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RESUMO

Os cogumelos tém sido valorizados como alimento funcional e suplemento
alimentar para a humanidade, devido a presenca de substancias com alto valor
nutricional e/ou medicinal. Dentre os cogumelos reconhecidos pelas suas
propriedades terapéuticas encontra-se o0 Grifola frondosa, popularmente
conhecido como Maitake, o qual possui importantes acdes farmacologicas
como antitumoral, imunomoduladora, anti-inflamatoria, antioxidante, entre
outras, as quais tém sido relacionadas, principalmente, aos seus carboidratos.
Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo quimica
dos polissacarideos dos basidiomas das duas linhagens (branca e cinza,
representadas como Gfb e Gfc, respectivamente) de G. frondosa que vem
sendo cultivadas no Brasil. A partir destes foram obtidas as pB-glucanas
ramificadas contendo ligac6es do tipo (1—3) (1—6) e os heteropolissacarideos
formados principalmente por galactose (heterogalactana) ou manose
(heteromanana). A heterogalactana constituida, principalmente, por fucose
(15,7%), manose (20,5%) e galactose (63,8%), foi denominada de
fucomanogalactana (FMG-Gfb). Esta contém uma cadeia principal formada por
unidades de a-D-Galp e de 3-O-Me-a-D-Galp ligadas (1—6), as quais se
apresentam parcialmente substituidas em O-2 pelo dissacarideo 3-O-a-D-
Manp-a-L-Fucp e em menor propor¢do com terminais ndo redutores de a-L-
Fucp e a-D-Manp. A heteromanana, composta por fucose (6,9%), xilose
(33,1%) e manose (60,0%), ou seja, uma fucoxilomanana (FXM-Gfc) mostrou
ser constituida por uma cadeia principal composta por unidades de a-D-Manp
(1—3) ligadas, sendo uma parte destas substituidas em O-3 por cadeias
laterais formadas por fucose e xilose. Os resultados obtidos neste estudo
sugerem que nao ha diferencas significativas entre os carboidratos de ambas
as linhagens, evidenciando que a linhagem branca deve apresentar os efeitos

terapéuticos atribuidos aos carboidratos da outra linhagem.

Palavras-chave: Cogumelos medicinais; Grifola frondosa; polissacarideos.



ABSTRACT

Mushrooms have been valued as a functional food and dietary supplement for
humanity, due to the presence of substances with high nutritional value and/or
therapeutic. Among the mushrooms recognized for its therapeutic properties we
have is the leafy Grifola, popularly known as “Maitake”, which has important
pharmacological actions such as anti-tumor, immunomodulatory, anti-
inflammatory, antioxidant, and others, which have been mainly related to its
carbohydrates. Nevertheless, this study aimed to review the chemistry of the
polysaccharides from mushroom of the two lines ("white" and "gray",
represented as Gfb and Gfc, respectively) of G. frondosa leafy that have been
cultivated in Brazil. From these type it was obtained branched pB-glucans
containing links of type (1—»3) (1—»6) and heteropolysaccharides formed mainly
by galactose (heterogalactan) or mannose (heteromannan). The heterogalactan
composed mainly of fucose (15.7%), mannose (20.5%) and galactose (63.8%)
was denominated fucomannogalactan (FMG-Gfb). It contains a main chain
consisting of units of a-D-Galp and 3-Me-O-a-D-Galp connected (1—6), which
are present partially substituted by O-2 disaccharide 3-O- a-D-Manp-a-L-Fucp
to a lesser extent with terminal non-reducing a-L-Fucp and a-D-Manp. The
heteromannan composed of fucose (6.9%), xylose (33.1%) and mannose
(60.0%), a fucoxylomannan (FXM-Gfc) was found to be composed of a
backbone of units a-D-Manp (1—»3) connected, and a part of them substituted
by O-3 side chains made of fucose and xylose. The results of this study suggest
that there are no significant differences between the carbohydrate of both
strains, showing that white strain it provide the therapeutic effects attributed to

carbohydrates of another strain.

Keywords: Medicinal mushroom; Grifola frondosa; polysaccharides.
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- Espalhamento de luz

- Litro

- Molar

- Molaridade

- Metro

- Micrémetro

- Microlitro

- Miligrama

- Mililitro

- Hora

- Minuto

- Celsius
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m/v - Raz&o massa/volume
m/z - Relacdo massa/carga
MWCO - Massa molecular de corte
mm - Milimetro

ppm - Partes por milhao

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear
rpm - Rotagbes por minuto
TFA - Acido trifluoacético

TMS - Tetrametilsilano

Tr - Tempo de retencao

v/v - Raz&o volume/volume

% - Porcentagem

~ - Aproximadamente

MHz - MegaHertz
) - Deslocamento quimico
Me,SO - Dimetilsulféxido

Me,SO-dg - Dimetilsulféxido deuterado



XVviii

SUMARIO
L INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt 1
LLL FUNGOS ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e s e nnnneeees 1
1.2 MACROMICETOS ..ot 2
1.3 IMPORTANCIA DOS MACROMICETOS ..ot e, 3
1.4 POLISSACARIDEOS DE BASIDIOMICETOS......c.coveeveeieeeeeeeeeeeeee e, 5
1.4.1 HOMOPOIISSACANUEOS .....evvvviiiiieeeee et e e e e e e 6
1.4.2 HeteropoliSSACAridEOS. .......ooiuiiiiiiieiee et 12
1.5 Grifola frONAOS@. ... .uuuiiiiiiiiiiiiiii e 33
2. OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e s s eeeeeeeeeeannes 37
3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ..utviiiiiiieiiiiiiiieieeee e eeiiireee e 38
3.1 MATERIAL BIOLOGICO ...ttt 38
3.2 OBTENCAO DOS POLISSACARIDEOS........ccoiiiieeeeeeeeee e, 38
3.3 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS ......c.ccooiiieieeececeeeee e, 40
3.3.1 Fracionamento dos polissacarideos da linhagem branca de G. frondosa
......................................................................................................................... 40
3.3.2 Fracionamento dos polissacarideos da linhagem cinza de G. frondosa
......................................................................................................................... 43
3.4 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS.........cccovevveeiveinnnn, 46
3.4.1 CompOoSICA0 MONOSSACANAICA ... .vvvvveeeieeeeeeiiiiiiiiiieee e e eeee e 46
3.4.2 Oxidacao dos Polissacarideos com Periodato de Sodio ......................... a7
3.5. METODOS ANALITICOS ..ottt 48
3.5.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN) ...........ccoeeiiiiiiiiiiiiiiiciee e, 49

3.5.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)... 49
3.5.3 Cromatografia de Exclusdo Estérica Acoplada & Detecc¢éo por indice de

Refracdo e Espalhamento de Luz (HPSEC-MALLS)........cccooiviieeiiiiiiiiiiiieeeee, 50
4, RESULTADOS E DISCUSSOES.......coooieeeeeeeeeeeeeeie et 52
4.1 POLISSACARIDEOS DA FRACAO CW-GID.....ccooveveieciecececece e 59
4.2 POLISSACARIDEOS DAS FRACOES HW-Gfb € HW-GfC........ccccvveueeeee. 68
4.3 POLISSACARIDEOS DAS FRACOES K-Gfb € K-GfC .....covevvveeeceecieceein 71
5. CONCLUSAO ..ottt ettt 82
REFERENCIAS ... .ottt ettt ete et eaeane e 83

