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INTRODUÇÃO

O ser vivo, independentemente do hível de organização que o si­

tua dentro dos reinos vegetal ou animal, exibe uma notável e versátil capaci­

dade de aproveitamento dos mais diferenciados tipos de alimentos, particular­

mente daqueles que, por um metabolismo adequado, se constituam em fonte de cajr 

bono, indispensável aos processos de crescimento e multiplicação celular, ca­

racterísticos do estado vital.

Se por um lado ê vasta a variedade de compostos químicos passí - 

veis de serem utilizados como fonte carbonada, mais simples ê a natureza das 

formas de reserva ou armazenamento que operadas pelo organismo lhe garantam o 

processo de sobrevivência quando da limitação ou carência de novo alimento ex 

traceiular.

Dentro desta natureza algo limitada, o mais comum dos monossaca- 

rídeos, a D-glucose, e representativa da forma mais disseminada de reserva, 

desde que convenientemente organizada, seja como um simples dissacarídeo como

a trealose ou seja por uma polimerização em que centenas ou milhares de resí­

duos glucosil são condensados para originar homomacromolêculas dos tipos da 

amilose, amilopectina e glicogênio.

A par dos animais superiores, cuja reserva por excelência ê o 

glicogênio, alinham-se outros organismos menos desenvolvidos, cobrindo toda 

escala biológica vegetal inferior, como as bactérias (100, 128), fungos (44) 

e algas (20), nos quais a natureza da reserva I a mesma ou similar.

Restritamente quanto aos fungos, a detecção de glicogênio, em 

trabalho pioneiro, já alcança quase um século e mesma verificação vem se repe 

tindo para numeroso fungos e leveduras (118, 44).

A presença de glicogênio está descrita em vários gêneros de leveduras, sendo

o primeiro isolamento relatado a partir de células desintegradas (114). A le­

vedura Torula histolytica (49) libera no meio de cultura, alem de amilose e 

pentosano» um polissacarídeo do tipo glicogênio. Recentemente, Yamaguchi et 

al. (115) mostraram que o glicogênio de Candida albicans tem características 

semelhante ao de fígado de mamífero.
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No ascoroiceto Neurospora crassa (44), o glicogênio não foi detectado apenas nas 

pontas das hifas ou sTtios de crescimento. No basidiomiceto Polyporus giganteus 

(14) constatou-se a ocorrência de glicogênio nos corpos de frutificação, situa­

ção semelhante ã dos esporos de Aspergi 11ús e sorotarpos de Dictyostellium (44). 

Do basidiomiceto Pleurotus ostreatus (22) foi isolado um glicogênio que inter­

age com a concanavalina A de maneira análoga ao glicogênio de fTgado de coelho.

0 esclerocio do deuteromiceto parasita do algodão, Phymatotrichum omnivorum 

(32) apresènta uma elevada reserva de glicogênio, correspondendo a 37% do peso 

seco.

A ocorrência de polissacarTdeos do tipo do glicogênio é citada por 

Bartnick-Garcia (10) como constituindo parte da parede celular de fungos taxo - 

nomicamente afastados dos basidiomicetos. Assim, trabalhos nos fungos de lodo 

Dictyostellium (120) e Polysphondilluro (112), atestam a ocorrência de glicoge - 

nio na parede celular, em associação com a celulose. .

Os glucanos de reserva das algas e plantas superiores são biossin- 

tetizados nos plastTdeos (79) e também no caso raro do glicogênio sintetizado 

por estruturas celulares especializadas ("Mullerian bodies") do vegetal supe - 

rior Cecropia peitata (94), ê requerido este tipo de organela celular.

De diferente modo, os fungos, que são carentes de plastTdeos, devem contar com 

outros sTtios celulares para a sTntese e depósito deste material de reserva, 

como as paredes celulares das hifas, asei e esporos; ê o que ocorre, por exem­

plo, com o amido presente nas paredes das hifas do fungo Hericium (79).

0 glicogênio acumulado, alêm de ser considerado um produto de re­

serva de carbono e energia responsável pela manutenção da integridade e viabi­

lidade celular de microrganismos nas épocas de privação de alimento exogeno 

(92), se presta a outras funções, tais como a mobilização de Tons K+ (98, 109) 

e ejeção de esporos, como no basidiomiceto Sphaerobolus (118, 3), isto a custa 

da força osmÕtica proveniente da conversão em açucares redutores.

No processo de metamorfose de insetos, o glicogênio tem como principal destino

0 suprimento de fonte de carbono para a biossTntese de material de revestimen - 

to, a quitina (124), sendo que este polissacarTdeo amino-acetilado é também o 

constituinte principal da parede celular de basidiomicetos (10), daT a possibi-

1 idade do desempenho de finalidade semelhante nos fungos.
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Em levedura estabeleceu-se que parte do glicoginio ê convertido em trealose, 

quando o microrganismo e submetido a dessecação (114).

Na bactéria Arthrobacter (128) o glicogênio e tido como fonte de carbono para 

a síntese de proteinas.

Dentre os fungos basidiomicetos, o gênero Polyporus, com suas nu­

merosas espécies, e considerado cómo um eficiente predador de madeiras e esta 

atividade é explicável pela variada habilidade de degradar os polímeros cons - 

tituintes da madeira: lignina; celulose, hemiceluloses e pectinas, que são 

transformados em substratos mais simples através das respectivas hidrolases 

(43; 23, 31, 84, 89). Dentre estes polímeros, pelo menos a celulose poderia 

fornecer, de forma imediata, o monômero básico para a síntese de um glucano de 

reserva.

Pinotti e Zancan (90) estudando uma amostra de Polyporus circina- 

tus, Fr., monocariótica, com crescimento tipicamente filamentoso, investigaram 

a influência da concentração da fonte de carbono (D-glucose) e do tempo de cul­

tivo sõbre o acúmulo de polissacarídeos endo e exocelulares e constaram que, a 

partir de 48 horas de cultivo, ocasião em que a glucose do meio já se encontra­

va praticamente exaurida, havia um declínio apreciável dos endopolissacarídeos 

antes acumulados e particularmente quanto ao teor de glucose dos mesmos. 

Aventaram então a possibilidade da ocorrência, dentre os endopolissacarídeos, 

de um material de reserva, possivelmente um glucano com ligações glicosídicas 

do tipo (1 3), em vista da não labilidade frente a a-amilase salivar.

Embora não se exclua a possibilidade da ocorrência deste tipo de polissacarí - 

deo, ja que em corpos de frutificação de Polyporus betulinus (30)foi constata­

do um glucano a (1 ■* 3) ligado, e também cogitãvel a ocorrência de polissacarí- 

deo de reserva de tipo distinto, por exemplo, um glucano a (1 -*■ 4) ligado, face 

ã tecnologia usada, dirigida aos objetivos imediatos do trabalho e que não te­

ria permi ti do sua constatação, considerando-se que:

a) a fração endopolissacarídica foi extraída com agua quente a partir do micê- 

lio intacto, o que poderia não ter solubilizado completamente os endopolissaca­

rídeos (32);

b) a massa micelial foi previamente desidratada em estufa a 28°C até peso cons­

tante, podendo o polissacarídeo de reserva ter sido metabolizado;
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c) não tendo sido tentado o fracionamento da fração endopolissacarTdica total, 

a glucose poderia estar integrando diferentes heteropolissacarideos.

0 presente trabalho foi então dedicado ã investigação da possibi - 

1 idade do fungo basidiomiceto Polyporus circinatus, Fr., poder acumular, em con 

dições de excesso de fonte de carbono como D-glucose e outros monossacarideos, 

um glucano de reserva, o qual, nos tempos de limitação ou privação de fonte cajr 

bonada exógena, pudesse suprir as necessidades metabólicas do fungo.
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1. MATERIAIS E MÉTODOS

1.1. Microrganismos

A amostra de Polyporus circinatus, Fr., fungo apodrecedor de madeiras, pe£ 

tencente ã classe dõs Basidiomicetos, foi isolada e classificada no Instituto 

de Biologia e Pesquisas Tecnológicas (IBPT) do Estado do Parana.

As amostras de PullUlaria pullulans e de Aerobacter aerogenes foram respectivã­

mente cedidas pelo Instituto Zimotécnico da Universidade de São Paulo (USP) e 

pelo Departamento de Microbiologia da Universidade Federal do Parana (UFPr).

1.2. Meios e Condições de Manutenção e Cultivo

Polyporus circinatus foi mantido em agar-Sabouraud glicosado incli­

nado e após crescimento em estufa a 28°C por 24-36 h, a cultura foi estocada em 

geladeira (4°C), retendo um aspecto alvo e filamentoso, seguindo-se o apareci - 

mento de uma pigmentação avinhada na superfície de contacto com o meio sólido. 

Os repiques foram trimestrais. Para o cultivo em meio liquido, usou-se o meio 

descrito por Markus (77)com a seguinte composição: (NH^SO^ 0,2g%, NH^NOj 

0,lg%, fextrato de Levedura (Difco) 0,lg%, KH2P04 0,9%, Na2HP04 0,8%, 

MgS04.7H20 0,4g°/oo. MnS04-H20 0,002°/oo » CuS04.5H20 0,0025g°/eo e D-glucose 

a 2,0g%, ajustando-se o pH para 5,8.

Quando se variou a fonte de carbono, D-glucose foi substituída por D-galactose 

ou L-arabinose, mantendo-se as concentrações citadas.

0 meio foi distribuído em frascos Erlenmeyer de 1 e 2 litros, para autoclava - 

ção por 20 minutos a 1 atmosfera de pressão. As soluções de D-glucose e outros 

monossacarTdeos sofreram autoclavação a vapor fluente, por 15 minutos.

