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1

INTRODUÇÃO

Os fungos sãò organismos extremamente versáteis capazes de 

utilizar uma grande variedade de carboidratas, os quais podem va 

riar desde uma unidade monomérica até polissacarídeos complexos. 

É natural q u e ‘utilizando polissacarídeos como fonte de carbono, 

estes açucares devem ser hidrolizados a unidades monomáricas an

tes de serem metabolizados, para tanto/ os fungos utilizam endo ou. 

exoenzimas hidrolíticas na maioria das vezes constitutivas. A via 

anaerobica de EMESDEII-riEYERHGF-PARNAS (EMP) , somente foi constata

da em fungos, meio século apés os estudos pioneiros realizados por 

BUCHNER em 1897. A razão disso é atribuida primariamente ãs difi 

culdades técnicas encontradas quando se trabalha com fungos fila 

mentosos. Durante a década de 50 foi demonstrada a existência da 

via da hexosemonofosfato CHF1P) e da via ENTNER-DOUDGRQFF (EDI em 

fungos filamentosos.

. Estudos feitos na tentativa de detectar ou avaliar a pa£

ticipação -das vias de degradação da glucose em diferentes fungos 

foram realizados medindo-se o teor metabolitos intermediários ou 

constatando a presença de enzimas pertencentes a uma via parti

cular e ainda empregando técnicas radiorespirométricas para medir

- - 14 -o grau de dissimilaçao de açucares- C, como podera ser aprecia_

do no decorrer desta introdução.

NQRD et. al. (551 trabalharam com Nerullus nlveus, Herulius 

tremei lo sus, Herulius confluens.e Fornes annosus, fungos conheci_ 

dos como deterioradores da madeira e estudaram a formação tíe pn3



dutos1 de metabolismo desses fungos crescidas em meio liquido con

tendo a Vlucose; xilose, rafinose e celulose. Os autores observa

ram a formação de etanol em anaerobiose, em todas as espécies es_ 

tudadas, quando a glucose era o substrato,, Já a fermentação da xi_ 

lose,1 rafinose e celulose variava com as espécies estudadas.

‘ Prosseguindo os estudos, NORD et a!. (56). verificaram que

Nerulius niveus, Merulius tremellosus, Fornes annosus eram capa -

'  ̂ ■ ' ' ... ' ■ ̂ ' .. ' 
zes dè produzir ácido oxálico a partir de ácido pirúvico, lático,

glicólico e dimetilsuccínico e somente o Tft* niveus produzia ácido

oxálicó a partir de dimetilfumárico, acético; e málico.

. ;; :BIRKINSHAW et alil. (7) cresceram-fcrwdllaria mellea em

meio de cultura de composição semidefinida contendo glucose e ve

rifiçaram que.o.po-dos micélios:submetido a extração contínua com

solventes orgânicos como éter de petróleo e acetato de etila, pr£

duzia'uma substância cristalina identificada como L-eritritol• e

correspondia a. cerca de 13% do peso seco á®s micélios.

' . De FIEBRE et al. (18) trabalhando «poar Penicillium chryso-

genum NRRL 1951-B25 realizaram ensaios radlorespirométricos empr£

14 14
gando glucose-1- C e glucose-2- C e verificaram que 30% da ra

" 14
dioatividade recuperada como CD^ provinha dia; glucose-1- C e ap£

14nas 0,2% da glucose-2- C. Gs autores, sugerem; que a glucose foi 

metabolizada através de uma via oxidativa, provâvelmente, o ciclo 

das pentoses fosfato, o que foi po:-: “erioraente verificado por 

SIH et alii. (67) através da. determinação idas enzimas envolvidas.

CüCHRANE et alii. (16) realizaram ensaios radiorespiromé

14 • 14
tricôs empregando g.lucose-1- C e glucose-3,,4- C e verificaram
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que as células de Streptomyces coelicolor e Streptomyces reticuli

AA 1 4 .liberavam QC^ preferencialmente da glucose-1- C sugerindo que

o ciclo das pentoses fosfato seria a via principal no metabolismo

de glucose nestes organismos. A presença de atividade de hexoqui-

nase, glucose-6-P desidrogenase e 6-fosfogluconatp desidrogenase--■

em extratos de S.coelicolor e reticuli bem como a formação de

pentoses a partir de glucose-S-P levaram os autores a concluir

que o ciclo das pentoses fosfato está presente e é operativo nas

espécies estudadas. Contudo nem as células intactas de coelico

lor nem seus extratos livre de células tinham capacidade de metá-

bolizar a glucose em anaerobiose sendo sugerido que essa incapaci

dade era devido a não reoxidação da difosfopiridinonucleotídeo.

GIBBS et al. (24) trabalhando com Rhyzopus oryzae N.RRL395

. 14
verificaram por radiorespirometria que o fungo produzia CG^ ern

14
quantidades muito baixas quando fermentava a glucose-1- C mas 

que o produzia quantidades apreciáveis quando fermentava gluc.ose-
14 ~

3,4- C. Com estes resultados e com aqueles da distribuição da r£

dioatividade no carbono do etanol e do ácido lático quando o fuh-

14 14 .go fermentava glucose-1- C ou glucose-3,4- C concluiram que o_R

oryzae converte a glucose em ácido lático tanto aerobicamente co_ 

mo anerobicamente pela via de ENBDEn-MEYERHüF-PARNAS.

•. NEWBURGH et alii. (48) demonstraram a presença de hexoqujL

nase, aldolase, glucose-S-P desidrogenase e 6-fosfogluconato des^ 

drogenase em extrato livre de células de Tilletia caries,fungo man 

chadcr do triso.Os autores observaram a formação de pentose, sedo-
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heptulose, hexoses, trioses, quando o extrato livre de células era 

incubado com ribose-5-P em condições adequadas. Dos resultados obti^ 

dos eles sugeriram a presença do ciclo das pentoses fosfato.

WANG et alii. (73) estudaram radiorespirométricamente o me-

14 14 14
tabolismo da glucose-1- C, gluçose-2- C e glucose-6- C pela le

- . 14
vedura de padeiro baseando-se na recuperação cumulativa de CG^

calcularam a participação da EMP e da HMP, concluiram ser respecti

vamente 37 e 13%. .

HEATH et alii. (28) trabalharam com células de Fusarium li-

ni ATCC 9593 e observaram por ensaios respirométricos, que essas

~ : . 14
células sob condições anaeróbicas, metabolizavam glucose-3,4- C de

: 14
maneira muito mais efetiva do que a glucose-t- C. Por outro lado,

; 14 .
sob condições aerõbicas, metabolizavam a glucose-1- C de maneira

14 *.
mais efetiva que a glucose-3,4- C. Dos resultados obtidos, os aut̂ o

res sugeriram que a via glicolítrca e a via das pentoses fosfato 

provavelmente seriam operantes nas condições dos ensaios. Aparente

mente o referido fungo metabolizava a glucose de maneira semelhante 

a Saccharomyces cerevisiae que fermenta a glucose pela via EMP mas 

também usa, via oxidativa em aerobiose (8). .

HEALTH et al. (27) trabalhando com extrato livre de célu - 

las de Penicillium chrysogenum amostra 0 176, detectaram a presença 

de glucose-6-P desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase bem 

corra confirmaram os dados obtidos por De FIEBRE et al.(18) para ou

tra amostra de Penicillium chrysogenum.
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SIH et al. (66] trabalharam com extrato livre de células 

de amostra NRRL 325 de Penicilllum chrvsogenum e demonstraram a 

presença de todas as enzimas da cadeia glicolítica com exceção da 

fosfofrutoquinase. Dos dados, os autores sugerem a presença do ci - 

cio glicolítica e ciclo das pentoses fosfato nesta amostra de F\. 

chrysogenum.

; WANG et alii. (74) através de estudos radiorespirométricos
" • i ' • • •

com Penicillium digitatum verificaram que a incorporação de glucose

14 14 14 14-1- C, glucose-2- C, glucose-3,4- C e glucose-6- C foram respe_c

tivamente 44,56,41 e 53%. Estes resultados sugeriram a existencia

da via glicolítica, ciclo das pentoses fosfato e um limitado ciclo

de Krebs.: A distribuição das vias metabólicas da glucose em P. digi

tatum foi estimada pelo método de WANG et al. (73) sendo da ordem de

80-82% para a glicolise e 18-20% para via oxidativa direta.

JENSEN et alii. (32) trabalhando com extrato livre de céljj 

las de: Trichophyton mentagrophytes amostra 8410 detectaram a presen_ 

ça de hexoquinase, fosfoglucose isomerase, fosfofrutoquinase, aldo

. lase, gliceraldeido-3-P desidrogenase, a-glicerofosfato desidrogen_a 

se e. 15 outras desidrogenases como por exemplo álcool desidrogenase, 

. lactato desidrogenase, succinato desidrogenase, glucose desidrogena^ 

se, galactose desidrogenase, etc., além de aconitase e fumàrase. A 

existencia do ciclo das pentoses fosfato e da cadeia glicolítica e 

do ciclo de Krebs neste dermatofito foi sugerida por autores com 

base nas enzimas detectadas.
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CLARK et al. (13) estudaram radiorespirométricamente o meta

* » 14 14
bolismo de glucose-1- C e glucoso-6- C em Pullularia pullulans

„ 1 4  14
ATCC 11942 e verificaram que a re :ao CQ^ da glucose-1- C e da glu_

14 ”
cose-6- C decresce com o tempo de cultivo, embora os resultados str

giram que a maioria do CG^ radioativo provinha do C^ da glucose.

NEWBURG et al. (49) através de estudos radiorespirometricos

em esporos e micélios do fungo Tilletia caries amostra 10 verifica -

ram que nos esporos a fração de glucose metabolizada pela via ENTNER

D0UD0R0FF era de 100% ao passo que nos micélios não foi detectada. A

fração de glucose metabolizada pela via glicolítica nos micélios era

de 66%, enquanto nos esporos estava ausente. Desses resultados tor -

nou-se evidente que existe diferença entre vias de metabolismo da

glucose pelos micélios e esporos de 1T. caries. .

WANG et alii. (753 propuseram um método radiorespirométrico

para avaliar a participação das vias das pentoses fosfato, glicolíti

14 14
ca e ENTNER-DGÜDQRüFF, usando glucose-1- C, glucose-2- C, glucose-

14 14 ;3,4- C e glucose-6- C. Os estudos comparativos entre diferentes rrú

crorganismos levaram os autores a concluir que existe uma semelhança 

muito grande de metabolismo da glucose entre Escherichia coli e Sac

charomyces cerevisiae, entre Pseudomonas saccharophila e Pseudomonas 

reptilvora, entre Aspergillus niger e Streptomyces griseus, entre Pe 

nicillium digitatum e Penicillium chrysogenum.