AP EN DICE ... ——— 91



1. INTRODUCAO

1.1 - FUNGOS

Os fungos, comumente chamados de bolores, leveduras, mofos,
cogumelos e trufas (BURGE, 1992; BONONI, GRANDI, 1998), constituem um
grupo de organismos, geralmente, filamentosos e multicelulares (PUTZKE,
PUTZKE, 2004). Eles exploram habitats diversos como solo, plantas e animais,
que contenham matéria organica passivel de colonizagdo, podendo ser
parasitas ou saprobios (ESPOSITO, AZEVEDO, 2004). Eles séo utilizados na
induUstria para a producdo de uma vasta gama de produtos quimicos, incluindo
a maior parte dos antibiéticos, muitos acidos organicos e etanol (BURGE, 1992;
BONONI, GRANDI, 1998).

O Reino Fungi ¢é subdividido em cinco filos incluindo
Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota.
Eles diferem uns dos outros principalmente na ontogénese, filogenia,
reproducdo sexuada e assexuada, na producdo de esporos e nos elementos
constituintes da parede celular (MORADALI et al., 2007).

A maioria destes organismos existe e cresce sob a forma de uma
rede espalhada ou micélio (parte vegetativa) vivendo principalmente como
hifas. As hifas crescem a partir da extremidade, e alimentam de forma
heterotréfica. Isto significa que fungos ndo podem realizar a fotossintese como
as plantas e algas que séo autotréficas (HOOD, 2006).

Como a maioria dos organismos, esses seres, pela acdo de um
grande numero de vias metabdlicas, podem armazenar energia para a
manutenc¢do, crescimento, reproducédo e obter os constituintes celulares de
uma variedade de meio em gque se encontram e incorporam as suas células
(assimilacéo), para poder processar e utilizar esses elementos em distintas vias
metabolicas (ESPOSITO, AZEVEDO, 2004).



1.2 - MACROMICETOS

O termo macromicetos engloba todos os cogumelos que podem
ser observados macroscopicamente, incluindo além dos basidiomicetos alguns
ascomicetos. A principal caracteristica diagndstica dos basidiomicetos € a
presenca de um basidio, onde posteriormente aparecerdo os basidiésporos
(ESPOSITO, AZEVEDO 2004), que sao esporos produzidos internamente no
basidio apds fusdo nuclear e meiose, respectivamente. Cogumelo € um termo
popular aplicavel para os fungos que apresentam basidioma observavel a olho
nu, embora sejam de muitas variacdes na forma, tamanho e coloracao, estas
se mantém razoavelmente constante nos diferentes grupos de fungos
(MORADALI et al., 2007).

Os basidiomicetos apresentam uma estrutura de frutificacdo
macroscopica, formada por hifas modificadas que formam pseudo-tecidos, os
quais se diferenciam em pileo, estipe, lamelas, anel e volva (PUTZKE,
PUTZKE, 2004) (Figura 1.1).

FIGURA 1.1 — Estrutura do corpo de frutificacdo de um basidiomiceto.

Pileo
Lamelas
BASIDIOMA
Anel
Estipe
Volva Micélio

FONTE: modificado de THE VISUAL DICTIONARY, 2015.



1.3 — IMPORTANCIA DOS MACROMICETOS

Durante milénios, os cogumelos tém sido valorizados como
alimento nutricional e suplemento alimentar para a humanidade, devido a
presenca de substancias com alto valor nutricional e/ou medicinal. Nas ultimas
décadas, diversas pesquisas tém validado o conhecimento antigo a respeito da
utilizacdo destes cogumelos, considerando-os como potentes e Unicas as
propriedades biologicas apresentadas por compostos extraidos destes
organismos.

Desta maneira, paises como Japao, China, Coréia e Russia vem
utilizando preparacdes derivadas de cogumelo nas praticas clinicas modernas
(MIZUNO, 1999; WASSER, WEIS 1999; RESHETNIKOV, WASSER, TAN,
2001; VAN GRIENSVEN, 2009; WASSER, 2010). Ao longo da metade do
altimo século, estudos realizados nesses paises, e mais recentemente, nos
Estados Unidos tém comprovado o potencial terapéutico destes compostos na
prevencéao e tratamento do cancér (ZONG, CAO, WANG, 2012).

O valor comercial dos cogumelos aumentou muito com 0 avancgo
de estudos das suas propriedades medicinais, além do interesse por alimentos
mais saudaveis com menos calorias e mais fibras (GHORAI et al., 2009), pois
eles além de possuirem uma baixa quantidades de lipideos, € uma fonte
elevada de proteinas, aminoacidos essenciais, minerais essenciais para a
nutricdio como Mg, Ca, Fe, Zn e K (RACZ et al., 1996), e fornecem um
conteudo significativo de vitaminas B1, B2, B12, C, D e E (MATILLA et al.,
2001; HELENO et al., 2010).

Diante disso, o uso dos cogumelos na producdo de suplementos
alimentares esta se tornando um novo ramo da economia, considerando seu
crescimento na utilizagcdo como terapia alternativa contra o céancer, pois
diversos pacientes ja apresentaram melhoras que vdo desde a diminuicdo de
tumores até a reducdo de efeitos colaterais da quimioterapia, provando que a
ingestao dos cogumelos é uma terapia eficaz (HARDY, 2008).

Com isso, sua importancia vem aumentando em fungédo de um
mercado em continuo crescimento, pelos rapidos avangos tecnoldgicos

melhorando a qualidade, a produtividade e o custo de producdo, e pelas



ilimitadas opc¢cBes de espécies que podem ser cultivadas (ESPOSITO,
AZEVEDO, 2004).

Os cogumelos representam uma importante e ampla inexplorada
fonte de novos produtos farmacéuticos, pois existem aproximadamente 15.000
espécies conhecidas, sendo que cerca de 2000 sdo préprias para consumo
humano e 650 destas possuem propriedades medicinais relatadas na literatura
(RAI, TIDKE, WASSER, 2005).

Diante dessa rigueza como recurso medicinal, a empresa
Mushroom Wisdom®, sediada em East Rutherford, Nova Jersey, Estados
Unidos, foi fundada em 1991 e é uma lider mundial no desenvolvimento,
producdo e pesquisa de suplementos alimentares de cogumelos (Figura 1.2),
sendo seus produtos comercializados, principalmente, no Canada, China,
Japdo, Nigéria, Porto Rico e Estados Unidos. A empresa comercializa produtos
na forma de capsulas tanto do extrato de cogumelos quanto de moléculas
isoladas, fornecendo assim produtos com propriedades comprovadas para
apoiar o sistema imunologico, a funcdo do cérebro, os niveis de aclcar no

sangue, a saude da mama, da préstata entre outras.

FIGURA 1.2 — Suplementos a base de cogumelos comercializados pela
empresa Mushroom Wisdom®.
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Fonte: MUSHROOM WISDOM®, 2015.



