
JAIME APARECIDO CURY

CONSTITUINTES DA PAREDE CELULAR DE PiCfiOPORUS CIHHABARINUS 
EM FUNÇÃO DAS CONDIÇÕES DE CULTIVO

TESE DE MESTRADO APRESENTADA 
AO DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA 
DA U NI VERSI DADE FEDERAL DO 

P A R A N Á

CURITIBA
1974



JAIME- APARECIDO CURY

CONSTITUINTES DA PAREDE CELULAR DE 

P icn o p o ru s c in n a b a r in u s  EM FÜNÇÍ53
■■» ■ ■■ ■ ■ •■ !_  I I I ' ■■ - _ 4 °

DAS CONDIÇ0ES DE CULTIVO.

Tese de M estrado a p re s e n ta d a  ao 

D ep a rtan en to  de B ioqu ím ica  da 

U n iv e rs id a d e  F e d e ra l do P a ra n á .

CURITIBA

1974



Tese o r ie n ta d a  p e la

D ra . Dea Amaral F . do Amaral



1

5
5
5
5
6
6
7
7
7
7
7

7
8
9

9

9
9

11
11
11

13
13
13
13

14

15

15

16

ÍNDICE

INTRODUÇÃO 
MATERIAIS E MÉTODOS 
M icrorganism o 
Condições de C u ltiv o  
C rescim ento  em Meio S ó lid o  
P u r if ic a ç ã o  das P a red es  C e lu la re s  
Exame ao M icroscóp io  E le t rô n ic o  
D eterm inação de A çúcares T o ta is  
D eterm inação de P ro te ín a s  
A n á lise  de L ip íd e o s  
Dosagem de F ósfo ro  T o ta l
E studo dos A çúcares N eu tro s da P ared e  C e lu la r  de 
P icnoporus c in n a b a r in u s  
Condições (Ótimas de H id r ó l is e  
D eterm inação Q u a n t i ta t iv a  e C a ra c te r iz a ç ã o  
Ação E n z in á t ic a  do Suco D ig e s tiv o  de M eg a lo b o li— 
nus p aran ag u en ses so b re  as  P ared es  C e lu la re s  de 
P . c in n a b a r in u s
E studo dos A çúcares A ninados da P ared e  C e lu la r  —
de P . c in n a b a r in u s
Condições (Ótimas de H id r ó l is e
F ra c io n a n en to  e C a ra c te r iz a ç ã o
D ete rm in ação . de N -a c e tilg lu c o sa m in a
Estudo dos A çúcares Á cidos
R eagen tes U t i l iz a d o s
RESULTADOS E DISCUSSÃO

4

C rescim ento  de P«c in n a b a r in u s  em Melo S ó lid o  
M icro sco p ia  E le t r ô n ic a  de P . c in n a b a r in u s  
P u r if ic a ç ã o  das P ared es  C e lu la re s  de P . c in n a b a r l -  
nus t
Conteúdo de L ip íd eo s  das P ared es  C e lu la re s  de P* 
c in n a b a r in u s
D eterm inação de F ó sfo ro  T o ta l  das P a red es  C e lu la 
r e s  de P . . c in n a b a r in u s
D eterm inação de P ro te ín a s  das P a red es  C e lu la re s  
de P , c in n a b a r in u s  •
D eterm inação de A çúcares T o ta is  das P a red es  C e lu 
l a r e s  de P* c in n a b a r in u s



8» C om posição,en A çúearos N eu tro s das Pared.ee C olu— 16
l a r e s  de P . c in n a b a r in u s

9  -  —  -  "» r  V - —

9 . Composição em A çúcares Aminados das P a red es  C e lu  18
 ̂ l a r e s  de P# c in n a b a r in u s

20 • Ação E n z im ú tica  do Suco D ig e s tiv o  de. M e g a lo b o li-  20
nus paranaguens es so b re  as  P ared es  C e lu la re s  de 
P . c in n a b a r in u s

FIGURAS
F ig 3 , 1  e 2 C rescim ento  de P . c in n a b a r in u s  em meio s ó l id o  22
F ig s . 3 e 4 M ic ro fo to g ra f ia  de P . c in n a b a r in u s  c re s c id o  -  23

, . em meio s ó lid o
Figs* 5 e 6 M ic ro g ra f ia  e l e t r ô n i c a  de P . c in n a b a r in u s  — 24

, c r e s c i d o . em meio l íq u id o
F ig , 7 Comppovação da p u r i f ic a ç ã o  da p a re d e  c e l u l a r  25

, de P «c in n a b a r in u s  c re s c id o  em D -g lu co se  _
F ig , 8 Comprovação da P u r i f ic a ç ã o  da p a red e  c e l u l a r  26

, de P . C in n ab a rin u s  c re s c id o  em a c e ta to
F ig § * 9 e l0  M ic ro g ra f ia  e l e t r ô n i c a  das p a re d e s  c e lu la r e s  27
Fig» 11 Curva de H id r ó l i s e  p a ra  o e s tu d o s  dos a ç ú c a -  28

, r e s  n e u tro s
F ig e 12 C ro m a to g ra fia  em f a s e  g a so sa  dos a ç ú c a re s  /  29

, n e u tro s
Fig® 13 Curva de H id r ó l i s e  p a ra  o e s tu d o  dos a ç ú c a -  30

, r e s  am inados
F ig , 14 F ra c io n an en to  das hexosam inns 31
F ig , 15 Ação do suco d ig e s t iv o  de M, p aran ag u en s es 32

nas p a red e s  c e lu la r e s

TABELAS
Tabj I  Composição das P a red es  C e lu la re s  33
Tab, I I  C a ra c te r iz a ç ã o  das h ex o san in a s  das p a re d e s  33

c e lu la r e s  em função  de se u s  R giucosam ina 

Tab, I I I  R elação  e n tre  o t e o r  de g lu c o se  e N - a c e t i l -  34
g lucosam ina das p a red e s  c e lu la r e s  e o l i b e 

rado  p e la s  enzim as do suco d ig e s t iv o  de M. 
p aran ag u en ses

RESUMD
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

35
36



INTRODUCED

A p ared e  c e l u l a r  dos fungos é um e n v o l tó r io  perm anen— 
te  e v e r s á t i l ,  que ex p a n d in d o -se  co n tin u am en te  d u ra n te  o c r e s 
cim ento e rem odelando—se no se u  d e se n v o lv im e n to , p e rm ite  ao fu n  

go assu m ir uma v a r ie d a d e  de c a r a c t e r í s t i c a s  m o r fo ló g ic a s , adap
tando-o  a d i f e r e n te s  fu n ç õ e s . 0 e s tu d o  de su a  com posição e s t á  

re la c io n a d o  com a  taxonom ia ( P i lo g e n ia ) ,  com a  m orfo^enese (On

to g e n ia ) ,  e com o com portam ento p a to g ên ic o  de fu n g o s .

Uma c o r re la ç ã o  e n t r e  a  com posição q u ím ica  da pared e  /  
c e lu l a r  e os p r in c ip a i s  g rupos tax o n õ m ico s- e la b o ra d a  com c r i t á  
r i o s  m o rfo ló g ic o s , f o i  m o strad a  já  no ú ltim o  s e c u lo .  Porém , com 
o aprim oram ento te c n o ló g ic o  novas c a r a c t e r í s t i c a s  p e c u l ia r e s  /  

su rg ira m , e uma c l a s s i f i c a ç ã o  f o i  a p re s e n ta d a  ( l )  r e la c io n a n d o -  
as  c a te g o r ia s  qu ím icas com os grupos taxonõm icos-,; conform e ta b e  
l a  ab a ix o .

CATEGORIA QUÍMICA GRUPO TAXO NO MICO

I . C e lu lo se -G lic o g õ n io A c ra s ia le s

I I . C e lu lo  s e -G luc ano O om ieetos

I I I . C e lu lo  s e-Q ui t i n a H ifo q u i t r id io m ic e to s

IV. Q u ito sa n a -Q u itin a Z ig o m ice to s

é

V . Q u it in a —Glucano
Q u itr id io m ie e to s  
A scom icetos 
B a s id io m ic e to s  
D eu te ro m ice to s

V I. Manano-Gluc ano S ac c haro  mic e t  ac e ae 
C ry p to co ccaceae
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V II . Manano-Qui t i n a S po ro  bo lomyc e t  ac e ae 
Rho do t  o r u la c  e ae

V I I I . Po1ig a la c to s a m in a -  
G alactano

Grupo h e te ro g é n e o , p a ra 
s i t a s  de a r t r ó p o d o s .

D entro  de cada grupo taxonõm ico e x i s t e  uma grande vé.~ 

r ia ç ã o  do conteúdo dos p o l i s s a c a r íd e o s  d e te rm in a n te s  de su a



c l a s s i f i c a ç ã o .  A ssim , no grupo V a  co n c en traç ão  de q u i t i n a  o s

c i l a  e n tre  3-5Í° no A llom yces commune a t é  aproxim adam ente 60 # 
da parede c e l u l a r  de Allo.myces macrogynus ou a  de S c le ro tiu m  
r o l f i s i i . As p r in c ip a i s  c l a s s e s  de fu n g o s , in c lu íd a s  na  ca tego  

r i a  q u i t in a - g lu c a n o , d ife re m  uma das o u tr a s  com r e s p e i to  a açú  
c a re s  não d e te rm in a n te s . As s e g u in te s  r e g r a s  s e r ia m  a p l ic á v e 
i s  * A g a la c to s e  e a  g a la c to sa m in a  s e r ia m  c a r a c t e r í s t i c a s  da /  
parede c e l u l a r  dos A sco m ice to s , enquanto  a  x i lo s e  e a  fu co se  o 

se riam  dos B a s id io m ic e to s  ( l ) .