MacDONOUGH et al. (39) demonstraram a presença de enzimas do 

ciclo das pentoses fosfato em extrato livre de células de Aspergil 

lus niger, N.R.C. al 233 crescidos em diferentes meios de culturas

-6-



Os autores demonstraram ainda a presença de hexose, heptulose e trio_
* t . ' . ; ' ■

se bem como, a presença de atividrde de fosfohexoisomerase, sugerin

do ser o ciclo das pentoses fosfa;'b operante neste tipo de fungo.

Continuando com os estudos em Tilietia, NEWBURGH et al. (50) 

realizaram estudos radiorespirometricos e calcularam as percentagens 

de participação das vias metabólicas em esporos d:e.. Tilletia contro - 

versa encontrando 67% para a via das pentoses fosfato e 33% para a 

via glicolítica.

- 14
REED et al. (61] estudaram a utilizaçao da glucose-1- C,gl£

14 14 - ^cose-3,4- C e glucose-6- C, e determinara® a participeçao das dife_

rentes vias metabólicas pelo método de WANG et al. (75] e pelo méto

do de K.0RK.ES (35] em Penicillium digitatum. Os autores verificaram 

que existe grande similaridade entre os dois métodosj as percentagens 

de participação da EMP e da HMP pelo primeiro método foram respectiva 

mente 77 e 23 e pelo segundo método 89 e 11»

CHEN (12] estudou o efeito quantitaitilvo da aeração sobre o me

14 14 .. 14tabolismo da glucose-1- c> glucose-6- C e gliucose-3,4- C pela Sac

charomyces cerevisiae, verificando que as psrGHntlagens de participa " 

çao da HMP permanecem inalterada durante a VMiiaçao da aeração. Entre 

tanto as percentagens de participação do cicll© dos ácidos tricarboxi- 

licos (TCA) aumentam significantemente com o aumento da aeração. Em 

contraposição as percentagens de participaçHD da EMP aumentam com. a 

diminuição dos níveis de aeração. .

McDonald et alii. (44) trabalhando c?:. extrato livre de célu

las de Claviceps purpurea verificaram a preseiça de hexoquinase, fos-

-7- .



foriboisomarase, fosfocetopentoepimerase, transcetolase, transaldo_

lase e fosfofrutoquinase. Os autores calcularam ainda a percenta -

gem de .glucose metabolizada pelas diferentes vias, 90% da glucose

foi metabolizada pela via glicolítica aerobica e 10% pelo ciclo da

pentose fosfato. Ensaios radiorespirométricos com células não pro
: Í I; ■ ■:  ̂ • • . / - • '
liferantes,jejuadas permitiram'observar uma queda - de 50-60% na 

quantidade de1 glucose oxidada pela via das pentoses fosfato, suge

rindo os autores que o fato seja devido a .um decréscimo no requeri^ 

mento de pentoses em células não proliferantes.

MARGULIES et al. (411 observaram que o Rhizopus amostra NX

r 14
quando crescido em meio líquido mineral, contendo glucose-1- G ou

Í4glucose-2- G como fonte de carbono produzia quantidades diferen - 

tes de ácido' lático, ácido fumárico e etano1 dependendo da condi - 

ção de aerobiose ou anaerobiose. Dos resultados deste estudo com 

substrato marcado e da determinação de ativlc&ades específicas das 

enzimas envolvidas na formação do etanol e ácido lático, conclui - 

ram os autores que a produção do álcool e do ácido lático se pro - 

cessa pela via ENP, não esclarecendo todavia o mecanismo de forma

ção do ácido fumárico.

MARUYANA et al. (43) trabalharam com extrato de micélios e 

com microconídias de Fusarium oxysporum verificando que os valores 

de atividades específicas para aldolase eram muito similares nes - 

tas duas formas evolutivas. .

HELOCHE (45) verificou em pé cetônico de Lactarius tormino 

sus NRRL 2900 a presença de enzimas da cadeia glicolítica e do ci

clo das pentoses fosfato. No entanto, o autor não conseguiu detec-
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tar a presença de fosfofrutoquinase e triosefosfato isomerase, suge 

rindo que"este resultado negativo poderia ser atribuído a desnatura 

ção dessas enzimas durante a preparação. 0 autor discute ainda que 

o ciclo das pentoses fosfato poderia ser a maior via de metabolismo 

da glúcose neste tipo de fungo, uma vez que a atividade de glucose-

6-P desidrogenase é muito maior que a do gliceraldeído-3-P desidro-

• . ::. >■ ’ 
genase.

DOWLER et alii (20) trabalharam com dez diferentes fungos 

a saber: Phycomyces nitens, Gibberella zeae, Plonolinia fructicola 

Stemphylium sdlani, Schizophyllum commune, Glomerella cingulata," As 

pergillus fumigatus, Claviceps purpurea, Pythium debarynum e Rhizoc 

tonia sp. medindo as enzimas envolvidas com o metabolismo oxidativo. 

Entre outras, os autores observaram que estes extratos livre de cé

lulas continham as atividades de desidrogenases de glucose-6-P,trio 

se-P, isocitrato, succinato, malato e glutamato bem como de NADH o

xidase e citocromo c redutase.

RAnACHANDRAN et al.;(59) estudaram o metabolismo da glucose
14

-1-T C pelo Caldariomyces fumago ILL. Baseando-se no fato que o 

da glucose quando metabolizada pela via ENTNER-DOUDOROFF torna-se o 

grupo carboxilico do ácido pirúvico e quando metabolizada via das 

pentoses fosfato o da glucose é liberado como Cü^ antes que se 

forme ácido pirúvico, eles verificaram que na primeira hora cerca 

de 86% da glucose era metabolizada vi^tENTNER-DGUDÜRQFF e apenas 

13,8% via das pentoses fosfato. Na quinta hora 65% era metabolizada 

pela via ENTNER-DOUDOROFF e 35% pela via das pentoses fosfato. Como
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os autores não conseguiram detectar a presença de glucoquinase em e_x
* » . ■ : ' . 

trato livre de células, de £. fumago sugeriram a ausência da via gli-

colítica neste fungo tido como imperfeito.

NIEDERPRUEM et alii. (53) compararam atividades de glucose - 

B-P desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase durante a germin£ 

ção de basideosporo e no crescimento dos micélios de Schizophyllum ... 

commune 699 verificando que a atividade da primeira é maior nos esp£ 

ros e sendo que a segunda estava aumentada no micélio.

NIEDERPRUEM et .alii. (51) verificaram que extrato livre de 

células de diferentes formas evolutivas de Schizophyllum commune co£ 

tinha atividades de várias poliois desidrogenases observando a sua 

variação com á .mòrfogenese. .

- ‘VanETTEN et alii. (70) estudaram grande numero de enzimas do 

ciclo das pentoses. fosfato, da via glicolítica, do ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos é do transporte de eletrons terminais em fungos Rhi
'V . : : ' . . ■ •

zoctonia solani e Sclerotium bataticola em função do tempo de cresci_ 

mento da cultura, verificando comportamento diferente das enzimas es_ 

tudadas nos dòis fungos. Assim ocorria um aumento da atividade.de he_ 

x.oquinase, a-glicerofosfato desidrogenase, malato desidrogenase e ci 

tocromo oxidase com o tempo.de cultivo. Enquanto havia um decréscimo 

na atividade de fosfohexoquinase, aconitase, isocitrato desidrogena- 

se, NADH oxidase, enolase, piruvato quinase e 2,3-difosfoglicerato mu 

tase em relação ao tempo de crescimento em R. solani, já em _S. bata- 

ticola eles observaram um aumento de atividade de fosfohexoquinase , 

piruvato desidrogenase, fumarase, malato desidrogenase e enzima ma11



ca não constatando diminuição da atividade com o tempo de cultivo.

1GLELAND et al. (15) traba,lhando com Dictyostellum discoi - 

deum na forma de "amoebae" e no ejtágio de preculminação não obser_ 

varam diferenças significativas no teor das enzimas da cadeia gli

colítica em dois estágios de desenvolvimento. .

' Van SCOYQC et al. (71) dosaram enzimas do EMP e HMP em ex.

tratos dè Venturia inaequalis (Cke), sugerindo dos dados que a de_ 

gradação inicial de carboidratos fosse feita através das vias EMP

e HflP. • " * I

 ̂RAO et al. (60) detectaram a presença de D-manitol desidro

geTiase, sorbitol desidrogenase e xilitol desidrogenase dependentes
. ■' ' \ :■ ' : 

de NAD; glucose-6-P desidrogenase, 6-fosfogluconato desidrogenase

dependentes de NADP; frutose redutase NADH dependente; xilose redjj 

tase NADPH dependente e trealase, tanto em extrato de micélios mo- 

nocariotico como em extratos do corpo de frutificação dicarioticos 

c*0 C°Pr:(nus lagopus .Os autores observaram também que a razão entre 

xilitol desidrogenase e sorbitol desidrogenase foi maior que a uni_ 

dade tanto em micélios como em corpos de frutificação, mas tal ra

zão decresce no tecido do talo. ’ :

NG et alii. (52) demonstraram que o EMP e HMP estão preseji 

tes e são operativos em todos os estágios de desenvolvimento de As 

pergillus niger mas que o percentual relativo de ambas diferem. As_ 

sim o EMP é mais ativo nos períodos iniciais do crescimento vegeta_ 

tivo enquanto o ciclo das pentoses fosfato tem maior atividade nos 

estágios do desenvolvimento do conidioforo.

-11-



LYNCH et al. [38) estudaram através de técnicas radior-espiro 

métricas af variação • da participação do ciclo glicolítieo e ciclo das 

pentoses fosfato durante o crescimento da fase plasmodial do Physa - 

rum flavicomurn observando diminuição no teor de participação das 

vias quando no meio de cultura era adicionado nitrato de amonio, fa

vorecendo ao EMP.

ARTHUR et alii. (2) estudaram o metabolismo da glucose pelo 

Agrobacterium tumefaciens NRRL B36. A análise dos dados radiorespiro 

métricos e enzimáticos permitiram aos autores concluir que a glucose 

era estritamente metabolizada pelas vias oxidativas, a saber, ã^HMP, 

ED e TCA; das quais a HMP e ED eram as vias de maior participação , 

concluindo ainda que a EMP não é operante neste organismo.

TYRRELL et al. (69) trabalhando, com Entomophthora pyriformls 

dosaram 14 enzimas das vias EMP e HMP, sugerindo que células vegeta- 

tivas possuiriam potencial para degradar glucose por ambas as vias.

0 teor das enzimas era muito baixo nos esporos, aumentando com a ge£ 

minação. Das enzimas estudadas, cinco não foram detectadas, entre e

las fosfofrutoquinase, piruvatoquinase, fosforiboseisomerase, s u g e 

rindo os autores que este fato seja importante na manutenção da dor

mência dos esporos.

. HIRÜNÜ (29) estudando o metabolismo da glucose pelo dasideo- 

miceto Picnopqrus clnnabarinus, verificou que as enzimas da via gli_ 

colítica e do ciclo das pentoses fosfato estavam presentes e que a 

glucose era utilizada preferencialmente através da cadeia glicolíti- 

ca (95,3%) .

