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HIZI0SE-ATP-FOSMOTRANSTIRASE  ——  EC 2711 (33),
conumente chemada HEXOQUIITASL, catelisa a reagao que representa a
etapa inicial do metabolismo de l.exoces.

llexose + ATP >- [lexose-monofosfato + ADP

leyerhof em 1927, verificou gue uma fragéo de wn
precipitado alcodlico de autolisacdos de leveduras, quando
adicioneda a extratos de misculo de sapo e de coellho aumentava a
utilizagzo de glucose e frutose(9). Estudos posteriores de Colowick
e Kalckar(3) e de ileyerhof(9) mostraram que o principio ativador era
uma enzima que catalisava a reacgao acima descrita,

A enzina foi também identificada em fizado(32;; em
cérebro(16, 42, 43, 44, 49); en outros tecidos amimais(23, 39); en
insetos(18, 35)9 em plantar superiores(36); ea funzos(10, 27, 31,
34); en protozodrios(4, 33, 38) e em bactérias(7, 17, 20).

Hexoquinase cristalina de levedura que catalisa a
fosforilagao de glucose, frutose e maiose, foi estudada por Berger,
Slein, Colowick e Cori em 1946(5); por Iinitz e llcvonald em 1946(21);
por Bayley e Vebb em 1948(3{. Im 1951 Drowvm relatou gue a
hexoquinare de levedura fo<forilava D (+) gslucosanina, além de
slucose, frutore e manose(6). 'rar~er ¢ Colowick estudarem as
miltiplas formas da enzima de levedura, concluindo gque provévelinente
hovia 6 iroenzimas no material ectudado, aprecrenteando elas as nesmas
ativid-~des, especificag, mas diferentes propriedades com relacao ao0s
valores de Il Stimo, K e Vméx.(43). Slein et 2l, em 1950(40),
esrtudaram hexoquinasce de levedura, comperando-a com a enzima de
tecido~ animaics.

Juntenmente com & hexoquinasre de levedura, a hexoquinacse
de cérebro ten ~ido intenremente esrtudada. Ileyerhof(28), IlL.eyerhof
et al(29), em 1947, ectudars. a velocidade de jlicdlise de glucose
e frutose em extiratos de cérebro. imcontirarsm cue a haixas
concentragaes de AT, o extrato utilizava jlucose nais réapidamente
que frutose. Isto foi interpretado como cendo devido a undecréscimo
muito maior da afinidade da enzima pare frutose do que parn glucose
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a niveis mais baixos de AlP.

Ume prepar-g¢ao de cérebro que fosforilava glucose,
frutose, manose, mar nenlival dos ouuros agucares testatos, foi
descrita por Viebelhaur e Lardey(49), discutindo os fatbres que
afetem a velocidade de glicdlise c oxidagao de glucose e fruiose.

Ilexoquinace particuleda de cérebro foi ectudade por sols
e Crane, abordancdo a ecpecificidadec de suostrauo(ﬁ3) a inibicgao da
enzima por reasentes sulfidrilicos(42) e a inibigao por slucose-6®
(44). Joshi e Jagannathen(1l5), verificaran que hexocuinase de
cérebro obtida en forma- soluvel, =preceantava nropriedades similares
&s da enzima perticulads.

Im fungos, hexoquinase foi estudada juntamente com
outrac enzimeas do metavoli-mo de carboidratos em TLilletia caries,
por Newburger, Claridge e Cheldetin(3l), cuerdo investigaram o
metabolismo oxidativo déste fungo, na tentetive de esclarecer as
vias metabdlicas envolvidar ne utilizagao de carboidratos. Ledina e
Ilicholas, purificaram uma ilexoquinare de iicurospors crassa(27),
estudando algwass de ~uas propriedades. Ifosteriormente Davidson(10)
descreveu ume hexoguinase de Arpergillus perasiticus que foi por éle
purificada., Icta enzime aprecente a porticularidade de catalisar a
fosforilagzo de salactore e zalactosanina, além do~ substiratas -
uruais glucose, frutose, menore e glucocamina. Ruiz-Anil e Sols
purificaram parci-lmente uma hexoguinase de Aspergsillus oryzae,
estudando suas propriedades(34).

