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SUMARIO

De duzeritos e quarenta e nove linhagens de microrganismos isola
dos do solo foi encontrado quatro linhagens produtoras de tiro-
sinase, das quais escolheu-se a linhagem que produziu maior ati

vidade de tirosinase. Esta, foi classificada como Bacillius subti-

lis e verificada que produz a enzima intracelularmente.

e ———

Dentre varios meios de cultura testados, o microrganismo cresci
do no meio constituido de 1% de peptona, 1% de levedura e 2% de
glicose, a pH 7,0 , apresentou melhor rendimento na producao de

tirozinase.

0 estudo da producgdo de tirosinase por B.subtilis foi realizado
no minifermentador da New Brunswick modelo M-1000, & 307C e 1
vvm de aeracio, com o meio de cultura acima descrito. No decur-
so da fermentacdo foi verificade que o valor de pH &o meio de
cultura cai durante a fase exponencial de crescimento, retornan
do ao nivel ligeiramente acima do inicial no fim dessa fase. A
producdc da enzima foi verificada no fim da fase exponencial-
de crescimento, atingindo o maximo de produgdo a 48 horas de ip
cubagdo, com uma atividade 5,7 x 10'2 unidades de tirosinase por

mililitro de suspensac celular.



Algumas caracteristicas enzimaticas da tirosinase intracelular
de B.subtilis foram estudadas na forma semipurificada e na for
ma de enzima imobilizada natural (cell-bound enzyme).A enzima
semipurificada pelo fracionamento com sulfato de amonio apresen
tou pH Btimo.?,o ., .temperatura otima de 25°C e estabilidade em
pH na faixa de 6,0 a 7,5. A sua atividade nao foi alterada na
presenga de ions metalicos como Al,(S0,},. MgS0,,Mn50,, CuS0,,
Call

EaS0 CoCl, e KC1, porém foi inibida na presenca  dos

4* 2’
agentes quelantes KCN, tiouréia, dietilditiocarbamato de sodio
e cisteina. A eletroforese da tirosinase semipurificada mostrau
gue a enzima move em direcdo ao catodo 2 pH 4,0. O estudo cing
tico da enzima apresentou respectivamente para oS5 valeres de

4M de L-tirosina e 13,5 x 10“3 umoles de

Km e Vmax 7,5 x 10
1L-DOPA/min/mg de proteina. A tirosinase na forma de enzima imo
bilizada natural apresentou caracteristicas semelhantes a tiro
sinase na forma semipurificada, exceto na cindtica de enzima ,
sendo obtido os valores de 9.0 x 10”4 M de L-tirosina e 7,1 X

4

107% umoles de L-DOPA/min/mg de massa celular, respectivamente

para Km e Vmax.

A conversdo de L-tirosina a L-DOPA pela tirosinase de B.subtilis
foi realizada com suspensao de células intactas contendo 11 x
10“4 unidades de tirosinase por mililitro e substrato L-tirosi-

na em treés difsrentes concentragbes. Estes foram incubados a



30°C, pH 7,0, por 40 horas, adicionando~se periodicamente zcide
ascOrbico para prevenir az oxidacdo do produto formado. O miximo
de conversdao de L-tirosina para L-DOPA foi obtido quando a con-

centragao do substrato foi de 12mM.




" SUMMARY |

Two hundred forty nine strains of microorganisms were isolated

from soil, and four strains were to be producers of tyrosine .

One of strains, wich is classified as Bacillus subtilis , was
best producer of tyrosinase, and the enzyme was produced -
intracellulary.

The best culture medium for the production of tyresine by B.
subtilis was found to be: 1% peptone, 1% yeast and 2% glucose,

at pH 7,0.

The study on the enzyme production by'the strain was done with
the culture medium, described.above in a minifermentor ( New
Brunswick model M-1000 )} at 30°C with aeration (one volume /
volume/minute)}. Time course of fermentation by B.subtilis  de-
monstrated that the pH has fallen during exponential cell growth
and elevated at the end of the phase.Enzyme production has begun
at end of the exponential cell growth and achieved maximum
enzyme production at 48 hours of incubation with an activity of

2

5,7 x 107~ units of tyrosinase per mililiter of cell suspension.

Characterization for both, cell bound and semipurified tyrosinase

from B.subtilis were studied. The semipurified enzyme with



ammonium sulfate fractionation showed as following. Optimum pH
and temperature were ayound 7,0 and 259C. The enzyme was stable
at pH between 6,0 and 7,5. Metal ions such as Alz( 804}3, Mg304.

MnSO CuSOd, BaSOq, CaClz, C0C12 and XKC1 nbt influenced on

4
tyrosinase activity. KCN, thicurea, sodium diethildithiocarba -
mate and cysteine have inhibited the enzyme activity. Eletro -
phoretic behavior of tyrosinase showed that the enzyme moved
forward cathod at pH 4,0. Kinetic study of the enzyme showed

that values of both XKm and Vmax were 7.5 X 10-4 M of L-tyrosine
and 13.5 x lﬁ_sumoles of L-DOPA/min/mg of protein, respectively
Cell bound tyrosinase exhibited similar characteristics except

enzyme kinetics and values for both Km and Vmax were 9.0 x 1074

4

M of L-tyrosine and 7.1 x 107~ umoles of L-DOPA/min/mg of cell

suspension.

Conversion of L-tyrosine to L-DOPA by B.subtilis tyrosinase was

4

performed by cell bound tyrosinase containing 11 x 107" units of

énzyme activity per ml and substrate (L-tyrosine] of three
differents concentrations, at SOOC, pH 7,0 for 40 hours, and
periodicaly ,ascorbic acid was added to reaction mixture to

prevent further oxidation of the product.The maximum conversion

of L-tyrosine to L-DOPA was obtained when the substrate concentratimn

'was 12 mM.

xi




1. ~INTRODUCAO

Sendo comprovada a eficiéncia de 3,4-dihidroxifenil-L-alanina -
(L-DOPA) na terapeutica da sindrome de Parkinson, sao grandes -
as expectativas de se obter processos economicos para a sua pro

ducgdo.

Nestes ultimos 7 anos, ¢ processo de sintese enzimatica utili -
zando os microrganismos vem tomando grandes dimensoes, embora -
estejam patenteados os processos de sintese organica e de extra

¢ao direta de L-DOPA das plantas.

A sIntese enzimiatica de um modo geral & simples, evitando pro -
cessos complicados que envolvem a sintese org3nica. A obteng3o-
de L-DOPA diretamente das plantas, depende da area de plantio ,
de nimero de colheitas e dos fatores ambientais, 0% quais $30
de dificil controle. No entanto, a produgao de L.DOPA pelo pro-
cesso enzimatico & rapido, além de possibilitar a otimizagao-

das condigbes de produgio.

Sio diversas as vias de sintese enzimatica e diversos os micror
ganismos que produzem as enzimas. Este trabalho prople-se a se-
lecionar microrganismos produtores de tirosinase (EC 1.10.3.1),
para a sintese de L-DOPA a partir de L-tirosina, e estudar as -

caracteristicas enzimaticas e a cinética de produgdo da enzima.



2.  REVISAO DE LITERATURA

3,4-dihidroxifenil~L-alanina (L-DOPA) & um aminodcido importante
- que primeiro foi sintetizado e depois descoberto na natureza. Em
1911, FUNK (1) obteve este composto pelo métode descrito por Er-
lenmeyer e Halsey para a sintese de L-tirosina. Em 1913, GUGGENHEIM
isclou 3,4-dihidroxifenil-L-alanina de folhas frescas de Vicia

faba (2).

Em 1914, STEPHENS e WEIZMANN (3) sintetizaram o composto pela
condensaciao de etil ftalominomalonato com brometo de piperonil,
procedimento classico de Sorensen para obtengdo de a-aminoaci-

dos.

Em 1920, MILLER (4) isolou 3,4-dihidroxifenil-L-alanina das se-

mentes de Stizolobium sp e observou que o extrato aquosc logo -

se tornava colorido.

Em 1921, HIRAI (5) aplicou a sintese de Erlenmeyer modificada -

por Sasaki para a preparagao de 3,4~dihidroxifenil-L-alanina.

Seguiram-se diversas sintese de 3,4-dihidroxifenil-L-alanina, em

1977, ZENIN e PARK (6) isolaram das sementes de Stizolobium ater-

rimum 5% do composto,pela extragdo aquosa e purificaram-no em

colunas de Alumina acida e Dowex S50-Xg,

2



A L-DOPA & um aminodcido impertante, porque atualmente & utiliza
do como um tratamento especifico para a doenga de Parkinson (7,8,
9,10). Por este motivo virios pesquisadores se preocuparam em de

senvolver processos economicos para a sua produgao.

