amimais(23, 39); em 
in setos (l3 , 35)? em plantas su periores (3 6 );  em fungos(1 0 , 27, 31,
34); em p ro tozoários (4, 33, 33) e em bactérias (7 , 17, 20).

Hexoquina.se c r is ta lin a  de levedura que ca ta lisa  a 
fo s fo r ila ção  de glucose, fru tose e manose, f o i  estudada por Berger, 
S lein , Colowick e Cori em 1946(5); por Kunitz e LlcDonald em 1946(21); 
por Bayley e \/ebb em 1948(30* Em 1951 Broun, relatou, que a 
hexoquinare de levedura fo ^ fo r ila v a  D (+ ) glucosamina, além de 
glucose, fru tose e-manose(6 ).  !írayr,er e Colowick estudarem as 
múltiplas formar da enzima de levedura, concluindo que provavelmente 
havia 6 isoenzimas no m ateria l estudado, apresentando e las as mesmas 
atividades, espec íficas , mas d iferen tes  propriedades com relação aos 
valores de pll étimo, Km e Vmáx. (43 ). TJlein et a l, em 1950(40), 
estudaram hexoquinare de levedura, comparando-a com a enzima de 
tecido--’ animais.

Juntamente corn a hexoquinase de levedura, a hexoquinase 
de cérebro tem sido intensamente estudada. Ileyerhof(28 ), Leyerhof 
et a l ( 2 9 ), em 19 4 7 , estudaram a velocidade de g l ic é l is e  de glucose 
e frutose em extratos de cérebro. Encontraram que a baixas 
concentrações de AIP, o extrato u t i l iz a v a  glucose mais rapidamente 
que fru tose. Is to  f o i  interpretado como sendo devido a um decréscimo 
muito maior da afinidade da enzima para fru tose do que para glucose
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a n íve is  mais baixos de AíP.

Uma prepar'ção de cérebro que fo s fo r i la v a  glucose, 
frutose, manose, mar nenlium dos ouúros açúcares tes ta tos , f o i  
descrita  por \7iebelhaus e Lardey(49), discutindo os fa to res  que 
afetam a velocidade de g l ic é l is e  c oxidação dc glucose e fru tose .

Ilexoquinare particu lada de cérebro f o i  estudada, por Gois 
e Crane, abordando a espec ific idade de substrato(43) a in ib ição  da 
enzima por reagentes s u l f id r í l i c o s (42 ) e a in ib ição  por g lu cose-ô f 
( 44) .  Joelii e Jagannathan(l6 ) ,  verificaram  que bexoquinase de 
cérebro obtida em forma- so lúvel, apresentava propriedades sim ilares 
às da enzima particulada.

• Em fungos, hexoquinase f o i  estudada juntamente com
outras enzimas do metabolismo de carboidratos em í í i l l e t ia .c a r ie s ,  
por ITewburger, C laridge e C lieldetin ( 31), quando investigaram o 
metabolismo oxidativo dêste fungo, na tentativa, de esclarecer as 
v ias metabólicas envolvidas na u tiliza çã o  de carboidratos. Lledina e 
ITicholas, purificaram uma, ilexoquinare de Ileurospora crassa(27 ),  
estudando algumas de suas propriedades. Posteriormente Davidson(lO) 
descreveu uma hexoquinase de Asper_gillus parasijdcus que f o i  por e le  
purificada. Esta enzima apresenta a particu laridade de ca ta lis a r  a 
fo s fo r ila ção  de galactose e galactosamiiia, além dor' substratoes ~ 
usuais glucose, fru tose, manose e glucosanina. iíuiz-Am il e Sois 
purificaram parcialmente uma hexoquinase de A spe.r giIdus oryzae, 
estudando suas propriedades(34).

