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IN'IRODUÇÃO - 1-

A via de Embdcn-Neyerhof-Parnas (E1-IP) 
. 
e a princi-

pal via oxidativa em fungos, como na maioria de outros organi~ 

' ~ 1 ~ · e:o tJf_ d moso Ela e usualmente, responsave por, no m1n~mo, ~ ~ o me-

"" tabolismo da glucose; sendo que, em alguns fungos, ela e ros-

ponsável por todo metabolismo da mesma. Entrctanto 0 a via EHP 

pode ser de import&ncia secund:ria em relaçZo ~s vias Hexose -

Monofosfato (H.NP) e Entner ... Doudoroff (ED) c=.:: alguns fungos, ou 

totalmente carente como no caso de Caldaric:uy•ces. fumago (Rl0Lo\ .... 

CHANDRAN 0 l96J; BLU~IENTHAL, ·1965) o 

A literatura bioquÍmica sobre fungos contém muitos 

exemplos de metabolizaç~o de carboidratos que envolvem a via 

EZ.IP e IDIPo Embora o desenvolvimento dos seres v.ivos seja dis 

tinto, as vias metabÓlicas são bastante comuns a todos os org~ 

nismoso A sequência inicial de reaçÕes que de~gradam carboidra-u 

. "" tos para fornecer energ1a e muito semelhante daquelas que le. 

vam à formação de outros compostos biologicam,.ente importantes~ 

Alguns fungos apodrecedores de madeira acumulam á1. 

cool 1 acetaldeÍdo, ácido acético e traços cle ácido 
,. . 

SUCC1n1CO 

como produtos de degradação de carboidratos (NORD & SCiru~INI, 

1946). GIBBS & GASTEL ( 1953) apresentaram eyiJd.ências de forma .. 

ção de ácido lático por Rhizopu~ orvzae met~h~lizando glucose. 

A formação desses produ tos a partir de gluc~s;·c sugere uma via 

ENP opcrativao 

Diversos trabalhos evidenciam a r;p:corrÔncia das vi-
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as de degradação da glucose em Cungos utilizando traçadores r~ 

dioativos e pesquisando a existência das enzimas que as const! 

tuem em extratos livre de c:lulas. 

DeFIEBRE & KNIGHT (195J) utilizando glucose-l-14c, 

demonstraram que JO % da radioatividade total adicionada apar~ 

cia como co 2 em Penicillium chrysCJgenum ~"RRL 1951 B25o Detect~ 

ram radioatividade em compostos que tinham valores de Rf' cor 

respondentes ~ glucose-6-fosfato e 6-fosf'ogluconato. SIH & 

KNIGHT (1956) 
.. 

investigaram os sistemas enzimaticos envolvidos 

na degradação da glucose neste mesmo fungo e demonstraram a pr~ 

sença das enzimas da via ENP, exceto da fosfohexoquinase e ~s~ 

laram hexose 0 pentosc e heptose fosfatos em coluna trocadora 

de fons, analisando os ~steres rosfato croonatograf'icamentc ou 

atrav:s do espectro de absorção dos mesmos em reaç~es caracte-

,. t• r1.s ·1.cas. 

NE\'JBURGH et alii (1955) demonstraram que Tilletia 

carj_cs, um funco manchador do trigofi possui todas as enzimas 

,p • .. .., d necessar1.as a operaçao as vias Hi:·l:P c El·!Po Os estudos rt!.diores 

pirom~tricos (NEWBUHGHt 1958) demonstraram, ainda, C!UO existe 

uma diferença nas vias de degradaç~o da glucose em esporo c mi 

cÓ1io de Tocaries. 

COCHP~\NE (1955) evidenciou to4~s as enzimas neccs-

sárias à degradação da g1ucose através da via E~IP em Strepto _ 

~~ coc1icoloE_. Entretanto, nem as c,;lul:::s intactas, nem o 

extrato possuem a capacidade de motabo1izar g1ucose sob condi-
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çÕos de anaerobiose. Fo~ sugerido que esta aerobiose obrigatÓ-
., 

ria resulta da incapacidade da celula ou do sistema livre de 

células em reoxidar a difosfopiridina nuclcotideo. 

HEATH & KO:FFLER (19.56) utilizando células de Pcnt-

cillium chrvsogcnum em crescimento, concluíram que carca de 

2/J da glucose era metabolizada oxidativamente 8 presumivelmen­

te via IDIP. Demonstraramp também, que havia desaparecimento da 

pentose quando da incubação do extrato livre de células de ~· 

chrysogcnmn Ql76 com ribos e-.5-f'o sf'a to o 

REED et alii (19.57) realizaram estudos quantitati-

vos das vias de degradação da glucose empregando o método ra.d.!_ 

orespirométrico de 11ANG et al ( 19.58) e detectaram a via H:-IP e 

EMP acoplada ao ciclo dos :cidos tricarboxÍlicos em PcnicilJ.iurn 

digitatum. 

CLAIU\ &. \lli\.LLACE ( 19.58) determinaram que o extra to 

livre de células de Pu11ularia. pullulans apresenta atividade 

fosfoglucomutase, glucosc-6-fosfato desidrogenase e frutose-1, 

6-difosfato aldolase e oxida ribosc-.5-fos~ato~ tendo, portanto, 

algumas das enzimas que degradam a glucosc a través da via E?-ZP, 

assim como através da IDIPo Os estudos radior~spirométricos in-

"' dicaram quo as cclulas colocadas em jejum ~cgradavam a glucosc 

de maneira que a maioria do co 2 radioativo arÃeinava-se do C-1 

da glucoseo 

NcDONOUGH & 1-LL\.RTIN (1.9.58} domort~t:::-arar. a presença 

do enzimas da· via lr-lP em preparaçÕes de cxt:rato livre de célu-
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las de Aspergillus niger, verificando que incubando-se o extr!:, 

to com ribose-5-:fos:fato, esta decrescia acompanhada por um au­

mento e decr~scimo scquencial de cctopentose. Obse~varam, ain­

da, que ocorria um acr~scimo na concentraç;o de heptulose e 

triose quando em presença de h~drazinao 

:r.IcDONALD et ali i ( 1960.) estudaram o mecanismo da 

degradaçio da glucose em Clavj.ceos purpurea e evidenciaram ati 

vidade hexoquinase, :fosfoheLoisomerase~ glucose-6-fos:fato e 6. 

fosfogluconato desidrogenase 0 fosforlboisomerase, ribulose :fo~ 

fato epimerase 0 transcetolase e transaldolase no extrato livre 

de células. Utilizando experiências ·radiorcspirométricas 11 esti 

maram que 90 ~ da dcgradaç~o da glucose ocorre atrav~s da via 

EHP e 10 '% pela via Hl-!Po Quando utilizaram células colocadas 

em j ejura obtiveram um dccré'scixao razoável na contribuição rela 

tiva desta ~ltima viae 

NARGULIES é'-:.VISHNIAC ( 1961) investigaram a degrada ... 

-çao da glucose em Rhizopus MX evidenciando atividade hexoquina - -
se 9 :fosfohexoisomerase. aldolase-triose fosfato desi~roeenasep 

fosfoglicerato quinaso e désidroeenase 1:tica e.apresentando 

dados do que este microrganismo f'orma ácido lático e etanol ne 

la via miP .. 

CLEL\ND & COE (1968) determinaram a atividade esp~ 

c!':fica do todas as enzimas da via E~·IP em extratos de Dictyoste­

~ discoiclou::l em diferentes f'ases de desenvolvimento. As ut:i. 

vidadcsp em tcn1os de micromoles de substrato ou produto/minu-
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to por 100 mg de protefna solÚvel a 22°C, variou de 0,4 para 

hexoquinase a 49 para fosfoglicerato quinase, nos primeiros e~ 

tágios de desenvolvimento. 

c~qTER & BULL (1969) estudara~ o efeito da propor-

ção do crescimento de AsperGillus nidulanss erri cultura continua, 

sobre as atividades especficas de algumas enzimas associadas ao 

ciclo dos ácidos tricGrboxflicos ( TCA), às vias El•lP e IDIPo 

NG· et alii (1972) mediram a atividade das enzimas 

chave da via EHP e ln.IP em extra to livre de células de A~ere:~l 

~ _!liger. Realizaram, também 11 estudos radiorespirométricos u­

tilizando glucosc ... l-14c e glucose-6- 14c •. A.s atividades enzimá-

ticas e os dados dos estudos radiorespiromttricos demonstraram. 

que ambas as vias estavam presentes e eram operativas ~n todos 

os·estágios do desenvolvimento, embora a contribuição relativa 

das mesmas diferissem. 

NG et alii (1974) estudaram a influancia da propoE 

ção de diluição na sintes e cnzimá ti c a em ~:)crgillu s I!.~GE.E.t qua!! 

do este microrganismo era crescido em cultura contfnua sob con 

.diç;es de "steady-stato"o O trabalho relata a influ~ncia da di 

luição sobre o nÍvel de algumas enzimas do TCA, ENP e Hi-IP em 

A.nicer crescido em meio contendo citrato de s;dio ou glucose: 

em concentraç~es limitantes, como fonte da carbono. 

Estes trabalhos demonstram que a via da Hexose-Mo-

nofosfato pode ser UiTla via oxldativa alt~rn~.i;iva à de Embdc:1 _ 

Neycrhof-Parnas em f'ungoso Amb<1s produzem ;;licoralde{do-3-f'os-
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~ato e ~rutose-6-fosfato como intermedi~r~os cómuns, quo scr;o 

posteriormente oxidados .. 

A via lDIP ~ comum em plantas e animais .. As enzimas 

• ,P • H pertencentes a este sistema multicnz~mat~co sao amplamente di~ 

tribu{das e:n ~ungos .. A presença dessas enzimas, entrctanto,não 

constitui prova da ocorrência da via. Esta. como exemplificada, 

~ I ~ ocorre em numerosos fungos~ sendo responsavel por menos de ~O~ 

da rnctabolização da glucoseo O nivcl relativamente baixo do re 

aç~es desta via talvez seja devido a quantidades limitantes de 

NADP+ (EAGON 11 1963). ~ricrorganismos que utilizam a via :ffi.IP ou 

ED 11 exclusiva ou predominantemente, adquiriram sistemas cnzimá 

ticos adic:i.onais ou modificados que sobrepÕem-se aos efeitos 

limi tantos do suprimento de N.r".JJP+ o A via 1--.:I·!P constitui via oxi 

"' dativa principal numa proporçao de 5 para 15 fungos pesquisa -

dos ( BLUNENTR-'\.Lt 19 6 5) .. 

Uma evidência ilustrativa da ocorrência desta via 
., 

em fungos c fornecida por Pcnicillium ~hry.so;o;enti]E., quo oxida o 

C-1 da glucosc mais rapidamente do que os QU.tros carbonos.Tais 

dados indicam a conversão inicial da glucoso em glucose-6-foS-

fato, 6-fosfogluconolaritonap 6-fosfogluconato seguido da des 

carboxilação à C02 e ribulose-5~fosfato {DcFIEBRE, 195J)e Es­

tes resultados ~orm confirmados por liEATH & lCOFFLER (19.56) que 

dcmons traram a participação do· r.z,.,.is chcnf'cnnent 11 e NADP+. Apa-

rentementc, todos os membros elo gênero ~~r.:';illus dcgradt::.m a 

glucose oxidando, principalmente, o C-1 (.A .. ":{;·LSTEIN, 1953) o 
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A via Entner-Doudoroff :, comparativ~ nente 0 rara na 

natureza e foi detectada somente em bactérias Gr' n-negativas e 

em dois :fungos (NEh'SBURGH0 1958; lliU.lACIL'\.NDRA..i"11, 196,3) • 

Uma via ED modificada : a principal via oxidativa 

em Caldariomyccs fumago, sendo IDlP a de menor importânciao Ne~ 

te fungo, a oxidação da glucose a ~cido 6-fosfog~ucônico via 

um intermediário fosforilado (glucose-6 .... fosfato) .1ão é seguido, 

mas ocorre uma via alternada de glucose para ácido 2-cetogluc~ 

nico c 0 então, para ~cido 6-:fosfoglucÔnico através das enzimas 

adaptativas 2-cetoglucÔnico quinase e 2-ceto-6-fosfoglucÔnico 

redutase (RA!·IAC1L-"'u.'IDRAN 11 196.3) o O metabolismo do 6-fosfoglucon~ 

to prossegue para :formar piruvato com o auxÍlio de parte das 

três vias normaiso Portanto, Caldariomyces fumago não possui 

todas as enzimas de quaisquer das três vias de catabolismo da 

glucose, mas utiliza parte dos sistemas enzimáticos das mesmas 

na completa oxidação da glucoseo 
~ 

A Única via oxidativa em esporos de Tilletia caries 

(NE\VBURGHq 1955) é a via Entner ... Doudoroff, embora ela seja sub~ 

titu!da pelas vias Hexose-Nonofosfato e Embden-Neyorho:f-Parnas 

no micélio. 

Das considcraç~es traçadas, podemos verificar que 

três são as principais vias oxidativas conhecidas como operan-

tes em fungo, as vias E~IP, IDIP o ED o 

Como na maioria das células, quando a via ENP e Hi·IP 

estão presentes simultanoamentc 0 a via E~W $e usualmente, a 
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principal. Quando ocorre da via ID1P ser a via principal, a·~via 

EHP constitui a via alternativa secundária, demonstrando a im-

portância da mesma na metabolização de carboidr~~vs em fungos. 

Somente Tilletia caries, entre os fungos, parece ter a capaci­

dade do utilizar as tr3s vias. Contudo, como já foi citado 0 a 

via ED é encontrada como a Única via operante no estágio de e~ 

-poro. A presença da via ED em esporos nao parece ser-uma oco r-

r3ncia comum desde que os esporos de Tilletia contravcrsa 
,., 

na o 

a utilizam ( NE\ffiURGH, 1959) o Em todas as outras circunstâncias, 

aparentemente, a atuação simultânea das vias ED e ENP é incom-

p -pat~vel, embora as razo.~s deste evento sejam ainda desconheci-

das. 

As enzimas que compÕem as vias de metabolização·de 

carboidratos foram, desta maneira, demonstradas em fungos im -

perfeitos, ascomicetos e ficomicetos. Entretanto, em contraste 

ao metabolismo de carboidratos em ,células animais, leveduras e 

bactérias, que tem sido consideravelmente estudado, o metabo 

lismo de carboidratos em fungos tem, comparativamente,merecido 

pouquÍssima atenção. 

Uma consideração das ativid~des metab&licas de Ba-

sidiomicotos superiores demonstra a versatilidade desses orga­

nismoso Embora a madeira seja destru:C'da quando atacada pelos 

fungos deste tipot : interessante notar quo o metaLolismo de 

um membro desta classe difere de outros, apesar do processo t~ 

tal, a destruição da madeira, ser o mesmo. Por exemplo, embora 
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Coniophor! ccrebella (BIRKINSHAh' 1 1940) 11 :r.Ierulius niveus • 
Nerulius tremcllosus, Nerulius conflucns, Fo.nes annosus (NOP..D, 

1946) e Lentinus lepideu! (NORD, 1947) sejam conhecidos como 

fungos capazes de causar o apodrecimento da madeira, existe a! 
_. 

guma diferença nas atividades enzimaticas. Os produtos de de 

gradação da glucose podem ser compostos simples como á'lcool, 

acetalde!do e ácido acÓtico em Coniophora cercbclla, i\l.niveus, 

!•tremellosus e Fomes annosus. Entretanto, estes produtos acu­

mulam-se em concentraçÕes diferentes e~ alguns como Lentinus 

lepid~us. produzem substâncias aromá'ticas. A formação de metil­

p-metoxicinnamato pela ação de Lentinus l_epicleus sobre a gluc~ 

se, xilose e a madeira corroboram com o conceito de que a des­

·truição da madeira é causada por uma hidrÓlise inicial da celu 

lose pelo microrganismo. 

