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1, In t r o d u ç ã o

A utilização de açúcares simples como fonte de carbo-

no por leveduras do gênero ?uttutaH.la foi descrito por Clark 

& Wallace (1958a e 1958b). Os referidos pesquisadores veri-

ficaram que Vu.ttuldH.yia. pultutanò possui enzimas constituti-

vas para a degradação da maioria dos mono e dissacarídeos 

mais comuns. Estudos realizados com extratos livres de cé-

lulas mostraram que este organismo ê capaz de catabolizar a 

glucose tanto pela via de Embden-Meyerhof como pelo ciclo 

das pentoses fosfato. Este fato ê evidenciado pela presença 

no extrato de enzimas como a fosfoglucomutase, frutose 1-6- 

difosfato aldolase e a gliceraldeído 3-P-desidrogenase, além 

da capacidade de utilização da ribose (Clark & Wallace, 1958a) .

As enzimas chamadas "constitutivas" estão sempre pre-

sentes nas células em níveis estáveis, independentemente das 

condições do meio ambiente, isto ê, do substrato energético 

que está sendo utilizado para o desempenho de suas funções 

vitais. Ao contrário, as enzimas ditas "induzidas" são en-

contradas nas células em níveis satisfatórios apenas quando 

a célula estiver em presença de um agente específico, desig-

nado de indutor. Este último, que geralmente é o próprio subs-
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trato ou ui.i análogo estrutural* eleva rapidamente os níveis 

da enzima atê alcançar condições suficientes para manter a 

célula em plena atividade vital (Monod & Melvin, 1952; Maga- 

sanik, 1961; Paigsn & Willians, 1970). Caso 0 indutor de-

sapareça do meio, cessa também a indução, caindo assim os ní-

veis da enzima. Este fenômeno se constitui em um dos prin-

cipais mecanismos de economia da célula, regulando a síntese 

das enzimas necessárias ao metabolismo da célula.

Com relação aos carboidratos que raramente são encon-

trados em forma livre na natureza, o fenômeno de indução de 

enzimas capazes de degradá-los e utilizá-los como material 

energético e plástico ê muito conhecido. Esse fenômeno foi 

observado em nossos laboratórios com as enzimas da via oxi- 

dativa para a L-fucose e L-rhamnose em Pu.ZZuZan.Za puZZuZanò 

(Rigo zt aZ., 1971a e 1971b; Rigo zt aZ., 1973; Guimarães 

zt aZ., 1978a, 1978b).

Estudos de indução e repressão catabólica da L-rham-

nose desidrogenase foram feitos recentemente por Vieira ztaZ. 

(1979).

A L-fucose desidrogenase (TDK) de fu.ZZtxZan.Za puZZuZani 

oxida a L-fucor.e era presença de H7.D+ que funciona como recep-

tor de elétrons; forma-se L-fucono - 7-lactona, que por ser 

altamente instável em pH alcalino, sofre hidrólise espontâ-

nea e origina o ácido correspondente. Semelhantes desidroge- 

nases têm sido descritas em mamíferos, localizando-se prefe- 

rencialmente no fígado desses animais (Segai & Topper, 1960; 

Metzger & Wick, 1967; Schachter zt aZ., 1969; Mobley zt aZ., 

1970; Endo í Hiyaiaa, 1979) . Além dessas, existe uma desi-

drogenase descrita em procariotes, que é uma D-arabinose de-
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sidrogenase inespecífica e constitutiva, que ê encontrada em

PòtudomoncLò ba.c.hcLfiopkÁ,t<x. Esta enzima também oxida a L-fuco- 

se, porém seu substrato preferencial ê a D-arabinose (Hu & 

Cline, 1964) .

A FDH de F. p u l lu & a n ò , aqui estudada, difere das de-

mais descritas principalmente quanto a sua especificidade, 

pois os únicos substratos utilizados pela enzima são L-fuco- 

se e L-galactose. Este último com somente 10% da atividade, 

relacionada com a atividade da L-fucose. Ê interessante ci-

tar o fato de a D-arabinose não ser substrato da enzima, uma 

vez que ê a pentose conformacionalmente relacionada com aque-

les substratos. Esta foi a primeira FDH induzlvel descrita 

em eucariotes inferiores ou, mais especificamente, em leve-

duras (Guimarães, 1973).

0 crescente interesse no estudo do metabolismo dessa 

6-desoxi-hexose e enzimas a ela relacionadas deve-se ao fato 

de sua ampla distribuição na natureza, principalmente nos 

animais superiores. Esse açúcar ê encontrado em muitas gli- 

coproteínas e glicolipídeos sintetizados por plantas, animais 

e microorganismos (Percival, 1962; Buddecke, 1966; Spiro,

1973; Mac Kibin tt aí., 1977), nos oligossacarídeos do leite 

(Stacey & Barker, 1962; Kobata, 1963), nas substâncias dos 

grupos sanguíneos humanos (Watkins, 1966) , como também nas 

mucoprotelnas do plasma e urina, localizando-se preferencial-

mente na ponta não redutora da fração carboidrática (Winzler, 

1965). Além dessa ocorrência natural, que já seria suficiente 

para justificar o crescente interesse pelo seu estudo, têm 

sido observadas variações nos níveis sanguíneos da L-fucose,
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tanto na sua forma livre como combinada, em diversos estados 

patológicos como o câncer cervical (Barbow & Dillaro, 1972), 

a hepatite epidêmica (Fedyanin aZ., 1972) e a diabete (Si- 

rakow, 1971).