Segundo Gois, a hexoquinase de cérebro apresenta um pll 
étimo numa fa ixa  ampla, variando de 6 ,0  a 3 ,0 (42 ). Casos semelhantes 
for-m observados, em plantas sxqperiorer com pll ótimo entre os va lores 
de 7,0 a 10,0(35); em trgqpanr sjcna^_gambie_nse de 7,0 a 9 ,0 (38 ); em 
Entamoeba h y s to lit ic a  de 7,0 a 8 ,5 (33 ), em >[euro_spojra .crassa de 
8,3 a 9,45(27); Na maioria dos casos estudados (4 ,17 ,13 ,27 ,3 6 ,37,
33,46,50), o pil ótimo encontra-se entre os va lo res  d;, 7 , 0  a 1 0 , 0 . 
Clostridium butyricum — pll étimo 6 ,7 (12 ), Cio stridium. o ed enat ien -  
pll étimo 6 , 7- 6 , 9 ( 3 9 ) e glucoquinase do fígado de rato pll étimo 
6 , 5- 7 , 0( 1 9 ),  representam alguns dor pouco^ casos estudados em que o 
pli étimo encontra-se na zona ácida,

Hexoquinase de cérebro é fortemente in ib id a  pelo produto 
da reação -  Glucose--6P ( l 6 , 44). ‘i a l  fabo f o i  também constatado em
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enzimas de diferente«^ procedências, como por exemplo mucosa 
in tes tin a l( 45) ,  in s e to s (l3 ) e ZTeuro spora crassa(27 ). Asensio em 
1960(2) descreveu uma glucoquinase de E .c o li que não é in ib ida  por 
Glucose-6P, o mesmo v e r if ic o u  Euiz-Amil e Sois, escudando 
hexoquina.se de AsjDejrgiJLJLus J0ixzae(34;.

Entre os aspectos mais es.tuda.dos desta enzima, acha-se 
o do sua. especificida.de em relação ao substra.to. Enzimas espec íficas  
para apenas uma hexose foram id en tificad as  em várias  fon tes, 
destacando— e GLUCOQUIITASE e LAIJOQUIIJASE en Rseudqmqnas 
ŝ ac eh ar oj)h.i 1 i a , 3_ciiis;iiosoma mansoni, Z-chinococcus^ gr anulj^sus, 
liiU i0QUIIIASE en ervilhas, Eciiinoco_cciis^gp^anul ogur,
GLICOSAIIIITOQUII-TASE en Scliistop^oma j^en sjoni., e Ec!iljiqc_o_ccus. 
granulosus(9 ).  Enzima, in esp ec ífica  tendo como substratos glucose, 
menose, frtutose e outros agdcares, ten sido id en tifica d a  em tecidos 
animais(49 );  em plantas su perio res (3 6 ); em in se to s (lG ). em 
fungos: 1 ̂ eurqs^qra jqrjas sa( 2 7 ) ,  AspergiJLlus jpar as i  t#i  cus ( 1 0 ) ,  
Aspergillus oryzae( 3 4 ) e em bactérias: Ps^eudqnonas p u tre facien s ( 20 ), 
3p irochaeta recu rren tis ( 4 1 )»

A enzima requer para sua ação um a,tivador iôn ico , sendo 
o I.lg++, o mais e fic ien te (4 ,6 ,1 7 ,l8 ,3 7 ,3 0 ). i.edina e Eicholas 
descreveram um® Hexoquinase depeddente de Zná*, em Heuro  spora. 
crassa(2 7 ).

0 composto doador do grupamento fo s fo r i la  é o A!TP. Em 
1961 Ilartinez verificou , que o I IP  pode su bstitu ir o A!IP em 
hexoqtiinase de levedura(26), C-fP, CiP e tíTP são relativam ente 
in e fica zes (15 ,1 7 ,2 6 ,35).

0 fungo Polyporus c irc in a tu s, basidiom iceto apodrecedor 
da madeira, u t i l i z a  normalmente polissacarídeos como fonte de 
carbono era seu habitat natural. A presença de várias  c®rboidrases 
ne^te fungo f o i  constatada em trabalhos an teriores por Am aral(l) e 
IT ish ida(l4 ), o que exp lica  a h id ró lis e  dos polissacarídeos 
existentes na polpa da madeira, às suas unidades fundamentais, como 
a primeira etapa p rr» a u tiliza ça o  de hexoqes pelo fungo. Por outro 
lado, sabendo-se que » fo s fo r ila çã o  das hexoses representa a 
primeira etapa para a u tiliza ça o  dc monossacarídeos e sendo a 
hexoquina.se a enzima, responsável pela fo s fo r ila çã o  da glucose, 
frutos'e e manòse, o seu estudo é de grande importância para a
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alucidação do metabolismo de carboidratos peltí fungo, uma vez que a 
glucose-5P é o metabdlito comum da via. g l i c o l í t i c a ,  c ic lo  das 
pentose-fosfato e biossíntes.e de polissacarídeos do .^ojl^rpqrus 
c i  r  cin at u s.
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2 -  iJ^ZOlÃL 2 JlElp_DÜ3;

2.1. -  Cultura dc cé lu la s.