FALCK (1927) postulou três tipos de putrefação no 

processo de destruição da madeira por fungos, salientando dois 

sub-grupos no terceiro tipo - um, no qual ocorre destruição da 

celulose preferencialmente à lignina; outro. no qual ambas são 

destruÍdas. 

As atividades bioqu{micas de í'ungos inferiores têm 

sido bastante estudadas, em comparação aos estudos realizados 

com Basidiomicctos superiores. Desde que a destruição da madci 

ra e a sua prevenção são assuntos de importância ec0nÔmica, a 

decomposição da madeira deveria ser investigada em detalhes~P!:, 

se estudar o mecanismo de ação desses Basidiomicotos, faz-se 
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necess~rio estudar o metabolismo de c~rboidratos e as substân-

cias elaboradas pelo funeo, que decompÕem a madej ~ao 

Excetuando-se os trabalhos já cttados, raros "' sao 

os que abordam os aspéctos bioqu:Cmicos em fungos que destroem 

a madeira (BIRKINSHA1f, 1948; STEVENS, 19.51; DeBAUN, 19.51). 

DOWLER et alii (1963) demonstraram atividade ·cito-

cromo c redutase e NADH oxidase em extratos livr~ de células 

de dez fungos representando basidiomicetos, ascor~icctos, fico-

micetos e fungos imperfeitos. Deten1inaram, ainda, atividade 

desidrogen:sica das tr~s principais vias metab&licas - ENP 0 ID1P 

e TCA - nos extratos livre de c~lulas. 

NIEDERPRUEi-I (1964) estudou o metabolismo aerÓbico 

em basidiosporo de Schizophyllum commune utilizando técnicas ma 

·nométricas e inibidores respiratÓrios. Verificou que o consumo 

de oxigênio era aumentado por sacarose, algum~s hexoses, D-xi-

lose 1 acetato e otanol, demonstrando que os basidiosporos des-

N ..., p 

te fungo sao capazes de uma vhriedade de reaçoes aerobicaso 

NIEDERFRUE.H ~t ali i { 196.5) verificaram que a pro .. 
N 

porçao de glucose-6-fosfato desidrogenas~ para 6-fosfoglucona-

to desidrogenase varia consideravelmente durante a diferencia-

ção ceiular de S. conunune. Além disso, determinaram que a ativ.!, 

dade da fosfoglucose isomerase era inibida pela 6-fosfoglucon~ 

to. Os autores sugeriram que esta combinação de eventos contr.2. 

lariam, possivelmente, as vias alternadas do utilizaç~o do gl~ 

coso durante a morfogêncse. Estes mesmos autores (196.5a} inves. 
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tigaram o metabolismo de poliois em células intaotas e em ex­

trato livre de células deste mesmo microrganismo, durante seu 

desenvolvimento» Este trabalho evidenciou atividade xilose re- 

dutase e diversas outras enzimas do metabolismo de poliois em 

células intactas crescidas em glucose» Atividades enzimaticas 

para oxidação do manitol e xilitol» assim como para a redução 

da frutose» galactose e xilose foram demonstrada em micélios 

crescidos em glucose»

RAO et al« (19*>9) estudaram a ocorrência e proprie 

dades de enzimas do metabolismo de carboidratos em Coprinus la 

gopus, durante a morfogènese» Verificaram a presença de enzi­

mas da via HMP» além de poliol desidrogenase e trealase duran­

te o seu desenvolvimento»

WANG & RAPER (1970) examinaram diversas classes de 

enzimas de S«commune que ocorrem em múltiplas formas molecula­

res ou isozimas» entre elas a lactato desidrogenase e glucose- 

6-fosfato desidrogenase.

Os estudos sobre Picnoporus cinnabarinus resumem-se 

em aspéctcs taxonômicos» ciorfologicos e fisiolégicos (NOBLES» 

1958í GERBER, 1968),

Este trabalho relata alguns aspéctos do metabolis­

mo da glucose neste fungo»

Para avaliar a contribuição relativa das vias cata 

bolicas num dado organismo é essencial conhecer a natureza» a 

•função» assim como a extensão da participação das mesmas no
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.. 
quadro geral do catabolismo de carboidrat6s. Tal ~onhecimento o 

'# ... 

importante om estudos comparativos c na comproen~ iO das relaçoes 

inter ... grupos. "' ,. .. . Considerando o grande numero de genero e espec1ffi 

de fungos existentes, faz-se necess:rio m:todos ~azoavelmente 

N 

precisos para reoonheoor a naturozap estimar a extonsao da paE 

ticipação o avaliar a i'unção das v<frias vias cat<~btlicas de c~ 

boidratos. 

A detenninaç;o das vias oxidativas a uantes neste 

homobasidiomiceto roi realizada atrav:s de ensaios enzim:ticos 

e m:todos utilizando traçadores radioativos. 
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lo ?-IATERIAIS 

1. DROGAS 

Glucose-6-~os~ato, frutose-6-fosfato, frutose-1,6-

difosfato, DL-gliccraldeÍdo-J-fosfato, ácido d(+i 2-difosfogli 

cérico (sal do ntrio), tcido J-D-fosfoglicérico(sal de Cálcio} 0 

ácido 2 9 .3-di~osfoglicérico (sal de ciclohexilamonio},fosfoenol 

piruvato, 6-fosfogluconato, ribosc-5-fosfato, adenina nuclcotf 

deos, piridina nucleotÍdoos, aldolase, triose fosfato isomcra-
. ,. 

se, alfa~glicerolfosfato dcsidrogenase, gliceraldc1do~J-fosfa-

to desidrogenasc, desidrogenaso lática, glucose oxidase, pero~ 

xidase e beta-feniletilamina eram produtos da Sigma Chemical 

Company. Foi utilizado também triose fosfato isomerase da Boeh 

ringer Nannhcim Corporationo D(+) glucose c pi.ruvato do SÓdio 

eram produtos }Ierck; etileno diamino tetraacetato de SÓdio da 

Fisher Scientific Company; beta-Hercapto otanol da The )la the -

son Company Inc.; hidrocloreto de L-cisteina monohidratada da 

Mann Research Laboratorics, Inc.; Cocarbo.xilase da Schwarz La-

boratories, Inc.; Sephadcx G-15 da Pharmacia Uppsala-Sweden . 
1 

PPO e POPOP da Bockmano 

Os aç~cares radioativos glucose-J-14c, glucose-J,4-

14c e glucose-6-14c foram obtidos da New England Nuclear o gl~ 

cose-l-14c foi obtido da Calbiochem. 

Todas as outras substâncias utilizadas neste traba 

lho oram consideradas PoA. 

TPO c 2,5-difeniloxazol; POPOP ~ 1,4-Eis 2-(Nctil-5-feniloxa -
zol) -benzeno. 
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2. ANOSTRA DE :HICRORG~'US.HO o 

A amostra de Picnoporus cinnabarinus ~oi-nos cedi-

~ 

da pela Dra. Dea Amaral. 

Este fungo ~ um homobasidiomiceto apodrecedor de 

madeira, pertencente i famÍlia Polypornceae. A amostra monoca­

riÓtica foi isolada a partir dos corpos de frutificação e ela~ 

si:ficada no Instituto de Biologia e Pesquisas Te·~ •olÓgicas do 

Estado do Paraná. 

-- ~ 

II. HETODOS 

1. CONDICÕES DE CULTIVO. 

A cultura de Picnoporus cinnabarlnu~ foi mantida 

em meio sÓlido Sabouraud-glucose, sendo repicado mensalmente , 

armazenadas a 4°C c inoculada diretamente do meio sÓlido para 

o meio lÍquido. O meio liquido era semelhante ao utilizado por 

Ko\RKUS (196.5) e adicionado de hidrolisado de casefna 1 % e D-

glucose o • .5 %o 

As células foram coletadas no inicio da fase expo-

nencial de crescimento (ASSIS, 1974), apÓs um perÍodo de incu­

bação de 48 horas a 28°C em um agitador rotatÓrio a 100 rpm.Os 

micÓlios :foram filtrados em gaze e lavados com água destilada. 

~ N -' 

Removida a agua de lavagem por comprcssao" _os micolios foram 

pesados e congelados a -20°C. 

2. PREPi~\ÇÃO DO EXTfu\TO LIVRE DE CfLU~\So 

~ 

O extrato livre de celulas para os ensaios de medi 
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da d-a atividade enzimática foi preparado l"ompcmdo as células 

congeladas com areia do mar previamente tratada, na proporção 

do 1:2 pfp, em um gral à temperatura de 4°C. A extração f'oi f'~ 

ita em tampão ou solução extratora geladaD adequada para cada 

ensaio, numa proporção de 1:4 (peso tÍmido de célula/volume em 

ml do lÍquido extrator), seguida de centrifugação a 7 000 x g 

durante 10 minutos em centrÍfuga refrigerada "International" , 

modelo PR .. 2. O sobrenadante (extrato livre de células) foi uti,;, 

lizado para a realização dos ensaios enzimáticos. Entretanto , 

os ensaios que empregam métodos espectrofotométricos foram re~ 

lizados com extratos submetidos a nova centrifugação a 113 000 

x g (Rav) durante 2 hora~ em ultracentrÍfuga "Beckman" modelo 

L2-65B. 

J. MEDIDAS DE ATIVIDADE ENZDll~TICAo 

As condiç~es de medida da atividade enzim;tica fo­

ram estabelecidas através de testes preliminares que envolveram 

estabelecimento da diluição do extrato a ser utilizado, deter­

minação da concentração dos diversos cof'atores essenciais à a­

tividade enzim~tica o pH. Estabelecidas as condiç~es, foram 

realizados testes para verificar a influência da concentração 

de enzima e determinar a sua atividade especifica. 

J.l. Glucoquinase (E.Co 2o7olo2) 

ATP: D-glucose 6-f'osfo transforase. 

A atividade glucoquinasc foi estimada através da 
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determinação da glucose residual livre com glucose oxidase, se 

gundo o método descrito ppr SOLS et alii (1958). 

A extração foi feita com EDTA O~ 005 ~1 gelada. 

O sistema de incubação continha: 0 0 2 micromol de D-

glucose; 0,75 micromol de ATP; 0,7.5 micromol de i-IgCl2; 5 micr2, 

moles de tanpio fosfato pH 7,0 contendo 0,.5 micromol de EDTA c 

quantidades variáveis de enzima num volume final de 0 1 1 ml .. A­

p&s 10 minutos de incubação a J0°C, foram adicionados 2,0 ml do 

reagente para desenvolvimento de cor (HUGGETT & NIXON , 1957), 

seguido de agitação. ApÓs incubação por mais JO minutos a J0°C 

foi adicionado 1 gÔta de KOH 30 % (SOLS cl De La FUENTE, 1957) 

que interrompe a reação e deixa a cor inalterada durante horas. 

A leitura (DO) foi procedida a 4.50 nm em espectrofotômetro "Co 

leman" mod3lo 6A contra branco sem substrato. Um tubo sem ex. 

trato livre de células serviu como padrão .. ContrÔles de gluco• 

se endÓgena foram realizados para cada concentração de enzima. 

Uma unidade de enzima foi definida como sendo a 

quantidade de enzima que catalisa a fosf'orilação da glucose em 

10 minutos a J0°C, nas condiç~cs do teste. 

3.2. Fosfoglucoisomerase (E.C • .5.3.1.9) 

D-glucose-6-fosfato cetol-isomerase. 

Foi utilizado o método colorimétrico baseado na con 

versão.da tlucose-6-fosfato em frutose-6-fosfato. A frutose-6-

ATP = Adcnosina-.5'-trii'osl~ato; 
tato do SÓdio. 

EDTA = etilono uiamino tctraacc -
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fosfato :formada :foi determinada pelo método do RC'~ (l9J4). 

O extrato livre de c~lulas :foi obtidc empregando­

se tampão TRIS/HCl lH pH 7,0. 

O sistema de incubação para o ensaio da :fos:fogluc~ 

se isomerase continha 4 micromolos de glucoso-6-:fosfato,l-!-OO m,i 

cromoles do tampão TRIS/HCl pH 7,0 e extrato livre de células 

em concentraçÕes variáveis num volume :final de 1, ml .. O siste 

ma foi incubado durante 5 minutos a J0°Co ApÓs o perÍodo de i!}. 

cubação, a enzima foi inativada adicionando-se J,5 ml de uma 

solução de HCl (5:1) e a cor :foi desenvolvida com 0,5 rol do re 

agente Rcsorcinol (0,1 g de Resorcinol + 0,25 g de tiourÓia em 

100 rol de lcido ac:tico glacial) e aquecido durante 10 minutos 

a 80°Co A leitura foi procedida a 520 run em ospectrofotSmetro 

ucoleman" mod31o 6A. Foi :feito um tubo Branco sem extrato. A 

coloração desenvolvida no Branco corresponde à glucose-6-fosf!::, 

to. Foram feitos contrSles de cada tubo teste, em que a ~luco­

se-6-fosfato foi adicionada apÓs a inativação da enzima por HClo 

A curva padrão de frutose-6-fosfato foi realizada utilizando 

este substrato em concentraçÕes que variaram de 0,2 a 0 1 8 micr~ 

mol. Cada ponto da figura 2 representa a diferença entre a mé­

dia de experi3ncias testes paralelas o a média dos contrSles 

respectivos. 

Uma unidade de enzima :foi definida como sendo a 

quantidade do enzima que transforma 1 micromol de glucosc-6-fo~ 

TRIS = Tris(lüdro.ximotil)aminometano. 
....... 
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fato em frutosc-6-~osfato nas condiç;es do ensaio. 

J.J. Fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.1.11) 

ATP: D-~rutose-6-~os~ato 1-~osfotrans~erase. 

A atividade ~os~ofrutoquinase foi medida indireta-

mente através de onsaj o. espcctrofotonH~trico, acoplando-se ald.2_ 

lase, triose isomerase e al~a-glicerol ~osfato dcsidrogonase , 

e seguindo a oxidação do KADH a 340 nm ( SOLS & S". · .. AS, 1966) o A 

mistura de reação utilizada difere da original n :.que se refe-

re ao substrato empregado. Foi utilizado ATP ao. invés de GTP 8 

mas em concentração su~icientemcnte baixa para minimizar a ini 

bição alostérica causada pelo ATPo 

Para a extração da fos~o~rutoquinasc foi utilizado 

tampão ~os~ato (KHzP04/Na2HP04) 0,2.5 ~·I pH 6,.5 contendo EDTA 

0 8 001 !·I e HgC1 2 0,001 .. ~I. O sistema de incubação continha: 2.5 mi 

cromolos de tampão fosfato pH 6,.5; 0,1.5 micromol de NADH; 1 mi 

cromol de frutose-6-~osfato; 0,1 micromol de ATP; .5 micromoles 

de HgC1 2 ; 5 micromoles de Di t'iocri tri tol;· O, 08.5 U de aldolase; 

13 U de alfa-glicerolfosfato desidrogenase; 108 U de triose fo~ 

fato isomerase e extrato livre do células em concentraçÕes va-

. ~ . .. r1ave1s, num volume final do 1 1 0 ml, mantidos a temperatura de 

26°c. A reação ~oi iniciada com o extrato bruto e a leitura 

foi procedida a 340 nnto Fora:n realizados contrÔlos para subs 

trato cndÓgeno para cada concentração de enzima, para NADH oxi 

NADH = ao ta-Xico tinamida ~\denina Dinucloo t1doo • i'orma reduzida 
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dase (sem frutose-6-fosfato e sem enzimas acoplad 1ras) e para 

.. 
ATP endogeno. 