1.4 — POLISSACARIDEOS DE BASIDIOMICETOS

Os carboidratos sdo poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas, ou
substancias que geram estes compostos quando hidrolisadas (NELSON, COX,
2011), eles compreendem, as mais abundantes moléculas organicas, estando
presente nas células de todos os organismos vivos (SANZ, MARTINEZ-
CASTRO, 2007). Sao divididos em monossacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos de acordo com o tamanho.

Os basidiomicetos representam uma importante fonte de
polissacarideos com propriedades antitumorais e imunomodulatérias
(MUKUMOTO, YAMAGUCHI, 1977; LEE et al., 2003; GONZAGA et al., 2005).

Muitas acdes medicinais de cogumelos j4 foram estudadas,
incluindo atividade antitumoral, imunomoduladora, antioxidante, antiviral,
antiinflamatéria, hepatoprotetora, antidiabéticas (ZHANG et al., 2007),
antiparasitaria, antimicrobiana, antibacteriana, desintoxicacdo, cardiovascular,
entre outros (ZHU et al., 2015).

Diversas substancias com atividade imunomoduladora e/ou
atividade antitumoral tem sido isoladas a partir de cogumelos. Estas incluem
polissacarideos, complexos glicoproteicos, proteinas e triterpenoides
(MORADALI et al.,, 2007; WASSER, 2011). Dentre os compostos isolados
destes fungos, esta bem estabelecido que o0s polissacarideos sejam o0s
principais compostos que atuam como modificadores da resposta biolégica
(ZONG, CAO, WANG, 2012).

Os efeitos terapéuticos destes compostos, tais como a atividade
antitumoral, atividade anti-infecciosa e supressédo de doencas autoimunes tém
sido associadas, em muitos casos com 0 seu efeito imunomodulador. Os
imunomoduladores podem ser agentes eficazes no tratamento e prevencao de
doencgas e enfermidades e no que diz respeito ao aumento de doencas que
envolvem a disfun¢éo imunologica e o cancer (MORADALI et al., 2007).

Nos basidiomicetos, os polissacarideos podem ser encontrados
de varios tipos, sendo na forma de homopolimeros, heteropolimeros,
peptideopolissacarideos e lipopolissacarideos (GOW, GADD, 1995).

Alguns estudos tém mostrado que existe uma relacdo entre a

estrutura e a atividade biolégica apresentada por estas moléculas (WASSER,
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2002), ou seja, fatores como solubilidade em agua, massa molecular e
conformacado estdo diretamente ligados aos efeitos farmacologicos atribuidos
aos carboidratos (OHNO, 2005; CHEN, SEVIOUR, 2007; ZHANG et al., 2007).

1.4.1 — Homopolissacarideos

Dentre os diferentes carboidratos isolados de macrofungos, os
homopolissacarideos, polimeros constituidos por apenas um tipo de
monossacarideo, sdo os mais abundantes e comumente isolados destes
organismos. A maioria destes € formada pelo monossacarideo glucose
constituindo as moléculas denominadas de glucanas, as quais se distinguem,
principalmente, através do tipo de ligacdo glicosidica, anomericidade, massa
molecular e grau de ramificagdo (THOMPSON, OYSTON, WILLIAMSON,
2010).

Diversas glucanas tém sido descritas na literatura para estes
organismos, podendo apresentar cadeias lineares ou ramificadas, configuracéo
glicosidica a- e/ou B-, e ligacdes glicosidicas principalmente do tipo (1—>3) e
(1-6).

Dentre estas, as glucanas formadas por unidades de glucose com
configuracdo glicosidica do tipo B, conhecidas como B-glucanas, séo as
frequentemente isoladas nestes fungos (Tabela 1.1, p. 8). A maioria destas
apresenta uma cadeia principal de B-D-Glcp ligadas (1—3), as quais se
encontram parcialmente substituidas em O-6 por terminais ndo-redutores de [3-
D-Glcp (Figura 1.3).

FIGURA 1.3 - Estrutura da pB-glucana frequentemente encontrada em
basidiomicetos.

B-D-Glcp (a)
1
!
6
[—3)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-Glep-(1—],
(b) (c) (b)



Legenda:
a) B-D-Glcp-(1— b) —3)-B-D-Glcp-(1— ¢) —3,6)-B-D-Glcp-(1—




TABELA 1.1 - B-Glucanas isoladas do basidioma de basidiomicetos.

BASIDIOMICETO/
NOME DA FRACAO

CADEIA
PRINCIPAL

CADEIA LATERAL

CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS

REFERENCIAS

Grifola frondosa

(Fracéo: Grifolan-7N)

B-D-Glcp (1—3)

Substituicdo em O-6 por terminais ndo
redutores de B-D-Glcp
Grau de substituicdo = 2:1:1*

M,,= 1200 kDa
[a]*% +1,8°

IINO et al., 1985

Boletus erythropus

(Fragdo: N1)

B-D-Glcp (1—3)

Substituicdo em O-6 por terminais nao
redutores de B-D-Glcp
Grau de substituicdo = 1:3*

My= 1000 kDa
Dados de metilagdo: B-Glcp: 3-O-Glcp:
3,6-di-O-Glcp em uma proporgdo molar
de 0,8:1,9:1,0, respectivamente

CHAUVEAU et al., 1996.

Pleurotus
ostreatoroseus

(Fracéo: IEPW-PO)

B-D-Glcp (1—3)

Substituicdo em O-6 por terminais nao
redutores de B-D-Glcp
Grau de substituicdo = 1:3*

Dados de metilagdo: B-Glcp (26%), 3-O-
Glcp (49%) e 3,6-di-O-Glcp (25%), ou
seja, propor¢do molar de ~ 1:2:1,
respectivamente

Pleurotus eryngii

(Fracéo: IEPW-PE)

B-D-Glcp (1—3)

Substituicdo em O-6 por terminais ndo
redutores de B-D-Glcp
Grau de substituicdo = 1:3*

Dados de metilagdo: B-Glcp (26%), 3-O-
Glcp (49%) e 3,6-di-O-Glcp (25%), ou
seja, propor¢cdo molar de ~ 1:2:1,
respectivamente

CARBONERO et al.,
2006.

Flammulina velutipes

(Fracéo: PK2)

B-D-Glcp (1—3)

Substituicdo em O-6 por terminais ndo
redutores de B-D-Glcp
Grau de substituicéo = 1:4*

Dados de metilagdo: B-Glcp (20%), 3-O-
Glcp (58%) e 3,6-di-O-Glcp (19%), ou
seja, propor¢cdo molar de ~ 1:3:1,
respectivamente

SMIDERLE et al., 2006.

Ganoderma resinaceum

(Fracdo: DESSKS5)

B-D-Glcp (1—3)

Substituicdo em O-6 pelo dissacarideo
4-O-B-D-Glcp-B-D-Glep

M,,= 2,6 x 10" g/mol

Dados de metilagéo:
Glcp (24,7%), 3-O-Glcp (26,8%), 4-O-
Glcp (28,5%), 3,6-di-O-Glcp (20,0%)

AMARAL et al., 2008.

