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RESUMO

Isolou~-se da terra, 650 cepas de microrganismos e examinou-se
a atividade que cada uma possuia de isomerizar d-glicose. En-

controu~se uma linhagem de Streptomyces sp., com alta ativida

de de producao da enzima gquande incubada em meio de cultura -
contendo xilose como indutor. Verificou-se que esta enzima ¢
intracelular, e a cepa em questao foi identificada como Strep

tomvees bikiniensis (Johnson e Waksman, 1947).

Nescobriu~-se que a glicose isomerase de Streptomyces bikinien

sis & efetivamente induzida por xilose, enquanto que xilana -
induz a enzima de maneira mais branda. Da mesma forma, d-Ara-
binose, L-Rhamnose, d-frutose, d-manose e d-ribose, produzem-

baixa indugiao da glicose isomerase.

Purificou-se a glicose isomerase de Streptomyces bikiniensis-
por fraciomamento com sulfato de amonio, DEAEwcelﬁlose e fil-
tracao com Sephadex G-200. Através de eletroforese de gel po-
liacrilamida, encontrou-se que a enzima glicose isomerase pu-

rificada era homogénea.

As propriedades cinéticas da glicose isomerase, foram estuda-

das e os resultados obtides, foram comparados com a glicose i

1

somerase produzida por outros microrganismos. Verificou-se
tambeém, que os substratos adequados para a enzima, sdo: d-xi-

lose, d-ribose e d-glicose, com os respectivos valores de Km:



0,07, 0,11 e 0,26 M., LEsta enzima, mostrou possuir maior afini
dade para xiYose do que para ribose ou glicose., O peso molecu
lar da enzima foi calculado por eletroforese de gel de SPBS-po

Tiacrilamida e encontrou-se ser 52,000,

A influéncia do pH sobre a atividade enzimitica, foi verifica
da usando-se tampdo fosfato e tampdo tris. Encontrou-se gque
o pll Otimo para esta enzima se encontra entre 8 e 9, Verifi -
cando-se a atividade enzimdtica em diferentes temperaturas, -
descobriu~se que sua temperatura otima 6 de 80°C. Esta enzima

¢ altamente termoestavel.

0 estudo sobre o efeito de Ions metdlicos sobre a atividade -~

da isomerase de Streptomyces bikiniensis, mostrou que a isome

: b : : . 2+ 24
rizacao de glicose foi altamente ativada por Mg ¢ Co™ e

. . - 2+ .24 -
que sofreu haixa ativacio com ‘In e Ni“ ., Cobalto, manganées-
e magnésio, ativaram efetivamente a isomerizagio de xilose e

] - 2+ L.
de ribose.Nbservou-se também, que cobalto e Mg“ , inibiram a

desnaturacdo termica da enzima.

Descobriu-se ainda, que glicose isomerase também isomeriza e-
ficazmente d-xilose e d~ribose, e, em menor extensao, L-ramno

se e d-arabinose mpara suas respectivas cetoses.

A glicose isomerase de Streptomvces bikiniensis foi testada -

para a isomerizagao de glicese a frutose, incubando-se uma -~

mistura da enzima e varias concentracies de glicose em tampao



fosfato 0,05 0, pH 7,2, contendo 5 mM MgsSC, e 0,05 mM Coll, a-
varias temperaturas. Verificou-se que 2 isomerizacio mixima de
glicose a frutose (50%), deu~se incubando-se a 70°C por 70 ho-

ras, em concentragac de enzima e substrato adequados.

-11i-



SUMMARY

Six hundred fifty strains of microrganism were isolated from
s0il and screened for d-glucose isomerizing activity., It was

found that a strain of Streptomvces sp. produced high activi

ty of glucose isomerizing enzyme in culture medium contain--
ing xylose as inducer. The glucose isomerizing enzyme was in
tracellular enzyme. This strain was identified as Streptomy-

ces bikiniensis (Johnstone and Waksman, 1947).

It was found that xvlose effectively induced glucose isomera

se of 8. bikiniensis and to a lesser extent, xvian. d-Arabi-

nose, L-Rhamnose, d-frutose, d-Mannose and d-ribose also in-

duced slightly the enzyme.

The glucose isomerase of S. bikiniensis was purified by -

fractionmation with ammonium sulfate, DEAE-cellulose column -
chromatography and gel filtration on Sephadex G-200. The pu-
rified glucose isomerase was found to be homogeneous by poly

acrylamide gel electrophoresis.

Kinetic properties of purified glucose isomerase were studi-
ed and the results were compared with glucose isomerase from
other strains of microrganism. D-Xvlose, d-Ribose and d-glu~
cose served as effective substrates for the enzyme with res-

pective Km values of 0,07, 0,11 and 0,26 M. This enzyme exhi
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bits greater affinity for xylose than for ribose or glucose, -
Molecular weight for the enzyme was measured by SDSwpolyacryi

amide gel eletrophoresis and found to be 52.000,

The effect of pH on enzyme activity was examined in posphate-
buffer and tris buffer and the optimum pH was between & and 9.
The enzyme activity at various temperatures was examined and-
the optimum temperature was found to be 809C. The enzyme was

highly thermostable.

The effect of metal ions on S. bikiniensis isomerase activity

shows that isomerization of glucose was activated most effec-
tively by Mgz+ and CoZ+, and slightly by an* and Niz+. Isome
rization of ribose was also activated effectively by Mg2+, -
Mn2+ and C02+. Cobalt and Mg2+ also inhibited thermal denatu-

ration of the enzyme.

It was found that the glucose isomerase also effectively iso-
merizes d-xvlose and d-ribose, and to a lesser extent L-rham-

nose and d-arabinose to their respective ketoses.

The glucose isomerase from S. bikiniensis was examined for i-
somerization of glucose to fructose in batch system by incuba
ting a mixture of the enzyme and various concentrations of -
glucose in 0,05 X phosphate buffer, pH 7,2 containing § mM -

Mg804 and 0,5 mM CoCl, at various temperatures., It was found-

-V—



that maxinun isomerization of glucose to fructose (50%) was

reached when optimum concentration of enzvme and substrate-

was incubated at 70°C for 70 hours.
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INTRODUGAO

Este trabalho tem por objetivo, contribuir para o aproveita-
mento do amido para a alimentacaoc humana, e fornecer esclare

cimentos sobre as caracteristicas bioquimicas da glicose iso

merase de Streptomyces bikiniensis.

A enzima que produz a isomerizacdo de glicose a frutose, foi
descoberta por Marshall e XKooi em 1957 (6) e posteriormente,
outros pesquisadores encontraram varios microrganismos tam-

bém produtores dessa enzima.

A glicose isomerase, foi recentemente empregada para a produ
¢do de frutose a partir do amido, através de processos enzi-
maticos. Portanto, € uma enzima de significativa importancisa

sob ¢ ponto de vista alimenticio,

Isolamos do solo uma nova cepa de microrganismo produtor de
glicose isomerase, com atividade bastante elevada. ldentifi-
A

camo-na como Streptomyces bikiniensis. Utilizando esta cepa,

estudamos a producio, purificacdo e as caracteristicas bio-

quimicas A4 enzima glicose isomerase.



REVISAC BIBLIOGRAFICA

Cohen (1) pesquisou a pentose isomerase de Escherichia coli. A

pentose isomerase, cataliza a interconversio eantre d-arabinose
e ribulese. A produgio de pentose isomerase foi conseguida, i-

noculando-se uma cepa de Escherichia coli em meio de cultura -

contendo d-arabinose, sem a presenca da qual nio ha possibili-
dade de se produzir a enzima pentose isomerase. O produto fi-
nal que se obtém de d-arabinose pela acdo da enzima, & determj
nado através de reacdes de cisteina-carbazol, e também por cro
matografia de papel. Cohen verificou ainda, que, usando-se bo-
rato ou ions hidroxila, pode-se estimular a isomerizacdo de

d~arabinose e ribulose.

Mitsuhashi e Lampen (2), relataram sobre a conversio de d-xile

se a d-xilulose por extrato de Lactobacil] pentosus que, -

quando cultivados em meio de cultura que contenha d-xilose, -
produzem a enzima. No entanto, se houvet ausencig de d-xiloze~
no meio de cultivo, o microrganismo ndo fabrica a enzima. A en

zima de lactobacillus pentosus atua especificamente com d-xilo

se, portanto, denominaram-na xiloisomerase. A velocidade de i-
somerizagdo de xilose por esta enzima, & da mesma ordem que a~
quela deé fosforilagdo de xilose pela mesma enzima. Relataram -
também, que em presenca de ATP, a fosforilacio de xilulose se

di mais rapidamente que a2 fosforilacio de xilose.



Hochster e Watson (3) relataram gue xilose isomerase de Pseuy-

domonas hydrophila cataliza a interconversdo de d-xilose e

d-xilulose. Estudaram algumas provriedades desta enzima, tais
como: resistencia térmica, solubilidade, especificidade de
substrato e pH dtimec. Apds a isomerizacio de d-xilose a d-x1-
lulose pela agao desta enzima, a mistura de reacdc (substrato
+ enzima)}, continha 84% de d-xilose e 1f% de d-xilulose. Ao
se adicionar boratoc 4 mistura de enzima e substrato, conse- -
guiu-se a maxima isomerizagdo, ou seja, §1,5% de xilulose. Ve

rificou~se também, que ndo houve formacac de d-ribulose nesta

experieéncia.

Slein (4) pesquisou a enzima que cataliza a isomerizacdo de

d-xilose a d-xilulose e chamou-a xiloseisomerase. Esta enzi-

ma fol encontrada em extrato de Pasteurella pestis, que fol
cultivado em meio de cultura que continha d-xilose. A xilose-
isomerase, para mostrar atividade enzimatica, requer grupos -~

PP 2+ 24
-SH e Ions metalicos como Mg e Mn

, & o seu pH Stimo  “oi
encontrado como sendo, aproximadamente, 8. Esta enzima foi i-
nibida, naoc competitivamente, por tampaoc (*trighidroxi-metil’

~aminometano). Estrato bruto de Pasteurella nestis A-1122, -

cultivado em meic de cultura contendo d-xilose, produziu tam-
bém xilule-guinase, que pode produzir a fosforilacdo de d-xi-
lulese, se em presenga de Adenosinatrifosfato [ATP). Entretaf

to, nao pode catalizar a fosforilacdo de d-xilose.



Palleroni e Doudoroff {(5) encontraram a enzima manose isomera

se de Pseudomonas saccharophila mutante F-1, que desperta mui

to interesse, visto ser a primeira enzima que possui alta afi

nidade com hexoses livres. Verificaram também, que a cepa ori

ginal de Pseudomonas saccharophila ndo produz manose isomera-

se, quando se utiliza meio de cultura que contenha sacarose -
ou frutose. Palleroni e Doudoroff purificaram a manose isome-
rase de Pseudomonas saccharophila, mutante F-1, e estudaram -
suas propriedades enzimaticas. Puderam relatar também, que es
ta enzima nao somente cataliza a interconversio de d-manose a
d-frutose, como também de d-liXose a d-xilulose, e d-ramnose

a d-ramnulose (6-deoxi-d-frutose).