Uma unidade de enzima foi definida como sendo a 

quantidade de enzima que fosforila 1 micromol de frutose-6-fo~ 

fato por mimi to nas condiçÕes do teste. Para cada mol de fru t.2_ 

se-6-fosfato fosforilada, 2 moles de NADH são consumidos no sis 

tema de ensaio utilizado. 

J.4. Frutose Di-fosfato aldolase (E.Co 4.lo2olJ) 

D-frutose-1,6-difosfato D-gliceraldeÍdo-3-fosfato liaseo 

A atividade da frutose-1,6-difosfato aldolase foi 

medida seguindo-se a oxidação do NADH a .)40 nm 11 em ensaio .E:nzi 

mático acoplado com uma mistura de alfa-glicerolfosfato desi -

drogenase e triose isomoraseo Neste ensaio foram incluÍdos ions 

potássio e beta-mercapto etanol, desde que são necess~rios pa­

ra a atividade Ótima da enzima {RUTTER & HUNSLEY, 1966). 

A solução extratora era o prÓprio tampão utilizado 

no ensaio. O sistema do incubação continha: 50 micromolos de 

tampão glicilglicina (glicilglicina 0,1 ~~. Acetato de potássio 

0,2 M~ beta-mercapto etano! 5 x lo-2M) pH 7,5; 2 micromoles 

de frutose-1,6-difosfato; 0,15 micromol de NADH; lJ U de alfa-

glicerolfosfato desidrogenase; 108 U de triose fosfato isomer!!_ 

se e extrato livre do células em concentraçÕes variáveis, num 

volume final de 1 0 0 ml, mantidos a 26°Co A reação foi iniciad~ 

com a adição do extrato bruto. Foram realizados contr31os para. 
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substrato endÓgeno para cada concentração, de enzima e para 

NADH oxidase (sem frutose-1,6-difosfato c sem enzimas acop1ad~ 

ras). 
~ 

Uma unidade de atividade a1do1asica foi definida 

como sendo a quantidade de enzima que cata1isa a c1ivagem de 1 

micromo1 de frutose-1e6-difosfato por minuto sob as condiç~es 

descri tas. 

J•.5o G1icera1deÍdo-J-fosfato desidrogenase (EoCo lo2o1.12) 

D-gliceraldeldo-J ... fosfato: NAD+ oxidoredutase, fosforila!!, 

A gliceraldeÍdo-J~fosfato desidrogenase foi ensaia 

da medindo-se a redução do N . .\D+ a 340 nm, utilizando-se fruto ... 

sc-1,6-difosfato como substrato. Foram utilizadas aldolase e 

triose isomerase como enzimas acopladoraso 

Em outro ensaio realizado para determinação da ati 

vidade gliceraldeÍdo-J-fosfato desidrogenase, utilizamos D-gli 

ccraldeÍdo-J-fosfato., com uma mistura cquimolccular de ~steres 

triosc fosfato, preparada fazendo-se uma solução de D-gliceral 

deido ... J-fosfa to 1,:; x lo-2 :.1 c dihidroxiacetona fosfato 1,:; x 

lo-2 N. A dihidroxiacetona fosfato foi preparada a partir do 

sal de ciclohexilamonio dimetil cetal dihidroxiacetona fosfa 

to (DALLOU, 1960)o 

A enzima foi extraÍda com ED'fA 0,5 g/1 (sal tetra-

sodico)o Foi ensaiada espectrofotometricamcnte segundo o m&to-
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do de KREBS (1955) modificado como se sc~e: 21 micromoles de 

tampão pirofosfato pH 8,5. (pirofosfato de sÓdio O,OJ N, conte!! 

do cistefmi o,oo6 H, preparado momentos antes do uso); 0,7.5 mi 

cromol de KAD+; 15 micromoles de AsOl}; 10 micromoles de fruto.-

sc-1,6-difosfato; Op0B5 U de aldolase; 0 8 1 mg de triose isome-

rase, e concentraçÕes variáveis de extrato livre de células 

num volume final de 1,0 mle O sistema acima, sem As04, foi in-

cubado durante 5 minutos a 26°C. A reaç~o ~oi iniCiada com As04 

e a redução do NAD+ f'oi medida a J40 nm. Foram realizados con-

trÔles para substrato endÓgeno (sem frutose-1,6-dif'os:fato) pa-

ra cada concentração de enzima e para N!'.DH oxidas e (sem :fruto .. 

sc-1,6-di:fosf'ato e sem ~nzimas acopladoras). 

Uma unidade de atividade gliceralde.ido-J-:fosfato 

·desidro~enase foi def'inida como sendo a quantidade de enzima 

que oxida 1 micromol de gliceraldeldo-J-:fos:fato por minuto nas 

condiçÕes do testeo 

J.6. Triose fosfato isornerase (E.C. 5oJol.l) 

D~glicoraldc.ido-J-fosf'ato Cetol-isomerase. 

A atividade da triose isomerase f'oi medida seeuin-

do-se a oxidação do XADH a :;340 nm, em ensaio enzimático acopl~ 

do à alfa-elicerolfosfato dcsidrogenase utilizando-se DL-glic~ 

I' ralde1do-J-fosfato como substrato. 

A enzima foi extraida com tamp~o utilizado no tos-

NAD+ = 1\icotinamida adenina tlinucleot:tdeo, 1~orma oxidada. 
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teo O sistema de incubação utilizado (BEI~E~HERZ, 19.5.5) para 

o ensaio da triose fosfato isomerase era constitu~do: 40 micr~ 

moles de tampão ETA/HCl pH 7P.5í 1,6 micromoles de DL-gliceral­

deido-J-fosfato; 0,2 miuromol de ~ADH; 1,47 U de alfa-glicero.!. 

fosfato desidrogenase e extrato livre de c:lulas em concentra-

çÕcs variáYeis, num volume final de 1, O mlo A reação foi .inici 

ada com a adição do extrato bruto, apÓs o sistem 
N 

de reaçao 

ter sido equilibrado ~ temperatura de 26°c. Os cr~trSles de 

~ 

substrato cndogeno c NADH oxidase foram realizados como nos en 

saios anteriores. 

Uma unidade de .atividade triose fosfato isomerase 

foi definida como sendo a quantidade de enzima qtie catalisa a 

transformação de glice.raldeido-J-.fos.fa to em dihidroxiacetona · 

fosfato por minuto nas con.diçÕes do te.ste. 

3•7• Fosfoglicero quinase (EoC~ 2o7o2~J) 

ATP: J-fosfo-D-glicerato 1-fosfotransfcrase. 

A atividade da fosfogliccro quinase foi medida se-

guindo-se a oxidação do N.A.DH a J40 run 11 em ensaio enzimático a .. 

··coplado -~ gliceraldcÍdo-J-fosfato desidrogcnase, -segundo o-me-

todo descrito por B6CHER (19.5.5) modificadoo 

O extrato livre do células foi preparado utilizan­

do-se tampão pirorosfato o,OJ 111 pH 7,0 contendo EDTA.5 x lo-4 

:H como lÍquido cxtrator. 

ETA a 'frictanolamina 
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A atividade fosfoglicero quinas e foi ensaiada L:.na 

seguinte mistura de incubaç~o~ 21 micr6molos do t Lmp;o pirofo~ 

fato pH 7, O contendo EDTA .5 x 10-!~ Ni .5 micromolc..:> de ácido J-

D-fosfoglic~rico i .5 mic:-omoles de '~IgS04i 1 micron:ol de ATPi 22 

micromoles de cisteina; 2,7.5 U de glÍ.ceralde{do-J-fosfato desi 

drogenaso; OuJ.O micromol de NADH c extrato livre de células em 

concentraçÕes variáveisp num volume final de 1,0 nlo A reação 

... .. .. 
foi iniciada com a adiçao de extrato livre de ce'ulas apos o 

o sistema ter sido equilibrado à temperatura de 26 Co Foram rea-

lizados contrÔles para substrato e ATP cnd;gcno e NADH oxidàse 

como para os ensaios anteriores. 

Uma unidade de atividade fosfoglic6ro quinase foi 

definida como sendo a quantidade de enzima que catalisa a for­

mação de 1 micromol do D-l,J-difosfoglicorato por minuto nas 

condiçÕes do tostco 

J.B. Fosfoglicero mutase (E.C. 2.7 • .5oJ) 

2,J-Difosfo-D-glicerato:2-fosfo-D-glicerato fosfotransfe-

raso. 

A atividade da fosfoglicero mutase foi medida so2-

guindo-se a forn1aç~o de fosfoenolpiruvato espectrofotometrica­

monte a 240 nm, om ensaio enzimático no qual foi acoplado eno .. 

las e. 

.. 
O extrato livre de celulas foi preparado utilizan-

do-se tamp~o i:midazol 0,02 N pH BeO como lfquido extrator. 
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Para a medida da atividade ~osfogliccro mutase foi 

purificada enolase segund? o método descri to por i•lESTHEAD & ~IE, 

LAIN (1964)o A enolase purificadanão possuía atividade ~osfo ... 

gliccro mutaseo 

O sistema de incubaç~o continha: 14 micromolos de 

tamp~o imidazol pH 8,0; enolase 0,2 U; 1 micromol de NgCl2; 5 

micromolos de ácido J-fos~oglic:rico e concentraçÕes variáveis 

de extrato livre de células, num volume :final de 1.0 mlo O api!;. 

relho foi calibrado com um tubo branco contendo todos os roa-

~ -gentes, exceto o extrato livre de colulaso A reaçao foi inici~ 

da com ácido J-D-~osfoglicÓricoo Foram realizadas leituras do 

... . ,. . .., .. 
tempo zero para cada concentraçao de enz1.ma apos a ad1.çao de !.!. 

cido J-D-fos~oglicérico. Novas leituras foram :feitas depois de 

~ocorridos JO minutos de incubição a 26°c. Foram realizados 

contrÔles de substrato endÓseno para as diversas concentraçÕes 

de enzima e testadas, para as mesmas, quantidades catalfticas 

de lcido 2,J-di:fosfoglicÓrico (lo-5 M)o 

Uma unidade de atividade fosfoglicero mutase :foi 

definida como sendo a quantidade de enzima quo catalisa a for-

mação de 1 micromol de ~os~ocnolpiruvato por minuto sob as coa 

diçÕcs descritas. 

3•9• Enolase (EoCo 4.2.1.11) 

2-fos~o-D-gliccrato hidro-liasc. 

A atividade da enolaso foi medida seGuindo~so a for 
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mação de :fosf'oenolpiruva to espectrof'oto;ne~ricamente a 240 nm , 

segundo o mÓ todo descri ~o por \vESTHEAD { 1966). 

A.extração da enzima foi realizada com tampão TRIS/ 

Acetato 0 11 0.5 N pH 7,4, contendo EDTA 2 x lo-.5 H. 

O sistema de incubação continha: 50 micromoles de 

tampão TRIS/Acetato pH 7,4; 0p0l micromol de EDTA; 2 micromo .. 

los de Acetato de 1·iae;nésio; 2 rnicromoles de ácido d(+) 2-fosf'.2_ 

glicérico e extrato livre de células em concentrações variáve-

is, rium volume final de 1,0 ml. A reação foi iniciada com a pr.<:; 

~ .. .. 
paraçao do éxtrato livre de celulas, apos o sistema de incuba-

ção ter sido equilibrado à temperatura de 26°C. O aparelho foi 

calibrado com água destilada mais extrato para cada quantidade 

variável de erizima. Como contrôJ.e·foi determinado a medida do 

substrato endÓgeno utilizando um sistema sem ácido d(+) 2-f'os- · 

fo glicérico. 

Uma unidade de atividade enolase foi definida como 

sendo a quantidade de enzima que catalisa a formação de 1 mi -

cromol de f'osfoenolpiruvato por minuto sob as condiçÕes descri, 

tas. 

J.lO. Piruvato quinase (EoCo 2.7olo40) 

ATP: piruvato 2-0-fosfotransferase. 

A piruvato quinasc foi ensaiada em um sistema aco-

plado com a reação da desidroeenase l<.~tica, seeund~.- o método 

descri to por VALENTINE & TMlAKA ( 1966) o 
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O extrato livro de células fo~ preparado utilizan­

do-se tampão trietanolamina pH 7,5 (3EISENHERZ, 1955), como li 

quido extrator. 

O sistema de ensaio era constituído cio 20 micromo-

los de tampão ETA pH 7 1 5; 67,.5 micromoles de KCl; 71 2 micromo-

lcs de NgS04; 0 1 4 micromol de ADP; 0,1 micromol de NADI-I; l,J.5 

micromoles de PEP; 24,4.5 U de desidrogenase l~tica e extrato 

livre do c~lulas em concontraç~es vari~vcis, num volume final 

de 1 1 0 ml. O extrato bruto e todos os reagentes, exceto o PEP, 

foram pipetados wu uma cubeta, que foi colocada na c&mara do 

espectrofotômetro para equilibrar a temperatura (26°C). A rea­

ção foi iniciada com a adição do PEP. Foram realizados contrô-

los de substrato cndÓgeno utilizando um sistema sem PEP e de 

NADH oxidas e com um sistema sem a presença do substrato c sem · 

dcsidrogcnase l:tica. 

Uma unidade de atividade piruvato quinase foi defi 

nida como sendo a quantidade de enzima que catalisa o consumo 

de 1 micromol de fosfoenolpiruvato por minuto sob as condiç~es 

descritas. 

3.11. Lactato desidrogenaso (E.C. 1.1.1.27) 

L-Lactato: NAD+ oxidorodutaso. 

A atividade da lactato desidrogcnase foi medida s~ 

guindo-se a redução do NAD+ a 340 nm, utilizando piruvato como 

substrato, segundo o m:todo descrito por STOLZENBACH {1966}. 

PEP c: fosfocnolpiruvato; .:illP a Adcnosina-5 1-difosi'ato. 
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... 
O extrato livro de cclulas pa1~ o ensaio da lacta-

to dosidrogonase foi preparado com tampão :fosfato O, 2.5 }i pH 7. 

O sistema de incubação ora oonstituido de 12.5 mi -

cromoles do tampão fosfato pH 71 0; 0 0 5 micromol de piruvato de 

sÓdio; 0 0 1.5 micromol de NADH o extrato livre de células em con 

contraçÕes variáveis, num volume :final do 1,0 mlo A reação foi 

iniciada com a adição de o~trato bruto, ap&s o sistema de rea. 

ção t~r sido equilibrado ~ temperatura de 26°c. Foi realizado 

contrSle do substrato e~d&&cn~ .para cada concentração de enzi-

ma. 

Uma unidade de atividade lactato desidrogenase foi 

dofinida como sendo a quantidade de enzima que oxida 1 micro -

mo1 de piruvato por minuto nas condiçÕes do ensaio. 

J.12. G1ucose-6-fos:fato dosidrogenase (E.C. 1.1.1.49) 

6 + . D-g1ucose- -fosfato: NADP 1-oxidoredutase. 

A atividade g1ucose-G-fosfato desidrogenasc foi m~ 

dida seguindo-se a redução do NADP+ a Jl..tO run 11 durante a oxida .. 

ção da glucose .. 6-fosfato, segundo o método descri to por XOL'DIA~N 

et a1ii ( 1961). 

O extrato livre de células foi preparado utilizan-

do-so tampão glicilglicina 0,1 }[ pH 0 0 0 coco liquido extrator. 

O .sistema de incubação era consti tufdo de 00 micr.2_ 

moles de tampão glicile;licina pH o.o; 1 micromol dE. glucose-6-

.fosfato; O,J micromo1 de NADP+; 10 micro~o1es de NgSO~. e con -
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contraçÕes variáveis de extrato bruto; nllll) volume final do 1,0 

mlo Todas as diluiçÕes de reagentes foram feitas m1 EDTA 0,05!-1 

gelado pH 8 0 0. A reação foi iniciada pela adição do extrato li 

vre de células, apÓs o ~istema ter sido equilibrado à tempera-

tura de 26°C. Foi realizado contrÔle 
.,. 

para substrato endogeno 

para cada concentração de enzima e testes utilizando NAD+ em 

substituição a NA.DP+. 

