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RESUMO

Os fungos séo organismos versateis que degradam matéria organica, produzem substancia de
valor agregado, além de serem Uteis para a alimentagdo humana. Dentre as substancias
bioativas presentes nos fungos, os polissacarideos sdo o0s principais produtos que apresentam
elevado valor para a industria quimica, farmacéutica e medicinal. Sabendo que a Amaz6nia
apresenta a maior biodiversidade do planeta e que nesta floresta existem poucas informacoes
sobre espécies nativas de basidiomicetos, sdo necessarias pesquisas sobre o petencial destes
fungos. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo o cultivo dos cogumelos
comestiveis Lentinus strigosus e Pleurotus ostreatus em residuos madeireiros regionais
como substratos, visando a extracdo e caracterizagdo quimica dos polissacarideos isolados
do corpo de frutificacdo destes cogumelos. Para o cultivo, foram utilizados residuos
maderireiros regionais, conforme a seguinte formulacdo de substrato: 68% de serragem de
de Simaboura amara (marupa) ou Anacardium giganteum (cajui), mistura de farelo de
cereais (30%) e carbonato de célcio (2%), sendo os mesmos homogeneizados e umidificados
a 75%. Os substratos foram autoclavados, inoculados e mantidos em cdmara climética até a
completa colonizagdo, sendo em seguida, transferidos para camara de producdo. Apés o
periodo de frutificacdo, os basidiomas foram colhidos, desidratados e analisados quanto a
produtividade. Posteriormente foram moidos e submetidos as extraces aquosas a frio e a
quente sucessivamente para purificacdo e caracterizacdo dos polissacarideos. As fracOes
obtidas contendo o0s polissacarideos foram purificadas pelo processamento de
congelamento/degelo, solucdo de Fehling e dialises em membranas com limite de excluséo
de 12-14 kDa. A estrutura quimica dos polissacarideos foi determinada através das analises
de composicdo monossacaridica, metilagdo e RMN. Em relacdo ao cultivo, os resultados

mostraram que a formulacdo contendo cajui permitiu melhores resultados quanto a



eficiéncia biolégica (EB 221,17 e 104,88 %); rendimento (220,23 g kg™ e 72,59 kg™) para P.
ostreatus e L. strigosus, respectivamente. A perda de matéria organica (PMO) ndo diferiu
estatisticamente para os dois tipos de substratos utilizados. Trés B-D-glucanas foram
isoladas das extracbes a quente (fragdo IHW-A, B e C). Sua estrutura contém cadeia
principal formada por unidades B-D-Glcp com ligagdo (1—3), podendo ser substituida em
O-6 por terminais de B-Glcp. Além destas, foram isolados homopolissacarideos (galactana
metilada) das extracOes a frio. Sendo assim, foi possivel utilizar residuos de marupé e cajui
para o cultivo de fungos comestiveis nativos da Amazo6ia. As moléculas descritas neste
estudo sdo semelhantes as que apresentam efeitos bioldgicos relatadas na literatura, sendo
provavel que as mesmas tenham um potencial terapéutico.

PALAVRAS-CHAVE: Pleurotus ostreatus; Lentinus strigosus; fugicultura; polissacarideo;

bioativo.



ABSTRACT

Besides being useful for human consumption, fungi are versatile organisms that degrade
organic matter, producing value added substance. Among the bioactive substances present in
these fungi, polysaccharides are the main products, which have a high value for chemical,
pharmaceutical and medical industries. Knowing that the Amazon presents the greatest
biodiversity of the planet and that in this forest there is still little information about the
species of native basidiomycetes, the objective of the study was the cultivation of edible
mushrooms Lentinus strigosus and Pleurotus ostreatus in regional wood residues as a
substrates, aiming the extraction and Chemical characterization of polysaccharides isolated
from the fruiting body of these mushrooms. For the cultivation, regional wood residues were
used, according to the following substrate formulation: 68% sawdust of Simaboura amara
(marupd) or Anacardium giganteum (cajui), cereal meal mixture (30%) and calcium
carbonate (2 %), homogenized and humidified to 75%. The substrates were autoclaved,
inoculated and kept in a climatic chamber until complete colonization, and then transferred
to the production chamber. After the fruiting, the mushrooms were harvested, dehydrated
and analyzed for yield. They were grounded and successively subjected to cold and hot
water extractions for subsequent purification and characterization of polysaccharides. The
fractions obtained containing polysaccharides were purified by the process of freezing and
thawing, Fehling solution and dialysis membranes with 12-14 kDa exclusion limit. The
chemical structure of the polysaccharide was determined by an analysis of the
monosaccharide composition, NMR and methylation. Regarding to the production, the
results showed that the formulation containing cajui allowed better results of biological
efficiency (EB 221,17 and 104,88%); Yield (220.23 g kg™* and 72.5 g kg™) for P. ostreatus
and L. strigosus, respectively. The organic matter loss (OML) was not significantly different

for the two types of substrates used. Three f-D-glucans were isolated from the hot extraction



(IHW-fraction A, B and C), which contains the main chain composed of B-D-Glcp units
connection (1— 3), and may be replaced by O-6 for 3-Glcp terminals. Besides, these were
isolated homopolysaccharide (methylated galactan) of cold extraction. Thus, it is possible to
use regional waste timbers for the cultivation of native edible fungi in the Amazon region.
The glucans described in this study are similar to those that have biological effects reported
in scientific literature, as it is likely that they have a therapeutic potential.

KEYWORDS: Pleurotus ostreatus; Lentinus strigosus; mushroom cultivation;
polysaccharide; bioactive.
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1. INTRODUCAO

Existe na regido amazonica uma grande quantidade de residuos (madeireiros,
agroflorestais e agroindustriais), cujo quantitativo tem sido subestimado, os quais
constituem fontes potenciais para utilizacdo no cultivo de fungos comestiveis na regiao,
ou seja, pode-se utilizar tais residuos de forma sustentavel. Justifica-se, o uso de
residuos regionais no cultivo de fungos comestiveis, pois apresentaram resultados
promissores quanto a produtividade e valor protéico dos fungos cultivados nestes
substratos (SALES-CAMPQOS, 2008). A utilizacdo de fungos na conversdo de residuos
lignocelulésicos em cogumelos comestiveis, atraveés da interacdo fungo x substrato, é
um dos processos mais importantes do ponto de vista econdmico e biotecnologico, pois
combina a producdo de alimentos ricos em proteinas com a reducdo da poluicdo do
meio ambiente. Além dos fungos comestiveis apresentarem a capacidade de
bioconversdo do residuo em alimento, o substrato residual resultante do cultivo destes
pode ainda ser utilizado como forragem para animais, condicionador de solo ou
fertilizante natural ou como alimento para animais, fechando o ciclo de aproveitamento
da matéria-prima (SANCHEZ, 2010).

Os cogumelos apresentam um alto valor protéico, baixo teor lipidico,
carboidratos, sais minerais, vitaminas e aminoacidos essenciais, que ajudam na
manutencdo de um bom equilibrio nutricional podendo ser comparado com ovos, leite e
carne (SANCHEZ, 2010). Os cogumelos comestiveis podem vir a ser uma solucio para
alguns problemas de importancia global, como a caréncia de proteinas na alimentacéo e
a possibilidade de manejo ambiental, pois estes sdo fontes de proteina de alta qualidade,

que podem ser produzidos com maior eficiéncia biologica do que a proteina animal e,
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portanto, podem ter grande importdncia nos paises em desenvolvimento para
enriquecimento da dieta de populagbes com caréncias protéicas (SALES-CAMPOS,
2008).

Os polissacarideos de fungos possuem uma ampla gama de aplicacdes. Na area
de alimento, a pululana é usada como prd-bidtico para promover seletivamente o
crescimento de Bifidobacterium spp no intestino humano. Na &rea da saude, alguns
polissacarideos sdo usados como agentes antitumorais (CUNHA et al, 2009; SILVA et
al, 2006). Além de apresentarem estas propriedades, estas biomoléculas sdo menos
susceptiveis a variabilidade em suas propriedades quimicas e fisicas, mantendo o padréo
de qualidade, pois sua producdo pode ser controlada cuidadosamente. Além disso, sua
recuperacdo e purificagdo apresentam dificuldades menores, comparadas as moléculas
provenientes dos vegetais (SILVA et al., 2006).

Sabendo que a Amazonia apresenta a maior biodiversidade do mundo e que
esta continua sendo um patrimonio quase inexplorado, pretende-se buscar novas
moléculas derivadas de cogumelos comestiveis que tenham aplicabilidade para industria

farmacéutica ou alimenticia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fungos comestiveis

O reino Fungi compreende quase 5 milhdes de espécies, as quais estdo
distribuidas em quatro filos Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e
Basidiomycota (HEITMAN, 2011). Os fungos tem importancia ecoldgica, pois sdo
grandes decompositores do mundo, degradando os restos organicos, independente da
origem, transformando-os em elementos assimilaveis pelas plantas. Sua importancia
econdmica estd pautada principalmente na industria alimenticia e farmacéutica
(ALEXOPOULOS et al, 1996).

Muitos fungos comestiveis pertencem ao filo Basidiomycota, cuja estrutura
morfolégica é constituida basicamente por micélio, formados por filamentos ou hifas
(do grego hypha=rede), e basidioma, também chamado de basidiocarpo, corpo de
frutificagdo ou cogumelo. Dentre 0s quais, muitos apresentam a forma que lembra um
guarda-chuva com um ‘“chapéu” (pileo) e uma haste (estipe) (Figura 1)

(ALEXOPOULOS et al, 1996; REN et al, 2012).

Micélio

Figura 1- Estrutura morfoldgica geral dos basidiomicetos

Fonte: figura do proprio autor
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Os cogumelos comestiveis sdo produzidos ao redor do mundo, pois além de
serem faceis de cultivd-los em uma grande variedade de residuos lignocelul6sicos,
apresentam propriedades nutritivas que promovem a satude humana (KALAC, 2013;
SANCHEZ, 2010).

Além destas propriedades nutricionais, os cogumelos possuem normalmente
componentes naturais com atividade antimicrobiana, pois precisam sobreviver ao seu
ambiente natural. Portanto, componentes antibacterianos e antifungicos podem ser
isolados do corpo de frutificacdo, micélio e do cultivo submerso (caldo fermentado
proveniente de uma fermentacdo submersa), trazendo beneficios para humanidade
(ALVES et al, 2014; COHEN et al, 2002).

Com a comprovacdo cientifica de seus efeitos imunomodulatérios e
antitumorais, tem sido intensificado o cultivo, 0 consumo e estudos a respeito de seus
componentes bioativos, muitos dos quais, isolados dos corpos de frutificagdo
(ARANGO & NIETO 2013; LINDEQUIST et al, 2005).

Nas Ultimas décadas houve o aumento da prevaléncia de doencas infecciosas
em todo o mundo. Alguns farmacos que sdo usados na prevencdo e no tratamento de
determinadas patologias, estdo perdendo seu efeito microbicida, devido a resisténcia aos
medicamentos comumente empregados. Assim, sdo buscadas novas substancias
eficientes contra micro-organismos resistentes aos tratamentos convencionais (ALVES

et al, 2012).

2.2 Carboidratos

Carboidrato é a designacdo dada aos agucares, compreendendo o grupo de

mono, oligo e polissacarideos. Os polissacarideos sdo polimeros formados por
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monossacarideos unidos por ligagdes O-glicosidicas. Sabe-se que suas fungdes estdo
relacionadas com a estrutura quimica, podendo ser ramificados ou lineares e de acordo
com o0s monémeros presentes na molécula podem ser classificados em
homopolissacarideos, com apenas um tipo de monossacarideo, e heteropolissacarideos,
dois ou mais tipos de monossacarideos, apresentando diferentes configuracoes
glicosidicas (NELSON & COX, 2011; REN et al, 2012; SMIDERLE et al, 2006;
WASSER, 2002).