Atualmente existe trés métodos para a producdo de L-DOPA a sinte
se orginica, a extragdo direta do produto das plantas e 3 sinte~
se bioquimica utilizando enzimas microbianas. A sintese organica~
e a extracdo direta do produto das plantas envolvenm procedimen -
tos complexos qué encarecen a produgfo, por outro lado a sintese
por enzimas microbianas sio menos dispendiosas por serem simples

e especificas, facilitando a produgdo de L-DOPA (11,12,13)

Com o desenvolvimento da microbioclogia e bioquimica industrial ,
tornou-se possivel a obtencao de aminoacidos & baixo custo, esti
mulando ainda mais a sintese enzimdtica de L-DOPA a partir destes.

Assim sendo citaremos alguns processos de sintese enzimiatica.

Tirosina hidroxilase & uma enzima especifica que cataliza a8 hi-
droxilagio de L-tirosina 3 L-DOPA. Em 1964, NAGATSU et al (14) -
demonstraram a presenga desta enzima no cérebro , na medula da
adrenal e nos tecidos de inervagdo simpatica de alguns mamIiferos,
verificando que esta requer para a sua atividade derivados de te

trahidropteridina.

IKEDA et 2l (15) estudando a inibigao de tirosina hidroxilase pu




'rificadé da adrenal e do cérebro pela fenilalanina, verificaram
gque a 1ltima pode ser hidroxilada por estas preparagodes produ -
zindo L-tirosina e entdo DOPA. Verificaram também algumas evi-
dencias que sugere que a hidroxilagio de fenilalanina & catali
zada pela tirosina hidroxilase e nio pela fenilalanina especifi
ca similar 2 enzima do figado, sendo que a2 enzima apresenta -

maior afinidade 3 L-tirosina do que & fenilalanina.

ARONSON et al (16) verificaram gque o extrato cru de Bacillus ce
reus converte para DOPA os substratos tirosina, m-tirosina e
fenilalanina, apresentando maior afinidade para tirosina segui-
do de m-tirosina e fenilalanina. Verificaram também que a DOPA-
adicionada, ndo foi posteriormente metabolizada, sendo portanto

uma tirosina hidroxilase. Esta enzima requer para a sua ativi-

dade a presenca do cofator NADH.

Tirosina fenol liase ou B-tirosinase €& uma enzima capaz de ca-
talizar varias reacgdes tais como a, B-eliminagiao, f-substitui -
cdo e racemizagdo. Em 1969, KUMAGAI et al (17) relataram a sin-
tese de L-DOPA a paftir de L-tirosina e pirocatecol, via B-subs

tituigio, com a enzima obtida das celulas de Escherichia inter-

media , cristalizada de acordo com o método descrito por YAMADA. - -
et al (18). A enzima cristalina requer piridoxal fosfato COmo

cofator para a sua atividade.

De acordo com a literatura € muito comum encontrar microrganis-



mos que catalizam concomitantemente a2 hidreoxilagio e a deamina-
cio de compostos aromdticos. Para evitar este problema, em 1969,
SIH et al (19) introduziram grupos N-bioqueadores, N-carboben-
zoxi (N-CBZ), N~formil e N-tert-butoxicarbonil {t-BOC) na L-ti-
rosina para proteger o grupo amino, com as vantagens de que as
tirosinas N-substituidas s3o mais solllveis e inertes a acdo de
racemases. Selecionaram varios microrganismos capazes de catali
zar a formagdo de L-DOPA N-substituidas a partir de L-tirosina
N-substituidas, principalmente fungos, conseguindo uma produgao

de 25,3% com Gliocladium deliquescens e 30% com Aspergillus -

ochraceus.

ENEI et al (20) demonstraram que a tirosina fenol liase de Esche-

richia intermedia sintetiza a L-DOPA a partir de D,L-serina e

pirccatecol, via B~substituigao.

A tirosinase & uma enzima que cataliza a hidroxilagao de L-tirg
'sina para L-DOPA e entdo subsequentemente para halacromo e mela
nina. Em 1971, HANEDA et al (21) sintetizaram L-DOPA a partir -
de L-tirosina com a‘enzima tirosinase, utilizando celulas in-

tactas de Aspergillus chevalieri IF0 4086 e Aspergillus oryzae

IAM 2625. Procedendo a sintese em condigdes acidicas obtiveram-
80% de conversio de L-tirosina para L-DOPA, e em pH neutro ou
alcalino verificaram que a L-tirosina € degradada para outros -

metabolitos e a L-DOPA nio & acumulada. Em condigles acidicas -




obtiveram 80% de conversao de L-tirosina para L-DOPA, com a adi
¢Ao de acido ascorbico no sistema de reacdo aumentaram a forma-

¢ao de L-DOPA para 100%.

ENEI et al (22) sintetizaram L-tirosina ou L-DOPA a partir de
dcido piruvico, amonia e fenol ou pirocatecol pela reaglo rever
sa de o, B-eliminagao, com a tirosina fenol liase de Escheri -

chia intermedia.

ENEI et al (23) verificaram a distribuicdc de tirosina fenol -
liase, encontrando varias bacterias, maioria das quais perten -
centes 2 familia Enterobacteriaceae, especialmente dos géneros
Escherichia, Proteus e Erwinia. Os autores selecionaram Erwinia
herbicola ATCC 21434 e utilizaram celulas intactas para catalil
zar a sintese de L-tirosina ou L-DOPA a partir de L-serina e fe

nol ou pirocatecol, por apresentarem alta atividade enzimatica.

YAMADA et al (24) estudaram as condic¢oes de cultura de Erwinia-
herbicola ATCC 21434 sendo observado os seguintes resultados.
As adié&es de piridoxina no meio de cultura aumenta a formagio-
de enzima sugerindo que & utilizada como precursor do cofator -
piridoxal fosfato. Os aminoacidos D, L-metionina, D, L-alanina-
e glicina; ions ferroso; glicerol; mais acido succinico promovem
aumento na formacdo de enzima t2o bem quante o crescimento celu

lar. A presenca de indutor L-tirosina no meio de cultura foi eg



sencial para a formacde de enzima. Fenilalanina e acido piruvi-
co tiveram efeito sinergistico ma indugdo de enzima pela L-tiro

sina.

Depois de verificarem que muitas especies de actinomicetos cres
cidos no meio peptona-extrato de carne-agar causam escurecimen-
to de marrom a preto no meio, surgiu vdrios estudos sobre a rea
g¢ao de tircsinase nos mesmos. Em 1972, LERCH e ETTLINGER (25} i
solaram tirosinase do erganismo do Reino Procaryotae, Strepto -

myces glaucens, e comparou com aqueles dos organismos do Reino

‘Eucaryotae. Verificaram que em contraste com os organismos do

Reino Eucaryotae,cogumelo ¢ Neurospora crassa, esta produz tiro

sinase simples com peso molecular bem menor em relagfo a eles.A
tirosinase de Streptomyces também difere das tirosinases de fun
gos pela sua termoestabilidade, em geral os fungos sdo mais ter

moestaveis com excecao da tirosinase de Neurospora.

YOSHIDA et al (26) verificaram que apds o recente sucesso de Ha
gino e Nakayama no ano de 1972 em desenvolver processo fermentg
tivo para a prédug&é jndustrial de L-tirosina, aumentaram os in
teresses em obter a preparagdo de L-DOPA a partir de L-tirosina.

O0s autores obtiveram bons resultados com Vibrio tyvrosinaticus ;

a reagdo de hidroxilagao de L-tirosina para L-DOPA € bastante -
simples, conseguindo melhorar a producdo com adicoes intermiten

tes de substrato em pequenas quantidades, talvez este devesse a




baixa solubilidade do subSt;ata e & inibicao da sintese de L-
DOPA em altas concentracoes de substrato. A adigi@o de antioxi-
dante como Acido ascorbico e hidrazina melhoraram consideravel
mente a formagdo de L-DOPA. Em condigées seletivas produziu 4
mg/ml de L-DOPA a partir de 4,3 mg/ml de.L-tirosina.TambEﬁ uti
lizaram outros derivados de L-tirosina tais como N-acetil-L-ti
rosina amida, N-acetil-L-tirosina, L-tirosina amida, L-tirosi-
na metil ester e L-tirosina benzil ester para a produgdo de de

rivados de L-DOPA.