Uma unidade de atividade glucose-6-f(3fato desidr.2, 

genase foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a 

oxidação de 1 micromol de glucose-6-fosfato por minuto nas con 

diçÕes do ensaio. 

J.lJ. 6-Fosfogluconato desidrogenase (E.C. 1.1.1.44} 

6-fosfo-D-glucona to~. N.'\.Dp+ 2-o xidoredn tas e, descarbo xi -

lante. 

A atividade 6-fosfogluconato desidrogenase foi es­

timada seguindo-se a redução do NADP+, durante a oxidação e 

descarboxilação do 6-D-fosfogluconato para ribulose-5-fosfato 

e C0 2 (PONTRENOLI, 1966). 

O extrato livre de c:lulas foi preparado utilizan­

do-se tampão glicilglicina 0,1 N pH 8,0 como lÍquido extrator. 

A mistura de incubação (volume final = 1,0 ml) co~ 

tinha: 60 micromoles de tampão glicilglicina pH 8,0; 10 micro-

moles de MgS04; 1,5 micromolcs de 6-fosfogluconato; O,J micro-

NADP+ "' Nicotinamidu. Adcnina Dinuclcot~doo .Fosfato, forma oxi .. 
dada o 
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mol de NADP+ e extrato livre de células em concentraçÕes vnrif 
IV ~ ~ fl'/l 

veis. A rcaçao foi iniciada pela adiçao da preparaçao enzimat.!, 

ca ap&s o sistema ter sido equilibrado a 26°c e a leitura pro­

cedida a J40 nm. Foram realizados contrÔles de S!i!:lstrato endÓ­

geno para cada concentração de enzima e testes utilizando NAD+ 

em substituição a NADP+. 

Uma unidade de atividade 6-fosfogluconato desidro-

~enase foi definida como sendo a quantidade de enzima que cat~ 

lisa a oxidação de 1 micromol de 6-fosfo~luconato por minuto 

nas condiçÕes do ensaio. 

,3.14. Transcetolase (E.C. 2.2.1.1) 

Sedoheptulose-7-fosfato: D-gliceralde{do-J~fosfato Glico 

laldeido-transferase. 

A transcetolase catalisa a formação de gliceralde,Í 

do-J-fosfato c heptulose fosfato a partir de uma mistura de xi 

lulose-5-fosfato e ribose-5-fosfato. Na presença do triose fo~ 

fato isomerase e alfa-glicerolfosfato desidrogenase, a triose 

fosfato é reduzida a alfa-glicerofosfato pelo NADH, cuja oxida 

ção foi seguida espectrofotometricamonte a J40 nm(RA.CKER,19.5.5), 

Para a obtenção da mistura de pentoses fosfato fo-

ram purificadas ribulosc-5-fosfato cpimorase e ribose-5-fosfa-

to isomerase. Como ambas as enzimas são utilizadas no teste, 

não houve necessidade de purificá-las scparadamentc;foram, por 

tanto, purificadas como uma mistura, a partir de baço de rato, 
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segundo o m~t.->do descrito por NOVELLO &. 1-loLEAN (1968). A mist"!:!_ 

ra de enzimas n;o possuia atividade transaldolase. 

O extrato livre de células foi preparado utilizan­

do-se tampão imidazol 0,02 1-1 pH a,o como liquido extrator. 

O sistema de incubação era constitu{do do 14 micr~ 

moles do tampão imidazol pH a,o; 5 micromo1cs de ribose-5-fos-

fato; J micromoles de Z.IgC1 2 ; 0,15 micromol de NADH; 0,11.5 mi ... 

cromol de Ti~mina pirofosfato; 9 0 576 U de triose fosfato isom~ 

rase; 10 U de alfa.glicerolfosfato dosidrogenase; 0,002 mg da 

mistura de ribose-5~fosfato isomerasc e ribu1ose-.5-fosfato ap! 

merase, num volume final de 1,0 m1o Todos os reagentes, exceto 
N ,p . 

a preparaçao enzimatica~ foram pipetados em uma cubeta o o si~ 

tema foi incubado durante 5 minutos. ApÓs a incubação foi adi-

.. 
cionado o extrato bruto, e o registrador foi acionado apos o 

2g minuto depois de iniciada a reação porque a experiência in-

.. .. ~ 

dicou que a mesma e linear apos este per1odoo Foram realizados 

testes para substrato endÓgeno 0 NADH oxidase, epimerase o iso-
,p 

merase endogona. 

Uma unidade de atividade transcetolase é definida 

como sendo a quantidade do enzima que catalisa a formação de 1 

micromol de glicera1defdo-J-fosfato por minuto nas condiçÕes 

do ensaio. 

;3.1.5. Evidenoiação dos Produtos Intermediários das ReaçÕes não 

oxidativas do Ciclo das Pentoses. 
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Embora não tenham sido determinadas as atividades . 
especificas, foram realizadas experiências para a evidenciação 

das atividades ribose-5-fosfato isomerase (EoCo .5 .. 3.1.6 - D-ri 

bose-.5-fosfato Cetol-isomerase), ribulose-.5-fosfato epimerase 

(EoCo .5olo3ol - D-ribulose-.5-fosfato J-epimerase) e transaldo­

lase (EoCo 2o2olo2- Sedoh.eptulos"h-7..,fosfato: D-c;liceralde!do-

3-fosfato dihidroxiacetona-transferase), atrav~s de an~lises 

semi-quantitativas dos intermedi;rios da via. 

Preparou-se um extrato livre de c~lulas a partir 

de J g de c:lulas (peso Úmido)o As células foram rompidas com 

areia do mar previamente tratada numa proporção de 1:2 (p/p)em 

um gral, 1 temperatura de 4°Co A cxtraç~o foi realizada com 

tampão TRIS/HCl 0,0.5 N pH 7,6, numa proporção de 1:1 (v/v), s~ 

guido de centrifugação a 7 000 x g durante 20 minutos em cen -

trifuga "International" mod~lo PR-2 0 refrigerada. O sobrenadan 

te (extrato livre de células) foi passado at~av~s de uma colu-

na de Sephadex G-1.5 (h m 30 em e ~ c 2pl6 em) equilibrada com 

t ... I 6 ,. N ampao TRIS HCl 0 1 0.5 i'-1 pH 7, e elu~do com o mesmo tampa o o To-

das as.operaç~es até o momento da incubação foram realizadas 1 

temperatura de 4°Co 

O sistema de incubação continha JOO micromole~ de 

tampão TIUS/HCl pH 7,6; 100 micromoles de D-ribose-.5-fosfato ; 

80 micromoles de HgC1 2 e extrato livre do células (18 mg de prS?_ 

teina), num volume total de 1.5 ml .. Foram retiradas alÍquotas 

de 2,0 ml aos O, .5 0 1.5, JO e 60 minutos de incubação em banho-



. ~ Mater1ais e Nctodos - 32 -

Maria a J0°C, que foram precipitadas ~dicionando-se-as a l,Oml 

de ácido perclÓrico 70 % .. ApÓs centrifugação a i .)00 x g dura!}. 

te 20 minutos 0 o sobrenadante foi neutralizhdo com KOH 20 % • 

ApÓs nova centrifugação para retirar o KCl04 precipitado, uma 

al:t'quota (0,05 ml) dos sobrena.da.ntes dos diversos tempos de i,D. 

cubação foram testados pelos m~todos de Cisteina/H2so4. ; Ciste 

ina/Carbazol (ASIDvELLp 1957) e Orcinol (HORECKER. 1957), tra-

çando-se o espectro de absorção de cada sistemao Foi realizado 

,.. ... .. 
um controle na mesma proporçao de reagentes, porem sem substra 

to. 

3.16. Fosfogluconato dehidratase (EoCo 4o2olol2) - 6 ... fosfo-D-

gluconato hidro liaseo 

6-fosfo-2-ceto-J-deoxi-D-eluconato aldolase (EoC. 4.~.2. 

14) - 6-fosfo-2-ceto-J-deoxi-D-gluconato D-gliceraldef-

do-J-fosfato liase. 

A fosfoglnconato dehidratase converte o ácido 6 ... fo~ 

foglucÔnico a um ceto ácido fosforilado, que pela ação da 2-c~ 

6 ~ ~ 

to-J-deoxi- -fosfogluconato aldolase, dara como produto acido 

pirÚvico e D-gliceraldcido-J-fosfato. 

A presença de ambas as enzimas em extrato brutci de 

Ficnop~rus cinnaharinus foram pesquisadas pela tentativa de de 

terminação dos ceto ácidos intermedirrios em sistemas de incu-

bação contendo :cido 6-fosfoglucônico, glutationa reduzida,ions 

Fe++ ou Mg++ ou Mn++ e extrato livre de c;lulas a diferentes pH. 
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Ap;s um perÍodo do incubação de ;30 mi'luto~ a ;30vC foi pesquis~ 

da a presença de ácido pirÚvico pelos métodos de miEDENANN & 

HAUGEN (194;3) e NacGEE & DOUDOROFF (1954) para al.fa-ceto áci -

dos totais. 

4. Estudos MetabGlicos por Radiorespiromotriao 

N 14 N A proporç;o de produçao de co2 pela oxidaçao da 

clucose marcada em distintos átomos de Carbono fo determinada 

pelo mé'todo descri to por ZAGALLO & \vANG (1967) c~.-;ü algumas mo-

dificaçÕes. 

Foi utilizada uma cultura de ~ocinnabarinus com 48 

horas de crescimento a 28°C em agitador rotatÓrio a 100 rpmo O 

meio de cultura (600 ml) estava contido em frasco erlenmeyer 

-de 2 litros de capacidade e o inoculo foi padronizado de manei 

ra a produzir micélios homogêneos (.± 5,.5 g- peso Úmido)o Os 

micélios foram coletados por filtração em gaze e lavados com 

~ - N agua destiladao Removida a agua de lavagem por compressao, os 

micélios foram pesados (50 me ... peso Úmido) e colocados em je-

jum por 10 horas em 2,75 ml de tamp;o fosfato 0,1 M pH 6,2, em 

.frascos do 60 ml de capacidadoo A quantidade de mic:lios para 

cada frasco foi escolhida de maneira que a concentração celu -

lar utilizasse uma quantidade apreciável de glucose em 4-6 ho-

ras. Esta concentração celular Ótima foi determinada realizan­

d~ uma experiência preliminar com glucose-U-lL~Co A concentra _ 

ção final de glucose em todas as experiências foi de 0,2 %o A-



Materiais e M:todos - J4 -

pÓs as 10 horas de jejum, foi adicionado âOS frascos contendo 

50 mg de c:lulas, 0,25 ml de glucose (lJJ micromoles/ml) espe-

cificamente marcada em diferentes ;tomos de Carbono (D-glucose 

14 5 6 14 5 I -1- c, 5 0 68 x 10 cpm/mlj D-glucose- - C, 4, 04 x lO cpm ml; 

14 5 14 
D-glucose-J- c, J,6 x 10 cpm/ml; D-glucose-J,4- c, 40 08 x 

105 cpm/ml). Os frascos !'oram hermeticamente fechados com tam­

pa de borracha e selo de alumÍnio,. tendo suspenso em seu inte-

rior, um fino arame servindo de suporte a 10 pedaços de papel 

de filtro Whatman N2 17 de 0,56 em de diSmetro, que foi coloca 

do no terço superior do frascoo Os frascos foram, ent~o, colo-

cados em um banho-Maria (Dubnoff Netabolic Shaker Incubntor) a 

28°C com agitação por perÍodos de tempo determinados. Ao final 

do tempo de incubação, foram injetados 0,2 ml de beta-feniletil 

.. 
amina atraves da tampa de borracha, embebendo cuidadosamente o 

suporte com pa~el de filtro, para absorver o co 2 formado; 0 1 25 

ml de {cido perclÓrico 70 ~ diretamente na mistura de incuba -

ção para interromper a reaç~o e converter qualquer bicarbonato 

formado a COzo Os frascos .foram colocados novamente no banho .., 

Haria por JO minutos para permitir uma absorção quantitativa 

de co 2 • Ao final do tempo de incubação, o suporte contendo pa­

pel de filtro o base foram colocados em 10 ml do lÍquido do 

cintilação (BRAY, 1960) e levados ao sistema de cintilação li-· 

quida "Beckman", modalo LS-lJJ, apÓs 7 1/2 horas, desde que h; 

um aumento significativo no cpm durante as primeiras horas a -

pÓs a mistura da base com o lÍquido de cintilação. Os frascos 
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- A ( dos diferentes tempos de incubaçao e ~rasços controles sem gl~ 

cose marcada) foram incubados guardando-se um int1rvalo de te~ 

po suficiente para so obedecer tempos exato~ de incubaç~o e con 

tagem sem a inter!erônc:La das operaçÕes realizadaso Todas as ex 

periôncias foram realizadas em duplicata e os resultados obti -

dos representam uma média das mesmas. 

Os sistemas foram depois filtrados cr Nillipore (25 

mm cr ~ e O, 4.5 micron c poro - Sartorius) para rer'olher as célu­

laso ApÓs terem sido lavadas exaustivamente com ~gua destilada, 

as membranas mais as có'lulas foram colocadas em 10 ml do lÍqui-

do de ci~tilaç~o para contaeem da radioatividade incornoraea • 

.5. Nétodos Anal!'ticos. 

As atividades especÍficas foram calculadas dos grá-

ficas do conccntraç~o do enzima x substrato consumido ou produ­

to formado. Estes Últimos valores foram calculados para as ve1.2_ 

cidades iniciais nos primeiros minutos da rcaçio .. Nos casos em 

que houve um perfodo de »lag", foi utilizado a velocidade mixi-

ma atineida .. 

A atividade especÍfica foi definida como unidades 

de atividade onzi~~tica por mg de proteÍna. A concontraç~o de 

proteÍna foi determinada pelo método de LO\'t'RY ct alii ( 19.51) , 

utilizando. albumina bovina como padr~o .. 

O coof'icionto de extinçaÕ molar do KADH a )40 nrn 

foi considerado como sondo ieual a 6,22 x lOJ cm- 1 .. M- 1 (HORB. 
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CKER, 1948) e o coeficiente de extinção molar do PEP a 240 run 

foi considerado como SCtldO igual a 1 0 7J x 10 3 cm- 1 .1-1 .. 1 ( \\'OLD & 

BALLOU 11 19.57). 

As leituras a 240 nm c J40 nm foram realizadas em 

espectrofo tô:nctro 11 Beckman 11 , modêlo DU 0 com registrador. 

Os espectros de absorção foram traçados utilizando 

-se espectrof'otômctro 11 Beckman 11 , modêlo DU e 11 Varian 11
11 modêlo 

A estimativa das contribuiç~es relativas das vias 

de utilizaç~o da glucose em Pocinnabarinus foi feita de acor-

do com o m:todo de WANG et al. (1959). 

A fração da glucose degradada pe~a oxidaç~o diretas 

GlillPo envolvendo uma clivagcm C1-C.5 foi calculada por: 

0 onde 

G111 G6 representam a atividade total recuperada em 

co 2 metab&lico de c:lulas utilizando quantidades iguais de gl~ 

cose-l-14c e glucoso-6-14c11 respectivamente. GT, representa a 

atividade total de glucose-14c aruninistrada. GT•, representa a 

atividade total incorporada à c:lula. 

A fraç~o de glucose degradada pela via EMP 0 GEMP 9 

foi calculada através de: 
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A estimativa das contribu!ç~es relativas das vias 

fP 
foi, ainda 8 realizada de acordo com o metodo de K \TZ (196J),om 

N 

pregando-se de suas equaçoes a seguinte: 

Glco 2 ... G6co 2 ... 