Os homopolissacarideos podem exercer principalmente a funcéo estrutural e de
reserva, sendo os polissacarideos mais conhecidos a celulose, formada por unidades de
D-glucose com ligagdes B (1—4), e o glicogénio, formado por subunidades de glucose
ligadas por o (1—4) com ligagdes o (1—6) nas ramificagdes.

As glucanas (homopolissacarideo), constituidas por unidades repetitivas de D-
glucose, apresentam configuracdo o, exemplo glicogénio, B, exemplo pleurana com
ligacdes (1—3), ou a mistura de a e B, sendo uma das moléculas comumente
pesquisadas. Tem fungdes estrutural, de reserva, proteger a hidratagdo das hifas e
regular a concentragdo de glucose extracelular, contribuindo na manutengdo do pH
6timo para as enzimas ligninoliticas (KAGIMURA et al, 2015; SILVA et al, 2006;
VANNUCCI et al, 2013).

Varias glucanas de cogumelos tem sido isoladas e caracterizadas, sendo
relatados seus efeitos imunomodulador, profilatico e antitumoral. As moléculas mais
descritas e que tém demonstrado atividade antitumoral sdo as que apresentam ligagdes 3
(1—3) com ramificacdo (1—6) (Figura 2) (Quadro 1) (KAGIMURA et al, 2015; REN

et al, 2012).
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B-D-Glcp (a)
1
!
6
[—3)-B-D-Glcp(1—3)-p-D-Glcp(1—3)-B-D-Glep(1—]n
(b) (c) (b)
(b CH

OH OH

LEGENWNDA

(a) B-D-Glep-(1—
(b} —3)-p-D-Glcp-(1—

(c) —3.6) -B-D-Glep-{1— J\.r\f"o

OH

2 oH

Figura 2- Estrutura quimica da B-glucana (1 —3) com ramificacdo B(1—6), sendo uma substituicdo a
cada 3 unidades da cadeia principal.



Basidiomicetos

Caracteristicas estruturais

Métodos de extracao, purificagdo, caracterizacdo
estrutural e ensaios bioldgicos

Referéncias

Caracterizacdo estrutural: Hidrolise acida, metilacéo,
degradacgéo de Smith, CG-EM, RMN
monodimensional e rotacdo Optica especifica.

Propriedades biol6gicas: Hipoglicémico

Agari M,=6,09 x 10° Da Extracdo: Aquosa a quente (100 °C) CARDOZO et al,
garicus R
brasiliensis Cadeia principal: composta por - o _ o 2013, 2014.
D-Glcp (1—3) Purificacdo: Cromatografia de gel permeacéo; dialise
(membrana 3,5 kDa), TF-1V, RMN
Ramificacdo em O-6 das unidades monodimensional
Glcp (1—3) com unidades Glep
(1—6) Propriedades biol6gicas: Anti-herpético

Agrocybe M,,=20 x 10* Da Extracdo: aquosa a quente. KIHO et al, 1994

cylindracea [ o]p + 24° Purificacdo: Cromatografia de gel permeacéo.

Quadro 1- B-glucanas (1—3) (1—6) provenientes do corpo de frutificacdo de basidiomicetos (continuacéo).
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Caracteristicas estruturais Métodos de extracdo, purificacdo, caracterizacdo Referéncias

Basidiomicetos AN
estrutural e ensaios bioldgicos

. .| Polissacarideo denominado: BGLC- Extracdo: KOH 2% (~98°C).
Amanita muscaria Am RUTHES? et al, 2013
Purificacdo: Solugdo Cu® (Fehling), dialise
M,=16,2 x 10° g mol™ (membrana M,,=100 kDa), Cromatografia de gel
permeacéo.

Caracterizacdo estrutural: Hidrdlise acida, metilacéo
e degradacdo de Smith, CG-EM e RMN mono e
bidimensional.

Propriedades biolégicas: Anti-inflamatério

Extracdo: aquosa a quente (85-90°C) e utilizacdo de | KITAMURA et al,

Cryptoporus M,,=44,0 x 10* Da protease. 1994

volvatus

[a]3° +19,2° (c 0,107%, H,0) Purificacdo: Cromatografia de gel permeagéo.

Caracterizacdo estrutural: TF-1V, Hidrdlise &cida,
metilacdo, utilizacdo da exo-(1—3)-B-glucanase,
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
CG-EM, Microscopio eletronico, RMN
monodimensional e rotacdo Optica especifica

Propriedades biol6gicas: Antitumoral

Quadro 1- B-glucanas (1—3) (1—6) provenientes do corpo de frutificacdo de basidiomicetos. (continuacéo).



Basidiomicetos

Caracteristicas estruturais

Métodos de extracdo, purificacdo, caracterizacdo
estrutural e ensaios bioldgicos

Referéncias

Dictyophora
indusiata

Polissacarideo denominado DI
M,,= ~536 x 10*Da.

Estrutura em tripla hélice.

Extracdo: Aquosa a quente (90 °C).
Purificagdo: Cromatografia de gel permeacéo.

Caracterizacao estrutural: Hidrolise acida, TF-1V,

CG-EM e RMN monodimensional, Congo Red e UV.

Propriedades bioldgicas: Imunomodulador

FU et al, 2015

Grifola frondosa

Polissacarideos denominados
GFPBW1
M,,= 300 x 10° Da

Extracdo: NaOH 5%
Purificagdo: Cromatografia de gel permeacéo.

Caracterizacao estrutural: TF-1V, Hidrdlise acida,
metilacdo, CG-EM, RMN mono e bidimensional.

Propriedades bioldgicas: Antitumoral e
imunomodulador

FANG et al, 2012

Quadro 1- B-glucanas (1—3) (1—6) provenientes do corpo de frutificacio de basidiomicetos (continuacéo).
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Basidiomicetos

Caracteristicas estruturais

Métodos de extracdo, purificacdo, caracterizacdo
estrutural e ensaios bioldgicos

Referéncias

Lactarius
rufus

Polissacarideos denominados de
FSHW (fracdo soltvel e mais
ramificada) e IHW (fracdo
insolvel e menos ramificada)

M,= 1,13 x 10° g mol™ (FSHW)

Presenca de ligagdes D-Glcp (1—,
Glcp (1-3) e Glep (1, 3—6), na
razdo molar 1:1,2:1 (FSHW) e
1:3:1 (IHW)

Extracdo: aquosa a frio (4°C) e a quente (~98°C)
Purificacdo: Solugdo Cu®*(Fehling) e dialise
Caracterizacao estrutural: Hidrolise acida, metilacéo

e degradacdo de Smith, CG-EM, RMN mono e
bidimensional.

Propriedades biol6gicas: Antinociceptivo e anti-
inflamatério

RUTHES" et al, 2013

Phellinus
ribis

Polissacarideo denominado PRG
[a]Z® +32.1° (c 0,1; H,0)
M,,= 5,16 x 10°Da.

Ramificagdes em O-6 das unidades
Glcp, por um oligossacarideo.

Extracdo: Aquosa a quente (90 °C).

Purificacdo: Cromatografia de gel permeacéo e troca
ibnica.

Caracterizacdo estrutural: Hidrolise acida, metilacéo,
degradacdo de Smith, infravermelho transformada de
Fourier (TF-1V), CG-EM (cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas) e RMN
(ressonancia magnética nuclear) mono e
bidimensional, rotacdo dptica especifica.

Propriedades bioldgicas: auxiliar no tratamento de
doencgas neurodegenerativas.

LIU et al, 2015

Quadro 1- B-glucanas (1—3) (1—6) provenientes do corpo de frutificacdo de basidiomicetos. (continuacéo).
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Basidiomicetos

Caracteristicas estruturais

Métodos de extracdo, purificacdo, caracterizacdo
estrutural e ensaios biol6gicos

Referéncias

caju

Purificagdo: Cromatografia de gel permeacéo.
Caracterizacdo estrutural: TF-1V, Hidrdlise acida,
CG-EM, Congo red e microscopio de forca atbmica
(MFA)

Propriedades bioldgicas: Imunomodulador

. Polissacarideo denominados de CARBONERO et al,
Pleur(::t;jsusajor SGHW Extracdo: aquosa a frio (4°C) e a quente (~98°C). 2012
M,= 9,75 x 10° g mol™ Purificagdo: Cromatografia de gel permeacéo.
Caracterizacdo estrutural: Hidrolise acida, metilagéo
e degradacdo de Smith, CG-EM, RMN mono e
bidimensional.
Propriedades biolégicas: Imunomodulador
— 3 . N — =
Pleurotus sajor- M,= ~ 45 x 10° Da Extrag&o: aquosa a quente (120°C) e utilizacéo SATITMANWIWAT
xilanase e celulase. etal, 2012

Quadro 1- B-glucanas (1—3) (1—6) provenientes do corpo de frutificacdo de basidiomicetos.
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Embora as p-glucanas sejam as mais relatadas na literatura, 0s
heteropolissacarideos tém recebido atencdo, pois muitos destes podem atuar também
como modificadores de resposta biologica. S8 mais complexos que 0S
homopolissacarideos, pois podem variar em sua composicdo monossacaridica, em sua
configuracdo anomerica, no tipo de ligacdo e ramificacdo, além de alguns destes
polissacarideos apresentarem naturalmente em sua composicdo monossacarideos
metilados (RUTHES et al, 2016).

De acordo com 0 monossacarideo majoritario presente em sua cadeia principal,
os heteropolissacarideos podem ser denominados de heteroglucanas, heterogalactanas, e
heteromananas, contendo altos teores de glucose, galactose e manose, respectivamente
(RUTHES et al, 2016; SILVA, 2014).

As heteroglucanas (Figura 3) que foram isoladas até o presente momento
apresentam em sua cadeia principal B-D-glucopiranose (B-D-Glcp) com ligagdes do tipo
(1—6); (1—4) e/ou (1—3), contendo diferentes substituintes ligados em O-3 ou O-6,
como B-D-Glcp, a-D-galactopiranose (a-D-Galp), a-L-fucopiranose (a-L-Fucp) e a-D-
glucopiranose (a-D-Glcp), sendo também observados pequenas ramificagcbes ou
dissacarideos, tais como: B-manopiranose (-D-Manp) e a-D-Galp (1—6); B-D-Glcp-

(1—6)-B-D-Galp-(1— (RUTHES et al, 2016).

—6)-p-D-Glcp-(1—6)-a-D-Glcp-(1—2)-a-L-Fucp-(1—

3 4

1 1

1 1
a-D-Glcp-(1—6)-a-D-Manp B-D-Manp

Figura 3 - Heteroglucana isolada de P. ostreatus. Cadeia principal composta por unidade repetidas de o e
B-Glcp (1—6) e a-Fucp (1—2), Ramificagdes em O-4 e O-3 das unidades a- e B-Glcp, respectivamente,
por terminais ndo redutores a-D-Manp e pelo dissacarideo a-Glcp (1—6)-a-Manp (1—

(PATRAS et al, 2013).
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As heteroglucanas, heteromananas e heterogalactanas séo nomeadas de acordo
com a constituicdo monossacaridica dos grupos laterais. Exemplo: As heterogalactanas
que contém apenas fucose ou manose como cadeia lateral sdo conhecidas como
fucogalactanas e manogalactanas, respectivamente, e aquelas que possuem ambos 0s
monossacarideos sdo denominadas de fucomanogalactanas ou manofucogalactanas de
acordo com a proporgdo dos mesmos.