Sesundo “olr, a hexoguinarce de cérebro aprerenta wum pIl
étimo numa faixe empla, veriando de 6,0 a 3,0(42). Casos semelh-ntes
for~m observados e plantas superiorer co:a pll 6tino entre os valores
de 7,0 a 10,0(356); em Wrypanoro.ia gaabiense de 7,0 a 9,0(38); em
Zntemoeba hyﬁtollulce de 7,0 a 8,5(33), e ileurospora crassa de
8,3 a 9,45(27); ila maioria doc cacos estudados (4,17, 13, 27, 3o 37,
3u 46,50}, o pil otlmo encontra-re entre oo v*loreg d. 7,0 a lO 0.
CIOﬁurlalum butjrlcun - I 8timo 6,7(12), Clogmtridiun oedenatien -
pir Stimo 6,7-6,9(39) e zlucoquinase de fizado de rato DI dtino
6,5~ 7,0(19), representcam aljuna doc pouco« casos estudados e que 0

Pl Stino enconira-ce ne zona &cida.

Ilexoquinase de cérebro é fortenentie inibida pelo produto
da reagao - Glucose--GP(16, 44). Tel favo foi também constatado en
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enzimas de diferente- procedénciar, como por exemplo mucosa
intestinal(45;, incetos(18) e Ileurospora crassea(27). Asencio ea
1960(2) deccreveu uma glucoguinace de L.coli que a20 é inibida por
Clucoce-6P, o nesmo verificou Ruiz-Anil e Zolgs, escsucando
hexoquinase de Agpergillus oryzee(34,.

intre os arpectos meis ectudados desta enzima, acha-se
0 dc sua erpecificidade en relagéo 20 subcstrato. IDnzinas egnecificas
para sapenac uma hexore foram identificadas el variac fontes,
dertacendo-~e (LUCUQUINASE e LANONUINASI en rsewiononas

TRULOQUINASE en ervilhas, Lchinococcus Jranulo-ur,
GLICOSAIIIIOQUINASE en Schirto-oma meansoni, e .2chinococcus
granulosus(9). Inzime inerpecifica tendo como substratos glucore,
nenoce, frutore e outros agucares, tem sido ideantificada em tecidos
enimais(49): em plantac superiores(38): em inretos(1l8), e

fungos: Illeurospore cracsa(27), Lspergillus perasiticus(10),
Asperzilluc oryzae(34) e em bactériac: Pseudononas putrefaciens(20),
Spirochaeta recurrentis(4l).

A enzina requer para sua agao un stivador ibnico, sendo
o lig*t, o mais eficiente(4,6,17,18,37,38). iledina e I'icholas
descreveram um= Hexoquinase depeddente de zn#™, em Ileurospora
crassa(27). :

0 compocto doador do gruprmeirto fosforila é o ATP. Im
1961 lartinez verificou cue o ITP pode rubctituir o ATP em
hexoquinase de levedura(2G), L2, Ci'T e UIP sao relativamente
ineficazes(16,17,26,35).

0 funzo Yolyporus circinatus, basidiomiceto apodrecedor
da madeire, utiliza normalmente polissacarideos co:ao fonte de
carbono em reu habitat notural. A precenga de vérias c-rboidrases
ne~te fungo foi constatada em trabalhos anteriorecs vor Amaral(l) e
Hishida(1l4), o cue explica a hidrdlise dos polirsacarideos
existenter na polpe do madeira, as sues unidades luncanmentaics, como
a prineira etapa pecre a utilizageo de hexoges pelo finzo. Por outro
lado, cebendo-ce gque ° fosforilag&o das hexoses reprcsenta a
primeira etaps para a utilizagéo dc monossacaricdeos e cendo a
hexoquinece a enzima recponsavel pela fosforilagéo da slucoce,
frutore e manore, o reu estudo é de srande importéancia para a
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elucidagao do ietzholirmo de carbvoidratos pels fungo, uma vez que a
Slucoce=52 € o netehdlito comwn da via slicolitica, ciclo das
peatose-fosfato e biosrintese de policsacarideos do Polyporus
circinatus.



2 - L/UTRIAL 2 IUTODOS:

———— - o= s e = RPN

2.1, = Cultura dc células.