Pleurotus florida

(Fracéo: ISK2)

B-D-Glcp (1—3)

Substituicdo em O-6 por terminais nao
redutores de B-D-Glcp
Grau de substituicdo = 1:4*

M,= 1,2 x 10° g/mol
Dados de metilagdo: B-Glcp (20,4%), 3-
O-Glcp (59,5%) e 3,6-di-O-Glcp (20,1%),
ou seja, propor¢cdo molar de ~ 1:3:1,
respectivamente

SANTOS-NEVES et al.,
2008.




TABELA 1.1 - B-Glucanas isoladas do basidioma de basidiomicetos.

(Concluséao)

Pleurotus florida

(Fracéo: PS-I)

B-D-Glep (1-3)

Substituicdo em O-6 por terminais nao
redutores de (3-D-Glcp
Grau de substituicdo = 1:3*

Nao descrita.

OJHA et al., 2010

Pleurotus sajor-caju

(Fracdo: SGHW)

B-D-Glcp (1—3)

Substituicdo em O-6 por terminais nao
redutores de B-D-Glcp
Grau de substituicdo = 2:3*

M,,= 9,75 x10-> g/mol
Dados de metilacdo: B-Glcp (40,1%), 3-
O-Glcp (19,4%) e 3,6-di-O-Glcp (40,5%),
ou seja, propor¢do molar de ~ 2:1:2,
respectivamente

CARBONERO et al.,
2012.

Grifola frondosa

(Fracéo: GFPBW1)

B-D-Glecp (1—3)

Substituicdo em O-6 por terminais nao
redutores de B-D-Glcp
Grau de substituicdo = 1:3*

M= 300 kDa

FANG et al., 2012

Amanita muscaria

(Fragdo: FSK2)

B-D-Glcp (1—3)

Substituicdo em O-6 por terminais ndo
redutores de B-D-Glcp
Grau de substituicdo = 1:2,4*

M,= 16,2 x 10° g/mol
Dados de metilagdo: B-Glcp (29,9%), 3-
O-Glcp (40,3%) e 3,6-di-O-Glcp (29,8%),
ou seja, propor¢cdo molar de ~ 1:1,4:1,
respectivamente

RUTHES et al., 2013a.

*Frequéncia de substituicao em relagéo a cadeia principal.




Véarias destas B-glucanas (1—3) e (1—6) foram isoladas de
diversos géneros, sendo algumas destas comercializadas em paises como o
Japdo devido aos efeitos terapéuticos apresentados por estes polimeros.
Essas moléculas foram isoladas de diferentes géneros e algumas destas sao
denominadas de acordo com a fonte da qual foram obtidas, sendo a grifolana,
isolada de Grifola frondosa, a lentinana de Lentinus edodes e a esquizofilana
de Schizophyllum commune. Essas glucanas apresentam atividade
imunomodulatéria, antitumoral e antiviral, respectivamente.

Vérias B-glucanas foram avaliadas biologicamente e mostraram
ser uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos medicamentos,
apresentando propriedades antitumorais, antibacterianas, anti-inflamatorias,

entre outras (Tabela 1.2).

TABELA 1.2 — Atividade biologica de algumas -glucanas isoladas de
basidiomicetos.

FONTE EFEITO BIOLOGICO REFERENCIA

Grifola frondosa
(Fracéo: Grifolan-7N) Antitumoral [INO et al., 1985.
Basidiomas

Schizophyllum commune
(Fracéo: SPG) Antiviral MIZUNO et al., 1999.
Basidiomas

Lentinus edodes
(Fracdo: Nao descrita) Antitumoral MIZUNO et al., 1999.
Basidiomas

Lentinula edodes
(Fracéo: Nao descrita) Antibacteriana

A ISHIKAWA, KASUYA, VANETTI, 2001.
Micélio

Agaricus blazei
(Fracéo: FI) Antidiabética KIM et al., 2005.
Basidiomas

Pycnoporus cinnabarinus
(Fracdo: Nao descrita) Antibacteriana SHITTU et al., 2005
Micélio

Cortinarius ardesiacus
(Fracéo: Nao descrita) Antibacteriana BEATTIE et al., 2010.
Basidiomas

Sarcodon aspratus
(Fracdo:HBP) Imunomodulatéria HAN et al., 2010.
Basidiomas

Agaricus blasiliensis
(Fracéo:PLS) Antiviral MINARI et al., 2011.
Basidiomas
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TABELA 1.2 — Atividade biolégica de algumas -glucanas isoladas de

basidiomicetos.

(Concluséao)

Pleurotus sajor-caju
(Fracdo: SGHW)
Basidiomas

Imunomodulatéria

CARBONERO et al., 2012.

Dictyophora indusiata

(Fracao: PPS) Antioxidante DENG et al, 2012
Basidiomas
Grifola frondosa
(Fracdo: GFPBW1) Antitumoral FANG et al., 2012

Basidiomas

Amanita muscaria
(Fracéo: FSK2)
Basidiomas

Anti-inflamatéria e
antinociceptiva

RUTHES et al., 2013a.

Além das glucanas, outros homopolissacarideos também ja foram

isolados como algumas galactanas parcialmente metiladas isoladas do género

Pleurotus. As galactanas isoladas dos basidiomas de P. eryngi e P.

ostreatoroseus mostraram ser constituidas por a-D-galactopiranose (Figura 1.4-

[) e 3-O-metil-a-D-galactopiranose (Figura 1.4-1I) com ligacdes glicosidicas do
tipo (1—6). (CARBONERO et al.,, 2008a), enquanto que a isolada a partir

cultivo submerso de P. ostreatoroseus apresentou 0S mesmos constituintes,

porem estes sdo conectados através de ligacdo glicosidica do tipo (1—4)

(Figura 1.4-111 e IV) (ROSADO et al., 2002).

FIGURA 1.4 - Representacdo esquematica dos fragmentos presentes nas
galactanas isoladas de basidiomicetos.

0]

—6)-a-D-Galp-(1—

(1)

—4)-a-D-Galp-(1—

(1)
Me
l
3
—6)-a-D-Galp-(1—
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(IV)
Me
l
3
—4)-a-D-Galp-(1—
(d)
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Legenda:
a) —6)-a-D-Galp-(1— b) —6)-3-O-Me-a-D-Galp-(1—

1.4.2- Heteropolissacarideos

Ao contrario dos homopolimeros, os heteropolissacarideos sao
formados pela unido de diferentes monossacarideos. Dentre 0s
heteropolissacarideos descritos para macrofungos, os isolados frequentemente
sdao agueles contendo galactose (heterogalactanas) ou manose
(heteromananas), principalmente.

As heterogalactanas sao polissacarideos formados
majoritariamente por galactose, as quais geralmente compdem a cadeia
principal desses polimeros isolados dos cogumelos. Estes polimeros sao
denominados de acordo com a constituicio e o percentual de cada
monossacarideo presente, ressaltando que, geralmente, o nome é atribuido
pela ordem crescente dos teores de cada monossacarideo.