As heterogalactanas isoladas de cogumelos apresentam comumente em sua
cadeia principal o-D-Galp com ligagdes glicosidicas do tipo 1—6 (Figura 41), contendo
diferentes substituintes ligados em O-2, principalmente por a-L-Fucp (411) e/ou a- ou B-
manopiranose (a/B-D-Manp) (4111 e 41V, respectivamente), B-galactopiranose (B-D-
Galp) (4V) e pelo dissacarideo 3-O-a-D-manopiranosil-a-L-fucopiranosil (4VI1). Além
disso, outras podem conter unidades de galactose com substituicdo em O-3 por grupos
metil, ou seja, possuem o monossacarideo 3-O-metil-galactose (3-O-Me-Galp) (9),
sendo denominadas de heterogalactanas parcialmente metiladas (Figura 4) (SILVA,

2014).
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HO 0
OH

OH
HO
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OH

HO HO o
HO O,
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OH o™
O
HsCO
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Figura 4- Representacdo esquematica dos principais fragmentos presentes nas heterogalactanas isoladas de cogumelos
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As heteromananas isoladas de basidiomicetos ainda s@o pouco relatadas, todavia as
que foram descritas, apresentam cadeias principais similares, constituida principalmente de a-
ou B-manopiranose (Manp) com ligacdes glicosidicas (1—3). A partir do basidioma de
Ganoderma lucidum foi obtida uma fucoxilomanana distinta das anteriores, sendo formada
por unidades de D-Manp unidas por ligacdes glicosidicas do tipo (1—4) e substituidas em O-
3 pelo dissacarideo 4-O-L-Fucp-D-Xylp (Figura 5) (SILVA, 2014). Pode-se citar ainda

galactomananas e glucogalactomananas, heteromananas isoladas de cogumelos (RUTHES et

al, 2016).

L-Fucp L-Fucp L-Fucp
1 1 1
1 1 !
4 4 4

D-Xylp D-Xylp D-Xylp
1 1 1
l ! !
3 3 3

[—4)-a-D-Manp-(1—4)-a-D-Manp-(1—4)-a-D-Manp-(1—1],
Figura 5- Representacéo esquematica de heteromanana (fucoxilomananas) isoladas de Ganoderma lucidum

(MIYAZAKI & NISHIUIMA, 1982).

Sabe-se que alguns fatores podem influenciar a atividade imunomoduladora e
antitumoral destes polissacarideos, as quais incluem: peso molecular, o grau de ramificacdo e
conformacdo das cadeias laterais. 1sso implica que a estrutura é reconhecida dentro dos
sistemas bioldgicos, assim sendo, € importante a elucidacdo estrutural destas moléculas

(MAEDA et al, 1988; OOl & LIU, 2000; VANNUCCI et al, 2013).

2.3 Importéancia dos polissacarideos de fungos

Como relatado em paragrafos anteriores, moléculas bioativas, principalmente os

polissacarideos, podem ser extraidos e isolados tanto do corpo de frutificagdo, do micélio e a
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partir do cultivo submerso (caldo fermentado). A busca por estas moléculas vem crescendo
nos Gltimos anos, aumentado o interesse por estes polimeros, pois apresentam aplicacGes para
industria alimenticia, exemplo pré-bidtico e suplemento alimentar (Figura 6) (SILVA et al,
2006; CUNHA et al, 2009), farmacéutica, utilizados como veiculo de liberacdo de farmaco
(LARANJEIRA & FAVERE, 2009). Todavia, 0s estudos tem se concentrado principalmente,
em aplicad-los como agentes antitumorais (KAGIMURA et al, 2015), sendo descrito
polissacarideo isolado dos cogumelos Lentinus edodes e Schizophyllum commune
denominado de lentinana e esquizofilana, respectivamente com estrutura 3 (1—3; 1—6), 0s
quais tornaram-se clinicamente relevantes no Japdo, no auxilio ao tratamento contra o cancer

(LINDEQUIST et al, 2005).

Figura 6- Produto formulado a base de polissacarideo isolado de Pleurotus ostreatus.

Fonte:http://www.imunoglukan.com/imunoglukan-phenomenon/imunoglukan-p4h-capsules.html/

2.4 Lentinus strigosus e Pleurotus ostreatus

A floresta amazoénica apresenta uma grande diversidade de fungos, dentre estes estdo
Lentinus strigosus e Pleurotus ostreatus, os quais foram o foco deste estudo.
A espécie Lentinus strigosus (Figura 7) pertence ao filo Basidiomycota, subfilo

Agaricomycotina, classe Agaricomycetes, ordem Polyporales e familia Polyporaceae. Esta €
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encontrada na regido Amazonica, sendo relatado seu consumo por grupos indigenas desta
regido (VARGAS-ISLA et al, 2015).

Existem poucos trabalhos relacionados com este macrofungo, dentre estes a
composicdo centesimal em relacdo ao cultivo, (SALES-CAMPOS et al, 2013), avaliacdo
bioldgica, a qual demonstrou in vitro atividade antiparasitaria (COTA et al, 2008; SOUZA-
FAGUNDES et al, 2010), e o efeito hipoglicémico atribuido ao exopolissacarideo produzido

em cultura submersa por esta espécie (YAMAC et al, 2008).

Xiis
Figura 7- Corpo de frutificagdo de L. strigosus

Fonte: préprio autor

Ao contrario de L. strigosus, o basidiomiceto P. ostreatus tem sido amplamente
estudado quanto avaliacao bioldgica.

P. ostreatus (Figura 8) pertence ao filo Basidiomycota, subfilo Agaricomycotina,
classe Agaricomycetes, subclasse Agaricomycetidae, ordem Agaricales e familia Pleurotaceae
(NCBI, 2016).

Os fungos do género Pleurotus sdao conhecidos como cogumelos “ostra”, 0S quais
podem ser encontrados em florestas Umidas tropicais e subtropicais. As espécies desse género
possuem ampla distribuicdo mundial, sendo algumas encontradas em areas da mata atlantica

brasileira. A maioria das espécies é comestivel, possuindo alto indice protéico, vitaminico e
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de carboidratos, e baixo teor de gordura, tornando estes cogumelos apropriados para

incorporacdo na dieta humana (RIVAS et al, 2010).

Figura 8- Pleurotus ostreatus

Fonte: do préprio autor

P. ostreatus apresenta acOes, descritas in vivo e in vitro, imunomodulador,
antioxidante e antitumoral, devido & presenga de moléculas bioativas (Quadro 2) (COHEN et
al, 2002; JEDINAK & SLIVA, 2008; ROUPAS et al, 2012).

P. ostreatus € uma das espécies mais cultivadas em nivel mundial, sendo facilmente
produzida (HOLTZ et al, 2009; SALES-CAMPOS, 2008; SANCHEZ, 2010), devido a
capacidade de degradar uma larga variedade de substratos lignoceluldsicos, produzidos pela

agricultura, florestas e inddstria alimenticia (COHEN et al, 2002).
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— —
Polissacarideo fnaezr::r?a? Caracteristicas estruturais Métodos de extracdo, purificacdo, caracterizagdo | Referéncias
biologico estrutural e ensaios biologicos
Extracdo: Acido cloridrico (HCI) (3,8% a 30 °C).
Composicdo monossacaridica: Glc
B-glucanas com ligagdes (1—3), (1—6) ¢ (1—4); Purificagdo: Cromatografia de gel permeacéo. SZWENGIEL
Fracdo' M,= 1137 kDa, &
Fracdo® M,= 19 kDa Caracterizacdo estrutural: métodos enzimaticos: | STACHOWI
(liticase, exo-1,3--d-glucanase/R-glucosidase), AK, 2016
IR, UV e Espectrometria de massas.
<Z': <§( Composicao monossacaridica: Glc (84,8%), Man | Extracdo: metanol (MeOH), seguida de cloreto de
6 o (10,8%) e Xyl (4,3%). sodio (NaCl), carbonato de sodio (Na,COs),
) (% hidréxido de sédio (NaOH) e borohidreto de
d < Cadeia principal composta sodio (NaBH,) extracdo a quente.
@ por unidades repetidas de a-Glcp (1—3) e a-Glcp
(1—4) Purificacdo: Coluna cromatogréafica C-18 fase WIATER et
reversa. al, 2011

Ramificacbes em O-6 das unidades a-Glcp (1—»>3) e
(1—4).

Caracterizacdo estrutural: CG-EM, RMN
monodimensional, IR-FT.

Atividade biol6gica: Antitumoral

Quadro 2- Polissacarideos isolados de P. ostreatus. *Glc: glucose; Gal: galactose; Man: Manose; Xyl: Xilose; Ara: Arabinose; Rha: Raminose; Fuc: Fucose (continuagdo).
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Polissacarideo rnagtt((:r?a? Caracteristicas estruturais Métodos de extracdo, purificacdo, caracterizacdo | Referéncias
bioléai estrutural e ensaios bioldgicos
iologico
Composi¢do monossacaridica: Glc Extracdo: Aquosa & quente.
M= 2,4 x 10°Da.
Purificacdo: Cromatografia de troca idnica. A
Cadeia principal composta por unidades repetidas de SAI-{;? al,
B-D-Glcp (1-3); Caracterizagdo estrutural: CG, metilagdo e RMN
monodimensional;
Ramificagdes: a-D-Glcp ligados a residuos de Glc
Polissacarideos isolados da Fracéo As:
a) Hs;= [a]3’ +16°
b) Hs,= [a]3’ +128°
< <§( C) Hss= [a]3’ -24°
<Z( o Extracdo: Aquosa.
&)
3 c% Compqsigéo monossaczflrl’dica: Hs: € Hss, constituido Purificacdo: Gel permeagdo e Cromatografia de
o < principalmente de residuos de Glc, com tragos de ia
o ] troca i0nica.
Gale Man; YOSHIOKA
Hs,= heteroglucana COH:;Iat:Ida de residuos de Gal e Caracterizacao estrutural: CG- EM; IR, rotagdo et al, 1975

Cadeia principal composta por unidades repetidas de
B-D-Glcp (1—3) para os trés polissacarideos.

Ramificagé&o:
Hs; Hs, € Hss contém residuos de a-Glc, Gal e Man

Optica especifica.

Atividade bioldgica: Hs, e Hs3 ndo apresentaram
atividade antitumoral, apenas Hs;.

Quadro 2- Polissacarideos isolados de P. ostreatus. *Glc: glucose; Gal: galactose; Man: Manose; Xyl: Xilose; Ara: Arabinose; Rha: Raminose; Fuc: Fucose (continuag&o).
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— —
Polissacarideo rnagtt((:r?a? Caracteristicas estruturais Métodos de extracdo, purificacdo, caracterizacdo | Referéncias
o estrutural e ensaios biologicos
biolégico
Extracdo: Alcool etilico (EtOH) (95%).

< o _ _ _ Purificacdo: Cromatografia de gel permeacéo.

Z = Composicgéo monossacaridica: ndo realizada.

< . - 4 5 o a . SILVA et al,

LD) '(-')J M,,= 1x10"-1.5x10° Da Caracterizacgdo estrutural: CLAE, UV e TF-1V. 2012

2 2

o = Atividade biol6gica: antitumoral contra linhagens

celulares do carcinoma humano (c6lon e
endométrio)

@)

L

2

% Extracdo: EtOH (95%, 4°C por 24h).

2 <§E Composicdo monossacaridica (fracdo POPw): o ) .

@ o Glc (52,3%), Gal (25,8%), Man (10,0%), Rha Purificacdo: Cromatografia de troca i6nica YANG et al,

- a (6,1%), e Ara (5,2%). ) 2012

@) (</E) Mw= 2.3 x 104 Da Caracterizagdo estrutural: CG-EM.