-

Xilose isomerase (d-xilose cetocl isomerase) (EC.5.3.1.5.), ¢

a enzima que cataliza a interconversao de d-xilose a d-xilulo

se.,

H-C=20 CHZOH
1 |

H-C - Op (? =0

1 )

HO - € - H 7 HO - C - H
i = l

H - - OH H=- C - 0OH
i {

CH,0OH CH,OH

d-xilose d-~xilulose

Até o momento, xilose isomerase foi encontratada em extratos-

de Lactobacillus nentosus (2), Pseudomonas hvdrophila (3) e

Pasteurella pestis (4), os quais foram cultivados em meio de

cultura contendo xilose, que age como indutor da enzima.



Marshall e Kool (6) relataram que o extrato de Pseudomonas hy-

drophila ou células de Pseudomonas hydrophila liofilizadas, -

crescidas em meic de cultura contento xilose, produziu nio so-
mente a isomerizacgao de xilose, mas tambem d-glicose a d-fruto
se, e que a enzima apresenta melhor afinidade para d-xilose -

{km

3.10'3M, pH = 7,5, SOGC), do que para d-glicose {(km =0,5
0

M, pH = 8,0, 40°C).
H=-C=0 CH.,OH
1 | |
H - C - OH C =0
i i
HO-C{?~H = HO“‘?'H
H-C-OH ‘H-¢C - OH
| ]
H~C - 0H H-¢C - OH
J |

CH,0H CH,OH
d-glicose d-frutose

Takasaki e outros (7} isolaram uma cepa de Bacillus megaterium

que produz enzima especificamente intracelular, durante a in~

cubagdo em meio de cultura contendo glicose. Apds um estudo -
;

das propriedades da enzima, concluiram que a glicose isomerase

de Bacillus megaterium, necessita de um cofator, que & a Nico-

tinamida-Adenina-Dinucleotidec (NAD).

Uma cepa de Aerobacter aerogenes, isolada do solo por Nataka e

outros (8), apresentou producac de enzima intracelular para i-
somerizacao de glicose a frutose, quando o microrganisme € in-

cumbado em meio de cultura que contem xilose. Eles estudaram -



& propriedades da enzima e puderam relatar o pH 6timo da ati-
vidade da enzima (6,5 - 7,0}, e que a agdo enzimdtica & inibi~-

da pelo reagente ~SH.

Takasaki e outros (9) isolaram do solo uma bactéria, e identi-

ficaram-na como Paracolobacterium aerogenoides. Foi estudada -

por eles, a produgao de enzima extracelular para isomerizacdo-
de glicose a frutose, utilizando-se meio de cultura contendo -
NHdci, NaZHPod, KHEPOQ, Mg30,, NaCl, polipetona e glicose, A~
1ém da isomerizacdo de glicose a frutose, a enzima extracelu -

lar de Paracolobacterium aerogenoides, produziu também a trans

formagdoc de d-manose a d-frutose. A enzima requer Nicotinamida

-adenina dinucleotideo (NAD) e Mg2+ como cofatores.,

A produgao de enzima para isomerizacdo de glicose a frutose -

por Aerobacter cloacae, isolado da terra, foi estutada por Tsu

mura e outros (10). Verificaram gque a enzima € intracelular e
que requer xilose como indutor. A midxima atividade enzimdtica-
foi alcancada em pH 8 e temperatura de 42 a 43°C., Observaram -
ainda, que a enzima produz a isomerizacdo da glicose, mas ndo
reage com outras aldohexoses. Estes pesquisadores também rela-

taram (11), que a enzima produzida por Aerobacter cloacae, ne

cessita de certos ativadores metalicos, tais como: manganeés,-

magnésio e cobalto.

Tsumura e outros (12) também estudaram a conversic enzimatica

de d-glicose a d-frutose pelo extrato de Streptomyces phaeo -

chromogenus, cultivado em meio de cultura que continha d-xilo

-6~



se. A enzima produzida pelo Streptomvces phaeochromogenus ca~

talizou, nao somente glicose, comc também catalizou a isomeri
zagido de d-xilose a d-xilulose. Verificaram que a enzima re-

2% P -
, que o pH otimo esta -

quer como ativadormetélics}m2+ e Co
entre 9,3 e 9,5 ¢ que a temperatura otima & de 80°C. Com rela
¢do ao cobalto, relataram que produz um aumento da resisten -

¢ia térmica da enzima.

Takasaki (13) estudou a interconversao enzimitica de d-glico-
s¢ e d-frutose por extrato de uma cepa de Streptomyces isola-
do da terra. A enzima para isomerizaclo de glicose a frutose-
pode ser produzida com a inoculacao do microrganismo em meio-
de cultura que contenha xilose ou xilana. Foi também estudada
a reagdo cinética da glicose isomerase e encontrou-se que a
conversao de glicose a frutose & uma reacdc endotérmica. Ele
calculou entaoc, o valor de AH (+2220 cal/mol), energia livre
do padrdo (AF = + 180 cal/mol) e entropia (4S5 = +6,8 cal/deg.
mol) i temperatura de 25%¢ (14). Posteriormente, o0s mesmos -
pesquisadores (15), identificaram o microrganismo estudado co

mo Streptomyces albus. Purificaram glicose isomerase usando a

cetona, cromatografia em coluna de DEAE-celulose e cromatogra

fia em coluna de DEAE-Sephadex.

Danno e outros {16, 17, 18) relataram que Bacillus coagulans,

isolade da terra, quando incubado em meioc de cultura contendo
xilose, produziu glicose isomerase. Relataram também, o méto-
do de purificacao de glicose isomerase pela utilizacdo de -

DEAE-Sephadex A-50, além das propriedades enzimdticas. A gli
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cose isomerase de Bacillus coagulans, produziu isomerizacido de

glicose, xiloese ¢ ribose. O pH 6timo observado, foi aproximada

mente 7,0 e a temperatura Otima entre 75 a 85°C, Conseguiram -
. o . 2+ . N

alta ativacaoc da enzima com Ce™ . Entretanto, a enzima foi le-
. 24 24 - . g - .

vemente ativada nor Mn e Mg~ . Apos purificacac, a enzima -

nac apresentou atividade para o substrate d-glicose em auseén -

cia de fons metalicos.

Yamanaka {19}, isolou da terra unma cepa de Lactobacillus bre -

vis, que produz glicose isomerase, quando se lnocula o micorga
nismo em meio de cultura que contenha d-xilose. Posteriormente
telatou (20) o procedimento para purificagao de xilose isomera

se de Lactobacillus brevis, pela utilizagiao do DEAE-Sephadex. -

Xilose isomerase purificada, produziu isomerizaglo de d-glico-
se, d-xilose ¢ d-ribose a cetoses, respectivamente. A constan-
te de Michaelis (km) para d-xilose foi de S.l'SM, para glicose

6,92 M e para d-ribose 0,67 M. Xilose isomerase de Lactobacil-

. N 2+ . P
lus brevis, tambem requer Mn comoe ativador enzimatico.

Strandberg e outros {21} estudaran as propriedades da glicose-

isomerase de Streptomvyces phaeochromogenus NRRL B-3559 e con -

cluiram que a temperatura Otima para atividade enzimatica & de
80°C e que o pH Stimo é aproximadamente 8,0. A constante de Mi
chaelis encontrada para glicose foi de 0,25 e a enzima com -

2+ 2+ . . . - . ,
Mg ¢ Co” , foi fortemente ativada. Pesquisaram tambem, imobi

lizagao de glicose isomerase, usando a técnica de empacotamen-

to com gel de poliacrilamida.



Vieth e outros (22, 23) relataram um processo simples, econc-

mico e eficiente para a imobilizacdo de células inteiras

{Streptomyces phaeochromogenus), usando colageno como mate-

rial de suporte. As células sdo envolvidas pelo coligeno, 0

qual € aderido por mecanismos convenientes. Streptomyces phae

Y

ochromogenus, contendo glicose isomerase imobilizada por esta

técnica, pode operar 40 dias a 70°C na coluna.

Park e outros (24) pesquisaram a producdo de glicose isomera-

se de Streptomyces phaepchromogenus NRRL B~3559, e encontra -
ram que a inducao de glicose isomerase ndao se verifica quando
se utiliza no meio de cultura, somente glicose como fonte de
carbono. A glicose isomerase &, no entanto, induzida ao se u-
sar, no meio de cultura, xileose como fonte de carbono, embora
aqui, o crescimento celular, em comparagdo ac primeiro meio -
de cultura, se apresente bem mais vagaroso. Em meioc de cultu-
ra contendo glicose e xilose, verificou~se a inducdo de glico
se isomerase e rapido crescimento celular. Observou-se tamhénm
que, em cultive do microrganismo em meio de farelo de trigo e
sabugo de milho hidrolizado por dcido, ocorre producie de gli
cose isomerase, o mesmo nao acontecende quando se usa extrato

glcaline de sabugo de milho.

Park & outros (25) isolaram do solo uma nova cepa de Strepto-
myvces sp. Em meio de cultura contendo xilose ou xilana, esta-
cepa produziu glicose isomerase, sendo que com xilose, verifi
cou~se maior indugao da enzima do que com xilana. Posterior -

mente, identificou-se esta cepa como Streptomyces ostreogri -

sSeus,



Sanches e outros (26} pesquisaram as propriedades de d-xilose

isomerase de Streptomvces albus NRRL 5778, parcialmente puri~

ficada. Descobriram que d-glicose, d-xilose, d-ribose, L-ara-
bionose e L-ramnose atuam como substrato para d-xilose iso-
merase, com os respectives valores de km: 86, 93, 350, 153, -
312 mM, e com valores de V max: 1,23, 2,9, 2,63, 0,153 ¢ -
0,048/um01/min por mg de proteina. A enzima foi fortemente a-
tivada por 1,0 mM de Mgz+ e sofreu ativagdo parcial com 1,0 -~

2+ z Sy i
. Encontraram que a desnaturacdo teérmica da enzima-

- . bd . . + +
¢ protegida com cations tais como: Mgz & C02 » que a tempera

mM de Co

tura otima para atividade da enzima se encontra entre 70 e -

80°C e que o pH Stimo estd na faixa de 7 a 9.

Park e outros (27) estudaram a producac de glicose isomerase-

de Streptomyces cestreogriseus e a imobilizacio desta enzima.

Para a isomerizacdo de glicose a frutose, foram utilizados -
trés tipos de enzima: glicose isomerase imobilizada, enzima -
ligada 4 célula e a forma livre da enzima. Viu-se que a enzi-
ma livre produziu maior isomerizagdo que a enzima ligada i cé
lula, apés 70 horas de incubagdo a 65°C. Glicose isomerase i-
mobilizada com DEAE-celulose, também produziu isomerizacfo de
glicose a frutose a 50°C e pH = 7,0. A glicose isomerase na
forma livre, mostrou-se mais termoresistente do que a glicose

.isomerase imoblilizada.