Alíquotas de 1,0 e 2,0 ml de suspensão micelial foram retiradas dos pre-inÕcu- 

los com auxilio de pipeta invertida e transferidas para os frascos de cultivo 

de 1 e 2 litros de capacidade, contendo respectivamente 300 e 600 ml de meio.

A cultura prolongou-se por 48 h, a 28°C, em agitador regulado para 100 rota - 

ções por minuto, ao abrigo da luz. No experimento com variação de fonte de 

carbono, os tempos de coleta de massa micelial foram fixados em 24, 48 e 72 h.
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Nestas condições de cultivo, a amostra comportou-se segundo o heterotalismo ha­

bitual da classe dos basidiomicetos (106), com permanente ausência de corpos de 

frutificação.

0 crescimento do fungo foi medido peta pesagem da massa micelial desidratada com 

acetona.

1.2.2. P. pullulans foi mantida em agar-Sabouraud glicosado inclinado e cul­

tivada no meio líquido descrito por Sowa (104). 0 cultivo foi abreviado para 

108 K, ao invês das 120 h recomendadas pelo autor, ém vista do início de apa - 

recimento de pigmentação escura, correlacionada a maturação do microrganismo 

(18). Nestá fasê o aspectó celular era predominantemente leveduriforme através 

de exame microscópico a fresco e por tintura com lugol.

1.2.3 A. aerogenes foi mantido em ãgar simples glicosado e cultivado no meio 

descrito por Bender e Wallenfelds (12), observando-se concentrações de 0,8g% de 

peptona e 0,5g% de mal tose, que asseguram melhor rendimento de proteína no meio 

e menor ocorrência de exopolissacarídeos contaminantes do pululano.

1*3 Obtenção do Endopolissacarídeo de Reserva de P. circinatus

1.3.1 Extração

A massa mtcètlai de 48 h do fungo foi coletada por filtração, seguindo-se i­

mediata lavagem da massa micelial com 3 porções de agua gelada para remoção do 

material muscilagino aderente ãs paredes miceliares, sendo o excesso de agua re 

movido. 0 exame microscópico da massa micelial exibiu exclusivamente uma forma­

ção morfológica filamentosa, constituindo o emaranhado de hifas.

A massa micelial úmida foi imediatamente suspensa em acetona gelada e desagrega 

da com bastão de vidro para posterior filtração por papel, em Buchner, ã vácuo. 

Este tratamento com acetona foi repetido por mais duas vezes. 0 micelio desidrâ  

tado foi triturado em Omni-Mixer (Sorvall), constituindo o pó cetónico.

Dentre os numerosos métodos indicados para a extração dos endopolis - 

sacarídeos, foi selecionado o fenol (66), a frio (121), na concentração final 

de 50%. Para a extração fenÕlica uma partida de pó cetónico foi suspensa em ã- 

gua destilada (10 volumes) formando uma pasta que recebeu então a adição de 

fenol até a concentração final de A suspensão foi deixada em agitação,



em câmara fria a 4°C, por uma noite, e depois por mais 1 h, à temperatura am - 

biente. ApÕs transferência deste material para uma proveta munida de rolha, foi 

aplicada uma vigorosa agitação manual, por 10’minutos, pròduzirido uma massa paŝ  

tosa esbranquiçada, que centrifugada a 9.000 x g por 15 minutos, gerou a forma­

ção de 4 camadas distintas (62); a fase superior, opalescente, foi coletada e o 

restante do material submetido a mais duas re-extrações aquosas.

0 combinado das fases aquosas foi concentrado em evaporádor rotatório a 35-40°C 

ate 1/4 do volume inicial e tratado com 4 volumes de etanol a frio, durante a 

noite. 0 precipitado resultante, colhido por centrifugação e seco com acetona e 

éter»constituiu a fração endopolissacarTdica, com um teor de proteinas de 0,9%.

1.3.2. Purificação da Fração EndopolissacarTdica

A desproteinização foi executada com a mistura de Sevag(107), durante

12 h, a temperatura ambiente e repetida por mais 3 h. 0 conteúdo da fase aquosa

foi recuperado por precipitação etanólica.

A remoção dos ãcidos nuclêicos foi feita pela adição de MnClg â fra -

ção endopolissacarTdica desproteinizada, até uma concentração final de 0,05 M

(24); o precipitado formado pelo repouso de 12 h foi eliminado por centrifuga -

ção a 1.000 x g por 5 minutos, lavando-se o mesmo com a mesma solução salina aji

tes de ser d scartado. A fração endopolissacandica parcialmente purificada foi 

concentrada, precipitada com 4 volumes de etanol e seca com acetona e éter.

1.3.3. Fracionamento da Fração EndopolissacarTdica em DEAE-celulose

40.0 g de DEAE-celulose (0,95 meq/g, Sigma) foram convertidas i forma 

formiato (HC00“), eliminando-se a suspensão mais fina por decantação, e acondi­

cionadas numa coluna de vidro, resultando após o empacotamento, numa camada de

2,8 x 78,0 cm. A coluna foi então lavada com ãgua deionizada até não mais se

detectar carboidratos no eluato.

2.0 g da fração endopolissacarTdica solubilizadas em 50 ml de ãgua 

deionizada foram aplicadas ã coluna, que foi inicialmente eluTda com 1.800 ml 

de agua deionizada e depois com 500 ml de HC00H 0,1 N, ao fluxo de 1 ml/minuto. 

Frações de 20 ml foram coletadas num coletor automático G-M e a determinação de 

carboidratos totais no eluato foi feita pelo método do fenol-ácido sulfúrico 

(28).

- 7 -
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Frações da eluição aquosa mostrando forte opalescência e mesmo um 

aspecto leitoso no pico máximo de eluição de carboidratos foram combinadas» con 

centradas até J/.lOdo volume e precipitadas com 3 volumes de etanol, 0 precipi­

tado» redissolvido em agua, foi dializado contra agua destilada durante a noite 

e reprecipitado com etanol (3 x vol.) e depois de seco com acetona e éter, conŝ  

tituiu um põ branco designado de "ENbOPOLISSACARlDEO DE Polyporus circinatus“

« w -  _
As frações da eluição acida foram também combinadas, concentradas e 

precipitadas com etanol (4 x vol.).

1.4 Técnicas Analíticas

1*4.1 Carboidratos totais

Os carboidratos totais foram determinados pelo método do fenol-ácido 

sulfúrico (28), adotando-se os comprimentos de onda de 490 e 480 nm, respectiva 

mente para a avaliação das hexoses e pentoses. Para igual finalidade também foi 

utilizado o método modificado da antrona (33).

Soluções de D-glucose, D-galactose e L-arabinose em ácido benzõico semi-satura- 

do serviram como padrões, para as determinações.

1.4.2 Açucares redutores

Os açucares redutores foram determinados pelo método de Somogyi - 

Nelson (103, 83), fixando-se o tempo de fervura em 20 minutos. Soluções de 0- 

glucose e mal tose serviram como padrões.

1.4.3 Glucose

Este monossacarideo foi determinado pelo sistema glucose oxi.dase, 

peroxidase e o-dianisidina (52), contendo tris 25 mM como inibidor de glico - 

sidases (59, 58), a pH 8.0.

1.4.4 Proteinas

As proteinas foram de temi nadas pelos métodos do biureto (45) e de 

Lowry (71). Soluções de soroalbumina bovina a 5 mg/ml e 50-100 yg/ml serviram 

como padrões.



A leitura das dosagens de carboidratos e proteinas foram efetuadas em

espectrofotômetro Coleman Jr., modelo 6-A.

1*4.5 Acidos Nuclêicos

Estes ácidos foram detectados qualitativamente pelas reações do orci-

nol (25) e da difenilamina (26), respectivamente para RNA e DNA, e por espec -

troscopia a 260 nm.
1*4.6 Espectrofotometria dos Complexos Iodo-PolissacarTdeos

Nos ensaios com lugol apenas, o volume final de 4,0 ml continha de 

300 a 2.000 yg de polissacarTdeo e 20 yl da solução iodo-iodetada (2,6-26,0g%). 

Nos ensaios em que se incluiu a solução saturada de CaCl2, o volume final de

3,0 ml continha de 150 a 800 yg de polissacarTdeo mais 2,6 ml do reagente com­

pleto de Krisman (64).

0s espectros foram verificados contra um "branco" dos reagentes na 

faixa de 370 a 700 nm, em espectrofotômetro Perkin-Elmer, modelo 202, calibra­

do com lâmina de õxido de hõlmio e em "fast scan" (2 minutos.).

No estudo dos polissacarTdeos resultantes da variação da fonte de car 

bono, cada fração endopolissacarTdica bruta oriunda da extração fenÕlica tinha 

seu X máximo de absorção com I2-KI-CaCl2 determinado e como este X máximo cor­

respondeu ao do endopolissacarTdeo purificado resultante do crescimento em D- 

glucose por 48 h, este foi usado como padrão para a determinação quantitativa 

dos demais.

1.4.7 Espectrofotometria no Infra-Vermelho

0s polissacarTdeos desidratados por alto vacuo e banho com vapor de 

metanol, foram veiculados em pastilhas de KBr, contendo cada uma delas 2-3 mg 

de polissacarTdeo e 150-170 mg de sal, através de trituração em gral de ágata 

e prensagem em prensa Carver, modelo C. As pastilhas, conservadas em desseca- 

dor com P20g por 48 h, foram examinadas num espectrofotômetro Beckman, modelo 

IR-18, calibrado com filme de poliestireno, na faixa de 600 a 4.000 cm \  em 

"fast scan" (1.200 cm”Vmin.).