A snostra de Polyporus circinatus :'r. Lol cedida
sentilmente pela vre. Déa Ameral, le cadeira de Quimica ioldzica
de Faculdade de Fermacie da Universidade iederal do rar-nd.

A cultura foi mantida em-meio =dlido segundo liarkus,
Ililler e Avizad(25), a perivir dela inoculou-se a a.iostra ewn meio
licuico(25) coatendo slucose a 139 como fonte de carbono.

0O meio dec cultura foi esterilizado a uma atrosfera de
prcssao por vinte minutos, em frascos de 1 e 2 litros contvendo
«20 e 500 ml de solugao recpectivanente, '

¢ fungo foi crescido a 28°C enn azitador rotatdrio com
100 agitagoes por minuto. Apds 24 horas de crescimento, o micélio
foi coletado por filtragao, lavedo em dsua destilada e guardado em
conzelador a -20°C. C material assia obtido foi usado como Tonte
de enzina,

2.2, - I’reparo Go extrato livre de cdélulasgs.

Ern wn gral foram colocados de 5 a 10 sramas de fungo e
duas 8 tréc vézes o volume en areia <o nl2r trat-~da. Ista mistura
foi triturada e ruc-penra e:1 ZDIA O,0L: I 7,0, nwa volune em nil
corresponcdcndo a 3 vézes 0 péso do nicélio. Uste natverial foi
centrifusado a 11,0005 por 10 minutos, obteando-ce pox decantagéo
o extrato livre de células.

2.3. - Jeterainacso da atividade enzimdtica.

A etividade enzimatica iloi decterainadse nedindo-se a
slucose reridual livre pelo método da glucose oxidase (lugget e
Tivan)(15), nodificeado por Tolr et 21.(45). Zrte . étodo baseia-sec
cen ¢ue o slucore-6i2 neo é substrato para a zlucose oxidase. Assim,
incubando wuma aistura ta.ponada de glucore co.: w1l excesso de ALP-i.
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e uma quantidade apropriada de hexoquinese, a quenitidade de glucose
livre disponivel pares a glucose oxidace, decresce & medida gue se
forma a glucose-0r.

Tetimativa da lucose residual em um dado tempo pode
facilmente ser realizade pclo tratamcato direto da mistura de
incubagao com o reagenie slucose-oxidase-peroxidase-~cromozénio,
contendo EDTA 0,50 excerso suficiente par- inibir a reagao da
llexoquinase.

- A mistura de incubagzo era constitnida de 4 umoles de
tempao fosfato pil 7,0; 1 umol de IigCl,; 1 umol de ALP pII 7,05 0,2
umoles de glucose; enzima em cuantidades varidveis e dzua destilada
~uficiente per~ completar 0,1 ml. Incubagao por 10 minutos a 37°C.
Apbs écte yenpo a reagao Toi interrompida, acrescentando-se 2 ml
do reagente glucoce oxidase-peroxidace-cromozénio, sendo a seguir
incubada por uma hora. A cOr desenvolvida foil lida en um
esrpectrofotdmetro Jeckman DU e 420 mu, I'ag experiéacias de lla e
ecpecificidade foi usado o nétodo de Somogyi(47) e ilelson(30), para
rnedida do agicer redutor, cendo a reagao imterrompida pela adigao
de Ba(0IlI)> 0,34 e Zns0, 5%, para a precipitacao do éster fosférico.

2.4. — Determinacgao da proteina.

¢ conteddo de proteinas foi determinaco pelo método de
Lowry et al.(24).

2.5, - Definigro do wnidade de enzina.

Uma unidade de enzima foi definida como sendo a
cuantidade de enzima neccrsdria para catalisar a Tosforilagao de
1 wnol de hexose em 10 minutos, nar condigocs de ensaio.

2.6. ~ Purificacao da Ilexoquinase.

- 0 extreto livre de célulars foi dialisado em tampeo
fosfato 10731 p:! 7, durante 3 horas a 49C, pars eliminesgao da
~lucore livres A sezuir foi corrigido o pil'déste meterial para
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5,8 8 7,0 com NaQii 0,37 ¢ submetido a w: fraciona:ehrto de 0-40% con
sulfato de aubnio, sendo o naterisl ceutrifugzado a 13,0005 por 15
minutos. U robrenacdante obtido foi suvbmetido a wi sezundo
fracionznmenco com culfsto de ea6nio de 40 o 70, centrifuszado
tambén & 13,000 3 por 15 ninuvtoe.