HANEDA et al (27) continuande 05 seus estudos com genero Asper
gillus, verificaram que a atividade de tirosinase de Aspeigillus
oryzae N? 15042 foi suprimida na presenga de glicose e o au -
mento no suprimento de oxigénio aumentou a atividade. Verifica
ram tambem que o tratamento fcido dos micélios aumenta o pH oti-

mo da reagao de 3,5 para 6,0.

SINGH et al (28) sintetizaram in vitrc a L-DOPA a partir de L~
tirosina e N~formil-L-tirosina com suspensao celular de mutan-
te de Pseudomonas D 101, o derivado de N-formil-L-tirosina foi
o melhor substrato, aumentando a sintese total na presenga de

cobre, cisteina e Acido ascorbico.

A DOPA transaminase & uma enzima que cataliza a reagao de'traﬁ

saminacdo entre 3,4-dihidroxifenilpiruvato (DOPP) com certos -




_aminoécidos para formar 3,4-dihidroxifeni1—L-alanina. Em 1973 ,
NAGASAKI et al (29) estudaram algumas propriedades de DOPA tran

saminase usando 0 extrato celular de Alcaligenes faecalis IAM -

1015 como fonte de enzima e L-glutamato, L-aspartato e L-fenila
Ianina'como doadores de grupo amino. Foi postulado a existéncia
de tres tipos de tfansaminase Aspartato DOPA transaminase (ADT),
glutamato DOPA transaﬁinase (GDT) e fenilalanina DOPA transami-
nase (PDT). O pH otimo destas enzimas foram.verificadcs em tor-
no do pH alcalino. As enzimas foram instdveis em torno de pH a-

cido e inativadas na temperatura acima de 60°C.

Foi obtido como continuagﬁo do trabalho anterior (30) 80% de DO
PA e 90% de dimetoxifenilalanina (DMPA) usando as misturas de
L-glutamato e L-aspartato como doadores de grupo amino. Quando-
adicionaram dimetoxifenilpiruvate (DMPP) e piridoxina HC1 no
meio de cultura paré verificar o seu efeito na producdo de DOPA
transaminase, nio obtiveram aumento na produgdo, mas detectaram

DMPA por cromatografia em camada delgada e a gas, no meio fermen

tado por 48 horas.

YOSHIDA et al (31) estudaram a producfo de 3,4-dihidroxifenil-

L-alanina pela tirosinase de Pseudomenas melanogenum ATCC 17806,

verificaram que o microrganismo requer metionina, cisteina, cis
tina, cistationina, homocisteina e homocistina para o crescimen

to. Entretanto, a adicio destes aminodcidos diminuiram conside~
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ravelmente a producaoc de L-DOPA pela bacteria,

A produgido de L-DOPA pela bactéria foi posteriormente afetada pe
la gquantidade de substrato, © método de sua adicao e a adigﬁo.de

antioxidantes, foi como no caso de Vibrio tyrosinaticus. Sob

condicdes favoraveis produziu cerca de 8 mg/ml de L-DOPA a par -

tir de 8,6 mg/ml de L-tirosina.

Continuando os estudos verificaram as propriedades de tirosinase

de Pseudomonas melanogenum com o0 seu extrato cru (32). A tempera

tura e o pH dtimo foram respectivamente de 23°C e 6,8. L-tirosi-
na, D-tirosina, m-tirosina, N-acetil-L-tirosina e L-DOPA foram -
utilizados como substrato pela enzima. Foram obtidos os seguin -

4

tes valores de Km, L-tirosina 6,9 x 10 M, D-tirosina 1,43 x

3 M e L-DOPA 9.9 x 1074

107 M. A enzima foi inibida pelos agentes
quelantes de cobre L-cisteina, L-homocisteina, tioureia e dietil-
ditiocarbamato e a inibici3o foi completamente revertida pela adj

cio de excesso de cobre.

Posteriormente, conseguiram melhorar a atividade de tirosinase -
de 150 a 160% da cepa original pela mutagdo com N-metil-N'-ni -
tro-N-nitrosoguanidina (NTG). Obtiveram um mutante de 3-aminoti-
rosina-resistente que produziu 14 a 15 mg/ml de L-DOPA a partir-
de 26 mg/ml de L-tirosina. Quando a concentracgiac celular de mis-

tura de reacdo foi aumentada de quatro vezes a concentragao ce-
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lular da cultura fermentada, a produgdc de L-DOPA alcangou 21

mg/ml a partir de 52 mg/ml de L-tirosina (33},

ROSAZIA et al (34) continuando o0s seus estudos com Aspergillus

“ochraceus verificaram que este deu baixa produgdo de DOPA quan

do incubado com N-formil-lL-tirosina. Inversamente Glicocladium -

deliquescens converteu preferencialmente N-formil-L-tirosina pa

ra N-formil-L-DOPA, sendo a sua produgizo aumentada na presenca-
de hidrocinamato. 0s possiveis mecanismos de aumento de produ -
cio pelo hidrocinamato sZo a induc3o de hidroxilase aromitica e
a inibicdoc de atividade acilase que foi constatado no microrga-

nismo.

SHIBATA et al (35) selecionaram Streptomyces roseochromogenes -

para a capacidade de converter N-formil-lL-tirosina para N-for -
mil-L-DOPA, identificando a formagdo do produto por espectro de
absorcao de ultravicoleta e infravermelho do produteo deacilado e
espectro de fluorescencia de produto de reacgio com ferricianeto.
Introduziu cromatografia 1iquida de alta pressao para a rapida-
anilise de N-formil-L-DOPA formado e a N-formil-L-tirosina resi

dual.

NAGASAKI et al (36) isolaram do solo Enterchacter cloacae NB 320

microrganismo produtor de DOPA transaminase. Dos diversos subs~

tratos testados os melhores doadores de grupo amino foram L-glu
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tamato, L-fenilalanina ¢ L-aspartato, porém o L-glutamato foi
o mais proveitoso para a enzima. A produglo de glutamato DOPA -

transaminase foi induzida pela adigao de asparagina e glutamina.
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3, " MATERTAIS E METODOS

3.1. Selecao de Microrganismos produtores de tirosinase

Tendo em vista a selecdo de microrganismos capazes de pro
duzirem tirosinase para a conversao de L-tirosina a 3,4-dihidro-
xjifenil-L-alanina (L-DOPA), inumeras culturas de microrganismos-

foram isoladas e testadas, conforme os Itens a seguir.

3.1.1. Coleta de amostras do solo

Amostras de terra foram coletadas de diferentes regides -
do Estado de S3o Paulo e Parani, proximos as margens dos rios ou
do interior das matas cerradas, onde as condicbes ambientais sao
bastante favoraveis ao crescimento dos microrganismos. Aproxima-
damente 100 gramas de terra foram colhidas e acondicionadas em
sacos plasticos, tendo sido tomado o cuidado de remover prévia -
mente os residuos de animais e vegetais da superficie do solo. A
amostra foi retirada de uma profundidade maxima de cinco (5) cen
timetros e quando varias amostras foram coletadas de uma mesma-

regido, foi guardada uma distancia minima de um quilometro.

3.1.2. Isolamento de microrganismos

Foram preparadas placas e tubos de ensaio contende  meio
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agar-nutriente para o isolamento de bacté:ias e meio agar-bata-
ta {extrato de batata 100g, glicose 40g e agar 20g,por litro de
agua destilada) para o isolamentb de fungos. Cerca de 1 grama -
-de terra foi adicionada a 10 ml de agua estéril, agitada e dei~
xada em repouso pof 10 minutos. As placas de agar-nutriente ¢
agar batata foram inoculadas com o liquido sobrenadante e incu
badas respectivamente a 309¢C por 24 a 48 horas para o desenvol-
vimento de bactériés e a 30°C por 2 a 4 dias para o desenvolvi-
mento de fungos. As colonias isoladas das placas foram repica -
das em tubos de ensaio contendp 05 seus devidos meios e incuba-
das a 30°C até o desenvolvimento satisfatﬁ:io das culturas e es

tas foram testadas quanto a producio de tirosimase.

3.1.3. Teste para producao de tirosinase

Para determinar a presenca de tirosinase os microrganis-
‘mos isolados do solo foram crescidos em meiocs de composigao de-
finida. As bactérias foram cultivadas no meio 1 (26) e os fun -

gos no meio 3, cujas composigles estdo indicadas na tabela I.

Os meios de cultivo foram distribuidos em frascos de erlenmeyer
de 250 ml, num volume de 20 ml, fechados com tampdoc de algoddo-
para manter as condigées assépticas e esterilizadas a 121°¢ -
por 15 minutos na autoclave da Fabbe modelo 103. Para cada fer-
mentacdo foi mantido um frasco para o controle de eventuais con

taminacSes. O pH dos meios foram ajustados para 7,0 antes da es
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terilizacZo, ndo ocorrendo uma alteracio sensivel apds o mesmo.