1*4.8 Espectroscopia no Ultra-Violeta

Para acompanhamento da purificação do endopolissacarTdeo de P. circinatus

-  9 -



soluções do mesmo foram gradativãmente examinadas em espectrofotÔmetro Beckman 

modelo DB, para detecção de proteínas» ácidos nuclêicos e fenol.(280,260 e 220nm;

1.4.9 Polarimetria

A medida polarimêtrica foi efetuada a partir de soluções aquosas a 

5 mg/ml dos polissacarTdeos em polarímetro Perkin-Elmer, modelo 141» com a raia 

D de sÕdio e caminho óptico de o,1 dm.

1.4.10 Eletroforese

a) dos polissacarTdeos: foi feita em tiras de acetato de celulose com 

tampão borato 0,05 M pH 10,0, nas seguintes condições: 200-250 V, 22-28 mA, 5-6 

minutos. 0s polissacarTdeos foram previamente submetidos 5 coloração com Azul 

Procion (Cia. Imperial) (29). A fim de eliminar as múltiplas bandas apresentadas 

pelo próprio corante, os polissacarTdeos corados foram precipitados com etanol

e lavados com acetona.

b) dos dissacarTdeos: foram eletroforeti zados em papet Whatman n9 1 com 

tampão borato de sõdio 0,1 M pH 10,0 (35), a 1.100 V, 85-90 mA por 240 minutos.

Parte dos dissacarTdeos foram submetidos ao tratamento com NaBH^, peso a 

peso, durante uma noite (9, 57), seguindo-se a destruição do excesso de redutor 

com ácido acético diluTdo; o borato de sõdio presente na mistura foi modificado 

a acido bórico com um "batch" de resina Dowéx-50-X8 (forma H+) e eliminado com 

metanol, por evaporação. 0s alditõis resultantes foram eletroforetizados em pa­

pel Whatman 3MM, com tampão molibdato de sõdio 0,1 M pH 5,0 (17), a 870 V, 85 - 

90 mA por 105 minutos.

A revelação dos eletroforetogramas foi conseguida respectivamente com os 

reagentes reveladores A e F, adiante discriminados.

1.4.11 Hidrólises Acidas

a) Total

As frações e sub-frações das etapas de obtenção do endopolissacarT - 

deo do fungo foram hidrolizadas com HC1 1 N ou com ãcido trifluoracético 1 N 

(2), por 3-6 h, em banho-maria fervente.Para a fração ãcida da coluna de DEAE - 

celulose usou-se HCOOH 90%. Para a curva de hidrólise do endopolissacarTdeo pu­

rificado adotou-se ampolas âmbar, borbulhadas com Ng e seladas ao Bunsen.

-  10 -



- 1 1  -

b) Parcial

Para a hidrólise ãcida parcial por 9 horas em banho-maria fervente, 

a concentração do glicogênio de marisco e do endopolissacarídeo do fungo era 

dè 2g% e a do HC1 0,05 N (125, 111).
i

Os hidrolizados resultantes de 100 mg de cada polissacarideo foram tratados 

com 2 volumes de etanol e algum resíduo não hidrolizado foi eliminado por cen­

trifugação. Os sobrenadantes foram concentrados ate secura e dissolvidos em pe 

queno volume aquoso.

Cada hidrolizado foi repartido em 2 porções e cada uma delas foi aplicada a u­

ma pequena coluna de carvão ativo (126) de 3 x 2 cm, montada dentro de um pe - 

queno funil de Buchner e previamente lavada com água e etanol a 50% (v/v).

Apõs a aplicação do hidrolizado, as colunas foram lavadas com agua (150 ml) e 

este eluato foi descartado. A eluição seguinte foi com etanol, respectivamente 

a 10% e 50% (v/v) (88) para cada uma das colunas de cada hidrolizado. 0 eluato 

com menor concentração de álcool foi concentrado e recroraato’grafado preparati­

vamente em papel, com 3 desenvolvimentos ascendentes, no solvente I. Duas zo - 

nas com migrações iguais as dos padrões de maltose e isomai tose foram recorta­

das do cromatograma preparativo e re-eluTdas com agua. Estas duas frações, a - 

pÕs concentração, foram submetidas ã eletroforese e recromatografia analTtica 

em papel e camada delgada, com múltiplos desenvolvimentos nos solventes I e II 

e revelação com os reagentes D e E.

Em cromatoplaca de sTlica, desenvolvida cora o solvente I por múltiplas vezes e 

revelada com o sistema metanol-HgSO^-fenol 5% (7:2:1), além das duas frações 

citadas, incluiu-se também os maltossacarídeos lineares e ramificados de cada 

polissacarideo, contidos no eluato com etanol a 50%.

1.4.12 Cromatografias

1) Suportes

Para as cromatografias analíticas em papel usou-se Whatman n9s. 1 

e 4 e para as preparativas 3 MM.

Para as cromatografias analíticas em camada delgada usou-se cromatoplacas de 

celulose e sílica-gel (Merck). Para a verificação de oligossacarídeos supe - 

riores e dextrinas preparou-se placas de Kieselghur G (Merck) (99).
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2) Solventes

Os sistemas de solventes usados nos múltiplos desenvolvimentos ascejri 

dentes foram:

a) para mono e oligossacarTdeos neutros:

I: benzeno-butanol-piridina-ãgua (1:5:3:3) (40)

II: acetato de etila-piridina-agua (10:4:3) (5)

III: butanol-piridina-Sgua (6:4:3) (99)

b) para açucares ácidos

IV: acetona-isopropanol-etanol-tampão borato 0,05M pH 10,0 (3:1:1:2) (81)

3) Reagentes Visualizadores de Imersão e Nebulização 

A: nitrato de prata alcalino (113)

B: ftalato e cloridrato de p-anisidina (51)

C: anisaldeTdo-HgSO^ (99)

D: difenilamina-urêia-ãcido fosfórico (6)

E: difenilamina-anilina-ãcido fosfórico (97)

F: tetracetato de chumbo-fucsina (96)

Para revelação das cromatoplacas de sTlica, conseguiu-se razoável 

melhoria na sensibilidade do reagente de metanol-ácido sulfúrico pela inclusão 

de fenol a 5%, observando-se a proporção final de 7:2:1.

No preparo do reagente D, substituiu-se água por metanol na disso­

lução da uréia.

1.4.13 Interação com a Concanavalina A e Turbidimetria (21, 85)

0 experimento que resultou na melhor identificação entre os glicogê - 

nios de referência e o endopolissacarTdeo estudado, distinguindo-os convicente 

mente da amilopectina, constava, num volume final de 2,5 ml, de 1.200 yg de 

Con A (com NaCl), quantidades variáveis de polissacarTdeo desde 600 até 3.000 

yg, 0,2 ml de tampão Hepes-NaOH 0,5 M pH 7,0 e 0,2 ml de MnClg 0,01 M. 0 NaCl 

da preparação proteica não foi eliminado, visto não interferir com a reativi- 

dade da Con A (101). 0 tampão fosfato foi substituTdo em vista da incompatibi­

lidade quTmica com o ativador Mn+ (27), causando uma turvação interferente.

A absorbância foi lida em 420 nm, após 30 minutos de interação proteina-polis-



sacarTdeo, ã temperatura ambiente.

A dissolução da Con A foi facilitada pela adição de 1 gota de NaOH 0,05N e 1 go 

ta de álcool isoamTlico.

A relação Con A : polissacarTdeo na faixa de 1:0,5 a 1:3 foi selecionada após 

verificação do aumento proporcional de proteina no precipitado obtido por cen­

trifugação.

Os valores de 6.V. ("glycogen value") obtidos (21, 22)correspondem ã absorbãn - 

cia resultante da ihteração de Con A com 1.000 úg de polissacarTdeo, correiacio 

nada com a absorbancia proprocionada por igual peso de glicogênio de fTgado de 

coelho (GV = 1,00). 0 valor de G.V. de cada polissacarTdeo resulta da interpo­

lação dos valores iniciais da curva turbidimétrica, cujas absorbãncias corres­

pondem de maneira linear ao aumento da quantidade de polissacarTdeo no ensaio.

1.4.14 Oxidação com periodato e Acidimetria do Acido fõrmico com barita

Para avaliação do comprimento médio de cadeia (ET) dos polissacarTdeos, 

utilizou-se o método de oxidação com periodato de Fales (34), que envolve a sim 

pies medida do acido fõrmico liberado pelo 10^ a partir das pontas não reduto - 

ras terminais (a,3,Y-triol) do polissacarTdeo, comparativamente a um carboidra- 

to padrão (o-metil-D-giucopiranosTdeo).

As determinações por microtécnica foram feitas em duplicata e o dosea - 

mento dos carboidratos totais (como glucose) pelo método da antrona, recomenda­

do pelo autor, foi paralelamente acompanhado pelo método do fenol-ãcido sulfú -

rico, de execução mais simples e adotado como rotina.

1*4.15 Depolimerizações enzimaticas

a) A a-amilõlise foi medida segundo o método de Manners e Wright (75), 

sendo que os ensaios individuais para cada tempo de incubação, num volume final 

0,5 ml, continham: 0,2 ml da solução de polissacarTdeo a 10 mg/ml; 0,1 ml de

tampão citrato 0,1 M pH 6,9; 0,05 ml de NaCl 0,1 M e 0,1 ml da solução de

enzima a 1 mg/ml.(100 unidades).

Nos ensaios com inibidores de dissacaridases incluiu-se 0,05 ml da solução de 

eritritol 85,5 mM e 0,05 ml de tampão tris-HCl 3,2 mM pH 7,0 substituindo o
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tampão citrato (59, 60, 58).