A amostra de Po_ly_porus c irc inatus Pr. f o i  cedida 
gentilmente pela i)ra. Déa Amaral., ia  cadeira de Química B io lóg ica  
da faculdade de Earmáci» da CJniversidade fed e ra l do Paraná.

A cultura f o i  mantida em meio só lido  segundo llarkus, 
l i i l l e r  e Avigad(25), a p a r t ir  de la  inoculou-se a amostra eu meio 
lícju ido(25) contendo glucose a 1 ^  como fon te de carbono.

0 meio do cultura f o i  e s te r iliza d o  a uma atmosfera de 
pressão por v in te  minutos, em frascos de 1 e 2 l i t r o s  contendo 
<ljQ e 500 ml de solução respectivamente. '

0 fungo f o i  crescido a 28°C em agitador ro ta tó r io  com 
100 agitações por minuto. Após 24 lioras de crescimento, o m icé lio  
fo i  coletado por f i lt r a ç ã o , lavado em água d estilada  e guardado em 
congelador a -20°C. C m ateria l assim obtido £oi usaxlo como fonte 

enzima.

2 . 2. -  Preparo do extrato l iv r e  de célu la s.

Er.i um gra l foram colocados de 5 a 10 granas de fungo e 
duas e, três  vêzes o volume em are ia  do mar tratada. Esta mistura 
fo i  tritu rada e suspensa en EDiA 0,011a pll 7,0, num volume em ml 
correspondendo a 3 vêzes o pêso do m icé lio . Este m ateria l f o i  
centrifugado a 1 1.0 0 0  g por 10 minutos, obtendo-se por decantação 
o extrato l iv r e  de célu las.

2 . 3 . -  determinação da atividade enzimática,

A atividade enzimática f o i  determinada uedindo-se a 
glucose residual l iv r e  pelo método da glucose oxidase (Hugget e 
't-í vnn H 15), modificado por Eolr et a l. (46 ). Este . étodo baseia-se 
cm que a glucose-6r  não é substrato para a glucose oxidase. Assim, 
incubando uma mistura tamponada dc glucose cor um excesso do AfP~u0
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e uma quantidade apropriada de hexoquinase, a quantidade de glucose 
l iv r e  d ispon ível para a glucose oxidase, decresce à medida que se 
forma a glucose-6P.

Estimativa da glucose res idual em um dado tempo pode 
fàcilmente ser rea lizada  pelo tratamento d ire to  da mistura de 
incubação com o reagente glucose-oxidase-peroxidase-cromogênio, 
contendo EDTA 0,511 excesso su fic ien te  par- in ib ir  a reação da 
Hexoquinase.

- A mistura de incubação era constitu ída de 4 umoles de 
tampão fo s fa to  pll 7,0; 1 umol de LígC^; 1 umol de Al’P pll 7,0; 0,2 
umoles de glucose; enzima em quantidades va r iá ve is  e água destilada  
su fic ien te par- completar 0,1 ml. Incubaçao por 10 minutos a 37°C. 
Após êste #enpo a reação f o i  interrompida, acrescentando-se 2 ml 
do reagente glucose oxidase-peroxidase-cromogêuio, sendo a seguir 
incubada por uma. hora. A cor desenvolvida f o i  l id a  en um 
espectrofotômetro Eeckman DU a 420 mu. ílas experiências de hm e 
especificidade f o i  usado o método dc Sonogyi(47) e ITelson(3 0 ),  para 
medida do açúcar redutor, sendo a reação interrompida pela  adição 
de 13a(OIl)2 0 , 3N e ZnSÔ j 3$, para a precipita,ção do éster fo s fó r ic o .