Dentre as heterogalactanas descritas, a maioria apresenta uma
cadeia principal constituida por a-Galp ligadas (1—6) (Figura 1.4-1, p. 11), as
guais podem apresentar grupos metil em O-3 (Figura 1.4-1l, p. 11) e em O-2

substituicbes por diferentes cadeias laterais. Os grupos laterais descritos
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podem ser terminais ndo redutores de a-L-Fucp (Figura 1.5-l), terminais ndo
redutores B-D-Galp (Figura 1.5-11), terminais ndo redutores de a- ou 3-D-Manp
(Figura 1.5-111 e 1V, respectivamente) e o dissacarideo 3-O-a-D-Manp-a-L-Fucp
(Figura 1.5-V).

FIGURA 1.5 - Representacdo esquematica dos principais fragmentos
presentes nas heterogalactanas isoladas de basidiomicetos.

() a-L-Fucp (b) (I B-b-Galp (c) (1)  a-b-Manp (d)
1 1 1
l ! l
2 2 2
—6)-a-D-Galp-(1— —6)-a-D-Galp-(1— —6)-a-D-Galp-(1—
(@) (a) (a)
(IV) B-D-Manp (e) V) a-D-Manp (d)
1 1
1 l
2 3
—6)-a-D-Galp-(1— a-L-Fucp (f)
(a) 1
!
2
—6)-a-D-Galp-(1—
(a)
Legenda:
a) —2,6)-a-D-Galp-(1— b) a-L-Fucp-(1— c) B-bD-Galp (1—
OH
6 OH
4 5 0O
HO - O%
3 OH 1
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d) a-D-Manp-(1— e) B-D-Manp-(1— f) —»3)-a-L-Fucp-(1—

, o OH "o
HO SHO/O H3C :
HO . O, N OH
OH & °

Moléculas contendo, além da galactose, apenas fucose sé&o
denominadas de fucogalactanas. Varios desses polimeros ja foram descritos
como as isoladas de Polyporus ovinus (AXELSSON, BJORNDAL, 1969),
(Figura 1.6-A) e Fomes annosus (AXELSSON et al., 1971) (Figura 1.6-B). Nos
basidiomas de Ganoderma applanatum foi isolada uma fucogalactana a qual
contém, além da substituicdo em O-2 por terminais nao redutores de a-L-Fucp,
grupos acetil (USUI, IWASARI, MIZUNO, 1981). Fucogalactanas parcialmente
metiladas foram descritas para Agaricus bisporus var. hortensis (KOMURA et
al.,, 2010) e Agaricus bisporus (RUTHES et al.,, 2012; 2013b), as quais
possuem grupos 3-O-Me-a-D-Galp na cadeia principal e B-D-Galp como
cadeias laterais (Tabela 1.3, p. 19).

FIGURA 1.6 - Representacdo esquematica da estrutura da fucogalactana
isolada de Polyporus ovinus (A) e de Fomes annosus (B).

A a-L-Fucp a-L-Fucp
1 1
! !
2 2

[—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1-,

a-L-Fucp a-L-Fucp
1 1
B
1 1
2 2

[—6)-a-D-Galp-(1—6)- a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—],
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Por outro lado, heterogalactanas contendo apenas manose S&o
chamadas de manogalactanas, as quais tém sido frequentemente isoladas de
fungos do género Pleurotus, como P. ostreatus (JAKOVLJEVIC et al., 1998), P.
ostreatus var. florida, P. ostreatoroseus (ROSADO et al., 2003), P. pulmonarius
(SMIDERLE et al., 2008a), P. sajor caju (SILVA et al., 2011) e P. geesteranus
(ZHANG et al., 2013) (Figura 1.7), sendo parcialmente substituidas em O-2 por
unidades de B-D-Manp e em O-3 por grupos metil.

FIGURA 1.7 - Representacdo esquematica da estrutura da manogalactana
isolada de P. geesteranus.

B-D-Manp
1

l
2

[>6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—-],

Além das moléculas anteriormente citadas, foi descrito para P.
ostreatus uma heterogalactana parcialmente substituida em O-2 por terminais
nao redutores de B-D-Glcp, ou seja, uma glucogalactana (Figura 1.8) (SUN,
LIU, 2009) (Tabela 1.3, p. 19).

FIGURA 1.8 - Representacdo esquematica da estrutura da glucogalactana
isolada de Pleurotus ostreatus.

B-D-Glcp B-D-Glcp
1 1
} !
2 2

[—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1-]

Heterogalactanas com estruturas complexas também tem sido
descritas, as quais podem conter cadeias laterais com tamanho e composi¢éo
diferentes. Estas sao frequentemente compostas por terminais ndo redutores
de L-Fucp, b-Manp, D-Glcp e/ou pelo dissacarideo 3-O-D-Manp-L-Fucp, sendo
chamadas de fucoglucogalactanas, fucomanogalactanas ou

manofucogalactanas, de acordo com os teores de cada constituinte.
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Heteropolissacarideos contendo fucose, manose e galactose séo
denominados de fucomanogalactanas (teores de fucose < manose < galactose)
ou manofucogalactanas (teores de manose < fucose < galactose). As
fucomanogalactanas mais simples encontradas em cogumelos apresentam
apenas terminais néo redutores de a-L-Fucp e B-D-Manp como grupos laterais,
as quais tém sido descritas em Lentinus edodes (CARBONERO et al., 2008b) e
Amanita muscaria (RUTHES et al., 2013a) (Figura 1.9) (Tabela 1.3, p. 19).

FIGURA 1.9 - Representacdo esquematica da estrutura da fucomanogalactana
isolada de Lentinus edodes e Amanita muscaria.

a-L-Fucp B-D-Manp
1 1
! !
2 2
—6)-a-D-Galp-(1— —6)-a-D-Galp-(1— —6)-a-D-Galp-(1—

Fucomanogalactanas ou manofucogalactanas contendo o
dissacarideo 3-O-a-D-Manp-a-L-Fucp foram descritas para Armillaria mellea
(BOUVENG, FRASER, LINDBERG, 1967; FRASER, LINDBERG, 1967) (Figura
1.10), Polyporus fomentarius (BJORNDAL, LINDBERG, 1969) (Figura 1.11, p.
17), Flammulina velutipes (MUKUMOTO, YAMAGUCHI, 1977; SMIDERLE et
al., 2008b), Laetiporus sulphureus (ALQUINI et al., 2004) (Figura 1.12, p. 17),
Fomitella fraxinea (CHO et al., 1998, 2011) (Figura 1.13, p. 17) (Tabela 1.3, p.
19).

