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INTRODUCAO

A oxidagdo aerdbica da glicose pela Escherichia coli se mostrou
sensivel ao efeito estimulante da vitamina By., conforme foi demons-
trado anteriormenie {4,10}). A ativagdo se faz no sistema enzimético
respcnsdvel pela reagiio tolal, O corante de éxido-redugio, cloreto
de trifeniltetrazdlio (TFT) foi por nés usado como indicador da reagdo;
na sua forma reduzida é vermelhe pela transformac8o em formazana,
medida espactrafotométricamente (3,9), A oxidagdo foi, fambém, me-
dida pelo consumo de oxigénio no respirdbmetro de Warburg.

MATERIAL E METODOS

Os microrganismos usados foram a E. coli amosira ATCC N.°
9637 e ¢ mutante 113-3 da E. coli, ambas cultivadas em cinco passa-
gens sucessivas no meio sintético de Davis e Mingioli e, também, em
caldo simples sem aeragdo durante 18 a 24 horas (2). Para o mu-
tante 113-3 adicionaram-se ao meio 20 microgramas de D-L-metionina
por mililitro de meio ou 10 milimicrogramas de vitamina B,; por mi-
lilitro de meio.

As suspensdes de E. coli & do mutante foram centrifugadas e
lavadas 3 vezes com é&gua destilade e ressuspensas ajustando o vo-
lume para que a absorbéncia ficasse em 0,6 medida no fotocolori-
metro e correspondendo a 9,2 mg de células secas por mililitro. A pa-
dronizagdo foi, também, feita pelo método do biureto de Stickland (7).

(*) Laboratério de Bioquimica do Institute Oswalde Cruz, Rio de Janeire, RJ:




As experiéncias foram realizadas com dilui¢Bes recentes desta sus-
pensdo. As solugdes padrio de vitamina B,, foram obtidas de E.
Merck & Co., Rahway, N. J, e preparadas semanalmente por diluiggo
para conter 4 a 18 milimicrog/ml, mantidas na geladeira até serem
usadlas,

As bactérias lavadas, mantidas na geladeira a 4°C durante 3 dias
{"resting cells”), deram respostas positivas com bom estimulo pala co-
balamina, se bem que a capacidade de oxidagdo f8sse diminuida quan-
do medida no mandmetro de Warburg, confirmando a observacio de
Aubel et alii (1}. No caso de se usar o acetato como substrato, as
amosiras envelhecidas até 5 dias sdo mais atfivas (5); a explicagdo
deste fato ainda é desconhecida.

Os ensaios foram feitos em tubos Pyrex de 16mm em dque se
pipetaram 0,2 mi da solugdo tampdo de fosfato 0,3M -+ 0,3ml da
suspensdo de E. eoli + 0,2ml da solucdo recentemente preparada de
cloreto de trifenilterrazdlic a 0,1% e quantidades varidveis de coba-
balamina (0,05 a 0,3ml) contendo 4 & 12 milimicrog. e, firalmente,
0,2 m! da solugdo de glicose 0,1M, sendo o volume completado pera
2m! com agua destilada. O pH do sistema deve ficar em forno de
7,6. Os tubos, imediatamente, agitados sdo colocados em banho a
37°C. O periodo de incubagdo variou com o tipo da experiéncia.
No caso em que se desejava medir a velccidade da oxidacdio in-
terrompia-se a reacio pela adicio de uma gota de formaldeido &
40%, depois dos intervalos regulares de tempo.

Os resultados foram exptessos em microgramas de formazana pro-
duzida pela reducdo do trifeniltetrazédlio. O corante reduzido toma a cor
vermelha e é extraido com 2ml de toluol, depois da adicdo de 3ml
de &cido acéfico glacial (10). A camada vermelha, limpida, de toluol
é isolada em funil de separacBic e a cor medida no espectrofotdmetro
de Zeiss PQMII em 480nm e cuba de 10mm. As leituras de absor-
béncia foram convertidas em microgramas de formazana por meio
da curva padro, preparada com doses crescentes de formazana dis-
solvidas em toluol.

As medidas de consumo de oxigénio foram obtidas no mand-
metro de Warburg no volume de 3m!,( em frascos contendo de 0,05 a
0,2 ml da sclugdo de cobalamina (0,01 microgramas por ml) (8).
Qutra série de frascos sem a vitamina serviu de controle (11). Os re-
sultados foram expressos em microlitros de O, consumidos em 30
minutos.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

As Figuras 1 e 2 indicam o efeito estimulante da vitamina By,
avaliado pela formagdo de formazana e pelo consumo de oxigénio.
Em ambas as Figuras, as curvas de nomero 1 correspondem ao esti-
mulo produzido pela cobalamina (concentragio expressa em milimi-

crog.) e as curvas de ndmero 2 correspondem a oxidagdo de gli-
cose na auséncia de cobalamina.

Oginsky et alii (4, 5, 6) verificaram que, na presenga de acetato,
a cchalamina aumentava a velocidade da reacio pelas células bac-
terianas de E. coli, lavadas e em repouso (“resting cells”). As medidas
foram realizadas, manometricamente, no aparelho de Warburg, apds
30 minutos de contacto enire as células e 70 microg de vitamina
Bio. As células receniemente preparadas sdo pouco sensivels, ao
passo que dido melhores respostas quando envelhecidas. Estes auto-
res empregaram os mutantes 113-3 da Escherichia coli, que necessita
de metionina ou de cobalamina para o crescimento.