1 G6co2 
3 PC 

1 + 2PC 

As incubaç;es 0 a medida do COz liberado, a radioa­

tividade incol~porada à c~lula foram realizadas co forme descri 

to anteriormente c, a glucoso residual no meio foi medida pela 

clucose oxidaso (SOLS, 1958). Os ensaios foram realizados em 

duplicata em 4, a, 10 e 12 horas tendo0se o cuidado de traba • 

lhar em condiçZes est:reis. Aos sistemas da incubaç;o foi adio 

oionado 22,J7 micromo1es de g1ucoso, sendo que a glucose.l-14c 

g1u .. npresentava atividade especÍfica de 7 216 cpm/micromol, a 

coso ... 6 ... 14c a atividade especÍfica de 6 185 cpm/micromo1 e a 
14 . 

elucose ... J, 4.. c 6 519 cpm/micromolo 
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I) DETElliliNAÇÃO DE ATIVIDADE ESPECÍFICA DAS ENZIMAS QUE CONSTI 

TUEM A VIA EI>IBDEN ... MEYERHOF-PARNASo 

Q;_lucoqui~~ 

~ 

A presença do glucoquinaso no extrato livre de celulas foi 

detectada medindo-se a glucose residual apts a fosforilação& 

conforme se observa na figura lo 

• • o 
u 
;, 

OI 
I 

o 

0,2. 
' ' ' ' ' ' ' b, 

' ' ' ' ' 

Figura 1 

' o' ' ' 

' ' ' ' ' ' ., o, 
................................ 

-- --cr 
Roeldual 

~g protolna 

Sistema de incubaçãoa 0 1 2 micromol de gluc~se, 0,75 
micromol do MgCl2; 0,2 micromol de tamp~o fosfato 
pH 7,5; 0,7.5 micromol de ATP o extrato livre de cé­
lulas em concentraç~os vari:vois. Volume Cinala lml 
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Fosfoglucoisomerase 

A existência de fosfoglucoisomerase foi indi~~da pela form~ 

N -çao de cetohexose 0 quando o extrato livro de celulas foi i~ 

cubado com glucose ... 6oofosfato na ausência de NADP+ (Fig.2). 

Figura 2 
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Sistema de incubaçãoa 4 micromoles de glucose-6 -
fosfato; 4oo micromoles do tamp;o TRIS/HCl pH 7 e 
extrato bruto nas concentraç~es indicadas, num vo 
lume final de 1 ml. A frutoso-6-fosfato formada­
foi medida conformo descrito em Materia:i:; e HÔto .. 
dos. 
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Fosfofrutoquin~se 

A determinação da atividade fosfofrutoquinase 10 extrato • o 

de grande importânoiae uma vez que es~~ etapa - . > a unica que 

efetivamente pertence somente à sequênc·la glicolftica sendop 

H iJ 
entaop considerada uma oaracter1stica da v~a e constituindo 

~ ~ N ~ 

um ponto de controle sujeito a regulaçao metabolioa. A fos-

fofrutoquinàse foi detectada em extrato bruto .de f.cinnaba~ 

rinus 0 conforme mostra a figura Jo 
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Figura J 
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Sistema_de incubação~ 25 micromoles de tampão fosfa 
to pH 6 0 5; 0,15 mlcromol de NADH; 1 micromol de fr~ 
tose-6 .. fos.fato; 0 1 1 micromol de ATP; 5 micromoles­
de MgCl2; 5 micromolos da Ditioeritritol;Oe005 U de 
aldolaso; lJ U do alfa-glicerol.fos.fato dosidrogena. 
so; 108 U de triose isomerase e concontraç~os vari: 
veis de extrato bruto, num volumo final de 1 ml. -
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Frutose-1 2 ó~difosfato Aldolase 

O equilÍbrio da reação daaldolase favorece a formação da f~ 
#' 

toseol,6mdifosfato. Para que ocorra uma clivagem mensurava~ 

o sistema de reação deve fornecer condiç~es para que ocorra 

uma remoção eficiente das trioses formadas. Utilizando o e~ 

• ~ p 
saio enzimatico acoplado a enzima piridina nucleot1deo de • 

pendente (alfa-glicerolfosfato desidrogenase), determinamos 

a atividada especÍfica da frutoseal,6-difosfato aldolase no 

extrato bruto (Figura 4). 

Figura 4 
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Sistema do incubação2 50 micromolcs do tampão elicilgl! 
oina pH 7,5 (ver Materiais o M:todos); 2 micromolos de 
frutose-l 0 6 ... difosí'ato; 0,15 micromol do NADH; lJ U de a1 
fa .. glicorolí'osfato dcsidroeonase; 108 U de trioso f'osí'a­
to isoruorase e extrato bruto nas concentraçÕes indica : 
das, num vo1Úme í'ina1 do 1 ml., 
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Gliceraldoido-J-fosfato desidrogenase 

Para demonstrar a rerlução do NAD+ durante a oxidação do gli 

ceralde:fdo ... J ... fosfa to pelo extra to bruto de E,o cinnabarinus 11 

foram realizados ensaios utilizando diversos m8todos. Estes 

métodos diferiram apenas no substrato empregado. O resulta ... 

do apresentado na figura 5 0 foi o melhor obtidop usando fru 

tose-lp6-difosfato como substrato e acoplando aldolase ac 

sistema. 

Figura 5 
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Sistema de incubaçãoz 21 micromolcs do tampão piro 
fosfato pH 8 0 5 (vor Materiais e M:todos); 0 0 75 mi: 
cromol de NAD; 15 micromoles de As04; 10 micromolos 
do frutoso-1,6-difosfato; 0 5 085 U de aldo1ase; 0 0 1 
mg de.triose isomeraso o extrato bruto nas concen­
traç~es indicadas, num volume final do 1 ml. 
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Trioso fosfato isomerase 

A triose fosfato isom~rase, ensaiada utilizando~se DaJ-gli­

ceralde:fdo fosfato como substrato e acoplando alfa ... glicero!, 

fosfato ao sistema, medindo-se a oxidação do NADH, apresen-

tou uma elevada atividade, como pode ser verificada na fig~ 

ra 6. 

Figura 6 
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Sistema do incubaç~oz 40 micromo1es de tampio 
ETA/HCl pH 7 0 5 (ver Natoriais o Hétodos);l 9 6 mi ,. -cromoles do DL-glicoralde~do.J-fosfato; 0 0 2 rui-
cromo! do NADH; 1 8 47 U do alfa-glicerolfos:fato 
dosidrogenase e extrato Lruto nas concentraçÕes 
indicadas. Volumo final = 1 mlo 
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2-fosfoglicerato quinase 

A J.fosfoglicerato quinase foi detectada no extrato livre do 

~ 

colulas de R,ocinnabarinus 0 conforme os resultados apresent~ 

dos na figura 7o A determinação f'oi realizada no sentido i,!l 

verso da glicolise para evitar interferências de outras en-

zimasp uma vez que os ensaios foram realizados com extrato 

brutoo 
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Figura 7 

at ao-3 mg 
prote(na 

Sistema de incubação: 21 micromoles de tampão piro~ 
fosfato pH 7,0 (ver Materiais e M:todos); ~ micromo 

"" "" -los de acido J-D-fosCoglicerico; 5 ruicromolos do 
J.lgS04; ·1 micromol do ATP; 22 micromolcs de cistcina; 
2o 7 5 U do gli coraldofdo .... J-í'o sí'a to desidrogenase; O 0 1 · 

i 1 N .:> 
m cromo de NADH e concontraçoes variaveis do extra 
to bruto 9 num volume final de 1 mlo -



Resultados 

Fosfoglicoro mutase 

A interconversão de D-J-fosfoglicerato em D-2-fosfoglicora. 

~ 
to pelo extrato livro do colulas de fecinnabarinus foi de-

monstrada acoplandoQse enolase ao sistema o seguindo a for­

mação de fosfoenolpiruvato espectrofotometx·icamenteo A fig!l 

ra 8 apresenta uma superposição de curvas obtidas em onsai. 

~ ~ ~ 

os realizados com e sem a adiçao de acido 2 0 Jadifosfoglico. 

rico o 

Figura 8 
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Sistema do incubaçãoz 14 micrornoles do tampão irni .. 
dazol pH 8,0; enolase 0 0 2 U; 1 rnicromol d MgC1 2 ; 
-5 microm~los de ~cido J-fosfoGlic;rico e extrato ll 
vre de colulas nas concontràçoes indicadas. Volume 
final "' l ml. o com ácido 2 0 J-difos:fo glicéri .. 

~ ~ 

co; Q som aoido 2 11 J-difosfo glicerico. 
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Enolase 

N 

A enolase~ enzima que catalisa a etapa da conversao do 2. 

fosfoglicerato em. fosfoenolpiruvato 0 tam~em foi detectada no 

extrato livre de c:lulas de focinnabarinus 0 e os resultados 

encontram-se na figura 9· 
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Figura 9 

X J0-3 mq proteína 

Sistema do incubaç~o~ 50 micromoles do tampio TR~ 
-Acetato pH 7,4; 0,01 micromol de EDTA; 2 micromo 
les de Acetato de Nagn:sio; 2 micromoles de :cid; 
d(+) 2-fosfoglicÓrico e extrato bruto nas conccn­
traç~os indicadas, num volume final do 1 ml~ 
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Piruvato quinase 

A transferência do grupo fosfato do fosfoenolpiruvato para 

ADP, produzindo piruvato livre, pelo extrato livre de c~lu-

las de ~ocinnabarinus est: demonstrada na figura 10. 

Figura lO 
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Sistema de incubação: 20 micromoles de tampão ETA 
pH 7oS; 67,5 micromoles de KCl; 7 0 2 micromoles de 
NgS04; 0,4 m:i.cromol de ADP; 0 0 1 micromol de NADH; 
1,35 micromolos do PEP; 24p45 U de desidrogenaso 
lática e extrato bruto nas concentraçÕes indicad~ 
num volu~e final de 1 rolo 
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Lactato desidrog~~ 

A figura 11 mostra ~ existência da lactato dcsidrogonae no 

extrato livre do célulaso Com a detenninação desta enzima , 

a Última da sequôncia glicolitica sob condiç0es anaerÔbica~ 

fica demonstrada a presença de todas as enzimas que constia 

tuem a via ENP no extrato livre de células de focinnabar~. 

Figura 11 
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Sistema de incubação: 125 micromolos de tampão 
fosfato pH 7 0 0; Op5 micromol do piruvato; Orl5 
m!cromol ~e NADH e extrato bruto om concentra­
çoos variaveis 0 num volume final de 1 mle 
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II) DETERMINAÇÃO DAS EN7IN.AS QUE CONSTITUE~·! A VIA HEXOSE NONO.., 

FOSFATO o 

~1ucose-6~fos~ato dcsidrogonu~ 

A figura 12 mostra a redução do NADP+ pelo extrato durante 

a oxidação da glucose-6-fosfatoe Observou-se que este in -

termediário da via I~iP foi rapidamente oxidado, indicando 

a presença de glucose-6cfosfato desidrogenase. 
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Figura 12 

X 10-3 mg protoina 

Sistema de incubaç~o: 80 micromoles de tampão 
g1ici1g1icinu pH 8,0; 1 micromol de glucose ... 6 ... 
fosfato; 0 0 J micromol de NADP+; 10 micromoles 
de MgS04 o extrato bruto nas conccntraç~~s inm 
dicadas, num volume flnal de 1 mlo 



Resultados 

A glucose ... 6 ... fosfato dosidrogenase parece ser estr_!.. 

tamente NADP+-dependenteo Os testes realizados utilizando-se 

NAD+~ demonstraram que a glucose-6-fosfato não é oxidada por 

esta piridina nucleotfdeo 0 como pode ser observado na figolJo 

Figura 13 
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Sistema de incubação: 00 micromolos de tampão gli 
oilglicina pH 8 0 0; 1 micromol de glucose-6-fosfa: 
to; 0 11 J microruol de NADP+ (ou NAD+); 10 nücroruo ·­
los de M~S04 o oxtrato livre de c8lulas (O,OJ2 mg 
do prote1na) 0 num volume final do 1 rnlo 



Resultados 

6 .. fosf.2..G.luconato desidro{jcnase 

O 6afosfogluconato também foi rapidamente oxidado durante a 

redução do NADP+ pelo extrato 0 indicando a presença de 6 -
fosfogluconato desidrogenase bastante ativa em extrato li -

vre de células de ~ocinnabarinuso 

Figura 14 
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Sistema de incubaç~o: 60 micromolos do tamp~o gli­
biglicina pH O,O; 10 micromoles de MgS04; 1 0 5 mi " 
cromolos de 6.fosfogluconato; 0 0 J micromol do NADP+ 
o extrato bruto nas concentraç~es indicadas, num 
volume final de 1 mlo 
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, 
A 6-~osfogluconato desidrogenaso parece 0 tambem t 

ser estritamente NADP+-dependenteo Os testes realizados utilio 

~andouso NAD+ 0 demonstram que o 6~fosfogluconato não é oxidado 
, 

pelo extrato livro de colu1as 11 como pode ser observado na fi~ 

ra 1.5. 
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H 6 H Sistema do incubaçuo: O micromol.es do tampao g1i 
cilglicina pH 8 11 0; 10 micromo1os de MgS04· 1 11 .5 rni 
cromolos de 6-fosfogluconato; 0 0 3 micromo~ do NAD+ 
(ou NADP+) e extrato livre do células (0 0 06.5 mg 
de proteÍna). num volume final do 1 mlo 



Resultados - 2J-

Transcetolase 

A figura 16 representa uma 
#W 

curva de concentraçao de enzima 

demonstrando a presença do transcetolase no extrato livre de 
<!' 

oelulas de ~.cinnabarlnuso 

Figura 16 
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Sistema de incubação: 14 micromoles de tampão imi~ 
dazol pH 0 0 0; 5 micromoles de rlbose-.5-fosfato; J 
micromolos do .HgCl2; O~ 15 micromol de NADH; 0,11.5 
micromol do TPP; triose fosfato isomorase 9o57 U; 
alfa-glicerolfosfato dosidrogenase 10 U; mistura ~ 
ribose-5-fosfato isomerase e ribuloso-S-fosCato c~ 
merase 0,002 me e extrato livre do células nas cor1 

N . -centraçoes indicadas 0 num volume final de 1 ml. 
TPP = tiamina pirofosfato. 
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Ribose-5-fosfato isomerase e Ribulose-5~fosfato epimcrase 

A figura 17 demonstra a presença do ribose .... ,.5-:rosfato isome­

rase o ribulose-5-fosfato epimerase no extrato livre de c~ 

lulas de P.cinnabarinus 0 embora suas atividades especfficas - _, ____________ _ 
não tenham sido determinadas. 

Figura 17 
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Evidonciação da atividade pentose isomerase e pen 
tuloso opimeraso no extrato livre de c;lulr :; de f:. 
cinnabarinus (OplJ5 m& de prote!na)o Sistema de jn 

cuba.çao igual ~o utilizado na determinação da trMs 
cotolaso, exceto pela ausincia da mistura de ribo­
se-5-fosf~to isomeraso e ribulosc-5-fosfato epimi 
raso. 
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Da mesma :forma, a :figura 18 démonstra a presença 

de ribose-5-:fosfato isomerase e ribulose-5-:fosfato epimeraseoA 

caracterizaç~o dos produtos das reaç~es catalisadas por estas 

enzimas foi realizada traçando ... se o espectro de uma a1{quota 

da mistura de reação (0 0 05 ml), preparada como descrito em Ma • 

.,. .... 4 .,. t ,. t' teriais e Netodose O pico de absorçao a 5 O nm o carac ·erl.s 1. ... 

co do pentulose-5-fos:fato. 
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COMPRIMENTO DE ONDA (nm) 

Caracterizaç;o do produto da reaçio da pentose iso 
merase (pentulose cpimerasc). Sistema do incubaçã~ 
100 rnicromoles de D-riboso-.5-fos.fato; JOO micromo­
les de tar.1pão THIS/HCl pH 7,6; 80 micromolos de 
HgCl2 e extrato livro do cÓlula.s (18 ma de ~roto{ ... 
na), num volume final do 1 mlo --o--• Controle; 
... oo•oetompo 
JO mino; 

zoro;---· 5 mino;-----
60 mino 

15 mino; • • o" o • 



1losultados 

Transa.ldolnse 

A caracterização do produto da reação catalisada pela tran~ 

aldolasc foi realizada traçando<r»se o espectrv do uma al{qug_ 

ta da mistura de reação (Op05 ml) 0 preparada como descrito 

em Z.Iateriais e J.lÓtodos. O pico de absorção a 505 nm Ó cara.,g, 

terfstico de Sedoheptulosa-? ... :fosí'ato e a 41.5 nm : caracte .. 

rfstico de hexoses~:fosfato. 