Em decorrência desses estudos foram publicados recen-

temente métodos enzimãticos para dosagem de L-fucose livre 

em líquidos biológicos ou hidrolisados totais; tais métodos, 

entretanto, utilizam FDHs relativamente inespecíficas (Hu & 

Cline, 1968; Finch &t al., 1969; Warren, 1975; Yamanaka, 

1975; Tsay & Dawson, 1977; Endo & Hiyama, 1980). O uso da 

FDH de PulZu.la.SLZa. puZZuZanò, pelo fato de ser altamente es-

pecifica pelo substrato, apresentaria vantagens sobre as de-

mais . No entanto, a obtenção dessa enzima requer, em seu meio 

de crescimento,a presença da L-fucose como fonte de carbono. 

Este procedimento apresenta uma desvantagem que ê o alto cus-

to da L-fucose.

Uma das metas deste trabalho foi estabelecer métodos 

ideais e alternativos para proceder â indução dessa enzima em 

PuZZuZasiZa puZZuZam. Através dos mesmos foi obtida FDH em 

maiores quantidades e de forma bem menos dispendiosa.

□
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Material e Méto do s

.1. MATERIAL

Os açúcares e demais reagentes usados neste trabalho 

eram de grau analítico de pureza e foram obtidos das melho-

res fontes comerciais.

2.2. MICROORGANISMO

A cepa de fu.llalaH.la. pulZulanò, isolada dos frutos 

de sapoti, foi cedida pelo Instituto Zimotécnico, Piracicaba, 

SP, e mantida nesse laboratório durante quinze anos, em meio 

sólido, com 1,75% de ãgar suplementado com 1% de D-glucose, 

como também em meio de Sabouraud-glucose.

A manutenção das cepas foi feita através de repiques 

periódicos, em intervalos de tempo de aproximadamente 30 dias, 

com o intuito de evitar o excesso de pigmentação. Após cada 

repique as células foram mantidas em aerobiose durante cerca 

de 48 horas, a 28° C, e estocadas em geladeira.
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As culturas, em meio mineral líquido, seguiram o se-

guinte procedimento geral: ao tubo de ensaio contendo a ce-

pa, em meio sólido, foram adicionados de 2 a 5ml de meio lí-

quido . 0 tubo foi submetido a uma agitação suave para que

as células ficassem em suspensão, sendo em seguida transferi-

das para um Erlenmeyer de 500 ml contendo de 100 a 200 ml de 

meio mineral, jã com o açúcar utilizado como fonte de car-

bono, e incubadas aerobicamente, a 28°C, em agitador rotató-

rio (120 rotações por minuto), durante um período de aproxi-

madamente 30 horas. Esta cultura em meio líquido foi consi-

derada como um prê-inõculo. Para culturas em maior escala, 

deste pré-inõculo foram retiradas alíquotas de 20ml, as quais 

foram transferidas para frascos de 2 litros contendo 500 ml 

de meio mineral, jã suplementado com a fonte de carbono. Tais 

frascos foram incubados em condições idênticas às do pré-inó- 

culo. O crescimento da levedura foi acompanhado através da 

leitura com absorbância em espectrofotõmetro do tipo Cole-

man-Junior, a 660 nm.

Essas células foram coletadas por centrifugação a 5.000Xg 

por 10 minutos e a uma temperatura entre 0 e 5o C, em centrí-

fuga refrigerada Sorvai RC-5, quando as culturas atingiram uma 

densidade ótica de 0,50 a 660 nm. Nestas condições as cul-

turas, independentemente do açúcar usado como fonte de car-

bono , encontraram-se no final da fase exponencial de cresci-

mento .

Todas as operações foram realizadas esterilmente.

2.3. MÉTODO DE CULTIVO
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2.4. COMPOSIÇÃO DO MEIO MINERAL LÍQUIDO

Esse meio apresenta, por litro, os seguintes elemen-

tos? 2 g de (NH4 )2 S04, 1 g de (NH4 ) 2 NO3 , 1,2 g de KH2 P04 ,

0,14 g de NA2HP04, 0,5 g de MgS04 . 7 H20, 1,5 g de KCÊ,

0,5 g de NaCÍ, 0,1 g de CaCÍ2, 0,0144 g de Fe(N03)3 . 9 H20, 

0,0088 g de ZnS04 . 8 H20, 0,004 g de MnS04 .4 H20, 0,003 g 

de CuCÊ 2 , 0,000064 g de (NH4)6 . Mo704 . 4 H20 e 1 g de extra-

to de levedura. Quando necessário, o pH da mistura era cor-

rigido para 5,6 pela adição de ácido clorídrico ou hidróxido 

de sódio e, posteriormente, esterilizada a 120°C e 1,5 atmos-

feras de pressão durante 20 minutos. Os açúcares, adiciona-

dos assepticamente ao meio, foram esterilizados separadamen-

te , durante 30 minutos em vapor fluente.

O meio sólido foi preparado adicionando-se ao meio lí-

quido 1,75% de ágar e 1% de açúcar, usualmente a glucose, que 

foi usada como fonte de carbono. Esta mistura foi fervida por 

15 minutos em banho-maria e, posteriormente, transferida, ge-

ralmente na quantidade de 10 ml, para tubos de ensaio de 180 

x 20 mm, que foram fechados com tampões de algodão e esteri-

lizados da mesma forma que o meio mineral líquido. Os tubos 

foram inclinados para resfriar e os repiques foram feitos ná 

superfície do meio sólido com a utilização de alças de pla-

tina.
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O método de indução-padrão, comumente usado durante 

os experimentos, foi o seguinte: apôs a obtenção da cultura 

em determinado açücar usado como fonte de carbono e energia, 

conforme descrito em mztodo diz cultivo, as células foram co-

letadas esterilmente por centrifugação a 5.000 X g durante 

10 minutos, â temperatura de 0-5°C, em centrífuga refrigerada 

Sorvai RC-5. Após a centrifugação, as células foram lavadas 

por três vezes em KCÍ 0,154 M gelado e ressuspensas em tampão 

fosfato 50 mM pH 6,2, até uma densidade final de células de 

70 mg/ml (peso úmido), o que corresponde a uma concentração 

em torno de 10 vezes â da cultura original. A essa suspen-

são foi adicionado o indutor (L-fucose) a uma concentração 

variável, conforme indicado no texto. Posteriormente a sus-

pensão foi incubada aerobicamente a 28°C, em agitador rota-

tório (120 rpm), durante períodos variáveis de tempo.