-12-



CHEN (12) estudando o efeito da aereação sobre as várias vias 

metabólicas para utilização,da glucose em cerevisae, observou que 

a aereação provoca a altéração no funcionamento das vias.

\ Como tivemos oportunidade de observar, as principais vias de 

utilização da glucose em fungos são: via glicolítica, via das pento - 

ses fosfato e via de ENTNER-OOUOOROFF. Os estudos radiorespirométri - 

cos datam da década de 50, e permitiram demonstrar a existência de vr
‘ • : ■' , x. Í\ ' ■ . ■ .

as metabólicas,, bem como, a sua operabilidade em células intactas de 

fungos ou outroá organismos. A melhor compreensão das vias envolvidas 

na degradação da glucose provém dos estudos das enzimas isoladas e 

das técnicas isotopicas aplicadas âs células intactas. No entanto, há 

uma ampla variação no teor das vias conforme as espécies estudadas.

té o presente momento, observa-se que ha carências de estu 

dos de avaliação de vias metabólicas empregando técnicas radiorespiro- 

métricas em fungos, principalmente aos pertencentes ã classe Basidiomi_

cetos. V-y; j. , .; ! ■ :

; Poucos são os trabalhos que procuram correlacionar os dados - 

radiorespirométricos com a determinação de enzimas envolvidas nas di

ferentes vias metabólicas; geralmente faz-se avaliação dosando apenas 

as atividades específicas de algumas enzimas envolvidas nas diferentes 

vias ou somente apresentando dados radiorespirométricos.

Entre os fungos apodrecedores da madeira isolados da Arauca ~ 

ria angustifo 15 encontra-se o PolyporLs circinatus, cujas condiçoes de 

cultivo da forrna micelial foram perfeitamente padronizadas (3) .Em nos

so laboratório foram isoladas e pàrcialmente caracterizadas a hexoqui-
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nase (47) e a glucose-6-P desidrogenase (25) do referido fungo. Ainda 

foi estudada' uma L-lactato desidrogenase piridino nucleotídeo indepeji 

dente, que aparecia em concentrações mensuráveis somente quando o Po~ 

lyporus circinatus era crescido em meio de cultura contendo lacta - 

to de sódio como única fonte de carbono e energia (23). Entretanto os
’ ' • ' . i; ' . -
dados obtidos não são suficientes para concluir a existencia operacio_

nal da cadeia glicolítica, da via das pentoses fosfato e da via de

ENTNER-DQUDOROFF; assim o presente trabalho foi levado a efeito empr£ 

gando técnicas radiorespirométricas e dosando as enzimas com a finali_

dade de determinar e avaliar as vias metabólicas operantes em Polypo-

rus~ circinatus. crescido em meio contendo glucose como única fonte de

carbono.
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MATERIAIS E MÉTODOS

I. MATE" IAIS

1.1 REAGENTES QUÍMICOS: '

Acido perclórico (Merck)

ADP (Adenosina-5’-difosfato - Sigma Chemical Company)

ATP (Adenosina-5'-trifosfato- Sigma Chemical Company)

Carbazol (Merck)

Cisteina (Mann Research Laboratories Inc.)

O-Dianisidina (Merck)

2,3-Difosfoglicerato (sal ciclohexilamonio - Sigma Chemical Company) 

EDTA (Etilenodiaminotetraacetato de sódio - Sigma Chemical Company): 

Eritrose-4-fosfato ( sal sódico - Sigma Chemical Company) 

B-Feniletilamina (Sigma Chemical Company)

Fosfato ácido de sódio (Merck)

Fosfato diácido de potássio (Merck)

Fosfoenolpiruvato ( sal sódico - Sigma Chemical Company)

2-Fosfoglicerato ( sal sódico - Sigma Chemical Company)

3-Fosfoglicereto ( sal de cálcio - Sigrna Chemical Company) 

6-Fosfogluconato ( sal sódico - Sigma Chemical Company)

Frutose (Merck) ;

Frutose-6-fosfato ( sal sódico - Sigma Chemical Company)

Frutose-1,6-difosfato ( sal sódico - Sigma Oiemical Company)



Gliceraldeidö-3-fosfato ( aal sódico - Sigma Chemical Company)

Glicilglicina (Merck) ; : :■

Glicina ( Sigma Chemical Company)

D-glucose (Merck) ; ■ : ;

D-glucose-1- t (45 mci/mmol) - Calatomic Corporation)
14 ■ ; * ■ . . • • • '

D-glucose-3- C (1 yci/0.1 ymol - New England Nuclear)
' Í4 ' ■ : ' ■

D-glucose-3,4- C ( 10 yci/0.738 ymol - New England Nuclear) v

‘ ■ 14 . h ’’ . . '
D-glucose-6-; C ( 388 mol/mmol - New England Nuclear)

Glucose-6-fosfato ( sal sádico - Sigma Chemical Company)

Imidazol (Merck) d Ti

2-Mercaptoetanol ( The Matheson Company Inc.)

Mops (Morpholinopropane Sulfonic Acid -Sigma Chemical Company)

NAD (Nicotinamida adenina dinucleotideo dissodico - Sigma Chemical 

Company)

NADH (Nicotinamida adenina: dinucleotideo reduzido dissodico - Sigma 

Chemical Company)

NADP (Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato dissodico - Sigma 

Chemical Company)

Pirofosfato de sódio (Baker Analyzed' Reagent)

Ribose-5-fosfato (sal sódico - Sigma Chemical Company)

Ribulose-5-fosfato (sal sódico - Sigma Chemical Company)

Tiamina pirofosfato (Merck)

Trietanolamina (Merck)

Tris (Trihidroximetilaminometano - Merck)

Todos os reagentes eram pró-análise
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I. 2 ENZIMAS

Aldolase - 8.5 unid./mg prot. (Sigma Chemical. Company]

Desidrogenase lática - 815 unid./mg prot. (Boehringer Mammheim Gmbh] 

Glicerajldeido-3-fosfato desidrogenase - 77 unid./mg prot. ( Sigma 

Chemical Company]

a-Glicerofosfato desidrogenase - 80 unid./mg prot. (Sigma Chemical" 

Company]

Glucose-6-fosfato desidrogenase - 405 unid./mg prot. (Sigma Chemical 

Company]

Glucose oxidase - 1.4 unid./mg prot. (Sigma Chemical Company] 

Peroxidase - 1000 unid./rng prot. (Sigma Chemical Company]

Triosefosfato isomerase - 12600 unid./mg prot. (Sigma Chemical Com - 

pany ]

I . 3 ANOSÎRA DE MICRORGANISMO:

A. amostra monocariotica de Polyporus cireinatus Fr nos foi 

cedida pela Profa. Dra. Glaci Theresinha Zancan do Instituto de Bio

química da Universidade Federal do Parana, e mantida em meio sólido 

de Sabouraud. A amostra do meio sólido era transferida para um fras

co com 200 ml de meio líquido proposto por NARKUS et alii. (42], con 

tendo glucose a 0,5%. As culturas foram incubadas a 28° e agitadas em 

um agitador rotatório a 100 rpm durante 48 horas, constituindo ino

culo inicial. Desta cultura foram repicados micelios em frascos con

tendo 200 ml de meio acrescidos de glucose na concentração final de



0,5%. Após 24 horas a 28°, ;os micélios foram coletados por filtração 

em gaze, lavados com água destilada e o líquido de lavagem removidos 

por compressão. Após a pesagem eram utilizados imediatamento ou esto 

cados em congelador a -20° para posterior utilização.

II. MÉTODOS ^

11.1 PREPARO DO EXTRATO LIVRE DE CÉLULAS: -

 .Na preparação do extrato livre de células, a massa miceli-

al (1.0 gl foi triturada com areia do mar previamente tratada C1.0g 1 

em um gral à temperatura de 4°. O macerado foi suspenso em 2.0 ml de 

tampão adequado; para cada experimento. A areia e os fragmentos mice- 

liares. foram refnovidos por centrifugação a 7000 x g por 15 minutos - 

em centrífuga refrigerada Janetzki K24. 0 sobrenadante assim obtido, 

identificado como extrato livre de células, foi utilizado para ensa

ios de atividade enzimática.■

11.2 DOSAGEM DE PROTEÍNA: ..

As dosagens de proteínas foram realizadas de acordo com o 

método de L0WRY et alii. (37), empregando soro albumina bovina como 

padrão. ; : V

11.3 DOSAGEM DE GLUCOSE:

As dosagens de glucose foram realizadas de acordo com o mé_ 

todo da glucose oxidase C31). "
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11.4 APARELHOS USADOS:

a. Centrífuga refrigerada Janatzk4. K24.

b. Espectrofotometro Coleman modelo 6A. .

c. Espectrofotometro Beckman modelo DU-2 com registrador acoplado.

d. Banho-maria Dubnoff Metabolic Shaking Incubator-GCA Corporation

e. Espectrometro de cintilação líquida Beckman LS-133

11.5 PREPARAÇÕES:

a. 0 3-fosfoglicerato .de cálcio foi convertido em sal sodico pelo

tratamento com resina trocadora de cations Dowex 50x8 sob a for

■ + ; ' 
ma H .

b. A enolase foi preparada de acordo com o método proposto por 

WESTHEAD et al. (76) e apresentava atividade específica de 40 

unid./mg prot.

c. A mistura de ribose-5-P e ribulose-5-P foi preparada de acordo
I  ̂ : ■ ; . ' : • ■

com o método proposto por LA HABA et al. (36).

d. 0 líquido para medida de radioatividade foi preparada confor - 

me BRAY (9).

11.6 . MEDIDA DA ATIVIDADE ENZIMATICA:

A atividade das diferentes enzimas foi determinada no ex̂  

trato livre de células seguindo em 340 nm a velocidade de oxidação 

ou redução de piridinonucleotídeo (NAD,NADH ou NADP) envolvido na 

reação. A quantidade de coenzima que se oxidava cu se reduzia era 

calcuda tomando-se seu coeficiente de extinção molar a 340 nm como
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3 - 1  “1 ~6,22x10 . cm . M (30). Nas determinações das atividades da fosfo-

glicero mutase e enolase o PEP formado foi dosado espectrofotométri-

camente a 240 nm, tomando o coeficiente de extinção molar do.fosfoe-

1 i 3 - 1 - 1  ~
nolpiruvato como 1.73x10 . c m  . M (78). A determinação da ativida_

de de outras enzimas foi feita pela dosagem do produto da reação por 

métodos químicoã. Em cada caso, foram realizadas duas preparações en_ 

zimãticas'e os pontos correspondem ã média das determinações. Um con_ 

trole erá sempre feito, contendo todos os reagentes do ensaio, exce

to os subsiratos específicos.