O »nrecipitado c¢ue continha a e::zima fol suspenso en
EDIA 10721 pii 7,0, en una volune eproximedamente de 7 a 8 vézes
neaor cue o volwaie de cxtrato orizinal. Iste saterial foi dialisado
a 49C, durante 3 horas, contra ume solugao coatendo IDPA-1ig 10~ 3.,

cado foi adsnorvido ex gel de alumnine

Eete material dial
~8lido (iéso séco) por mg dec proteina.

i
CX , na proporgao de lmg de =4
A-mistura foi deixadae 10 mninuios ew repouso e
centrifugado a 20.000 5 por 10 ninutos. . enzima adsorvida =0
precipitado foi eluida com tampso fosfato 0,11 pll 7,0.

O sobrenad-nte contendo a enzima foi crometografado em
uma colunea de DTAE-celulore de 15 ca de altura por 7Tmn de didmetro,
com w1 fluxo de 0,2 ml por minuvto a 4°C. A D7AE-celulose foi
anteriormente ecuilibrada em tampao fosfato 0,11l pil 7,0, Usou-se
como eluente tampao fosfato pil 7,0 0,11 (9ml), 0,255 (9 ml) e
0,311 (9 ml), rerpectivamente, colctando-sec m-mualmente fragoes de

3 ml.

Quando = ailividade enzimdtica era medida pelo
deraparecimento do agicar redutor pelo método de Somosyi e Nelson,
a enzima crometografada era (islisada contra tamnpso fosfato 0,02l
pll 7, por 2 horas a 4°C, pare eliminer o excesso de fsfeto que
interferia na Ceterninagzo.

2.7. - Bstudos cinéticos.

A frageo ohtida da columa de V:ZAl-cclulose que
aprecentave mneior atividade, foi usada como fontc de enzima para a
deterninagao do efeito da. concentragao da enzime, efeito do tempo
de incubegzo, efeito da teaperatura de izicubag2o, efeito do pii,
deteruinagao da especificidade en relagao &o dogdor do srupamento
forforila e em relagao ao substrato, determinagao da constante de
Ilichaelis-lienten e dcterminagao da estabilidadc de enzina.
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- A deterninagzo da constante de :ichaelis-llenten foi
feita velo método de Tineweaver-Surk(22;, modificaco por Dixon(1ll).

2.3, - nzimac e produios quiaicos.

Glucosc—~oxidase ¢ peroxidase (zlucostat) foram
fornecidas pela Vortinston. ATP foi fornecido pela Sigune Chemical
Conpanyr,. Us agicares ubtilizados cono substrato eraa cromatogrdfica-
mente puros. J-glucose, U-uanore, d-frutose e¢ v--zalactose fornecidas
pela Celbiochem; (lucosamina, li-acetil-slucosanina e L-Xilose por
liana lerearch Leboratories; L-sorbose pela IMutritional “Jiochemicals
Corporation e L-arebinose por Pfanstielil Leboratories.
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3 - RuSULTADOS

3.1, — Purificageo da cnzina

0 extrato livrec de células de Polyporus circinatus tra-
tedo com sulfato de amdnio, Toi adsorvido em gel de alumina C¥, eo-
luido com tampao ioslato 0,1l pii 7. Iste material foi cronatorrafa-
do ez una colwna de DLAll-celulose, seido a enziua eluida com tanpao
fosfato 0,2511 piI 7. Através de figura 2, podemos observar a separa~
ggo cromatogrdiica de Illexoquinase em DEAD-celulose. A enzime Toi
purificada 15,7 vézes, como de.lonctraud os dados Ca tabela I.

Purificagao de hexoquinase de Polyporus circinatus

i . Proteina |Atividade Unid. Rend, .
Aretamento ”/@l ng/ml especifica| totais s Purif.
Txtr.bruto 23,5 12,26 2,32 427,5
NT q .
ggf;jgg?% 81,0 15,56 5,20 | 202,5 | 47,3 2,24
79 .
;i:’ll-"dg Xalm— 65,5 Ty 47 3,76 163,75 | 33,3 3,77
li‘;ff;‘cel“" 17,14 0, A7 36, 46 63,56 | 16,0 15,71
[ l

3.2, - ofeito da concentracao da enzius.