Nessas condições não foi detectado crescimento nem au- 

tõlise das células.

2.5. MÉTODO DE INDUÇÃO-PADRÃO

2.6. PREPARAÇÃO DO EXTRATO LIVRE DE CÉLULAS

A obtenção de extrato livre de células obedeceu a um 

dos seguintes procedimentos: em um tubo de ensaio de 10 X

100 mm, contendo aproximadamente 200mgde células' (peso úmi-

do) , são colocadas cerca de 400 mgde esferas de vidro de 450
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a 500 micra (Sigma Chemical Co.), e 1 ml de tampão fosfato 

50 mM, pH 6,2, A seguir o material e agitado vigorosamente 

em aparelho vibrador tipo "Vortex" durante 3 minutos com dois 

intervalos de resfriamento em banho de gelo.

A fração líquida desta mistura ê coletada com uma pi-

peta Pasteur e centrifugada a 12.000 Xg por 10 minutos a 4o C. 

O sobrenadante ê o extrato livre de células e contêm a enzi-

ma.

Este método foi adaptado a partir do descrito por Fu- 

nayama e-t (1980) , com base nos resultados apresentados na 

figura 1.

Quando a quantidade de células era superior a 200 mg 

o extrato foi preparado fazendo-se a maceração das células 

em gral.de porcelana, com esferas de vidro. Para isto as cé-

lulas são colocadas no graí e adiciona-se uma quantidade de 

microesferas de vidro três vezes superior? este material ê 

macerado vigorosamente. A maceração deve ser feita com o gral 

sobre uma'cuba de gelo, a fim de evitar que a temperatura se-

ja superior a 5o C. A extração da enzima ê feita com tampão 

fosfato 50 mM, pH 6,2,na proporção de três mililitros para ca-

da grama de células. Este material ê centrifugado em centrí-

fuga refrigerada entre 0 e 5°C a 12.000 X g durante 10 minu-

tos . O sobrenadante ê o extrato livre de células e contêm a 

enzima.

A fim de equalizar a quantidade de proteína total e a 

atividade enzimãtiea nos dois métodos, foram feitas variações 

na relação célulasrmicroesferas:tampão, e para isto foi usa-

da a gliceraldeído 3-P-desidrogenase como enzima de referên- 

cia.

3Ŝ
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Nos extratos livres de células foram espectrofotome- 

tricamente medidas tanto áconcentração de proteínas como tam-

bém a atividade da FDH. A primeira, pelo método de Warburg e 

Christian (1941) e a segunda, através da redução do NAD+ em 

comprimento de onda de 340 nm, durante 3 minutos. Para essas 

leituras foi usado um espectrofotõmetro termostatizado, 30° C, 

marca Varian, modelo 635 D, com registrador acoplado.

O sistema de reação usado para medir a atividade enzi-

ma tica continha, por mililitro, o seguinte: 10 micromoles de 

L-fucose, 1 micromol de NAD+, 68 micromoles de tampão glicina- 

NaOH, pH 9,5, e 50 a 100 microlitros de extrato livre de cé-

lulas (400 a 800 microgramas de proteína). A reação foi ini-

ciada com a adição de L-fucose.

A atividade endógena para desidrogenases em geral era 

avaliada não se adicionando L-fucose na mistura de reação ou 

era eliminada através de diálise por uma noite, contra 2 li-

tros de tampão fosfato 50 mM, pH 6,2, com agitação constante, 

a uma temperatura entre 0 e 5oC. Este procedimento eliminou 

os substratos das desidrogenases em geral, incluindo a L-fu-

cose e não alterou a atividade da L-fucose desidrogenase.

Uma unidade de enzima foi definida como sendo a quan-

tidade de enzima capaz de catalisar a redução de 1 micromol de 

NAD+ por minuto nas condições indicadas,e a atividade enzima- 

tica foi medida através da variação da absorbância por minu-

to a 340 nm; foi usado o valor de 6, 22 X 103 M“1 cm“1 para o coe-

ficiente de absorção molar do NADH, no comprimento de onda 

utilizado (Horecker & Kornberg, 1948).

2.7. MÉTODOS ANALÍTICOS
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3. Re s u l t a d o s

3.1. EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO SOBRE

O CRESCIMENTO DA LEVEDURA Pullulatiia. pullulanò

O efeito de diferentes monossacarídeos utilizados como 

fonte de carbono e energia, sobre o crescimento, está mostra-

do na figura 2, onde se pode observar que ocorrem variações 

sensíveis tanto na "lag" fase como no tempo de geração das 

células em função da utilização dos diferentes açúcares.

Os tempos de geração calculados para essas culturas, a 

partir de suas curvas de crescimento, na forma logarítmica, 

foram os seguintes: D-xilose, 5 horas, D-glucose,6 horas,

L-arabinose, 6 horas, glicerol, 8,30 horas, D-arabinose, 10 ho-

ras, D-galactose,11 horas e L-fucose,17 horas. A utilização de 

culturas previamente adaptadas ao consumo dos respectivos 

açúcares através de sucessivos repiques em meio sõlido, por 

um período de aproximadamente 30 dias, não alterou os respec-

tivos tempos de geração, porém a "lag" fase foi menor nas cul-

turas crescidas em D-arabinose e L-fucose. Pode-se observar 

que nas culturas crescidas em açúcares que são comumente en-

contrados no habitat natural da levedura como a D-glucose e 

a D-xilose —  os quais são encontrados em sua forma livre ou 

como monômeros de polissacarídeos —  ocorreram períodos de 

"lag" e também tempos de geração menores, se comparados com
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as culturas onde foram utilizados como fonte de carbono açú-

cares menos comuns à levedura no seu habitat natural. Esses 

resultados indicam que a levedura conservou as enzimas cons-

titutivas necessárias à metabolização destes açúcares.