2.4. -  Determinação da p ro te ína.

0 conteúdo de proteína,s f o i  determinado pelo método de 
Lowry et a l . (24 ).

2.5. -  Defin ição da unidade de enzima.

• Uma xmidade de enzima f o i  d e fin ida  como sendo a 
quantidade de enzima necessária para cata,lisar a fo s fo r ila ça o  de 
1 umol de hexose em 10 minutos, nas condiçoes de ensaio.

2.6. -  Purificação da Hexoquinase.

- 0 extrato l iv r e  de célu las f o i  d ia lisado em tampão
-fosfato 10“ pll 7 , durante 3 horas a 4°C, para eliminação da 
glucose livre .- A seguir f o i  corrig ido  o pll dêste m ateria l para
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ó ,8 a 7,0 com NaOII 0,377 e submetido a u.: fracionanehto de 0-40fa com 
sulfato de amónio, sendo o m ateria l centrifugado a 1 3 .0 0 0  g por 15 
minutos. 0 sobrenadante obtido f o i  submetido a um segundo 
fracionamen fco com su lfa to  de anonio de 40 a 70 >̂ , centrifugado 
também a 1 3 . 0 0 0g por 15 minutos. '

0 precip itado que continha a enzima f o i  suspenso en 
EDI A 10~ Î,I pll 7,0, en um volume aproximadamente de 7 a 8 vêzes 
menor que o volume de extrato o r ig in a l. Este /naterial f o i  d ia lisado 
a 4°C, durante 3 horas, contra uma solução contendo EDíA-lIg 10“

Este m ateria l d ia lisado f o i  adsorvido em g e l de alumina 
C& , na proporção de lm g de só lido (lê so  sêco) por mg dc proteína.

A- mistura f o i  deixada 10 minutos em repouso e 
centrifugado a 20.000  g por 10 ninutos. A enzima adsorvida ao 
precipitado f o i  elu ída com tampão fo s fa to  0 , 1 E pll 7 , 0.

0 sobrenadante contendo a enzima f o i  cromatografado em 
uma coluna de DE/lE-celulose de 15 cm de a ltu ra  por 7 mm de diâmetro, 
com um fluxo de 0,2 ml por minuto a 4°C. A JEAE-celulose f o i  
anteriormente equilibrada em tampão fo s fa to  0,11.1 plí 7,0. Usou-se 
como eluente tampão fo s fa to  pll 7 , 0  0,111 (9 m l), 0 ; 25I.í (9 ml) e 
0,311 (9 m l), respectivamente, colctando-sc manualmente frações de 
3 ml.-

Quando a atividade enzimática era medida pelo 
desaparecimento do açúcar redutor pelo método de Somogyi e Nelson, 
a enzima cromatografada era d ia lisada  contra tanp®o fo s fa to  0 , 02Lí 
pll 7 , por 2 horas a 4° 0 , para elim inar o excesso de fs fa to  que 
in te r fe r ia  na determinação.

2 . 7 . -  Estudos c in é tic o s.

A fração obtida, da coluna de dZAE-cclulose que 
apresentava maior ativ idade, f o i  usada como fon te de enzima para a 
doternina.ção do e fe ito  da concentração da enzim®, e fe ito  do tempo 
de incubação, e fe ito  da temperatura de incubação, e fe ito  do pli, 
determinação da espec ific idade em relaçao ao doador do grupamento 
fo s fo r i la  e em rela.ção ao substrato, determinação da constante de 
Ilichaelis-Henten e determinação da estab ilidade da enzima.
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- A determinação da constante de michaelis-Llenten f o i
f e i t a  pelo método de Lincweaver-Burk(2 2 ) modificado por d ix o n ( l l ) .

2 . 0 . -  Enzimas e produtos químicos.