Lobry de Bruyn e Alberda van Ekenstein (28), observaram trans
formagac de agucares, como a isomerizacdo entre aldose e ceto

se por processos nao enzimaticos, a qual foi entde denominada

-10=



transformacao de Lobry de Bruyn - Alberda van Ekenstein, Esta

transformacdo pode ser obtida com a utilizacfo de catalizador

nao biolégico, como estd indicado na Tabela abaixo:

TRANSFORMACKO NAO ENZIMATICA PARA ACOCARES PELO "METODO DE

LOBRY DE BRUYN - ALBERDA VAN EKENSTEIN.

ACOCAR USADO

CATALIZADOR USADO

D~Allose
D=-Altrose

D=Arabinose

L-Arabinose

Celobiose

D-Frutose

Piridina

Hidroxido de cidlcio

Piridina

Piridina

Piridina

Piridina

Hidroxido

Hidroxido

Hidroxido

Hidréxido

de

de

de

de

s6dio

calcio

potdssio

sodio

~11-

PRODUTO CONVERTIDO

D-psicose

D~psicose
D-eritro-pentulose
{D-ribulcse)
D-eritro-pentulose o-
-nitro-finilhidrazona
L-Eritro-pentulose, L-
-ribose p-bromofenilhi
drazona
L-eritro-pentulose
{("L-ribulose™)

Kcido L-ribdnico fenil
hidrazida
4-0-f-D-glicopiranosil
~D-manose

metil ¥ ~D-manopiranosi
da, acido D-glicdrico
D-glicose, D-mancse ‘e

nilhidrazona



ACOCAR USADO

CATALTZADOR USADO

L.-Fucose

D-Galactose

L=-Galactose

D-Glicose

didrdxido de sddio
Fosfato de sodio
tampdo (pH 6,69)

Lcido tartarico

Piridina

“idroxido de potdssio

idrdéxido de calcio

Piridina
Piridina

Hidroxide de calcio

Hidroxido de cdlcio

Hidroxide de sédio

Piridina

Muinclina

Piridina

Hidroxido de cdlcio

Hidroxido de cilcio

fcido sulfidrico

PRODUTO CONVERTIDG

D~glicose

D-manose fenilhidrazona

D-glicose dieti] ditica
cetal
b~deoxi-L-tagatose
D-tagatose, D-sorbose
dcide D-taldnico, D-ta-
gatose, D-sorbose
N~tagatose

L-tagatose

D-frutose, metil {~D-ma
nopiranosida

D-manose fenilhidrazona
D-~manose fenilhidrazona,
D-frutose

N-frutose

D-frutose

D-frutose, D'~-mancse
D~manose-1-d fenilhidra
zona,D~manose—1,2-d25e~
nilhidrazona,D-frutose-
1-d,D=frutose-1,1-4,
D-frutose-l-d-fenilosa-

Z20na

D-frutose



ACUCAR USADO

CATALIZADOR USADQO

D-glicose-1-d

DL-glicerose
D-glicero-D-ga

lacto-Heptose

D-glicero-D-gu

lo~heptose

D~Gulose

D-Idose

Lactose

Maltose

D-Manose

Acetato de sodio -

- acido acético

Amonia

Resina: anionico forte

Hidrdxido de cilcio

Piridina

Hidrdxido

Piridina

Hidroxido

Hidréxido

Hidréxido
Piridina
Hidroéxido
Hidroxido
AmoOnia
Hidroxido
Aménia
Hidroxido

Hidroxido

de

de

de

de

de
de

de

de
de

bario

calcio

calcio

barie

bario

calicio

calcio

sodio

sodio

PRODUTO CONVERTIDOG

D-frutose metilfenilosa-
zona

D-piscose

D-manose fenilhidrazona
B-frutose-1-d fenilosazo
na, D-manose~l-d- fenil~
hidrazona
Dihidroxiacetona
D-mano-heptulose, D-~gli-
co-~heptulose
D-mano-heptulose
D-glico-heptulose
D~glico-heptulose, cal-
cio D-glicero-D-gulo-hep
tonato

D-sorbose

D-sorbose

D-sorbose

Lactulose

Lactulose

Maltulose

Maltulose

D-glicose, D-frutose
Metil X~D-glicopiranosi-

da, D-frutose, ALcido D~

-glicarico



AGUCAR USADO

CATALIZADOR USADO

Melibhiose

3-0-metil-D-
~glicose

D-sorbose

2,%3,4,6~-Tetra-
~-O-metil~D-gli
cose

2,3,4,6-Tetra-
~0-~mtetil ~-D~ma-

ngse

2,3,4-Tri~0O-me

til-D~xilose

D~Xilose

Amonia

Hidrdxido de calcio
Hidroxido de potassio

Hidroxido de calcio

Hidroxido de calcio

Hidroxido de bario

Hidroxido de calcio

Hidroxido de calcio
Piridina

PFiridina
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PRODUTO CONVERTIDO

Melibiulose, 6-0-of-D-ga-
lactoﬂpiranosiliﬁ-nwmang
pirancse

3-0~metil~D~frutose

D-galactose . Nl-metil -
-Ml-fenilhidrazona
2,3,4,6,~tetra-0O-metil -

=Demanose

2,3,4,6-tetra~O~metil -

~Dwglicose

2,3,4 ,6-tetra~D-metil -
-D-glicose
2,3,4-tri-0O-metil-D-1y~
xonic acide fenilhidra-
zido

D-lyxonic acido fenilhi
drazido
D-threo~-pentulose. {'"D-
-xilulose™)
D-threo-pentulose, D-1i
xose {as p-bronofenilhi

drazonas)



ACOCAR USADO CATALIZADOR USADC PRODUTO CONVERTIDO

Piridina D-threo-pentulose, D-1i-
xose
L-Xilose Piridina L-threo-pentulose ("L-xi
lulosze™)

Mendicino (29) pesquisou a isomerizacdo de aglcares por alcali-
catalizador. A isomerizacac de acucar foi conseguida, utilizan-
do-se uma mistura de acicar, borato e hidroxido de sodio com a-
quecimento a 100°C. Borato provocou um aumento no grau de isome

rizacdo.

Kainuma e outros (30) e Barker, S.A. e outros (31) estudaram a
isomerizacdo de glicose a frutose pela reac¢do de dlcali-catali-
zado e concluiram que a isomerizacgdo de acgficares por processos-
nio enzimaticos, nic fornece alimentos em condigbes aceitdveis,
pelo fato de produzir aparéncia, cor ¢ sabor indesejaveis, alem

de problemas de composicgdo.

~15-



MATERIAIS E METODOS

1. - Materiais

A cepa de microrganismos utilizada para este trabalho, foi Strep

tomyces bikiniensis. Os meios de cultura utilizados foram da

Difco, e os reagentes para eletraforese de gel de poliacrilamida
e eltroforese de SDS (Dodecil sulfato de s&dio) poliacrilamida,
foram produtos da Bio-Rad. Na execucio deste estudo, fer-se uso
de reagentes quimicos para amdlise, das seguintes marcas: Merck,

Carlo Erba e Barker, além dos seguintes aparelhos:

1. Fermentador (mini-ferm, New Brunswiﬁk Scientific Co.)

2. Rotary-shaker (Fermentation Design Inc.)

3. Espectrofotometro Perkin-Elmer Double Beam Coleman, 124 D.

4. Balanca analitica (Sauter)

5. Microscopio (Zeiss)

6. pHmetro {Horiba)

7. Coletor de fracoes (Gilson Co.)

8. Centrifuga (Beckman Model J-21 B)

9. Conjunto para cromatografia de camada delgada, marca "Desaga"”
10 Banho termostitico de temperatura controlada (Fabbe)

11 Aparelho de eletroforese (feito 3 mio)

2, ~ Metodos

2.1. Os microrganismos foram isolades do sole, suspendendo-se en

w6~



10 m1 de dgua destilada e esterilizada, aproximadamente 1 g de
terra, e, 38 seguir, inoculou-se em placas contendo solugao de
Czapek agar, agar batata ou agar nutriente, ApSs o crescimento
das colonias, estas foram transferidas para tubos de ensaio -
contendo meio de cultura. Cada linhagem de microrganismo foi
inoculada em Erlenmeyer de 250 ml, contendo 20 ml de meio de
cultura, cuja composicio estd descrita no Item 2.3. Apds 48 ho
ras de incubagdo com agitagdo de 250 rpm a 30°C, a massa celu-
lar foi obtida pelo método citado no item 2.5. A atividade de
glicose isomerase da suspensio da massa celular, foi verifica-

da pelo método citado no {tem 2.10,

2.2. Foi utilizado neste trabalho, uma cepa de S.bikiniensis,e

esta foi cultivada em agar inclinado em um meie contendo-
8 g de agar, 9 g de dextrose, 1 g de xilose e extrato de 25 g
de batata para 250 ml de dgua deionizada. ApSs o crescimento -
do microrganismo, conservaram-se os tubos de ensaio no refrige

rador a 4°C. As cepas foram repicadas em intervalos de trés me

588,

2.3. Produgao de massa celular de S.bikiniensis: A escolha do

meio de cultura a ser utilizado, baseou-se em relatdrio -

anterior (27). A composigdao do meio, estd abaixo especificada:

peptona = 10 g/litro
extrato de carne = 5 g/litro
extrato de levedura = 2,5 g/litro
NaCl = 5 g/litro

-17-
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xilose 10 g/litro

MgSOd,?Hzo G,5 g/litro

pH = 7

Colocou~se 100 ml do meic de cultura, em frascos Erlenmever de
500 ml, devidamente fechados com tampdes de algoddo, e auto -
clavados a 121°C por 15 minutos. ApoOs esterilizacido, fez-se a

inocula¢ao com a cultura de S. bikiniensis e incubou-se em -

“shaker”" rotatdrio a 250 rpm, durante 30 horas a 30°C. Apds in
cubagao, as células foram separadas de 8 litros e meio de cul-
tura, através de centrifugacdo a 20.000 x g por 15 minutos. O
precipitado foi resuspensc em 4 litros de dgua deionizada e no
vamente centrifugado a 20.000 x g por 15 minutos. Este proces-

-4

so foi repetide 3 vezes,

2.4, Estudo cinético para producic de glicose isomerase e cres

cimento de massa celular: Ao final da incubagdo de 5. bi-
kiniensis, em "shaker" rotatdric a 250 rpm durante 30 horas a
SOOC, utilizou-se 100 ml do meio de cultura para inoculacgio do
mini-fermentador, que continha 700 ml do mesmo meio de cultura
e 1 ml de 6leo de milho como anti-espumante. Incubou-se, entdo
a 30°C por 52 horas com agitacio, mantendo-se a aeragac a 1
vvm (vol/vol/min}. Durante a fermentacao, coletou-se periodica
mente, pequenas amostras para determinagdo do pH, crescimento-

celular e atividade da glicose isomerase.