Quando as células são crescidas utilizando como fonte 

de carbono L-aràbinose oú D-galactose, antes de atingirem a 

fase estacionária de crescimento ocorre um fenômeno semelhan-

te â floculação; elas adquirem uma forma filamentosa de di-

fícil sedimentação por centrifugação.

3.2. EFEITO DE DIFERENTES AÇÜCARES 

SOBRE A ATIVIDADE DA FDH

Utilizando células crescidas em diferentes fontes de 

carbono, nas condições de crescimento já descritas anterior-

mente , foram feitas medidas da atividade para FDH. Como pode 

ser observado na Tabela I, apenas a cultura crescida em pre-

sença de L-fucose como fonte de carbono e energia apresentou 

atividade elevada para a FDH. Tais resultados indicam ter 

ocorrido uma indução específica dessa enzima, visto que nem 

mesmo a D-arabinose, que ê a pentose conformacionalmente re-

lacionada com a L-fucose, levou ao aparecimento da enzima. 

Possivelmente essa pentose seja metabolizada por uma via de- 

gradativa diferente daquela induzida na levedura pela L-fu-

cose . A L-galactose, seu outro substrato, não foi testada 

como indutor tanto durante o crescimento,como enr células em 

repouso, por não ser disponível em quantidades suficientes.



Possivelmente deveria ter ocorrido indução com a sua utiliza-

ção . Não foi dada grande atenção ao processo de indução com 

as células em crescimento, devido ao fato de este processo 

acarretar grande consumo do indutor, que no caso ê um açúcar 

de elevado custo, a L-fucose.

A tabela I mostra também os resultados obtidos quando 

a enzima ê induzida com as células em condição de repouso, ou 

seja, condição de não crescimento» Para tal, a massa de cé-

lulas foi conseguida efetuando-se o crescimento conforme as 

condições-padrão de crescimento jâ descritas, sendo utiliza-

dos como fontes de carbono os açúcares indicados na referida 

tabela, na concentração de 1%? depois foi procedida a indu-

ção, utilizando-se o sistema-padrão de indução para as célu-

las em repouso, jã descrito em ma.ttH.icLi e mttodoò . Foi uti-

lizado 0,5% de L-fucose e a indução foi realizada conforme 

previamente estabelecido, por um período de 16 horas (Fig. 3).

Os resultados expressos na tabela I mostram que D-ara- 

binose e glicerol são as fontes de carbono que mais favore-

cem a indução posterior da FDSL Mos experimentos subseqüen-

tes foi utilizado o glicerol, que, além de não interferir na 

indução posterior da referida enzima, proporciona um cresci-

mento rápido e é um produto de baixo custo.

Observou-se que quando as células são induzidas du-

rante o crescimento através da utilização de L-fucose coito 

fonte de carbono e posteriormente são submetidas a um novo 

período de indução em condição de repouso, estas apresentam 

um aumento nos níveis de FDH de aproximadamente 100% se com-

paradas com aquelas onde se procede â indução em crescimento. 

Este fato se deve certamente à baixa concentração de L-fuco-



14

se existente no meio» no final do período de crescimento» o 

que não ocorre quando a indução se realiza com as células em 

condiçõès de não crescimento, pois, como foi verificado, não 

hã consumo da meSma.

3.3. CINÉTICA DA INDUÇÃO DA FDH

Ò efeito áa coricehtração de L-futíose sdbre a indução 

da FDH em células de PuZZuZatiZa puZZuZa.n.4>, com as mesmas em 

estado de repouso, ê mostrado nas figuras 3 e 4.

Pode-se observar que a concentração do açúcar indutor 

no meio altera sensivelmente tanto a velocidade com que a en-

zima ê induzida, como também o nível máximo de enzima obtido. 

Máximos níveis de FDH são obtidos em torno de 16 horas de in-

dução, dependendo da concentração do indutor. Apôs este pe-

ríodo de indução passa a ocorrer uma queda na atividade da 

enzima. Esta queda na atividade não é devida ao consumo do 

indutor, pois a adição de mais L-fucose ao meio não reverte 

o processo. Se as células são transferidas apôs este perío-

do para o meio de crescimento, voltam a crescer, comprovando 

a viabilidade das mesmas.

A velocidade de indução também ê afetada de maneira 

semelhante, como se pode observar na figura 4. 0 aumento da

concentração de L-fucose no meio afeta a velocidade de indu-

ção da enzima de modo muito semelhante a uma curva de satu-

ração do sítio ativo de vima enzima pelo seu substrato, resul-

tando graficamente numa curva do tipo Michaelis-Menten. Má-

xima velocidade de indução ê obtida quando a concentração de 

L-fucose é maior que 1%.
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3.4. EFEITO DA DENSIDADE DE CÉLULAS

SOBRE A INDUÇÃO DA FDH

A tabela II mostra a variação na atividade da FDH em 

função da variação na quantidade de células no meio de indu-

ção, sendo mantidas as outras condições de indução segundo o 

sistema-padrão descrito anteriormente.

Assumindo um volume fixo para todas as culturas, a 

quantidade de indutor utilizada em cada uma foi constante.

Assim, analisando o tempo de indução, as culturas com 

densidade de células superior a 70 mg por mililitro foram fa-

vorecidas , porém com prejuízo na atividade enzimãtica; por 

isto foram descartadas.

Analisando as culturas com 70 e 35 mg de células por 

mililitro, os tempos de indução sao idênticos e não ocorre 

diferença significativa na atividade específica da FDH? po-

rém como a produção de proteína total ê maior no primeiro ca-

so, esta foi a concentração adotada.