No to c a n te  ao p ro ce sso  de m orfogênese em fu n g o s , o 
que mais d e s p e r to u  a  a ten çã o  dos p e s q u isa d o re s  é o d im o rfism o / 

le v e d u ra -m ic é lio  ( y e a s t-m o ld ) . Pensando em term os de que a  pa 

red e  c e lu l a r  d e v e r ia  e s t a r  r e la c io n a d a  com e s t a  ex trem a a l t e 

ração  m o rfo ló g ic a , BARTNIÇKI-GARCIA (2 )  e s tu d o u  a  com posição /  
da parede de Mucor r o u x i i , o q u a l a p re s e n ta  dim orfism o com a 

v a r ia ç ã o  da p re ssã o  de 00^  A ssim , h a v ia  a l t e r a ç ã o  som ente no^ 

conteúdo de manose e p ro te ín a s ^  os q u a is  estavam  em m aior p ro 

porção na c é lu la  le v e d u r ifo rm e , R e su lta d o s  se m e lh an te s  foram  -  

o b tid o s  p o r EROWN & NICKERSON (3 ) com P u l l u l a r i a  p u l lu la n s  

ja  parede do t ip o  le v e d u ra  p o s s u i uma q u a n tid a d e  l ig e ira m e n te  

m aior de manose que a  da form a f i la m e n to s a .  Embora os dados su  
g e rissem  que a  manose p o d e r ia  e s t a r  e n v o lv id a  n e s te  t ip o  de /  
m orfogênese, a  p arede  de c é lu la s  le v e d u r ifo rm e s  in d u z id a s  t e r -  
micamente de H is to p lá s n a  cap su la tu m  tem , aproxim adam ente , 1/ 5  da 
q u an tid ad e  de manose que a  das f i la m e n to s a s  ( 4 ) .  P o r o u tro  l a 
do , Saccharom yces c e r e v is ia e  c re s c id o  em co n d içõ es  l i m i t a n t e s /  
do- am onia, a p re s e n ta  uma v a r ia ç ã o  m o rfo ló g ic a  de e s f e ró id e  pa
r a  c i í i n d r ó id e ,  sem a l te r a ç ã o  do conteúdo  de manose da p a re d e /  
c e lu l a r  ( 5 ) .  O u tro  caso de dim orfism o le v e d u r a - m ic é l io ,  induz i, 
do te rm icam en te , f o i  consegu ido  p o r  KANETSUNA e t  a l i i  ( 6 ) em 
Blastom yces d e r m a t i t i d i s . A pared e  das c é lu la s  t ip o  le v e d u ra  /  
t in h a  um menor conteúdo de hexoses (com menos manose) e

*  4 '

um m aior conteúdo de am in o açú ca res 'q u e  a  das f i la m e n to s a s .  Es

tudos mais r e f in a d o s  foram  r e a l iz a d o s  com P a ra c o c c id io id e s  
b r a s i l i e n s i s , o q u a l a p re s e n ta  uma a l te r a ç ã o  m o rfo ló g ic a  c a ra c  

te r iz a d a  p e la  mudança' da form a le v e d u ra  ( 3 7 °C) à  form a



n  3 "»

ja io o l ia l  (20 °C ).  E studo  da com posição da p ared e  m o stro u , além  
de d ife re n ç a s  e s t r u t u r a i s  e n t r e  os p o l i s s a c a r íd e o s  n e u tro s ,q u e  

a forma de le v e d u ra  p o s s u i m ais hexosam ina e menos p r o te ín a  

que a  f i la m e n to s a  ( 7 ) ,

E studando co n d içõ es  que to rn a ssem  a  p a red e  . c e l u l a r  
de Cordyceps m i l i t a r i s  m ais s u s c e p t ív e is  ao rom pim ento ,MAEKS e 

EBLLER ( 8 ) observaram  que , quando a  g lu c o se  e r a  aum entada dô 

1-3D1° no meio de c u l t i v o , form as u n ic e lu l a r e s  d e s te  fungo f i l a  

mentoso passavam  a p red o m in a r. Em su as  p a red e s  e x is t ia m  m ais /  
g lucose  e p r o te ín a s j  porém , menos l ip íd e o s  e hexosam inas que 

nas do t ip o  m i c e l i a l .  Ação de g lu s u la s e  (suco  d ig e s t iv o  de ca 

ram ujo) s u g e r ia  que a  e s t r u t u r a  da3 p a re d e s  p o d e r ia  s e r  d i f e 

r e n t e ,  p o is  enquanto  to d a  g lu c o se  e r a  l ib e r a d a  da pared e  c e lu 

l a r  da form a f i la m e n to s a ,  som ente a  m etade da g lu c o se  e r a  l i 

b erad a  da le v e d u r ifo rm e »

E n t r e t a n to , o desenvo lv im en to  em form a de le v e d u r a /  

deve s e r  v i s t o  como uma ex trem a a l t e r a ç ã o  da m o rfo lo g ia  das h i  
f a s .  Em N eurospora c r a s s a  f o i  e s tu d a d a  p o r  TATUM e c o la b o ra d o 

r e s  ( 9 , 3D) uma m o d ificação  menos p ro n u n c ia d a , ou  s e j a ,  a  in d u  
ção f e n o t ip ic a  ou g e n o t ip ic a  da r e s t r i ç ã o  do espalham ento  r a 
d i a l  do m ic é l io ,  chamado de "c re sc im en to  c o l o n ia l " ,  0 c r e s c i —/  
mento c o lo n ia l  é c a ra c te r iz a d o  p o r um c re sc im e n to  a lta m e n te  re j3 
t r i t o  em meio s o lid o  e c re sc im e n to  em e s f e r a s  ( p e l l e t s )  emmeio 
l íq u id o ,  em c o n t r a s te  ao c re sc im e n to  f ila m e n to s o  do t ip o  s e lv a  
gem. As h i f a s  também são m enores, com num erosas r a m if ic a ç õ e s  e 

con torno  o n d u la n te , 0 e s tu d o  da com posição da p a red e  c e l u l a t  
d e s te  novo t ip o  m o rfo ló g ico  dem onstrou  vim aumento na  r e la ç ã o  

h ex o sam in a /g lu c o se , 0 frac io n am en to  da p a red e  comprovou e s t a r  
a  p r in c ip a l  m o d ificação  na  f ra ç a o  a l c a l i  s o lú v e l ,  a  q u a l p o r  

h id r ó l i s e  fo rn e c e u  p r in c ip a lm e n te  g lu c o s e , ga lac to sam i.n a  e anu 
n o á c id o s , P o i v e r i f ic a d o  que o c re sc im e n to  t ip o  c o lo n ia l  e r a  a 
companhado p o r um decréscim o  da a f in id a d e  da g lu c o se —6—P de s i — 

drogenase p o r g lu c o s e -6-P  e NADP, o que l e v a r i a ,  p rovavelm en te  
p o r  um e f e i to  p l e i o t r ó p i c o , a  uma a l te r a ç ã o  na  m o rfo lo g ia  ( — 
( 1 1 ) ,  Ifão oonseguindo uma e x p lic a ç ã o  r a c i o n a l  de como e s s e s
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aç ú ca re s  e s ta r ia m  en v o lv id o s  n as  m o d if ic aç õ e s  m o r fo ló g ic a s , -

MAHADEVAN e MAHADKAR (1 2 ) dem onstraram  que o c re sc im e n to  t ip o  

c o lo n ia l  de N eurospora c r a s s a  pode e s t a r  re la c io n a d o  com o te_ 
o r  das enzim as h i d r o l í t i c a s  l ig a d a s  à  p a red e  ( p ro te a s e s  e g lu -  
c a n a s e s ) ,  p o is  a  m utante p o s s u i um m aio r conteúdo  d e ssa s  e n z i 
nna a u t o l í t i c a s .  P rocurando  v e r i f i c a r  se  a  com posição da p a re 

de e s ta v a  r e la c io n a d a  com su as  p ro p r ie d a d e s , TREVITHICK e I.3ET— 

ZEITBERG (13) es tu d aram  uma m utan te o sm ó tica  de N eurospora e r a s  

s a ,  a  q u a l p o s s u i uma ç a re d e  menos e s p e s s a  e m ais i r r e g u l a r  /  

que a  do t ip o  se lvagem . Os a u to re s  c o n s ta ta ra m  que na  p ared e  -  

da m utante a  r e la ç ã o  g a lao to sa m in a /g lu c o sam i na e r a  t r i n t a  v e - /  

zes m aior que na  do t ip o  se lv ag em .

B0NA1Y e t  a l i i  ( 1 4 ) e s tu d a ram  a  in f lu e n c i a  das con 
d içõ es  de c u l t iv o  na com posição da p ared e  c e l u l a r  de le v e d u ra s  

do genero R h o d o to ru la . E s te s  m icro rgan ism os eram  c re s c id o s  em
1 1 J  1 1 ■ ■ ■ ■ ■ ■  ^  z *

d o is  m eios, um contendo ' g lucose  e o u tro  s a c a r o s e .  As a m o s tra s -  

RMP e 3044 a p re se n ta ra m  um conteúdo  m aio r de g lucosam ina  e me
n o r de p r o te ín a s ,  quando c r e s c id a s  em s a c a r o s e ,  enquanto  a  a - /  
m o stra  2200 a p re s e n to u  a  mesma com posição q u ím ica  na  parede ', /  

c r e s c id a  em ambas fo n te s  de carbono*

Quando P icn o p o ru s c in n a b a r in u s  f o i  c u l t iv a d o  em meio 

l íq u id o ,  c u ja  fo n te  de carbono e r a  D -g lu co se  ou a c e t a t o ,  a p re 
se n to u  um desenvo lv im ento  m ic e l i a l  d i s t i n t o .  Assim,, em g lu c o s e , 

o m ic é lio  e r a  e s f é r ic o  e com pacto , enquanto  em a c e ta to  e r a  l i 

ge iram en te  f i la m e n to s o , sendo p o s s ív e l  im a g in á -lo  como form a

do p o r  p ro je ç õ e s  f i l i f o r m e s  p a r t in d o  de u m e ix o  c e n t r a l  (o b s e r  

vações p e s s o a is  da o r ie n ta d o r a  d e s ta  t e s e ) .

E ssa  d i f e r e n ç a  m ic e l i a l  m o rfo ló g ic a  nos m otivou  pa 

r a  o es tu d o  da com posição de suas p a re d e s ,  j á  que n e s ta s  co n d i 
ções e s te  f a to  não t in h a  s id o  r e l a t a d o , e s e r i a  m ais uma c o n - /  
t r ib u iç ã o  p a ra  0 e s tu d o  de m orfogenese em fu n g o s .



MATERIAIS E MÉTODOS

1 . M icrorganism o

A am o stra  de P icn o p o ru s c in n a b a r in u s , fungo da c la £

se dos B a s id io n ic e to s , f o i  i s o la d a  e c l a s s i f i c a d a  no I n s t i t u

to  de B io lo g ia  e P e sq u is a s  T ec n o ló g ica s  do E stad o  do P a ra n á , 
* /

Sua co lo cação  taxonóm ica f o i  r e a l i z a d a  tambón ç e lo  D r. Oswal 
do P id a lg o  do I n s t i t u t o  de B o tâ n ic a , São P a u lo ,

2 • Condiçoes de C u ltiv o

A c u l tu r a  f o i  m an tid a  em a g a r  S abouraud  g lu c o s e , e 
a  in o c u la ç ão  f e i t a  d ire ta m e n te  d e s te  p a ra  os m eios l íq u id o s  s

Meio I s -  D -g lu ço se  1 g$ , KH^ID^ 0 ,9  gf°t Na^HIO^ -  
0 ,8  gf°, (NH4 )2S0 4 0 ,2  gfo, MgS040 ,0 2  g?S, U  R) 0 ,1  e x t r a  
to  de le v e d u ra  o , l  g$ , MnSO 0,00 2 g$ , CuSO 0 ,0 0 2  g ^ .