Os tempos de incubação de 2, 5, 9, 15 e 25 h ã temperatura ambiente (21-22°C) 

foram analisados.

b) A 8-amilÕlise foi medida pelo método de Walker e Whelan (117), sendo 

que os ensaios individuais para cada tempo de incubação, num volume final de 

0,5 ml, continham: 0,2 ml da solução de polissacarídeo a 10 mg/ml; 0,05 ml de 

glutation reduzido 5 mM; 0,05 ml de soroalbumina bovina 0,5g%; 0,1 ml de tam 

pão acetato 0,3 M pH 4,8 e 25 yg de enzima.

0s tempos de incubação de 1/2, 1, 2, 5 e 9 h ã temperatura ambiente (21-22°C) 

foram analisados.

Igual ensaio em duplicata foi repetido para o tempo de incubação de 6 h, para 

se apurar os valores definitivos dos Tndices 6-amilolíticos dos polissacarídeos.

Nos experimentos com a e B-amilases (curvas de hidrólise), a reação e­

ra interrompida pela adição de 0,05 ml de ZnSO^ 5g% e 0,05 ml de Ba(0H)2 0,3 N 

previamente a analise dos açucares redutores, sofrendo o padrão de mal tose i­

gual tratamento.

c) A pululanÕlise foi conduzida segundo Bender e Wallenfelds (12) e o 

sistema de incubação para o tempo único de 30 minutos, a 27°C, com agitação, 

num volume final de 1,0 ml, continha: 0,2 ml da solução de polissacarídeo a 

10 mg/ml; 0,4 ml de tampão citrato-fosfato 0,01-0,02 M pH 5,0 e 4 mg de en­

zima.

No teste prévio de atividade da pululanase frente ao pululano, adotou-se iguais 

condições, salvo a quantidade de enzima, reduzida a metade, que acarretava um 

desdobramento de 50% do polissacarídeo não purificado, como maltotriose.

d) Na depolimerização através da ação concomitante da $-ami1ase e pulu­

lanase, para determinação do ÜT segundo Lee e Whelan (68), os ensaios em dupli­

cata para cada polissacarídeo, num volume final de 1,0 ml, continham: 0,2 ml da 

solução de polissacarídeo a 10 mg/ml; 0,1 ml de glutation reduzido 5 mM; 0,1 

ml de soroalbumina bovina 0,5g%; 0,25 ml de eritritol 4 M; 0,1 ml de tampão 

citrato-fosfato 0,01-0,02 M pH 5,0; 1,25 mg de B-amilase e 2 mg de pulula -
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nase.

Em uma série igual para controle da 3-amilase, a pululanase foi omitida.

Os tempos de incubação de 72 e 96 h a 30°C, com agitação, foram analisados, pe­

la glucose-oxidase, quanto ã glicose liberada.

Os sistemas de incubação envolvendo apenas a 3-amilase ou sua combinação com a 

pululanase foram analisados diretamente, sem prévia desnaturação das enzimas.

e) No experimento para total desdobramento dos polissacarídeos através 

da ação sucessiva de 3-amilase, d-amilase e pululanase, o sistema inicial de 

incubação, num volume final de 0,65 ml, continha: 0,2 ml de solução de polissji 

carídeo a 10 mg/ml; 0,25 ml de eritritol 4 M; 0,1 ml de tampão acetato 0,03M 

PH 4,8; 0,05 ml de glutation reduzido 5 mM; 0,05 ml de sófoalbumina bovina

0,5 g% e 25 pg de 3-amilase. Após incubação por 6 e 1/2 h S temperatura am­

biente (21-22°C), seguiu-se fervura por 5 minutos.

A seguir cada ensaio recebeu a adição de 0,1 ml de tampão tris-HC1 0,2M

pH 7,0; 0,05 ml de NaCl 0,2 M e 5 pl da solução de a-amilase a 10 mg/ml, com

pletando-se o volume para 1,0 ml. Â incubação prolongou-se por 50 h, a 27°C,

com agitação, seguindo-se fervura por 5 minutos.

Alíquotas foram retiradas para analise de açucares redutores e glicose.

Finalmente, 0,5 ml de cada sistema de incubação acima, foi adicionado 

de 0,25 ml de tampão citrato-fosfato 0,01-0,02 M pH 5,0 e 2,5 mg de pululanase,

perfazendo um volume final de 1,0 ml. A mistura foi novamente incubada por 72 h

a 27°C, com agitação.

Alíquotas do sistema final de incubação foram diretamente analisadas para deter 

minação do incremento de poder redutor, como mal tose.

Em todos experimentos de depolimerização com enzimas, a porcentagem de 

desdobramento como mal tose foi correlacionada com o teor de açucares totais co 

glicose.

Soroalbumina bovina e glutation reduzido (117) foram utilizados como 

preservativos e estabilizadores de 3-amilase.

Nos ensaios a temperatura ambiente, as incubações foram realizadas em aj: 

mosfera de tolueno e naqueles com temperatura determinada usou-se um banho?maria



rotativo da Brunswick, modelo G-76 e vedação dos tubos com papel aluminizado 

para evitar evaporação.

Os sobrenadantes da precipitação com 3 volumes de etanol de todos sis­

temas de incubação foram cromatografados nos solventes I e II para verificação 

e confirmação dos di e oligossacarTdeos liberados, alem da glucose.

1.5, Reagentes

1.5.1 PolissacarTdeos

Como glucanos a (1 -*-4) ligados e ramificados através de a (1 -► 6), 

para fins de analise comparativa, foram utilizados glicogênio de fTgado de coe­

lho tipo III e glicogênio de marisco tipo II, ambos da Sigma Chem. Co.

Com igual finalidade foi preparada amilopectina de arroz (50), me - 

diante fracionamento do amido com ciclohexanol a quente (16), seguindo-se res­

friamento lento.

Amido de arroz comercial foi inicialmente tratado com a mistura clorofórmio ? 

metanol (2:1), em Soxhlet por 3 horas, seguindo-se a desproteinização com a 

mistura de Sevag (107). Uma pasta a l»5g% do amido obtido foi dispersada com 

NaCl 0,1g% a quente e autoclavada por 20 minutos a 1 atmosfera. A goma quente 

recebeu então a adição de ciclohexanol previamente aquecido, na razão de 2,5ml 

/I00 ml de goma. 0 resfriamento lento, por 48 h, provocou a formação de um vo- 

íumoso precipitado que foi descartado, coletando-se o sobrenadante por decanta­

ção, do qual foi ainda eliminado novo precipitado obtido por centrifugação a

1.000 x g por 3 minutos. 0 sobrenadante foi então precipitado com 2 volumes de 

etanol, a frio, e colhido por centrifugação, foi redissolvido em ãgua quente £a 

ra novo tratamento com o ciclohexanol, a fim de se eliminar alguma amilòse re - 

sidual. 0 sobrenadante final, tratado com 2 volumes de etanol, a frio, forneceu 

um primeiro precipitado colhido a 1.000 x g por 5 minutos e um segundo colhido 

a 10.000 x g. Ambos mostraram um mesmo X máximo de absorbãncia quando ensaiados 

com lugol na presença de CaClg sat. (64). Estas duas frações devem diferir ape­

nas quanto a faixa de peso molecular, dada a capacidade de fracionamento do ál­

cool usado na precipitação (61, 91). Combinadas,constitui ram a amilopectina de 

arroz, com coloração avinhada ao lugol.
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0 pululano foi obtido a partir do meio de cultura de P. pullulans» isen 

to de células* conforme a técnica de Sowa et al. (104), mediante precipitação 

com 2 volumes de acetona gelada. 0 precipitado r*esu1tante foi dissolvido em ã- 

gua quente (80-85°C) e tratado, apôs resfriamento, com 1/5 do volume de cetav- 

lon 5g%; a elevação do pH ate 10-11 produziu um precipitado cinza, coletado por 

centrifugação, do tipo poliglucose, constatado por analise cromatografica dò hi- 

drolisado com acido trifluoracético 1 N. 0 segundo precipitado resultante da pre» 

cipitação alcoolica do sobrenadante anterior, coitiposto de glucose, manose e ga - 

lactose, foi descartado. A fração poliglucose, assumida como pululano, não foi 

submetida a purificação (13).

1.5.2 Enzimas

D-glucose oxidase, peroxidase, a-amilase de B. subtil is (tipo II, 

cristalina, liofilizada, 1.000-1.100 un/mg proteina), B-amilase de batata-doce 

(tipo I-B, suspensão cristalina em sulfato de amónio 2,3 M, 20 un/ul)eram produ­

tos de Sigma Chem.Co..

Pululanase foi obtida a partir do meio de cultura de A. aerogenes, 

isento de células, através de precipitação com acetona gelada (12). 0 precipita 

do foi extraído com as precauções que permitem a obtenção de uma única ativida­

de enzimãtica (1, 68), comprovada pela liberação exclusiva, quando atuando sobre 

o pululano, de um único componente com migração cromatogrãfica compatível com a 

de maltotriose (solvente II). 0 dializado final, contendo 10 mg proteina/ml, ser­

viu de preparação enzimãtica, assumindo-se toda proteina como pululanase.

1.5.3 Drogas

0s reagentes gerais provenientes de varias fontes (Merck, Reagen, Rie­

del e Cario Erba) traziam a especificação de quimicamente puros.

0s carboidratos simples usados como padrões procediam da Pfansthiel

Chem. Co..

0 corante Azul Procion era da Cia. Imperial.

Concanavalina A (tipo III, pÕ liofilizado, contendo 85% de NaCI) e ot-

meti1-D-glucopiranosídeo eram de Sigma Chem. Co..