3.5. INIBIÇÃO DA INDUÇÃO DA FDH POR CICLOEXIMIDA

A adição de cicloeximida, que ê um inibidor da sín-

tese proteica em eucariotes, no meio de indução com as cé-

lulas em repouso, provocou uma inibição total na indução da 

FDH. O que pode ser observado na figura 5, indicando que o 

processo de indução se dã através da síntese "de novo" da 

enzima.
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3.6. REPRESSÃO CATABÔLICA

Ã exceção de D-arabinose e L-rhamnose, todos os monos- 

sacarldeos testados apresentaram um grau apreciável de re-

pressão catabólica, oscilando entre 60 e 20% (tabela III), 

medido como decréscimo da atividade específica da FDH.

Ê interessante notar que a disponibilidade natural dos 

açúcares sem capacidade repressora ê bem menos comum que a 

dos demais açúcares testados.

Em harmonia com o conceito de repressão catabólica 

(antigamente,“efeito de glucose”) como um evento determina-

do pela disponibilidade de uma fonte de energia que o orga-

nismo possa dissimilar com facilidade, a D-glucose confirmou- 

se como o mais potente repressor (60%) . Valores de repressão 

próximos foram apresentados pela D-xilose (54%) e D-galacto- 

se (51%), comparados â menor eficiência repressora da L-ara- 

binose (21%). Pelo menos para D-glucose e D-xilose a rápida 

metabo1ização estaria garantida pela duplicidade de vias me-

tabólicas dissimilatõrias para cada açúcar (v. introdução, 

p.ex., via glicolítica e 6-fosfo-gluconato). A condição re-

pressora comum poderia decorrer do fato de estes configõme- 

ros todos comporem, de maior a menor porcentagem e sob forma 

polimêrica, a população polissacarídica fundamental do reino 

vegetal que compõe o "habitat" da levedura: celulose e ami-

do, hemiceluloses (D-xilanos e D-galactomananos) e materiais 

pêcticos (L-arabino-galactanos e L-arabanos).

A eficiência repressora mais pronunciada de D-glucose 

e D-xilose correlaciona-se bem com os tempos de geração mais 

curtos propiciados por estes açúcares (na ordem de 5 e 6 ho-
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ras), embora a D-galactose se afaste desta situação (11 horas 

de texnpo de geração) . Para a L-arabinose (baixa capacidade 

repressora, mas curto tempo de geração —  6 horas)talvez fos-

se pertinente o comentário da metabolização por ingresso, me-

diante epimerização, na via geral degradativa de pentoses 

(xilulose-5-fosfato).

Quanto ao gllcerol, um tri-álcool quimicamente pouco 

relacionado às hexoses e pentoses antes mencionadas, consta-

taram-se valores medianos de tempo de geração (8,5 horas) e 

de repressão (47%) . Dado que para todos os repressores tes-

tados se utilizou sempre um prê-cultivo comum desenvolvido 

com glicerol, a retomada nesta mesma fonte de carbono (não 

obstante a presença equivalente do indutor L-fucose) confi-

gura, num tempo curto, uma condição semelhante â longamente 

estabelecida pelo mlcroorganismo em relação â glucose. Isto 

poderia então explicar o efeito repressor mêdio do glicerol. 

Dado ainda que o prê-crescimento nesta fonte simples e bara-

ta de carbono favorece sobremaneira o processo posterior de 

indução da FDH pelo seu substrato-indutor em condições de não 

crescimento e nem consumo de açúcar, tomou-se esta circuns-

tância como base experimental para uma alternativa das econô-

micas para a produção da FDH.
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TABELA I. Efeito de diferentes açúcares sobre a atividade da L-fudose 
desidrogenase de Pullularia pullulcms.

AÇÚCAR

ATIVIDADE

Indução em 
Crescimento

ESPECÍFICA

Indução apõs 
Crescimento

RELAÇÃO DE 
INDUÇÃO

(%)

L-fucose 20,69 46,60 100

D-arabinose 3,80 27,60 59

Glicerol 3,20 25,00 53

D-xilose 2,80 9,40 20

L-arabinose 1,20 8,40 18

D-glucose 2,60 7,80 16

As culturas foram feitas segundo as condições-padrão, descritas em mate- 

piai e métodos, em presença de 1% do açúcar indicado. As culturas conti-

nham 500 ml e foram coletadas quando atingiram uma densidsde õtica de 

0,5 a 660 nm (fase exponencial de crescimento). Indução em repouso tam-

bém foi realizada segundo as condições-padrão» durante 16 horas e em pre-

sença de 0,5% de L-fucose como indutor especifico. 0 extrato livre de 

células em ambas as preparações foi obtido utilizando-se o sistema de 

rompimento em gral. A atividade da enzima foi medida como o descrito, 

sendo a atividade específica expressa em miliunidades de enzima por mi-

ligrama de proteína.
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TABELA II» Efeito da concentração de células sobre a indução da L-fuco- 
se desidrogenase de PullulaTÍa pullulans.

CÉLULAS
mg/ml

ATIVIDADE
ESPECÍFICA

FDH

TEMPO DE 
INDUÇÃO MÃXIMA

35 26 16

70 25 16

100 16 13

140 4 3

0 crescimento das células foi realizado utilizando-se o sistema-padrão 

de crescimento, com 0,5% de glicerol como fonte de carbono; foram então 

suspensas em tampão fosfato 50 mM pll 6,2, com 0,5% de L-fucose, e dis-

tribuídas em diferentes quantidades por mililitro de meio, conforme o 

indicado na tabela. Os tempos de indução mostrados na tabela são aqueles 

em que se conseguiu o maximo de indução, e a atividade estã expressa em 

miliunidades de enzima por miligrama de proteína.
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TABELA III. Inibição da indução da L-fucose desidrogenase por monossa- 
carideòs.