T interessante verificar que guantidades muito pequenas de co-
balamina sdc suficientes para causar o efeite estimulante (Figuras 1
e 2). A densidade das suspens@es bacterianas influencia a velocidade
da reacdo, como se pode observar nas Tabelas | e il. A absorgBo da
vitamina pelas bactérias deve ser considerada (11),

TABELA |

Influéncia da densidade de células

Resultados expressos em microg de formazana

adicdo de 12 mili-
microg de sem vitamina
vitamina B..

ml de células
densidade = 20

0,1 14 0
0,2 21 7
0,3 25 11
0,4 27 16
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TABELA I

influgncia da vitamina By, sobre a oxidagdo da glicose

pela Escherichia coli

Vitamina B, adicicnada Formazana procduzida em microg

em milimicrog/2 ml Densidade da suspensdo bacteriana
b=12 D — 60

4 3 - 33

8 (<] 46

12 8 54

16 17 72

0 0 22

Tempo de incubacde — 15 minutes a 37°C

O efeito estimulante é melhor percebide guando se faz a obser-
vagdo em diferentes intervalos de fempo, pois a vitamina sé influen-
cia a velocidade de oxidagdo da glicose e ndo a quaniidade total
oxidada,

A oxidagdo do acetafo pela E. coli mutante 113-3 é estimulada
tanto pela vitamina B, coms pela Biza e ndo pelo 5,6-dimetil-ben-
zimidazol ou outros derivados similares da cobalamina. Este fato
indica que s6 a parte da molécula unida ac cobalto & responsdvel pelo
efeito estimulante, As bactérias trituradas com alumina ou desinte-
gradas pelo ultra-som, durante 2 minutos, forneceram material bas-
fante ativo, na presencga da cobalamina,

As suspensdes densas de E. coli, sendo ftratadas pela acetona
gelada, deram precipitados que, depois de lavados, secos e exiraidos
com solugio tampo de fosfate 0,05M pH 7,4, se mostraram ativos
na oxidagdo da glicose, na presenca de cobalamina (Tabela ). Estes
exfratos acetdnicos, obtidos da precipitagio das suspensées de bac-
térias lavadas, mostraram-se ativos acima de 0,05 ml.
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Fig. 1 — Efeitc estimulante sobre a oxidagao da glicese avaliade pela produgio de

formazana. Curva 1 = na presenga de cobalamina, Curva 2 = na auséncia
cobalamina,
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Fig. 2 — Consumo de oxigénio estimulado pela presenga de cobalamina, medide no
mancmetro de Warburg. Curva 1 = com B,,. Curva 2 = sem B,,.



TABELA 1lI

Efeito estimulanie da cobalamina sobre o extrate acetdnico

cobalaming em formazana produzida
ml do exirato e ! -

milimicreg em microg

0,05 - 0

0,1 — 0

0,2 — 8

0,3 — 22

0,05 8 16

0,1 8 34

0,2 8 31
RESUMO

Estudando-se a oxidaclo aerdbica da glicose pela Escherichia
coli, em diferentes condicbes experimentais, observou-se que a vi-
tamina B, estimulou a atividade do sistema enzimético responsavel
pela reacdo tofal,

Os resultados foram expressos em microgramas de formazana
produzida pela reducdo do ftrifeniltetrazélio, sendo a determinacgdo
do teor de formazana feita eletrofotocolorimetricamente.

A oxidacdo também foi medida pelo consumo de oxigénio pelo
respirbmetro de Warburg. A cobalamina estimulou o processo. de oxi-
dacdo sem defterminar aumento do consumo de cxigénio.

Palavras chave: vitamina B,,, cobalamina, oxidagdo, glicose, E.
coli,

SUMMARY

In studying the aerobic oxidation of glucose by Escherichia coli
in different experimental conditions it was observed that vitamin By,
enhanced the activity of the enzyme system responsible for the overall
reaction. The redox dye friphenyltetrazolium chloride was used as
an indicator of the oxidation process and the results expressed in
microg. ‘of the red formazan produced which is easily determined
espectrophotometrically.

Oxidation was also measured by oxygen consumed in a War
burg respirometer. Cobalamin showed fo estimulate the rate of oxi-
dation, not the amount of oxygen uptake, :

Key words: vitamin B,,, cobalamin, oxidation, glucose, E.. coii.
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RESUME

D'apres une étude de l'oxydation de la glucose en aérobiose
par Escherichia coli, suivant plusieurs conditions d'expérimentation,
il a &t vérifié que la vitamina By stimule I'activité du systéme en-
zymatique de la réaction d'oxydation.

Les résultats ont été exprimés en microgrammes de formazane
produite par réduction du trifeniltetrazelium; les déterminations des
teneurs de formazane ont été faites par électrophetocolorimetrie.

LUoxydation a été mesurée par la consommation d'oxygéne par
le respirométre de Warburg. La cobalamine stimule le processus d'oxy-
dation sans augmentation de ['utilisation de l'oxygéne.

Mots clés: vitamine B,,, cobalamine, oxydation, glucose, E. coli.
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