Tetracetato de chumbo foi preparado a partir do minio (87) e antrona
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previamente ao uso, foi recristalizada de ligroina.

1.6 Manipulação dos polissacarídeos

Os glucanos envolvidos em tomadas gravimétricas foram previamente tíesidra-s
tados com vãcuo e banho de vapor de metanol, por 6 horas.

As soluções dos mesmos foram preservadas.com gbtas de tolueno e as pipétas usa­

das foram inseridas com algodão para impedir eventual contato com a saliva.

1.7 Abreviaturas

Grl = glicogênio de fígado de coelho ("rabbit liver")

Gsf = glicogênio de marisco ("shell-fish")

Gpc * endopolissacarídeo de reserva de Polyporus circinatus

Ar = amilopectina de arroz

CL = comprimento médio de cadeia ("average chain lenght")

ECL * comprimento médio de cadeia externa ("average exterior chain lenght")

ICL * comprimento médio de cadeia interna ("average interior chain lenght")

Pffl * % aparente de conversão em mal tose (a-amilõlise)

P-j g= % de ligações ot (1 +6)

Con A = Concanavalina A

Tris = tri s(h i droxi meti 1)ami no-metano

Hepes = acido N-2-hidroxietil-piperazina-N'-2-etanosu1fÔnico
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2. RESULTADOS E DISCUSSÃO

2.1 Efeito da Variação da Fonte de Carbono no Acúmulo de EndopolissacarTdeo

Os dados da fig. 1 confirmam os dados anteriores de Pinotti e Zan - 

can (90), quanto ao cultivo de P. circinatus. com D-glucose como fonte de carbo­

no e mostram também que o endopolissacarTdeo i acumulado a partir de D-galacto­

se ou L-arabinose, com eficiência semelhante comparativamente ã D-glucoáe, des­

de que o fungo seja previamente cultivado em meio solido contendo cada um des­

tes monossacarTdeos.

No experimento com D-glucose, em que a fonte de carbono exógena es 

tava quase que completamente esgotada ja a partir de 48 h de cultivo, pode-se 

notar o consumo do endopolissacarTdeo, que funcionaria então, como material de 

reserva.
A natureza similar dos glucanos de reserva elaborados a partir das

I
hexoses e pentose testadas ficou evidenciada pela mesma faixa de absorção dos 

complexos iodo-polissacarTdeos em presença de CaClg sat., que foi de 380-400 

nm para as frações endopolissacarTdicas derivadas dos diversos tempos de cultj[ 

vo em cada monossacarTdeo, excetuando-se unicamente a fração derivada do cultf 

vo em D-glucose por 24 h, que apresentou um valor pouco superior (420-440 nm). 

Outra evidência neste sentido foi a rãpida degradação apresentada por todas 

frações endopolissacarTdicas frente ã a-amilase salivar.

2.2 Obtenção do EndopolissacarTdeo de Reserva de P. circinatus

Na obtenção do endopolissacarTdeo de reserva do fungo foi usado fe 

nol(122) como agente extrator, por apresentar vantagem em relação aos meios 

drásticos como K0H a quente e acido tricloroacêtico, que degradam a molécula 

de glicogênio, o mesmo ocorrendo com a extração com água quente (108). A agua 

fria (0-4°C) (86), que também permite a extração de glicogênio com elevado peso 

molecular, foi excluTda, dada a restrição da aplicação deste método ao micêlio 

de basidiomicetos, cujas paredes maciças são constituTdas de quitina e gluca - 

nos insolúveis (10).
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Alem do micêlio total, a extração com feno! a frio (121) também foi aplicada ãs 

paredes celulares, obtidas da ruptura das hifas em Prensa Francesa (French Pre£ 

sure Cell Press, American Instruments Co.) e não resultou na obtenção significa 

tiva de poliglucose na fase superior do centrifugado, o que sugere a inexistên­

cia de glicogênio ligado ãs paredes, ja que Laskow e Margoliash (66) afirmam ser 

extratTvel, com fenol, o glicogênio ligado as paredes.

A fração endopolissacarTdica extraída com fenol, após redesproteinj[ 

zação pelo Sevag (107), ficou livre da maior parte do principal contaminante ar 

rastado, o RNA (62), mediante precipitação do mesmo com MnClg.

A anãlise cromatogrãfica da fração endopolissacarídica total, apõs 

hidrólise total, acusou a presença de glucose (+++)» galactose e manose (traços) 

e ribose (+).

0 fracionamento da fração endopolissacarídica em DEAE-celulose, for 

ma formiato (fig. 2), por eluição aquosa produziu como maior componente um poljs 

sacarídeo neutro, eluído como pico unico (pico I), que deve corresponder ao en- 

dopolissacarídeo neutro total, pois a resolução de polidispersão, isto é, o sub 

fracionamento em componentes de mesma natureza mas com faixas de peso molecular 

crescentes, requereria o emprego de gradiente de LiClg (15), por exemplo, como 

eluente. A analise cromatogrãfica do hidrolisado do polissacarídeo neutro eluí 

do com agua (pico I) revelou ser o mesmo constituído exclusivamente de glucose.

A eluição seguinte, com HC00H 0,1 N» produziu uma segunda fração 

(pico II), acida (fig. 2), em cujo hidrolisado constatou-se, por cromatografia 

no solvente IV, um componente com migração igual ã do ãcido glucurônico.

Estes dados confirmam a natureza heterogênea da fração endopolissa­

carídica de P. circinatus, citada por Pinotti e Zancan (90).

0 teôr de proteinas na fração endopolissacarídica antes do fracio­

namento era da ordem de 0,9 g%» tornando-se imperceptível na fração neutra (pî  

co I), a qual também acusou resultados negativos para os testes qualitativos do 

orcinol (RNA) e da difenilaraina (DNA). 0 uso da coluna trocadora aniônica per­

mitiu pois, a obtenção do glucano neutro isento de contaminantes carregados co 

mo proteinas, ácidos nucleicos e polissacarídeos ácidos.
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2.3 Eletroforese em Acetato de Celulose

A eletroforese do endopoliglucose neutro eluTdo da coluna de DEAE- 

celulose, corado com Azul Procion, produziu uma banda única de migração, o mes­

mo ocorrendo com o glicogênio de fígado de coelho e amilopectina de arroz, igua^ 

mente cofados (fig. 3), sugerindo ser o glucano do fungo uma preparação homogê­

nea ou cujo grau de polidispersão não poder ser evidenciado neste tipo de proce 

dimento eletroforêtico (29).

2*4 Curva de Hidrolisé

0 endopoliglucose de P. circinatus, quando submetido ã hidrólise fi­

ei da total (HC1 1 N, 100°C, 1 hora), acusou um desdobramento de 96% como açuca 

res redutores e de 90% como glucose (fig. 4).

Em condições semelhantes, Laskow e Margoliash (66) e Manners (72) relatam por - 

centuais de desdobramento equivalentes para os glucanos do tipo glicogênio e a- 

milopectina.
A cromatografia do hidrolisado, nos solventes I e II, evidenciou a 

presença de componentes com migrações coincidentes com as de glucose, mal tose e 

isomai tose, o que explica a maior % de hidrólise na análise como açucares redu­

tores.

2.5 Polarimetria do Endopoliglucose de P. circinatus

Os dados da Tabela I indicam a alta dextrorrotação apresentada pelo 

glucano do fungo (+ 182°), aproximadamente igual 5 apurada para o glicogênio de

TABELA I

Polarimetria do Endopoliglucose de P. circinatus

polissacarídeo conc. (g/%:) 1 eitura W o rC 1i teratura

Ar 0;$58 +.098° + 176° 192°, 200° (36)

Grl 0,508 -KlOO0 + 197° 198°, 200° (72)

Gsf 0,§22 +.096° + 184° 192° (72)

Gpc 0,516 +.094° + 182° -



marisco (+ 184°) e se enquadra na faixa de + 179 a + 233° (72) característica 

dos glucanos correlatos ao glicogênio, constituindo-se em indicio da existência 

de configuração alfa nas ligações glicosTdicas.

2.6 Espectrofotometria no Infra-Vermelho

A fig. 5 mostra o espectro de absorção na região do infra-vermelho 

do endopoliglucose de P. circinatus.

Embora uma determinada banda de absorção não posèa ser assumida como particular 

de um certo açucar e nem se possa predizer um espectro de absorção de um homopo- 

lissacarideo a partir da unidade monomêrica (65), a exemplo do que aconselha Sp- 

peding (105), o exame do material, paralelamente a outros definidos e eleitos de 

referência, permitiu observar serem os espectros de infra-vermelho semelhantes 

para o endopoliglucose do fungo e os demais glucanos de referência examinados, 

apresentando bandas de absorção comuns.

Dentre estas, particularmente a da faixa de 835-840 cm'̂  ê típica do anel ct-D- 

glucopiranosTdeo, correspondendo ao tipo 2-a de absorção, descrito por Neely 

(82).

TABELA II

Espectrofotometria do Endopoliglucose de P. circinatus no Infra-Vermelho
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bandas de absorção (cnf̂ )

polissacarTdeo experim. 1 itérât? experim. 1i terat? experim. 1 itérât?

Ar 760 756a 845-850 840a 930 931a

Grl 760 762 845 835 930 928

Gsf 755-760

-Q00Lft 845 840b 925 925b

Gpc 755 - 845 - 925 -

(*) referência (8); (a) amilopectina de batata; (b) glicogênio de mexilhão = 
(Mytilus sp.)
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Verifica-se na Tabela II, alem desta absorção referida, uma estreita 

semelhança entre os glucanos ramificados de referência e o endopoliglucose do 

fungo no tocante ãs demais absorções dos tipos 1 e 3 (8, 82), que segundo Manners 

(72) são comuns dos glucanos a (1 -*• 4) ligados. Em todos espectros esta ausente 

a banda do tipo 2-b (82), na faixa de 881 - 7 cnf\ característica de 8-D-glucose.