Figura 19 
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COMPRIMENTO DE ONDA (nm) 

Caracterização do produto da reação da transal­
dolase. Sistema do incubação: 100 microm~lcs do 
D-ribose-5-fosfato; JOO micromoles do tampão 
TRIS/HCl pH 7 P_.,6; 80 mi cromoles de N~c12 o ex tr::_ 
to livro do colu1as (10 mg do prot0~na}, num vo 
lume final do 1.5 ml~--··-• Branco; -•o-••• Con: ft . 

trolo; Q·-·- tempo zoro; ----- 5 min.; ••••• JO 
inin.; " _ 60 mino 
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A tabela I suma ri za as a ti Yida.des especf f' i cas das en 

zimas das vias Embdon-)leyerhof-Parnas e Hexoso-No. 10f'os!ato em Po 

cinnabarinus. As enzimas que constituem a via ED não f'orum deteE_ 

tadas neste microrganismo, nas condiçÕes do presente trabalho. 

Via ENP 

TABEU1. I 

Atividades En~im:ticas mn Pocinnabarinus 

ENZDIA ATIVo 
ESP .. 

ENZDIA 

Via IDrP 

ATIVo 
ESPo 

Glucoquinase 500 G1ucose-6-P desidrogenase 40,5 

Fosf'oglucoisomerase 740 

104 

40 

6-f'osf'ogluconato dosidrog. 220 

Fosf'of'rutoquinase 

F-1,6-diP aldolase 

Triose-P isomerase 

Glic.-J-P desidrogcnase 

J-f'osf'oglicerato quinase 

Enolase 

Piruvato quinase 

I.actato dosidrogenase 

Fosf'ogliccromutase 

1·800 

:no 
778 

10,515 

,50 

110 

Transa1dolase ND 

Transcetolase 210 

Via ED 

KDPGaldolase o 

§ Todas as atividades estão expressas como micromolcs por minuto 
por miligrama de protcfna x 10-J 

ND N~o f'oi determinada a atividade especÍfica 
KDPG 2-ceto-J-deoxi-6-f'osf'o gluconato. 
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III) DADOS OBTIDOS m.J ESTUDOS NETABÓLICOS ~POR RADIORESPIRO?•IETRTA., 

Com a finalidade de constatar a oper&ncia das vias de 

utilizaç~o da glucoso no fungo, foram realizados estudos radiores 

pirom;tricos utilizando aquela hcxose marcada nod diferentes car-

bonos, conforme descrito em Materiais e N~todos., Os dados obtidos 

est;o demonstrados na tabnla II .. 

TABELA II 

14 , 
Ut:i.lização de glucose .. C por cclulas·de Pocinnabar_tnus 

em crescimento 

SUBSTRATO 

Libc~ação de co 2 radiativo 
dos atomos de C da glucose 
mctabolizadao -

14 
Glucosc ... 1.o C 

14 
G1ucose ... 6- C 

14 
Glucose .. J- C 

14 
G1ucose-J, 4- C 

Radioatividade incorporada 
à cÓ1u1ao 

. 14 
Glu co so-l- C 

G1ucose-6 .. 14c 
14 

Glucosc .. J- C 

4 14 G1uco s o .. J, - C 

o 

J98 

,504 

796 

997 

61 

.57 

55 

49 

Radioatividade (cpm) 

Tempo (horas) 

2 4 

J2JJ 

1744 

261~4 

4391 

3921 

4J44 

2Jl9 

2855 

10 1.52 

J 6,58 

7 192 

lO J29 

12 2.54 

12 J.54 

7 088 

9 702 

6 

1.5 06.5 

7 1.56 

10 481 

16 040 

21 462 

23 87J 

11 621 

1.5 441 
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. N ~ 

A figura 20 constitui uma representaçao grafica doo 

dados apresentados na te.bela II transformados em têrmos de po_r 

contagem para melhor visualizaç;o dos resultados e anlliso dos 

mesmos. 
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Figura 20 
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Sistema de incubação, 2,75 ml de tampão fosfato 
0,1 M pH 6~2; 50 mg de c;lulas (poso umido) e 
0,25 ml de glucoso (l.JJ lllicrom~les/ml) ospccifi 
camen t!; ma.rca~ta em diferentes a tomos do Carbono o 

t 4fraçao do l·+co2 forma~o a partir de glucosc-1.}_ 
C foi calculada atravos da diferença cnf.4o a 

fraç~o pro~~zida a partir de elucoso-3.4-. c ~ 
glucosc~J- Co CJ 0 4 ; -•-•·•- Ci; ----Q-
C3 ; oooooo• CG; 



~R~e~s~u~l~.t~·a~d~o~s~-------------------------------------------------------E.~ 

Os c;lculos apresentados nest& trabalho para a det&r-

minação da contribuição relativa das vias são baseados numa auni-

dade relativa de tempo" de 6 hornso Esta "unidade relativa de tem 

po" (WANG, 1958) ~ o tempo requerido para o microrganismo consu 

ruir uma quantidade apreciável <lo substrato marcado, originalmente 

adicionado ao meioo Ele marca o final da fase de assimilaç~o e o 

começo ela fase de cleplcçãof e é indicado por um rápido decr~scimo 

na produção de 
14

co 2 a partir de glucose marcadao 

TABELA. III 

Participaç;o relativa das vias de dcgradaç;o da glucose 
em Poclnnab<n·inus, sego WANG {1959) 

Total de glucose ailininistra 
da (G1 + GG) 
Total de glucose incorpora­
da à célula 

Liberação de co 2 radioativo 
dos átomos de f da glucose 
metabolizadao 

Glu co s c-1-ll.lc 

. 14 
Glucose-6- C 

·· Glucose-J-14c 

Glucose-.3~ 4-14c 
' 

Via 

Utilização da glucose 
Via miP-TCA 

Via U:·lP 

SÍmbolo 

SÍmbolo 

·GE:-1P 
GmiP 

Radioatividad~(cpm) 

% 

24,_3 X 104 

4,5 X 104 

1,.5 X lo
4 

0,7 X 104 

1,0 X 104 

1,6 X 104 

Participação 

96 
4,8 
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Cs dados apresentados corr~spondem à incubação de 

10 horas em quo a concentraç~o do glucoso na c&lula atingo o 

equilfbrioo 

TABELA IV 

Participaç~o relativa das vias de dcgradaç~o da glucose 
em focinnabarinus 0 sego KATZ (196J) 

SUBSTRATO 

.G1ucoso-1 ... 14c 

Glucose-6 ... 14c 

14 
Glucose ... J. 4- C 

Via 

Utilização da glucose 
Via EHP ... TCA 
Via IDlP 

Radioatividade (cpm) 

COz 

18 800 

17. 670 

10 229 

SÍmbolo 

27 o6o 

21 480 

J4 997 

Glucose 
consumida 

8.5 6.5J 

84 160 

99 021 

% Participação 
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A determinação das atividades de uma sequÔricia de 

enzimas de uma via metab&lica em extratos brutos (n;o fracion~ 

dos) apresenta consideráveis dif'iculdados, desde que os produ -
tos de uma reação são substratos para a subsequcnte. 

Uma das principais dificuldades para a demonstr!_ 

H 

çao individual das enzimas relacionadas com a egrada~tão da 

glucose em Picno_porus clnnabar:t~~ é a existênci~:.. de uma nico-

tinamida adenina dinucloot!'deo reduzido (NA.DH) oxidase suí'ici ... 

ontemonte ativa para interferir com os procedimentos mais efia 

cientes no ensaio das enzimas glicolÍticas., que seguem a oxid!:_ 

ção ou redução de piridina nucleotfdeo espectrofotometricamen-

too Das tentativas realizadas para excluir essa atividade oxic 

~ 

da~ica~ obtivemos resultados positivos quando utilizamos cenm 

trifugação dos extratos a llJ 000 x g durante 2 horaso Este 

tratamento elimina toda atividade de NADH oxidase demonstrando 

quo esta se localiza em um sistema particulado~ 

Com as reaçÕes não oxidativas do ciclo das pent~ 

ses (via Hexose Monofosfato) 11 a determinação das atividades O,!! 

zimátioas : particularmente dificil, já que as reaçÕes são r~ 

pidamente revorsiveiso Então 0 a existência das enzimas desta 

~ 

via em extrato bruto do fungos e geralmente evidenciada atra ... 

v&s da detedç~o dos produtos intermodi:rios (SIH, 1957; MeDO-

NALD 0 1960)o .:> 
Consequontcmento, os rnotodos utilizados para o 
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H 4t N H 

ensaio de preparaçoes enzimaticas altamente purif!cadas nao s~ 

H 

todos igualmente adequados para preparaçoes de o> trato brutoo 

Considerando todos os fatores que poderiam levar. 

~ 

-nos a falsos resultados, escolhemos metodos quo eliminam as 

possÍveis interforênci~s e determinamos a atividade enzimática 

das enzimas citadas 0 demonstrando que este microrganismo poss~ 

aparentemente todas as enzimas necessárias para 4 lO as vias H~ 

xosa .Honofos.fa to e Embdon-Neyerho.f -Pé>.rnas sejam peran teso 

Como a atividade de uma determinada enzima depende 

de fatores que a condicionam 0 alguns m:todos utilizados neste 

trabalho foram modificados dos originais citados no que conco_E 

ne às exigências Ótimas para a sua determinação 9m extratos li 

vro do células. 

Na determinação da atividade fosfoglucois-omerase 

pelo método de ROE (19J4), foi verificado em experimentos pre ... 

liminares que a atividade enzimltica nio era proporcional ... 
a 

concentração do protainao Aumentando a concentração de substr~ 

to e diluindo o extrato livre do cÓlulas de maneira que a det~ 

ção do produto estivesse dentro da sensibilidade do m:todo, o~ 

tivemos uma faixa do proporcionalidade, como podo ser observa-

do na figura 2. Este fato sugere quo a enzima do fungo é mais 

ativa que a enzima do tecido muscular, utilizado por ROEo 

Para demonstrar a redução do NAD+ durante a oxi­

dação do gliccraldeldo-J-:fosi'ato polo extrato de f. .. cinnabari _ 

~o foram realizados tostes que di.foriram apenas no substrato· 
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empregado. 

No primeiro ensaio, utilizamos D-gli~oraldeido-J-

fosfato, como uma mistura cquiruolecular de :ster~s triose fo~ 

fato 0 preparada fazondo~se uma so1ução do D-gliceraldeÍdo.J­

fosfato 1,.5· x 10-2 M e dihidro.xiacetona fosfato 1,.5 x 10""2 .Ho 

No segundo ensaio, utilizamos frutose-1 0 6cdifosfa­

to e acoplamos aldolase em excesso, para !'orruaçã< do substrato 

real (D~gliceraldeÍdo~J-fosfato) e trioso isomer<se para desl~ 

car o equilfbrio no sentido do mesmo impedindo que 
N 

a :formaçao 

do substrato constituÍsse etapa limitanteo 

Em ambos os ensaios, pelo menos três reaçÕes inte~ 

:forem na determinação da atividade gliceraldeido ... J-!'os:fato de­

sidrogenasez o sistema NADH oxidase, a oxidação do NADH pela 

~licerolfosfato desidrogenase durante a redução da triose fo~ 

"1;> i N fato o o equ~ ~br o da roaçao aldolase. 

O sobrenadante de llJ 000 x g 
AJ 

na o continha ativida -
de detectável de NADH oxidase, Na presença de arseniato, a oxi 

dação da triose fosfato leva à formação do 1-arseno-J-fosfogli 

oerato que. se hidrolisa espontaneamente para J-fosfoglicoratoo 

N N lf' N 

Entao, a oxidaçao torna-se irrevors~vol dirigindo a reaçao al-

dolase em favor da olivagem de maneira efetiva. 

O segundo ensaio revelou ser o mais adequado para 

a determinação da atividade glicoraldeido-J-fosfato dosidroge-

naso em extrato brutoo 

O sistema de reação utilizado para a determ:J.nação 
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da atividade fosfoglicorato quinase sofreu algumas modificaç;ffi 

em relação ao sistema original, observando informaçÕes relata ... 

das por BERGHEYER ( 196.5) o Nesta determinação 0 m"\.r·:l.mi zamo s a i!}. 

terferência de enzimas como a triose fosfato isomerase (ativi-

dade elevada no extrato bruto~ como pode ser observado na tabe 

la I) e alfa-glicerolfosfato desidrogcnase~ utilizando lcido D 

.JafosfoglicÓrico. A medida da reação no sentido da fonnação oo 

ácido D .. J-fo5foglictrico tem a desvantagem do equili'brio da r~ 

ação acopladora estar deslocado no sentido da formação do ald,!! 