0s frascos de erlemmeyer contendo os meios de cultura esteriii
zados foram inoculados com os microrganismos isolados do solo-
e incubédos entre 27 a 30°C, 3 velocidade constante de 250 rpm,
no agitador rotatorio da New Brumswick modelo 0531. Apds um pe
ricdo de fermentagdo de 48 horas para as bactérias e de 3 a 5
dias para os fungos, os meios de cultura fermentados foram -

testados quanto a atividade enzimitica, como sera citado no

proxime item 3.1.4.

3.1.4, Ao meio de cultura fermentado foi adicionado 5 ml de ace

tato de butila, e apds agitar por um periodo de 30 minu-
tos 3 temperatura ambiente, o solvente orgidnico foi retirado -
por sucgao com o auxilio da trompa de vacuo. O pH foi ajustado-
para 5,5 com HC1 ou NaOH 0,IN. A 5 ml de meio assim tratado foi
adicionado 5 ml de substrato contendo 25 umoles de L-tiresina ¢
150 pmoles de acido ascdrbico, a pH 5,5. A cada frasco foi adi-
cionado uma pelicula de acetato de butila para evitar eventuais
contaminacdes. Apos 15 hofas de incubacio com agitagdo constan-
te de 100 rpm'éﬁtre 27 a 30°C, o sistema de incubagdo foi cen -
trifugadb e a formacio de L-DOPA verificada por cromatografia -
de papel e método de ARNOW, como estio citados nos Itens 3.1.§

e 3.1.6.

15




Quando a reacao era positiva a massa celular da lbactéria.Streg
tomyces ou fungo era separada do meio de cultura por centrifuga
gdo, lavada trés vezes em agua deionizad# e a.atividade enzima-
tica testada em ambas, na massa celular e no sobrenadante, para

verificar se a enzima & intra ou extracelular.

3.1.5. Cromatografia de papel

A L-DOPA foi analisada qualitativamente pelo método de ~

cromatografia citado por YOSHIDA et al {26).

No papei de cromatografia de Whatman n? 1 foi aplicado 40ul de
padrio de L-DOPA 1 mg/ml e as amostras de reacbes no tempo zero

e 15 horas.

0 papel com aplicagfes foi corride por 3 horas no sentido ascen
dente, pelo sistema solvente n-butanol: Acido acético aAgua na
proporgao de 4:1:2. Apés,a corrida, a cromatografia foil seca e
revelada com reagente de Arnow. O papel de cromatografia foi ra
pidamente percorrido na mistura equivalente de HC1 0,1N com rea
gente molibdo-nitroso e logo em seguida na solugao de NaOH IN

0 produto foi identificado pelo Rf semelhante ao padrdo e pela

coloracdo da mancha, avermelhada.

3.1.6. Dosagem de L-DOPA .

Apds a detecgdo de L-DOPA pela cromatografia,a formagio-
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do produto foi analisade quantitativamente pelo metodo de ARNOW
(37) verificando a quantidade de produto formade na curva padrao.
0 mgtbdd esta baseado na observacao de que 3,4-dihidroxifenil-L~
alanina em meio acido na presenga do reagente molibdo-nitroso da
um composto de coloracao amareia, o qual muda para vermelho com
a adicdo de excesso de alcali. Esta coloragao & medida espectro-
fotometricamente a 510 nm de comprimento de onda, no espectro-

fotometro da Coleman 295.

3.2. Producido de tirosinase microbiana

A linhagem de microrganismo que produz maior atividade de
tirosinase selecionada de acordo com o métode citado no item 3.1.
foi utilizado para a produgac de tirosinase, como serao citados-

abaixo.

Também foi usado para preparacio de enzimas na forma de celulas-
intactas ou seja na forma de enzima imobilizada natural e enzima
semipurificada para estudo de suas caracteristicas e transforma-
¢do de L-tirosina para L-DOPA, como serdo citados nos itens 3.2.3

e 3.4.

2.2.1. Meio de cultura para a producao de tirosinase

Apos verificar que a linhagem selecionada apresentava maioTr
producao de enzima no meio 3,este foi utilizado para a prepara -

¢io de indculo e produgde de enzima. A sua preparagdo esta cita
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da no item 3.1.3,

3.2.2. Preparacgio de indculoe

Para a preparacgio de indculo, .20 ml de meio 3 contide num
frasco de erlenmeyer de 250 ml foi inoculado com a linhagem se~-
lecionada e incubada no agitador rotatdrio a 250 rpm de agita -

coes por um periodo de 48 horas.

3.2.3. Fermentacao

A fermentacio foi realizada no minifermentador da NEW -

BRUNSWICK, modelo M-1000. A 700 ml de meio de cultura foi adicio
nado 14 ml de indculo (2% v/v) preparado de acordo com o item
3.2.2. Apos 48 horas de fermentagao a 30°C com aeragdo de 1 vvm-
{volume/volume/minuto}, a massa celular foi separada pela centri
fugacdo e lavada trés vezes com agua deionizada. Uma parte da mas
sa celular foi ressuspendida para ser usada como fonte de enzima

para estudo de suas caracteristicas e transformacdo de L-tirosi-

na para L-DOPA, a outra parte foi lisada para extrair e semipuri

ficar a enzima intracelular.

3.2.4. O estudo da relacic entre tempc e alteragac de pH no meio
de fermentacdo, crescimento de microrganismo e produgdo -

de enzima foram realizados de acorde com o item 3.3.1.
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3.2.5. A enzima foi produzida de acordo com o item 3.2.3. porém

periodicamente fol retirada uma aliquota para a medida-
de pH. Apds o mesmo, o crescimento do'microrganismo foi determi
nado espectrofotometricamente pela'leitura'da absorbancia a 660
nm de comprimento de onda, apos a massa celular ter sido lavada

trés vezes e ressuspendida adequadamente com a agua deionizada.

Para determinar o aparecimento da atividade, o sistema de incu-
bacio foi constituido de 5 ml de massa celular lavada e recons-
tituida ao volume original‘com igua deionizada, 2,5 ml de L-ti-
rosina 10mM e 2,5 ml de Acido ascOrbico 60mM, a pH 5,5. Esta -
mistura foi incubada a 30°C no agitador rotatorio a 100 rpm por
30 minutos, e em seguida centrifugada a 10.000 rpm por 10 minu-
tos a 5°C, o sobrenadante foi analisade conforme © item 3.1.6 e
a atividade calculada como ymcles de L-DOPA, por minuto, por -

mililitro de suspensao celular.

‘3,3, Semipurificacdo de tirosinase

Para a extracao da enzima intracelular, Sbg de pasta ce-
lular preparada de écorda com o item 3.2. foi ressuspendida a
600 ml com tampio fosfato 50mM a pH 7,0 e tratada com 20 mg de
iisozima da Sigma contendo 2.500 unidades/mg. A mistura foil in-

cubada uma noite a 37°C e centrifugada para eliminar materiais-
insoluveis.

0 sobrenadante obtido foi tratado de acordo com ©OS procedimentos
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a serem citados nos proximos itens.

2.3.1. Fracionamento com sulfato de amonio

0 sobrenadante foi precipitado com sulfato de amonie &
80% de saturacao, decantado uma noite a3 4°C e centrifugada a

10.000 rpm por 10 minutos.

3.3.2. Diglise
0 precipitado obtido foi dissolvido em 50 ml de dgua deig
nizada, colocado no saco de dialize contra agua deionizada a

49¢ por 48 horas, trocando de agua periodicamente.

3.3.3. Liofilizacao

Apos a dialize foi centrifugada novamente para eliminar o
material insolilvel e o sobrenadante foi liofilizado no liofiliza

dor da VIRTIS modelo n® 10 ~ 146 MR-BA.

3.4, Estudo de caracteristicas enzimaticas da tirosinase semi-

purificada

A enzima liofilizada foi moida e dissolvida em agua deio-
nizada e utilizada para o estudo de caracteristicas enzimiticas,
a concentracio proteica da solugio enzimitica foi determinada -

pelo método de LOWRY et al (38).
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3.4.1. Efeito de pH na atividade enzimatica

Para a determinacdc do efeitc de pH na atividade enzimati
ca o sistema de incubagdo foi constituido de 2ml de solugdo enzi
mitica contendo 650 ug/ml de proteina, 1 ml de L-tirosina 10mM ,
0,5 ml de acido ascorbico 120mM e 0,5 ml de tampdo citrato de pH
3.0 a 6,0 ou de tampio fosfato de pH 6,0 a 8,0 na concentragaoc -
de 400mM. O pH do acido aécérbice foi ajustado conforme o pH da
reagdo efetuada. As misturas foram incubadas a 30°C por 30 minu-
tos no banho maria da FANEM modelo 112. Apds a incubagio a forma
cio de L-DOPA foi determinada pelo metodo de ARNOW citado no

item 3.1.6.