D_ )

o 0]

% Atividade bioldgica: proteger a mucosa gastrica

L

I

Quadro 2- Polissacarideos isolados de P. ostreatus. *Glc: glucose; Gal: galactose; Man: Manose; Xyl: Xilose; Ara: Arabinose; Rha: Raminose; Fuc: Fucose (continuagdo).
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Polissacarideo rnagtt((:r?a? Caracteristicas estruturais Métodos de extracdo, purificacdo, caracterizagdo | Referéncias
P estrutural e ensaios bioldgicos
biolégico
Composigdo monossacaridica: Glc e Gal (7:1)
[a]3® +18.6° (c 0.094, H,0) . .
M,=~1.87 x 10° Da. Extracdo: Aquosa a quente.
Cadeia principal composta por B-Glcp ligadas Purificagcdo: Cromatografia de gel permeacéo.
1-3) e (1—>6), em uma proporcéo 1:2. o
(1>3) e (1-6), propore Caracterizacdo estrutural: CG-EM, RMN mono e MAIZ'B\{let al,
3 Raifisces em O-2 s unidces de-Glop | DT et s e o,
\g (1—6) com residuos de a-D-Glcp e a-D-Galp; P ’ 620 0p P '
5 < Atividade biol6gica: Imunomodulador
D4 =
a ©)
8 % Composicao monossacaridica (fracdo POPS-1): Glc,
a < Gal e Man (7,9: 2,1 :1). Extragdo: Aquosa a quente.
Q M,=31 kDa.
Hu o ) ) Purificagdo: Cromatografia de troca idnica e Gel
L Cadeia principal composta por unidades repetidas de permeagcAo.
Glep (1-3). TONG et al,
Caracterizacdo estrutural: CG-EM, metilagéo e 2009

RamificagBes em O-6 das unidades Glcp, por
dissacarideo com Glcp-(1—4)-Galp e um
oligossacarideo com Galp-(1—4)-Manp-(1—3)-
Glcp

oxidacdo com periodato de sodio e degradacdo de
Smith.

Atividade bioldgica: Antitumoral

Quadro 2- Polissacarideos isolados de P. ostreatus. *Glc: glucose; Gal: galactose; Man: Manose; Xyl: Xilose; Ara: Arabinose; Rha: Raminose; Fuc: Fucose (continuag&o).
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Polissacarideo rnagtt((:r?a? Caracteristicas estruturais Métodos de extracdo, purificacdo, caracterizacdo | Referéncias
o estrutural e ensaios biologicos
biolégico
Composicéo monossacarldlcg (glucogalactana): Gal Extracio: Aquosa A quente.
e Glc (2:1)

< M,= 2.4 x 104Da. Purificacdo: Cromatografia de troca ionica e Gel

% Cadeia principal composta por unidades repetidas de permeacao. SUN & LIU
5 (% o-D-Galp (17/6). Caracterizagdo estrutural: CG-EM, metilagdo e 2009

< e . oxidacdo com periodato de sédio e degradacédo de
g @ Ramificagdes em O-2 das unidades Galp, por Smi%h' uv IFI)? e RMN mono e bidimgensignal
‘T terminais ndo redutores f-D-Glcp (1— ' ' '
<
S - o
% Substitui¢do a cada 03 unidades de a-D-Galp (1116). Alividade biologica: Imunomodulador
(%]
§ Extragéo: Alcalina (KOH 2%).
o
e o . Purificacdo: Cromatografia gel permeacéo.
= o Composicdo monossacaridica: Glc, Man e Fuc
o o (3:2:1). DEVI et al,

O [a] =£25° (¢ =0.1, H,0) Caracterizagdo estrutural: CG-EM, IR-FT, RMN 2013

= My=~ 2.7 x 10° Da Presenca de ligagdes a e p. monodimensional, rotacéo 6ptica especifica.

Atividade biologica: antitumoral e
imunomodulador

Quadro 2- Polissacarideos isolados de P. ostreatus. *Glc: glucose; Gal: galactose; Man: Manose; Xyl: Xilose; Ara: Arabinose; Rha: Raminose; Fuc: Fucose (continuag&o).




36

Ramificagdes em O-4 e O-3 das unidades a- e f3-
Glcp, respectivamente, por terminais ndo redutores
B-D-Manp e pelo dissacarideo a-Glcp (1—6)-a-

rotacdo Optica especifica.

Atividade: antioxidante

— —
Polissacarideo rnagtt((:r?a? Caracteristicas estruturais Métodos de extracdo, purificacdo, caracterizacdo | Referéncias
o estrutural e ensaios biologicos
biolégico
Composicdo monossacaridica (fracdo PS): Glc, Man

8 e Fuc (3:2:1).

o []®° + 8,5 (c = 8,4, H,0) Extracdo: Alcalina (KOH 2%).

7% My=~ 1.8 x 10° Da.

5 o Purificacdo: Cromatografia de gel permeacéo.

g = Cadeia principal composta por unidades repetidas de PATRA et al

g lLJ)J a- e B-Glcp (1—6) e a-L-Fucp (1—-2). Caracterizacdo estrutural: CG-EM, RMN 2D, 2013 '

o) S metilacdo e oxidagdo com periodato de sddio,

[a 8

o

@

LLl

|_

LU

I

Manp (1—

Quadro 2- Polissacarideos isolados de P. ostreatus. *Glc: glucose; Gal: galactose; Man: Manose; Xyl: Xilose; Ara: Arabinose; Rha: Raminose; Fuc: Fucose.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Cultivar, extrair e caracterizar polissacarideos dos basidiomicetos comestiveis,
Lentinus strigosus (Schwinitz) Fries e Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr) de ocorréncia na

Amazonia, em substratos regionais.

3.2 Especificos

a) Cultivar os basidiomicetos comestiveis Lentinus strigosus e Pleurotus ostreatus
(branco) em substratos lignoceluldsicos de Simarouba amara (marupd) e Anacardium
giganteum (cajui);

b) Analisar o rendimento, a eficiéncia bioldgica, a perda de matéria organica e o
comportamento fisiolégico destes cogumelos nos substratos lignoceluldsicos regionais;
c) Obter os polissacarideos dos basidiomas de Lentinus strigosus e Pleurotus
ostreatus através de extragdes aquosas;

d) Purificar as fracBes polissacaridicas obtidas utilizando diferentes metodologias
como congelamento/degelo, precipitacdo com solucdo de Fehling e diéalise;

e) Caracterizar estruturalmente 0s polissacarideos isolados por metilacéo,
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e ressonancia

magnética nuclear (RMN).
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4. METODOLOGIA

4.1 Cultivo dos basidiomicetos

As linhagens, Lentinus strigosus 1466 e P. ostreatus 1467, foram obtidas da
Colecéo de Micro-organismos de Interesse Agrossilvicultural do INPA.

As matrizes primérias de cada espécie fungica em estudo foram preparadas a
partir de culturas contidas em tubo de ensaios, as quais foram transferidas para placas de
Petri contendo meio &gar malte e incubadas em estufa tipo BOD a 25 + 2 °C por 7 dias.
Decorrido o tempo de incubacdo, discos de 8 mm de didmetro da matriz primaria foram
replicados nas mesmas condi¢cdes experimentais, constituinado a matriz secundaria
(SALES-CAMPOS & ANDRADE, 2011), a qual foi utilizada para producdo da matriz
terciaria ou spawn.

A matriz terciaria foi preparada, em condi¢des axénicas, por inoculacdo de
discos de 8 mm de micélio da matriz secundéria para cada substrato, os quais foram
previamente homogeneizados, umidificados a 75% e acondicionados em fragdes de
5009 em saco de polietileno de alta densidade, lacrados com fita adesiva e autoclavados
a 121 °C por 1 hora (Figura 9).

A composi¢do dos substratos para o cultivo foi formulada com serragem
(Simarouba amara “marupa” ou Anacardium giganteum “cajui”), mistura de farelos e
carbonato de célcio (CaCO3), em um percentual 68:30:2, respectivamente. Os residuos
madeireiros de S. amara e A. giganteum, desidratados por secador solar, foram cedidos
pela Coordenacdo de Tecnologia e Inovagdo do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (COTI/INPA). Os residuos madeireiros foram lixiviados (2x) e secos em
estufa a 100°C por 24 h para posterior uso na formulacdo do substrato. A mistura de
farelos foi composta de arroz (Oryza spp., 75%), trigo (Triticum spp., 20%) e milho

(Zea mays, 5%) (SALES-CAMPOS et al, 2010).



Figura 9- Esquema de producédo dos basidiomicetos comestiveis. A-Cultura, B-Matriz priméria, C-Matriz secundaria, D-substrato elaborado e estéril, E-Matriz terceéria, F-
Substratos inoculados com spawn na cdmera de incubagéo e G- Corpo de frutificagdo de P.ostreatus.

39



40

Para cada espécie fungica foram preparadas 4 matrizes terciarias, ou seja, 2
contendo marupé e 2 contendo cajui como residuo madeireiro, as quais foram incubadas

por aproximadamente 30 dias para a colonizacéo total do substrato.

Apo6s a colonizacdo total do substrato, 159 da matriz terciaria foram
transferidas em condigOes axénicas para os substratos de cultivo (fechados com arame
flexivel e com esponjas medindo 8 cm de altura e 3 cm de largura, estéreis colocadas
na extremidade de cada saco), os quais foram levados para camara de incubagéo a
temperatura de 25°C, e UR de 85%, na auséncia de luz até a colonizagdo do substrato
pelos respectivos fungos, a qual ocorreu aproximadamente 30 dias apds a inoculagéo.
Apo6s a colonizacdo, os mesmos foram transferidos para a camera de producdo
(temperatura foi reduzida para 22°C, UR elevada para 90% e fotoperiodo de 8h),
estimulando a producdo dos basidiomas (Figura 9).

O experimento foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2,
correspondente a duas combinacdes de residuos e 2 linhagens flngicas, com 30
repeticdes para cada tipo de residuo e linhagem, totalizando 120 unidades experimentais

(SALES-CAMPOS & ANDRADE, 2011).

Durante o cultivo foram analisadas as seguintes variaveis: eficiéncia biolégica
(EB), conversao dos residuos lignoceluldsicos em basidiomas (cogumelos), rendimento
(R) de cogumelos produzidos (peso de cogumelos frescos por substratos), perda de
matéria organica (PMO) decomposta pelo fungo (SALES-CAMPOS & ANDRADE,
2011). As equagdes utilizadas para determinar eficiéncia biologica (1), rendimento (2) e
perda de matéria organica (3) sdo descritas:

(MFC/MSSi) x 100 (1)

MFC: corresponde a massa fresca de cogumelos e MSSi: massa seca de substrato
inicial.
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(MFC/MFS) (2)
MFS: massa fresca do substrato.
(MSSi — MSSR/MSSi) x 100 (3)

MSSI: massa seca do substrato inicial e massa seca do substrato residual.

Foi avaliado também o comportamento fisiologico das linhagens (tempo de
incubacdo, formacdo de primdrdio, producdo, nimeros de fluxos, dimenséo do pileo e
altura do estipe), conforme Sales-Campos, 2008. Apds o periodo de frutificacdo dos
cogumelos, estes foram colhidos e pesados, sendo em seguida secos em estufa de
circulacéo de ar (55 £ 5°C) para determinacdo da umidade e massa.

Os dados de cultivo referentes a EB, R e PMO foram analisados por meio do
programa Sisvar (versao 5.3), desenvolvido pelo Departamento de Ciéncias Exatas, da
Universidade Federal de Lavras-UFLA, Lavras, MG. Foram submetidos a anélise de
variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%).

Os controles deste experimento foram igualmente constituidos, porém com a

auséncia da inoculacédo do fungo. O experimento foi conduzido por 180 dias.

4.2 Extracdo aquosa dos polissacarideos

Os basidiomas desidratados de P. ostreatus cultivados em cajui e em marupa e
de L. strigosus cultivado em cajui foram pulverizados em moinho de faca tipo willey, os
quais foram denominados de A, B e C, respectivamente. Como ndo houve a produgéo
do cogumelo L. strigosos no substrato formulado com a serragem de marupa, esta ndo
foi processada.