Ído J-fosfoglicÓrico 0 como pode ser verificado pelas equaçÕes 

abaixo: 

( roK I) J-fosfoglicerato + hTP ~~====~-- leJ-difosfoglicerato + 
ADP J.tg++ 

( II) 1, Jaadifosfoglicera to +NADH+I-l+ GAP Dcsid glicoraldeÍdo~J­
fosfato+NAD+ + Pi 

A reação (I) ocorro com uma velocidade Bp8 vezes 

menor da esquerda para a direita do quo da direita para a es 

querda. O equilÍbrio da reação (II) está 65 % dirigido para a 

direita, de maneira que o l,J-difosfoglicerato formado na rea­

ção (I) é depois transformado numa velocidade suficientemente 

rápida, especialmente quando a fosfoglicerato quinase está sa-

turada com J ... fosfoelicorato (BÜCHER, 1947). A reação utilizada 

tom a vantagem de sofrer pouca ou nenhuma intorforôncia do ou-

tras enzimas, pois a proporção do interconvors~o do Óster fos-

.PGK u fosfoglic<n~a to quinas e; GAP Desid a g:l.i.coraldcfdo-J-1os­
fato desidrogonase. 
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fato primário (D~3-fosfoglicerato) em :st~r fosfato secundário 
., 

(D-2-fosfoglicerato) e relativamente baixa, como pode ser obs~ 

vado cxaminandocose a atividade fosfoglicero mut=':::~ (figura O e 

tabela I) 9 comparada à atividade triose fosfato isomerase 0 a1Óm 

do fato do :cido 3-fosfoglic:rico estar em concentração satur-

ranteo 

A isomerização de fosfogliceratos pela fosfoglice-

ro mutase requere normalmente, dois cofatoros: Hg+·t- e 2 11 3-di -

fosfoglicora to ( SUTHERLA.ND 0 1949; SUTI-IERUND, 1949a). No caso 

H N 

da enzima de focinnabarinus nao houve altoraçao da atividade 

mutase, quando o ~3-difosfoglicerato foi adicionado ao siste­

ma, como pode ser obser~ado pela superposição de curvas apre • 

sentadas na figura 8. Haveria possibilidado0 entretantopde quo 
,. 

a quantidade endogena existente no extrato bruto ostivosso mas 

carando esta observação. O extrato bruto foi submetido à diáli 
' . . -

so exaustiva na tentativa do eliminar.o ácido 2 0 3-difosfoglic_2 

- . rico endogeno 0 mas todas as tentativas realizadas rovolaramQse 

infrutfforas. Portanto 0 poder-se-ia supor que a enzima não nc-

cessita do cofator0 ou quo este se encontra fortemente ligado 

.. 
a mosmao 

A medida da atividade transcotolaso depende da foE 

mação de gliceraldefdo-3-fosfato a partir de xilulose-.5-fosfa. 

to na presença do um aceptor aldeÍdo. A formação d gliceral _ 

~ -do1.do-J-fosfato o medida, ou com trlose fosfato isomerase o a.!, 

fn.glicorolfosfato dosidrogcnaso, ou na presença de glicorald~ 
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Ído.J.!"osfato desidrogenaseo O ensaio com •al:fa .. glicerolf'osf'ato 

tfj 

desidrogenase e particularmente adoqundo para medidas de tran2_ 

cetolase em extrato brutoo Tem a vantagem de quo o produto da 

N - N f!ll N N reaçao e removido tao logo e f'ormado e assim nao sofre reaçoes 

colatorais 11 embora tenha a desvantagem de ser um ensaio indir_2 

to. A figura 16 representa uma curva de conocntraç~o de enzima 

demonstrando a presença do transcetolase no extrato livre de 

células de f.ccinnaba.rinuso 

Na determinação da atividade transcetolase 11 a xil~ 

lose~5-f'osf'ato foi fornecida acoplando-se uma mistura do ribo-

se-5-f'osf'ato isomeraso o ribulose-5-fosfato cpimerase purif'ic~ 

das (NOV.EJ ... LO & ?-IcLE~V, 1968) ao sistema de incubação, o utili-

zando-se ribose-5-:fosf'ato como substratoo Na figura 17, pode G 

, H tfj 

mos observar que houve uma oxidaçao apreciavel da difosf'opiri ... 

dina nucleotidco reduzido mesmo na ausência da mistura de enzi -
mas. Esta ocorr;ncia sugere a presença de ribosc-5-f'osf'ato is~ 

merase e ribulose-.5afosfato epimeraso no extrato livre de c~l!;!_ 

las. Entretanto" como jt .foi saliontado 11 a determinação da ati 

p - ~ vidade cspec~.fica das mosmas o particularmente di:f~cil 11 em so 

• tratcindo do extrato brutop quo contem, aparentemente, todas as 

enzimas da via e os co:fatores essenciais à atividade das mos -

... ~ 

mas em concentraçocs aprcciaveiso A presença desses cofatoros 

no extrato foi evidenciada quando determinamos a atividado .fos 

:fo:frutoquinasoo As oxporiancias demonstraram que o extrato con 

t;m urna quantidade ond~cena do ATP, evidenciada por uma razoá-
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vel oxidação do NA.DH mesmo na ausência daquele ad 'mina nucleo­

tfdcoo A concentração deste nucleotideo dificultn sobremaneira 

a determinação da atividade especÍfica da transaldolaso, por -

que nos ensaios realizados, à atividade transaldolaso tomos sen 

pro somada a atividade fosfof~utoquinase, uma voz que as tent~ 

tivas em se eliminar tal endÓgeno revelaram-se infrutffcraso 

A impossibilidade de se determinar a tivádade eso 

pocffica dessas enzimas levou-nos a evidenciar a sua cxistênc1-'l 

no extrato livre de c:lulas atrav:s da caracterização de seus 

produtos de reação pelo espectro do absorção apresentado por 

estes compostos em reaçÕes caracterÍsticas. Assim, as figuras 

18 o 19 demonstram a presença do ribose-5-fosfato isomorase 0 r!_ 

bulose-5~fosfato epimerase e transaldolase no extrato livre de 

células de ,Eecinnabarinuso 

Experi't:ncias preliminares demonstraram quo existe 

~ # 

uma quantidade ondogena de glucose no extrato livre ele celulas0 

quo limitava a observaçio da formação de hoxoscs-fosfato no s~ 

tema utilizado. ApÓs a passagem do extrato pela coluna de Sephi 

N # 
dex G-15, a concentraçao de glucose endoaena foi reduzida a um 

mÍnimo que pode ser observada no traçado contrÔlo da figura 19, 

o quo nos permite uma evidenciação precisa do hoxosos formadas. 

Entretanto, as experiências realizadas não nos permitem quanti 

tativar a formação dos intermediários 0 uma voz quo tanto a gl.!!, 

coso-6 ... í'osfato como a frutose ... G .. fosfato apresentam o mesmo es-

pectro na rcaçio Cistofna/H2S04 0 o mesmo ocorrendo com ribulo~ 
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se-5~fosfato e xilulose-5-fosfato na ~eaç~o Cisteina/carbazol. 

A utilizaç~o de padr~es não nos fornece dados con:lusivos, uma 

vez que há interfcl.'ência das hexoses fosfato na determinação 

de pentuloses fosfato e vice-vorsao 

O pico do absorção a 540 run na reação Cistefna/ca~ 

bazol é caracteristico de pentulose ... ,5-fosfato. Na reação Cist2_ 

fna/HzS04o o pico de absorção a 505 nm Ó caracte~t'stico de Se­

doheptulose-7-fosfato e a 415 nm é caracte.rfstict de hexoses 

f'osfatoo O aumento de absorção nos referidos comprimentos de 01,2 

da em função do tempo indica a formação dos referidos interme-

- - N diarios •. Estes dados 1'orrun oonfirmados a traves da reaçao C(xru 

Orcinol, que nos revelou um decr~scimo na concentração de rib~ 

so-5-fosfato à medida que aumentamos o tempo de incubação, in­

dicando que o substrato :foi consumido na proporção da :formação 

de intermodiÚrioso 

A formação de scdohcptulose, ho.xoses e pentuloses 

fosfato a partir de ribose ... ,.5 ... -.tos:fato pelo extrato livre de cÓ-

lulas indicam a exist'Õncia das enzimas de interconversão do c!, 

elo das pentoses 0 sugerindo que este microrganismo possui o c! 

elo das pentosos completao 

AlÔm da atividade especffica do enzimas existentes 

no extrato livre de células de ~ocinnabarinus, consta da tabo. 

la IV, atividades do enzimas pertencentes à algumas bactérias 

o um f'uneo, escolhidos para análiso comparativa de n:Cveis enz.!, 

- A maticos c oporancia das diversas vias. 
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TABELA. .(V 
.,. 

Tabela comparativa das atividades enzim<:lt Lcas 
em direrentes microrganismos 

ENZDiA 
§ ATIVIDADES ESPECiFICAS 

A B c D E 

Glucoquinase 50:0 4 81.J. 59 79 
Fosfoglucoisomerase 7/; o 180 81 214 3 
Fosfofrutoquinase 104 30 1 725 6 

F-1.,6-diP aldolaso 40 30 1 39400 5500 
Triose-P isomerase 1800 - - 377 10 

GAP desidrogenasa 370 3.50 - 79 200 

3-fosfog1icerato quinase 778 490 - 7260 6,50 

Fosfogliceromutase 110 50 .. 210 140 

Eno1ase 10.5.5 100 1.5J 1In6o 12 

Piruvato quinas e 50 40 8J 59 26 

Lactato desidrogenaso 26 40 1 8,5 5 
Glucose-6-P dosidrogenaso 40.5 . - 28 - 220J 

6.PG dcsidrogenase 220 - 23 - 1.5 

Transa1dolase ND ... 240 ... 4o 

Transcetolase 210 - 106 .. 27 
1\DPG aldolase o 18.5 - 678 

§ Todas as atividades cstao expressas como ~ié'r;molos por rnin~ 
to por miligrama do protefna x 10-J. 

A PicnoE_orus ~?..~!:.?-..!.!::'-~ 
B Dlctl.:.~ill~!2 .~~S•)iÇ~':l2!! ( CLELA!-:D, 1968) o 

C r'\fp.:.o.bac2~f...:.r:_.i~ t•.llncfacie!l~ (A.11THUR et alo 0 197J)o 
·u Clostridium p_;?rfrli:.!;~c~(GHOYES ct al., 1969) 
E Neis:.erla G,Ot~or:rhi)CJ.o CS-7 (!-IORS.E ot al., 1974)o 
ND-Nao foi determinada n. atividade especl.fica. 

Analisando• então, a tabela :::.V 0 podemos observar 

que em ~ocinn<tbarinus 0 a glucose-6-af'os.fato dcsidrogonase e a 6-

-fosfogluconato desidrogenase. enzimas que catalisam as reaçoes 

·GAP "' gli~Nl~l-;ldo-J-í'o sfa to;-6.:."PG ... 6-fos.f'oglucona to 
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NADP+ ... dependentos da via IDlP~ exibem uma ativida<le especÍfica 

relativamente elevada em comparaç~o ~quelas ap~'sentadas por 

Agrobacterl':!.!!! tumefacicns (All.THUR et aloe 197J)o A atividade 

especÍfica da transcetolase, enzima caracterÍstica da via l~IP 0 

#I 4> .. f t i . t "' t' o comparavel a da fos 0rru oqu nase, enz1ma carac er1s 1ca da 

via miPo Ern Agrobacteriu~ ~!aciens, entretantv, em contrap.2, 

siçÜo à elevada atividade tran::>aldolase e transce. ;olase foi d~ 

tcct.ada baixa atividade fosfot'rutoquinaseo Nesta Jactéria f.'it.2, 

patogênica, os trabalhos de ARTHUR et alo (197J) demonstraram 

.. 
que a mesma utiliza D-glucosc por mecanismos estritamente aer.2. 

bicos envolvendo a via Entner-Doudoroff e a via Hoxose :.1onofo.2_ 

fato 0 com uma participaç~o relativa de 55 % e 44 %o respoctiv~ 

monte. 2-Ccto-J-deo:xi-G .. rosfoglucona to aldolaso (;) 6-fosfogluc!?.. 

nato dchidratase, enzimas crÍticas para que a via Entner-Doud.2, 

roff seja ~perantep n~o foram detectadas em ~.cinnabarinus. As 

atividades especÍficas das enzimas relacionadas com a degrada-

... p ' çao da glucose atraves da via Embdcn ... Neyorhof ... Parnas, om extr~ 

to livro de células do f_ocinnaharinus~> são comparáveis àquelas 

descritas em Clostrid:i.um pcrf'ringcns (GROVES et al. 0 1969)oNe~ 

ta bact~ria, entrotanto, os trabalhos do GROVES ot alo (1969) 

sugerem a ausência da via lü·IP 0 c nossas experiências evidcnci~ 

ram a existancia de todas as enzimas nocess:rias às vias IDIP e 

EMP operantos om !•cinnabarinus. 

Os. nÍveis do atividade das enzimas glicolÍticas que 

mais se assemelham ao do microrganismo estudado são apresenta. 
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dos por Dictyostelium discoideum durante o..s primeiros ostá"gios 

do di:forenciaçãoo Neste fungo, entrotantoe os tr·a >alhos do CL.§. 

LAND & COE (1968) não nos :fornecem re:forênclas sco..>ro a ativid~ 

de das enzimas quo constituem outtas vias de degradação da gl~ 

cose. 

A oxist~ncia do enzimas n~coss:rias a atuação de ~ 

ma via metabô'lica em extratos livre de células ni ') constitui 

prova do que a mesma seja oporante nos sistemas b:' :>lô*gicos. os 

trabalhos do MORSE et alii (1974), demonstraram que c:lulas de 

Noisscria conorrh.ocae em crescimento utilizam glucose por mec!:, 

nismos estri tamento aorÓbicos envolvendo as vias ED o W.lP. A 

via EMP parece não :funcionare embora todas as enzimas que a 

constituem tenham sido detoctadas 11 como pode ser observado na 

tabela IV. 

A figura 20 e a tabela II sumarizam os resultados 

das oxperi~ncias radiorespirom:tricas realizadas com a :finali-

dado de constatar a oper&ncia,das vias. Podemos observar quo 
14 

houve uma rápida produção do COz a partir de glucosc~J,4-14c. 

Ua mesma maneira 0 evidcnciou .. se uma rápida produção do 14C02 a 

partir de glucoso-1-14c, que ultrapassa bastante a produção de 

l4co2 ~ partir de glucosoe6. 1 4c, indicando com isso quo ocorre 

uma clivagem c 1-c59 presumivelmente atrav~s da descarboxilação 

do fosfogluconato. Como a produção de 14coz a partir de gluco-

se-1_14c:foi também maior quo a produção a partir 

14c" podor-se-ia supor que a via Entnor ... Doudoroff 

do glucoso-J 

os tivesse 
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presente. Entretanto, esta situação também caracteriza a via 

IDlP como se pode notar pelo esquema I e II, a produç~o de l4co2 

a partir de glucose-4 ... 14c revelou ser menor do que a partir de 

glucose-J ... 14c e, al:rn disso, não foi possivel detectar as enz.!, 

mas que constituem a via Entnor~Doudororfo 

Esquema I 

ENT N EP.·OOU OOROFfl 

I CHO COOH I COOH 
I I I 

COOH S-CoA 
I I . 

2 CHOH 2 CHOH 2 c=o--- 2 
I NADP~ I I- y=o-2 f=O 1=4 )6=3 

'3 HOCH 

""'" 
..._ '3 HOCH 'i ... 3 CH2 '3 CH3 3 CH3 

I I I 
4 CHOH NADPH 4 CHOH H20 4 CHOH 

I I I 
5 CHOH 5 CHOH 5 CHOH 

I I ,, 
6 C!izOP03 6 CH2 0P03 6 CH2 0P03 

J 6-PGA KDPG 

[ ! J 1l 
Glucoao I CC?l 4 CHO 4 

l Ribulo:e-5-P 
I 

5 CHOH-~6 
I -

6 CHzOP03 6 

EMBEN-MEYERHOF 

COOH 4 COOH 4 co2 I I + 
COP03-+6 c-o - S-CoA 

' I I 
CH2 6 CH3 5 C=O 

I 
6 CH3 

C li O I CH OPO:: I CUzOP03 3a4 >1=6 I I 2 3 I 
2 CHOH 2 C=O 2 C=O 

I I I 
S HOCH 3 HOCH 3 CH2 OH~ 3,4 COz 

I -- I + 
'4 CHOH 4 CHOH 4 ~HO \ 3,4 CHO 3,4 COOH S-CoA 

I I I I I I 
6 CHOH 5 C H O li 6 CHOH 2.6 CHOH-~2,5 C=0~2,6 CsaO 

I I I I I I 
6 CHzOP03 G CH20P03 6 CH.zOPOâ 1,6 Cl-fzOPOà 1,6 CH3 I,G CH

3 

,. ,. 
Destino dos atomos do Carbono da glucose em oxpericncias radi.2_ 
rospirom:trlcaso 6-PGA a 6-fosCoeluconato; KDPG w 2-coto~J-do~ 
xi-6-fosfogluconatoo 

Observando o esquema I 0 se tivéssemos uma via E.i\IP 

operando exclusivamente, dovor ... so-ia obter uma produção de 14ro2 
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a partir de glucose-J-14c igual à de gluc6se-4-1 4c.Entretanto, 

os resultados obtidos não demonstraram esta igualdade. Esta dE_ 

sigualdade pode, talveze ser explicada pelo :fato do termos am ... 

bas as vias operantes no fungo em estudo. 