2.5. Preparagao de suspensio celular para determinacido da ati-

vidade enzimatica: Através de centrifugacdo a 20,000 x g

~18~



por 15 minutos, as células foram colhidas, O precipitade foi
resuspenso em agua deionizada e novamente centrifugado a
20.000 x g por 15 minutos., Este procedimento foi repetido -
tres vezes. As células lavadas, foram resuspensas em Agua, -
com o mesmo volume original do meio de cultura. Esta suspen-

sao foi usada em ensaios enzimaticos.

2.6. Determinacaoc do crescimentc celular: O crescimento celu
lar foi determinado pela medida da absorbancia de uma -
suspensao celular (obtida em método 2.5.) a 660 nm, em espec

trofotometro.

2.7. Preparacao de extrato livre de cé€lula: As células obti-

das da maneira indicada no item 2.3., foram resuspensas
em 1 litro de agua deionizada e o pH foi corrigido para 7, ¢
adicionou~se 200 mg de lisozima (Sigma Chemical Co.)}. Deixou-
-se incubando durante uma noite a 40°C, e entdo as células -
iizadas foram centrifugadas para a remocdo de residuos inso-

laveis.

2.8. Purificacdo de glicose isomerase de 8. bikiniensis: 0

procedimento para purificacdo de glicose isomerase estd

mostrado na Figura Z1.

2.8.1. Fracionamento com sulfato de amonio: Ao extrato livre
de célula obtido como mostra o item 2.7., adicionou.-

-se 50 g de bentonita. A mistura foi agitada por 10 minutos,

e centrifugada a 10.000 x g por 15 minutos, O sobrenadante -

“]1 9w



fol decantado e saturade a 80% com sulfato de amonio, e o pre
cipitado formado apds uma noite a 40°C, foi sedimentado por
centrifugagio, e, o sobrenadante, decantado. O precipitado -
foi disselvido em 50 ml de agua deionizada e dializada contra

tampdo fosfato 0,05 M, pH 7,0 a 4°C, durante 4% horas,

2.8.2, Cromatografia em coluna de DEAE-celulose: A solucio -

dializada como no ftem 2.8,1., foi aplicada na coluna-
de DEAE~-celulose, Previamente, 50 g de dietilaminoetil celulo
se (DEAE celulose), foram lavados com 600 ml de HCL 0,5 N e -
filtrados com 13 de vidro. A seguir, para remocdo de todo o
HCl, lavou-se com dgua destilada e depois com solucao de NaOH
0,5 N, utilizando~se o mesmo volume que o de acido usado ante
riormente. Fez-se, novamente, lavagem com dgua destilada, até
ndo haver mais reagdo alcalina e, finalmente, equilibrou-se o
PH & 7,0 com tampao fosfato 0,05 M. A eluigcao foi carregada -
com 120 ml de tampic fosfate 0,05 M, pH 7. Apds isto, com gra
diente de concentracdo de NaCl, fez-se a adicdo de uma solu -
¢d3o molar de NaCl, a um reservatdrio contendo 1000 ml de tam-
pdo fosfato 0,05 M, pH 7,0. Adicionou-se a solugao de MNaCl -~
1 M ao reservatorio, com uma velocidade igual 3 velocidade da
solugao eluida da coluna. Coletou-se a solucdo eluida da colu
na em tubos na coleteroaz, i velocidade de 10 m] cada 30 minu-~
tos. Ao fim da eluigao, mediu~-se as absorbincias a2 280 mm e -
construin-se um grafico, onde as absorbancias lidas estavam re

lacionadas com os numeros dos tubos.
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2.8.3. Filtracdo em gel de Sephadex G 200: Todas as fragfes Comn

tendo atividade de glicose isomerase, foram obtidas pelo
método citado no ftem 2.8.2. Juntaram-se estas fragoes, saturou
~se a 80% com sulfato de amdnio e deixou-se durante uma noite a
4°¢, Centrifugou-se entdo, a 20.000 x g por 15 minutos os preci
pitados floculantes, e dissolveu-se 0os sedimentos com 10 ml de
agua deionizada e dialisada contra tampdo fosfato 0,05 M pH 7,0
a 4% por 48 horas. A solugdo de enzima dialisada foi levada a
una coluna de Sephadex gel G.200 (3,5 x 70 cm), equilibrada com
¢ mesmo tampao. Em cada 30 minutes, coletou-se a fracao de 5 nl,
A preparagdo de gel de Sephadex G.200, foi feita da seguinte ~
forma: suspendeu-se por 3 dias, 20 g de Sephadex G.200 em tam-
pac fosfato 0,05 M pH 7,0. Durante este tempo, houve frequentes
renovagdes do tampdo, o que se dave Sempre que acorresse a de-
cantacao da resina., As fracdes que mostravam atividade de glico
se isomerase, foram juntadas e dialisadas contrs agua deioniza-

da por 48 horas, e o dialisado foi levado 3 liofilizagao. Pis -

solveu-se este material liofilizado em 5 ml de tampao fosfato

0,05 M pH 7,0 e levou-se a uma coluna de DEAE-celulose (40 x
2,5 ¢m) para novo refracionamento. Em 30 minutos, coletou-se g
fragao de 5 ml. Repetiu-se entdo, o0 procedimento anterior, isto
&, juntou-se e dialisou-se contra H20 deionizada por 48 horas,-

as fracoes que apresentavam atividade de glicose isomerase, e o

dialisado foi liofilizado para experisncia.

2.9. Determinacao da atividade de enzima:
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2.8.1. A atividade da glicose isomerase foi determinada do se-

guinte modo: Incuba-se 1 ml da solugdo enzimdtica e 1
ml de substrato {glicose 0,8 M), em tampdo fosfato 0,1 M pH -
7.0, o qual contém 0,01 M Mg80,. Apés uma hora, a 70°C, deter-
mina-se o ceto aglcar formado pela reacdio de cisteina - Carba-
zole (32). Uma unidade de enzima & definida como a quantidade-

que produz %f;mcl de ceto aglcar sob estas condicoes.

2.9.2. A determinacdo da atividade de xilose isomerase, foi -
realizada da mesma forma que para giicose isomerase, -
com a Onica diferenca que o substrato utilizado aqui, foi xilo

se 0,01 M,

2.9.3. A atividade de ribose isomerase foi feita da mesma ma-
neira que para glicose isomerase, utilizando~se como ~

substrato, ribese 0,1 M.

2.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida: Utilizou-se na e-

letroforese em gel de poliacrilamida da glicose isomera~
se purificada, um procedimento adaptado dos métodos descritos-
por Davis (33) e Ornstein (34). Fez-se o gel com 10% de cyano-~
gum~41 (95% de acrilamida, 5% de N,N' - metilenobisacrilamida-
e 0,1% de N,N, N'" N' - tetrametiletilencdiamina), 0,1% de per-
sulfato de amdnio e uma gota de Tween-80, em 100 ml de tampio-
tris-HC1, 0,38 M, pH 9,0. O tampio para eletrodo que se utili-
z0u, era constituido de glicing 0,039 M e tris 0,017 M. O pH i
gual era a 9,0. Aplicou-se entdo, no topo do gel, uma mistura-

de 40;”1 de enzima purificada e SG/al de uma solugao de sacarg



se 40%. A eletroforese foi feita a uma corrente constante de
> mA por gel por hora. Apés a eietroforese, 0os géis foram fi
xados com solucdo de icido tricloroacético 50% e coloridos ~
com brilhante de azul de Coomassie. Posteriormente, fez-se g

descoloragdo com aceido acético 73%.

2.11, Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida: O procedimen

to empregado para eletroforese em gel de SDS-poliacril-
amida, foi o mesmo método descrito por Weber e Osborn (35) e
Guerra e Park (36). Dissolveu-se 22,2 g de acrilamida e 0,6 g
de metilenobisacrilamida em agua, completando-se o volume a
100 ml. Conseguiu-se assim, uma solucdo de acrilamida 10%. ©
tampac de gel foi preparado com 7,8 g de NaH,P0,.H,0, 38,6 ¢
de Na,HPO,.7H,0 e 2 g de SDS para 1000 ml de 4gua. Em seguida
misturou-se 15 ml do tampio de gel com 13,5 ml de solucgao de
acrilamida, 1,5 ml de solugdo de persulfato de amdnio (15 mg/
ml) e 0,045 ml de N,N, N' ,N' - tetrametiletilenodiamina, que
foram imediatamente colocados nos tubos com gel. Antes gque o
gel se polimerizasse, colocou-se uma gota de dgua no tope do
tubo de gel. Apbés polimerizacdo do gel, a dgua no topo deste,
foi removida. 50 41 de amostra de enzima purificada foram co-

locados no topo do gel. A execucdo da eletroforese se deu a u

ma corrente constante de 8 mA/gel/por tubo, durante 4 horas.
Ao término da eletroforese, os gé€is foram removidos dos tubos
e mediu-se 0 seu comprimento e a distiancia para onde migrou o

corante. Fez-se a fixagao dos gé€is com acido tricloro acético
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50%, por uma noite, e foram deixados entio, por 2 horas em g~
zul de Coomassie em 20% de icido tricloroacético. O comprimen
to dos gé€is apds descoloracdo e a posicdo da fragac azul  de
proteina, foram medidas. A mobilidade das fragoes protéicas,-

foram calculadas como se segue:
Mobilidade =

dist, da migracdo da proteina y comp. antes da coloracao
comp. do gel apés descoloragio dist. da migragao do corante

As mobilidades foram plotadas contra o peso molecular das pro
teinas padrbes (come mostrado na Figura 19), e expressadas en
uma escala semilogartimica, como vemos na Figura 20. A amos -
tra de glicose isomerase para eletroforese, foi purificada da
seguinte maneira: Incubou-se a 37°C, durante uma noite, as a-
mostras en tampdo sédio-fosfato 0,01 M pH 7,0, o qual conti -
nha 1% de SDS e 1% dezﬂ~mercaptoetan0]. tlspu-se a concentra -
cac de proteina de 1 mg/ml. Apds incubacio, misturou-se 0,1 -
ml da amostra, 10 f1 de azula de bromofenol 0,05% e 0,1 ml de

sacarose 40%, e entao, procedeu-se 3 eletroforese.

2.12, Determinacac da concentracao de proteina: Fez-se esta -

determinacao, utilizando-se o método descrito por Lowrv

e outres {37).

2.13. Efeito do ol sobre a atividade da glicose isomerase: [i-
sando~s¢ o processo indicade no {tem 2.9,, verificou-se

o efeito do pH na atividade enzimdtica, com tampio fosfato pl!
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5,7 a 8,0, e com tapdo tris com pH variando entre 8,0 e 8,6.

2.14. Estudo sobre a influéncia da temperatura na atividade da
glicose isomerase: A influéncia da temperatura foi veri-
ficada , empregando~se o método citado no item 2.9. para deter-

minacdo de enzimas, utilizando-se varias temperaturas.