1. Glucoquinase (E.C .2 .7.1.1) : A dosagem da atividade de enzima ' foi 

medida spgundo o método descrito por CRANE et al. (17). 0 extrato li_ 

vre de células foi obtido utilizando- se tampão fosfato 0,1 M pH 

6,4. ü sistema de incubação continha: 10,0 ymoles de tampão fosfato 

pH 6,4, 2,0 ymoles de MgCl^* 2,0 ymoles de ATP, 1,0 ymol de glucose 

e extrato:em concentrações de 65 a 520 yg de proteínas num volume 

de 0,1 ml;. Esta mistura foi incubada por 3 minutos a 37° e a reação 

foi interrompida pelo aquecimento a 100° por 3 minutos. Apõs esta 

operação o volume1 da mistura foi elevado para 0,5 ml com água desti

lada e centrifugado a 3000xg por 5 minutos. Nó sobrenadante obtido 

foi dosada a glucose-6-P formada seguindo a redução do NADP a 340

!nm, utilizando o seguinte sistema de incubação: 10,0 moles de tam - 

pão Tris-HCl pH 8.4, 0,4 ymoles de NADP, 2,0 pg de glucose-6-P desi_ 

drogenase, 0,1 ml do sobrenadante de 3000xg, num volume final de

1.0 ml.

2. Frutoquinase (E.C.2.7.1.4): A dosagem da atividade de frutoquina-



se foi medida segundo o método de CRANE et al. (17 5, □ sistema corv 

sistia em acumular frutose-6-P determinada posteriormente, acopiaii 

do-se a§-enzimas glucose-6-P isomerase e glucose-6-P desidrogenase. 

0 extrato livre de células foi preparado empregando-se tampão fos

fato , 0.1M pH 6,4 e a mistura de incubação continha: 10,0 moles de 

tampão fosfato pM 6,4, 2,0 ymoles de MgC^* 2,0 ymòles de ATP, 1/0 

ymol de frutosé e extrato nas concentrações de 65 a 520 yg de pro

teínas num volume final de 0.1 ml. Esta mistura foi incubada por 

3 minutos a 37° e a reação interrompida por aquecimento a 100° Por 

3 minutos. Apõs estas operações o volume da mistura foi elevado pj3 

ra 0,5 ml com água destilada e centrifugado a 3000xg por 5 minutos. 

No sobrenadante obtido foi dosada a frutose-6-p formada seguindo a 

redução dó NADP a 340 nm utilizando o seguinte sistema de incuba - 

ção: 10,0 imoles;de tampão Tris-HCl pH 8,4, 0,4 ymoles de NADP,

0,1 ml do sobrenadante de 3000xg, 1,0 yg glucose-6-P isomerase,

2,0 yg glucose-6-P desidrogenase em um volume final de 1,0 ml.

3. Fósfohexoisomerase (E.C.5.3.1.93: 0 método para dosagem de fos- 

fohexoisomerase consiste na medida da frutose-6-P formada pelo mé

todo de RDE et alii. (623. A enzima foi extraída com tampão Tris - 

HC1 0,1N pH 7.0. A fosfohexoisomerase foi ensaiada num sistema de 

incubação1de 1,0 ml contendo: 40,0 ymoles de tampão Tris-HCl pH 

7,0, 5,0 ymoles de glucose-6-P e extrato livre de células em con

centrações de 4,5 a 27 yg de proteínas. □ sistema foi incubado a 

30° durante 5 minutos. Apõs este período de incubação, a enzima foi 

inativada adicionando-se 3,0 ml de HC1 (5:1). 1,0 ml do reagente re
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sorcinol foi adicionado a seguir e o sistema foi aquecido a 80° por
' *. * ■ ' ' . . • - . ’ . 

10 minutos. A leitura foi feita a 540 nm em espectrofotometro Cole_

man modelo 6A. Controles para cada tubo foram feitos, onde a gluco-

se-6-P era adicionada apõs a inativação da enzima pelo HC1. 0 tubo

branco era constituido com todos os reagentes exceto o extrato. Cur
. . ! ' '' . • . í: ■ . ' .

va padrão de frutose-6-P foi feita utilizando esta em concentrações

: que variaram de! 0,05 a 0,7 pmoles .

4^ Fosfofrutoquinase (E.C.2.1.11}: A fosfofrutoquinase foi ensaiada 

segundo o metòdo modificado de SILLERO et alii.. (68), em que o tam

pão imidazol e o GTP foram substituidos por tampão giicilglicina - 

NaüH e ATP, uma vez que naquelas condições a atividade de fosfofru

toquinase era muito baixa. Para a extração da fosfofrutoquinase foi 

utilizada tampão glicilglicina-NaOH 0,1M pH 7,5 contendo mercapto - 

etanol 0,0214. : Foi: feito um sistema de incubação contendo 25,0 ymo ~ 

les de tampão glicilglicina-NaQH pH 7,5, 5,0 pmoles de mercaptoet£

nol, 2,0 pmoles KC1, 5,0' pmoles de MgCl^, 1,0 pmoles de ATP, 3,0 pro 

les de frutose-6-P e extrato em concentrações de 73 a 292 yg de 

proteínas num volume final de 0,1 ml. A mistura acima foi incuba.1- 

da por 5 minutos a 37° e a reação interrompida por aquecimento em 

banho-maria a 100° por 3 minutos. Apõs estas operações o volume da 

mistura foi elevada para 0,5 ml com água destilada e centrifugada a 

3000xg por 5 minutos. No sobrenadante obtido foi dosada a frutose -

1,6-difosfato acumulada seguindo a oxidação do NADH a 340 nm utili

zando o seguinte sistema de incubação: 50,0 p » l e s  de giicilglicina 

NaüH pH 7,5 2,0 pmoles de mercaptoetanol, 2,0 pmoles de KC1, 0,1
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ymoles de NADH, 2,0 yg de aldolase, 1,0 yg de triose - P isomerase,

1,0 yg a-glicerofosfato desidrogenase e 50,0 yl de sobrenadante de 

3000xg num volume final de 1,0 ml. Além do controle sem substrato, 

foi feito um controle contendo todos os reagentes exceto ATP.

5. Aldolase (E-.C.4.1.2.13) : Foi empregado para determinação de aldo_ 

lase o método indicado por; RUTTER et al. (63), salvo que a solução^

tampão glicilglicina-NaOH .foi substituida pela de Tris-HCl e a coa
' ; ; , . . , < \ ■ 1 ’ - ■ '

' ; ' V ' ■■" '  ̂ ^
centraçao de K. foi reduzida para um terço do metodo original , ja

que nestas condições observa-se maior atividade enzimática. As trio^ 

sefosfatos resultantes da clivagem da frutose-1,6-diP foram medidas 

a triosefosfato isomerase através da oxidação do NADH e a-glicero - 

fosfato empregando-se desidrogenase como enzimas reagentes. Tampão 

Tris-HCl 0,1M pH 7,8, contendo rrercaptoetanol 0,05 N e K.C1 0,2H fo 

ram Utilizados na extração da enzima. Em.1,0 ml do sistema de incu

bação estavam contidos: 50,0 ymoles de tampão Tris-HCl pH 7.8, 25,0 

k'-' moles de tpercaptoetanol, 100,0 ymoles de KCl, 2,0 ymoles frutose -

1,6-diP, 0,1 ymoles de NADH, 1,0 yg triosefosfato isomerase, 1,0 yg 

a -glicerofosfato desidrogenase e extrato nas concentrações de 51 a 

204 yg de proteínas... Além do controle sem frutose-1,6-diP, foi fei

to outro para NADH oxidase, utilizando sistema sem frutose-1,6-diP 

e as enzimas acoplantes.

6. Triosefosfato isomerase (E.C.5.3.1.1): 0 método utilizado para a 

dosagem da atividade de triosefosfato isomerase é o apresentado por

' BERSENHERZ (5). Gliceraldeido-3-fosfato é utilizado como substrato 

e a a-glicerofosfato desidrogenase como enzima acoplante. A enzima
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foi extraída com tampão trietanolamina-HCl 0,1(1 pH 7,5 contendo EDTA 

0,005(1. A mistura de incubação completa continha em 1,0 ml: Q0,0 ymo 

les tampão trietanolamina-HCl pH 7,5, 0,01 ymoles EDTA, 0,6 ymoles 

gliceraldeido-3-fosfato, .0,1 ymoles NADH, 1,0 yg a-glicerofosfato de_ 

sidrogenase e extrato em concentrações de 1,25 a 10,0 yg de p r o t e í 

nas. Independente do controle sem gliceraldeido-3-fosfato foi feito 

um controle para NADH oxidase num sistema contendo todos os reagen - 

tss exceto gliceraldeido^3-fosfato e a-glicerofosfato desidrogenase.

7. Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (E.C.1-2.1.12): A determin^a 

ção da atividade de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase foi basea- 

.da no método de ALLISÜN (1), onde a frutose-1,6-diP substituiu o gli_ 

ceraldeido-:3-fosfato e foram incluídos aldolase e cisteína, como in

dica o sistema de incubação abaixo. A, redução do NAD foi seguida a 

340 nm. Aldolase e triosefosfato isomérase foram utilizados como en, 

zimas acoplantes a fim de fornecer o substrato para a reação. A enzi_ 

ma foi extraída com tampão pirofosfato-HCl 0,0314 pH 8,5, contendo cls 

teína 0,00614. 0 sistema de incubação continha: 21,0 moles de tampão 

pirofosfato-HCl ph 8,5, 4,0 moles de cisteína, 10,0 ymoles de fruto 

se-1,6-diP, 0,8 ymoles de NAD, 15,0 ymoles de arseniato de sodio ,

1,0 yg de aldolase, 1,0 yg de triosefosfato isomerase e extrato em 

concentrações que variaram entre 8,5 a 68 yg de proteínas num volume 

final de 1,0 ml« A reação foi iniciada com a adição de arseniato.

8. Fosfogliceratoquinase CE.C.2.7.2.3): A atividade da enzima foi 

medida pelo método de BUCHER Ç10). Esta quinase pode ter sua ativid^a 

de determinada tanto pela reação direta como pela reação no sentido
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inverso. Na reaçao no sentido direto utiliza-se o UL-gliceraldeido-
■ * . I ' .
3-fosfato como substrato e segue-se o aumento da absorbancia devido 

a redução do NAD. A determinação L3 atividade de fosfoglicerotoqui- 

nase pelo processo inverso tem como substrato o 3-fosfoglicerato e 

verifica-se o decréscimo da absorbancia devido a oxidação do NADH. 

No presente trabalho empregamos o ensaio no sentido inverso. A enzl.

ma foi extraída com tampão Mops-NaOH 0,114 pH 7,0.Em 1,0 ml do sis-
■ \ •

tema de incubação estavam contidos: 40,0 ymoles de tampão Hops - 

NaOH pH 7,0, 5,0 ymoles de MgSO^ 20,0 ymoles de cisteína, 5,0 ymo

les de 3-fosfoglicerato, 0,1 ymoles de NADH, 2;,0 ymoles de ATP, 1,0 

yg de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e extrato livre de céljj 

las nas concentrações de 103 a 515 g de proteínas. Além do contro

le para substrato, foram feitos controles parai NADH oxidase num sijs 

tema contendo todos os reagentes menos 3-fosfoglicerato e gliceral- 

deido-3-fosfato desidrogenase e controle para* ATP endógeno.