FIGURA 1.10 - Representacdo esquematica da estrutura da
manofucogalactana isolada de Armillaria mellea.

a-D-Manp
1
l
3

a-L-Fucp L-Fucp
1 1
l !
2 2

—6)-a-D-Galp-(1— —6)-a-D-Galp-(1—> —6)-a-D-Galp-(1—»
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FIGURA 1.11 - Representacdo esquematica da estrutura da
manofucogalactana isolada de Polyporus fomentarius.

a-D-Manp
1
!
3
a-L-Fucp D-Galp a-L-Fucp
1 1 1
I ! !
2 2 2

—6)-a-D-Galp-(1-»  —6)-a-D-Galp-(1—»  —6)-a-D-Galp-(1—» —6)-a-D-Galp-(1—>

FIGURA 1.12 - Representacdo esquematica das principais estruturas
presentes nas heterogalactanas isoladas de Flammulina velutipes e Laetiporus
sulphureus.

a-D-Manp
1
l
4
a-L-Fucp a-D-Manp a-L-Fucp
1 1 1
! l l
2 2 2

—6)-a-D-Galp-(1—»  —6)-a-D-Galp-(1—»  —6)-a-D-Galp-(1—» —6)-a-D-Galp-(1—

FIGURA 1.13 - Representacdo esquematica das principais estruturas
presentes na manofucogalactana de Fomitella fraxinea.

a-D-Manp

—6)-a-D-Galp-(1— —6)-a-D-Galp-(1—

Ao contrario da maioria das manofucogalactanas obtidas de

cogumelos, a isolada de Polyporus giganteus contém uma cadeia principal
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constituida por B-D-Galp, sendo algumas dessas substituidas em O-2 pelo
dissacarideo 3-O-B-D-Manp-a-L-Fucp (BHAVANANDAN, BOUVENG,

LINDBERG, 1964) (Figura 1.14) (Tabela 1.3, p. 19).

FIGURA 1.14 - Representacdo esquematica da manofucogalactana isolada de

Polyporus giganteus.

B-D-Manp B-D-Manp
1 1
! !
3 3
a-L-Fucp a-L-Fucp
1 1
!

[—6)-B-D-Galp-(1—-6)-B-D-Galp-(1—6)-p-D-Galp-(1—-6)-B-D-Galp-(1—6)-p-D-Galp-(1-],

Heteropolissacarideo composto por fucose, glucose e galactose,

ou seja, fucoglucogalactana foi descrita para Hericium erinaceus a qual possui
cadeias laterais complexas (WANG, LUO, LIANG, 2004) (Figura 1.15) (Tabela

1.3, p. 19).
FIGURA 1.15 - Representacdo esquematica da estrutura da
fucoglucogalactana isolada de Hericium erinaceus.
Gal Glc Gal
1 1 1
| | |
4 3 6
Fuc (Glc), (Gle)s
1 1 1
! ! !
2 2 2
al-(1—-»6)-Gal-(1—6)-Gal-(1—-6)-Gal-(1—»6)-Gal-(1—]n

[->6)-Gal-(1—6)-Gal-(1—>6)-Gal-(1—6)-Gal-(1-6)-G
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TABELA 1.3 — Heterogalactanas isoladas de basidiomicetos.

TIPO DE
POLISSACARIDEO/ CADEIA " o
MATERIAL PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS REFERENCIAS
BIOLOGICO
Composicdo monossacaridica : Fuc: Gal, numa
Fucogalactana

Polyporus ovinus

a-D-Galp (1—-6)

Substituicbes em O-2 por
terminais n&o redutores de a-

proporcéo de molar de 1,0: 3,6
Dados de metilagdo: Fucp (20,0%), Galp (1,5%), 6-O-

AXELSSON,
BJORNDAL, 1969.

- L-Fucp Galp (55,0%), 2,6-di-O-Galp (23,5%)
Basidiomas [0]s7s2° + 85°
Fucogalactana Substituicdes em Composi¢cdo monossacaridica: Fuc: Gal, na proporgéo

a-D-Galp (1—6)

O-2 por terminais néo

molar de 1,0:2,5
Dados de metilagdo: Fucp (25,0 %), Galp (7,0%), 6-O-

AXELSSON et al.,

Fome; annosus redutores Galp (42,0%), 2,6-di-O-Galp (26,0%) 1971.
Basidiomas a-L-Fucp
[a]s7+ 78°
Fucogalactana Composicdo monossacaridica: Gal: Fuc, numa
(Fracéo: F-llaP) Substituicdes em O-2 por proporgdo molar de 3:1
a-D-Galp (1-6) terminais ndo redutores Dados de metilagdo: Fucp, 2-O-Galp, 6-O-Galp, 2,3-di- USUI, IWASARI,
Ganoderma P a-L-Fucp. O-Galp, 2,6-di-O-Galp, numa propor¢éo molar de MIZUNO, 1981.
applanatum Contém grupos acetil 1,0:0,1:2,2:0,1:0,9, respectivamente
Basidiomas [a]p + 108°
Fucogalactana M,,= 19,4 x 10° g/mol
(Fracé@o:EPF-Ab) Substituicdes em O-2 por Composicdo monossacaridica: Fuc (13,9%) e Gal
a-Galp (1-6) Unicas unidades de (86,1%)
Agaricus brasiliensis a-L-Fucp Dados de metilagdo: Fucp (14,2%),6-O-Galp (71,8%),
Basidiomas 2 6-di-O-Galp (14,0%) KOMLZJ&AO etal,
Fucogalactana M,, = 31,1 x 10° g/mol '

(Fracéo: EFP-Ah)
Agaricus bisporus
var. hortensis
Basidiomas

a-D-Galp (1-6) e
3-O-Me-a-D-Gal
(1—-6)

Substituicbes em O-2 por a-L-
Fucp e em menor proporg¢ao
por B-D-Galp

Composicdo monossacaridica: Fuc (16,8%),
3-O-Me-Gal (15,4%) e Gal (67,8%)
Dados de metilagdo: Fucp (14,8%), Galp (2,5%), 6-O-
Galp (64,8%), 2,6-di-O-Galp (17,9%)
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TABELA 1.3 - Heterogalactanas isoladas de basidiomicetos. (Continuagéao)
Fucogalactana M, =1,4 x 10* g/mol
(Fracdo: RFP-Lr) Substituicdes em O-2 por Composicdo monossacaridica: Fuc (29,0%) e Gal
a-D-Galp (1-6) terminais ndo redutores (71,0%)
Lactarius rufus a-L-Fucp Dados de metilacao: Fucp (26,9%), 6-O-Galp (46,0%),
Basidiomas 2,6-di-O-Galp (27,1%) RUTHES et al.,
M,, = 43,8 x 10" g/mol 2012.
Fucogalactana a-D-Galp (1-6) e Substituicdes em O-2 Composicado monossacaridica: Fuc (6%), Gal (84%) e
(Fracdo:RFP-Ab) 3-O-Me-a-D-Galp | unidades unicas de a-L-Fucp e 3-O-Me-Gal (10%)
Agaricus bisporus (1-6) B-D-Galp Dados de metilagdo: Fucp (2,8%), Galp(14,5%), 6-O-
Basidiomas Galp (64,8%), 2,6-di-O-Galp (17,9 %)
Fucogalactana M, = 37,1 x 10 g/mol
(Fragdo: EFP-Ab) Substituicdes em Composicdo monossacaridica: Fuc (11,2%), Gal RUTHES et al
a-D-Galp (1—-6) e | O-2 por a-L-Fucp e em menor (74,2%) e 3-O-Me-Gal (14,6%) 20133 "
Agaricus bisporus 3-0O-Me-a-D-Galp proporcao por B-D-Galp Dados de metilagdo: Fucp (13,1%), Galp (3,9%) 6-O- '
Basidiomas (1—6) Galp (65,6%), 2,6-di-O-Galp (17,4 %)
Manogalactana
(Fragdo: Nao Lo My, = 188 kDa
identificada) a-b-Galp (1-56) e Substituicoes em O-2 por Composigdo monossacaridica: Gal: Man: JAKOVLJEVIC et

3-0O-Me-a-D-Galp-

terminais nao redutores de j-

3-0O-Me-Gal, numa proporcao molar de 3:2:0,9,

al., 1998.