A Tiz. 3 demonstra gue o aumeciito de velocidade € dire-
tamente proporcional a concentragro da enzine,
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3.3, - Efeito do tenpo de incubacro.

- 0 efeito do tempo de incubagzo sdbre a velocidade da
reagao a 37°C € de.onstirado na Tig. 4.

304e = Ofcito da temperatura.

A fig. 5 nos mostra o efecito de temperatura de incuba-
gao rbbre- a etividade de Hexoquinase. Observe-re que a temperatura
$time pera-a fosforilagao da glucose & d¢ 37°C, perdendo quase tdda
sua atividade acima de 60°C.

- Para deterainacao do efeito do p’l na atividede enzimé--
tica, foram usados os seguintes taapocs: acetato 0,211 de pI 4,0 a
%,6; fosfato 0,2ii de pll 5,3 a 7,0: e Yris ( hidroxietilaminometano )
0,2ii de 8,0 a 9,0. O pI real das nisturas de incubagao foi verifi.-
cado apds a2 mistura dos reaseates. A {ig. 6 nos wostra que o pil  J-
timo de Ilexoquinase de Polyporus circinatus é de 6,4. -

3.6. - Ispecificidade Ca eazina en raiagéo av doador do grupamento
focforila.

A tabela II nos demonstra gue T2, UTD e CTP s20 .lenos
e 9
eficienles cowo doacdores do rupane.:ito iosforila el relageo ao ALP.

aT

3.7. - Especificidade da hexocuinase e.: relacao & !lexose.

A especificidade foi estudeda e relagao a vérios agu-
cares. ela Tabela III, podcmos verificar cue e enzima é inespeci-
fica Tocforilando zlucose, mznose, frutose e jlucosailina.
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TABELA II

o= o 2 o seme

Pes

Egpecificidade da hexoquinase ed relagao a0
doador o mrupamenio fosforila. S

imacleotideos ?Sg}?;mieegigigse Atividade%relativa
ATD . 8,75 100
COP 0,75 - 8,5
GIP 0,75 ' 8,5
UTP : 0,75 i 8,5

Sistema dc incubacao: 4 wnoles de tanpso fosfato pll 7,0, 0,2 wao-
les de zlucose, 1 umol de i5Clp, 1 mmol dec ATP, CIP, CITP ou UTP; 10
us de proteina? 0,02 ml de dgua destilada. Periodo de incubagao de
10 minutos, a 37°C.

3.0. - Determinacao da constante de iiichaelir-lienten.

A congtante de i.ichaelis-iienten foi determinada para a
glucose, mairose ¢ frutose, substrrtos aztureis da cnzina, obtendo-
-se, recpectivamente, or valorer de 9 X 10"4H, 5,0 x 10041 e 5,5 x
10“3M, conforme indicem as= figuras 7, 8 e 9.

3.9. - DIertebilidade da enzima puriiicada.

A enzima purificeda, conrervada no congel~dor a -200c¢,
é bastente cstdvel, perdeando 505 de su-~ eiividade apds 90 dias.
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Dgpecificidede da Ilexoquinase em relagao =20 agicar

3 Subgtrato conc. 12 mll Atividede ndxina relativa :
‘t - . ]
Glucose 1,0
Manose 0,7
Irutose 2,0
Glucosanina _ 0,5
Il~acetil-zlucosanine —_—
Sorbogse —_
£ilose —_—
Galaciose —_—
frabinose —

* Un trago indica velocidede indetectdével nests concentragao de
subetrato.

Sistena de _incubaggo: 3 wnoles de 1ipClp; 3 pmoles de ATP; 3,6 m

moles de hexose; 40 p;de protefna; é ua destilada para comple-

ter 0,3 nml. Glucose, nenose, Trutose e glugosanine foram incuba

doc 15 ninutos a 37°C, os deaeis agicares testedoc foraa incuba

do~ por G horas.
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Mge 2 - Purificaceo da llexoquinase dc .olyporus circinatus por
cromatosralfia em coluna de DOAl-celulose.