Apos a pulverizacdo, as amostras A (239 g), B (184 g) e C (203 g) foram

submetidas & extracdo aquosa a frio (Cold Water) (~10 °C; por 10 h; 10x; 2 litros, cada)
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sob agitacdo mecanica, e a quente (Hot Water) (~96 °C; por 10 h; 9x; 2 litros, cada) sob
refluxo em banho de &gua fervente.

Os extratos aquosos foram separados do material residual por filtracdo e
centrifugacdo (8000 rpm, 10 min a 20°C). Ap0Os a concentracdo do material por
rotaevaporador, os polissacarideos foram separados dos componentes de baixa massa
molecular por precipitagdo com etanol a 92% (v/v, 3:1), sendo estes removidos por
centrifugacdo sob as condicdes citadas anteriormente.

Os precipitados etandlicos | (CW-A, CW-B e CW-C, respectivamente) e 11
(HW-A, HW-B e HW-C, respectivamente) ap6s solubilizacdo em &gua destilada,
foram dialisados em membranas com limite de exclusdo de 12-14 kDa, contra agua
corrente por 24 h. Decorrido o tempo, os materiais foram concentrados em

rotaevaporador e liofilizados (Figura 10).

4.3 Purificacdo dos polissacarideos

As fragbes CW (A, B e C) e HW (A, B e C) foram submetidas, separadamente,
ao processo de purificacdo dos polissacarideos por congelamento e descongelamento,
precipitacdo com solucdo alcalina de sulfato de cobre (precipitacdo com solucdo de

Fehling) e dialise em membrana de 12-14 kDa.



Basidiomas desidratados
(A), (B)e(C)
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- Extrac&o aquosa a frio ~10 °C, sob
agitacdo mecanica, por ~10 h (10 x)

- Filtracao

I
MATERIAL RESIDUAL |
Extrac&do aquosa a quente ~96 °C, sob refluxo,

por ~10 h (8 x)
- Filtracao

I
EXTRATO AQUOSOII
- Concentrac@o em rota-evaporador
- Precipitacdo com etanol 3:1 (v/v)
- Centrifugacéo
(8000 rpm, 10 min a 20°C)

PRECIPITADO ETANOLICO II

l— Dialise (membranas 12-14 kDa)

__________________________ “HW-A:
| FRACAO HW* | —-HW.-B; Rr\g,ggSﬁL”

Figura 10- Fluxograma geral das extracBes aquosas. CW*: Cold Water; HW**: Hot Water

EXTRATOAQUOSOI

- Concentrac@o em rota-evaporador;
- Precipitacdo com etanol 3:1 (v/v)

- Centrifugacéo

(8000 rpm, 10 min a 20°C)

PRECIPITADO ETANOLICO |
- Dialise em membranas (12-14kDa)

_____________ .. |-cw-A
FRAGAO CW* CW-B
---------------------------- -CW-C
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4.3.1 Separagdo dos polissacarideos por congelamento e degelo

A técnica de congelamento e degelo consistiu em solubilizar as fracfes
polissacaridicas em &gua destilada, seguida de congelamento e posterior
descongelamento a temperatura ambiente. Os precipitados insoluveis em agua fria e a
quente foram separados dos demais componentes solUveis por centrifugacdo (20°C,
8000 rpm, 10 min; 10°C, 8000 rpm, 20 min, respectivamente). Este procedimento
resultou para cada extrato aquoso uma fracdo soluvel (SCW-A, SCW-B, SCW-C,
SHW-A, SHW-B e SHW-C) e outra insoltuvel em agua (ICW-A, ICW-B, ICW-C, IHW-
A, IHW-B e IHW-C). Este processo de purificacdo foi repetido diversas vezes até que

ndo houvesse formacao de precipitado no sobrenadante (CARBONERO, 2005).

4.3.2 Precipitacdo com solucdo de Fehling

As fracBes sollveis em agua, SCW-A (3,5 g) e SCW-C (12 g) geradas por
congelamento e degelo, foram submetidas a purificacdo por precipitacdo com solucédo
de Fehling (JONES & STOODLEY, 1965). Entretanto, ndo foi possivel submeter a
fracdo SCW-B a esta precipitagdo devido ao seu baixo rendimento (0,9 g).

As fragOes submetidas a este procedimento foram solubilizadas primeiramente
na solucdo A (tartarato de sodio e potassio (KNaC4H4O¢.4H,0) e hidroxido de potassio
(KOH), seguida da adi¢do de igual volume da solugdo B (sulfato de cobre, CuSOy).
Apos agitacdo vigorosa (24 h), o material foi mantido sob refrigeracdo por 12 horas.

Decorrido o tempo, o precipitado (PF) e sobrenadante de Fehling (SF) foram separados
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por centrifugacdo (20°C, 8.000 rpm; 15 min), neutralizadas com &cido acético e
dialisadas contra agua corrente (membranas 12-14 kDa; ~ 24 h)

Apos didlise, ambas foram deionizadas com resina catibnica, filtradas em
algodao e novamente dialisadas contra &gua corrente (membranas 12-14 kDa; ~ 24 h),
sendo este procedimento repetido. Apds descomplexacdo, todas as fragdes foram

concentradas e liofilizadas.

4.4 Analise estrutural dos polissacarideos

4.4.1 Composicdo monossacaridica (hidrolise acida total, reducdo e

acetilagéo)

A composicdo monossacaridica foi realizada pelos seguintes procedimentos,
hidrélise &cida total, reducdo e acetilacdo. Aliquotas das amostras (1-2 mg) foram
hidrolisadas com 500 pL do acido trifluoroacético (TFA) 1 molar (1 M) por 12 h ou 2
molar (2 M) do éacido trifluoroacético por 8h, mantidos em estufa a 100°C. Decorrido o
tempo de hidrolise, o &cido foi eliminado por evaporacdo a temperatura ambiente ou em
capela de exaustdo. Apds este procedimento, as mesmas foram reduzidas com
borohidreto de s6dio (NaBH,) a temperatura ambiente (pH 9,0-10,0) por 12 horas.

Em seguida, as amostras foram neutralizadas com resina cationica, filtradas e
levadas a secura por rotaevaporacdo. O acido bérico (H3;BOg3) formado foi eliminado por
co-evaporacdo com metanol (~200-300 pL, 3x), na forma de borato de trimetila

[B(OCH3)s].
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Os alditois formados foram acetilados com uma mistura de anidrido acético
(Ac,0) e piridina (1:1, v/v; 0,5 mL) em temperatura ambiente por 12 horas. Os acetatos
de alditol foram extraidos com 1 mL de cloroférmio (CHCIs) e a piridina residual foi
removida com sucessivas adi¢des de solugdo de sulfato de cobre 5% (m/v) e &gua
destilada (1 mL), sequidas por filtracdo em algoddo. Os derivados acetilados foram
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) e

identificados pelo tempo de retencdo e perfil dos fragmentos de massa (SILVA, 2014).

4.4.2 Metilagéo dos polissacarideos

Para a determinacdo do tipo de ligacdo glicosidica presente nos
polissacarideos, uma aliquota (15 mg) de cada fracdo purificada (IHW-A, IHW-B e
IHW-C) foi submetida a anélise por metilacdo. As mesmas foram solubilizadas em 1
mL de dimetilsulféxido (Me,S0O), seguida de adicdo de iodeto de metila (CHsl) (1 mL)
e hidroxido de sédio (NaOH) seco e triturado (4:1 de carboidrato) sendo a mistura
reacional submetida a agitacdo vigorosa em vdrtex por 30 a 40 min, seguida por um
periodo de repouso (~24 h). Decorrido o tempo, as amostras foram neutralizadas com
acido acético e os produtos per-O-metilados foram removidos com CHCI; e, ap6s
evaporacao dos solventes organicos, submetidos a hidrélise acida total.

A hidrolise acida total dos polissacarideos metilados foi realizada com 0,5 mL
de solucéo de acido férmico (CH,0,) 45 % a 100°C por 18 h (SILVA, 2014). Apés o
periodo necessario para hidrolise, o acido foi evaporado e o material residual foi
reduzido com borohidreto de sodio deuterado (NaBD,), e acetilado como citado

anteriormente (item 4.4.1). Os derivados metilados foram analisados na forma de
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acetatos de alditdis parcialmente metilados por CG-EM e identificados pelo tempo de

retencéo e perfil dos fragmentos de massa (SILVA, 2014).

4.5 Métodos analiticos
4.5.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

As anélises cromatogréaficas em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM) foram realizadas em cromatdgrafo gasoso Agilent Technologies,
modelo 7820A, acoplado a espectrometro de massa Agilent 5975E (Departamento de
Quimica - UFG/Regional Cataldo), equipado com coluna capilar de silica fundida HP5
(0,25 mm x 30 m x 0,25 pum) (Quadro 3), usando fonte de ionizagdo por impacto
eletronico (70 eV) e analisador do tipo ion trap. Hélio ultra puro foi usado como gas de

arraste, a um fluxo de 1,0 mL. min™.

COLUNA CAPILAR

HP5
(5% defenilmetilsiloxano)

Temperatura do injetor 250 °C

Temperatura do o
detector (EM) 280°C
Anélise de alditol acetato:

75 °C (1 min), 35 °C/min
até 100 °C (5 min), 45 °C/min até
150 °C (5 min), 55 °C/min até
200 °C (15 min), 65 °C/min
até 240 °C (2 min).

Rampa de eluicao Andlise de alditol acetato
parcialmente metilado:
75 °C (1 min), 35 °C/min
até 100 °C (5 min), 45 °C/min até
150 °C (5 min), 55 °C/min até
200 °C (15 min), 65 °C/min
até 250 °C (10 min), 50 °C/min até
270 °C (10 min).
Modo de inje¢éo Split (4:1)

Volume de injecéo 1pL

Quadro 3- Condicdes de analises utilizadas no CG-EM
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4.5.2 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em
espectrometro—Bruker, modelo—Avance 111-500 MHz (Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Goias, Regional Goiania, Campus Samambaia);

As analises foram realizadas a 50 ou 70°C, com as amostras de polissacarideos
(~ 35 mg) dissolvidas em oOxido de deutério (D,O) ou dimetilsulféxido deuterado
(Me,SO-ds). Os deslocamentos quimicos das amostras solGveis em D,O foram
expressos em ppm (&) relativos aos sinais de **C em & 30,20, ou de acordo com o padréo
interno tetrametilsilano (TMS; d¢cy = 0,0) e aos sinais de Me,SO-dg em & 39,70 (13C),

para as amostras sollveis no mesmo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultivo

A capacidade de transformar residuos lignoceluldsicos em massa fungica tem
feito com que cogumelos sejam cultivados em vérios substratos. Por exemplo, P.
ostreatus tem sido cultivado em residuos de algoddo da industria téxtil (HOLTZ et al,
2009), residuos de banana (CARVALHO et al, 2012), entre outros residuos
(SANCHEZ, 2010).

Levando em consideracdo a grande quantidade de residuo madeireiro e a
capacidade dos basidiomicetos de bioconversdo, os basidiomicetos L. strigosus e P.
ostreatus foram cultivados nos substratos “cajui” e “marupa”, suplementados com

farelos de arroz, trigo e milho, os quais auxiliam no crescimento e desenvolvimento do
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miceélio, promovendo a rdpida colonizacdo do substrato e consequentemente reducao na
probabilidade de contaminacdo (DONINI et al, 2006). A suplementacdo com farelos é
comumente utilizada, porque atua como fonte de substancias nutritivas e de N organico
prontamente disponivel e necessario ao aumento da massa miceliana, produtividade e
eficiéncia biolégica (MONTINI, 2001).