AÇÚCAR
ATIVIDADE ESPECÍFICA 
mU E/mg proteína

REPRESSÃO
%

L-fucose 24,98 0

D-glucose 9,23 62,80

D-xilose 11,48 54,05

D-galactose 12,24 51,01

Glicerol 13,09 46,60

L-arabinose 19,82 20,66

D-arabinose 26,44 0

L-rhamnose 25,42 0

Â massa de células foi obtida através de um pré-creseimento em glicerol 

1% e a indução foi feita como o descrito em mateviál e mstoâoe, exceto 

que foi adicionado ao meio de indução, além de 0,5% de L-fucose, um dos 

açúcares indicados na tabela, na mesma concentração do indutor. Os valo-

res de atividade específica mostrados na tabela foram obtidos após 16 ho-

ras de indução.
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k EMoelb tfa LrFUCQSE DESIDftOQENASE d» wMm í t

PüSlylcsrici PulUsfona p$b unsfeda ú® tòreçlfe.

E“v

I

A massa de células foi obtida através de um pré-crescimento em glicerol, 
e induzidas» em estado de repouso» com L-fucose; os extratos foram pre-
parados conforme o método de Funayama (1980) ja descrito, com as respec-
tivas modificações* o-o atividade específica» expressa em miliunidades 
de enzima por miligrama de proteína; A— A miligramas de proteína (ml).



22

Figuro 2.

Curvo de crescimento de Pullutoria PuíMa ob em presença de diferentes 
oçtfcares.

tempo de crescimento Choros)

O crescimento das células foi realizado conforme o sistema-padrão jã des-
crito, utilizando-se frascos Erlenmeyer de 2 litros, com 500 ml de meio. 
0 meio foi suplementado com 1% de: 0— 0 D-xilose, A D-glucose,
L-arabinose, •— ® glicerol, 0 D-arabinose; -i— + D-galactose, ■ L- 
fucose, como única fonte de carbono. Foram retiradas alíquotas de 3 ml 
para proceder-se ã leitura da densidade ótica, que foi realizada a 660 nm 
em espectofotômetro Coleman Júnior.

=►
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Figura 3. Efeito do concentração de LrFUGQSE sobre o 

índuçâh do L-FUCOSE 0ESIDR06ENASE.

A massa de células foi obtida pelo sistema-padrao de crescimento» usando- 
se glicerol como fonte de carbono e energia; foram induzidas em repouso 
conforme sistema descrito em material e métodos e usaram-se: Q— □ 0,2%
de L-fucose, 0,5% de L-fucose, o-o 1% de L-fucose» *"“• 2% de L-
fucose. A atividade específica esta expressa em miliunidades de enzima 
por miligrama de proteína.
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Figuro 4 . Efeito do coneentraçffo de L-FUCC8E sobre o 

velocidade de intfuçtfo do L-FUCOSE DESIDROSENASE.

dições foram as mesmas descritas na figura 3, sendo os valores de 
velocidade de indução (v) calculados pela tangente ãs curvas de variação 
da atividade em função do tempo de indução (somente na faixa entre 0 e 
16 horas de indução). A velocidade de indução esta expressa em miliuni- 
dades de enzima por hora.
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Rpuro 8. taibiçfio do toduçffo do L-FUCOSE DESIÜROGENASE 
por citioeximido.

A massa de células foi obtida pelo sistema-padrao de crescimento com 1% 
de glicerol como fonte de carbono. A indução foi realizada em condição 
de repouso conforme sistema-padrão descrito em material e métodos, com a 
adição de 10Mg/ml de cicloeximida em diferentes tempos, o-o controle, 
o-o adição de cicloeximida apos cinco horas de indução, Ar-A adição de 
cicloeximida no inicio da indução. A atividade específica esta expressa 
em miliunidades de enzima por miligrama de proteína.

o



D i s c u s s ã o

Estudos anteriores sobre a FDH de ?uZltiZãfiZ& puZZuZanò 

mostraram que esta ê uma enzima induzível, uma ves que a mes-

ma sõ era encontrada nessa levedura quando esta crescia em 

um meio que continha L-fucose, que ê o seu substrato, como 

única fonte de carbono e energia (Rigo a t  a Z ., 1971a, 1971b; 

Ri go a t  olZ. . 1973; Guimarães, 1973; Guimarães a t  a Z ., 1978a 

e 1978b). Além disto, quando cepas desta levedura adaptadas 

ao consumo desta 6 -de so xi -a 1 do se eram transferidas para um 

meio cuja única fonte de carbono fosse outro açúcar —  como 

D-glucose ou D-galactose —  estas cepas perdiam a atividade 

enzimãtica para a FDH, evidenciando desue modo que não se 

tratava de uma enzima constitutiva.

Neste trabalho estio descritas as condições para que 

se proceda â indução da FDH, bem como a capacidade de a le-

vedura crescer utilizando-se diferentes sronossacarídeos como 

fonte de carbono e energia e sua implicação na indução pos-

terior da referida enzima.

Como a L-fucose ê um açúcar de elevado custo comer-

cial, a sua utilização como única fonte de carbono e energia 

durante o crescimento da levedura para a obtenção da FDH tor-

na-se quase proibitiva. Neste sentido, buscaram-se aqui ma-

neiras alternativas de obter a referida enzima com um máximo 

de economia, e para tal tentou-se encontrar outros indutores
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de menor custo» além de procurar determinar a concentração 

ótima para obtenção do máximo de enzimas com o menor consumo 

possível de indutor. Assim» chegou-se finalmente a conclu-

são de que a maneira mais econômica de obter a enzima seria 

através da obtenção de uma massa de células através de um pré- 

crescimento em presença de outros açúcares como fonte de car-

bono e energia e, posteriormente, induzindo essas células pa-

ra a síntese da FDH em condição de repouso e em presença de 

L-fucose como indutor.