T T .

Meio I I ; -  Sem elhante ao meio I  em que a  D -g lucose  /  
f o i  s u b s t i t u id a  p e lo  a c e ta to  de só d io  ( l  g$) como fo n te  de 
ca rb o n o •

OpH dos m eios de c u l t iv o  I  e I I  f o i  a ju s ta d o  p a ra  
6,2  e e s te s  m eios foram  d i s t r ib u íd o s  (300 m l) em f ra s c o s  de 

lOOOml, Os r e f e r id o s  m eios foram  a u to c la v a d o s  p o r 20 m in, a 

1 atm , sendo que a  so lu ção  de D -g lu co se  f o i  e s t e r i l i z a d a  du

r a n te  30 m in. em v a p o r  f l u e n t e ,  ^e em se g u id a  a c re s c e n ta d a  ao 

meio I  no momento da in o c u la ç ã o •

A incubação  f o i  f e i t a  a  28 nC em um a g i ta d o r  r o t a t ó —
4

r io  a  100 rpm. Após 72 h o ra s  os m ic ó lio s  fo ram  c o le ta d o s  p o r  
f i l t r a ç ã o  e lav ad o s  com água d e s t i l a d a  g e la d a ,

3 . C rescim ento  em Meio s ó lid o

P ez -se  a  in o c u la ç ã o  de P icn o p o ru s  c in n a b a r in u s  -  

en  p la c a s  contendo Sabouraud  D -g lu co se  2 g^ e Sabouraud a -  
o e ta to  2 g^* Após 72 h o ra s  de c re sc im e n to  a  28°C, as  p la c a s -  

fo ra n  fo to g ra fa d a s  e as  c o lo n ia i s  m icro  fo to  g ra fa d a s  em-MicrojJ
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cép io  O lyn p u s-P h o to n ax .

4« P u r if ic a ç ã o  das P a re d e s  C e lu la re s

Os m ic é l ic s  c o le ta d o s  e su sp e n so s  en  água d e s t i l a 

da foram  hom ogein izados p o r 1 m in . em "W aring B lendor" e /  

l i o f i l i z a d o s  en  l i o f i l i z a d o r  " V i r t i s " .  B a s icam e n te , f o i  u t i  

l iz a d o  o método de p u r i f ic a ç ã o  d e s c r i to  p o r  MAHAEEVAIT (1 0 ) ,  

com as s e g u in te s  m o d if ic a ç õ e s !  1  g  de po m i c e l i a l  e r a . t r a t a  
do com 300 ml de SDS ( d o d e c i ls u l f a to  de s o d io )  a  1 a4°C 
e com a g i ta ç ã o .  A in te r v a lo s  de tempos v a r i á v e i s  s u s p e n d ia -  

se  o tra ta m e n to  acim a d e s c r i t o , c e n t r i f u g a v a - s e  a  20000 g /  
p o r 30 m in. e a n a l i s a v a - s e  o e s p e c tro  de ab so rção  do s o b re -  
n adan te  na r e g iã o  do U.V. (220 a  340 ) em um esp e c tro fo tõ m e  
t r o  r e g i s t r a d o r  "P e rk in -E lm e r" . 0 p ro c e sso  e r a  r e p e t id o ,s u £  

pendendo-se o p r e c ip i ta d o  em novo volum e de SDS a  1 g $ ,a té  
o d esaparec im en to  de q u a lq u e r  ab so rção  na  f a ix a  de 260- 280
nm.

Após e s te  t r a ta m e n to , a s  p a red e s  c e lu la r e s  fo ra m / 

la v ad as  com água d e s t i l a d a  p o r v á r i a s  v e z e s  (mínimo de dez) 

d ia l i s a d a s  em tampão f o s f a to  0 ,0 1  M pH 7*0 p o r  36 h s a  4°C, 

e p o r ig u a l  p e río d o  de tempo em água d e s t i l a d a .  A s e g u i r , f £  
ram hom ogeneizadas p o r  1 m in. em "W aring B le n d o r" , l i o f i l i -i

zadas e arm azenadas em d e sse c a d o r  à  vácuo sob Sempre

a n te s  de cqualquer a n á l i s e ,  as p a re d e s  c e l u l a r e s ,  em d e s se c a  
do r sob Po0 _ ,  foram  aq u e c id a s  a  50°C p o r  16 h s .

As s e g u in te s  a b r e v ia tu r a s  se rã o  u t i l i z a d a s - !  
Parede I  = p ared e  c e l u l a r  de P icn o p o ru s  c in n a b a r in u s  c r e s c i  

do no meio I .  .
Parede 1 1 = p ared e  c e l u l a r  do mesmo fu n g o , c r e s c id o  em meio 

I I .
5* Exame ao M icroscóp io  E le t rô n ic o

Os n i c é l i o s  c o le ta d o s  como t a l ,  e a s  p a re d e 3 su sp e n sa s  em 
água d e s t i l a d a ,  foram  f ix a d a s  em g lu ta r a ld e íd o  5$ e r e f i x a -  
das em osmio 1!^. Após in c lu s ã o  em Epon 812, os c o r te s  foram  
corados com a c e ta to  de u r a n i l a  2% e c i t r a t o  de chumbo ( 1 5 )»
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E s ta s  a n á l i s e s  foram  f e i t a s  p e lo  C en tro  de M ic ro sco p ia  E le 
t r ô n ic a  da U n iv e rs id a d e  F e d e ra l  do P a ra n á , u t i l i z a n d o - s e  /  

un u l t r a  n ic ro tom o " S o rv a l l  MD-2", t ip o  P o r te r  B lun  e um mi 
c ro sc ó p io  " P h i l ip s  EM-300".

6# D eterm inação dos A çúcares T o ta is

A d eterm inação  dos a ç ú c a re s  t o t a i s  f o i  r e a l i z a d a  /  

p e lo  método do F e n o l-S u lfú r ic o  ( 1 6 ) em su sp en sõ es  de p a re 

de c e l u l a r .

7# D eterm inação de P ro te ín a s

F e z -se  a  e x tra ç ã o  das p r o te ín a s  das p a red e s  c é lu la  

r e s  com NaOH N p o r 1 h o ra  em b an h o -m aria  f e r v e n te .  A s e g u i r  
c e n tr i fu g o u - s e  a  700 g p o r  10 m in . , e a l íq u o ta s  dos s o b re -  

n ad an te s  foram  a n a l is a d a s  p e lo  método de LOWRY (1 7 ) .  Padrão
-  4

de soro  a lbum ina b o v in a  f o i  subm etido à s  mesmas c o n d iç õ e s ,

8 ,  A n á lise  dos L ip íd e o s
A e x tra ç ã o  dos l ip íd e o s  das p a re d e s  c e lu la r e s  f o i  

f e i t a  com c l o r o f o r n i o : m etano l ( 2 :1 )  p o r 12 h s ,  em S o x h le t .  

A determ inação  q u a n t i t a t i v a  f o i  o b t id a  p o r  g r a v im e tr ia .

9* Dosagem do F ósfo ro  T o ta l

A de term inação  do fó s fo ro  t o t a l  f o i  r e a l i z a d a  p e lo  
método de FISKE-SUBBARDW (1 8 ) ,  a  p a r t i r  de su sp en sõ es  de pa 

red e  o e l u l a r .

30 . Estudo dos A çúcares H eu troa

3 0 ,1 . C ondições O tim as de H i d r ó l i s e :— As su sp en sõ es  de p a re  
de c e l u l a r ,  c o lo cad a s  em am po las, a c re s c e n to u - s e  á c i 
do t r i f l u o r o a c é t ic o  (TFA) a t é  co n c e n tra ç ã o  f i n a l  de 1 
N (3mg/ml de p a r e d e ) .  As am polas foram  s e la d a s ,  c o lo 
cad as p o r 2 m in. em a u to c la v e  a 1  atm  e ,  a  s e g u i r ,p o r  
d iv e rs o s  tempos de h i d r ó l i s e  em banho-M aria  f e r v e n te .  
Após a  h i d r ó l i s e ,  o re s íd u o  in s o lú v e l  f o i  e lim in ad o  /  
p o r f i l t r a ç ã o  em f u n i l  do p la c a  p o ro s a , e o f i l t r a d o /
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co n cen trad o  à  vácuo p a ra  e l im in a r  o .'ex cesso  de á c i d o . /  
As f ra ç õ e s  s o lú v e is  dos h id r o l i s a d o s  f o r a n  a p l ic a d a s  /  

às  co lu n as  de Dowex 30 W-X8 (H ^), 200-400 n e s h , a c o p la  
das às co lu n as  de Dowex 1-X8 (HCOO ) , ’200-400 mesh,am 

bas de 0 ,8  x 5 cm ( f lu x o  de 0 , 1  m l/m in .)«  Os a ç ú c a r e s /  
n e u tro s  foram  e lu íd o s  com á^ua d e s t i l a d a  d e io n iz a d a , a 

t á  un  volume f i n a l  de 20 m l. Em a l íq u o ta s  dos e l u a t o s /  

foram  d e te rm in a d o s : a ç ú c a r  t o t a l  p e lo  F e n o l-S u lfú r ic o  

( 1 6 ) ,  a ç ú c a re s  r e d u to r e s  pe lõ  S0M3GY-NELS0N (19>20) e 

D -g lu co se  p e la  g lu c o se  o x id a se  (2 1 ) ,  D—g lu c o se  f o i  u t i  

l i z a d a  como p a d rã o .