Os cogumelos obtidos a partir destes substratos foram avaliados quanto ao
comportamento fisiologico e as caracteristicas morfoldgicas. Os resultados relacionados
ao comportamento fisioldgico dos fungos cultivados em cajui mostraram-se similares
sendo observada a média de dias de colonizacdo, emissdo de primordios e tempo de
frutificacdo de 28, 31 e 35, respectivamente, para L. strigosus (nimero de fluxos 4) e de
29, 34 e 37, respectivamente, para P. ostreatus (nimero de fluxos 3). Por outro lado,
quando utilizado o substrato marupa apenas a linhagem P. ostreatus desenvolveu-se,
sendo observado uma média de 30, 35 e 38 dias para a colonizagdo, emissdo de
primérdios e tempo de frutificagdo, com quatro fluxos. Pode ser observado que nédo
houve diferenca significativa no comportamento fisiolégico de P. ostreatus nos

substratos estudados (Tabela 1).

L. strigosus ndo se desenvolveu em “marupa”, pois provavelmente neste
residuo havia substancias inibitdrias. Supde-se a possibilidade de que estas substancias
tenham impedido o desenvolvimento de L. strigosus (BONTE et al, 1996;
GROSVENOR et al, 2006; JESUS et al, 1998; MARANHAO et al, 2014).

Pesquisas realizadas com “marupa” para o cultivo de L. strigosus mostram que
este residuo foi satisfatorio para o cultivo deste cogumelo (SALES-CAMPOS &
ANDRADE, 2011; VARGAS-ISLA et al, 2012). Todavia, ao usar 0 mesmo residuo nao
foi possivel cultivar L. strigosus no presente estudo. Provavelmente a origem deste

residuo adivindo de arvore diferente ou mesmo de solo diferente das amostras usadas
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nos estudos anteriores, tenha contribuido para a inibigdo deste fungo no presente estudo,
ja que condicbes edéaficas podem ter contribuido para producdo de extrativos neste
marupa e que estes tenham inibido o crescimento do L strigosus no atual estudo.

Provavelmente a melhor assimilacdo dos fungos ao “cajui”, tenha se dado,
devido a uma fonte de carbono mais prontamente assimilavel a estes fungos.

Por outro lado P. ostreatus se desenvolveu em “marupa”. Sabe-se que este
cogumelo ndo necessita de um longo tempo para crescer e, em condi¢Ges de cultivo
rastico, ndo é necessario que o substrato seja esterilizado, apenas pasteurizado. Além
disso, converte alta porcentagem de seu substrato para o corpo de frutificacdo,
aumentando a rentabilidade. Este ndo € atacado frequentemente por doencas ou pragas,
podendo ser cultivado de maneira simples e barata. Ndo necessita de um controle
rigoroso do ambiente para ser cultivado comparado com as outras espécies de fungos
comestiveis (SANCHEZ, 2010).

Em relacdo as caracteristicas morfologicas foram analisados o didmetro do
pileo e altura do estipe. O didmetro do pileo de P. ostreatus cultivado em cajui e marupa
variou de 3,0 - 7,5 cm e de 2,0 -6,0 cm, respectivamente, e a varia¢do da altura do estipe
foi de 0,3-1,0 cm e 0,4-1,2 cm, respectivamente. L. strigosus apresentou uma variacéo
de 3,0- 50 cm e de 1,3-2,6 cm no didmetro do pileo e na altura do estipe,
respectivamente, quando cultivado em “cajui” (Tabela 1) (Figura 11).

A produtividade foi avaliada quanto a eficiéncia bioldgica, rendimento de
cogumelos produzidos por substratos. Foi avaliada também a perda de matéria organica
decomposta pelos cogumelos. A produtividade de P. ostreatus cultivado nos substratos
em estudo mostrou-se diferente, sendo observados maiores indices de eficiéncia
bioldgica (EB) (99,92%) e de rendimento 220,11 g kg™ (Tabela 2 e 3, respectivamente)

no substrato “cajui". No substrato marupa apresentou 43,62% de eficiéncia biologica e
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rendimento 151,03 g kg™*. Em relacéo & produtividade de L. strigosus no substrato cajuf,
o fungo apresentou eficiéncia biolégica de 32,61% e rendimento 71,82 g kg™. Sales-
Campos & Andrade (2011) cultivaram este mesmo fungo no substrato “marupa”, o qual
apresentou 38 % de eficiéncia bioldgica, 98 g kg™ de rendimento e 42 % de perda de

matéria organica.



Tabela 1- Tempo médio de desenvolvimento das linhagens flngicas cultivadas em dois tipos de substratos.

Periodo (dias)

0
Linhagem Substrato Incubagio  Timérdio  Frutificagdo flrluxii Dimens&o do pileo (cm) egligjer?cdrg)
(inicio) (inicio)
marupa 0 0 0 0 0 0
L. strigosus cajui 28 31 35 4 3,0a5,0 13a2,6
marupa 30 35 38 4 2,0a6,0 04al?2
P. ostreatus cajui 29 34 37 3 30a75 0,3a1,0

52
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Figura 11- Cultivo dos cogumelos comestiveis. A e B: P. ostreatus no substrato cajui. C: P. ostreatus no
substrato marupd. D: L. strigosus no substrato cajui.
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Tabela 2- Eficiéncia Biologica de duas linhagens de cogumelos cultivados em dois tipos de substratos.

Linhagem
Substrato
L. strigosus P. ostreatus
cajui 32,61B 99,92 Aa
marupa - 43,62 b

Dados numéricos expressos em %. Em maiuscula, analise comparando as médias do mesmo tipo de
substrato para cogumelos diferentes. Em mindsculas, analise comparando as médias das duas formulacdes
de substratos diferentes para 0 mesmo cogumelo. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si.
(Tukey, 5%). (média de 30 repeticdes).

Tabela 3- Rendimento do cultivo dos cogumelos cultivados em cajui e marupa.

Linhagem
Substrato
L. strigosus P. ostreatus
cajui 71,82B 220,11 Aa
marupa - 151,03 b

Dados numéricos expressos em g kg~ de substrato. Em maitscula, analise comparando as médias do
mesmo tipo de substrato para cogumelos diferentes. Em minusculas, analise comparando as médias das
duas formulacdes de substratos diferentes para 0 mesmo cogumelo. Médias seguidas de letras iguais, ndo
diferem entre si (Tukey, 5%). (média de 30 repeticoes).

As analises da perda de matéria organica (PMO) para os dois diferentes
substratos mostram que houve diferenca significativa entre 0s mesmos. Assim como,
ocorreu diferenca significativa entre os diferentes cogumelos cultivados no mesmo

substrato (Tabela 4).

Tabela 4-Perda de matéria organica de duas linhagens de cogumelos cultivados em dois tipos de
substratos

Linhagem
Substrato
L. strigosus P. ostreatus
cajui 69,06 A 53,89Bb
marupa - 72,20 a

Letra mailscula, analise comparando as médias do mesmo tipo de substrato para cogumelos diferentes.
Em mindsculas, anélise comparando as médias das duas formula¢Bes de substratos diferentes para o
mesmo cogumelo. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si. Dados numéricos expressos em
% (Tukey, 5%). (média de 30 repeticOes).
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Comparando os dados da EB (Tabela 2) com os da PMO (Tabela 4) observa-se
que a PMO variou com o tipo de substrato utilizado, diferindo estatisticamente, e néo
esteve relacionada com a eficiéncia bioldgica no presente estudo.

Segundo Boyle (1998), a perda de matéria organica do substrato ndo esta
necessariamente relacionada com o crescimento flngico, podendo estar relacionada ao
uso do carboidrato contido no substrato pelo cogumelo para producdo de seu aparato
enzimético e manutencdo de suas atividades metabdlicas (BARI et al, 2015; BOYLE &
KROPP, 1992).

Com a quebra de celulose do substrato pelo fungo, ocorre a liberagao de agua e
gés carbdnico aumentando a umidade na madeira. O aumento da umidade na madeira é
importante, pois a atividade metabdlica fungica é dependente de dgua sendo a mesma
usada para captar nutrientes, transportar moléculas dentro do micélio e como solvente

para o0 metabolismo (BARI et al, 2015; SCHMIDT, 2006).

5.2 Purificacdo e caracterizacao

Os basidiomas de A, B e C (ver item 4.1) obtidos por cultivos em substratos
regionais lignocelulésico foram analisados. Os basidiomas secos e triturados foram
submetidos, sucessivamente, a extracdes aquosas (10 e 96 °C), resultando em fragdes
polissacaridicas brutas, provenientes da precipitacdo dos extratos aquosos com etanol,
denominadas de CW-A (4,0 g), CW-B (0,9 g) e CW-C (16,3 g), HW-A (3,5 g), HW-B
(774 mg ) e HW-C (1,6 g), respectivamente. Uma aliquota destas amostras foi analisada
quanto a composi¢cdo monossacaridica (Figura 12) em CG-EM, sendo 0s principais
monossacarideos presentes nestas fracfes: glucose (Glc), galactose (Gal), manose

(Man), galactose metilada (3-O-Me-Gal), fucose (Fuc) e xilose (Xyl) (Tabela 5).
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Figura 12- Estrutura dos monossacarideos presentes nos extratos de polissacarideos
obtidos do corpo de frutificacdo de P. ostreatus e L. strigosus.

Tabela 5- Composicdo monossacaridica das fracdes polissacaridicas brutas obtidas do
corpo de frutificacdo de P. ostreatus e L. strigosus.

Composicdo monossacaridica (mol %)?

FRACOES

Fuc® Xyl® Man” 3-0-Me-Gal® Gal® GIc°
CW-A 1,3 15 120 74 357 41,3
Cw-B* - L7 124 6,0 37,5 422
CW-C 38 18 53 - 41,3 43,7
HW-A - - - - - 100
HW-B - . - - 100
HW-C - - 18 . 30 951

“Analisado em CG-EM (coluna HP5) apds hidrolise acida total, reducao (NaBH,) e acetilacdo.” Fuc:
fucose; Xyl: xilose; Man: manose; 3-O-Me-Gal: 3-O-metil-galactose, confirmadgxelos fragmentos de
massa m/z 130 e 190 apos redugdo com NaB“H,.; Gal: galactose e Glc: glucose. presentou 0,6 % de
raminose éRha)_. CW-A - extragdo aquosa a frio dos polissacarideos de P. ostreatus cultivado em
serragem de cajui. CW-B - extracdo aquosa a frio dos polissacarideos de P. ostreatus cultivado em
serragem de marupd. CW-C - extracdo aquosa a frio dos polissacarideos de L. strigosus cultivado em
serragem de cajui. HW- A -extragdo aquosa a quente dos polissacarideos P. ostreatus cultivado em
serragem de cajui, HW-B - extracdo aquosa a quente dos polissacarideos de P. ostreatus cultivado em
serragem de marupa e HW-C extracdo aquosa a quente dos polissacarideos - L. strigosus cultivado em
serragem de cajuli.
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As composi¢cGes monossacaridicas (Figura 13-24) das fragcbes CW foram
distintas das HW, justificando esta sequéncia de extracdo. As fragdes CW apresentaram
principalmente manose, galactose e glucose, enquanto nas fragbes HW foi observado
glucose como o principal monossacarideo. Para o género Pleurotus foi constatado o
derivado 3-O-Me-Gal que é caracteristico deste género (Tabela 5; Figura 13 e 14).