Sigtema: 4 mmoles de tenpao fosfato pii 7,0, 1 juiol I1zC1y,1 pmol de

ATP; 0,2 pnoles slucose; enzime em quenticdades varidveis
e d7ua destilada suficiente pare completar 0,1 ml.
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Sistemas:

Efeito da concentragso da enzima ne velocidede de reagao.
8 pmoles tampao fosfato plI 7,0; 2 waoles lizCly, 2 pmoles
ATP. 0,4 pmoles zlucoce; quentidedes veridveis de enzima
e &drue destilada en quentidade suficiente para completar
0,2 ml,
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'ig. 4 — Efeito do tempo de incubagao sobre a velocidade da reagao.

bistema: 4 pnoles de tampao fosfato pii 7,0: 1 waol de IizCly; 1 pmol
de AP 0,2 pmoles de glucore] 9 ng de proteina, dgue des
tilada e.: quentidade cuficiente para completar 0,1 ml.
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Sietenas

Ilexogquinare.

4 waoles Ge tanpao fosfato pil 7,0; 1 muol de ligClp; 1umol
de AlP; 0,2 pmoles de glucose, 6 ng de proteinafy dzua des
tilade em quentidade suficiente para completar O,1 :1l.
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Lfeito do piil sdbre a atividade deo cnzi.na,

50 joles ce tampso, 2 wmoles
0,3 puoles de jlucose, 7,0 B3 de protcina.

de IyClp; -2 pmoles de ATLD;
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Yig, 7 - Deterainageo da constente de :licheelis-llenten para GLUCO-
)
Wi e

———e

Cistema: G pmoles de ..o Clp; 6 flioles de ATY, 24 ps de proteina;

slucore en quentidade« veridvein e dzue destilada ex quan
tidade cuficiente para completar 0,5 .1l.
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"iz. 8 - Determinagso da constanrte de Iichaelis-llenten para [IANOSS.

Sistema: Sistems idéntico a0 da iz 7, usendo-se neste caso, 43 pg

Cue

de proteina e quentidedes varidveis de nanosec.
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i'ig. 9 - Deterainagao da constente de i:ichaelis-lienten para IRULO-

SE.

-oees

sistema: 3 jaoler de ligClo;- 3 puolen de ATP?; 36 ng de proteina;
Tfrutosc crr quantidades veridveis e dsue destiladse suii-~
ciente para completar 0,3 nl.
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Atividade de Hexoquinese foi observada em extretos li-
vres de células de lolyporus circinatus r. A enzima narcialmente
rnurificade, apreseantou bastente estebilidade,- leveado 90 dias, a-
proximadamente, para perder 50% de sua etividade, e, era iscenta de
celactoseoxidase e outras enzimas que pudessen interferir nos pHro-
cessos de deterninageo.

U estudo do efeito do pIl rObre a atividade enzimdtica,
revela que- o pil dtiao pars s fos forllagao da glucose é de 6,4, co-
o mostra a fig. 6, sendo que a pil- 3, a atividade cai a 4A0%. O fa-
to de-ta- enzina aprecentar mixima at1v1dadc e 1eio dcido, a dife-
rencia da naioria das enzimas estudadas, incluindo as de fungo, -
que apresentan seu adximo entre valores de pi de 7,0 & 10,0.(4,17,
13,27,36,37,35,46,50).

Em relagao a &ste fator, a cnzina de 2olyporus circi-

- e 2

ratus assemelhe-se nais & enzime de QlQigR%dl“ﬁ butjrlCUJ~pu~6

(127 ClOStTldlULLOedematle_—QJ 5,7-6,9 (39); e lucoqulnaseCMBfl
sado de rato pi: 6,5-7,0 (19).

A temperatura Stima de incubagao foi encontrada ser de
379C, semelhante 2 observada por Caltren en enzima de plantas su-
periores (3G).

A tabela II nos nostra que o doador efetivo Go grupa-
nento forforila é o ATP, gsendo UTL, T2 e C/P mcnos eficientes,
reprecentando apenan 0,5% da ativide de er1 relagao ao AYT. A inefi
cdcia déstes nucleotideos en comparagao ao ALP, foi também consta
tada por l.artinez, en levcdura (26) por uiz- &nll ern1 avelha (35);
vor lLiamel et al. el Aerobacter aerosenes (17) e por Joslii e Jaga-
naathan e cérebro (16).