Glucose-oxidase c peroxidase (g lu eos ta t) foram 
fornecidas pela V/ortington. ATI í o i  fornecido pela Sigma Chemical 
Company. Os açúcares u tiliza d os  como substrato eram crom atogràíica- 
mente puros, d—glucose, d-manoso, d—fru tose e d--galactose fornecidas 
pela Calbiochcm; Crlueosamina, U-acetil-glucosam ina e I - x i lo s e  por 
iiann Research Laboratories; L-sorbose pela n u tr it ion a l Bi o chemicals 
Corporation e L— arabinose por P fan stie iil Laboratories.
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DIAltLHJ. DAS DIYHISAG 1ASDG DA iUIÜIEICAOAC

rrecipita.do re je itad o

Extrato in ic ia l

(ir.IA) 2S0A 0-40p

Sobrenad*nteT
. (i:::4)2sc4 40- 70^

;ípitãdi^ecipi*cr,ao

1
Suspçnro em

J.hiJ JL.1X.

D ialisado

C-el ue alunina C 4

Eluição com tampão 
fo s fa to  0,11.1

Sobrenad ante 
re je ita d o

Colur(a DAAE-celulose

Eluição com tampão 
fo s fa to  0,2511

i .^Oialisado

Eig. 1 -  Diagrama dar diversas etapas de purificação da Hexoquinase 
de uqlyporus c_irciiiatus.
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3 -  INSULTADOS

3.1. -  Purificação da onzina

0 extrato l iv r o  de célu las de .Po-Jtpojrus _c_ircinatus tra ­
tado com su lfa to  dc amónio, f o i  adsorvido em g e l d*e alumina *C >f , e- 
luído com tampão fos fa to  0 , 11.1 p:I 7 . Esto m ateria l f o i  cronatografa- 
do em uma coluna de DEAE-celu lose, sendo a enzima elu ída com tampão 
fos fa to  0,251.1 pll 7. Através da figu ra  2, podemos observar a separa- 
çao cromatográfica da Ilexoquinase em DSAE-celulose. A enzima f o i  
purificada 15,7 vezes, como demonstram os dados da tabela  I .

'  £ A £ j± J í  A  _

Purificação de hexoquinase de Polyporus ciro inatus

tratamento ! j/ml Proteína
mg/ml

Atividade
esp ec ífica

ünid. 
to ta is

iíend. P u r if .

Extr.bruto 20,5 12,26 2,32 427,5

(nh4 ) 2so4
40̂ 70yo 8 1 ,0 15,56 5 ,2 0 202,5 47,3 2,24

Gel de alú- 
mina C A 65,5 7,47 8,76 163,75 38,3 3,77

DEAE-celu­
lose 17,14 0,47 36,46

. ......................... . . .  j

60,56 
t ___________  . . . . .

16,0 15,71
L  ______ _____

3.2. -  E fe ito  da concentração da, enzima.

A f i g .  3 demonstra que o aumento da velocidade é d ire ­
tamente proporcional à concentração da enzima.
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3.3. -  E fe ito  do tempo de incubação.

' • • 0 e fe ito  do tenpo de incubação nobre a velocidade da
reação a 37°C é demonstrado na f i g .  4.

3.4. -  E fe ito  da temperatura.

• A f i g .  5 nos mostra o e fe ito  da temperatura de incuba­
ção rôbre- a atividade da Hexoquinase. Observa-se que a temperatura 
ótima pera- a fo s fo r ila çã o  da glucose <5 dt> 37°C, perdendo quase tôda 
sua atividade acima de 60°C.

3.5. -  E fe ito  do pll. -

- Para determinação do e fe ito  do p.TI na abividade enzimá-
t ica , foram usados os seguintes tampões: acetato 0 , 21.1 de pll 4 ,0  a
5 , 6 ; fo s fa to  0 , 21.1 de pll 5,3 a 7,3; e f r i s  ( hidroxietilaminometano ) 
0 ,21.1 de 8 ,0  a 9 , 0. 0 pll r e a l das misturas de incubação f o i  v e r i f i  ­
cado após a mistura dos reagentes. A f i g .  6 nos mostra que o pH <5-
timo da Hexoquinase de Polyporus _circinatus é de 6,4. -

3.6. -  Especificidade da enzima em reéLação ao doador do grupamento
fo s fo r i la .

A tabela  I I  nos demonstra que GTP, UTP e CTP são menos 
e fic ien tes  como doadores do grupamento ío s fo r ila . em relação ao ATP.