Em geral, as extracbes de polissacarideos sdo realizadas em sequéncia
utilizando primeiramente 4gua em diferentes temperaturas ou solucéo alcalina, podendo
ser repetida varias vezes até a exaustdo (RUTHES et al, 2015). A exaustdo tem a funcéao

de garantir que todos os polissacarideos sejam removidos e que ndo serdo extraidos com

0 préximo procedimento.
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Figura 13- Cromatograma obtido por CG-EM para a fracdo: CW-A- extragdo aquosa a frio dos
polissacarideos de P. ostreatus cultivado em serragem de cajui.
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Figura 14- Cromatograma obtido por CG-EM para a fragdo: CW-B — e xtracdo aquosa a frio dos
polissacarideos de P. ostreatus cultivado em serragem de marupa.
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Figura 15- Cromatograma obtido por CG-EM para a fracdo: CW-C-extragdo aquosa a frio dos
polissacarideos de L. strigosus cultivado em serragem de cajui.
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Figura 16-Cromatograma obtido por CG-EM para a fragdo: HW-A-extracdo a quente dos polissacarideos
de P.ostreatus cultivados em cajui.
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Figura 17- Cromatograma obtido por CG-EM para a fragdo: HW- B-extracao a quente dos polissacarideos
de P.ostreatus cultivados em marupa.
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Figura 18- Cromatograma obtido por CG-EM para a fragdo: HW- C-extracdo a quente dos polissacarideos
de L.strigosus cultivados em cajui.
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Figura 19- Padrédo de fragmentacdo dos acetatos de alditois obtidos por CG-EM (Fucose).
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Figura 20- Padrédo de fragmentacdo dos acetatos de alditdis obtidos por CG-EM (Xylose).
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Figura 21- Padrédo de fragmentacao dos acetatos de aldit6is obtidos por CG-EM (3-O-Me-Gal).
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Figura 22- Padrédo de fragmentacao dos acetatos de aldit6is obtidos por CG-EM (Manose).
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Figura 23- Padrédo de fragmentacdo dos acetatos de aldit6is obtidos por CG-EM (Glucose).
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Abundance Scan 4540 (23.464 min): PADRAO20.D\data.ms
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Figura 24- Padrdo de fragmentacdo dos acetatos de aldit6is obtidos por CG-EM (Galactose).

5.2.1 Purificacdo e caracterizacdo dos polissacarideos da fragdo CW (A, B e C)

As fragbes CW-A, CW-B e CW-C foram submetidas ao processo de

purificacdo por congelamento e degelo, sequidas de centrifugacdo originando fragoes

insoltveis (ICW-A, 0,6 g, ICW-B, 0,6 g e ICW-C, 2,3 g) e sollveis (SCW-A, 3,7 g,

SCW-B, 0,3 g e SCW-C, 14 g), as quais foram separadas por centrifugacdo (Figura 25).

Para todas as fracOes foram realizadas as composi¢Ges monossacaridicas, as quais foram

analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-EM).
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Figura 25- Esquema da purificacdo dos polissacarideos obtidos do corpo de frutificagdo por extracdo
aquosa a frio (CW). (A) P. ostreatus cultivado em serragem de cajui, (B) P. ostreatus cultivado em
serragem de marupé e (C) L. strigosus cultivado em serragem de cajui. *ppt: precipitado. SCW (A, B,C),
ICW (A, B, C) correspondem as fragdes sollveis e insollveis de Pleurotus ostreatus cultivado em
serragem de cajui e marupé e de Lentinus strigosus cultivado em serragem de cajui. SF-CW-A, SF2-CW-
A e SF3CW-A: sobrenadante de Fehling SF, SF2 e SF3, correspondentes as subsequentes etapas de
purificacdo; PF-SF2CW-A: precipitado de Fehling oriundo do sobrenadante de Fehling dois; PF-SFCW-
A e PF2-SFCW-A: precipitado de Fehling da primeira (PF) e segunda (PF2) etapa de purificacdo oriundo
do sobrenadante de Fehling; SF-PF-SFCWA: sobrenadante de Fehling oriundo do precipitado de Fehling
do sobrenadante de Fehling. PF-CW-A e PF2-CW-A: precipitado de Fehling da primeira (PF) e segunda
(PF2) etapa de purificagdo; SF-PFCW-A: sobrenadante de Fehling oriundo do precipitado de Fehling,
correspondentes a Pleurotus ostreatus cultivado em serragem de cajui. SF-CW-C e SF2-CW-C:
correspondentes as subsequentes etapas de purificacdo do sobrenadante; PF-SF-CW-C: precipitado de
Fehling do sobrenadante de Fehling; PF-CW-C e PF2-CW-C: correspondentes as subsequentes etapas de
purificacéo do precipitado; SF-PF-CW-C: sobrenadante de Fehling oriundo do precipitado de Fehling da
de L.strigosus cultivado em serragem de cajuli.

As fracbes SCW (A, Be C) e ICW (A, B e C) quando analisada por GC-EM,
apresentaram glucose e galactose majoritariamente em sua composi¢cado monossacaridica
(Tabela 6). Com a finalidade de purificacdo, as fragdes solluveis SCW-A e SCW-C
foram submetidas ao processo de purificacdo por precipitacdo com solucdo de Fehling.
Entretanto, ndo foi possivel submeter a fracdo B a esta precipitacdo devido ao seu baixo

rendimento (0,9 g).
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Tabela 6- Composicdo monossacaridica das fracdes sollveis e insoliveis provenientes do
congelamento/degelo, obtidas no processo de purificacdo de polissacarideos de P. ostreatus e L. strigosus.

Composigdo monossacaridica

FRACOES (mol %)"

Fuc® Xyl Man® 3-O-Me-Gal®® Gal° GlIc°
SCW-A - - 12,2 9,8 38,1 39,7
ICW-A 7,2 53 8,8 - 114 67,0
SCW-B 55 41 12,3 0,3 30,0 478
ICW-B 20,1 2,1 7,2 - 16,5 53,8
SCW-C 1,9 - 7,6 - 33,1 56,0
ICW-C - - 11,5 - 37,5 50,8

(ICW -A) — fracdo insolivel de P. ostreatus cultivado em serragem de cajui. (ICW- B-) fragdo insolavel
de P. ostreatus cultivado em serragem de marupa. (ICW-C) fragdo insoltvel de L. strigosus cultivado em
serragem de cajui. (SCW-A) fracdo sollvel de P. ostreatus cultivado em serragem de cajui. (SCW-B)
fracdo soltvel de P. ostreatus cultivado em serragem de marupa. (SCW-C) fracdo soltvel de L. strigosus
cultivado em serragem de cajui.

Este procedimento foi repetido para as fragdes SF-CW-A e PF-CW-A para
garantir a eficiéncia do processo sendo obtidas as fragdes SF3CW-A (1,4 g), SF-PFCW-
A (482,4 mg), as quais apresentaram majoritariamente galactose e glucose. As fracoes
PF2-CW-A (54,5 mg) e PF2-SFCW-A (307 mg) apresentaram maiores quantidades de
xilose e galactose em sua composicdo monossacaridica (Tabela 7). Estas fracbes de
Fehling foram diferentes em suas composi¢cdes sugerindo que este procedimento

mostrou ser eficaz na separacao destas biomoléculas.
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Tabela 7- Composicdo monossacaridica das fracdes submetidas a solucdo de Fehling provenientes do
processo de purificacdo de polissacarideos de P. ostreatus e L. strigosus cultivados em diferentes
substratos.

Composigdo monossacaridica

FRACOES (mol %)a

Xyl®  Man® 3-0-Me-Gal° Gal° Glc®
SF-CW-A 2,1 2,3 12,2 55,9 22,5
PF2-CW-A 23,2 9,7 4,1 50,2 12,7
SF-PFCW-A - - 12,9 68,9 18,1
SF2-CW-A - - 19,0 62,2 18,6
SF3-CW-A - - 16,9 61,3 21,6
PF-SF2-CW-A - - 14,3 58,9 26,8
PF2-SFCW-A 191 11,6 9,3 59,8 -

. *Analisado em CG-EM (coluna HP5) apés hidrélise acida total, reducdo (NaBH,) e acetilagdo. "Xyl:
xilose; “Man: manose; ““3-0O-Me-Gal: 3-O-metil-galactose, confirmado pelos fragmentos de massa m/z
130 e 190 ap6s reducéo com NaB?H,. “Gal: galactose e °Glc: glucose. SF-CWA, SF2-CW-A e SF3CW-A:
correspondentes ao sobrenadante de Fehling da primeira, segunda e terceira etapa de purificacdo,
respectivamente; PF2-CW-A: precipitado de Fehling dois; SF-PFCW-A: sobrenadante de Fehling do
precipitado de Fehling; PF-SF2-CW-A: precipitado de Fehling do sobrenadante de Fehling dois; PF2-
SFCW-A: precipitado de Fehling dois do sobrenadante de Fehling proveniente de P. ostreatus cultivado
em serragem de cajui.

As fragbes SF3CW-A, SF-PFCW-A, PF2-CW-A e PF2-SFCW-A foram
submetidas & RMN de ®3C, apresentando sinais na regido anomérica (C-1)
correspondentes aos terminais nao redutores a-D-Galp (6 100,8) e as unidades de 3-O-
Me-Galp (6 100,7). Os sinais em 6 71,0, 72,5, 72,3, 71,7 sugerem ser C-2, C-3, C-4 e C-
5, respectivamente das unidades Galp. Estes carbonos (2, 3, 4 e 5) sdo sugeridos nos
sinais em & 70,0, 81,8, 68,3, 71,7, respectivamente dos residuos de 3-O-Me-Galp. No 5
59,1 corresponde ao metil ligado oxigénio na posicdo 3 do monossacarideo (O-CHs) e
em 6 69,5 corresponde ao C-6 (O-sushtituido-CH,-6) das unidades Galp e dos residuos

de 3-O-Me-Galp (Figura 26) (Tabela 8) (CARBONERO et al, 2008).
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Tabela 8- Assinalamentos dos espectros de RMN de *C das fragdes SF3CW-A, SF-PFCW-A, PF2-SFCW-A e PF2-
CW-A de P. ostreatus.

Unidades C-1 C-2 C-3 C+4 C-5 C-6 O-Me

a-Galp 100,8 71,0 725 | 723 | 717 69,5
3-O-Me-a- 100,7 70,0 81,8 | 683 | 71,7 69,5 59,1
Galp

Os resultados de RMN mostraram que estas fracdes sao semelhantes (Figura
19), sendo que os sinais principais sdo caracteristicos de uma galactana linear
parcialmente metilada, a qual é caracteristica para o género Pleurotus, diferindo na
guantidade de 3-O-Me-Galp (Tabela 6) (CARBONERO et al, 2008; KOMURA et al,
2014; ZHANG et al, 2013).

No presente estudo, a galactose parcialmente metilada foi obtida nas extracdes
a frio das fracdes CW-A e CW-B (Tabela 4). Galactoses metiladas foram isoladas de
outras espécies deste género, P. ostreatoroseus (CARBONERO et al, 2006; ROSADO?
et al, 2003), P. ostreatus ‘Florida’ (KOMURA et al, 2014; ROSADO" et al, 2003),
Pleurotus geesteranus (ZHANG et al, 2013), P. eryngii (CARBONERO et al, 2006) e
P. pulmonarius (SMIDERLE et al, 2008), cuja diferenca entre elas ocorre pela

quantidade (%) de galactose metilada em suas estruturas quimicas.
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Figura 26- Espectro de RMN de *C das fracdes (A) SF3CW-A, (B) SF-PFCW-A, (C) PF2-SFCW-A e
(D) PF2-CW-A de P. ostreatus. SF3CW-A: sobrenadante de Fehling trés; SF-PFCW-A: sobrenadante de
Fehling do Precipitado de Fehling; PF2-SFCW-A: precipitado de Fehling dois do sobrenadante de
Fehling; PF2-CW-A: precipitado de Fehling dois proveniente da extracdo aquosa a frio de P. ostreatus
cultivado em serragem de cajui.