Dado o meio de indução (apenas tampão-fosfato diluído) 

e o não consumo significativo do indutor,a L-fucose pode ser 

facilmente recuperada por expediente de troca iônica seguido 

de cristalização e/ou liofilização.

Ainda visando o máximo de economia, procurou-se traba-

lhar sempre com quantidades mínimas de células. Para isso, o 

método usualmente empregado para a obtenção do extrato livre 

de células, isto é, através da maceração das células em gral 

com microesferas, não apresentando bons resultados devido â 

dificuldade de recuperação da enzima, foi substituído por um 

alternativo. Assim, tentou-se usar o método descrito por Fu- 

nayama e.t at. (1980) para a obtenção de extrato livre de cé-

lulas de SacchaAomi/ceó czkvã.ò-Lolz, o qual permite obter extra-

to livre de células partindo de pequenas quantidades de cé-

lulas —  aproximadamente 100 a 200 mg. Esse método com as ci-

tadas modificações mostrou-se eficiente também para romper a 

parede celular de PuZZu.ZaA.Za puZZuZan-i, salvo duas restrições: 

1) se mantidas as proporções descritas, o método ê ineficaz 

quando a quantidade de células for superior a 200- mg; 2) uma 

vez que a cultura atinja a fase estacionária de crescimento,
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esse sistema não rompe eficientemente a parede das células,* 

este fato provavelmente se deve a alguma alteração existente 

na composição da parede celular, que a torna mais resisten-

te ao rompimento nesta fase.

Também a própria natureza da fonte de carbono influen-

cia diretamente as dimensões e arquitetura da parede celular 

(Cury, 1974).

Nos experimentos de crescimento da levedura ficou evi-

denciado que existem diferenças na capacidade de utilização

dos diferentes monossacarldeos quando utilizados como única 

fonte de carbono e energia. Os resultados obtidos nesses ex-

perimentos, de certa forma, jã eram esporados, pois, segun-

do demonstraram Clark & Wallace (1958a o 1958b) , a levedura 

em questão apresenta enzimas constitutivas para a degradação 

de alguns monossacarldeos, enzimas tais. como as da via gli- 

colítica de Embden-Meyerhof e da via das pentoses-fosfato. 

Assim, espera-se que monossacarldeos cujas vias de degradação 

são constitutivas como as citadas sejam metabolizados muito 

mais rapidamente que aqueles cuja metabolização exige a in-

dução das enzimas para posteriormente degradar o referido açú-

car. Também era esperado o resultado apresentado quando da 

utilização de D-glucose, pois, segundo Magasanik et at, (1959), 

a utilização deste monos sacarIdeo como fonte de carbono e 

energia pela maioria dos microorganismos incorre em um tempo 

de crescimento mais reduzido d? que com a utilização da maio-

ria dos monossacarldeos conhecidos. Este fato se fundamenta 

provavelmente na existência de duas vias simultâneas e dis-

tintas para metabolizar este açúcar, sendo uma constitutiva, 

que ê a via glicolítica de Embden-Meyerhof, e a segunda uma
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via induzível, que ê a do óxido glucônico. Neste trabalho ve-

rificou-se que a D-xilose, quando empregada nas mesmas con-

dições, apresenta um tempo de geração semelhante ao obtido 

com a utilização da D-glucose,e podemos sugerir uma explica-

ção semelhante ao fenómeno, pois esta pentose, quando ê uti-

lizada como única fonte de carbono e energia pela levedura 

Vu.ZZuZa.Kla puZZuZaní, segundo Keslling zt a Z. (1962) , produz 

simultaneamente xilitol e ãcido xilônico, sugerindo assim que 

existem pelo menos duas vias metabólicas simultâneas e dis-

tintas para a degradação deste açúcar: uma através da con-

versão da xilose a xilulose via xilitol , e a outra 

através da oxidação da D-xilose a ácido D-xilônico ou (D- 

xilonolactona). Mais recentemente, Sugai & Veiga (1981) com-

provaram a presença de uma xilitol desidrogenase em PuZZuZa- 

K ta puZZuZanò quando seu crescimento se dava em presença de 

D-xilose como única fonte de carbono e energia.

Um fato que merece certa atenção ê que utilizando a 

L-fucose como única fonte de carbono e energia para o cres-

cimento da levedura, mesmo quando utilizadas cepas adaptadas 

durante anos ao consumo deste açúcar, o tempo de duração ê 

pelo menos duas vezes maior que quando utilizado para tal ou-

tro açúcar para o qual a levedura tenha enzimas constitutivas 

para degradar, mantendo todas as condições idênticas. Nas 

mesmas condições de crescimento, porém, segundo Vieira zt aZ. 

(1979), com L-rhamnose como fonte de carbono, uma 6-desoxi- 

hexose —  que como a L-fucose ê um açúcar raro na sua forma 

livre na natureza e também ê metabolizado por uma via enzi- 

mãtica induzível semelhante (Guimarães zt aZ., 1978a) —

apresenta um tempo de geração idêntico ao apresentado pela
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D-glucose. E, ainda, quando testada a sua capacidade c o r o 

repressor, a rhamnose mostrou-se indiferente. E, no entan-

to, como pode ser observado pela tabelaIII, aqueles açucares 

que se mostraram mais eficientes para o crescimento foram os 

mais eficientes em produzir repressão catabõlica. Esta dife-

rença na capacidade de utilização desta 6-desoxi-hexose leva 

a supor a necessidade de um outro fator de crescimento den-

tro das condições utilizadas,ou mesmo dificuldades inerentes 

das reações de transformação deste em outros compostos neces-

sários â assimilação e incorporação da cadeia carbonada da L- 

fucose como material plástico ou de reserva para a célula.