9. Fosfogliceromutase (E.C .2.7.5 .3) : A fosfog)lice.romutase foi ensai 

ada como descrita por GRIS0LIA (26) com exceça©; da solução tampão 

que foi substituida por imidazol-HCl. Para ijedlidía da atividade da 

enzima fosfogliceromutase, a enolase foi puofoeada a partir de le

veduras, segundo o método de WESTHEAD et aLíWl., A extração da en- 

zirna foi feita com tampão imidazol-HCl 0,1N pH! 7,6. 0 sistema de 

incubação conpleta continha em 1,0 ml: 10,0 pirolies de tampão imida

zol-HCl pH 7,6, 1,0 ymol de NgS04, 0,01 de prail&s EDTA, 5,0 yg de

3-fosfoglicerato, 0,2 yg enolase e extrato mm concentrações de 51 a 

408 yg de proteínas. Na realização do ensai:o„ gü aparelho foi cali -
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brado com um sistema contendo todos os reagentes exceto o extrato li 

vre de células. A atividade de foefogliceromutase no extrato livre - 

de células não dialisado não foi rIterada quando se adicionava ao 

sistema 2,0 ou 5,0 ymoles de 2,3-difosfoglicerato.

10. Enolase (E.C.4.2.1.11): A atividade de enolase foi medida segun

do o método de WESTHEAD et al. (76). Verifica-se a-produção de fos -
' ,/ • . . . . , • • ■ ' ' '
foenolpiruvato espectrofotométricamente a 240 nrn. A enzima foi ex - 

traida usando tampão Tris-acetato 0,111 pH 7,4. A mistura de incuba - 

ção de 1,0 ml continha: 50,0 ymoles de tarnpão Tris-acetato pH 7,4 , 

0,01 ymoles de EDTA, 5,0 ymoles de acetato de magnésio, 2,4 ymoles 

de 2-fosfoglicerato e extrato nas concentrações de 25 a 200 yg de 

proteínas. Além do controle sem substrato, foi feito um sistema con

tendo todos os reagentes exceto o 2-fosfoglicerato. ;

11. Piruvatoquinase (E.C.2.7.1.40) : A atividade de piruvatoquinase - 

foi ensaiada acoplando-se a desidrogenase latica e medindo a oxida - 

ção do NADH, segundo o método de BUCHER et al. (11), sendo que a so_ 

lução tampão de trietanolamina foi substituída pela de Hops-NaQH na 

mesma ordem de grandeza de pH. 0 extrato livre de células foi prepa

rado com tampão Mops-NaOH 0,111 pH 7,5. A mistura de incubaçao era 

composta de: 40,0 ymoles de tampão Mops-NaOH pH 7,5, 20,0 ymoles de 

KC1, 2,0 ymoles de HgCl2 , 4,0 ymoles de ADP, 0,1 ymoles de NADH, 4,0 

ymoles de fosfoenolpiruvato, 1,0 yg desidrogenase lática e extrato 

livre de células em concentrações de 42 a S36 yg de proteínas num 

volume total de 1,0 ml. Foi feito além do controle sem fosfoenolpirju 

vato, controle para ADP e controle pára NAiQHI oxidase.
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12. Glucose-6-fosfato desidrogenase CE .C.1.1.1.49) : A glucose-6-fos- 

fato;desidrogenase foi dosada segundo o método de NOLTnANN et alii . 

(54), o qual consiste fundamentalmente em seguir a velocidade da reâ  

ção dosando o NADHPH formado. A extração da enzima foi realizada com 

tampão Tris-HCl 0,1f1 pH 8,4. A atividade de glucose-6-fosfato desi - 

drOgenase foi ensaiada no seguinte sistema de incubação: 10,0 ymoles 

de tampão Tris-HCl pH 8,4, 2,0 de ymoles T1gCl„, 2,0 ymoles 2,0 ymo-• • . . . • . r. / . 2 ■
'' ' ‘ '■ " ’ " ■ • ^

les de glucose^6-P, 0,4 ymoles de NADP e extrato de concentrações de

13 a 130 yg de proteínas num volume final de 1*0 ml.

.13. 6-Fosfogluconato desidrogenase (E.C.1.1 .1.44): A 6-fosfoglucona-

to desidrogenase foi determinada pelo método de PQNTRENOLI e alii .

[57), que consiste em seguir a velocidade de redução do NADP quando

em presença de 6-fosfogluconato. A enzima foi extraída com tampão

Tris-HCl 0,1(4 pH 8,4. A mistura de reação continha: f0,0 ymoles de

tampão Tris-HCl pH 8,4, 2,0 ymoles de HgCl^ 4*0 ymoles de 6-fosfo -

gluconato, 0,3 ymoles de NADP e extrato em concentrações de 13 a 65

yg de proteínas num volume final de 1,0 ml.

14. Fosforibose isornerase [E.C.5.3.1.6): D método adotado para dete£ 

minar a atividade foi o de AXELROD et al. (4). A enzima foi extraída 

com tampão Tris-HCl 0,1í1 pH 7,0. Um sistema de incubação contendo :

50,0 ymoles de tampão Tris-HCl pH 7,0, 1,25 ymoles de ribose - 5 P, 

extrato nas concentrações d e .4,2 a 16,8 g de proteínas, foi incuba

do a 37° por 10 minutos. No final deste tempo, a ribulose-5-P forma

da, foi determinada pela técnica de DISCHE et al. [19). A cor desen

volvida após 30 minutos a 37° foi medida em um espectrofotometro Co-



leman modelo 6A a 540 nm. Além do tubo branco sem extrato, foram fei. 

tos controles para cada tubo teste onde a ribose-5-P foi adicionada 

após a adição do H^SÜ^ . Curva padrão de ribulose-5-P também foi fel 

ta, utilizando a mesma em concentrações que variaram de 0,05 a 0,5 

ymoles. ;

15. Transcetoiase (E.C.2.2.1.1): 0 método utilizado' para a dosagem 

da atividade de! transce.tola.se é o apresentado por LA HABA et al.(36) 

A transcetolase catalisa a formação de gliceraldeido-3-P e heptulose 

7.P a partir de uma mistura de Tibulose-5-P e ribosé-5-P. Na presen

ça de triosefosfato isomerase e a-glicerofosfato desidrogenase , a 

triosefosfato é reduzida a a-glicerofosfato em presença de NADH , 

cujo o desaparecimento é medido espectrofotometricamente a. 340 nm . 

0 tampão glicilglicina-NaOH 0,1M, pH 7,4 foi a solução usada para a 

preparação do extrato livre de células. A mistura de incubação con

tinha em um volume de 1,0 ml: 50 ymoles de tampão gliciIglicina - 

NaOH pH 7,4, 5,0 ymoles HgCl^, 01 ymoles de NADH, . 50,0 yg de tiami- 

na pirofosfato> 7,0 ymoles da mistura de ribose-5-P e ribulose-5- P, 

1^0 yg de triosefosfato desidrogenase, 1,0 yg de a-glicerofosfato de 

sidrogenase e extrato nas concentrações que variaram de 33 a 264 yg 

de proteínas.. Além do controle sem a mistura de ribose-5-P e ribulo** 

se-5-P foi feito um controle para NADH oxi.da.se..

16. TransaIdolase (E .C .2.2.1.2): 0 método adotado para sua determina 

ção é basicarnente de. VENKATARAMAN ;et al.. ( 7 2 ) sdmente a solução tam 

pão original foi substituida pela de TIops-NaOH, 0,1 ml pH 7,5. A do

sagem de transaldolase é baseada na formação do gliceraldeido-3-P a 

partir de frutose-6-P e eritrose-4-P em reação reversa. Gliceraldeí-
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do-3-P é determinado pela ação combinada de triosefosfato isomerase e 

a-glicerofosfato desidrogenase. Para a extração da transaldolase foi 

empregado tampão Tlops-NaQH 0,1(4 pH 7,5. ü sistema de incubação conti

nha: 50, Otmnoles tampão. ílops-NaOH pH 7,5, 2,0 ymoles de frutose-6-P,

2.0 ymoles de eritrose-4-P, 0,1 ymoles de NADH, 1,0 g de triosefosfa 

to isomerase, 1,0 yg de a-glicsrofosfato desidrogenase e extrato li” 

vre de células nas concentrações de 17,5 a 240 yg de proteínas, num 

volume final de 1,0 ml. Além do controle sem substrato foi feito um 

controle para NADH oxidase num sistema contendo todos os reagentes e^ 

ceto eritrose-4-P e as enzimas acoplantes. -

17. Fosfogluconato dehidrase(E.C.4.2.1.123: A fosfogluconato dehidra- 

se é a enzima que converte o ácido 6-fosfogluconico a um fosfocetoáci_ 

do, o 2-ce t o-3-de o xi-6-fo s fo g1uco n at o, q ue pela ação de 2-ceto-3-deoxi 

-6-fosfogluconato aldolase, dará piruvato e D-gliceraldeido-3-fosfato. 

As enzimas que constituem a via de ENTNER-D0UD0R0FF foram pesquisadas 

através da .formação de cetoácidos intermediários num sistema de incu

bação que continha: 50,0 ymoles de tampão Tris-HCl CpH 6,7, 7,6 e 8,2)

2.0 yrnoles de glutation reduzido, 2,0 ymoles de FeSO^ ou NnCl^ e ex - 

trato em concentrações variáveis de proteínas C20 a 80 yg). Apõs a 

pré-incubação a 37° por *5 minutos foi adicionada a mistura anterior

2.0 timoles 6-fosfogluconato e reincubadas a 37° por 15 minutos.A pre

sença de cetoácidos totais foi pesquisada pelo método de HacGEE et al 

(40) e piruvato pelo método de FRIEDENm NN et al. (22).

II. 7 UNIDADE DE ENZIHA E ATIVIDADE ESPECÍFICA:
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Uma unidade de enzima, em todos os casos, foi definida como 

a quantidade de enzima que catalisa a transformação de 1,0 micromol 

de substrato ou formação de 1,0 micromol de produto por minuto.