2 yHzOH 
s c=o 
2-9 
4 y-
5 y-
6 CH20H 
Frutose-6-P 

Esquema II 

CICLO DAS PENTOSES 

2 yH20H 

3 ~=O 
3-C 

I 
4 C-

I 
5 c-

3 CHO 6 ~H20H 
4 6 Frutoao-6-P 4 CBO 

6 C~OP G bH20P 

2 

3 

4 

5 

6 

I 

2 

3 

4 

5 
6 

CHO 
I c-

-~ 
I 
C­
I 
C-
I 
CH

2 
OH 

Glucoso ! Glucoquinose 

CHO 
I c-

-6 
I 
c­
l 
C-
' CH2 OP 

2 yH OH 

5 f= v6tH20H 

Eritrose-4-P GA-3-P Glucose-G-P 
3 y=O Tronsoldolo9o 

2~/\ 
3 C-

I 
4 C- 4 CHO 
. I I 
5 C- 5 CH OH 

I I 
6 CH20P 6 CH2 OP 

Sedohsptulosa-7-P GA-3-P 

~········ 
2 ?H2 0H 2 

3 C=O 
-- Epimeroso 

3 

4-C -4 
I 

5 c- 5 
I 

6 CH20H 6 

CHeOH ~'o-a I ç,O r, 
C=O \~~ 
I (?R·~()'; 3 c-ry 
I "'· 4 
f""'":" 5 
CHilP IC02 

6 

j Gtucou-6-P 
· Desldrogonose 

COOH 
I 
c-1. 

-c 
I 
c-
1 
c-

X !lu loso-5-P RlbuloaG-5-P 
éH2oP 

2 CHO 
I 

3 C­
I 

4 c­
r 

5 C­
I 

6 CH2 0P 
Rlboso-5-P 

6-Fosfogluconato 

Destino dos átomos do Carbono da glucoso em experiências radio 
rospirométricilso 
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A velocidade do produção do 14co2 a partir do glu­

cose.Jp4.14c foi notadwuonte maior do que a velocidade a par­

tir do glucose-l-14c. Este fato sugere uma maior contribuição 

da via E1>iP 0 o os cálculos apresentados nas tabelas III e IV o 

confirmam, revelando que aproximadamente 9.5 % da glucose foi 

degradada através da via E!>IP e somente 5 % através da via IDIP 0 

nas condiçÕes fisioltgicas em que as experiências f'ot·am reali-

zadas. 

Como se podo verificar pelo esquema de ambas as v!, 

as (esquema I e II), a glucose-1A1 4c e a glucosow6_ 14c produ­

zem 1 mol de trioso fosfato-14c quando s~o metabolizadas atra­

v:s da EMP, mas a via I~IP produz triose fosf'ato- 1 4c a partir 

do glucose-6.14c, mas não de glucose-l-14c. Entretaritop isto 

4J . N • so pode sor tomado como um postulado se nao consJ.derarmos a r!:. 

ciclização da hexose-monofosf'ato, isto é, a frutosc-6.fosfato 

rossintetizada na IDlP não seria isomerizada a glucose-6-fosfa .. 

to, mas seria fosforilada a frutoso-1,6-dif'osfato, que seria 

posteriormente mctabolizada pela EHPo Nas 0 as duas situaçÕes P.2. 

dom ocorrer dependendo das exig~ncias da célula, uma vez que 

tanto a glucoso-6-fosfato isomeraso como a fosfofrutoquinaso fu 

X'àm detectadas no extrato livro de c~lulas de f.cinnabarinus • 
.. 

Alem disso, se considerarmos a possibilidade do que pode ocor-

rer uma sintoso significativa do frutose ... G-:fosfato a partir do 

triosos fosfato fonnadas na metabolização do glucoso-1.14C pe­

la ENPp o 
14c se distribuiria na posiç~o 6o Nestas circunstân-
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cias, o C-2 e o C-J da glucose apareceriam em posiçÕes 4 e 5 11 

assim como nas posiçÕes 2 e J. Isto é porfoi tamen te razoâvel, 

uma vez quo o extrato livro de cÓlulas de .!:,o cinnabar:i.nus apre­

senta uma considerável atividade frutose-1,6-difosfato aldola-

se. 

l:H20POi 
I F-1,6-dlP 2 c= o 
I Aldoloso 

3 HOCH 
I 

4 HCOH 
I 

ti HCOH 
I 

G CH20P03 

F-1,6-P 

Esquema III 

* -fHzOP03 

2 C=O ..,_ 

4 CHO 
I 

5 HCOH 
I I 

3 CH20H 6 &H20P03 

OHA-P 0-GAP 

Trios o 
lsomsroso 

3 CHO 6 CHzO?OiJ 
I I 

~ .. 
yHzOP03 

2 C=O 
I 

3 HOCH 
I 

4 HCOH 
I 

5 HCOH 
I -

6 CH2 0P03 

F-1,6-P 

6 CH20P03 
I 

2 HCOH + 
I 

5 C=O ---=>-"'" 5 C= O 
I 

I ~Hz OPO~ 4 CH20H 

0-GAP OHA-P 

I 
4 HOCH 

I 
5 HCOH 

I 
2 HCOH 

I -
~H2 0P03 

F-1,6- P 

f.cinnabarinus pode, então. invorsamento condensar 

mol~culas de triose fosfato para produzir uma mol~cula de hex~ 

se fosfato com o C-1 derivado do C-6 da wol;cula orieinal de 

glucose. 

N 

reaçocs Se considerarmos, ainda 0 as transaldolase 
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e transccto1a$e como reversivcis, uma das~possibi1idades ~que 

. ... 
o C-1 da glucose se dis~ribuiria na pos1.çao J e o C-2 e C-J nas 

N 

posiçoes 1 e 2 0 respectivamente, como podo ser observado no es 

quema IV. 

Esquema IV 

1 CHO 
2 CHOH 
3 HOCH 
4 ÇHOH -----
5 CHOH 
6 CH 2 0PO~ 

G-6-P 

4 CHO 
5 CHOH 

1 CHzOH 
2 C=O 
3 HOtH 
4 ÇHOH 
5 CHOH 

I -

6 CHzOPO; 
F-6-P 

4 ÇHO 
5 HÇOH _ 
6 CH 2 0P03 

GAP 

I -

3 ÇHO 
3 HtOH 
4 HÇOH 

3 CHO 
4 HCOH 
5 HCOH 
6 CHzOPO~ 

E-4-P(da via HMP) 

1 CH 2 0H 
2 Ç=O 
3 HOCH 
3 H~'OH 
4 H OH 
5 H OH 
6 CH 2 0PO~ 
--· · S-7- P 

CH 2 0H 
C=O 

HOCH 
6 CH 2 0P03 5 HÇOH . HCOH 

CH20PO~ 

2 CH 2 0H 
3 C=O 
4 HOCH 
5 HCOH 
6 tH 2 0P03 

GAP 

D-Xu-5-P 
(da v-ta HMP) 

6 CHzOP03 
D-R-5-P 

1 ÇHO 
2 HCOH 
4 H~OH 

6 

5 HÇOH _ 
6 CH 2 0P03 

0-R-5-P 

D-Xu-5-P 
7// 

~ l~oOH 
4 HCOH 
5 HCOH 
6 CH 2 0PO~ 

D-Ru-5-p 

1 = fosfoglucoisomerase; 2 e J ~ transaldolasc; 4 e S Q trans­
cotolase; 6 G ribose-5-fosfato isomeraso; 7 u ribuloso-5-fosf~ 
to opimerase. 
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Todas as possibilidades de distribuição de 14c ao 

acaso na estrutura molecular da hexose 0 a avaliação da exten -

s;o desta distribuição e sua import&ncia na interpretação dos 

dados experimentais foram amplamente discutidas por \~OOD & KATl 

(1958). Estes autores estimaram a extensão de distribuição de 

14c ao acaso que ocorre na glucose~6-fosfato, no "stcady~stat~ 

qtiando a glucose-14c : metabolizada via m~P complotae Eles de-

N f# 4lo N 

monstraram que esta cxtensao e proporcional a fraçao do metab,2_ 

lismo total da glucose-14c que procede pelo ciclo das pentoses. 

Teoricarnentep para interpretar a produção de 14co 2 

. - • N seria necessar1o avaliar a diluiçao quo oco.rre pela rocicliza. 

ção e determinar também a extensão de oxidação dos Carbonos da 

triose fosfatoo Para avaliar o primeiro par&metro, dever-se-ia 

determinar a porcontagcm de glucose.6-fosfato motabolizada pe-

lo ciclo das pentoseso A determinação do segundo par&metro : 

praticamente impossÍvel, pois que varia muito com as condiçÕes 

experimentais e .fisiolÓgicaso 

A tabela II demonstra que a radioatividade incorp,2_ 

rada 1 c:lula : consider:vel e aumenta proporcionalmente com o 

~ H N 

tempo, demonstrando quo ha .formaçao do compostos que sao inco!. 

.. " ~ parados a cclulao Portanto, em se tratando do sistemas biolog.!. 

cos motabolizando glucose marcada em diferentes :tomos do Car. 

borio, devemos considerar quo o C-1 e o C-6 da glucoso trans.fo!, 

mam ... se em C-J da triose .fos.fato na via E)I:P o são convertidos a 

co2 no ciclo do Krobso Desde que, parte do Acotil-SCoA : utili 
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zado na sÍntese de :cidos graxos. somento~uma parte entra no cl 

elo de Krebs, e desta, somente uma fraç;o : liberada como C02o 

desdo que urna parto ser: incorporada em compostos tais como a~ 

partato e glutamato. O C-J o o C-4 da glucoso transformam-se 

em C-1 da triose 1osfato na via EHP, quo ; convertida à serin<lt 

glicerol, otc., e em parte 1 piruvato 0 que por sua vez : conv~ 

tido a Acetil-SCoA e C02• 

H 

nosde que os funeos sao considerados microrganis ... 

1 i N "' <I> 1 d • • mos com e evada rcsp raçao endogena, as celu as e P.c1.nnabar1. 

nus utilizadas nas experi3ncias radiorcspirom:tricas foram co-
,. 

locadas em jejum por um per1.odo de 10 horas. Este tempo do jc-

jum teve por 1inalidade induzir o catabolismo celular ativo da 

glucose 0 além de diminuir a respiração ondÓgena. Então, a esti 

mativa das contri.buiç~es relativas das vias do utilização da 

glucose em _E.cinnabarinus 1oi realizada considerando quo o ca-

tabolismo celular ora preponderante. 

Partindo~se da constatação de quo apenas as vias 

ENP e HNP são operantes em Pocinnabartnus o considerando quo 

haveria um equilÍbrio das hexoses fosfato 0 de vez que a utili­

zaçãó de glucose-J,4-14c :mantida constante no perÍodo de 8 a 

12 horas o, ainda 0 assumindo quo as in~orconvers~es são negli­

genciáveis, os valores obtidos pelos diferentes m:todos (tabe­

la III e IV) não apresentam diferença significativa. 

Por isso, embora os par&metros que influem nos sis 

temas biolÓgicos mctabolizando glucoso-14c nos levem a inter _ 
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protar os cálculos de contribuição relativa das vias de utili-

zação da glucose com CUJ!tola, podemos considerar quo realmente 

.... 
ocorre uma grande diferença do atuaçao das vias EMP e IDIP om 

~.cinnabarinus, quando estudado sob as condiç~es doscritas,sea 

do a glucose preferencialmente metabolizada via EMPo 

Embora a transcetolase seja, em muitos casos, a en 

zima limitante da via IWP 0 quando as enzimas são estudadas sob 

condiç~es ;timas nin vitron, a velocidade total da via :, pro-

vavelrnente 0 limitada pelo suprimento de N.t\DP+, sendo a veloci­

dade de rooxidação do N.I'...DPH nas reaçÕes sint~ti cas redu ti vas, 

um fator importante no contrSlo do cicloo 

Como as nossas oxpori3ncias foram realizadas sob 

condiçÕes q~3 favorecem o catabolismo celular e, admi tindo-ro 

i t A • N -quo nestas c rcuns .anc~as, as reaçoes de degradaçao sobrepujam 

as reaçÕes de si'ntese, torna-se !'ácil compreender porque o su-

primento do NADP+ poderia ser o fator limitante à atuação da 

.via l-L\1Po 

EAGON (196J) explica 
... 

a proporçao do contribuição 

desta via, 
, 

tambem., em têrmos da limitação do suprimento de 

·NADP+ estudando os nÍveis enzimáticos dos principais sistemas 

do reGeneração de N1\DP+ .. a NADPH oxidase e .NAD(P)+ transidro-

gcnase. 

Entretanto, o fluxo do motabolitos atrav~s da via 

ID1P podo de.ponder do vários outros :fa toros, entro eles as con ... 

diç~os gcn:ticas o ambientais (Iffi~KINSON & COVE, 1972). Sejam 
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-quais forem estos fatores, a velocidade dá rcaçao., om ultima ~ 

- - ,., I nalise,devera ser dependente da razao coenzima o> ~dada coenzi-

ma reduzida existente na c:lula. 

Na degradação da glucosc pela via EHP sÓ ocorre u .. 

ma reação oxidativa ~ ~ oxidação do gliceraldeldo-J-fosfato p~ 

ra ácido l 0 J-difosfoglic:rico. O NA..D+ é o aceptor para os cqu.!_ 

valentes redutores desta reação, fazendo-se neces :lrio um sis. 

N N ~ • 

tema de reoxidaçao do NADH para a manutonçao con J.nua da gl~c.2. 

liseo Os trabalhos de L;JOHN (1971) 
,. 

relatam que o n~vel de NAD+ 

e NADH parece ser de importância na regulação do metabolismo 

d b id t f A ... t"' . l" e car o ra os em ungos. regoneraçao con :&.nua ou recl.c ~z~ 

ção do NAD+ e NADH depende da ação coordcuada de... gliceraldci'do 

J ... fosfato desidrogcnase da glicolise e lactato desidrogenase 0 

bem como da atividade das enzimas mitocondriais responsáveis 

pela rooxidação do NADH, como a NADH oxiclase ·(atividade ospeci, 

fica cr 0,00.5 micromol ele NADH oxidado/minuto por miligrama de 

protoina). Portanto, podemos supor que, o·stando as enzimas pr,!;;. 

sentes, elas sejam operantes no fungo, somando-se as suas ati-

vidados na efetiva regeneração do coenzima oxidado. 

N - -Todas estas alternativas suo viavois na regulaçao 

das vias do utilizaç~o da glucosc em Pocinnabarinus, quo eritre - -
tanto fogem ao escopo do presente trabalho podendo so constitu 

ir em assunto para posterior invcstieaçioo 
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SU~LÚUO 

Uma amostra ho:nocariÓtica de Picnoporu~ cinnabn.ri ... 

~· basidiomiceto apodrecedor da madeira, isolada na 

de Curitiba 0 foi estudada com respeito ~s vias do utilizaçio 

da glucose. 

As enzimas das vias de Em.bden-~Ieyerhof ... Parnas c he 

xoso mono:fosfato foram detectadas em extrato livre de ccflulas. 

A via de Entner-Doudoroff n~o foi encontrada nas condiç~cs es-

tudaàas. 

Experiancias radiorcspirom~tricas com c&lulas in-

tactas deste microrganismo demonstraram que a via de E;nbden-Ue 

~ 

yerhof-Parnas e preponderante sobre a de hexosc-monofosfatoo 



ERRATA 

Onde se J.ê triose isomerase 0 leia-so trJ.ose t'osfato isomerase • 

... p~fg i na 16: onde se lâ • • • oa tal i sa a f o st'orila<?ão da glu co SCJ 

em 10 minutos ••• ,. leia-se ••• catalise a Cost'orilaç;o de 1 

wicro~ol de gluoose em lO minutos ••• 

~ . # ~ 

- pagina .5.51 •• ~ e caracter~stico de pentulosc .. 5-1àsfato,. Sf:'lt:..'Undo 

I.) ~n;todo de Ciste{na/carbazol .. , 

d> C "' p -pagina .5ot ••• e carncter~stico de hexoses.fosfato, segundo o 

m;tcdo ds Ciste!na/H2S04. 