Ficou também comprovada a purificação do glucano neutro do fungo me­

diante a cromatografia em DÊAE-celulose, pois estã ausente a banda dé absorção na 

faixa de 1.700-1.760 cnf\ típica de ácido lirônicò (65, 102, 11Ò).

2*7 Interação com a Coricanavalina A e Turbidimetria

0 endopoliglucose de P. circinatus interage com a Con A, conforme se 

verifica na fig. 6, da mesma maneira que os glicogenios de fígado de coelho e de 

marisco, enquanto que para amilopectina de arroz observou-se baixa reatividade. 

Estes dados estão de acordo com a literatura (22, 76, 42) e sugerem que o CL go­

verna o grau de interação, conforme demonstram Manners and Wright (76).

TABELA III

Interação Concanavalina A : Endopoliglucose de P. circinatus

G.V. (“glycogen values")

poli ssacarídeo experimental 1i teratura

Ar 0,57 0,0 (76); 0,23a(42)

Grl 1,00 1,00 (76)

Gsf 1,11 l,15b (22)

Gpc 1,05 (*)

(a) amilopectina de batata; (b) glicogênio_de ostra com tF semelhante ao de ma 
risco usado; (*) G.V. = 1,00 para o glicogênio de Pleurotus ostreatus, fungo 
sub-classe dos Homobasidiomicetos, que também inclue o genero Polyporus.

0 valor de G.V. ("glycogen value") do poliglucose do fungo (Tabela 

III) ê muito próximo daqueles dos glicogênios de referência.

Goldstein et al. (42) admitem uma correlação entre a. % de ligações 

a (1 -*• 6) e o valor de G.V. enquanto Manners e Wright (76)mostram tal correia-
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ção com os valores de ÜC, ÉCL e ÍCL para diversos glucanos, daí que valores 

aproximados de 6.V. indicariam arquiteturas moleculares similares (42).

Os dados obtidos da interação do endopoliglucose de P. circinatus com Con A 

indicam pois, que o mesmo tem uma estrutura altamente ramificada ou razoa - 

velmente diminuída quanto ao ECI, dada a maior reatividade apresentada pelas 

8-dextrinas (76) e as <j>-dextrinas (63), comparativamente aos glícogênios que 

lhes dão origem;

2.8 Espectrofotometria Diferencial dos Complexos Iodo-Polissacarídeos

Os gráficos dâs figs. 7 e 8 mostram que na ausêndia e presença 

de CaClg sat. os complexos iodo-glucanos ramificados apresentam X máximos de 

absorção decrescentes com o grau de ramificação, em acordo com os dádos de 

Manners (72).

Para os glicogenios de referência e o endopoliglucose do fungo, na presença 

CaClg sat., os X máximos de absorção sofrem um deslocamento para valores me­

nores, em acordo com os resultados anteriores de Krisman (64). Estas absor - 

ções menores, na faixa de 400 nm, estão correlacionadas com valores menores 

de ÜT (4, 62) e sugerem também valores menores de ICT (119, 20), decorrentes 

de ramos externos curtos.

Comparativamente aos glucanos de referência ensaiados, o endopo- 

liglucose de P. circinatus tem comportamento mais aproximado do glicogênio 

de marisco, confirmando os dados de ÜC, respectivamente de 12 e 11, obtidos 

pela oxidação com periodato (Tabela IV).

2.9 Hidrólise Acida Parcial Branda

Este tipo de hidrólise foi conduzido em condições que evitam os 

inconvenientes da reversão acida a partir do monÔmero (125, 111) e promovem 

a acumulação de isomai tose relativamente ã de mal tose, em vista da maior la- 

bilidade deste segundo dissacarídeo frente a condição ácida (125).

0 exame cromatogrãfico do hidrolisado parcial (fig. 9) mostra a 

separação de uma dezena de componentes, cujas migrações são análogas tanto
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para o glícogênio de marisco quanto para o glucano do fungo, sugerindo seme­

lhança na natureza dos maltossacarídeos lineares e ramificados.

Oestes componentes, adsorvidos em carvão ativo, a eluição com etanol a 10 % 

permitiu a desorção seletiva de dissacarídeos (88, 126), cuja recromatogra - 

fia preparativa forneceu 2 componentes provenientes de cada glucano e cujas 

migrações cromatograficas são coincidentes com as de maltose e isomai tose, no 

solvente I (fig. 9).

A verificação do tipo de ligação glicosTdica, como sendo respec­

tivamente do tipo(l -f- 4) e (]• + 6} para estes dois componentes foi feita pelos 

reagentes D e E, específicos para esta finalidade. As cores distintas resultaji 

tes foram as mesmas exibidas pelos padrões de maltose e isomaltose co-cromato- 

grafados. Contudo, como pelo menos os homólogos de g-configuração, isto é, ce 

lobiose e gentiobiose mostram mesma migração cromatogrãfica no solvente usado

e também os mesmos matizes de revelação com os reagentes citados, lançou-se
»

mão da eletroforese em papel (fig. 10), na qual os dissacarídeos isolados man­

tiveram migrações idênticas aos padrões de maltose e isomaltose, diferencian - 

do-os claramente de celobiose e gentiobiose.

A identificação dos dois dissacarídeos comuns ao glicogenio de marisco e ao ejn 

dopoliglucose de P. circinatus foi ainda confirmada pela eletroforese dos aldj[ 

tÓis derivados (fig. 11), cujas migrações foram coincidentes com as de malti - 

tol e isomai titol.

2.10 Oxidação com Periodato e Determinação do IX

Os dados da Tabela IV indicam os valores de comprimento medio de 

cadeia obtidos mediante oxidação com 10̂ , segundo a técnica de Fales (34).

TABELA IV

Determinação do Comprimento Medio de Cadeia do Endopoliglucose com Periodato

polissacarídeo UE3 (comprim. médio de cadeia)

Ar 19,8

Grl 15,7

Gsf 10,9

Gpc 11,9

(a) média de 2 determinações, comparativamente ao a-meti1-D-glucopiranosídeo
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Os valores de IX dão uma indicação do grau de ramificação dos po 

lissacarTdeos do tipo glicogênio e amilopectina e são proporcionais ao por -
t

centual de ligações a(l -*• 6), que oscilam de 6 a 10ft nos glicogenios e de 4 

a 5% nas amilopectinas, correspondendo então a IX de 16-10 e 25-20 resíduos 

glicosil, respectivamente (19).

0 valor de IX do endopoliglucose de P. circinatus indica uma graü 

de ramificação mais aproximado daquele do glicogênio de marisco.

Dos dados experimentais calculou-se para o glicogênio de marisco 

(referência) uma liberação de*ácido fõrmico de 0,074 moles/moi de resíduo de 

glicose anidra, valor que está em estreité acordo com o de 0,076 moles obti­

do por Ishak e Painter (56) para um glicogênio análogo de ostra, em condições 

qúe garantem completa oxidação das pbntas não redutoras fornecedoras de á - 

eido fõrmico.

2.11 Hidrólise Enzimãtica com a-Amilase e Calculo de P, e Cr    „„„, .    ■■■■»i ■ '■ < i—".— ■    i 1 y O. ■■ ■   

0s dados da fig. 12 mostram que o endopoliglucose de P. circina­

tus ê degradado por a-amilase de B. subtil is, mas atê um percentual que e iji 

ferior aos obtidos para os a glucanos de referência, sugerindo então a pre - 

sença de um grau maior de ramificação, visto que as ligações o (1 -*• 6) são 

um obstáculo ã ação da enzima (47).

Conforme Manners (37) demonstrou, há uma correlação linear entre os valores 

de a-amilõlise e as^o de ligações a (1 -► 6).

TABELA V

Cálculo de_P-j g e TX a partir dos »ulores de P

PolissacarTdeo

Ar

Grl

Gsf

Gpc

—ui-

Pam
85,2

77,6

55,9

52,4

P1,6
5,4

7,0

11,6

12,3

IXo

18,5

14,3

8,6

8,1

(a) Pm = % aparente de conversão em maltose em 25 h; (b) P],6 = % de liga­
ções ct (1 -► 6) = 23,3 - (0,21 . Pm); (c) XX » 100 / P^g-



Os índices de a-amilõlise salivar (Pm) foram inicialmente utili­

zados por Manners e Wright (75) para dedução da porcentagem de ligações tipo 

a (1 6) (= P-j j6) e do comprimento médio de cadeia (IX), mediante as formu

lações: P^g = 23,3 - (0,21 . Pm) ou P1>g * 23,4 - (0,20 . PJ (63) e ... 

C C = 1 0 0 / P 1>6. ’

Recentemente, Yamaguchi et al. (115), a partir de a-amilõlise 

com enzima de Aspergi 11us, determinaram o IX de glicogênio de Candida albi - 

cans pelo uso das mesmas equações.

Os valores de IX da Tabela V, deduzidos a partir.de P-j g obtidos 
com a a-amilase de B. Subtil is, são ■inferiores aqueles resultantes da oxidji 

ção com periodato (Tabela IV) e basicamente devem decorrer da fonte de enzi­

ma, a qual afeta o porcentual máximo de a-amilõlise bem como a natureza qu£ 

lie quantitativa dos açucares simples e ramificados produzidos na a-amilõ- 

lise (47).