A atividade específica foi expressa pela relação entre as

unidades de enzima por miligrama de proteína.
/ . ' 'V ’ ! ■ I:‘ ? "" ' . ' ■ ■■■ ’ . ' ' ■ ;

II. ô . ESTUDOS (lETAB.dLICOS POR RADIORESPIROIIETRIA: ' :

A velocidade de evolução de CO^ da oxidaçao de glucose m ^  

cada em átomos de carbono específicos foi médida de acordo com os 

métodos de WANG et alii. C743 . Micélios'. de P. circinatus crescidos - 

, por'24 hpras em meio contendo glucose a 0,5 g% e homogenizados. com 

pérolas de vidrol foram utilizados nestes experimentos. Ds micélios 

foram colhidos por filtração em papel Whatman n9 1 e lavados com tam 

pão fosfato 0,1(1 pH 5,6. Os micélios assim obtidos foram ressuspensos 

em tampão fosfato 0,1 (1 pH 5,6 e submetidos ao jejum por 12 horas.A 

pos este tempo de jejum, os micélios foram colhidos pelo processo ja 

s mencionado. Amostra de 50 mg, em peso úmido, de micélio foi previameji 

te padronizada através de ensaios preliminares com glucose-U“ C C16x

’ : R ' ■ ■ ; ’ ' - : ' ' ' ' ' ■ ' . ' „ ' ' ' ■
10 cpm/ml-220 ymoles/ml). Os 50.mg.de peso úmido de micélios foram 

suspensos em 2,9 ml de tampão fosfato 0,1(1 pH 5,6 e colocados em fras 

cos com capacidade de 25 ml. Os frascos foram fechados com tampas de 

borracha transpassadas por fios de alumínio que suportavam 10 discos 

C6 mm de diâmetro) de papel de filtro Whatman n9 17, de tal modo que 

esses discos ficavam a uma altura média entre o fundo e o gargalo do
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frasco e vedados, posteriormente, com papel parafinado. Ensaios pre

. . 14 5
liminares, com NãH CG^ (1.06x10 cpm/ ymol) foram feitas com o in-

frui to de testar a recuperação de.GÕ " ■ usando £-feniletilamina como

fixador de CO^ (77) e verificou-se que cerca de 98 a 100% da radioa

tividade era recuperada sob as condições experimentais descritas .

0.1 ml de glucòse (22 ymoles) especificamente marcada em diferentes

átomos de carbono (D-glucose-1- C: 5250 cpm/ ymol; D-glucose - 3 -

1 4 ;  14
C: 4690 cpm/ ymol; D-glucose-3,4- C: 4977 cpm/ ymol; D-glucose -

• '• 14 ■' ’■ . ■ - ■ ‘ ■ ; ■■ . ' ' ‘
;6- C: 4977 cpm/ ymol) eram adicionados aos frascos, com auxílio de

uma seringa hipodérmica. Os frascos foram colocados em banho- mãria 

DubnoffjNétabolic Shaking Incubator-GCA Corporation a 28° por tem

pos específicos; de incubação. Ao final do tempo de incubação, 0,2 

ml de 3-feniletilamina era injetada através da tampa de borracha so 

bre os discos de papel de filtro com auxílio de seringa hipodérmica. 

Apés esta etapa, 0,5 ml de ácido perclorico 4.5 N era injetado dire 

tamente para a mistura de incubação a fim de parar a reação e c o n 

verter qualquer bicarbonato em CO^- 0s frascos foram mantidos no 

banho-maria com agitação por mais 30 minutos para permitir a absor

ção quantitativa de CO^• Ao final dos 30 minutos de incubação, fio 

de alumínio contendo os discos de papel embebidos com a base orgâni 

ca foi colocado em 10 ml dò líquido de BRAY (9) e a radioatividade 

medida em um espectrometro de cintilação líquida BecKman LS-133 a- 

pos 8 horas, tempo adequado para se obter cpm constantes. A mistura 

de incubação foi depois filtrada em Millipore e as células retidas 

no filtro foram lavadas exaustivamente com tampão fosfato 0,1 fl pH 

5.6. As células lavadas foram colocadas em 10 ml do líquido de BRAY
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e a radioatividade medida. Esta radioatividade constitue o que se 

chama radioatividade incorporada.Alíquotas do líquido filtrado 

foram utilizadas para dosagem de glucose residual pelo método de 

glucose oxidase (31) bem como, para a medida da radioatividade re_ 

sidua!. Controles foram feitos para a avaliação da interferencia 

da 3”feniletilamina e do Acido perclorico, nas condições do ensa

io, sobre a medida da radioatividade, corrigindo-os os valores otf 

tidos; nos ensaios. Gsvdádos obtidos são médias aritméticas de do

is experimentos.



RESULTADOS

Os resultados dos ensaios para a medida da atividade das 

enzimas das vias das pentoses fosfato e glicolítica, presentes em 

extrato livre de células de Polyporus circinatus, encontram-se nos 

gráficos de n9 1 e 16, mostrando que todas elas apresentaram linea 

ridade em função da quantidade de enzima. As atividades específi - 

cas das enzimas detectadas estão relacionadas na tabela I.

Glucoquinase (E.C.2.7.1.1): Os ensaios preliminares indicaram 

que em pH próximos a 6.4 esta enzima não apresentava sua atividade 

máxima, o que está de acordo com os estudos realizados por MOURAO 

(47). A atividade foi medida, no presente trabalho, seguindo-se a 

velocidade de formação de glucose-6-P através da redução de NADP , 

como pode ser verificado na figura n9 1.

2- Frutoqúinase (E.C.2.7.1.4): 0 sistema de incubação para esta en 

zima é fundamentalmente igual ao da glucoquinase uma vez que em ou 

tros valores de pH a atividade enzimática era significantemente di 

minuida. A atividade de frutoquinase em função da concentração de 

enzima encontra-se na figura n9 2. • •

3. Fosfohéxoisomerase (E.C.5.3.1.9) A atividade de fosfohexoisome_ 

rase foi medida através da formação de frutose-6-P. A quantidade - 

de frutose-6-P formada é proporcional ã concentração de enzima co 

mo mostra a figura n9 3.

4. Fosfofrutoquinase (E.C .2.7.1.11): As substituições indicadas nos 

métodos foram realizadas uma vez que o ótimo de atividade somente
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era obtido quando o sistema de incubação era tamponado a pH 7.5 

com glioi lgJ.icina-NaOH se bem que a -enzima apresenta boa ativida

de na;faixa de pH alcalino (7.5-8,0). A fosfori1ação da frutose-6 

P só era obtida quando se utilizava o ATP como cdenzima e somente 

na concentração: ótima de 10 mTi se obtinha proporcionalidade entre 

a velocidade de formação de frutose-1,6-diP e a concentração era 

substituidó por GTP, não se observava atividade enzimatica. A in- . 

terferencia de NADH oxidáse na dosagem da fosfofrutoquinase foi e_ 

liminada inâtivando-se a enzima antes da determinação dos p r o d u 

tos formados. A -figura h 9 4 ilustra a velocidade de oxidação deu. 

NADH- num: sistema que continha frutose-1,6-diP acumulada pela ação 

da fosfof rutoquinase sobré a frutose-6-P.

5. Alddlase (E.C.4.1.2.13): As alterações sofridas na concentra - 

ção de K+ e no sistema tampão da mistúra de incubação original,ir^ 

dicada em'métodos, foram necessárias para se obter perfeita pro - 

porcionalidade entre a velocidade de reação e a concentração de 

enzima presente no extrato livre de células. A figura n9 5 ilus — 

tra a velocidade de oxidação do NADH pela açao de a-glicerofosfa- 

to desidrogenase e da triose fosfato isomerase e sobre as trioses 

fosfato formadas pela ação da aldolase presente no extrato livre 

de células. v :

6. Triosefosfato isomerase (E .C ■5.3.1.1): Na figura n9 6 observa- 

se que a atividade de t rio s e fo s fa to isomerase no extrato livre de 

células é proporcional à concentração de proteínas.

7. Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase CE.C.1.2.1.12): 0 método
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original foi modificado com a finalidade de obter o substrato da 

gliceraideâdo-3-fosfato desidrogenase a partir da frutose 1,6 di- 

fosfato por ação da aldolase. A fijura n9 7 representa a velocida

de de rddução do NAD pela ação da gliceraldeido-3-fosfato desidro 

genase sobre o gliceraldeido-3-P.

8. Fosfogliceratoquinase (E.C.2.7.2.3): Embora a velocidade da re£ 

ção direta, isto e, de gliceraldeido-3-P para 3-fosfoglicerato, se 

ja muito maior que da reação no sentido inverso, tem a desvantagem 

de sofrer anterferencia da triosefosfato isomerase e a-giicerofos- 

fato desidrogenase, podendo estas reações se tornarem reações prirV 

ciprais; razão pela qual no presente trabalho foi utilizada a rea 

ção no4 sentido inverso. A figura n9 8 mostra o efeito da concentra_ 

ção de fosfogliceratoquinase do extrato livre de células sobre o 

gliceraldeido-3-P. Isto é traduzido pela oxidação do NADH presente 

no sistema.de incubação.

9. Fosfogliceromutase (E.C.2.7.5.31: A solução tampão do método £  

riginal foi substituída por imidazol-HCl pH 7,6 por ser este pH no 

qual se observou a melhor atividade enzimatica e além disso quando 

o sistema de incubação era tamponado a pH' 7,6 com tampão Tris - HC1 

a atividade enzimatica observada era inferior à anterior. A ativida 

de de fosfogliceromutase foi medida pela velocidade de formação de 

fosfoenolpiruvato a 240 nm a partir de 3-fosfoglicerato, acoplando 

excesso de enolase. A figura n9 9 ve-se que a reação é proporcional 

à concentração de enzima. .

Enolase ÍE.C .4.2.1.11): A figura n9 10 representa a velocidade
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de formação de fosfoenolpiruvato a partir de 2-fosfoglicerato pela 

ação da enelase.

11, P i r u vatoquinase CE.C.2,7.1 .400: Embora se tenha empregado dif£ 

rentes soluções tampão como trietanolamina-HCl, imidazol-HCl e 

Tris-HCl de mesma concentração molar e no mesmo pH do método origl 

nal, somente foi possível obter o õtimo de atividade e linearidade 

de reação'quando o sistema de incubação foi tamponado com Mo p s - 

NaOH. As atividades observadas quando o sistema era tamponado com 

t ri eta nolarni n a- H C1, imidazol-HCl e Tris-HCl eram respectivamente _  

22,75 e 26% da observada quando tamponada com Hops-NaOH. A figura 

n9 11 ilustra a formação do piruvato a partir do fosfoenolpiruvato 

pela ação de piruvatoquinase. A velocidade de formação do piruvato 

e proporcional ã concentração de enzima.

Glucose-6-fosfato desidrogenase (E.C.1,1.1 .49): A .figura n9 12 

representa a velocidade de redução do NADP por um sistema que ti

nha por substrato glucose-6-P. NAD não pode substituir o NADP de

monstrando que a enzima é completamente dependente de NADP.

13. 6-fosfogluconato desidrogenase (E.C.1.1.1.44): 6 fosfoglucona- 

to deshidrogenase e também uma enzima NADP específica. Na presença 

de excesso de substrato, a velocidade de redução é proporcional a 

quantidade de enzima presente no sistema e é o que apresenta a fi

gura n9 13.