2.15, Efeito de Ions metalicos na isomerizagdo de glicose, xi-
lose e ribose as correspondentes cetoses: Fazendo-se em-
prego do metodo indicado no Item 2.9. e varias concentracbes -

de ions metalicos, estudou-se o efeito destes na isomerizagao.

2.16. Tolerancia térmica da atividade da glicose isomerase enm

e

presenga de Mg2+ e Co Realizou-se estes estudo de to-

lerdancia térmica, incubando-se a solucao de enzima sem a pre-

senca de sais e a enzima em solugdes de Mg2+. C02+ e Mgz* e

+ L3 - " . .
Coz juntos, a varias temperaturas, durante 15 minutos. Apos o
tratamento térmico, verificou-se a atividade da glicose isome-

rase como no item 2.9.

2.17. Estudo da estabilidade térmica da enzima: Tubos de en-

saio contendo solucdo de enzima de concentragac igual a
1 mg/ml, foram incubados a 30, 60 e 70%¢ por 24 horas. Reali -
zou-se, periodicamente, para cada tubo de ensaio, a andlise da

atividade enzimitica residual, pelo método citado no item 2.9.

2.18. Efeito da temperatura sobre a isomerizagao de glicose i-

somerase: O efeito da temperatura na isomerizagao de gli
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cose a frutose, causada pela acao da enzima, foi estudada, fa-
zendo~se a incubagdo de uma mistura de 5 mg de enzima e 40 mg
de dextrose em 200 ml de tampao fosfato 0,05 M pH 7,2, que con
tinha 5 mM de MgS0, e 0,5 mM de CoCl,, as temperaturas de 60,
65, 70 e ?SOC, durante 70 horas, com agitacdo constante, Enm in
tervalos de tempos iguais, ia~se retirando pequenas amostras,e
fazia-se a determinacao da frutose formada pelo método da rea-

cao de cisteina-carbazole.

z2.19. Efeito da concentracgao de glicose na isomerizacio: A iso

merizacdao de glicose a frutose pela glicose isomerase, -
foi estudada em um sistema descontinuo de 200 ml, o qual conti
nha 5 mg de enzima e substrato (glicose) em concentracdes de -
10, 20, 25 e 30%, em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,2, com 5 mM -
MgS(}4 e 0,5 mM CoClz. Todo este sistema, permaneceu durante 70
horas a 70°C. A frutose formada, foi determinada veriodicamen-

te, pela reacaoc de cisteina-carbazole.

2.20. Determinagdoc da atividade da xilanase: A atividade da xi

lanase, foi determinada pela quantidade de aglicares redu
torese, expresso como xilose, que € resultado da acdo enzimati
ca sobre o substrato xilana (25). Os tubos de ensaio, contendo
2,5 ml de solugao de xilana a 0,5%, 2,5 ml de tampio acetato -
0,05 M, pH 4,0 ¢ 1 ml do sobrenadante obtido pela centrifuga -
gao do meio de cultura, foram incubados durante 30 minutos a
50°C. ApSs a incubacdo, os agiicares redutores foram examinados

pelo meétodo descrito por Nelson (38) e Somogyi (39).



i.

RESULTADOS E DISCUSSAO

- Resultados

1.1. Selegdo e identificagic de microrganismos para producac de

glicose isomerase: Fez-se o isolamento de 650 microrganis-

mos do solo, e estes foram analisados para a produci@o de glico~

se isomerase pelo método descrito em 2.1. Encontramos uma linha

gem de Streptomyces sp., predutor de glicose isomerase intrace-

lular em grande quantidade. A taxonomia do Streptomyces sp.,foi

realizada, e € a seguinte:

a)

b)

c)

d)

Morfolegia da cadeia de esporos

Cadeia longa, reta e levemente sinuosa, com mais de 50 espo-
ros por cadeia, como mostrado na Figura 1. Superficie do es-

poro: ndo identificada.

Cor da colonia

Cinza levemente acastanhada ou cinza amarelada em meio de -~
cultura de agar de malte-levedura, agar-aveia, agar Czapek,-

etc.

Lado inverso da colonia

Pigmentos nac distintos de coloragdo marrom levemente amare~
lada, amarelo claro ou levemente castanhos, em meios de cul-
tura indicados acima, em outros melos sinteticos comuns ou

em meios complexos.

Cor do meic

Agar peptcna-levedura-ferro, e em agar-tirosina formamsse -
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pigmentos escuros, e nos chamados meios orgianicos, ocorre a

formagac de pigmentos castanho claros,

e) Utilizagao de carbono

A cepa utiliza para seu crescimento, d-glicose, l-arabinose
d-xilose, d-manitel, d-frutose, rhamnose e rafinose, enguan
to que sacarose e inositol nio sde utilizados. (Meio Basal-

de Pridhan e Gottlieb, ISP meio 9).
f} Gelatina
Forte liquefagdo. Completa ao décimo segundo dia.

g) Amido

Hidrélise vigorosa.

Sumarizando-se¢ todos os dados citados acima, o diagnéstica da

linhagem de microrganismos foi feito como Streptomyces bikini-

enfils, de acordo com Bergey's Manual of Determinative Bacterig
logy (48). Bste diagndstico também confirma com os trabalhos -

de Johnstone e Waksman (41, 42) e de Shirling e Gottlieb {43).

1.2. Estudo cinético para producdo de glicose isomerase e cres

cimento da massa celular: Empregando-se o método descrito
em 2.4., realizou-se este estudo, ¢ os resultados conseguidos,
estdo apresentados na Figura 2. A mixima atividade de glicose-
isomerase por 1 ml de meio de cultura, foi alcancada apos 48 -
horas de incubagao, paralelamente ao crescimento celular. Du-
rante a fase de laténcia, o pH do meio decresce e durante a -~

maltiplicacdo-das celulas, o pH cresce.
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1.3, Purificagdo de glicose isomerase de §. bikiniensis: O filu

xograma para purificacgdo de glicose isomerase de S. biki-

niensis estd mostrado na Figura 21. Verifica-se no Quadro I, -

que a atividade de glicose isomerase de extrato livre de célu-

la, obtida atraves do método descritc em 2.7., foi igual a 1,2

unidades por mg de proteina. A atividade enzimitica obtida se-

gundo método de bentonita e precipitacdo com sulfato de aménio,
foi de 6,7 unidades por mg de proteina. Hnuvé um aumento de 8,4
unidades per mg de proteina na atividade da enzima apds a puri-
ficagdo por cromatografia em coluna de DEAF-celulose como se ob
serva em 2.8.2. Na Figura 3, vemos os resultados da cromatogra-
fia em coluna de DEAE~celulose, onde dentre os seis picos de -
proteina obtidos, o terceiro deles mostrou atividade enzimitica.
Com este pico que apresentou atividade, seguiu-se filtragio em
gel de Sephadex (-200, usando-se método indicade em 2.8.3, Os
resultados estdo na figura 4. O maior pico de proteina que ob -
serva, € o que contém atividade de glicose isomerase. Com este
pico de proteina conseguido, fez-se nova purificagio por croma-
tografia em coluna de DEAE-celulose. Os resultados estdo na Fi-
gura 5. A atividade de glicose isomerase da enzima da proteina,
foi analisada e verificada ser de 15 unidades por mg de protei-
na. A pureza da gnzima apds purificagdo, foi determinada por e-
letroforese em gel de poliacfilamida. Os resultados da eletrofo
rese, estdo na Figura 6 e foram obtidos a diferentes estigios -
nos processos de purificagac. Uma amostra de enzima tratada com

bentonita e submetida a fracionamento com sulfato de amonio {i-
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tem 2.8.1.), mostrou numerosas bandas {Fig. 6.A.), enquanto que
a amostra obtida pela purificacao por cromatografia em gel de
DEAE-celulose, seguida de filtracao eﬁ gel de Sephadex G-200, -
mostrou uma banda maior ¢ varias bandas menores (Fig. 6.B.). Co
mo se verifica na Figura 6.C., uma Gnica banda foi observada pa
ra a amostra de enzima purificada na Gltima etapa de cromatogra

fia em gel de poliacrilamida.

1.4. Determinacdo do peso molecular da glicose isomerase purifi

cada por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida: A enzi
ma purificada por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, se
guindo-se ¢ métodec descrito em 2.11., ¢ na Figura 7, verifica -
-se o0s resultados da analise. Calculou-se o peso molecular da

glicose isomerase, como sendo 52.000, conforme descrita em 2.11.

1.5. Efeito do pH na atividade da glicose isomerase: O pH dtimo

encontrade para a atividade da glicose isomerase, foi en-
contrado como sendo entre 8,0 e 2,0, 0 efeito do pH na ativida-
de enzimatica, foi determinado pelo processo exposto em 2.13..,e

0os resultados estao na Figura 8.

1.6, Temperatura Otima para atividade da glicose isomerase: A
temperatura para atividade da glicose isomerase fol exami-
nada como esta citado no item 2.14, Como mostra a Figura 9, a

temperatura 6tima foi de 80°C.

1.7. Especificidade dos substratos para a enzima: Foram testa -

das varias aldoses para a isomerizacac, pelo efeito do 5.
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bikiniensis, usando-se ¢ métods citado no ftem 2.9. Comoc se ve

rifica noe Quadro 2, a2 enzima isomerizou de maneira bastante e-
ficaz d-xilose, d-ribose ¢ d-glicose, e menos ativamente se ve
rificou a isomerizagac de L-ramnose e d-ar&binose, para suas -

respectivas cetoses.

1.8. Efeito de Ions metdalicos sobre a atividade enzimatica: Co

mo jd apresentado no item 2.15, foram testadas vdrias con
centragdes de Ions metdlicos para a atividade enzimatica, usan
do-se glicose, xilose e ribose como substrato. Os resultados -

estdo expressos no Quadro 3. A isomerizacdo de glicose pela en

zima foi eficientemente ativada por Mg2+ e Caz*, ¢ sofreu leve

2+ 2+

isomerizacao com Mn Ni® . Xilose sofreu efetiva isomeriza-

2+ 2+

-~ 2 -+ » ) .4 . . .
gao com Co” |, Mn® |, Mg ¢ ribose tambem efetivamente isomeri-

+ 2+ Y.L ? 4 . -
zou conm Mgz , Mn® , sz e an . 0 efeito de varias concentra-
- - - . 2+ 2+ 2+ .,
goes de ions metalicos, tais como Mg® , Co e Mn na ativida

de da glicose isomerase, foi estudado por processo indicado em
2.16., e os resultados encontram~se no Quadrc 4. Magnésio (5,0
mM} e Co2+ (6,5 a 1,5 mM)}, produziram efetiva ativagﬁo na iso-
merizagao de glicose a frutose, enquanto que an+ (0,25 a 0,5~

2+ (0,5 mM) combinados, produziram uma ativagdo muito-

mM} e Co
mais eficiente, em comparacdo com magnésio e cobalto separada-

mente.