(Fracéo: EFP)

Pleurotus
ostreatoroseus
Basidiomas

a-D-Galp (1-6) e
3-O-Me-a-D-Galp
(1—-6)

Substituicdes em O-2 por
terminais ndo redutores de B-
D-Manp

M,y =45 kDa
Composicdo monossacaridica: Man:3-O-Me-Gal: Gal,
numa proporc¢ao molar de 36,3:9,8:53,9, respectivamente
Dados de metilacao: Manp (37,2%), Galp (0,5%), 6-O-
Galp (24,3%), 2,6-di-O-Galp (38,0%)

Pleurotus ostreatus (1-6) b-Manp respectivamente
Basidioma
Manogalactana M,, =46 kDa
(Fracao: EFP) a-D-Galp (1-6) e Substituicdes em O-2 por Composi¢do monossacaridica:
3-0-Me-a-p-Galp terminais ndo redutores de - Man: 3-O-Me-Gal: Gal, numa proporgao molar de
Pleurotus ostreatus D-Manp 39,0:5,8:55,2, respectivamente
var. florida (1-6) Dados de metilagio: Manp (38,6%), Galp (0,6%), 6-O-
Basidiomas Galp (21,2%), 2,6-di-O-Galp (39,6%) ROSADO et al.,
Manogalactana 2003.
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TABELA 1.3 - Heterogalactanas isoladas de basidiomicetos.

(Continuagao)

Manogalactana
(Fracédo: MG)

a-D-Galp (1-6) e

Substituicdes em O-2 por
terminais ndo redutores de j-

M,, = 2,39 x 10" g/mol
Composicdo monossacaridica: Man (32%),
3-0O-Me-Gal (13%) e Gal (55%)

SMIDERLE et al.,

3-O-Me-a-D-Galp D-Manp 2008a
Pleurotus pulmonarius (1—6) Dados de metilagdo: Manp (36%), 6-O-Galp (29%), 2,6- '
Basidiomas di-O-Galp (35%)
Manogalactana _ 4
(Fracdo: 50RPFCW- Substituicbes em O-2 das - My = 2,94 x 10 g{mol 0
Ps) a-Galp (1-6) e unidades de a-Galp por Composicdo monossacaridica: Man (23,3%), Gal
3-O-Me-a-Galp terminais nao redut d (66,8%), 3-O-Me-Gal (9,41%), Glc (0,51%) SILVA, 2011.
Pleurotus saior-caiu (1—6) erminais ng?'v::nu ores de B- Dados de metilagdo: Manp (30,1%), Galp (1,7%), 6-O-
Bosidome P Galp (36,6%), 2,6-di-O-Galp (31,3%)
Manogalactana L i My = 13 kDa
(Fracéo: PGPB-1) a-D-Galp (1-6) e Sﬁrgzgtgéiogz Eggpzp%a;s Composicao monossacgridica; Man:Gal:3-O-Me-Gal, ZHANG et al.,
3-O-Me-a-D-Galp terminais ndo redutores de p- numa proporgao molar de ~1:1_:1 2013
Pleurotus geesteranus (1-6) b-Man Dados de metilagéo: Manp:6-O-Galp:2,6-di-O-Gal, nhuma '
Basidiomas P relacdo molar de 1:1,14:0,94
Glucogalactana My, = 24 kDa
(fracdo: POP) Substituicdes em O-2 por Composicdo monossacaridica: Gal e Glc, numa
a-Galp (1-6) terminais ndo redutores de j- propor¢ao molar de 2:1 SUN, LIU, 2009.
Pleurotus ostreatus D-Glcp Dados de metilagdo: Glcp (20 %), 6-O-Galp (21 %), 2,6-
Basidiomas O-Galp (19%),
Fucoglucogalactana Substituicdo em O-2 pelo C . My, = 50,(Ij<_Da. Gle:Gal-F
(Fracdo: HPA) dissacarideo 4-O-Gal-Fuc e omposicéo monossac.an .|ca. c:Gal:Fuc numa
pelo tri- e tetrassacarideo proporgao.mollar de 1,0:2,1:0,4, respectivamente WANG, LUO,
Hericium erinaceus Galp (1-6) formado por Glc unidos por Dados ‘?e met|la}gao. (_Balp.GIcp.4-O-Fucp;3—O—GIcp.6-O— LIANG, 2004.
Basidiomas ligacdes (1-3) e (1-6) Glcp:6-0O-Gal: 2,6-di-O-Gal em proporcao molar de
respectivamente ' ~0,43:0,25:0,09:0,36:1,59:1,88:1,00.
P ' [o] +64°
—_ 4
Substituicées em O-2, MY"_~2’8 x 10" kDa e
Fucomanogalactana principaimente, pelo Composi¢ao monossacaridica:
(Fragdo:EFP-Ls) . . A . Fuc (21%), Man (28%) e Gal (51%)
a-Galp (1-6) dissacarideo 3-O-a-D-Manp-a Dados de metilagdo: Fucp (2,3%), Manp (28,5%), Galp ALQLZJ(I)NOI4et al,

Laetiporus sulphureus
Basidiomas

L-Fucp e a-D-Manp e em
menor proporgao por a-L-
Fucp.

(0,4%), 3-O-Fucp (18,5%), 6-O-Galp (18,0%), 2,6-di-O-
Galp (32 %)
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TABELA 1.3 - Heterogalactanas isoladas de basidiomicetos.

(Continuacéao)

Fucomanogalactana
(Fracédo: FMG-Le)

a-D-Galp (1—6)

Substituicdes em O-2 por
terminais nao redutores de a-

M,, = 16,2 x 10° g/mol
Composicdo monossacaridica: Fuc (11%), Man (21%)
e Gal (68%)

CARBONERO et

Lentinus edodes F M Dados de metilag&o: Fucp (11,0%), Manp (21,0%), Galp al., 2008b.
Basidiomas L-Fucp e B-b-Manp (1,0%), 6-O-Galp (34,0%),
2,6-di-O-Galp (33,0%)
Fucomanogalactana Subsntwggeg err:j 0O-2 por M, = 25,5 x10° g/mol
(Fragdo: R-FPHW) a-Galp (1-6) B-D-Man;rg rﬁeﬁzr sroporgéo Dados de metilagao: RUTHES et al.,
oor Fucp (21,6 %), Manp (8,9 %), 6-O-Galp (37,6 %), 2,6-di- 2013b.
Amanita muscaria a-L-Fucp O-Galp (31,9 %)
Basidiomas
Manofucogalactana Composicao monossacaridica: Fuc:Man:Gal, numa
Substituicbes em O-2 pelo proporcao molar de 1:1:2,6 BHAVANANDAN,
B-Galp (1—6) dissacarideo 3-O-B-D-Manp-- | Dados de metilagdo: Manp (24,5%), 6-O-Galp (36,5%), BOUVENG,