Neste trabalho ficou demonstrado que a FDH em Pixltu- 

laJtla. p u l lu la n ò pode ser induzida de pelo menos duas manei-

ras; 1) realizando um crescimento e indução simultâneos e 

utilizando a L-fucose como única fonte de carbono e energia, 

e 2) realizando um prê-cresclmento com a finalidade de obter 

uma massa de células, utilizando para tal um outro açúcar que 

não a L-fucose como fonte de carbono e energia e posterior-

mente realizando a indução com as células em condição de não 

crescimento, em presença de L-fucose como indutor. Não foi 

dada maior atenção ao processo de indução e crescimento si-

multâneos , utilizando L-fucose como única fonte de carbono e 

energia porque: 1) trata-se de um processo que consome gran-

des quantidades de indutor, que ê um açúcar de elevado custo 

comercial, e 2) este processo ê mais lento que a indução da 

enzima com as células em repouso; isto se'deve a que o cres-

cimento da levedura nas condições descritas com L-fucose co-

mo única fonte de carbono e energia acarreta um tempo de ge-

ração muito maior que quando são utilizados outros açúcares.
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Em vista do exposto neste trabalho» foram desenvolvidas téc-

nicas de indução com as células em condição de repouso, com 

as quais se obtêm níveis até mesmo superiores aos da indução 

em crescimento» com grande economia de J.-fucose e em menos 

tempo.

No processo de indução com as células em repouso deve 

ser dada atenção especial ao açúcar quo ê utilizado no pré- 

crescimento como fonte de carbono e energia para a obtenção 

da massa de células» pois alguns açúcares interferem no pro-

cesso de indução posterior» conforme pode ser observado na 

tabela I. Também a utilinação de L-fr.cose simultaneamente 

com outro açúcar durante o crescimento -- condição em que de-

veria ocorrer mu consumo diãuxico do e-utro açúcar — • não 

apresentou bons resultados» pois a quantidade de L-fucose 

necessária â obtenção de níveis de ensina satisfatórios tor-

na o processo tão dispendioso quanto aquele onde ê utilizada 

apenas a L-fucose.

A L-fucose» dentre os açúcares testados, mostrou ser 

o único capaz de induzir significativamente a FDH (tabelai). 

Geralmente todos os substratos; de uma enzima também se com-

portam como indutores. Assim» supõe-se ser a L-galactose, o 

outro substrato» também um indutor da FDi: j porém» por não dis-

pormos do mesmo em quantidael.es suficientes» não pudemos tes-

tá-lo como indutor. Por outro lado» na maioria dos processos 

de indução enzimatica, análogos estrutmais dos substratos, 

que normalmente não são metabolizados» também atuam como in-

dutores. São os chamados indutores "gratuitos". Deste modo, 

poder-se-ia esperar que a D-arabinosa atuasse como indutor da 

FDH, uma vez que se trata d? p^ntose homté Ioga de ambos os subs-
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tratos L-fucose e L-galactose, diferindo destes apenas pela 

ausência do carbono seis, como pode ser observado nas pro-

jeções estruturais abaixo.

III, a D-arabinose, além de não servir como substrato para a 

enzima, pois deve ser metabolizada por uma via diferente que 

não envolve esta FDH, tampouco atua como indutor efetivo ou 

como repressor. Assim, a FDH de PaZZuiZa^Za. puZZuZanò mostrou 

no processo de indução também um comportamento especial, co-

mo ocorre com a sua especificidade pelo substrato —  todas 

as outras desidrogenases para a L-fucose descritas também 

são ativas com D-arabinose como substrato (Segai & Topper, 

1960; Metzger & Wick, 1967; Schachter n t  a Z ., 1969; Mobley 

<Lt aZ . , 1970; Endo & Hiyama, 1979. Ao carbono seis equato- 

rialmente orientado de ambas L-fucose e L-galactose foi atri-

buído o papel principal determinante estereoespecífico da 

sua atividade (Guimarães, 1973), podendo-se supor o mesmo com 

relação ao processo de indução.

terizar as demais enzimas envolvidas na degradação de L-fu-

cose, parece claro que a via para a sua degradação é seme-

lhante â da L-rhamnose, e também seqüencialmente induzida 

(Rigo <Lt a Z . , 1981) .

tr§cilactos@ LrFueos® D-Ârobtoot®

No entanto, como se pode observar pelas tabelas I e

Embora não tenham sido feitas tentativas para carac-

□
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5. Co n c l u s õ e s

1. A L-fucose desidrogenase (FDH) de AuJi&oba£Á,dZu.m 

{Pu.Zlulax.ia) p a lZ a t a m  . pode ser induzida tanto com as célu-

las em crescimento como em condição de repousó com L-fucose 

como única fonte de carbono e também indutor.

2. O gllcerol, por ser uma fonte de carbono abundan-

te e por não interferir no processo de indução, foi a fonte 

escolhida para realizar o prê-crescimento das células. Esta 

circunstância combinada com o não consumo de L-fucose duran-

te o processo de indução corresponde a uma variante das mais 

econômicas para a obtenção da FDH.

3. A L-fucose ê o indutor específico da FDH de Pul- 

ltxtsLfLÂ.a, pattiiZeLnÁ. D-aràbinose, que ê a pentose estrutural-

mente relacionada com este açúcar, não atuou como indutor nem 

como repressor.

4. Alguns monossacarldeos e também o glicerol exer-

cem repressão catabõlica, que estã relacionada com a capaci-

dade da levedura de utilizar estes compostos como fontes de 

carbono e energia durante o crescimento. Máxima repressão 

foi observada com a utilização de D-glucose.

5. Máximos níveis da enzima são obtidos apôs 16 ho-

ras de indução com as células em estado de repouso e utili-

zando 1% de L-fucose como indutor. Também com esta concen-

tração de indutor se obtêm a velocidade máxima de indução.

8
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