3.4.2. Efeito de pH na estabilidade da enzima

Para a determinacio de efeito de pH na estabilidade enzi-
matica, foi preparada de acordo com o item 3.4 uma solugao en-
zimAtica contendo 2 mg/ml de proteina, 1 nl desta foi pré-incuba
da durante 16 hovas a 36°C com 1 ml de tamp3o 0,1 M, utilizando-
tampio citrato de pH 3,0 a 6,0 ¢ tampao fosfato de pH 6,0 a 8,0.
Apds o mesmo a solugdo enzimdtica foi diluida quatro vezes  Ccom
aguas deionizada e submetida ao ensaio de atividade enzimatica ci
tado no item 3.6. A atividade residual foi expressa em termos -
de pe%ﬁentagem da atividade da reacdo controle, realizada com &

enzima pré-incubada sem a presenga do tampéo.
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3.4.3, Efeito de temperatura na atividade enzimitica

Para a determinacio do efeito de temperatura na ativida-
de enzimitica o sistema de incubacio foi constituido de 2 ml de
solugio enzimatica cgntendo 6§50 pg/ml de proteina, 1 ml de L-ti
rosina 10mM, 0,5 ml de tampaoc fosfato 400mM a pH 7,0 ¢ 0,5 ml
de dcido ascdrbico 120mM a pH 7,0. A mistura foi incubada as di-
ferentes temperaturas entre 10 a 60°C no banho maria por 30 mi-
nutos, e a formagdo de L-DOPA foi determinada pelo método de

ARNOW.

_3,4.4. Termoestabilidade da enzima

Para a determinacio da termoestabilidade da enzima foram
preparados varios tubos contendo 3 ml de solucio enzimitica com
650 ug/ml de proteina, os quais foram cobertos com uma pelicula
de acetato de butila e incubados as diferentes temperaturas en-
tre 25 a 50°C. Periodicamente foram retirados um tﬁbo de  cada
temperatura e a atividade residual de tirosinase medida de acor
do com o item 3.6 e expressa em termos de percentagem da ativi

dade inicial.

3.4.5, Efeito de sais minerais na atividade enzimatica

Para a determinacio do efeito de sais minerais na ativi-
dade enzlmat1Ca, o sistema de incubagao foi constituido de 2 ml

de solugio enzimatica contendo 650 ug/ml de protelna, 1 ml de -
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L-tirosina 10mM, 0,5 ml de tampao fosfato 4QOmM apH 7,0 e 0,5
ml de Acido ascorbico 120mM a pH 7,0 contendo um dos seguintes-
sais A12(804)3, CuSGd, Mn504, MgSO4, 33504, CaClz, CQClZ ou XCL

na concentracao de 8§ X 1072

M, 0 ensaio de atividade foi realiza
do de acordo com o item 3.7., & 0S8 resultados calculados em ter
mos de percentagem da atividade de reagaoc contrcle, sem a pre -

senca de sais.

3.4.6. Efeito de inibidores na atividade enzimatica

Para a determinacdo do efeito de inibidores na atividade
enzimatica, o sistema de incubagado foi constituido de 2 ml1  de
solugdo enzimatica contende 650 ug/ml de proieina, 1 ml de L~
tirosina 10mM, 0,5 ml de tampdo fosfato 400mM a pH 7.0 e 0,5
ml de Acido ascorbico 120mM a pH 7,0 contendo.um dos seguintes
componentes KCN, dietilditiocarbamato de sddio,cisteina ou tiouré
ia na-concentragéo de & x 107 Me 8 x 10"% M. A determinacdo -
da atividade foi realizada de acordo com © item 3.6, sendo 2
atividade expressa em termos de percentagem da atividade da rea

cio de controle sem a presenga de inibidores.

5.4.7. Efeito da concentragidc do substrato na atividade enzima-

tica
Para a determinagi@c do efeite de concentracac do substra
to na reacio enzimdtica, o sistema de incubacio foi constituido

de 2 ml de solucdo enzimdtica contendo 650 ug/ml de proteina, 1
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ml de L-tirosina com a concentragﬁo variavel entre 0,4 a 16mM ,
0,5 ml de tampao citrato 400mM a pH 5,5 e 0,5 ml de acido asc5£
bico 120mM a pH 5,5. As misturas foram incubadas durante 30 minu
tos no banho maria a 309C e a -formacgao de L-DOPA determinada pe
lo método de ARNOW. A constante de Michaelis.Menten (Km) e a ve
locidade méxima.(Vméx) foram determinadas segundo o sistema gré

fico de Lineweaver-Burk (38).

3.4.8. BEletroforese em gel de poliacrilamida

A solucgdo de tirosina semipurificada contendo 650 ug/ml-
de proteina preparada de acordo com o item 3.4. foi utilizada -

para a gel eletroforese.

A gel eletroforese foi desenvolvida modificando-se o método de
ﬁAVIS (40). O aparelho utilizado para a elétroforese consiste -
de uma fonte estabilizadora da FANEM modelo 1050; duas cubas de
acrilico de 14x14 cm de base por 7 c¢m de altura cada qual conm
um eletrodo na ;osigéo central, a cuba superior apresenta oito
perfuragoes ao redor do eletredo para o encaixe de tubos para -

gel; rolhas de borracha: suporte para cubas e tubos para gel

,5x8 cm.

0 gel foi preparado com 5 g de Cyanogum (95% de poliacrilamida-
e 5% de N,N,N' - metilene bisacrilamida), 50 mg de persulfato -

de amonio e 20 ulitros de N,N',N'~tetrametilenediamina em 30 ml
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de tampzo 0,03M, A eletroforese foi efetuada a pH 3,0 ¢ 4,0 em
tampio glicina/acido acético, a pH 5,0 e 6,0 em tampido citrato-
e a pH 7,0 e 8,0 em tampao fosfato preparados de acordo com -

‘GOMORI (41).

Fol aplicado 20 ulitros de preparacaoc enzimatica no topo do gel,
misturando 50 plitros de solugao de sacarose 40% e 10 nlitros-
de azul de bromofenol 0,1%. A eletroforese foi desenvolvida pe-
la aplicacdo de uma corrente de 5 mA por gel & temperatura am -~
biente por uma hora e meia. Apds a corrida os geis foram removi
dos dos tubos colocados em 20 ml de solugdes de substratos mono
eo-difenois, em tamp2o fosfato pH 7,0, coﬁtendo 0,05% de p-fe-
nilenediamina, por 30 minutos. Poram testados seguintes subs-
tratos L-tirosina 5mM, catecol 10mM, L-DOPA 5mM, acido cafeico-

10mM, pirogalol 5mM e d-catequina SmM.

3.5, Enzima imobilizada natural

Foram realizados estudos sobre as caracteristicas enzima
ticas da tirosinase e transformagao de L-tirosina para L-DOPA -
com a enzima na forma de celulas intactas ou seja na forma de -
enzima imobilizada natural {cell-bound enzyme), de acordec com

s itens 3.5.1 e 3.5.2.

3.5.1., Estudo de caracteristicas da enzima imobilizada natural

Os estudos de caracteristicas da enzima imobilizada natu
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ral foi feito com o mesmo sistema de incubacdo utilizado para @
enzima semipurificada substituindo~a pela suspensdo de massa ce-
lular com 28 X 10_3 unidades de tirosinase por ml contendo 39 mg
de massa celular. A reagéo foi realizada no incubador com gra -
diente de temperatura de geientific Ind. N.Y. 11.501, com 20 agi
tagtes angulares povY minuto. Com a enzima imobilizada natural -
£0i feito estudos sobre efeito de pH na atividade enzimatica )
efeito de pH na estabilidade enzimatica, efeito de temperatura -
na atividade enzimatica, termoestabilidade, efeito de sais mine-
rais na atividade enzimitica, efeito de inibidores na atividade-

enzimatica e efeito de concentraciac de substrato na atividade en

zimatica.

5 5.2, Transformacdo de L-tirosina para L-DOPA

A massa celular produzida de acordo com o item 3.2.3 foi

1avada trés vezes com agua deionizada e ressuspendida em tampao-
-4

fosfato 0,1M a pH 7.0, ajustando a atividade para 11 x 10 uni-

dades/ml ¢ utilizada para a conversio de L-tirosina para L-DOPA.