3.7. -  Especific idade da hexoquinase em relação à Jlexose.

A especific idade f o i  estudada em relação a vá r ios  açú­
cares. Pela 1'abela I I I ,  podemos v e r i f ic a r  que a enzima é in especí-
f ic a  fos forilando  glucose, manose, fru tose e glucosanina.
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. 'A à A .ã

Especific idade da hexoçuinase em relação ao 
doador do grupamento fo s fo r ila ,.

Eucleotídeos umoles de glucose 
fos f./m l enzima

Atividade r e la t iv a
lo .

ATP - 0,75 100

CTP 0,75 - 8,5

GTP 0,75 0,5

UTP 0,75 CO VJI

Sistema do incubação; 4 umoles de tampão fo s fa to  pll 7,0; 0,2 umo-
les  de glucose,. 1 umol de LLgCl2 , 1 nmol dc ATP, C-TP, CTP ou UTP; 10 
ug de proteína? 0,02 ml de água destilada . Período de incubação de 
10 minutos, a 3 7°C. .

3 . 0 . -  Determinação da constante de Iiichaelis-IIen ten .

A constante de L ichaelic-nenten f o i  determinada para a 
glucose, manose e fru tose, substratos naturais da enzima, obtendo­
-se. respectivamente, os va lores de 9 x 10“ Î.I, 5,0 x 10“ ul e 5,5 x 
10“ í̂.i, conforme indicam as figu ras 7, 8 e 9.

3.9. -  Estabilidade da enzima purificada. •

A enzima purificada, conservada no congelndor a —20°C; 
6 bastante estáve l, perdendo 50^ de su~ ativ idade após 90 d ias.
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1 .A B pJ JLj\ I. I I '

Especificidade da Ilexoquinase ei;i relação ao açúcar

1
Substrato conc. 12 mil Atividade máxima r e la t iv a

1
Glucosa

|----OH

Hanose 0 ,7

Erutose

O<M

Glucosamina 0,5

’ Il-acotil-glucosam ina ----

Sorbose ----

E ilose -----  .

Galactose -----•

Arabinose -----

Um traço ind ica velocidade indetectáve l nesta concentração de 
substrato.

Sistena do incubação: 3 pmoles de IÍ3CI2 ; 3 pmoles- de A1’P; 3,6 u 
moles de liexose; 40 p.;;-de proteína; ájua destilada  para comple­
tar 0,3 n l. Glucose, manose, fru to se e glugosanina foram incuba 
dos 15 minutos a 37°C, os demais açúcares testados foram incuba 
do" por 6 horas.
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Fig, 2 -  Purificação da Ilexocjuinase do ô_l;/;ç_orus j ĵir^cinatus por 
crom ao jr a f ia  em coluna de DDAE—celu lose.

Sistema; 4 pmoles de tampão fo s fa to  pli 7,0, 1 pmol Il^ C ^ v l jxmol de
ATP; 0,2 pmoles jlu cose, enzima em quantidades va r iá ve is
e á:jua destilada  su fic ien te  para completar 0,1 ml.

-  14 -

U/
m

l



Pig. 3 _ E fe ito  da concentração da enzima na velocidade de reação.

Sistema; 8 pmoles tampão fo s fa to  plí 7,0; 2 pmoles IÍ3CI2 ; 2 pmoles 
AfP. 0,4 piiioles Elucose; quantidades va r iá ve is  de enzima 
e água destilada em quantidade su fic ien te  para completar 
0,2 ml.
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i ’ig . 4 -  E fe ito  do tempo de incubação sòbre a velocidade da reação.

Gistenas 4 pnoles de tampão fo s fa to  pll 7,0; 1 pmol de IígC ^; Ipm ol
de ATI5; 0,2 pmoles dc giucore? 9 pg de proteína, água de_s
tila d a  em quantidade su fic ien te  para completar 0,1 ml.
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Pig. 5 -  E fe ito  da temperatura de incubação sobre a ativ idade da 
Ilexoquinare. .