30*2. D eterm inação Q u a n t i ta t iv a  e C a r a c te r i z a ç ã o s -  A m ostras- 

en  d u p l ic a ta s  de 5 mg das p a re d e s  c e lu l a r e s  I  e I I  f o 
ram h id r o l i s a d a s  p o r  8 h o r a s ,  como acim a d e s c r i t o .  Os 
h id r o l i s a d o s  foram  c e n tr i fu g a d o s  a  20000 g e os p r e c i 
p i ta d o s  lav ad o s  t r e s  v e z e s  com e t a n o l .  Os so b re n a d a n te s  

foram  re u n id o s ,  e o ác id o  e lim in ad o  à  vácuo com tem pe
r a t u r a  não s u p e r io r  a  50 °C. A p u r i f i c a ç ã o  dos a ç ú c a re s  
n e u tro s  f o i  r e a l i z a d a  segundo a  té c n ic a  d e s c r i t a  no í -
te n  a n t e r i o r .  Os e luairos das d u p l ic a ta s  foram  re u n id o s/

e a c e t i l a d o s  de acordo  com ALBERSHEIM ( 2 2 ) .  D -g lu c o se / 

r e c r i s t a l i z a d a  3 x em m e tan o l, e su b m etid a  às  mesmas 

co n d içõ es  que as  a m o s tra s , f o i  a  e la s  a c re s c e n ta d a ^ a n 

te s  da a c e t i l a ç ã o ,  p a ra  s e r v i r  como padrão  in t e r n o .  Os 

p o l io i s  a c e t i l a d o s ,  e x t r a íd o s  q u a n t i ta t iv a m e n te  com di. 

c lo ro m e tan o , fo ram  a n a l is a d o s  em um crom atá g ra fo  E & M 
modelo 830 R -12 , nas s e g u in te s  co n d içõ es?  co lu n a  de /  

200 x 0 ,2  cm de d . i .  com 3$ p /p  de ECNSS-M em Gas Chrom 

Q de 300—120 mesh (23)> operando a l80°C s câm ara de i n  

jeção  e d e t e to r  a  re sp e c tiv a m e n te  220 e 240°C; He, Hg 
e a r  a  re sp e c tiv a m e n te  1 2 , 20 e 300 m l/m in .;  a ten u ação

4 -

8 x  3 0 , 0 c á lc u lo  da3 á r e a s  f o i  f e i t o  p o r  t r ia n g u la ç ã o  
e os a l d i t o i s  a c e t i l a d o s  c a r a c te r i z a d o s ,  comparando se_ 
us tempos de re te n ç ã o  com os de p ad rõ es  conhecidos^.

Os e lu a to s  foram  também cromato g ra fa d o s  em p a -
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p e l  Whatnan n£ 1 , tendo  cono s o lv e n te  A ce ta to  de E t i l a s  
P i r i d i n a :  Àgua ( 8 : 2 : 1 ) ,  As nanchas f o r a n  v i s u a l iz a d a s  /
con c lo r id r a t o  de p - a n i s id in a  ( 2 4 ) e con  n i t r a t o  de

/

p r a ta  a l c a l in o  (25)*

11* Ação E n z in á t ic a  do Suco D ig e s tiv o  de M egalobo linus p a ra n a -  /  
guenses nas P ared es C e lu la re s

S uspensões de parede  c e l u l a r  (2 n g / n l ) ,  en  d u p l ic a 
t a s ,  fo ra n  s u b n e tid a s  à ação do suco d ig e s t iv o  de M, p a ra n a - /  
g u en ses t nas s e g u in te s  c o n d iç õ e s : 50 u l  de suco ( 5»8 n g /n l  -  

p r o te ín a ) ,  250 u l  de su spensão  de p a red e  e 200 ;ul de tanpão  /  
c i t r a t o  0 ,0 ,  M pH 6 ,0 ,  a  37°C, con  a g i ta ç ã o ,  e en  a tn o s f e r a  -  

de to lu e n o • De ten p o s  en  ten p o s a  re a ç ã o  e r a  p a r a l i s a d a  p o r a 
qu ec in en to  5 n in .  a  100 C, C e n tr ifu g a v a -s e  p o r  10 n in ,  a  700g 
e a n a l is a v a n - s e  os so b re n a d a n te s  p a ra  g lu c o se  p e lo  nátodo  da 

g lu c o se -o x id a se  (21 ) e ,  p a ra  N—a c e t i lh e x o s a n in a  p e lo  método 

de BEISSIG ( 26 ) ,  te n d o -s e  r e s ç e c t iv a n e n te  cono p a d rõ e s , D -g lu  
cose e N -ace til~ D —g lu c o s a n in a .

Os p ro d u to s  da ação e n z in á t i c a  f o r a n ,  ta n b é n , caraç. 
te r lz a d o s  p o r c r o n a to g r a f ia  en  p a p e l Whatnan nQ 1  com os s e 

g u in te s  s i s t e n a s  de s o lv e n te s :  B utano1 : P i r i d i n a :  Ĥ O ( 6 :4 :3  ) 

( 2 7 ) t A ce ta to  de E t i l a : P i r i d i n a : á c i d o  A c é tic o : Ĥ O (5 í5 í1 í3 ) »  
e v is u a l iz a d a s  con n i t r a t o  de p r a ta  ( 2 5 ) e c l o r i d r a t o  de p - a -  

n l s id in a  ( 24 )#

1 2 , E studos dos Açúcar e s A ninados
— m p rq r t 1 *— m i .  - ^  j -ll 4  ^  h . - j  -■ . -u ——• 1 ■ - ,  —  1— j

1 2 ,1 , C ondições O tin a s  de H i d r é l i s e : -  As p a re d e s  c e lu la r e s  /  
fo ra n  h id r o l i s a d a s  en  am põlas s e la d a s ,  en  a tn o s f e r a  de 

Ng» en banho O la r ia  f e r v e n te ,  na p ro p o rção  de 2 ,5  mg de 
p a ro d e /m l de HC1 6 N, Os h id r o l i s a d o s  f .- ro n  f i l t r a d o s  

en  f u n i l  de p la c a  p o ro sa , e o excesso  de ác id o  e l i n i n a  
do à v ác u o , Apás a  n e u t r a l i z a ç ã o ,  os a ç ú c a re s  a n in a d o s /  
fo ra n  p u r i f ic a d o s  segundo BOAS (2 8 ) ,  e d e term in ad o s pe

lo  método de SOMO GYI—NELSON (1 9 , 2 0 ) , te n d o -s e  cono p a -• * * /

drao de r e f e r e n c i a  iW g a la o to sa n in a . HC1 ,
12»2, P racionam ento  e C a r a c te r iz a ç ã o :— A m ostras em D u p l ic a - /  

t a s  (2 mg) das p a red e s  c e lu la r e s  I  e I I  fo ram  h i d r o l i -
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sad as  p o r 8 h s ,  segundo as co n d içõ es  p r é - e s t a b e l e c i -  
das ( i te m  1 2 . 1 ) .  Os h id r o l i s a d o s  foram  re u n id o s ,  f i l 

t r a d o s  q u a n t i ta t iv a m e n te  em f u n i l  de p la c a  p o ro sa  a 

pós a d iç õ e s  e la v a g e n s ' s u c e s s iv a s  com e t a n o l .  Tendo /  

s id o  o excesso  de ác id o  e lim in ad o  à  vácuo com a q u e c i
mento não s u p e r io r  a  50°C, os am inoaçúcares fo ra m : -  •

a )  D eterm inados segundo BOAS ( 2 8 ) :  A ssim , a l í - /  

q u o ta s  dos h id r o l i s a d o s  das p a red e s  c e lu l a r e s  I  e I I ,  

fo ram  a p l ic a d a s  à  co lu n as  de Dowex 50 W-X8 (H-̂ ) , 200- 

400mesh, de 0 ,8  x 5 cm. A co lu n a  f o i  la v a d a  com água 
d e s t i l a d a  d e io n iz a d a  a té  e lim in a ç ã o  t o t a l  dos a ç ú c a - /  
r e s  n e u t r o s .  A s e g u i r ,  os am in o açú cares foram  e lu íd o s  

com HC1 2 N, num flu x o  de 0 ,1  m l/m in ., a t é  um volume 
t o t a l  de 30 ml de e lu a to .  0 excesso  de ác id o  das f r a 
ções dos e lu a to s  f o i  n e u t r a l iz a d o  à  vácuo no p ró p r io  
tubo de a n á l i s e ,  após o que o conteúdo  t o t a l  de h ex o - 
sam inas f o i  determ inado  p e lo  método de ELSON-MDRGAN /

4 4 4

(2 9 ) .  D -g lucosam ina . HC1  e D -g a la c to sa m in a . HC1 foram  
u t i l i z a d a s  como p a d rõ e s ,

b )E ra c io n a d a s  de acordo  com GARDELL (3 0 ) :  H idra

l i s a d o s  das p a re d e s  c e lu la r e s  I  e I I  fo ram  a p l ic a d o s /

h co lu n as  de Dowex 50 W-X8 (H+) ,  200-400 m esh, de 0 ,9  / *

x 38 cm. E lu in d o -s e  com HC1  0 ,3  N e f lu x o  de 1 m l/h  , 

f r a ç õ e s  de 1 ml foram  c o le ta d a s  em c o l e t o r  "GM". As a 

n á l i s e s  foram  f e i t a s  p e lo  método de ELSON-MDRGAN, em 

a l íq u o ta s  de 0 ,5  ml dos e l u a to s .
Os h id ro liso .d o s  das p a re d e s  c e lu l a r e s  I  e I I  a 

p re se n ta ra m  duas f r a ç õ e s ,  que foram  c a r a c te r i z a d a s  /

p o r : -  -
(A) p e r f i l  de e lu iç ã o  (3 1 ) ;  (B) c ro m a to g ra f ia  a£

cen d en te  das f ra ç õ e s  em p a p e l Whatnan n^ 1 , u t i3 . iz a n -  
d o -se  P i r i d i n a :  A ce ta to  de E t i l a :  Acido A c é tic o : H20
( 5 * 5 : l s 3 : )  como s o lv e n te  ( 3 2 ) .  A re v e la ç ã o  f o i  f e i t a /  
com o r e a t iv o  de ELSON—M3RGA1T (33) e com g a la c to s e  0*7 

xida.se (3 4 ) ;  e (C) d esan in açáo  segundo STOFEYN (35) » 
seguida, de c ro m a to g ra f ia  dos p ro d u to s  em p a p e l Wliat—/
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nan n fi 1 , tendo  como s o lv e n te  B u to n o lsE to n o l: HgO ( -  

( 4 : l ; l )  e re v e la ç ã o  con  c lo r id r a tc f  de p - a n i s i d i n a ( 2 4 ) 
Con r e s p e i to  à  e s s a s  f r a ç õ e s ,  s e rã o  u t i l i z a d a s  

as  s e g u in te s  a b r e v i a t u r a s : -

A j e Aj j  p a ra  as  p r im e ira s  f r a ç õ e s  o b tid a s  dos 
h id r o l i s a d o s  das p a re d e s  c e lu la r e s  I  e 
I I ,  r e s p e c tiv a m e n te , 

e p a ra  as  c o r re sp o n d e n te s  e lu íd a s  p o s te 
r io rm e n te  •

1 2 .3 . D oterm inação de N - a c e t i lg lu c o s a n in a : A de term in ação
de N - a c e t i lg lu c 0s a n ln a  f o i  r e a l i z a d a  após ação de su 
co d ig e s t iv o  de M egalobo linus p a ran ag u en ses  nas p a re 

des c e l u l a r e s .  As co n d içõ es  de e n sa io  j á  foram  d e s c r i  
t a s  a n te r io rm e n te  ( i te m  1 1 ) ,  sendo f e i t a  50 h o ra s  de 

incubação  p a ra  a  pared e  c e l u l a r  I  e '/Ohs p a ra  a  p a re 

de c e l u l a r  I I ,  após 0 que os so b re n a d a n te s  foram  an a

l i s a d o s  p elo  mótodo de REISSIG (2 6 ) ,  tendo  como p a -  /  

drão H-ac e t i l - D - g lu c o s a n in a .