A reagao foi realiza&a em tres concentragdes diferentes de subs=
tratos, cada reagdo foi constituida de 50 ml de suspensao celu -
lar acima preparado e 50 ml de substrato contendo 350 ymoles, a0
umoles ou 1200 umoles de L-tirosina e 1500 umoles de acido ascdr

bico a pH 7,0. A mistura foi incubada no agitador rotatorio a
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30°C e 100 rpm de agitacdo, de 5 em 5 horas foi adicionade 1500

umoles de Acido ascorbico para preservar a L-DOPA formada.

Periodicamente foi retirada amostras para a analise da formagao

do produto L-DOPA, como no itém 3.1.6.

"Ainda, as celulas intactas foram tratadas.trés minutos com ¢ -
sistema solvente cloroformio:metanocl:agua (42) na proporgdo de
2:1:0,8 lavada trés vezes com metanol 21% para retirar o solven
~ te, ressuspendida ao volume original com agua deionizada e uti-

1izadas como fonte de enzima imobilizada.

3.6. Atividade de tirosinase

A atividade de tirosinase semipurificada fol determinada
incubando-se 2 ml de solugﬁo-enzimética (3.4}, 1 ml de L-tirosi
na 10mM, 0,5 ml de tampio fosfato 400mM a pH 7,0 e 0,5 ml de -~
Zcido ascdrbico 120mM ajustado a pH 7,0. A reagdo foi incubada-
por 30 minutos no banho maria a 30°C e a formaclo de L-DOPA de-

terminada pelo metodo de ARNOW citado no item 3.1.6.

Uma unidade de enzima semipurificada foi definida como 1 umol -
de L-DOPA formada no sistema de incubagdo por minuto, por mg de

proteina.

A atividade de tirosinase na forma de enzima imebilizada natu-

ral (cell-bound enzyme) foi determinada substituindo-se no sis-
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tema anterior a enzima semipurificada pela enzima imobilizada
natural. A reacac foi incubada a 35°¢ por 30 minutos no incuba -
dor com gradiente de temperatura, a 20 agitagOes angulares por

minuto.

Uma unidade de enzima imobilizada natural fei definida como 1
umel de L-DOPA formada no sistema de incubagao, por minuto, por

mg de massa celular.,
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4., TRESULTADOS

4.1. Selecho de microrganismos produtores de tirosinase

Apos selecionar 249 1inhageﬁs de microrganismos conforme
o Item 3.1, foi encontrada 4 culturas de bactérias positivas -
ao teste, dentre as quais escolheu-se-a linhagem que produz maior
atividade. Esta linhagem produz tirosinase intracelularmente e
foi identificada pelo Professor Dr. J.Wolf da Universidade de

Leeds como Bacillus subtilis.

Com o microrganismo em estudo foi produzido enzima na forma sem
purificada e na forma de celulas intactas (enzima imobilizada -
natural), as quais foram utilizadas para os estudos de caracte-

risticas enzimaticas e transformagdo de L-tirosina para L~DOPA.

4,2. Producic de tirosinase microbiana

A tirosinase de B.subtilis foi produzida de acorde com
as condicbes citadas no item 3.2.3 utilizando o meio 3. Depois-
de testar virios meios de cultura, o meio 3 foi escolhido  por

apresentar maior rendimento de enzima (3.1.3}.

Durante o crescimento do microrganismo foram pesquisadas confor
me o item 3.2.5.2 producgao de massa celular, a alteracao do pH-

e a produgdo de enzima cujos resultados estao apresentados na -
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Figura 1.

A medida de crescimento de microrganismo peia leitura da absor -
bancia a 660 nm frente ac tempo de cultivo tem proporcionado uma
curva tipica de crescimento de organismos unicelulares com gua -
tro {4) fases. A fase de aceleragﬁo de 0 a 8 horas, a fase loga-
ritmica ou exponencial de 8 a 28 horas, a fase de retardamento -

de 28 a 40 horas e a fase estacionaria de 40 a 79 horas.

0 meio de cultura sofreu uma queda de pH entre 10 2 40 horas re-

tornando ao normal apds este periodo.

A produgio de tiresinase comegou na fase de retardamento e al -
cangou o maximo,a 48 horas de incubacio, depois de terem atingi-

do a fase estacioniaria, mantendo-a relativamente constante ate

79 horas.
4.5, Estudo de caracteristicas enzimaticas da tirosinase semi-
purificada

A enzima semipurificada utilizada para o estudo das ca -

3

racteristicas enzimiticas (item 3.3) contém 17 x 1077 unidades -

por miligrama de proteina.

4.%3.1. Efeito de pH na atividade enzimatica

0 efeito de pH na hidroxilacgdo de L-tirosina para L~DOPA~

pela enzima semipurificada foi determinado de acorde com o item
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3.4,1. A Figura 2 mostra que a enzima em estudo apresenta malor
atividade a pH 7,0, sofrende uma queda de atividade quando a

reacio & efetuada na faixa icida ou alcalina.

4.%.2. Efeito de pH na estabilidade da enzima

0 estudo referente a influéncia de pH na estabilidade en
zimitica foi realizado de acordo com © jtem 3.4.2. A Figura 3
ilustra s estabilidade enzimitica, a enzima em estudo foi esta-
vel entre pH 6,0 ¢ 7,5, mostrando uma perda de atividade quando
a reacao & efetuada nos valores de pH acima ou abaixo desta fal

Xa.

4.3.3. Efeito de temperatura na atividade enzimatica

0 efeito de temperatura na atividade da tirosinase foi
determinada conforme o item 3.4.3, A Figura4 apresenta os re -
sultados, mostrando que a enzima em estudo apresenta malor ati-

vidade a ZSGC.

4.%.4. Termoestabilidade da enzima

0 estudo referente @ influéncia de temperatura na ativi-
dade enzimatica, foil realizada de scordo com o item 3.4.4. A Fi
gura 5 ilustra a resisténcia térmica, a enzima foi estavel a
25%C, ocorrendo perda crescenté de atividade na ordem crescente

de temperatura 30°, 35°, 40°, 25° e 50°C.
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4.3%3.5. Efeito de sais minerais na atividade snzimatica

0 efeito de sais minerais na atividade de tiresinase fol
verificado de acordo com o item 3.4.5. Os sais minerails na con-

: - -3 - . - . ..
centracdao de 10 "M ndao apresentaranm nenhuma influencia na ativi

dade de tirosinase.

4.3.6. Efeito de inibidores na atividade enzim§tica

0 efeito de inibidores na atividade de tirosinase foi ve
rificado de acordo com o item 3.4.6. A Tabela 2 apresenta 08 1¢

sultados, todos os inibidores testados apresentaranm poder de

inibigao sobre a tirosinase.

4.3.7. Efeito da concentracdo do substrato na atividade enzima-

tica

0 efeito da concentraciao do substrato na atividade enzi-
matica, determinado conforme o item 3.4.7, estd demonstrado na
Figura 6 nos graficos de Michaelis-Menten e Lineweaver~-Burk. A
constante de Michaelis-Menten (Xm) e a velocidade maxima {(Vmax)
foi determinada conforme o sistema grafico de Lineweaver-Burk -
obtendo-se o valor de 7,5 X 10”4M para o Km aparente € © valor

de 13,5 X 16-3 umoles de L-DOPA por minuto, por mg de proteina-

para a Vmax.

4.%.8. Eletroforesec em gel de poliacrilamida

A eletroforese da tirosinase de B.subtilis semipurifica-
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da foi realizada a diferentes valores de pH conforme indica 0
item 3.4.8. Como apresenta a Figura 7, a eletroforese desenvolvi
da 3 pH 4,0 na presenca de substratos o-difenois catecol, L-DOPA,
acido cafeico, pirogalol com excegao .de d-catequina, revelou uma
banda Gnica que deslocou em diregac ao catodo. Em presenca do

substrato monofenol L-tirosina foi observado a formagiaoc de uma -

banda leve avermelhada, com a mesma mobilidade da banda reve~

lada pelos substratos o-difenoils, apbs varias horas de revelagao.