1.9. Tolerancia térmica da atividade da glicose isomerase en

presenca de magneésioc e cobalto: A tolerancia térmica da a

tividade da enzima, fei verificada na presenca de Mg2+ e 002+

b
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tanto combinados, quanto separadamente pelo método citado no i
tem 2.16, Os resultados estdo apresentados na Figurs 10, O fon
de cobalto ou a combinagdo de cobalto ¢ magnésio, inibiram a
desnaturacdo termica da atividade da enzima quando comparada -

¢om nao cation.

1.10. Estabilidade térmica da enzima: A estabilidade térmica -

da enzima foi estudada segundo meétodo citado em 2.17. Os
resuliados podem ser verificados na Figura 11, Ao final de 24
horas de pré-incubacdo a 70°C, a atividade residual da enzima-
era 30%, ao passo que a 60°C, era de 77%. Ndo houve perda da a

tividade enzimatica a 56°C.

1.11. Cinética de reacado da glicose isomerase de S.bikiniensis:

A atividade da enzima foi examinada pele método descrito
no item 2.9., usando-se varias concentracdes de d-xilose, d-ri
bose ¢ d-glicose, como substratos. 0s valores de Michaelis-Men
ten (Km), foram calculados aplicando-se a equagio modificada -
de Lineweaver-Burk (44). Os resultados podem ser verificados -
nas Figuras 12, 13 e 14. Os valores de Km encontrados, foram -

de 0,07 M xilose, 0,11 M ribose e 0,26 M glicose,.

1.12. Efeito da temperatura sobre a isomerizacdo de glicose a

frutose pela glicose isomerase: Este estudo foi realiza-
do, usando-se o método citado em 2.18. Como mostra a Figura 15
a velocidade inicial das reagoes catalizadas pela enzima, au-
mentou constantemente com o aumento da temperatura. Verificou-

-se que a inativacdo térmica da enzima ocorreu rapidamente du-



rante incubacdo a 75°C. Observou-se também, que a isomerizacio
de glicose a frutose pela agao da enzimz & temperatura elevada,
provocou uma coloracdo marrom, chegando-se a aquecer até deconm

posicao da cetose.

1.13. Efeito da concentragdo de glicose na isomerizacgio poY

glicose isomerase: A isomerizacglo de glicose a frutose -
pela glicose isomerase, fol estudada empregando-se processo in
dicado em 2.19., e os resultados obtidos encontram-se na Fipu-
ra 16. Achou-se que a porcentagem relativa de isomerizacdo & -
diminuida em altas concentracoes de glicose, embora a formacao

de frutose seja aumentada quando a concentragao de substrato -

diminui.

1.14. Inducdc de glicose isomerase de S. bikiniensis por va-

rias pentoses ou hexoses: Este estudo foi feito usando -
-se o método citado no item 2.3., substituindo-se xilose  por
outros a¢lcares. Como mostra o Quadro 5, encontrou-se que a xi
lose induz efetivamente a glicose isomerase e que a xilana, -
produz uma inducd#o em menor extensio. d-arabinose, L-ramnose,d
-frutose, d-manose e d-ribose, produzem ligeira indugao da en-

zima.
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2. - Discussio

Z.1. Selegao e identificacdo de microrganisme para producio de
glicose isomerase: Como cita o item 1.1., uma linhagem de

S. bikiniensis dos 650 microrganismos isolados, produziu glico

se isomerase intracelular em alta atividade, em meio de cultu-
ra contendo xilose ou xilana como indutor. Anteriormente, mui-
tos laboratOrios descobriram varios microrganismos produtores-
de glicose isomerase, como cita o Quadro 6, mas ninguém ainda

relatou que 5. bikiniensis & produtor desta enzima., Pode-se ve

rificar no fQuadro 7, que quase todos os microrganismos reque -

rem indutores como xilose ou xilana, exceto Arthrobacter. Lee

e outros (45) relataram que trés linhagens de Arthrobacter -

(NRRL B-3726, NRRL B-3727 e NRRL B-3728), produzem glicose iso
merase em meio de cultura com auseéncia de xilose como indutor.
No Quadro 5, verifica-se que a glicose isomerase pode ser indu
zida para maior atividade enzimitica por xilose ou xilana. £
interessante notar, que sendo xilana um composte polimero de -

xilose, induz glicose isomerase de §. bikiniensis. Park e ou-

tros (25 ¢ 52), encontraram que Streptomyces ostreogriseus tam

bém produz glicose isomerase em meio de cultura que contenha -
xilana, ao mesmo tempe que produz xilanase extracelular. Por -

outro lado, 3. ostreogriseus ndo produz xilanase extracelular-

em meio de cultura que contenha xilose, mas somente glicose i~
somerase. Portanto, pode-se dizer que a xilanase hidroliza xi-
lana a xilose, consequentemente, xilose induz glicose isomera-

se. Soube-se também, que S. bikiniensis, produz xilanase extra
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celular e glicose isomerase intracelular, em meio de cultura
contendo xilana (Figura 17). No entanto, quando o microrga -
nismo foi cultivado em meio de cultivo que tinha xilose como
indutor, somente se notou a produc2o de glicose isomerase -~
{(Figura 18). No item 1.14, observa-se que com d-arabinose, L
-ramnose,d~frutose, d-manose e d-ribose, também ocorre a pro

ducdo de glicose isomerase, poreém em pequena quantidade.

2.2. Purificagao de glicose isomerase de 8. bikiniensis: Pu-

rificourse glicose isomerase de §. bikiniensis pelo mé-

todo apresentado em 1.3. A enzima purificada mostrou-se homg
génea por eletroforese em gel de poliacrilamida. O peso molg
cular determinado para a glicose isomerase purificada, foi -
de, aproximadamente, 52.000. O processo aqui descrito para a
purificacdo de glicose isomerase, possui algumas diferencas-
dos processos utilizados por outros pesquisadores (15, 18 e
20). Neste nosso procedimento, a quantidade total de glicese
isomerase intracelular & liberada das cé&lulas, pela digestao
da parede celular com lisozima. Posteriormente, faz-se trata
mento do lisado com bentonita, para remover varios materiais
celulares, sem a adsorgdoc da glicose isomerase, Apds © lisa~
do ter sidoc tratado com bentonita, o mesmo sofreu fraciona -
mento com sulfato de amonie. A atividade da enzima apresen -
tou-se maior que quande obtida por precipitagdc com acetona.

As glicoses isomerases de Lactobacillus brevis {20}, Strepto

myces albus (15) e Bacillus coagulans (18], sio, até o mo--

mento, as enzimas que foram purificadas e cujas propriedades
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enzimdticas foram estudadas. Os processos utilizados por outrpos
pesquisadores para a purificacao das enzimas produzidas por es-
tes 3 microrganismos, estdo apresentadas no Quadro 8. Uma obser
vacdo interessante que se pode fazer, e que, até hoje, ndo foi

relatada por ninguem, & que células animais ou vegetais, produ-

zem glicose isomerase.

2.3, Efeito do pH e temperatura na atividade de glicose isomera

se de S. bikiniensis: Nota-se no item 1.5., que o pH Otimo

para a atividade de glicose isomerase, fol determinado como sen
do entre 8,0 e 9,0, e que a Stima temperatura € de 80°C. 0Os re-
sultados obtidos sobre a estabilidade térmica da enzima, foram-
citados em 1.10, e, em comparacac com outras enzimas, a glicose
isomerase mostrou-se extremamente termoestavel. Além disto, ve-
rificando~-se os resultados do Item 1.9, a tolerdancia térmica da

2+ Coz+, do que

enzima mostrou-se mais alta em presenca de Mg
na auséncia de fons metdlicos. Sanchez e outros (26), também ob
tiveram os mesmos resultados para glicose isomerase ndo purifi-

cada de Streptomvces albus., O pH e a temperatura dtimos para a

glicose isomerase, foram valores relativamente altos. O pH oti-
mo e a temperatura Otima para a glicose isomerase de todos os -
microrganismos estudados por outros pesquisadores, estadao compa-

rados no OQuadro 9, com a enzima do S. bikiniensis.O pH otimo pa

ra a atividade de glicose isomerase de S. bikiniensis e S, al-

bus € o mesmo, mas diferente para Bacillus coagulans e Lactoba~

cillus brevis. Da mesma forma, as temperaturas dtimas para enzi

| -
mas de S. bikiniensis e S. albus, bem como o pH, sac os mesmos.
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Temperatura Otima para atividade de glicose isomerase de Bacil

ot s e

lus coagulans e Lactobacillus brevis, ndo foi relatada pelos -

autores.

2.4, Especificidade dos sbustratos para a enzima: A glicose i-

somerase de 5. bikiniensis, ndo somente isomeriza glicose

a frutose, como também produz a isomerizacdo de outros acifica -
res as suas respectivas cetoses, Como vemos em 1.7, d-xilose,~
d-ribose ,L-ramnose € d~arabinose, tamheém atuam como substrato-
da enzima, No entanto, entre todes os substratos, d-xilose se

apresentou com maior afinidade para com a enzima de S,bikinien

sis. Sob este ponto de vista, considera-se, atualmente, que a

enzima do S. bikiniensis € xilose isomerase (E.C. 5.3.1.5.),de

acordo com o sistema de classificacfio da Comissio Internacio -
nal de Enzimas. Observa-se no Ouadro 10, que xilose isomerase.
foi produzida por varios microrganismes, mas, Marshall e Kooi-
{(6), descobriram e relataram que a xilose isomerase de Pseudo-

monas hydrophila, cataliza a isomerizagdo de glicose a frutose

e que, também 6-deoxi-d-glicose foi convertida a 6-deoxi-d-fru
tose per esta enzima, Mais tarde, descobriu~se que toda xilose
isomerase de microrganismos, porduz a conversao de glicose a
frutose ou vice-versa. Sabe-se ainda, que mais recentemente, u
tilizou-se esta enzima para a producgdoc de frutose a partir do
amido em escala industrial. Por este motivo, a xilose isomera-

se & hoje chamada de glicose isomerase pela maioria dos pesqui

sadores.
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2.5. Infiuéncia de ons metdlices sobre 2 atividade de glicose

isomerase de S.bikiniensis: 0s resultados deste gestudo,es

- - . - . . ".‘.
tao evidenciados no item 1.8., onde pode-se verificar que Mg”

2+ o . . - .
Co foram fatores essenciais para a isomerizagao de glicose,~

24 2+ 2+ - : ;
e que Mg~ , Co ou Mn mostraram-se essenciais na isomeriza~ .

gao da xilose. Mg2+, an*, Co®t e Nil?

merizagdc de ribose. O Quadro 11, mostra os fons metdlicos im~

sd0 essenciais para iso

prescindiveis para a atividade enzimitica de outros microrga -

nismos. Notou-se gue a glicose isomerase de quase todos os mi-
. . 2+ 24 2+

crorganismos, necessitam de Mg™ | Co e Mn para apresentar~

atividade enzimatica.