A concentração de enzima empregada deve ter sido suficierite para atingir o 

“segundo estagio de hidrólise" (75), jã que os porcentuais de a-amilÕlise 

obtidos (Tabela V) estão de acordo com os anteriormente descritos na lite­

ratura para os polissacarídeos de referência (37, 46). Nestas condições de 

"segundo estagio", a-amilase de B. subtil is (53) produz como menor dextrina- 

limite um pentassacarídeo ramificado, o 6 -a-maltosilmaltotriose, equivalen 

do a um menor poder redutor nos incubados | comparativamente ao produto da 

a-amilase salivar (75, 53)1 , equivalendo por sua vez a um valor menor de 

Pm , que origina um valor maior de P̂  g, o qual finalmente corresponde a 

um valor menor de IX.

Em presença de inibidores de dissacaridases o teor de glucose 

nos incubados não foi substancialmente alterado, sugerindo a ausência de a­

tividade maltãsica na a-amilase de B. subtilis usada, devendo então a gluço 

se provir da cissão hidrolítica de oligossacarídeos e dextrinas (95,75,47) 

pela ação da prÕpria a-amilase. Diferentemente, para a-amilase salivar, 

Malker e Whelan (116) constataram uma atividade maltãsica na preparação dia 

lisada e não submetida ã cristalização, etapa esta justamente omitida por

-  27 -
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Manners e Wright (70, 75) e que poderia gerar valores superiores de a-amilÕ- 

lise, com os quais estabeleceu-se as equaççes citadas.

0 exame cromatografico dos incubados, em papel com os solventes 

I e II e reveladores A e B, acusou uma composição comum a todos glucanos : 

glucose, mal tose e oligossacarideos com menor mobilidade.

2.12 HidrÕlise Enzimatica com B-Amilase

De acordo com as curvas de hidrólise da fig. 13 e com os dados 

da Tabela VI, o endopoliglucose de P. cireinatus deve apreserftar cadeias ex­

ternas bem mais curtas que os demais a glucanos de referência, o que se tra­

duz pelo seu baixo,Tndice B-amilolTtico (23%) comparativamente aos valores 

mais elevados (55%, 44% e 30%) obtidos para a amilopectina e glicogenios, eŝ 

tes em razoavel acordo com as citações da literatura (100, 47, 41).

TABELA VI

índice de B-AmilÕlise do Endopoliglucose de P. cireinatus

Polissacarldeo % de $-Amilõlisea

Ar 55,2

Grl 43,8

Gsf 29,9
. * 
Gpc 23,0

(à)J'mêdia de quadruplica tas, com 6 h de incubação; (*) Os endopoli glucoses 
purificados provenientes do cultivo em D-galactose e L-arabinose ( IZ  h) a­
presentaram %s de B-amilõlise respectivamente de 15,6 e 23,0%.

Diferentemente das demais características determinadas, mais a 

proximadas daquelas exibidas pelo glicogênio de marisco, esta ocorrência de 

ramos externos muito curtos (< ECL) I particular do endopoliglucose do fun­

go. Outros relatos de glicogênios dotados de ECL inusualmente curtos são os 

de molusco bivalvo Cardium (ECL * 3-4) (70) e de corpos de frutificação de 

P. giganteus (ECL = 5-6) (14).
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Este baixo valor de B-amilÕlise foi apurado pela mesma técnica simultaneamen­

te aplicada aos a glucanos de referência, mas cabe a lembrança da observação 

levantada por French e citada por Manners (73) de que um pequeno número de £a 

deias externas A possam estar ocluidas no interior da molécula, tornando-se 

menos acessíveis a ação da enzima. Esta possibilidade ê cogitavel em vista do 

método de preparação com feno! render polímero de maior peso molecular e com 

estrutura mais aproximada da nativa (66).

White e Sussman (123) relatam um caso extremo de ineficácia de B-amilase freri 

te a um glicogênio de dictyostellium discoideum, que se torna susceptível a 

mesma enzima apõs um. tratamento com álcali a quente.

Não se constatou variação do grau de B-amilôlise a partir de 6 

h de incubação, embora se tenha utilizado uma concentração de enzima inferior 

a proposta na técnica utilizada (117) e o exame cromatografico dos incubados 

acusou a presença de maltose, como único componente, excluindo a participação, 

se presente, de alguma contaminação maltãsica, a qual já foi admitida mesmo em 

preparações de B-amilase cristalizada por duas vezes (67).

2.13 Determinação do IX pela Depolimerização Simultânea com B-Amilase e Pulu- 

lanase

Os dados da Tabela VII, referentes a IX obtidos por depolimeri­

zação simultânea com B-amilase e pululanase, diferem daqueles obtidos pelo pe 

riodato (Tabela IV), diferença esta jã relatada por Lee e Whelan (68)em valores 

numéricos semelhantes, quando estabeleceram igual comparação.

Banks e Greenwood (7) alegam que a correção dos resultados de 

Lee e Whelan (68) são decorrentes de uma compensação de erros, isto é, a sub- 

estimação da glicose devido ã interferência do glutation reduzido é contraba­

lançada por uma porcentagem extra de monossacarídeo proveniente da atividade 

maltãsica contaminante que não fora totalmente inibida pelo eritritol. 

Diferentemente de Lee e Whelan (68), constatou-se no presente caso, a libera­

ção de glucose no ensaio de controle contendo apenas a B-amilase em alta con­

centração e assim, efetuou-se sua dedução do total de glucose liberada pela





ação conjunta das duas enzimas empregadas.

Por outro lado, computadas as diluições dos incubados, para fins de análise pe 

la glucose-oxidase, reduziu-se o teor de glutation para 0,05 mM, abaixo portan 

to do limite de concentração citado como interferente por Banks e Greenwood 

(7).

TABELA VII

Determinação do ITT do Endopoliglucose de P, circlnatus com B-Amilase e Pulula
-nase em Ação Simultânea
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PolissacarTdeo CLa

Ar 17

Grl 13

Gsf 11-12

Gpc 10

(a) valor médio de 2 determinações (72 e 96 h), arredondado para n0 inteiro.

Comparativamente aos valores de TTC obtidos por a-amilõlise (Ta­

bela V), os resultados obtidos pela combinação de $-ami1ase e pululanase são 

mais concordantes com os anteriores obtidos com o periodato (Tabela IV).

2.14 Depolimerização do Endopoliglucose por Ação Sucessiva de <8 e g-Amilases 
e Pululanase

0 endopoliglucose de P. circinatus, sob a ação direta de pulula­

nase sofreu uma depolimerização de 13,2%, expressa como maltose, enquanto que 

o resultado para o glicogênio de marisco, em iguais condições, foi de 14,5%. 

Estes dados são coerentes com o de 16,9% relatado por Hara et al. (48) para um 

glicogênio de Chromatium (bactéria), também altamente ramificado (CL =11).

0 exame dos produtos da incubação, por cromatografia em camada delgada com o 

solvente III e revelador C, não acusou a presença de glucose nem de maltose.

Os dados da Tabela VIII retratam a depolimerização completa do 

poliglucose do fungo bem como dos demais a glucanos de referência, mediante a



ação sucessiva das arai1ases e pululanase, observando-se que o incremento de po 

der redutor causado pela pululanase ê mais pronunciado rios a glucanos com maior 

grau de ramificação.

TABELA VIII

Depolimerizacão do Endopoliglucose de P, circinatus por B e g-Amilases e Pulula

-nase em Ação Sucessiva

-  31 -

% de hidrólise8

PolissacarTdeo g e a-Amilases B e a-Amilases + Pululanase

Ar 79 103

Grl 69 101

Gsf 52 103

Gpc 56 97

(a) em açucares redutores, como mal tose.

A possibilidade do ataque direto da pululanase a glicogênios ê 

limitada e varia com a origem dos polissacarTdeos, sendo passiveisde desdobra­

mento as B*<textrinas derivadas, devido ao encurtamento dos ramos externos (12, 

11, 80).

Quanto as ct-dextrinas, a pululanase exige como requerimento estrutural mínimo 

um tetrassacarTdeo em que a ligação a (1 6) seja mediana a dois resíduos mal_

tosil (1, 12, 38, 69). a-Amilase de B. subtil is produz como menor a-dextrina- 

1 imite um pentassacarídeo (75, 53), que ê substrato para a pululanase.

0 incremento de poder redutor observado apÕs a ação da pululana 

se excede a faixa teórica que poderia provir exclusivamente da cissão de liga­

ções a (1 6), sugerindo então que a ruptura destas ligações tenha tornado as

dextrinas e oligossacarTdeos ramificados passíveis de novo ataque pela o-amiU 

se, dada a estabilidade e capacidade de renaturação desta enzima apÕs curtos 

tempos de aquecimento.(78).
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TABELA IX

Propriedades e Características Estruturais db Endopoliglucose de Polyporus

circinatus, Fr. (Gpc)

p o 1 i s s a c a r  í-d e o

Ar Grl Gsf Gpc

m 2J°c + 176° + 197° 184°

OCSiCD

G.V? 0,57 1,00 1,15 1,05

X mãx. com Ig+KI (nm) 540-545 500-505 430-435 450-455

idem + CaClg sat. 530-535 455-460 395-400 400-405

% de a-amilõlise^ 85 78 56 52

% de B-amilõlise^ 55 44 30 23

CL° 20 16 n 12

ÉCÜ1 13-14 9 6 5

ICL® 6-5 6 4 6

depolimerização com ~6 b 
e a-amilase + pululanase 103 101 103 97

dissacarídeos maltose maltose mal tose
isolados isomaltose isomaltose

(nigerose)^
isomaltose

(a) = "glycogen value" = medida turbidimétrica da interação com Con A; (b) = 
% de conversão em maltose; (c) obtidos pelo 10:; (d) ECL= (%$-amilõl./100)x
CL) + 2,5 - refer. (94, 95); (e) ICL = CL ~ ECL ? 1 - refer. (94, 95) ;
(f) provenientes de algumas ligações a(l -*■ 3) era glicogenio de fígado novilho.