- 4.4, Estudo de caracteristicas enzimaticas da tirosinase na

forma de enzima imobilizada natural {Cell-bound enzvme)

Amostra de celulas intactas obtidas de acordo com o item

3.2.3 foram utilizadas para a caracterizégﬁo de tirosinase na
forma de enzima imobilizada natural, conforme cita o item 3.5.1,
Foram realizados estudos sobre efeito de pH na atividade enzimi-
tica, efeito de pH na estabilidade enzimdtica, efeito de tempera

tura na atividade enzimatica, termoestabilidade, efeito de sais

minerais na atividade enzimatica, efeito de inibidores na ativi-
dade enzimitica e efeito da concentragdao do substrato na ativida

de enzimatica. Os seus resultados revelaram um comportamento -

sdéntico & enzima semipurificada, diferenciando apenas no compor

 Me a vmax de

tamento cindtico, o Km aparente foi de 90 x 107
7.1 x 10“4 umoles de L-DOPA/min/mg de massa celular, os quais

estio apresentados na Figura 8.

33




4.5 Transformacdo de L-tirosina a L-DOPA

Este estudo foi realizado de acorde com o item 3.5.2, cu~-
jos resultados estao apresentadaé na Figura 9. Ao fim de 40 ho~
‘ras de incubagao foi obtiao 1,3 mg/ml de L-DOPA a partir de 2,17
mg/ml de Lutirosiné, 0,09 mg/ml de L-DOPA a partir de o,16 mg/ml
de L-tirosina e 0,044mg/ml de L-DOPA a partir de 0,09 mg/ml  de

L~tirosina.

Quando a massa celular foi tratada tres minutos com o solvente -
cloroformio:metanol:agua apresentaram um aumento de 2,75 vezes -

no rendimentc daproducao de L-DOPA.
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5.  DISCUSSAO

5.1 Selecio de Microrganismo

Apos o selecionamento (item 3;1] foi encontradoe Bacillus
Subtilis <como melhor predutor de tiresinase. A Tabela I1T apre
senta alguns dos microrganismos produtores de tirosinase desco-
bertos por outros autores, tendo sido encontrado tanto microrga
nismos do Reino Procaryotae como do Reino Eucaryotae. Pode~se
observar na Tabela III, que apesar da tirosinase ser conhecida-
hia muito tempo (45, 46, 47} o seu estudo com o intuito de pro-
duzir L.DOPA & bastante recente e nfo se tem encontrado estudes
feitos sobre a producao de L.DOPA com tirosinase de Bacillus -

subtilis tanto nas literaturas antigas como nas mais recentes.

5.2 Producao de Enzima

De acordo com o item 3;1 0 meid de cultura 1liquido sofre
uma gueda de pH entre 10 e 40 horas. O pH decresce rapidamente-
.durante a fase exponencial de crescimento alcangando o ninimo -
no inicio da fase de retardamento, nesta fase o pH aumenta rapi
damente até a um nivel ligeiramente acima do que o pH inicial
do meio, entrando entdo a fase estacionaria. A queda de pH du-

rante a fase exponencial se deve & fermentacdo de glicose pelos
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.micrcrganismos que a utilizam para o seu crescimento. Us acidos,
produtos da fermentagac de glicose, sao totalmente metaboliza -
dos durante a fase de retardamento em que ocorre a esporulagao.
sendo responsaveis pelo retorno do pH ao valor inicial, apds es

te periodo (48).

0 aparecimento da atividade tiiosinase ocorre na fase de retar-
damento, coincidindo com o inicio da esporulaglo e atinge o ma-
ximo no comeco da fase estacionéria. Pelo estudo realizado por
Nakada e Magasanik (49) a respeito do efeito metabdlice de gli-
cose, podemos dizer que a enzima intracelular nao foi pro-
duzida durante a fase exponencial de crescimento de-
vido 2 inibicao de sistemas enzimiticos provocada pelo abaixa -

mento de pH do meio pelos metabolitos da glicose.

A inducdo de uma nova enzima ou sistema enzimatico durante o €5
tado de transicdo entre a fase vegetativa e esporulagio tem si-
do postulado por Nakata e Halvorson (50) devido a2 rapida utili
zacao de acetatos, produtos de metabolizacdo de glicose, que -~
ocorre nesta fase. Anteriormente, Halvorson (51), Halvorson e
Church (52), e Doi, Halveorson e Church (53) haviam detectado -
atividades de um numero de enzimas noe extratoc de organismos es-
porulados, que oxidam glicose a piruvato via gluconato e 2-ceto

gluconato.

De acordo com a Figura 1 podemos verificar que a atividade enzi
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mitica aparece justamente no estado de transigao entre a fase
vegetativa e esporulacao, entre 24 e 40 horas, porém a ativida

de atinge o maximo 8§ horas apGs o estado de transicio.

Podemos. sugerir que esta defasagem ocorre devido & fermenta -
¢do nio ser realizada com células sincronizadas, assim sendo a
48 horas de fermentacio apesar de 100% das células estarem na

forma esporulada nem todos 03 esporos apresentam o mesmo -

estagio da maturacgao.

5.3  Semipurificacao

As enzimas intracelulares em geral SA0 em pequenas quan-
tidades, o que dificulta a sua purificagdo completa, por 1sso
s3o poucos os trabalhes sobre a sua purificacao completa. 0O ex
trato cru fracionado com sulfato de amonio e dializado em &gua
deionizada aumentou 4,7 vezes de atividade, esta foi utilizéda
para o estudo de caracteristicas enzimdticas. Comumente outres
autores também tem realizado estudo de caracteristicas enzima-

ticas com enzimas semipurificadas.

5.4 Efeito de pH na Atividade Enzimatica

0 valor de pH oOtimo 7.0 apresentado no item 4.3.1 para a

tirosinase de Bacillus subtilis, estd proximo aos valores aprg

sentados pelos organismos do Reino Procaryotas Pseudomeonas me-
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' lanogeﬁum {32), Streptomyces glaucens (25) e Péeudﬁmonas mu -

tante D 101 (28). A tirosinase pfoduzida pelos organismos do
Reino Eucaryotae apresentam pH otimo na faixa acida (21, 27

44} .

5.5 Efeito de pH na Estabilidade Enzimdtica

0 comportamento da tirosinase semipurificada frente a di-
ferentes valores de pH (item 4.3.2) fol semelhante ao organismo

do Reino Procaryotae Streptomyces glaucens estudada por Lerch e

Ettlinger (25), ambas apresentaram faixa de estabilidade relati

vamente curta entre pH 6,0 ¢ 7,5.

5.6 FEfeito de Temperatura na Atividade Enzimatica e Termoes -

tabilidade da Enzima

0 valor de temperatura Otima 25°C apresentado pela tirosi

nase de Bacillus subtilis {item 4.3.3) foi proxime ao valor en

‘contrado por Yoshida et al ( 32) para o organismo do Reino Pro-

caryotae Pseudomonas melanagenum, de 23°%C. A tirosinase produzi
da pelos organismos do Reino Eucaryotac tem a temperatura Gtima

situada entre 30° a s0°C (27,44).

De acordo com a Figura 4 podemos observar que a enzima e termo-
s - " - - 0 .
13bil,3s 5 horas de incubac2o, a 50°C a enzima perde 97% da sua

atividade.
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S.7 Efeito de Sais Minerais na Atividade Enzimatica

Como cita o item 4.3.4. a tirosinase de Bacillus subtilis

na forma semipurificada ndo apresentou nenhuma alteracao no  seu
énmportamento na presenca de sais minerais testados. Singh et al
(38),'obtiveram 28,6% de aumento na sintese de L-DOPA a partir ~
de L.tirosina com um mutante de Pseudomonas quando adicionaram-

CuS0, no meio de reacio. Talvez este aumento nao devesse tanto ao

4
. . + .. . . X
efeito do ion Cu2 na atividade de tirosinase, mas ao forte efeil-

to de inibicdo que tem © Cuzﬁ sobre a dopa decarboxilase que es-

td presente nesse microrganismo.

5.8 Efeito de Inibidores na Atividade Enzimatica

A tirosinase semipurificada de Bacillus subtilis compor -

tou-se como a tirosinase microbiana de outras fontes {32,44), mna

presenca de agentes quelantes a sua atividade foi inibida {item

4.3.5).

5.9 Efeito da Concentracdo do Substratco na Atividade Enzima-

tica

4M apresentado pela enzi

0 valor de Km aparente 7.5 x 10~
ma em estudo (item 4.3.6) foi proximo ao valor apresentado »or

Yoshida et al (32) para a tirosinase de Pseundomonas melanogenun

6.9 x 107 7M.
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.5.10 Eletroforese

A eletroforese da tirosinase semipurificada foi desenvol
vida a varios valores de pH, sendo obtido resultado somente a
pH 4.0, esta apresentou na revelacao com os substratos o-difendis
uma banda que deslocou em'diregéc ao catodo. Lerch e Ettlinger -

(25) desenvolveram a eletroforese da tirosinase de Streptomyces-

glayscens a pH alcalinc e obtiveram uma banda que deslocou em di
Tecio ao anodo. Ambas apresentaram uma Unica forma de enzima po-

rém o comportaments molecular foi diferente.