13* Estudo dos A çúcares Á cidos
As p a red e s  c e lu la r e s  I  e I I  fo ram  h id r o l i s a d a s  /  

con ác id o  fó m ic o  98$ e con HC1  1$ ( 3 6 ) .  M a te r ia l  in s o lú v e l  
f o i  e lim inado  p o r c e n t r i f u g a ç ã o .  Após e l im in a r  o excesso  dc 
ác ido  à  v ácu o , os p ro d u to s  de h i d r ó l i s e  fo ram  p assad o s a t r a  

vós de una co lu n a  de Dowex 1—X8 (HCOO ) ,  200—400 m esh. Açú
c a re s  n e u tro  e an in ad o s  foram  e lu íd o s  com água d e s t i l a d a  /  
d e io n iz a d a , e os a ç ú c a re s  á c id o s  com ác id o  fó rn ic o  2 IT , 
sendo e s te  ú ltim o  e lu a to  a n a lis a d o  p e lo  mótodo do C a rb a z o l/  
( 29 ) c ro n a to g ra f ic a n e n te  em A o eta to  de E t i l a s P i r i d i n a 1A ci

do A có tico : HgO (5 s 5 í1 í3 )  (3 6 ) ,

14# R eagentes U t i l i z a d o 3
D o d e c ils u lf a to  de só d io  (SDS), Q u i t in a ,  so ro  a l 

bumina b o v in a  c r i s t a l i n a ,  p e ro x id a s e ,  g lu c o se  o x id a se  ( t ip o
4 *  • 1

I I ) ,  D -g a lao to sam in a , HC1, D~glucosom inn«HCl, D ^m anosanina,
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N-r.c c t i  1  -D -g lu co 3a n in a  e N-ac e t i l - D - g n la c  to s a n in a  e ra n  da 

S igna C h e n ica l Co. O -d ia n is id in a  f o i  fo rn e c id a  p e la  N u t r i - /  
t i o n a l  B io c h e n ic a ls  C o rp o ra tio n  e D -g lucose  e D -x ilo se  p e la  
P fa n s tc h l  Lab. D in e tila n in o b e n z a ld e íd o -  ( r e c r i s t .  2 x  e n ^ O )  
o Kcido t r i f l u o r o a c á t ic o  e ra n  da M erck. G a la c to se  o x id a s e -  

f o i  p re p a rad a  a  p a r t i r  de P o ly p o ru s c i r c i n a t u s , segundo a  

td c n ic a  de AVIGAD (34)*



RESULTADOS -  DISCUSSÃO

C r e s c in e n t o  en  n e io  s ó l i d o

As f ig u r a s  1 e 2 m ostram  q u e , enquan to  o c r e s c in e n  

to  en  g lu co se  é r e s t r i t o ,  en  a c e ta to  o n i c é l i o  é f i la m e n to 
so e se  e s p a lh a  r a d i a ln e n te ,  P e la s  n i c r o f o to g r a f i a s  ( f i g u - /  

r a s  3 © 4 ) ,  o b se rv a -se  que a s  h i f a s  c r e s c id a s  en  g lu co se  /  
são b a s ta n te  r a m if ic a d a s ,  enquanto  que a s  c r e s c id a s  en  a c e 
ta to  são lo n g aa  e pouco r a m if ic a d a s ,  .

E s te  c o n p o rta n e n te  é sem elh an te  ao d e s c r i to  p a ra  -  

as  a l te r a ç õ e s  n o r fo lé g ic a s  de N euro3pora c r a s s a  ( 9 ) ,  o q u a l 
pode s e r  in d u z id o  p o r  n u ta ç ã o , v a r ia ç ã o  da fo n te  de carbono 
(ad iç ão  de sa rb o se  ao n e io  de c u l t u r a ) ,  p e la  te n p e r a tu r a  de 

in c u b ação , ou pelo  ac résc im o  de suco d ig e s t iv o  de H e lix  po-  
n a t i a  ao n e io  de c u l t u r a ,

A form a das h i f a s  de P icn o p o ru s  c in n a b a r in u s  c r e s 

c id o  en  Sabouraud g lu c o se  é s e n e lh a n te  à s  do t ip o  c o l o n i a l /  
de N eu ro sp o ra , enquanto  que a  das c r e s c id a s  em Sabouraud a 

c e ta to  correspondem  às  da form a se lvagem  de N eu ro sp o ra ,

M icroscop ia  E le t r ô n ic a

Como se  p o d e .o b s e rv a r  p e la s  n i c r o g r a f i a s  e l e t r ô n i 
cas nas f ig u r a s  5 e 6 , a  p ared e  c e l u l a r  das h i f a s  de P icn o 
porus c inn ab arim o s é de m aio r e s p e s s u ra  quando e le  é c r e s c i  

/ -

do no n e io  I ,  I s t o  nos su g e re  que e x is ta m  d if e r e n ç a s  e n t r e
as p ared es  d e s te  fu n g o , nas co n d içõ es  de e s tu d o .  E n t r e ta n to ,
e s s a  a l te r a ç ã o  não p r e c i s a  s e r  n e c e s s a r ia m e n te  q u a n t i t a t i v a
p o is  pode e s t a r  r e la c io n a d a  con d i f e r e n te s  d is p o s iç õ e s  e s - /

*

t r u t u r a i s  dos p o lín e ro s  n as  p a re d e s .

P u r if ic a ç ã o  das P ared es

M uitos m étodos p a ra  p u r i f ic a ç ã o  e x is te m , e a  o b ten
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çSo de parede© o e lu ln re e  l i v r o e  de o o n tnni nnção o ito p la sm á  
t i c a  4 o p r in e i r o  problem a com. r e la ç ã o  ao s e u  e s tu d o  ( 36 ) .

C onsiderando  que os á c id o s  n u c le ic o s  e a s  p ro te jí 

nas ap resen tam  ab so rção  na f a ix a  de 260—280 -nn, u t i l i z o u  r  
se  e s te  dado como in d ic a t iv o  da l ib e r a ç ã o  do conteúdo end£ 
c e l u l a r .  A ssim , se  i s t o  e s t iv e s s e  o c o rre n d o , d e v e r ia  h a v e r  

un desap arec im en to  g ra d a t iv o  d e s ta  ab so rção  em função  do 

tempo de tra ta m e n to  com SDS, Além d i s s o ,  os a ç ú c a re s  t o t a 
i s  e p ro te ín a s  foram  determ in ad o s nos s o b re n a d a n te s , o b se r  

v an d o -se  o desap arec im en to  de ambos em função  do tem po,

Com base n e s te s  f a t o s ,  c o n s id e ro u —se a s  p a re d e s— 

c e lu la r e s  de P icn o p o ru s c in n a b a r in u s  p u r i f i c a d a s  após 3 1  

hs de tra ta m e n to  ( f ig u r a s  7 e 8 ) ,  o que f o i  confirm ado /
*  4

p e la s  a n á l i s e s  ao m ic ro scáp io  e le t r o n io o  ( f ig u r a s  9 e 1 0 ) .

MAHADEVAN (20 ) c o n s id e ro u  as  p a re d e s  de Neurospo
r á  c r a s s a  p u ras  após 16 h o ra s  de tra ta m e n to  com SDS, 'tendo 

como comprovação o exame das h i f a s  p o r  n ic ro s c o p ia  de con 

t r a s t e  de f a s e ,  Embora u t i l i z a n d o  a  mesma té o n ic a ,  to r n a 
se  d i f í c i l  f a z e r  algum a c o r r e la ç ã o ,  p o is  a ló n  dos c r i t é r i  
os de p u r i f ic a ç ã o  em pregados serem  d i f e r e n t e s ,  os n ic ro r g a  
n isn o s  pertencem  a c l a s s e s  d i s t i n t a s .

D uran te a  p u r i f ic a ç ã o  das p a red e s  c e lu la r e s  de 
P icnoporus c in n a b a r in u s  se  ob serv o u  que o fungo c re s c id o  /  

em a c e ta to  l ib e r a v a  se u  conteúdo c e l u l a r  m ais rap id am en te  

como se pode o b s e rv a r  p e la s  f ig u r a s  7 e 8 , in d ic a n d o  uma -  

m aior f r a g i l id a d e  ao tra ta m e n to  com d e te r g e n te ,

4« Conteúdo de l ip íd e o s

A porcen tagem  de l ip íd e o s  na p a red e  c e l u l a r  de 
fungos ó um c r i t ó r i o  de p u r i f i c a ç ã o ,  p o is  segundo TAYXOR 
( 3 7 )s "L ip íd eo s  em ex cesso  de 8—30$ devem s e r  cuidadosam en 
t e  exam inados p a ra  se  d e te rm in a r  se  o p ro ce sso  de p re p a ra 
ção de p ared e  f o i  r ig o ro sa m e n te  s u f i c i e n t e  p a ra  rem over /  
ço n tam in an te s  c i to p la s u á t i c o s " ^  Como pode s e r  observado  na



ta b e la  I ,  a  p o rc e n ta g e n  do l ip íd e o s  e x t r a íd o s  das p a red es  
c c lu la re 3  I  e I I  e s t á  d en tro  d e s te  l i n i t e  de p re c a u ç ã o , /  
não havendo d if e r e n ç a s  en  su as  c o n c e n tra ç õ e s  con  a v a r i a 
ção da fo n te  de ca rb o n o ,

C ̂ nteúdo de Pósforo

E nbora a  pequena p o rc e n ta g e n  de f ó s fo ro  ( t a b e la  

I )  p o ssa  e s t a r  r e la c io n a d a  con una p o s s ív e l  co n tam in açã o / 
por ác id o s  n u c le ic o s ,  o f a to  de a ç ú c a re s  f o s f a ta d o s  t e r e n  

s id o  d e te c ta d o s  en  o u tro s  fungos ( 3 8 , 39 , 40) ,  le v a  a  su 

g e r i r  a  p o s s ib i l id a d e  da p a r t ic ip a ç ã o  de f o s f a to  na  e s t r u  
fu ra  das p a red e s  de P icn o p o ru s  c in n a b a r in u s . Não o b s ta n te  

s o r  e s ta  p o rc e n ta g e n  n u i to  b a ix a ,  h á  una s i g n i f i c a t i v a  d^ 

fc re n ç a  na co n c en traç ão  de fó s fo ro  t o t a l ,  sendo que as 

paredes c e lu la r e s  do fungo c re s c id o  en  g lu c o se  a p re s e n ta n  

un te o r  de 50$ a  n a i s .