14. Fosforibose isomerase (E.C.5.3.1.6): A figura n9 14 ilustra a 

atividade de fosforibose isomerase do extrato livre de células em 

função da concentração de proteínas.
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15. Transcetolase (E.D.2.2.1.1): A figura n9 15 demonstra que a velò 

cidade devformação de gliceraldeído-3-P medido através da oxidação 

do NADH em presença de a-glicerofosfato desidrogenase é proporcional 

â concentração de enzima. ,

16. TransaIdolase CE.C.2.2.1.2): Das diferentes soluções tampões uti_ 

lizadas nos ensaios preliminares, somente aquela preparada a partir 

do Nops-NaOH mostrou-se adequada para o estudo desta enzima. As ati 

vidades observadas quando o sistema era tamponado com trietanolami - 

na-HCl, Tris-HCl e glicilglicina-NaOH foram respectivamente 3,5, 13

e 26% da observada quando tamponada com Hops-NaOH. A figura n9--16 i_ 

lus‘tra ar formação de gliceraldeído-3-P a partir de frutose-6-P e erl

trose-4-P pela ação da transaldolase. A velocidade de formação do

gliceraldeído-3-P foi medida através da oxidação do NADH em presença 

de triosefosfato isomerase e a-glicerofosfato desidrogenase.

; Na tabela I estão resumidas as atividades específicas das

enzimas do ciclo das pentoses fosfato e da cadeia glicolítica.

17. Fosfogluconato dehidrase CE.C.4.2.1.12): Não foi possivel detec

tar a atividade da fosfogluconato dehidrase nas diferentes condições 

testadas, indicando que a via ED não é operativa na forma micelial do 

fungo.

Ensaios radiorespirométricos: A figura n9 17 ilustra o ensaio radio-

respirométrico com células não proliferantes e.jejuadas, observando

. ■  ̂ 14
se uma rapida evolução de CO^ a partir das glucoses especificamen-

1 14 .. 14 14 14
te marcadas. Sendo a evolução de CO diferentes C > C> C >
14 : 2 3-4 3 1

C., o que5 indicaria ser a via EHP preferencial em todos os tempos o ,



da experiência.

Os dados da tabela II correspondem ã uma incubação de 8 ho

ras quando não havia mais glucose detectável no meio pela técnica da 

glucose oxidase (31). .Portanto a radioatividade medida no meio deve 

correspònder ai outros compostos provenientes do catabolismo do fungo, 

motivo pelo qual o cálculo da percentagem de participação relativa 

das vias ficou prejudicado. .
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Sistema de incubação: 10,0 ymoles de tampão fosfato

pH 6, 4; 2,0 ymoles de flgCl^- 2,0 ymoles de ATP ;

1,0 ymol de glucose e quantidades variáveis de pro

teínas . "

Volume final de 1,0 ml.

A glucose-6-P acumulada foi dosada conforme descri

to em Materiais e Métodos.
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Fig. 2 Medida da Atividade de Frutoquinase

 ̂Sistema de incubação: 10,0 ymoles de tampão fosfato

; pH 6,4; 2,0 ymoles de NgCl^ 2,0 ymoles de ATP;

1,0 ymol de frutose e quantidades variáveis de pro

; •; ■ teínas . . ,: ; '

Volume final de 1,0 ml.

A frutose-6-P acumulada foi dosada conforme descri

to em Materiais e Métodos.



-4.1“

Fig. 3 Medida da Atividade de .Fosfohexoisomerase'. . .

Sistema de incubação: 40,0 pmoles de.tampão Tris-HCl 

pH 7,0; 5,0 ymoles de glucose-6-P e quantidades va - 

riáveis de proteínas.

Volume final de 1,0 ml.

A frutose-6-P acumulada foi dosada conforme descrito 

em Materiais e Métodos.
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Fig. 4 Medida da Atividade de Fosfofrutoquinase

Sistema de incubação: 25,0 ymoles de tampão glicil- 

glicina-NaOH pH 7,5; 5,0 ymoles de Mercaptoetanol ;

2,0 ymoles de KOI; 5,0 ymoles de MgCl^; 1,0 ymol de 

ATP; 3,0 ymoles de frutose-6-P e quantidade varia - 

■ veis de proteínas. . . .

Volume final de 0,1 ml. ,

A frutose-1,6-diP acumulada foi dosada conforme des 

crito em Materiais e Métodos.
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Fig. 5 Medida da Atividade de Aldolase

Sistema de incubação: 50,0 ymoles de tampão Tris-HCl 

pH 7.8; 25,0 ymoles de mercaptoetanol; 100,0 ymoles 

,de KC1; 2,0 ymoles de frutose-1,6-diP; 0,1 ymol de 

NADH 1,0 yg _de triosefosfato isomerase; 1,0 yg de a- 

glicerofosfato dèsidrogenase e quantidades variáveis 

de proteínas.

Vo-lume final de 1,0 ml.
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Fig. 6 Medida do Atividade de T.riosefosf ato isomerase 

Sistema de incubação: 80, 0 ymoles de tampão trji 

etanolamina-HCl pH 7,5; 0,01 ymoles de EDTA ; 

0,60 ymoles de gliceraldeído-3-Pj 0,10 ymoles 

de NADH; 1,0 yg de a-glicerofosfato desidroge- 

nase e quantidades variáveis de proteínas. 

Volume final de 1,0 ml.
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Fig. 7 Medida da Atividade de Gliceraldeído-3-P desidrogenase 

Sistema de incubação: 21,0 ymoles de tampão pirofosfa- 

to-HÇl pH 8,5; 4,0 moles de cisteínaj 10,0 ymoles de 

■frutose-1,6-diP; 0,8 ymoles de NAD+j 15,0 ymoles de hr_ 

seniato de sódio; 1,0 yg de aldolase; 1,0 yg de trios^ 

fosfato isomerase e quantidades variáveis de proteínas. 

Volume final de 1.0 ml.
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Fig. 8 Medida da Atividade de' Fosfogliceratoquinase 

Sistema de incubação: 4’0,0 ymoles de tampão 

Mops-NaOH pH 7,0; 5,0 ymoles de MgS04 20, 0 

ymoles de cisteína; 5,0,ymoles de 3-fosfogl_i 

cerato; 0,1 ymoles de NADH; 2,0 ymoles de ATP

1,0 yg de gliceraldeído-3-fosfato desidroge- 

nase e quantidades variáveis de proteínas. 

Volume final de 1,0 ml.
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Fig. 9 Medida da Atividade de Fosfogliceromutase 

Sistema de incubação: 10,0 ymoles de tam

pão imidazol-HCl pH 7,6; 1,0 ymol de MgSO^

5,0 ymoles de 3-fosfoglicerato; 0,01ymoles 

de EOTA; 0,2. yg de enolase e quantidades 

variáveis de proteínas.

Volume final de 1,0 ml.



nm
ól

es
 

de 
fo

sf
oe

no
lp

iru
va

to
 

x 
m

in

-40 -

fJLQ de proteínas

Fig,.10 Medida da Atividade de Enolase

Sistema de incubação: 50,0 ymoles de tampão Tris- 

acetato pH 7,4; 0,01 ymoles de EDTAj 5,0 ymoles 

de acetato de magnésio; 2,4 ymoles de 2-fosfogli- 

cerato e quantidades variáveis de proteínas. 

Volume final de 1,0 ml.
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Fig. 11 Medida da Atividade de. Piruvatoq.uina.se

Sistema de incubação: 40,0 ymoles de tampão 

Mops-NaOH pH 7,5; 20,0 ymoles de KClj 2,0 ymo 

les de MgCl^; 4,0 ymoles de ADP; 0,1 ymoles 

de NADH; 4,0 ymoles de fosfoenolpiruvato - Kj

1,0 yg de desidrogenase lática e quantidades 

variáveis de proteínas.

Volume final de 1,0 ml.
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Fig. 12 Medida da Atividade de Glucose-6-P desidrogena^e 

Sistema de incubação: 10,0 ymoles de tampão Tris- 

HC1 pH 8,4; 2 ymoles de MgCl^; 0,40 ymoles de NADP;

2.0 ymoles de glucose-6-P e quantidades variáveis 

de proteínas.

Volume final de 1,0 ml.



-5t-

Fig. 13 Medida da Atividade de Fosfogluconato desidrogenase 

^ Sistema de incubação: 10,0 ymoles de tampão Tris -

HC1 pH 8,4; 2,0 ymoles de MgCl2 ; 4,0 ymoles de 6 -

: ' ’ : : ' , ' ' + 
fosfogluconato; 0, 3 ymoles de NADP e quantidades va

Fiáveis de proteínas.

Volume final de 1,0 ml.
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Fig. 14 Medida da Atividade de Fosforibose isomerase

, Sistema de incubação : 50,0 ymoles de tampão Tris- 

• HC1 pH 7,0j 1,25 ymoles de ribose-5-P e quantida- 

.des variáveis de proteínas.

Volume final de 1,0 m l .

A ribulose-5-P acumulada foi dosada conforme des

crito em Materais e Métodos. ■
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fjLQ de proteínas

Fig. 15 Medida da Atividade de Transcetolase ;

Sistema de incubação: 50,0 ymoles de tampão glicil 

glicina-NaOH pH 7,4; 5,0 ymoles de flgCl^; 0,1 ymo 

les de NADH; 50,0 yg de tiamina pirofosfato; 7,0 

ymoles da mistura de ribose-5-P e ribulose-5- P ;

1,0 yg de triosêfosfato isomerase; 1,0 yg de à-gli 

cerofosfato desidrogenase e quantidades variáveis 

de proteínas.

Volume final de 1,0 ml.
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jjlq de proteínas

Fig. 16 Medida do Atividade de Transaldolase

Sistema de incubação: 50,0 ymoles de tampão Mops - 

NaOH pH 7,5; 2,0 ymoles de frutose-6-P 2,0 ymoles 

de eritrose-4-P; 0,1 ymoles de NADH; 1,0 yg de tri£ 

sefosfato isomerase; 1,0 yg de a-glicerofosfato de- 

sidrogenase e quantidades variáveis de proteínas. 

Volume final de 1,0 ml.



Fig. 17 Diagrama Radiorespirométrico de Utilização de Glucoses 

por células de P. circinatus. Condições técnicas segun 

Materiais e Métodos.
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Atividades enzimáticas em extrato livre de células 

de P. circinatus

TABELA I

E.C. Enzima Atividade específica

2.7.1.1 Glucoquinase 0,253

2.7.1.4 Frutoquinase 0,128

5.3.1.9 Fosfohexoisomerase 3,496

2.7.1.11 Fosfofrutoquinase 0,764

4.1.2.13 AldnlasR .. 0,122

5.3.1.1 Triosêfosfato isomerase 1,700

1.2.1.12 Gliceraldeido-3 P desidrogenase 0,525

2.7.2.3 Fosfogliceratoquinase 0,100

2.7.5..3 Fosfogliceromutase 0,603

4.2.1.11 Enolase 0,980
■ ' : ■ • • ! ' ' . . . .  - ' ■

2.7.1.40 Piruvatoquinase 0/264

1.1.1.49 Glucose-6-P desidrogenase 0,492

1.1.1.44 6-Fosfogluconato desidrogenase 0,428

5.3.1.6 Fosforibose isomerase 0,595

2.2.1.1 Transcetolase 0,160

2.2.1.2 Transaldolase 0,228
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. ~ 14  ̂ „ ' ' '
Utilização de ( Cl - glucose por células nao proliférantes

de Polyporus circinatus

TABELA II

Recuperação isotópica (%)

Substratos
C°2 Células Meio..