ApSs varias horas de revelagdo, com o substrato monofenol L-tiro
sina, a eletroforese da tirosinase em estudo apresentou uma ban~
da leve avermelhada com a mesma mobilidade da banda revelada conm
os substratos o-difendis. Esta revelagdo requereu maior tempo pro
vavelmente devido & etapa de conversio de monofenol para o-dife-
nol ou seja da hidroxilagfio de L-tirosina 3 L-DOPA. O composto -
avermelhado conhecido como halocromo & o produto de oxidacgio da
L-DOPA, intermediario da formacao de melanina, citada peloc Mason
{54}, De acordo com a 1iteratura a tirosinase produzida pelos ox

ganismos do Reino Eucaryotae apresentam miltiplas formas (55,56).

5.11 Estudo de Caracteristicas Enzimaticas da Tirosinase na

Forma de Enzima Imobilizada Natural
De acordo com o item 3.5.1 os resultados do estudo de ca

racteristicas enzimaticas da tirosinase na forma de enzima imobi
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lizzda natural foram semelhantes aos da enzima semipurificada di
ferindo apenas nos valores de Xm e Vmax., O valor de Xm para a en
zima na forma solivel foi menor que na forma de enzima imobiliza

da natural, indicando maior afinidade ao substrato.

Esta diferenga provavelmente se deve ao problema de difusao, quam
do a enzima esta na forma celular intacta € necessiario que o)
substrato penetre na celula, que a enzima o transforme para pro-
duto e entdo saiapara f6ra da célula; enquanto que na forma semi
purificada ou seja soliivel o contacto enzima ¢ substrato & dire-

to aumentando a sua afinidade para com o substrato.

5.12 Transformacéo de L-tirosina para L-DOPA

De acordo com a Figura ..8, nas concentracoes de L-tiro-
sina 0.5mM e 0.9mM, inferior e igual ao valor de Km, a conversao
atinge o maximo as 16:30 horas de reacf@o. Na concentracgdo de L-
tirosina 12mM, superior ao valor de Xm, a conversac foi linear e
crescente até 40 horas, tomando-se constante apGs este pericdo. Ao
final de 40 horas dehincubagﬁo as propor¢oes de conversao foram=
de 55,53 ed44$ respectivamente para as concentragoes de L-tiresina

12mM, 0.95mM e 0.5mM.

Ainda pelo comportamento da curva apresentada na Figura 8, pode-
mos sugerir que o microrganismo em estudo ndo apresenta as enzi--

mas descarboxilase (28) ou deaminase (19) muito comum nos micror

41



ganismos, 05 quais provocariam uma queda na sintese L-DOPA devi

do 3 metabolizacdo do substratc e do produto formado.

0 aumento de atividade enzimatica verificade na massa celular -
tratada com ¢ sistema sclvente’cloroformiaz metanol: 5gua,'sug§
re que estes removem os lipideos da membrana lipoproteica da
bactéria e aumentam a porosidade da membrana, o que consequente
mente facilita a entrada e saidaldos componentes da reacao, PYO

movendo um aumento na atividade enzimatica.
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6.1

6.2

6.3.1

6.3.2

6. CONCLUSCES

Das 249 linhagens de microrganismos isolados do solo, 4
mostraram-se capazes de converter L-tirosina z L-DOPA

sendo escolhido Bacillus subtilis por apresentar meihor-

capacidade de conversao.

0 microrganismo B.subtilis isolado do solo apresenta ti-
rosinase intracelular. Esta & induzida durante o estado-
de transicao entre a fase vegetativa e esporulacdo, atin
ge o maximo de produgao no inicio da fase estacioniria -

2

com 5.7 x 10°° unidades de tirosinase por mililitro de

suspensao celular.

A tirosinase de B.subtilis na forma semipurificada { so-
livel ) e na forma de células intactas (imobilizada) a-
presentam caracteristicas enzimaticas semelhantes, exce-

to no comportamento cinético,
Apresentam pH Otimo 7.0 e temperatura Stima 25°C.

Sio estaveis entre pH 6.0 e 7.5 e termolabeis.
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6.3.4

6.3.5

6.4

6.5.

. As suas atividades nao sofrem influencias na presenga dos

sais A12(804]3, CuSOd, MnSO4, MgSO4, Ba804, CaClz, CaClz
ou KC1.

As suas atividades sao inibidas na presenca dos agentes-
quelantes KCN, dietilditiccarbamato de s6dip, cisteina ou

tioureia.

A afinidade da tirosinase a L-tirosina na forma semipuri-
ficada & maior que na forma de células intactas, as cons
tantes de Michaelis-Menten (Km) foram respectivamente de

4 M e as velocidades maximas ( Vmax)

7.5 x 107°M e 9.0 x 107
de 13.5 x 107° umoles de L-DOPA/min/mg de proteina e

7.1 x 10”% umoles de L-DOPA/min/mg de massa celular.

A tirosinase de B.subtilis apresenta uma forma simples. A

gel eletroforese em poliacrilamida realizada a2 pH 4,0,com
a tirosinase semipurificada, quando revelada com substra-
to mono e o-difendis apresenta apenas uma banda que se .

desloca em diregao ao catodo.

‘A tirosinase em estudo apresenta afinidade para os subs -

tratos o-difendis catecol, L-DOPA, acido cafeico e piroga
1lol, a revelacac da gel eletroforese em poliacrilamida da

tirosinase semipurificada foil positiva a estes compostos.
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6.6 A conversao de L-tirosina para L-DOPA com cé&lulas intactas
de B.subtilis & da ordem de 55%, 53% e 44% respectivamen

te para as concentragdes de L-tirosina 12mM, 0.9mM e 0.5

mM.
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FIGURA 1. PRODUCAG DE TIROSINASE POR B.SUBTILIS.
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- FIGURA 2. EFEITO DE pH NA TRANSFORMAcXO DE L-TIROSINA
PARA L~DOPA,

100

90~

80

{ %

704

50—

50

ATIVIDADE  RELATIVA
£~
fanc]
i

O TAMPAD CITRATO
3 TAMPAD FOSFATO

a7




FIGURA 3. EFEITC DE pH NA ESTABILIDADE DA TIRDSINASE.
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FIGURA 4. EFEITO DE TEMPERATURA NA TRANSFORMACAC DE
| L-TIROSINA PARA L-DOPA.,
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FIGURA 5., TERMOESTABILIDADE DA TIROSINASE.
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FIGURA 6. EFEITC DA CONCENTRAGAC DO SUBSTRATO NA ATIVI-
DADE DA TIROSINASE SEMIPURIFICADA,
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FIGURA 7. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA DA TIRO-
SINASE SEMIPURIFICADA.
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FIGURA 8. EFEITO DA CONCENTRACEO DO SUBSTRATO XA ATIVI-
DADE DE TIROSINASE NA FORMA DE ENZIMA IMQB%L_{
ZADA NATURAL ( Cell-bound enzyme).
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FIGURA 9. TRANSFORMACAC DE L-TIROSINA A L-DOPA.
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" TABELA 1

- Meio 1 Meio 2 Meio 3 - Meio 4
Glicose 1,12% 1,0% 2,0% 1,0%
Peptona ) | 1,0% 1,0% 3,0%
Levedura 1,0% 1,0%
Na(Cl 0,3%
(NH4)ZSO4 0,23%
K,HP0, 0,13 | 0,15%
MgSO, . 7H,0 0,56% 0,01%
CaC03 0,3%
Kgua de Macera- 2,0%
gac de milho
pH 7,0 7,0 7,0 7,0
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TABELA 11

COMPOSTO CONCENTRAGAO INIBICAO

KCN 1 x 107 M 253

1 x 10°M 134
Dietilditiocarbamato 1 x 107M 529
de Sodio -4

1x 107 % 28%
Cisteina 1 x 10°°M 45%

1 x 107 2214
Tioureia i x 107 M 30%

1 x 107 124
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- TABELA 111

REINO ESPECIE ~ANO
Pseudomonas melanogenum 197431

Procaryotae Vibrio tyrosinaticus 197329
Streptomyces glaucens 197225

Neurospora crassa 197543

Aspergillus chevalieri 19?327

Bucaryotae Alternaria kikuchiana '197327
Fusarium moniliforme 197327

Aspergillus oryzae 197244
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