Pato  s e n e lh a n te  o c o rre  na tran sfo rm aç ã o  n ic ó liç )  

le v ed u ra  do Mucor r o u x i i  (41)» p o is  se  o b se rv o u  que a  pa
red e  c e l u l a r  das fo rn a s  f i l a n e n to s a s  ap re sen tav am  una^ 

co n cen tração  n a io r  de fó s fo ro  t o t a l  que a s  le v e d u r i f o r n e s .  
J á ,  en  B la s to n v c es  d e r n a t i t i d i s  ( 6 ) se  c o n s ta to u  una 
p o rcen tag en  n a io r  de fó s fo ro  t o t a l  na p ared e  das c ó lu la s  
t ip o  le v e d u ra s .  '

Conteúdo de p r o te ín a s

C onsiderando  a  a d v e r tê n c ia  de BARTNICKI-GARCIà ( 
(4 1 ) , de que a  a n á l i s e  d i r e t a  de p r o te ín a s  da p ared e  p e lo  

nótodo LO V/R Y p ro d u z ia  t u r b id e z ,  e a  p e lo  B iu re to  un  preed. 

p ita d o  a z u l ,  te n to u - s e  e x t r a i r  a s  p r o te ín a s  das p a re d e s  /
é

sen  su c e s s o , con NaOK a f r i o  (17)»  S onen te  au n e n tan d o - se  
a co n cen traç ão  de a l c a l i  e con  aquecim ento  ó que se  cons_e 
g u iu  d o te rn in á - la s  ( t a b e l a  I ) ,  sendo f e i t o  tra ta m e n to  par- 

r a l e lo  do padrão  a f i n  de se  c o r r i g i r  p o s s ív e is  a l t e r a — /  
ções nos a n i n o á c i d o s E x t r a ç õ e s  de p r o te ín a s  de p a red e s



o o lu la ro c ,  co n d içõ o s  e o n e lh o n te s  a  e s t a s ,  t e n  s id o  am
plam ente u t i l i z a d a s  (37)*

No p re s e n te  c a s o , as  a l t e r a ç õ e s  n o r f o lé g ic a s  ob 

ocrvadas não e s tã o  r e la c io n a d a s  con  o t e o r  de p r o te ín a s  ( 

( ta b e la  I ) ,  f a to  e s te  que não se  v e r i f i c o u  nos ca so s  de 

d in o rf is n o  n i c é l i o - l e v e  du ra  ( 7 , 8 ) e na  a l t e r a ç ã o  de mor
fo lo g ia  de am o stras de R h o d o to ru la  en  d i f e r e n te s  co n d içõ 

es dc c u l t iv o  (14)* E n t r e ta n to ,  no caso  do c re sc im e n to  t i  

po c o lo n ia l  de N eurospora  c r a s s a  (9 ) ta n b á n  não se  c o n s ta  
to u  m od ificação  na co n c e n traç ã o  p ro te ic a *

Conteúdo de A çúcares T o ta is

A porcen tagem  de a ç ú c a re s  t o t a i s  d e te rm in ad a  nas 
paredes c e lu la r e s  I  e I I ,  na  r e a l id a d e r o p r e s e n ta  a  p o rcen  
ta g e n  de a ç ú c a re s  n e u tro s  t o t a i s ,  j á  que a ç ú c a re s  á c id o s /  

não fo ra n  d e te c ta d o s , e os an in ad o s  dão re aç ão  n e g a t iv a  

con o F e n o l-^ u lfú r ic o  ( 4 2 ) .

A n a lisa n d o -se  os dados da t a b e la  I ,  c o n c lu in o s -  
quo as p a red e s  c e lu la r e s  de P icn o p o ru s c in n a b a r in u s  c res-r  
e ido  en g lu co se  ou a c e ta to  , não a p re s e n ta n  a l t e r a ç õ e s  /  
quanto à  co n c en tração  de a ç ú c a re s  n e u tro s  t o t a i s .

Conpo3lção en  A çúcares N eutros

As co n d içõ es  pa„ra o e s tu d o  dos a ç ú c a re s  neu
t r o s  fo ra n  b a s ta n te  d i f i c u l t a d a s  dev ido  à  i n s o l u b i l i d a d e /  

das p a red e3 c e l u l a r e s ,  As cu rv a s  de h i d r ó l i s e  da f ig u r a  — 
1 1 , mostram que o tempo de 8 h o ra s  pode s e r  co n s id e rad o  /  
cono é tim o , en  te rn o s  de re n d in e n to  d e s te s  a ç ú c a re s  l i b e 
ra d o s . Os a ç ú c a re s  n e u t ro s  fo ra n  d e te rm in ad o s p o r  c ro n a 
to  g r a f ia  g aso sa  ( f ig u r a  12  ) ,  e s tan d o  su as  p o rc e n ta g e n s /  
a p re se n ta d a s  na t a b e la  1 , 0  conteúdo de g lu c o se  das p a re  
des c e lu la r e s  I  e I I  f o i  confirm ado p e la  re aç ão  e s p e c í f i c a  
da g lucose  oxida.se*
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P a ra  o f a to  de s e r  a  p o rc e n ta g e n  en  a ç ú c a re s  -  
n e u tro s  l ib e ra d o s  p o r  h i d r ó l i s e  (g lu c o se  -t- n an o se ) i n f e 

r i o r  à  de a ç ú c a re s  n e u tro s  t o t a i s  ( í t e n  a n t e r i o r  -  ta b e 
l a  I ) ,  duas e x p lic a ç õ e s  são v i á v e i s :  a  p r i n e i r a  s e r i a  de
v ido  às co n d içõ es  á c id a s  de h i d r ó l i s e ,  n as  cono se  obser-r 

v a  p e la s  cu rv as  da f ig u r a  1 1 , nesno após 8 h o ra s  não hou
ve d e s tru iç ã o  s i g n i f i c a t i v a  dos a ç ú c a re s .  O u tra  p o s s i b i l i  

dade s e r i a  que os p o l ín e ro s  das p a re d e s  não f o ra n  t o t a l —/  

n en te  h id r o l i s a d o s . C onsiderando  as  d i f e r e n te s  l a b i l i d a - /  

dos a  á c id o s  das l ig a ç õ e s  g l i c o s i d i c a s , i s t o  s e r i a  j u s t i 

f i c á v e l ,  p o is  en  p a re d e s  c e lu la r e s  de fu n g o s , os p o l i s s a -  
c a r íd e o s  v a r i a n ,  n o r a a ln e n te ,  quan to  a  su a  e s t r u t u r a  ( l ) .  

A lón d is s o -, cono se  o b se rv a  p e la  f i g u r a  1 1 , a  p o rc e n ta g e n  
do aç ú ca re s  t o t a i s  ó n a io r  que a  das r e d u to r e s ,  su g e rin d o  

g e x i s tê n c ia  de o l ig o s s a c a r íd e o s .

Na m a io r ia .d o s  ca so s  de d in o r f is n o  le v e d u ra -n i  

e ó l io  e s tu d a d a s  ( 2 , 3 , 4 , 6 , 7 © 8 ) c o n s ta to u - s e  una a l 
te ra ç ã o  na  co n c en tração  de a ç ú c a re s  n e u tro s  das p a red es  /  
c e lu l a r e s .  E n t r e ta n to ,  na  m o d ificação  t ip o  c o lo n ia l  de 
N eurospora (9 )  e nas a l t e r a ç õ e s  p o r  v a r ia ç ã o  do n e io  de 
c u l t iv o  en  R h o d o to ru la  (14) não f o ra n  o b se rv ad as  d i f e r e n 
ças s i g n i f i c a t i v a s ,  o nesno acon tecendo  no p r e s e n te  caso  

( ta b e la  I ) .

CROOK (43) estudando  a  com posição en  a ç ú c a re s /  
n e u tro s  da p ared e  de algum as e s p é c ie s  de B a s id io n ic e to s  , 

d en o n s tro u  que a  g lu c o se  e a  nenose e s ta v a n  se n p re  ç r e s e n  

t e s ,  enquanto  a  g a la c to s e ,  x i lo s e  e fu c o se  v a r ia v a n .  En 

D endryphie1 1 a v in o s a  ( 44) f o i  o b se rv ad a  a  p re s e n ç a  de ga
l a c to s e ,  jun tam en te  con  g lu c o se  e n an o se , enquanto  que en  
Polyporus tu n u lo sus ( 4 5 ) a ló n  de g lu c o se  d e te c to u -s e  nano 
se  e x i l o s e .  V e r i f i c a - s e ,  p o r ta n to ,  que g lu c o se  e n a n o se / 
são com ponentes c o n s ta n te s  das p a red e s  de B a s id io n ic e —  
t o s ,  enquanto  os d e n a is  a ç ú c a re s  n e u tro s  são  v a r i 
á v e is .
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9 . Cor-t»osicão en  A çúcares Aninadoa

As co n d içõ es  de h id r ó l i s e  e s ta b e le c id a s  p a ra  a  

de term inação  de am inoaçúcares m ostram  que o tempo àe 8 

horas pode s e r  co n s id e rad o  como ótim o p a ra  a  l ib e ra ç ã o  /  

d e s te s  a ç ú c a re s  das p a re d e s  c e lu la r e s  I  e I I  ( f ig u r a  13)« ‘

Como sc  o b se rv a  p e la  f i g u r a  14» os a ç ú c a re s  nn i 
nados de ambas a s  p a red e s  foram  se p a rad o s  em co lu n a s  t r £  

cad o ra  de ío n s  em duas f r a ç õ e s ,  a s  q u a is  foram  c a r a c t e r i 

zadas p e la s  s e g u in te s  p ro p r ie d a d e s  í -

a )  P or d esan in ação  as  f r a ç õ e s  Aj e App deram o

rigem  à a ra b in o se  e B j e B j j  à  l i x o s e ,  o mesmo o c o rre n d o / 

re sp e c tiv a m e n te  com os p ad rõ es  de D -g lu c o sa n in a  e D -g a la£  

to s a n in a .  E n t r e ta n to ,  D -nanosam ina e D - ta lo s a n in a  tambem 
o rig in am  p o r d esan in ação  re sp e c tiv a m e n te  a  a ra b in o s e  e l i  
x o se . Logo, p o r e s te s  r e s u l t a d o s  a s  f r a ç õ e s  A j e A jj  a e -  

v en  c o rre sp o n d e r  a g lu c o sa n in a  ou  à  m anosan ina , e as  f r a 

ções B j e B j j  à  g a la c to s a n in a  ou t a lo s a n i n a .

b )  As f ra ç õ e s  A j, Aj j  e B j ,  Bj j  a p re se n ta ra m  m£ 
b i l id a d e s  cromato g r á f i c a s  sem elh a n tes  aos p ad rõ es  de D- /  
g lu c o sa n in a  e de D—g a la c to s a n in a ,  e d i s t i n t a s  à  de D—man£
8am ina, o que p e rm ite  su p o r que as  f ra ç õ e s  Aj e A jj  devem 

se  i d e n t i f i c a r  com a  g lu c o s a n in a .