Crene e Sols, em 1954, deronstrara.: que a hexoguinase
de cérebro é inibida nao competitivemecnte »elo produto da :reagéo
Glucose-G6-focfalbo(44). A enzina d: lolyporus circinatus nzo é ini
bida por (-6P, diferindo, porteirto, da enzina de cérebro e da en-—
zime de Ileurocporz crecsa(27) e anrewmclhando-s~ & enziws de Asper--
#illue oryzae(34). liexocuinace de .olyporus circinestus, é inecpe-
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cifice, fosforilendo zlucose, m-norce, frutose e slucossnina, Os va-
lores encontrados, prra velocidede nfxima reletive na seturagao de
cubsirato, s2o compardveis nos e:cornirados por Tols e Crane, para
exocuinase de cérebro(43) e por Sols el al, para Ilexoquinase de
levedura(46).

Or dados aqui eacontrados diferen dos obtidos por ITe~
dina e Iliclholes, pare i.exoguinese de Ieurospora crassa(27), princi
nelmente devido & haixs velocidade dos denais aciucares enlrelaQEJ'
A glucoce,

‘ A enzina de Aspergillus peraciticus, é diferentc des-
tan citadsg, por focforilar galactose a wila velocidade seniclhante
3 da slucose(10).

Eotas comparagoes feitas podem ser .ais claramente ob-

servadas através da tabela IV.

PTADZLA IV

- . o o = o o — & s.e e.a

R O IR o

T o Cérebro Levecdura Asperzillus ifeurospora Folypo
Substrato (43} (46) veras.(10)  cressa(27) rus cir-

Velocidade néxiune relativa cinatgg!
Glucose 1,0 ’ 1,0 1,0 1,0
lismoce 0,4 0,8 0,64 0,23 0,7
Mrutore 1,5 ,0 0,28 0,23 2,0
¢lucos~mine | 0,6 b 0,7 ¢ 0,55 0,29 0,5

A tabela- indica gque- a l.exoquinase de Polyporus circi-
natus assemelha-se .laic & enzina de cérevro e levedura, do que a
hexoduinase de outros fuasos, no que diz rcspeito aps paracetrosde
velocidade néxima rcleviva.

A orden de afinidade em relagzo ao subgirato, para a
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c..zina de Y,circinetus €é: I.AMIOSE > GLUCOSL > 1iU.LO3ELE, enguanto
(ae e orden de velocidsde néxime nr ~aturagao é justaunertie e inver
~n, Icto é ta.bén obrervado e hexoguinase de cédrebro(43) e de le-—
vedurs (46).

A enzime de rolyporus circinatus enrcgenta baixa afini
dede en relegao & frutose, sendo o .11 = DyD x 10‘3M, enguanto que
g hexoquinese de levedure apresearts w: ln para a frutose mais alto
dn orden de 10~ (46).

A afinidade da enzima vpela glucose nao é uma constante
nesta enzimas, pois, a ordem de afinidade varia cori relagao &s va-
riac foates., Através da fig. 7, pocerios ver gue o .11 para a gluco-
ce é Ga ordeir de 10"4M, esta mesma ordem ¢c srancezn {oi encontra-—
da par- = enzina de ;Teurospora cressa(27), Aspergillus parasiticus
(10), e levedura(43;. Sols e Crane cacontraran para hexoguinase de
cerebro wn 231 da orden de 107°L (43), e Ruiz-Anil e S0lg, estudan-
do o im para Aspergillus orvzee, obtiveran w: volor da ordem de -
107211 (34).

A merior afinidade gue n hexorcuinase de Polyporus circi
natus apresenta é en relagzo & manoce. O K encontrado &5% 10~ 41,
velor- igual eo obiido por ifernendez e Sols nara . exoquinase de te-
cido.adiporo de rato (13).

- 24 -
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Hexocuinase de lolynorus circinatus é inespecifica,qu

s et e i s s e b es s e e s e

forilendo zlucosc, .».l0ose, iruioce e glucosea:iinra, seado o valor de
.peun pil 6timo de G,4.
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