: V- "--V: 14 ■'
Glucose-1- C : 5, 29 34,02 59,02

' 14 ' Glucose-3- C 9,2.5 22,30 51,46

1 • ■ ; ; ' 14 Glucose-3,4- ^ 7,43 / 27,95 44,01

' ;r'-;; 14 - Glucose-6- . C ; 7,90 '

OCOr-CO 53,44



DISCUSSÃO

. A análise da distribuição das vias nas diferentes espécies 

estudadas demonstra grande variabilidade quanto a percentagem de 

participação das mesmas. Enquanto na maioria das espécies dos fun - 

gos a; via, glicolítica predomina, em o u t r a s ,  a glucose é metaboliza- 

da pelas vias hexosemonofosfato e ou ENTNER-DÜUDOROFF, como é o cqv 

so de C. fumago (59), T. caries (48) e A. tumefaciens (2). '

Os,dados sobre o metabolismo intermediário em fungos apo . - 

drecedores de madeira são escassos e imprecisos como a de C. cere - 

bei la (6), PI. tremellosus, M. conf luens e F\. annosus (55,56).

À simples detecção ou determinação de atividade específica 

das enzimas pertencentes a diferentes vias metabólicas, pode ser su 

ficientes para constatar se determinada via existe mas não nos per

mite concluir se ela é ou não operante. Assim, extratos livres de 

células de Neisseria gonorrhoeae (46) mostram atividades de todas as 

enzimas daLEMP, HMP e ED, contudo, ensaios radiorespirométricos in

dicam que a ÉMP não é operante neste microrganismo, sendo operantes 

apenas a FIMP e EDI

Por outro lado, somente a dosagem de CO^liberados duran

te o metabolismo de glucoses.radioativas, marcadas em diferentes á

tomos de carbono não é condição suficiente para afirmar conclusiva

mente que uma determinada via é completa,e ou operante, já que cer

tos organismos podem utilizar partes de diferentes vias para metab£ 

lizar completamente o substrato em questão. Assim, o A niger (14 ) 

primeiro oxida a glucose a ácido glucônico e este a ácido 2-cetogl_u
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cônico e somente após essa transformação é que ele entra na via de 

HMP para ser oxidado.

: v ü estudo comparativo das atividades dos diferentes organis--

mos (69,58,29) mostra que na maioria das enzimas estudadas, o extra 

to livre de células de P. circinatus apresenta atividades maiores 

em relação a esses organismos. Pode-se então, de mòdo mais conclusi^ 

vo, afirmar qué o\P- circinatus possui as enzimas de ambas as vias .

A presença de todas as enzimas da EMR e da HMP ensaiadas indicam 

que a forma vegetativa de P. circinatus, potencialmente utiliza am 

bas as vias para a oxidação da glucose semelhantemente a outros fun 

gos aqui mencionados.

: 'Os dados radiorespiromêtricôs obtidos são evidências de que

ambas as vias' são operantes nas formas vegetativas de _P. circinatus.
: í;':: v'!" :  ̂ . '

Na figura n9 17 observa-se uma rapida evolução de CO^ da glucose-

14 ~ ~ ~3,4- C, a qual atinge o máximo apos 6 horas de incubaçao o que su

gere uma maior participação da via EMP em P. circinatus. 0 fato de 

C^>C^ reflete a operação preferencial pelo EMP.

5 Analisando ainda o gráfico,(Fig.17) observa-se que a evúljj

- 14 P 14 - .
çao de Gü a Par^ r de glucose-1- .C e significantemente maior

;• 14 - a ~
que o da glucose-6- C ate a 6 hora, observando-se uma inversão qua_n

do a glucose do meio era totalmente consumida. A variação na parti

cipação das vias indicada por esta alteração poderia ser explica pe_ 

la troca na concentração do substrato (34).

A capacidade do extrato livre de células de P. circinatus 

produzir 6-fosfogluconato, implica no fato que as vias HMP ou ED ou
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ambas sejam operantes neste organismo. Como as duas enzimas chaves da 

ED, isto é/ a 6-fosfogluconato dehidrase e a 2-ceto-3-deoxi-6-fosfo - 

gluconatoaldolase não foram detectadas, a via HNP seria a aquela ope

rante uma vez que foi demonstrada a presença da 6-fosfogluconato desx 

drogenase, transaldolase e transcetolase, enzimas da via HMP ( tabela 

I).

. Os dados da tabela II demonstram que a radioatividade é sig- 

nifi ca ti vame nt e incorporada a célula, indicando que os substratos ra

dioativos foram utilizados para a síntese de material celular. Por ojj 

tro lado; observa-se uma alta percentagem de radioatividade residual, 

não‘glucose, sugerindo a permanência no meio de compostos que não fo

ram totalmente mètabolizados.

A extensão da participação dessas vias no metabolismo total 

não pode ser quantitativamente determinada sem informações adicionais 

como por exemplo/dados que indiquem o quanto de substrato radioativo 

foi utilitado para biossíntese de glicogênio, ácidos graxos, lactose, 

glucoronides e o quanto de radioatividade que permanece em unidades 

de três átomos de carbono (triosesfosfatos, lactato, piruvato) que 

não foram totalmente mètabolizados (34). ’

, üs dados de utilização da glucose pelo Polyporus circinatus 

são típicos de um organismo que utiliza principalmente a cadeia, glico 

lítica e em menor extensão a via de clivagem do fosfogluconato. ígtial_ 

mente, os resultados radiorespirométricos e as atividades específicas 

das enzimas ensaiadas dessas vias sugerem que a cadeia glicoltica e 

o ciclo das pentoses fosfato estão presentes e operantes em P .. circi-



natus.

Pela análise cuidadosa do4 ensaios radiorespirométricos re_a
' , ■ • ' . ’ i . ' ■ . ■ • .

lizad.os na .maioria do,s fungos aqui mencionados (74/44,2) e mesmo em 

ba c te ri a 146) òb serva-se que as percentagens de participação da HMP 

são sempre inferiores a da EMP, a despeito do fato de que estes org£ 

nismos sejam preferencialmente aeróbicos. Embora a*baixa percentagem 

de partiQipaçã.o .da via HMP, seja um fato comprovado nesses organis - 

mos, ela possui funções importantes como o fornecimento de pentoses 

fosfato para biossíntese de nucleotídeos e de equivalentes de redu - 

ção na forma de NADPH para biossíntese de ácidos graxos. Estes requ£ 

rimentos são variáveis, de modo que, o mecanismo regulatõrio se a d ap_ 

ta a velocidade do ciclo total de acôrdo com as necessidades. ; Está^ 

regulação provavelmente ocorre.’ nas etapas iniciais da HMP, ou seja > 

ao nível das reações catalisadas pela glucose-6-P desidrogenase e 6- 

fos'fogluconato desidrogenase, que formam NADPH e ribulose-5-P pela 

descarboxilação de 6-fosfogluconato. Em alguns casos a transcetolase 

é tida como enzima limitante da HMP, já que ela catalisa a formação 

de xilulose-5-P e ribose-5-P.

Desde que a concentração de glucose-6-P intracelular é cer

ca de três vezes maior que o seu Km para a glucose-6-P desidrogenase 

em alguns organismos (21), fica fácil entender que a regulação não é 

realizada pela concentração limitante de glucose-6-P mas sim da de 

NADP. 0 NADPH é tido como inibidor competitivo muito mais eficiente 

para a .6-fosfogluc.onato desidrogenase do que para a glucose-6-P desi^ 

drogenase tendo o NADP como substrato variável e desde que concentra

-61-



ções intracelulares de NADPH pode inibir quase que completamente a 6 

-fosfoglucõnato desidrogenase (65), seria necessário ”in situ" uma 

forte ativação da 6-fosfogluconato desidrogenase ou uma via do tipo 

anaplerótica que permitisse o metabolismo de 6-fosfogluconato, cujos 

intermediários seriam reciclados a HMP, permitindo assim o funciona

mento da via. Das duas alternativas a primeira parece mais provável, 

já que EGGLESTON et al. (21) verificaram que concentrações fisiologi 

cas de glutation poderá bloquear o efeito inibitõrio do NADPH sobre a 

glucose-6-P desidrogenase, embora não tenha até então provado o efei 

to regulador do glutation sobre a 6-fosfogluconato desidrogenase ou 

mesmo sobre a glucose-6-P desidrogenase in vivo.

:Gomo a s ;experiências realizadas no presente trabalho foram 

realizadas sempre em condições que favorecessem as reações de degra

dação ao invés de síntese, o suprimento de NADP constituiria o fator 

limitante para o funcionamento da HMP e as velocidades das reações 

catalisadas pela glucose-6-P desidrogenase e 6-fosfogluconato desi - 

drogenase seriam dependentes da relação NADP/NADPH. A glucose-6- P - 

desidrogenase é realmente inibida por NADPH conforme demonstrou GO

MES (25 ) .

Em contraposição a HMP, via que reduz NADP necessária aos 

processos de biossíntese, a EMP reduz o NAD, o qual está envolvido 

nos processos de degradação (64,33). De todas as etapas da EMP, s o 

mente a da oxidação do gliceraldeído-3-P a ácido 1,3-difosfoglicéri- 

co pela gliceraldeído-3-P desidrogenase produz um equivalente de re

dução em NADH ou dois equivalentes por molécula de glucose metabqli-
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zada por esta via. Para que o ciclo opere normalmente' torna-se nece_s 

.sário ?a presença de um sistema de reoxidação do NADH o que pode ser 

realizado em parte pela NADH oxidase .como principalmente, pela cade

la :rás;plrat5l:ia . ; .

i Todas estas possibilidades podem ocorrer em P_. circinatus , 

entretanto fogem a proposição do-presente trabalho‘que tinha o intui_ 

to de estudar as vias enyolvidas no metabolismo da glucose, presen - 

tes neste organismo, abrindo no entanto, margem a sua continuidade.
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SUMARIO

Todas as enzimas da cadeia glicolítica e do ciclo das pen

toses fosfato foram detectadas em extrato livre de células de uma 

amostra monocariótica de Polyporus circinatus. Estudos radiorespiro 

métricos foram.,também realizados, observando-se que a cadeia glico- 

litica e o ciclo das pentoses fosfato sâo operantes em células não 

proliferantes, sendo a primeira, preferencial.
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