c )  Somente as  f ra ç õ e s  B j e B j j  são v i s u a l iz a d a s  
p e la  g a la c to s e  o x id a s e , à  sem elhança do p ad rão  de D -g a la£  

to s a n in a .  Embora no tr a b a lh o  da g a la c to s e  o x id a s e ,  a  t a -  

lo sam ina  não te n h a  s id o  t e s t a d a  como s u b s t r a t o ,  o f a to  

de serem  as  n o b i l id a d e s  c r o n a to g rá f ic a s  de g a la c to s a n in a -  
e ta lo s a n in a  d i s t i n t a s  con o s o lv e n te  empregado ( 3 2 ) ,  su 

gere quedas f ra ç õ e s  B j e B j j  devem c o rre s p o n d e r  à  g a la £  

to s a n in a .

d) CRUMPTON (31 ) comprovou que a  r e la ç ã o  e n t r e  * 
o volume de e lu e n te  n e c e s s á r io  p a ra  e l u i r  a  c o n c e n tra ç ã o -  
máxina de un  am inoaçúcar e o p a ra  e l u i r  a  da g lu c o s a n in a /
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da mosna co lu n a  é c o n s ta n te ,  In d ep en d en te  das d in e n sõ es  da 

cc lu n a  dc r e s in a  em pregada e da n o rn a lid a d e  do e lu e n te  á c i
/ mmm

do na f a ix a  de 0 ,2 5 -0 ,5 0  N. E s ta  ra zã o  é chamada de Rgluco, 
o a n in a , e cono pode s e r  v i s t o  na  t a b e la  I I ,  os r e s u l t a d o s /  
o b tid o s  con as  f r a ç õ e s  e s tã o  de acordo  com os de CRUMPTON- 

(31) e de BMYTRACZENKQ ( 46) ,  p e rm itin d o  i d e n t i f i c a r  a s  f r a  
çÕcs A^e A jj como g lu c o s a n in a , e a s  f r a ç õ e s  e B ^  como 
g a lac  to  s a n in a •

e )  Como to d a  g lu c o sa n in a  das p a re d e s  c e lu la r e s  I  

0 I I  e s t á  na form a de N -a c e t i lg lu c o s a n in a  ( t a b e la s  I  e I I I )  
concluím os que a s  f r a ç õ e s  A^ e A ^  correspondem  re a lm e n te -  

à g lu c o sa n in a . ' .
Cono pode s e r  v i s t o  p e la  t a b e la  I ,  e x i s t e  un  in 

te r e s s a n te  b a lan ço  no t e o r  de h ex o sa n in a s  da parede  c e l u - /
*

l a r  de P . c in n a b a r in u s  c re s c id o  em fo n te  de carbono v a r i á 

v e l .  A ssim , enquanto  a  p ared e  do fungo c re s c id o  em g lu c o se  

te n  m ais que o dobro de g a la c  to s  a n i na que a  p ared e  do cress 

e ido  em a c e ta to ,  o q u a l p o r su a  v ez  a p r e s e n ta  um c o n te ú d o / 

m aior de g lu c o s a n in a , de t a l  m an e ira  que a  po rcen tagem  to-*
4 1

t a l  do hexosan in a s  é m aior no c re s c id o  em a c e t a to .

A lte ra ç ã o  no t e o r  de g lu c o s a n in a  da pared e  celu** 
l a r  e s t á  também re la c io n a d o  con  o d in o rfism o  de B la s to n y - /  
cos d e r n a t i t i d i s  ( 6 ) e P a ra c o c c id io id e s  b r a s i l i e n s i s  ( 7 ) .
A parede das c é lu la s  le v e d u r i fo r n e s  d e s te s  m ic ro rg a n ism o s / 
possuem una co n c en traç ão  m aio r d e s ta  h e x o sa n in a  que a  pare_ 
do das f i la m e n to s a s .  E n t r e ta n to ,  em Cordyceps n i i i t a r i s  (~  

( 8 ) é en c o n trad a  uma porcen tagem  m aio r de h e x o sa n in a s  na 
parede das f i la m e n to s a s .  Mesmo nos c a so s  de m o d if ic açõ e s  /  
menos p ro n u n c iad as  da m o rfo lo g ia  e x i s t e  una a l te r a ç ã o  do

.  ê

t e o r  dc an in o a ç ú c a re s  das p a re d e s .  I s to  o c o rre  ta n to  no ca  

Qo de le v e d u ra s  do gênero  R h o d o to ru la  ( 1 4 ) ,  cono no caso  /  
do c resc im en to  t ip o  c o lo n ia l  de N eurospora  ( 9 ) .  A ssim , a  
parede c e lu l a r  de N eurospora c r a s s a « t ip o  c o l o n ia l ,  t e n  u -
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na co n cen tração  m a io r de g lu c o sa n in a  que a  do t ip o  s e l v a - /  * - *
gen. Con re la ç ã o  à  a l te r a ç ã o  no t e o r  de g a la c to s a n in a  da 
parede c e l u l a r  de P ic n o p o ru s , r e s s a l t a - s e  que r e s u l ta d o s  /  
ocD Clhantes f o ra n  o b tid o s  só  nos ca so s  de n u tação  en  N eu-/ 

ro sp o ra  c r a s s a  ( 1 2 , 4 7 ) .  Logo, os dados o b tid o s  no p re s e n 

te  caso levam  a su p o r que a s  a l t e r a ç õ e s  no t e o r  de h e x o sa -  

p-fnas da p arede  c e l u l a r  de P icn o p o ru s c in n a b a r in u s  deven 

tanbón e s t a r  r e la c io n a d a s  con  a s  n o d if ic a ç õ e s  n o r fo ló g ic a s  

o c o r r id a s .  •

0 f a to  de já  t e r  s id o  d en o n s trad o  en  N eu ro sp o ra / 

c r a s s a  ( 39 ) que os p o lím ero s  de g a la c to s a n in a  da p ared e  

funcionam  cono r e c e p to r e s  de p o l i f o s f a t o , p e r m i t i r i a  c o r re  

la c io n a r  a  p o rc e n ta g e n  n a io r  de fó s fo ro  t o t a l  con a  de ga
la c to s a n in a  na p ared e  c e l u l a r  de P icn o p o ru s  c in n a b a r in u s  /  

c re s c id o  en g lu co se  ( t a b e la  I ) ,  su g e rin d o  que a  g a la c to s a -
4

mina e s t a r i a  na p ared e  na  fo rn a  de p o l ín e r o .
A id e n t i f i c a ç ã o  de g a la c to s a n in a  nas p a re d e s  c e 

lu l a r e s  de P icn o p o ru s c in n a b a r in u s  c o n t r a r i a  a  r e g r a  de 

que e s t a  h ex o san in a  ó a ç ú c a r  c a r a c t e r í s t i c o  apenas da p a re  
de dos A sco n ice to s  ( l ) .

30» Ação E n z in á t ic a  do Suco D ig e s tiv o  de M egalobo linus p a ra n a -

Suco d ig e s t iv o  de H e lix  p o n a t ia  ( fo n te  conerc ia ll) 

ó a n p la n e n te  u t i l i z a d o  p a ra  o e s tu d o  e s t r u t u r a l  e c a r a c te 
r iz a ç ã o  de q u i t i n a  en  p a red e s  c e lu la r e s  de fungos ( 8 , 3 8 ,

44, 40) .
0 suco d ig e s t iv o  de M egalobo linus p aranaguensos 

c a t a l i s a  a  h i d r ó l i s e  de q u i t i n a  l ib e ra n d o  cono p ro d u to  IT- 
a c e t i lg lu c o s a m in a , in d ican d o  que e le  c o n tó n  e n t re  o u tr a s  /  
enzim as, una q u i t i n a s e .  As p a re d e s  c e lu la r e s  I  e I I  e n s a i 
adas con o suco d e s te  caram ujo ( f ig u r a  1 5 ) f o ra n  d eg rad a—/  
d a s , n o s tran d o  e x i s t i r  nas p a re d e s  de P icn o p o ru s  c in n a b a r i  
nus un po lím ero  t ip o  q u i t i n a ,  e que os g lu c an o s  p r e s e n te s /  
nos d o is  t ip o s  de p a red es  e s tu d a d a s  deven d i f e p i r ,  j á  que 
as p o rcen tag en s  de g lu co se  l ib e r a d a s  f o ra n  d i f e r e n te s  ( t a -
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b e la  I I I ) .
A nalisando  os dados da t a b e la  I I I ,  o b se rv a—se /  

que enquanto  70$ das g lu c o se s  c o n t id a s  na p a red e  c e l u l a r  -  
de P icnoporus c in n a b a r in u s  c r e s c id o  em g lu c o se  são l i b e r a 

das p e la s  enzim as do suco d ig e s t iv o  de Me g a lo  bo l in u s  p a ra 
ra  «mens es , som ente 45$ o são l ib e r a d a s  da p a red e  do c r e s c i  
do cm a c e ta to .  0 f a to  de g lucano  OC 1 ,3  s e r  componente da 
parede c e l u l a r  de fungos ( l )  e g lu c an ase  ^  1 , 1  e s t a r  au

se n te  em suco d ig e s t iv o  de H e lix  pom atia  (38)»  su g e re  a /  
p o s s ib i l id a d e  da e x i s tê n c ia  de um g lucano  d e s te  t i p o ,  d if j3 

rcn c ian d o  q u a n t i ta t iv a m e n te  a  p a red e  c e l u l a r  de P icn o p o ru s 
c in n a b a r in u s  n as co n d içõ es  em e s tu d o . Embora e s ta s  s u p o s i

ções n e c e s s ite m  de confirm ação  e x p e r im e n ta l ,  r e s u l t a d o s  s£
n e lh a n te s  a e s te s  foram  r e la ta d o s  no d in o rfism o  de P aracoc • / . . . " ' 1
c id io id e s  b r a s i l i e n s i s  ( 7 ) .  A lte ra ç ã o  na  com posição de g lu  

canos p a rece  e s t a r  tambón re la c io n a d o  com o c re sc im en to  t i  

po c o lo n ia l  de N eu ro sp o ra , p o is  o f ra c io n a n e n to  da p a r e c e /  

c e lu l a r  m ostrou  que e x t r a to  a l c a l i  s o lú v e l  e s t á  s e n s iv e l—/  

mente aumentado com re la ç ã o  ao t ip o  se lvagem  ( 1 0 ) .
0 f a to  de e n c o n tr a r  q u i t i n a  como p r in c ip a l  compo 

n en te  da parede e g lu can o s como segundo , confirm am  os c r i 
t é r io s  m o rfo ló g ico s  que c l a s s i f i c a r a m  P icn o p o ru s  c in n a b a r i  
nus como um B a s is io m ic e to , s itu a n d o -o  d e n tro  do grupo V da 
c l a s s i f i c a ç ã o  ta x o n o n ic a  de BARTNICKI-GARCIA ( l ) .