2.6. Cinética da reagdo da glicose isomerase: A cinética da re

acao de glicose isomerase foi estudada, e os resultados -
colhidos estao apresentados no Item 1.11. Os mesmos foram com-
parados com resultados jd obtidos anteriormente por outros pes
quisadores, como se verifica no quadro 12, d-xilose, d-ribose-
e d- glicose, atuam como substratos efetivos para enzimas com
0s respectivos valeores de Xm: 0,07, 0,11 e 0,26 M., Descobriu -

-se que esta enzima possui maior afinidade por xilose do que

por ribose ou glicose. As glicose-isomerases de Streptomyces -
albus (15), ou de outros microrganismos (15, 18 e 20), mostram
também, maior afinidade por xilose.Entretanto,Sanchez e outros

(26}, reportaram que glicose isomerase bruta de Streptomyces -~

albus, exibiram um valor de Xm mais alto para xilose, que para
glicose. £ também interessante notar, que a enzima produzida -
por uma linhagem de S, albus estudada por Takasaki e outros -
(15), foi ativada com glicose e xilose, entretanto nio sofreu-

ativagaoc com ribose. Apesar diste, Sanchez e outres (26), des-
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cobriram que enzimas ndc purificadas de uma linhagem de S. al-
bus, NRRL.5778, foram ativadas com ribose. Tivemos, portanto,o

objetivo de descobrir se a glicose isomerase de S. bikiniensis

& também ativa com ribose.

2.7. Efeito da temperatura e influéncia da concentracgio de gli

cose na isomerizagdo de glicose a frutose pela glicose i-

t

somerase de S.bikiniensis: Os resultados aqui obtidos, estao

mostrados no Item 1.12. Apdés 70 horas de incubacfo a varias
temperaturas, conseguiu-se 50% de isomerizacao da glicese a -
-frutose, somente a temperatura de 70°C. & partir dests experi-
encia, soube-se que as temperaturas adequadas para a incubacio
devem ser de 70°C. H4 muitas vantagens na isomerizag@o a altas
temperaturas, ja4 que se evitam assim, contaminacdes microbia -
nas. A concentracdo de glicose adequada, € de 10%, como se ob-

serva na Figura 16.
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CONCLUSOES

1. - Foram isolados do solo, um total de 650 microrganismos,

0s quais foram testados para a producido de glicose iso-

merase. Selecionou~se uma linhagem de Streptomyces spr,
que produz glicose isomerase em alta atividade, em meio
de cultura que continha xilose como indutor. Esta linha

gem foi identificada como Streptomyces bikiniensis, de

acordo com Bergey's Manual of Determinative Bacteriolo-

gYy.

A producido de glicose isomerase de S, bikiniensis, foi

induzida por xilose ou xilana. No entanto, a xilose se
mostrou mais satisfatéria, ja que causou inducdo mais e
ficiente que xilana. Observou-se também, que este micro
organismo produz tanto glicose isomerase, quanto xilana
se extracelular, se no meio de cultura houver xilana, -
Por outro lade, caso haja no meio de cultura, xilose co
mo indutor, o microrganismo sé produziri glicose isome-
rase. Portanto, a partir destas observacdes, concluimos
que a xilanase extracelular, primeiramente hidrolisa xi
lana a xilose no meio de cultura. Posteriormente, a xi-
lose induz glicose isomerase., Foi tambem verificado, -
que d-arabinose, L-ramnose, d-frutose, d-manose e d~ri-
bose, induzem a glicose isomerase em pequenas propor- -

coes,
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3. - A glicose isomerase intraceiular de 8. bikiniensis, foi

purificada de acordo com os sepguintes processos: trata-
mento da massa celular com lisozima,tratamento do ex-
trato livre de célula com bentonita, fracionaments conm
sulfato de amanié, cromatografia de coluna em gel de -
DEAE-celulose, filtracao em gel de Sephadex G-200 e cro
matografia de coluna em gel de DEAE-celulose. Eletrofo-
reticamente, a glicose isomerase purificada, mostrou-se
homogeénea, o peso molecular da enzima foi calculadoe co-
me sendo de 52.000, atraves de eletroforese em gel de

SDS-poliacrilamida,

Determinou-se que o pH &timo para atividade da glicose-
isomerase purificada, estd na faixa de 8 ¢ 9, e que a
temperatura Otima para atividade enzimitica & de 806°C.-
Foi também provado, que esta enzima & altamente termoes

tavel.

Com relagdc & especificidade dos substratos para a gli-
cose isomerase, encontrou~se que a enzima isomeriza efe
tivamente d-xilose, d-ribose e d-glicose, e que, L-ram-
nose e d-arabinose, sdo também isomerizados ds suas res

pectivas cetoses, poreém em Menor proporgaoc.

A isomerizagdo de glicose a frutose pela enzima, foi al

. 2+ 2+ . .
tamente ativada por Mg e Co” , e ocorreau leve 1someri

- + .2t . . . . '
zdaGCao Com an e N12 . Xilose foi efetivamente ativada-

24

E+ 2+ . - . .
com Co™ , Mn~ e Mg"™ , e ribose tambem efetivamente iso

-41~



~

. A 2+ 2% I+
merizou com Mg~ , Mn~ |, Ni e Co” . Encontrou~-se que as

L) + . N
2 e an na ativida-

- 2.5.
concentracoes adequadas de Mg“® , Co
de da glicose isomerase, devem ser, respectivamente, de

5,0 mM, 0,52 1,5mM e 0,25 a 0,5 mM,

A tolerdncia térmica da enzima foi verificada na ausén -
: . “ ' 2+ 25

cia de lons metalicos e na presenca de Mg e Co” , tan-

to combinados, quanto separadamente. Pudemos saber assim

que a tolerancia térmica da enzima & maior quando na pre

7

+
senca de Mg Co2 .

Estudou-se a cinftica da reacdo da glicose isomerase de-

S.bikiniensis, e concluiu-se que d-xilose, d-ribose e d-

-glicose atuam como substratos mais eficientes com os
respectivos valores de Km: 0,07, 0,11 e 0,26 M. Foi evi-

denciado que a enzima possui maior afinidade por xilose.

A respeito da influencia da temperatura na isomerizacao-
de glicose a frutose pela glicose isomerase purificada,-

0C, aumen-

verificou~-se que & altas temperaturas, como 75
ta-se a velocidade inicial das reagles catalizadas pela-
enzima. Entretanto, a isomerizac¢de méxima {50%), nao e
alcancada. Isto ocorre devido a desnaturacdo térmica da

enzima, A isomerizagao pode alcancar 50% i temperatura -

de 70°C.

-42- UNICAMP
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10. - Estudando-se também ¢ efeito da concentracdo de glicose
na isomerizac¢aoc pela glicose isomerase, concluiu-se que
a concentragao adequada de glicose € de 10%, tendo como

base 5 mg de enzima purificada.

w3



Quadro 1.

Atividade de glicose isomerase em cada estagic de

purificacao.

Estagios de purificacio

Atividade de glicose isomerase por
mg de proteina (unidade)

1. Extrato livre de celula

1,2

2. Apos tratamento do extra
to livre de celula com ben-
tonita e fracionamento com
sulfato de amonia.

6,7

3. Apos cromatografia em co
luna de DEAE-celulose.

8,4

4. Apos filtragao em gel de
Sephadex G-200 e cromatogra
fia em coluna de DEAE-celu-
lose.

15,0

As concentragoes de proteinas, foram determinadas pe-

lo metodo citado no item 2.12

~4 4~



Quadro 2.

Especificidade de substrato para glicose isomerase de
S.bikiniensig. A atividade da enzima foi determinada como des
creve o item 2.9,1., A atividade obtida com d-xilose como subs-
trato foi de 100%.

Substrato Isomerizagao relativa (%)
d-xilose 100
d-ribose 70
d-glicose 60
L-ramnose 25
d~arabinose Z5

“4 G



Quadro 3.

Efeito de varios ions metilicos na atividade de ise
merases de §. bikiniensis.

Adigao de ions Atividade relativa (%)
metalicos
(0,005 M) glicose ! Xxilose ribose
MgS504 100 87 100
CoCl, 70 100 82
MnCl2 30 o8 90
Nisoé 13 36 89
CUSO‘1 3 2 56
CaClz 3 23 68
F3504 1 18 61
sem ions metdlicos 5 57 63
E

A atividade relativa obtida para glicose e ribose, enm
presenca de MgSD4 , foi considerads 100 %, e na presenca de CoCl2

foi considerada 100%, para xilose.

-46-
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Quadro 5.

Efeito da fonte de carbono no meio de culturs, na
atividade da glicose isomerase: Apds 48 horas de incubac¢do de
S. bikiniensis, em meio de cultura descrito em 2.3 {exceto
xilose), suplementado com varias fontes de carbono; a ativi-
dade enzimatica foi determinada como descreve o item 2.8 .1 .

A atividade obtida, nsando-se xilose como indutor, foi de
100 %.
Fonte de carbono Atividade relativa de
{(1%) glicose isomerase (%)
d-xilose 100
xilana T4
d-arabinose 16
L~ramnose 3
d-frutose 1
d-mancse 1
d-ribose 1
d-glicose 0
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Nuadre 6.

Microrganismos que produzem glicose isomerase.

Microrganismos

Pseudomonas hydrophyla
Bacillus megaterium
Aercbacter aerogenes
Paracolobacterium aerogenoides
Aercobacter cloacae
Streptomyces phaeochromogenus
Streptomyces albus
Lactobacillus brevis

BRacillus coagulans
Streptomyces ostreogriseus
Streptomvces wedmorensis
Streptomyces flavovirens
Streptomyces achromogenes
Streptomyces echinatus
Arthrobacter nov. sp.
Streptomyces olivaceus
Strevtomvces olivochromogenes
Nocardia asteroides

Nocardia dassonvillei
Micromonospora coerula
Micromonospora rossa
Microellobospora flavea
Streptomyces sp.

-l Qu

Bibliografia

Marshall e Kooi {6)
Takasaki et al. {7}
Natake et al., (8)
Takasaki et al. (9}
Tsumura et al. (10}
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Banne et al. (16}
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Takasaki et al (51}
Lee et al, (45)
Brownwell et al (46)
Heady et al. (49)

Horwath et al. (50)
Cotter et al, {47 e
Dworschack et al. (48)



Quadro 7.

Microrganismos que produzem glicose isomerase e in-

dutores.

Microrganismos

Pseudomonas hydrophila
Bacillus megaterium

Aerobacter aerogenes
Paracolobacterium aercgenoides
Aercbacter cloacae
Streptomyces phaeochromogenus
Streptomyces albus

Bacillus coagulans
Lavtobacillus brevis
Streptomyces ostreogriseus

Arthrobacter sp.