Sistema; 4 pmoles dc tampão fo s fa to  pll 7,0; 1 pmol de IigCI2 ; lpm ol
de A'1'P; 0,2 pmoles de glucose. 6 pg- de proteína? água dos
t ila d a  em quantidade su fic ien te  para completar 0,1 ml.
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- í " .  6 -  E fe ito  do pll sôlore a atividade da enzima.

Sistema: 50 pmoles de tampão, 2 umolee de Ii;jC l2 ; - 2 pmoles de ÂíP; 
0 ,3  ytuolea de -Pacoeo, 7 , 0  p j  de proteína.
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7 -  Determinação da constante de Aichaelis-í.Ienten para GLUCQ-
r í * 7»0x1-,

'.is tema: 6 praoles de a ,^CI2 ; 6 pnoles de ATI, 24 p j  de proteína;
jlucose em cpaantidadea va r iá ve is  e ájua destilada  em quan 
tidade su fic ien te  para completar 0,5 ml.
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Pig. 8 -  Determinação da constante de ! .ichaelis-Ilenten para UANOSIi.

o i st ema; Sistema idêntico ao da f i g  7, usando-se neste caso, 48 pg 
de proteína e quantidades va r iá ve is  de nanose.
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i

I’iS. 9 “  Determinação da constante de iiic liae lis-llen ten  para ERUfO- 
SE. “  ~

Sistema; 3 pmoler de 1íq-C12; ■ 3 pmolen de ATP; 35 ps de proteína;
fru tose cm- quantidades va r iá ve is  e ájua destilada  s u fi­
ciente para completar 0,3 ml.
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d i s c  u^s s Ã_q'

Atividade de Hexoquinase f o i  observada em extratos l i ­
vres de célu las de Pol yporus c irc inatus Pr. A enzina parcialmente 
purificada, apresenioui bastante estab ilidade, - levando 90 d ias, a­
proximadamente, para perder 50-̂  de sua a tiv idade, e, era isen ta  de 
galactoseoxidase e outras enzimas que pudessem in t e r fe r ir  nos pro­
cessos de determinação.

- 0 estudo do e fe ito  do pll sôbre a a tiv idade enzimática,
revela que- o pll ótimo para. e. fo s fo r ila çã o  da glucose é de 6 , 4 , co­
mo mostra a f i g .  6 , sendo que a píl 8 , a ativida.de ca i a 40b. 0 fa ­
to de^ta- enzima apresentar máxima ativ idade en meio ácido, a d i fe ­
rencia da maioria das enzimas estudadas, incluindo as de fungo, -  
que apresentam seu máximo entre va lores  de ph de 7 , 0  a 1 0 , 0 . ( 4 , 1 7 ,
13,27,36,37,38,46,50).

Em relação a este fa to r , a enzima de ?qljp^rus_ _ c i r c i -  
r atus assemelha-se mais à enzima de CJLojrtjridiuiii butyiqijqum-pli-ó, 7 
(12); Clostridium oed^raatieii-pll 6 ,7-6,9 (39 ); e glucoquinase de f í  
gado de rato pil 6 , 5- 7 , 0  ( 1 9 ).

A temperatura ótima de incubação f o i  encontrada ser do 
37°C, semelhante à observada por Caltnan em enzima, de plantas su­
periores ( 36 ).

A tabela I I  nos mostra que o doador e fe t iv o  do grupa­
mento fo s fo r i la  é o AfP, sendo iiTI, C-TP e Ci]P menos e fic ie n te s , 
representando apenas 8,5/-’ da ativ idade em rela.çao ao Ax’P. A in e f i  
cácia dêstes nucleotídeos em comparação ao AfP, f o i  também consta, 
tada por Lartinez, en levedura. (26), por liu iz-Am il en abelha (35); 
por Lanei et a l. em Aerobacte^ _a^rogenes (17) e por Joshi e Jaga- 
nnathan em cérebro (16 ).