Ap0s submeter amostra C a precipitagdo com solugéo de Fehling foram obtidas

as fracOes que sdo mostradas na figura 25, sendo as fracbes PF2-CW-C e SF2-CW-C

submetidas ao processo de hidrélise, reducdo e acetilacdo. Os resultados ndo sdo mostrados,
pois €& necessdria a repeticdo deste procedimento para confirmar as composicdes

monossacaridica destas fragdes.
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5.2.2 Purificacdo e caracterizacdo dos polissacarideos da fracdo HW (A, B e C)

As fragdes brutas HW-A (3,5 g), HW-B (774 mg) e HW-C (1,6 g) foram
solubilizadas em &gua, sendo posteriormente congeladas e descongeladas, originando as
fracdes insoluveis IHW-A (200 mg), IHW-B (100 mg) e IHW-C (700 mg); e sollveis
SHW-A (3,2 g), SHW-B (0,6 g) e SHW-C (0,8 g), as quais foram separadas por
centrifugacdo (Figura 27-29). As fraches apresentaram em sua COmMPOSiGdo
monossacaridica principalmente glucose, diferindo apenas na presenca de manose para

a amostra C (Tabela 9).

Tabela 9-Composi¢do monossacaridica das fragbes sollveis e insollveis provenientes do
congelamento/degelo da extracdo a quente obtidas do corpo de frutificagdo de P. ostreatus e L. strigosus.

Composic¢do monossacaridica

FRAGOES (mol %)"

Man® Glc®
SHW-A i 100
IHW-A . 100
SHW-B . 100
IHW-B . 100
SHW-C . 100
IHW-C 9,3 90,6

Analisado em CG-EM (coluna HP5) ap6s hidrélise 4cida total, reducdo (NaB?H,) e acetilagdo."Man:
manose; Glc: glucose. (IHW-A) fracdo insoltvel de P. ostreatus cultivado em cajui, oriunda da extracéo a
quente, apds o congelamente/degelo. (IHW-B) fragdo insolivel de P. ostreatus cultivado em marupa,
oriunda da extragdo a quente, apés o congelamente/degelo. (IHW-C) fracdo insoldvel de L. strigosus
cultivado em cajui, oriunda da extracdo a quente, ap6s o congelamente/degelo. (SHW-A) fracdo sollvel
de P. ostreatus cultivado em cajui, oriunda da extracdo a quente, apos o congelamente/degelo (SHW-B)
fracdo solivel de P. ostreatus cultivado em marupa, oriunda da extragdo a quente, apds o
congelamente/degelo. (SHW-C) fracdo sollvel de L. strigosus cultivado em cajui, oriunda da extracdo a
guente, apds o congelamente/degelo.
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Figura 27- (A) Cromatograma obtido por CG-EM para a fracdo IHW-A e SHW-A (B). Fracdo
insoltvel e sollvel, respectivamente de P. ostreatus cultivado em cajui, oriunda da extracdo a
quente, apds o congelamente/degelo.
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Figura 28- Cromatograma obtido por CG-EM para a fracdo IHW-B (A) e SHW-B (B). Fracdo

insoltvel e soltvel, respectivamente de P. ostreatus cultivado em marupd, oriunda da extracéo a
quente, apds o congelamente/degelo.
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Figura 29- Cromatograma obtido por CG-EM para a fracdo IHW-C (A) e SHW-C (B). Fracdo
insoltvel e soltvel, respectivamente de L. strigosus cultivado em cajui, oriunda da extracéo a
quente, apds o congelamente/degelo.

Com a finalidade de verificar o tipo de ligagdo glicosidica das fragdes
insolUveis em agua quente (IHW), uma aliquota das fracdes IHW-A, IHW-B e IHW-C

foram submetidas ao processo de metilagdo (CIUCANU & KEREK, 1984).
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As fragoes A e B foram similares contendo os derivados parcialmente O-
metilados correspondentes aos terminais ndo redutores de Glcp (2,3,4,6-Me,s-GIc) e as
unidades de Glcp 3-O- (2,4,6-Mes-Glc) e 3,6-di-O- (2,4-Me,-Glc) substituidas (Figuras
30-32 e Tabela 10). No entanto, a fracdo C diferiu das fragdes A e B, pois nédo

apresentou as unidades de Glcp 3,6-di-O- (2,4-Me,-Glc) substituidas (Tabela 10 e

Figura 33).
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Figura 30- Cromatograma obtido por CG-EM das fragcbes IHW-A e B. Fracdes insollveis de P.
ostreatus cultivado em cajui e marupd respectivamente, oriunda da extracdo a quente, apds o
congelamente/degelo.
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Figura 31- Espectro de massa dos acetatos de alditéis parcialmente O-metilados (I: 2,3,4,6-Me,Glc; II:
2,4,6-Me;Glc obtidos ap6s derivatizagdo quimica (metilacéo)

Abundance Scan 4999 (19.294 min): spiit IHW-A D\data.ms
18001 I “ 179
D
1600 § (Hidestie  JMHH—F=04¢
(2)NaB'H, N I,
i it I ! ] Hr—p=s Otl i
14001 AN i @) A0 JOAQ—HT0_
\e @ i one!

H Oy 1) (L~ t ...O.r.%‘i'-.

1200 1289 S6H—T—0AC
H—1—0Ac¢
1000: E
800{
600
86.7
400
100.8
738
Ly 1108 1389 159.8 i 2339
| I
C'"'|I|'|"Illll'l'“'l'll"l'!""|"| """"" !'I"'I""I""I""I """" |"'|'|""| """" T
miz-> 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

Figura 32- Espectro de massa dos acetatos de alditdis parcialmente O-metilados (I11: 2,4-Me,GlIc) obtidos

apos derivatizacdo quimica (metilagdo)
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Tabela 10- Andlise por metilacdo das glucanas isoladas dos corpos de frutificacdo das
amostras IHW-A, B e C. Analisado em CG-EM (coluna HP5) ap6s metilacdo, hidrolise
acida total (acido formico 45% por 18h), reducao (NaB,H,) e acetilacdo.

Acetatos de

alditois Tipo de ligacao® _ mol(%6)
parcialmente R IHW-A [ IHW-B | THW-C
O-metilados ©
2a314a6-Me4GIC B-D-Gle-(l—) 15,821 13,8 7,9 4,3
2,4,6- MesGlc —3)-p-D-Glcp-(1— 17,052 73,3 80,7 95,6
2,4-Me,Glc —3,6)-B-D-Glcp(1— 19,291 12,8 11,3 -

*Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilado. "Tempo de retengéo de 10 a 30 min. (IHW-
A) fracdo insolivel de P. ostreatus cultivado em cajui, oriunda da extracdo a quente, apés o
congelamente/degelo. (IHW-B) fragdo insolivel de P. ostreatus cultivado em marupd, oriunda da
extracdo a quente, ap6s o congelamente/degelo. (IHW-C) fragdo insoldvel de L. strigosus cultivado em
cajui, oriunda da extracdo a quente, apds o congelamente/degelo.
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Figura 33- Cromatograma obtido por CG-EM da fracdo IHW-C e espectro de massa dos acetatos de
alditdis parcialmente O-metilados (I: 2,4,6-Me;GlIc) obtidos ap6s derivatizagdo quimica (metilagdo).

Estas fraces foram analisadas por RMN de **C, as quais as fracdes IHW-A e
IHW-B mostraram-se similares (Figura 34) com sinais na regido anomérica (C-1)
correspondentes aos terminais ndo redutores B-D-Glcp (6 103,0) e as unidades de f-
Glcp 3-O- e 3,6-di-O-substituidas (6 103,0). Os sinais em & 86,6, & 86,3 ¢ & 86,0,
correspondentes ao C-3 ligado das unidades da cadeia principal, sugerem a presenca de
ligagdes glicosidicas do tipo (1—3). Sinais de CH2 (C-6) substituidos foram observados
em 6 60,8; 60,9; 61,1 e 68,5, confirmando os dados de metilacdo quanto a presenca de
ligagdo (1—6). Os sinais no 6 76,5, 76,4, 76,1, 74,8 correspondem ao C-5, nos & 73,7,
72,9e 72,720 C-2, em 8 70,2 C-4 do terminal ndo-redutor e em o 68,7 € 68, 5 a0 C-4 e
C-6 das unidades da cadeia principal (Tabela 11 e Figura 34) (CARBONERO et al,

2012; CARBONERQO et al, 2006; YOSHIOKA et al, 1985).



79

(A)

103.062
103.005

86.692
86.323
86.251
86.026
61.183
60.999
60.871

<
/
N
/
v
-
\
Y
/
AN

e ot b

T T T T T T T T T T 1
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 ppm

Figura 34-Espectro de RMN de *3C da fracdo (A) IHW-A analisada em Me,SO-ds a 70 °C. Fragdo
insoltvel de P. ostreatus cultivado em cajui, oriunda da extragdo a quente, ap6s o congelamente/degelo.

Tabela 11- Assinalamentos do espectro de RMN de *C da fracdo IHW-A. Fracdo
insollvel de P. ostreatus cultivado em cajui, oriunda da extracdo a quente, ap6s 0
congelamente/degelo.

C-1 C-2 cC3 | c4 C5 C-6
53)-B-Glep-(1» | 1030 | 729/72,7 | 86,6/86,3 | 68,7 | 76,5/76,4 | 60,9/60,8
—3,6)-B-Glcp(1—> | 103,0 72,7 860 | 68,7 | 748 68,5
B-Glcp-(1—> 103,0 737 766 | 702 | 76,1 61,1
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Figura 35- Estrutura quimica da p-glucana (1 —3) com ramificago em O-6 por terminais ndo redutores
isolada das extra¢Oes a quente de P. ostreatus em cajui e marupa. M, D e T correspondem as unidades
—3)-B-Glcp-(1—; —3,6)-B-Glcp(1— e B-Glep-(1—, respectivamente.

As glucanas isoladas das amostras A e B s&o similares as comumente
encontradas, correspondendo a B-glucanas contendo uma cadeia principal (1—3), com
ramificaces em O-6 por terminais ndo redutores (Figura 35) (CARBONERO et al,
2006; SILVEIRA et al, 2014), podendo apresentar uma aplicabilidade na industria
quimica e farmacéutica (KAGIMURA et al, 2015).

Em relacdo a amostra C sugere ser uma B-glucana (I —3) linear, sendo
constituida majoritariamente (95,6 %) por unidades —3)-B-D-Glcp-(1— (ver Tabela 10

e Figura 36).

Figura 36- Provavel estrutura quimica da pB-glucana (1 —3) linear isolada das extra¢des a quente de
L.strigosus em cajui.
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Estas glucanas sdo comumente encontradas em fungos, podendo as mesmas
apresentar a atividade anti-inflamatoria e imunomoduladora (SILVEIRA et al, 2014;
SYNYTSYA & NOVAK, 2014). No entanto, até o presente momento ndo ha ainda
qualquer informagdo sobre as propriedades biologicas da B-(1—3)-glucana linear da
espécie L. strigosus.

Ainda sdo necessarios mais estudos das glucanas isoladas das amostras A, B e
C com objetivo de saber se as fragdes sollveis em agua quente sdo semelhantes as
fracBes insollveis, pois ao submeter as fracdes soliveis a RMN de '*C estas

apresentaram espectros diferentes das frag@es insollveis (Figura 37).
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Figura 37- Espectro de RMN de *3C da fragdo SHW-A. Fracdo solGvel de P. ostreatus cultivado em cajuf,
oriunda da extracdo a quente, apés o congelamente/degelo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

- L. strigosus ndo se desenvolveu em substrato contendo serragem de marupa;

- P. ostreatus desenvolveu-se igualmente bem em substrato contendo marupéa e
cajui;

- Os basidiomas de P. ostreatus e L. strigosus cultivado em substratos regionais
em cajui e marupa apresentaram as seguintes estruturas:

- Galactana linear parcialmente metilada foi isolada de P. ostreatus cultivado
em cajui;

- B-glucanas (1—3) com ramificagdo em O-6 por terminais ndo redutores
isoladas de P. ostreatus nos substratos de marupa (IHW-B) e cajui (IHW-A). A fracdo
IHW-C sugere ser uma B-glucana (1 —3) linear.

As moléculas deste estudo podem apresentar atividade imunomoduladora e

antitumoral, semelhante as que séo relatadas na literatura.
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