0 iso lam en to  e a  d e term in ação  da e s t r u t u r a  dos /  
p o lím ero s de g lu c o s e , nanose e g a la c to s a m in a , são a n á l i s e s  

com plem entares n e c e s s á r ia s  e x p lic a ç ã o  g lo b a l  das a l t e r a 
ções m o rfo ló g ica s  o b se rv a d a s .



Tig u ra  1* P icnoporus c in n a b a r in u s  c re s c id o  ein Sabouraud D— 

g lu co se  p o r  72 h o ra s  a  28°C.

F igura 2 . P icnonorus c in n a b a r in u s  c re s c id o  en  Sabouraud ace 

t a tq  p o r  72 h o ra s  a  28 C»
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F igura 3* Micro fo to  g r a f i a  (x  1200) de P icn o p o ru s  c in n a b a r in u s  

c re s c id o  en Sabouraud D -g lu co se . C u l tu ra  de 72horas 

a  28°C .

F igura  4» M ic ro fo to g ra f ia  (x  1200 ) de P icn o p o ru s c in n a b a r in u s

. c re s c id o  en  Sabouraud a c e t a to .  C u l tu ra  de 72 h o ra s  
*

a 28°C„
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P igura  5 , M ic ro g ra f ia  e l e t r ô n i c a  (x  36930) de P icn o p o ru s cjn- 

n a b a rin u s  c re s c id o  en g lu c o s e .

P igura  6 , M ic ro g ra f ia  e l e t r ô n i c a  (x  36930) de P icn o p o ru s c in 

n a b a rin u s  c re s c id o  em a c e t a to .
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^ig*  7* Comprovação da p u r i f ic a ç ã o  da p a red e  c e l u l a r  I  * 
E sp ec tro  de ab so rção  do so b re n a d a n te  de 20 000 g , 
en  função  do tempo de tra ta m e n to  com SDS 1$ :  após
3 hs (o o ) ( a l i .  8x)$  16  h s  (o o )  e após
31 h s ( A  A  ) de tr a ta m e n to  •
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240 26o 280 300 320 360
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P ig . 8 « Comprovação da p u r i f ic a ç ã o  da p a red e  c e l u l a r  I I .

E sp e c tro  de ab so rção  do so b re n a d a n te  de 20 000 g ,
en  função do tenpo  de tra ta m e n to  con  SDS 1  açós

3 hs (•------ ♦ ) ( d i l .  1 5 x )j 13 hs ( e  ®) ( d i l .2 x )»

e após 3 1  hs ( a -  - - A ) <je t r a ta m e n to .
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F igura  9» M ic ro g ra f ia  e l e t r ô n i c a  (x  36930) da p ared e  c e lu 
l a r  de P icn o p o ru s c in n a b a r in u s  c re s c id o  en  g lu c£  

s e .

r

F igura  30* M ic ro g ra f ia  e l e t r ô n i c a  (x  36 930) da p ared e  c e lu  
l a r  de P icn o p o ru s c in n a b a r in u s  c r e s c id o  en  a c e ta  
t o .
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P ig . 1 1 . C ondições ó tim as de h i d r ó l i s e  p a ra  o e s tu d o  de aç ú c a re s  

n e u t r o s .  A çúcares n e u tro s  l ib e r a d o s  das p a re d e s  c e lu l a 
r e s  em função do tempo de h i d r ó l i s e s  g lu c o se  (° --------
a ç ú c a r e s  r e d u t o r e s  ÇA a )  e a ç ú c a r  t o t a l  ( o  o ) n

b erad o s  da pared e  I .  G lucose (o  « ) ,  a ç ú c a re s  re d u to
r e s  ( A - - - a  ) e a ç ú c a r  t o t a l  ( •-------- ® ) l ib e r a d o s  da p a 

re d e  I I .  Os dados são ex p re sso s  em porcen tagem  de açúca  
r e s  l ib e ra d o s  p o r  peso seco  de p a re d e .
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F ig . 1 2 . C ro n a to g ra f ia  en  f a s e  g aso sa  dos a ç ú c a re s  n e u tro s  
a c e t i l a d o s .  C ro n a tó g ra fo  F & M n o d e lo  810 R-12 eon 

d e t e to r  de io n iz a ç ã o  de ch an a . C oluna 3Í° p /p  ECNSS 
M so b re^ g as  ch ro n  Q de 100-200 n e s h , de 200 x 0 ,2  

cn  ( d . i * )  a  18D°C ( i s o t e r n a ) ,  con  d e t e to r  a  240°C, 
c a n a ra  de in je ç ã o  a  220°C e. f lu x o  de He de 12 n l  /  
n in .  Padrão in t e r n o :  x i l i t o l .



2 4 6 8 10 12  14 16

TEfílPO ( h s )

P ig . 13* C ondições ó t in a s  de h i d r ó l i s e  p a ra  o e s tu d o  de 
a ç ú c a re s  a n in a d o s . A n inoaçúcares l ib e r a d o s  da 
p ared e  c e l u l a r  I  ( o o ) e da p a red e  c e lu 

l a r  I I  ( * « ) i en  função  do terapo de h i 
d r ó l i s e .  Os dados são e x p re sso s  en  porcen tagem  
do peso seco  de p a red e  c e l u l a r .
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P ig . 14* P rac io n an en to  das h ex o san in a s  o b t id a s  p o r  h id ró

l i s e  de 2 ng  de p ared e  c e l u l a r  I  ( ®--------• ) e I I

( c ° ) f en  co lu n a  de Dowex 50-X8 (H^ ) ,2 0 0 -
400 n e s h , u t i l i z a n d o  HC1 0 ,3  N como e lu e n te .  A— 
l íq u o ta s  de Ot 5 n l  dos e lu e n te s  f o ra n  a n a l is a d a s  
p e lo  n lto d o  de ELSON-IvDRGAIT (2 9 ) .
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TEIY1PO (h s )
P ig . 1 5 . Ação e n z in á t ic a  do suco d ig e s t iv o  de M egalobo linus 

p aran ag u en ses n as  p a red es  c e l u l a r e s .  A çúcares l i b e  

rado3 ($  do peso seco de p a re d e )  en  função  do t e n -  

po de in c u b a ç ã o . S is te n a  de in c u b a ç ã o : 500u g  de pa 

r e d e ,  290 u g  de p r o te ín a  e tampão c i t r a t o  0 ,0 1  M, 
pH 6 ,0  p a ra  volume f i n a l  de 0 ,5  n l .  T em peratura de 
37°C , con a g i ta ç ã o  e en  a tm o sfe ra  de to lu e n o . o s  /  
so b re n a d a n te s  dos e n sa io s  con as  p a re d e s  c e lu la r e s  
fo ra n  a n a l is a d o s :  g lu c o se  l ib e r a d a  da p ared e  c e lu 
l a r  I  ( o o ) e da p a red e  I I  (*  o ) e N -a c e - /

*
t i lh e x o sa m in a  l ib e r a d a  na p ared e  I  ( ° o )  e cia

p ared e  I I  ( --------<") •



TABELA I

Conposição da p a red e  c e l u l a r  de P icn o p o ru s  c in n a b a r in u s

- 3 3 -

Componentes do peso
c re s c id o  em 

g lu c o se

seco  de p a red e
c re s c id o  en  

a c e ta to

A çúcar T o ta l 30,0 30,0
G lucose 16,0 16,0
Manose 7,0 8,0
G lucosan ina 20,0 32,0
Galac to  s a n in a 12 ,0 5 ,0
P ro te ín a s 9 ,0 10,0
L ip íd eo s 9 ,5 10,0
P ósfo ro 1 ,5 1 ,0

TABELA I I

C a ra c te r iz a ç ã o  das h ex o sa n in a s  da p a red e  c e l u l a r  de P iç -  
noporus c in n a b a r in u s , en  função de se u s  ^ g lu c o s a n in a .

Razão Rgluc 0 s a n in a

Bj /A j 1 ,1 9

w H H H 1 »15
Galac to s  am in a /g lu c  0 s ami na ( 1 ,20  ±0 ,0 2 )*

Galac to s  a n in a /g lu c  0 s a n in a 1 ,1 9  **
T a lo s a n in a /g lu c o  s a n in a ( 1 , 60±0 ,0 2 )*

* Dados de Crumpton (31)
**I)ados de B nytraczehko ( 46)
Aj e B j re s p e c tiv a m e n te , p r im e ira  e segunda f ra ç ã o  

do h id r o l is a d o  de p a red e  c e l u l a r  I ,  e l u í  — 
das de uma co lu n a  de r e s i n a .

Aj i  e Bj i  f ra ç õ e s  c o r re sp o n d e n te s  ao h id r o l i s a d o  

de p a red e  I I .
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TABELA I I I

. L ib eraçao  de g lu co se  e N—a c e t i lg lu c o s a n in a  da p ared e  c e lu 

l a r  de P icnoporus c in n a b a r in u s  p o r  enzim as do suco d ig e s t iv o  de 
M egalobolinus p aran ag u en ses

A çúcares L ib e rad o s Í° do peso seco  de p a red e
e c re s c id o  en c re s c id o  en

C ontidos nas P ared es , g lu c o se a c e ta to

Glucose L ib e rad a  
p elo  suco 1 1 ,0 7|Q

Glucose T o ta l 
da parede 16 ,0 16,0

F-ac e t  i  1  g luc o s a n in a  
L ib e rad a  p elo  suco 21,0 30,0

G lucosan ina T o ta l  
da Parede 20,0 32,9
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RESUM)

Quando P icn o p o ru s c in n a b a r in u s  f o i  c r e s c id o  en  n e io  l í 

quido  e s ó l id o  contendo g lu c o se  ou a c e ta to  cono - fo n te  

de ca rb o n o , o d ese n v o lv in e n to  m ic e l i a l  f o i  d i s t i n t o .  A

n á l i s e s  q u ín ic a s  e e n z in á t io a s  d e n o n s tra ra n  que as  p a re  
des c e lu la r e s  c o n tin h a n  N -a c e t i l -D -g lu c o s a n in a , g a la c to  
s a n in a ,  g lu c o se , n an o se , p r o te ín a s ,  l i p íd e o s  e f ó s f o r o ,  
havendo una a l te r a ç ã o  s i g n i f i c a t i v a  no t e o r  das h e x o sa -  
n in a s  quando da v a r ia ç ã o  das co n d iço es  de c u l t i v o .
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