Crane e Eols, em 19 54 , demonstrara-: que a hexoqu.ina.se 
de cérebro é in ib ida  não competitivanontc pelo produto da reação 
G lucose-6-fosfa to(-14). A enzima dc , ^q^Eporus_ircinamas não é in i 
bida por G-6P, d iferin do , portanto, da enzina, de cérebro e da en­
zima de ITeurospora. cra.sse.(27) e assemclhando-s1''à  enzima de Asper­
g illu s  oryzae (3 4 ). llexoqu.inace de Pql^p_qrus_circina.tus, é inespe-
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c íf ic a , fos forilan do  glucose, m—nose, fru to  se e glúc o samina. Os va­
lores encontrados, prra velocidade máxima r e la t iv a  na saturação de 
substrato, são comparáveis aos encontrados por Cols o Crane, para 
gexoquinase de cérebro( 4 3 ) e por bois et a l, para Ilexoquinase de 
levedura(46 ) .

Os dados aqui encontrados diferem  dos obtidos por Ile~ 
dina e IJiciiolas, para Lexoquinase de EevnppsjDora crassa (2 7 ) , p rin c i 
palmente devido à baix» velocidade dos demais açúcares em re lação  
h glucose.

A enzina de Asperg illus p gras iticu s , é d ife ren te  des­
tas citadas, por fo s fo r i la r  galactose a una velocidade semelhante 
à da glucose( 1 0 ).  -

Estas comparações fe ita s  podem ser mais claramente ob­
servadas através da tabela- IV.

‘J L A A  2 A  A  A Y

E 0 11 I  E

oubstrato C érebro 
(43)

Levedura Aspergillus líeurospora 
( 46 ) ta ras . ( 1 0 ) crassa(27) 

Velocidade máxima r e la t iv a

Polypo 
rus c ir -  
cinatus

Olucose H %• O 1 , 0 H ** O H o H O

Iianose 0,4 0,8 0,64 0 ,2 3 0,7

brutore 1,5

COH

0,20 0,23 2 ,0

d-lucos~mina 0,6 0,7 ; 0,55 0,29 0,5

- - A tabela -ind ica  que- a Lexoquinase de Po_lyj).qrus_ ^c irc i-
natus assemelha-se mais à enzina de cérebro e levedvra, do que a 
hexoquinase de outros fungos, no que d iz respe ito  aps parâmetros de 
velocidade máxima relau iva .

A orden de afin idade em relaçao ao substrato, para a
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e..zina de P^circiiiatus é: LAEOSE >  GLUCOSE >  fiíUfOSE, enquanto 
que a orden de velocidade máxima nr. *-aturação é justamente a inver 
«~a. Ir to  é também observado em hexoquinase de céreb ro (4 3 ) e de l e ­
vedura ( 4 6 ). .

A enzima de E o l^oru s cijrcinatus apresenta baixa a f i i i i  
dade er.i relação à fru tose, sendo o :u:i = 5 ,5  x 10"^,;, enxquanto que 
a liexoquinase de levedura apresenta um. l_m para a, fru tose mais a lto  
da ordem de 10-/uí (dS ). .

A afinidade da enzima pela glucose não é uma constante 
nesta enzima, pois, a ordem de afin idade va r ia  com relação às vá­
rias fontes. Através da f i g .  7, podemos ver que o I~n para a gluco­
se é da ordem de 10” Î.i, esta, mesma ordem de grandeza f o i  encontra­
da par~ a enzima de _Eeurp_sj3ora _crp.ssa(2 7 ),  Aspe_rgillu^joar^sjLJ:icus 
( 1 0 ),  e levedura (4 3 ).  Sois e Çrane encontraram para hexoquinase de 
ccrebro ura Zii da ordem de 10~ÜL (43 ), e Ílu iz-A n il e Sois, estudan­
do o IDn para Asjpergillus j 3rTrzae, obtiveram um va lo r  da ordem de -  
10-5fc (3 0 .  ‘  ~ .............................

• -• A maior afin idade que a hexoquinase de Polyporus c ir c i
netus apresenta é em relação à rnanose. 0 ICa encontrado é 5x 10“  
valor- igual ao obtido por Ilernandez e Sois para ; exoquinase de te ­
cido-adiposo de rato ( 1 3 ).
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C 0 II c U S Õ 7, S

Kcxoquinase de Polyporus_ jcijrcinjrcus  ̂ in esp ec ífica , fos  
forilando glucose, manose, fru tose e glucose.: una, sendo o va lo r  de 

. peu p]I ótimo de 6 , 4.

C I ü 0
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