A Tabela IX sumari2a as características estruturais do endpoli- 

glucose de reserva de Polyporus circinatus comparativamente ã amilopectina de 

arroz e glicogenios de fígado de coelho e de marisco.

Os valores encontrados para os polissacarídeos de referência correspondem à - 

queles descritos na literatura (72; 22, 76, 63, 42; 64; 46; 47, 41; 34; 111, 

125, 126).



0 endopolissacarídeo do fungo apresenta características muito 

próximas das descritas por Liddle e Manners (70) para a glicogênio de fígado 

de coelho do tipo I, dentro dos limites extremos encontrados nas diferentes 

amostras de glicogênios de mesma origem.

0 endopoliglucose de P. circinatus foi isolado no momento em 

que sua concentração no micêlio era máxima, correspondendo a 20% do micelio 

seco (fig. 1), em condições fisiológicas de início de fase estacionaria, 

quando se admite que haja a maxima velocidade de síntese dos polissacarídeos 

de reserva (92, 93). .

0 fato do fungo crescido em D-galactose e L-arabinose acumular 

o mesmo tipo de poliglucose sugere que estes dois monossacarídeos seriam pre 

viamente convertidos em derivados de D-glucose, seja através da via de Leloir 

(127) para D-galactose ou do ciclo das pentoses (39) para L-arabinose.

Os poliglucoses isolados nestes casos também apresentam valores baixos de írt 

dices B- amilolíticos e X máximos de absorção com o Ig em tüdo comparáveis 

aos do poliglucose isolado do fungo crescido em D-glucose por 48 h (Tabela VI 

e ítem 2.1), o que indicaria a existência de um precursor comum, independente 

mente da fonte de carbono metabolisada.

Por apresentar cadeias externas curtas, comparáveis as de dex - 

trinas-1 imite de fosforilase ou 4>-dextrinas (37, 117, 74, 69), poder-se-ia ad 

mitir que nestas células a degradação do endopoliglucose ê limitada pela bai­

xa atividade do sistema desramificante, comparável ã observada nas limite-dex 

trinoses (54, 74, 55) ou por alteração do sistema responsável pela síntese.

-  33 -
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RESD80

Uma amostra monocariÕtica do fungo basidiomiceto apodrecedor de 

madeira Polyporus circinatus, Fr., com crescimento exclusivamente micelial 

e carente dos corpos de frutificação, quando cultivado em meio contendo ex 

cesso de D-glucose, D-galactose ou L-arabinose como única fonte de carbono, 

acumula um ENDOPOLIGLUCOSE.

0 polissacarideo obtido da massa micelial do cultivo em D-glucose a 2 g% , 

por 48 horas, tem as seguintes características:

1. e altamente dextrorrotatõrio (|a| q a +182°) e a reatividade com 

a concanavalina A é de G.V. = 1,05.

2. por hidrólise acida branda fornece dois dissacarídeos: mal tose e i_ 

somaitose.

3. os X máximos de absorção com iodo são de 450-455 e 400-405 nm, re£ 

pectivãmente na ausência e presença de CaClg saturado.

4. apresenta índices a- e B-amilolíticos de 52 e 23%, respectivamente.

5. é completamente depolimerizado pela ação sucessiva de 3-, a-amila- 

se e pululanase.

6. apresenta comprimento médio de cadeia (CL) =12, comprimento médio 

de cadeia externa (ÊCL) = 5 e comprimento médio de cadeia interna (ICL)=6.
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FIG. 1 - EFEITO DA VARIAÇÃO DA FONTE DE CARBONO SOBRE 0 ACÜMULO DE ENDOPOLIGLUCOSE DE 
Polyporus circinatus.

Cada tempo de cultivo (24, 48 e 72 h)-(200 ml de meio) continha o monossacarTdeo em uma 
concentração inicial de 2,0 g%. 0 micélio seco foi avaliado por pesagem apos desidrata­
ção com acetona e a fração endopolissacarTdica extraída com fenol, sendo seu conteúdo^ 
de endopoliglucose quantificado colorimetricamente conforme descrito em Materiais e Mé­
todos. (pg.9).
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FIG. 2 - DIAGRAMA DO FRACIONAMENTO DA FRAÇAO ENDOPOLISSACARlDICA DE Polyporus circina - 
tus EM COLUNA DE DEAE-CELULOSE (forma HCOO”).
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FIG. 3 - ELETROFORESE DO ENDOPOLIGLUCOSE DE Poly-
porus circinatus EM ACETATO DE CELULOSE

condições: coloração previa com Azul Procion; 250 
V; 22 mA; 5 minutos.
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T E M P O  ( m i n u t o s )

FI6. 4 - CURVA DE HIDRÓLISE DO ENDOPOLIGLUCOSE DE Polyporus circinatus.
Condições: 5 mg polissacarTdeo/ml de HC1 N; banho-maria fervente. 

__________________________ = açuacres redutores; . . , ..... . . , , -T. = glucose
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FIG. 5 - ESPECTROFOTOMETRIA DO ENDOPOLIGLUCOSE DE Polyporus 
circinatus NO INFRA-VERMELHO. -- -----

As pastilhas contendo 150-170 mg de KBr e 2-3 mg de glucano 
(Ar = amilopectina de^arroz; Gsf = glicogênio de marisco ; 
Grl = glicogênio de fígado de coelho; Gpc = endopoliglucose 
do fungo)jforam examinadas nas condições descritas em Mate - 
riais e Métodos.
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FIG. 6 - TURBIDIMETRIA DA INTERAÇAO CONCANAVALINA A : ENDOPOLIGLUCOSE DE Po- 
lyporus circinatus.
1 = glicogênio de fTgado de coelho; 2 = glicogênio de marisco; 3 = 

endopojiglucose do fungo; 4 = amilopectina de arroz. As condições experimen­
tais sao as descritas em Materiais e Métodos.



FIG. 7 - ESPECTROFOTOMETRIA DO COMPLEXO IODO-ENDOPOIIGLUCOSE DE Polypo - 
rus circinatus NA AUSÊNCIA DE CaCl, SATURADO. _

Condições: amilopectina de arroz (Ar) 750yg ; glicogenio de fTgado de co 
elho(Grl) 1500yg, de marisco(Gsf)y20Ó0 g; endopoliglucose(Gpc) 2000 yg.

FIG. 8 - ESPECTROFOTOMETRIA DO COMPLEXO IODO-ENDOPOLIGLUCOSE DE Polypo- 
rus circinatus NA PRESENÇA DE CaCl2 SATURADO.

Condições: amilopectina de arroz(Ar) 30Cyg; glicogenio de fTgado de coe 
Iho(Grl) 500yg; glicogenio de marisco(Gsf) 800yg; endopoliglucose do 
funao IGPCl 800 uo. Demais condições desrritas Pm Matpr-iaiç p MpfnHns -
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FIG. 9 - CROMATOGRAMA (TLC) DO HIDROLISADO PARCIAL DO
ENDOPOLIGLUCOSE de Polyporus circinatus.

Gsf = glicogênio de marisco; Gpc = endopoliglucose de
P. circinatus; Hidr.. = eluato da coluna de carvão com
etanol a 50%; M, I =_fraçoes dos dissacarTdeos do elua
to da coluna de carvao com etanol a 10%,separados prer
parati vãmente em papel. S„. .. = padrõesj«.  « gluc,ma t,isomait . rde glucose, mal tose e 3 ’ 5 isomai tose.
A cromatoplaca de sTlica, desenvolvida por 3x com o soj
vente I, foi.revelada com a mistura CH~OH-H?SOá-0-OH5%
(7:2:1), com aquecimento a 90°C.
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FIG. 10 - ELETR0F0RET0GRAMA DOS DIS- 
SACARTDEOS DA HIDRÜLISE 

PARCIAL DO ENDOPOLIGLUCOSE DE Poly- 
porus circinatus.
M, I = frações(eluTdas da coluna de 
carvão com etanol_a 10%) dos hidro- 
lisados do glicogenio de marisco(SF) 
e do endopoliglucose do fungo (Pc). 
Pgluc,malt,isom,cel,gent = padrões 
de glucose,maltose,isomaltose,celo - 
biose e gentiobiose. Condições: 1100 
V; 85-90 mA; 240 minutos. Revelador: 
nitrato de prata amoniacal (A).
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FIG. 11 - ELETROFORETOGRAMA DOS ALDITÕIS DE 
DISSACARlDEOS DA HIDRÓLISE PARCIAL 

DO ENDOPOLIGLUCOSE DE Polyporus circinatus.-
i, m = frações (eluidas da coluna de carvão 
com etanol a 10%) dos hidrolisados do glico 
genio de marisco (SF) e do endopoliglucose 
do fungo (Pc), reduzidas com boridreto de 
sodio. Psorb,malt,isom. = padrões de sorbi­
tol, maltitol e isomaltitol. Condições: 870 
V; 85-90 mA; 105 minutos. A revelação foi e 
fetuada com tetracetato de chumbo-fucsina.
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FIG. 12 - CURVA DE HIDRÕLISE DO ENDOPOLIGLUCOSE DE Polyporus circinatus COM a - 
AMILASE.

As condições de ensaio e de análise do curso da reação estão descritas em flate 
riais e Métodos.
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FIG. 13 - CURVA DE HIDRÓLISE DO ENDOPOLIGLUCOSE DE Polyporus cir- 
cinatus COM 3-AMILASE.

As condições de ensaio e de analise são descritas em Mat. Métodos
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