Tipos de indutores que re-

querem

xilose (6]

glicese (7)

xilase {8}

glicose {9), enzima extrace-
xilose {10} tular.

xilose (12}

xilose e xilana (15}

xilose (16}

xilose (19}

xilose e xilana (25)

nac requer xilana ou xilose
(45)

Glicose isomerase de todos os microrganismos foi en-

zima intracelular, exceto para Paracolobacterium aerogencides,

-50~



BUO3ADR WOD OBIBZI[RISTLD

OTUOWR ap oumwﬁzm
xopeydag- gy ovmeom
xapeydsg-gvag

oTuocwe Jp cuwwﬂﬁm
sauveduew wod ov:vﬁmwwkh
mEﬁNmeH

& 0usnIo0} Wod JSI[OoINy

*supIndeod snIyIdey
3p OSBIIWOST 9S0DTIY

(8T) ouueg

00Z-5 xemw:mem

0B3BZITRISIAD opunisg
omumuwﬂmwmﬂku
xowm:mmwwm«mm
asoyniad Hm¢mm

4
Buo318Dy

1

$°9 Hd *Doov e esyrolny

snqre sedlwozdseizg
8P  ISBAJWOSY ISOII[YH

(1) 1B 319 pyesEjel

*SUB{NRABOD SNI[128(

9 ‘snqie sedAwoldexis ‘STAIq SN[{IJBQOIDE]
dp 9serauwost 2500118 ap opdworjrind exed swanbsy

*oelezI[RISIID opundag
chmnwﬂmMmﬁhu

OTUCWR ap ouwmwsm
xaprydag Hm<mc

mﬁmp@Uﬁ

0D TWig] o«:o&mvmpp
OTUOWE P cuMmﬁzm
sauesduLW WO caaeamwmhh
wcﬂﬁsﬂm Wo

12INI90 eBsseWl op wadeoy

STA1Q SNITIdEQo)DR]
9P ISBIAUWOSL ISODTLH

{pz) eyeuedwrwy

olIpEN(

-5]~



Quadro 9.

O pH Otimo e a temperatura 6tima para glicose isome~
rase purificada de todos os microrganismos estudados por ocutros
pesquisadores, estao comparados.

b

pH otimo para temperatura Stima
atividade de para atividade de
glicose isomerase glicose isomerase

Bacillus coagulans (18) 5a9 nao foi relatada
pelo autor
Lactobacillus brevis (20) 6 a7 nao foi relatada
pelo autor
Streptomyces albus (15) 8 a 8,5 80°¢
Streptomyces bikiniensis 8 a9 80°¢C

-5



Quadre 10

Microrganismos produtores de xilose isomerase

microrganismos Indutores requeridos bibliogra

ne meio de cultura fia B
Lactobacillus pentosus xilose Z
Pseudomonas hydrophila xilose e 6
Pasteurella pestis xilose 4
Aerobacter aerogenes xilose 8
Aerobacter cloacae Xilose 11
Streptomyces phaechromogenus xilose 12
Streptomyces albus : xilose-xilana 15
Streptomyces ostreogriseus xilose-xilana 25
Bacillus coagulans xilose 17
Observacao:

Estas informagtes foram coletadas da Revista Cienti-
fica, poreém nao foi possivel conseguir os dados da Literatura

Patente.

.



Quadro 11.

Exigencias de ions metdlicos para a atividade de iso-
merase purificade de L. brevis, B.coagulans, S.albus ¢ S, biki-

niensis.

Atividade Atividade Atrividade
de xilose de ribose de glicose
isomerase isomerase isomerase
Racillus coagulans Mh2+ C02+ C02+
Lactobacillus brevis Mn2* nao foi re-| nao foi re-
latado latado
Streptomyces albus Mg2+, co®* | nio bi subs Mgz*, co’?
trato para
a enzima
Streptomyces bikiniensis Mg2+, C02+ Mg2+, C02+, Mgz*, C02+
Mn2+ Mn2+

-0d -



Quadro 12.

- Valores de Michaelis Menten (Km) de isomerases puri-
ficadas de L.brevis, B.coagulans, S.albuns e S.bikiniensis,

substrato

d-xilose (M) d~ribose (M) d-glicose (M)

Lactobacillus 0,008 0.67 0,92
brevis (20)

.Bacillus 0,0011 0,083 0,09

coagulans (18)

.Streptomyces - 0,032 nao ha subs-| 0,16
| _ trato para a

albus (15) | _ enzima

.Streptomycés 0.67 _ 0,11 0,26

-bikiniensis

“55m



Figuras 1. Microfotografia para cultura de Streptomyces
4

i
bikiniensis.

Meio de culturs: agar levedurs-malte
Tewpe de cultivacio: 16 dias

Temperatura de incubacde: 36%¢C

Avmento: &84 x
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CONCENTRACAO DE CELULAS, Mg/ML

Figura 2. Relacaoc entre tempo, crescimento de células e
atividade de glicose isomerase.

As células foram lavadas tres vezes com agua de-
sionizada e entao resuspendidas com o volume original de
agua.

A atividade de glicose isomerase fol examinada |
incubando-se 1 ml de suspencao celular e 1 ml de substrato
glicose, sob condigoes ja descritas no texto.

Alteragdo de pH
Concentracao de celulas

. Atividade de glicose isomerase
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Fipura 3.

Cromatografis em coluna de DEAE -celulose.

5 ml por fragao em 30 minutoes
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Figura 4. Filtvagcao em gel de Sephadex G-200

S ml por fracao em 30 minutos

o Absorbancia a 280 nm

& Atividade de glicoss isomerase
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Figura 5. Cromatografia em coluna de DEAE-celulose

5 ml por fragac em 30 minutos

Absorbancia a 280 nm
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ABSORBANCIA A 2BO nm

1.0

0.9

0.8

QTr

08

05F

G4

0.3

.2

01

AN

tinidade [/ mi

-

A . \-,..y-"/, i

100 120 140 160 180 200 220 240 280

e

FRACAD

-

ATIVIDADE DE GLICOSE 1ISOMERASE



Figura 6. Eletroforese em gel de poliscrilamida para gli-
cose isomerase purificada,

A = Amostra tratada com bentonita e submetida a fra-
cionamento com sulfato de amonio.

B = Amostra obtida pela purificacso poer cromatogra ~
fiz em gel de DEAE-celulose seguida de filtracdo
em gel de Sephadex G-200,

C = Amostra (obtida da B), purificada na Gltimas eta-
pa de cromatografia em gel de poliacrilamida.



Figura 7. Eletroforese em gel de SDS~poliacrilamida para

glicose isomerase purificada

Método foi descrito em texto.



Figura 8. Efeito de pH na atividade de pglicose isomerase,

A atividade de glicose isomerase fol medida como
esta descrito em método, com excecas dos valores de pHs, os
quais estao indicados.
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Figura 9. Bfeito de temperaturs ng astividade de plicosse

isomerase.

A etividade de plicoss isomersse fol medida co-
me esta descrits em métodos , cow excecas dos valores de A=
peraturss, of guzis esias indicados.
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Fipura 10. Tolerancia térmica na atividade de glicose iso-

merase em presenca de ions metialices,

A enzima foi tratada durante 15 minvtos, sem
substrate a varias temperaturas e sob as seguintes condi-
ches: Sem cation (& ): SmM MgSOtg (a): 5mM CoCl, (e}
e 5 mM CoCl2 mais SmM Mgsod (e ). Ao final do tratamento
térmico; mediu-se a atividade como estd descrito no texto.
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Figura 11. Estabilidade térmica de glicose isomerase.

0s metodos do tratamento térmico e da determi-

nacgo da atividade enzimatica residual, estac descritas no
texto.

100

g0

80

70

60

5Q

40r

% DA ATIVIDADE RELATIVA

T0%C

30

i

L F i [1 i F1 - e i + x 5

2 4 & 8 1 12 14 & 18 20 22 24

TEMPO ( hora)

iﬁ?@&(ﬁggﬁg
~56- BIBLIOTECA E_Eﬁ?@&



Figura 12. Efeito da concentracao de substrato naz velocidade

de isomerizacdo de D-xilese a D-xilulose.

Valor de Km foi obtido pelo metode grafico de

Leneweaver-Burk.
Km =

=

v =

g,07 M

Concentracac de substrato

Velocidade de reagac, umol/min/mg de pro-
teina da enzima.

4 i i } A i i i

Q.04 Q.08 Qiz 016 0.20

d- XILOSE (M)}
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Figura 13. Efeito da concentracao de substrato (ribose)
na velpcidade de isomerizacdo de D-ribose a

D~ribulose

Valer de Km foi obtido pele métode grafico de

Lineweaver-RBurk.

Km
s

B,11 M
Concentracao de substrate, M.
velocidade de reagao, wmol/min/mg de protei

na da enzima

[

YV

| i £ [ i i i i i i
Q.04 Q.08 .12 016 0.20

d-RiBOSE { M)
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Figura 14. Efeito da concentracac de substrato {glicose)

na velocidade de isomerizacac de D-plicose a
P-frutese,

Valor de Km foi obtido pele metedo grifico de
Lineweaver-Burk.

Km = 0,26 ¥
& = Concentracac de substrato, M.

#

v Velocidade de reacae, lmol/min/mg de pro-

teing da enzima.

d-GLicose (M)
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% DA ISOMERIZACAC DE GLICOSE PARA FRUTOSE

Figura 15. Efeito de temperatura na isomerizacao de glicose
per glicose ilsomerase.
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Figura 16. Efeito de concentracao de glicose na isomeriza-

cdo relativa por glicose isomerase.
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Figura 17. Relacao entre tempo de incubacde, atividade en-
zimatica ¢ crescimento de celulas de §, bikini~
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Figura 19. Eletroforese em gel de SDPS-poliacrilamida para
nroteinas padrdes.. -

1. Albumina de sorc bovino, peso molecular, 69.000
7. Albumina de ove, 43.000

2, Tripsina, 23.300
4, Lisozima, 14.000

Método de eletroforese foi descrito no texto,
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Neterminacao de peso molecular por eletroforese
em gel de SDS-poliacrilamida (Curva Padrao)
e ALB. SOR(O BOVING
" ALB. VO
e TRIPSINA
LISOZIMA
i S W N R N R

an

Q2 03 G4 0.5 0.6 07 o8 08 10

MOBILIDADE

Método foi descrito em texts.

-



Figura Z1. Fluxograma para purificagao de glicose isomerase

de S. bikiniensis

Obtencac de massa celular de 5. bikiniensis

| | -

Autnlise de massa celular com lisozima

|

Prepare de extrato de célula

|

Tratamento com bentonita

!

Fracionamento com sulfato de amonio {804de saturacdo)

!

Nialise de precipitados

|

Cromatografia coluna em gel de DEAE-celulose

b

Fracionamento com sulfate de amonio [ 80%¥de saturacio)

L

Didlise de precipitados

}

Filtracao em gel de Sephadex ¢-200

b

Dialise de fracdes que contém atividade de pglicose isomerase

l

Liofilizacio

}

Cromatografia coluna em gel de DEAE-celulose
Diflise fracdes que contem atividade de glicose isomerase

!

Liefilizacao
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