Polyporus giganteus L-Fucp. 2,6-di-O-Galp (23,7%), 3-O-Fucp (36,5 %) LINDBERG,1964.
Basidiomas [a]p + 65°
Composicao monossacaridica:
N i Gal:3-O-Me-Gal: Fuc: Man, numa propor¢do molar de
Manofucogalactana dE:gsg:?c;gge;ggg_ﬁ‘,fnel?L_ 6:2:2:1, respectivamente BOUVENG,
a-D-Galp (1—6) P Dados de metilagdo: Galp, Manp, Fucp, 6-O-Galp, 6-O- FRASER,

Armillaria mellea
Exopolissacarideos

Fucp e Unicas unidades de L-
Fucp

Manp ou 2-O-Manp, 3-O-Manp, 3-O-Fucp, 2,6-di-O-Galp,
2,6-di-O-Manp, Galp (3-MeGal)
[a]s780 + 97°

LINDBERG, 1967.

Manofucogalactana

Armillaria mellea

a-D-Galp (1—-6)

Substituigdes em O-2, pelo
dissacarideo 3-O-a-D-Manp-L-
Fucp e Unicas unidades de L-

Composicdo monossacaridica:
Gal:Fuc:Man, numa propor¢édo molar de 6,5:2:1.
Dados de metilagdo: Galp (3,7 %), Manp (9,6 %), Fucp
(9,2 %), 3-O-Fucp (9,7 %), 6-O-Galp (43,2 %), 2,6-di-O-

FRASER,
LINDBERG, 1967.

- Fucp Galp (19,2 %)
Basidiomas
[a]s780t+ 98°
Composicdo monossacaridica: Gal:Fuc:Man, numa
Manofucogalactana Substituicdes em proporcdo molar de 5,8:1,2:1,0.

Polyporus fomentarius
Basidiomas

a-Galp (1—6)

0O-2, pelo dissacarideo 3-O-a-
D-Manp-L-Fucp e Unicas
unidades de a-L-Fucp e D-Galp

Dados de metilagdo: Galp (5,1 %), Manp (11,4%), Fucp
(4,9%), 3-O-Fucp (11,3%), 6-O-Galp (40,5%), 2,6-di-O-
Galp (20,7%)

[a]s7g0 + 114°

BJORNDAL,
LINDBERG, 1969.
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TABELA 1.3 - Heterogalactanas isoladas de basidiomicetos.

(Concluséao)

M, = 9,5 x 10" g/mol

Manofucogalactana Composicdo monossacaridica: Fuc:Man:Gal, numa
Substituicdes em O-2 pelo posi¢ oroporeas molar de 4342 MUKUMOTO,
Flammulina velutipes a-calp (159 dISSi(_?ELIgsCé i;)?-o?-l_D-;:’\lAjigp-a- Dados de metilagao: Fucp (1,1 %), Manp (2,8 %), 3-O- YAM]'.AS\)(;;JCHL
. Fucp (2,8 %), 6-O-Galp (8,0 %), 2,6-di-O-Galp (3,8 %) '
Basidiomas 23
[alp™"+ 54°
M?;lrc;fuacggs_lﬁ;tg;]a Composicdo monossacaridica: Fuc:Man:Gal:, numa
Gao-: Substituicbes em O-2 por propor¢éo molar de 1,3:1,0:2,4.
a-D-Galp (1-6) a-L-Fucp.e pelo dissacarideo Dados de metilagao: Fucp (0,1%), Manp (1,0%), 3-O- USUI, IWASARI,
P 3-0-a-D-Manp-a-L-Fucp. Fucp (1,1%), 2-O-Galp (0,1%), 6-O-Galp (1,3%), 2,3-di- MIZUNO, 1981.
Ganoderma . ) .
Contém grupos acetil. O-Galp (0,1%), 2,6-di-O-Galp (1,1%)
applanatum e
Basidiomas [a]o
Manof lactan M, =1,5 x 10*kDa
a o~uF:oga_ac ana o Composicdo monossacaridica: galactose, manose e
(Fragao:Fomitellana Substituicbes em O-2, pelo fucose em uma proporcdo molar de 3:1:1
A) a-Galp (1-6) d|ssacar|dei_?:—lj)cs—D—Manp—a- Dados de metilagdo: Manp (16,2%), Fucp (18,9%), Galp CHO etal., 1998,
0, -0O- 0, -di-O- 0,
Fomitella fraxinea (1,5%), 6-O-Galp (44,1 /3_),9%,06 di-O-Galp (19,3%)
Basidioma [a]o
Substituicbes em O-2, . .
Manofucogalactana principalmente, pelo Composi¢do monossacaridica:
(Fracéo:30E) . . A . Fuc (20%), Man (16%) e Gal (64%)
a-Galp (1-6) dissacarideo 3-O-a-D-Manp-a Dados de metilagao: Fucp (7,0%), Manp (14,0%), Galp SMIDERLE et al.,

Flammulina velutipes
Basidiomas

L-Fucp e a-D-Manp e em
menor proporgao por
a-L-Fucp

(3,0%), 3-O-Fucp (12,0%), 6-O-Galp 37,0 %), 2,6-di-O-
Galp (27,0%)

2008b.
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Véarias heterogalactanas demonstraram in vitro e/ou in vivo,
efeitos imunomoduladores, antitumorais, anti-inflamatérios, dentre outros

(Tabela 1.4).

TABELA 1.4 — Atividade biolégica de algumas heterogalactanas isoladas dos
basidiomas de cogumelos.

FONTE

ATIVIDADE BIOLOGICA

REFERENCIA

Fomitella fraxinea
Fracdo: Fomitellana A

Efeito mitogénico;
Imunomodulatéria.

CHO et al., 1998

Grifola frondosa
(Fracéo: GFPS1b)

Antitumoral

CUl et al., 2007

Pleurotus pulmonarius
(Fracéo: MG)

Antinociceptiva

SMIDERLE et al., 2008a.

Lentinus edodes
(Fracédo: FMG-Le)

Anti-inflamatéria e
Antinociceptiva

CARBONERQO et al., 2008b.

Grifola frondosa
(Fracdo:MZF)

Antitumoral

MASUDA et al., 2009.

Pleurotus ostreatus
(fracéo: POP)

Imunomodulatéria

SUN, LIU, 2009.

Pleurotus ostreatus
(Fracéo: POPS-1)

Antitumoral

TONG et al., 2009.

Pleurotus sajor-caju
(Fracao: FI)

Antineoplésica

DALONSO et al, 2010.

Agaricus brasiliensis
(Fracdo:EPF-ADb)

Antinociceptiva

Agaricus bisporus
var. hortensis
(Fracdo: EFP-Ah)

Anti-inflamat6ria

KOMURA et al., 2010.

Grifola frondosa
(Fracéo: GF)

Imunomodulatoria

XU et al., 2010.

Lactarius rufus

(Fracdo: RFP-Lr) Antissepse
RUTHES et al., 2012.
e Antissepse
(Fragdo:RFP-Ab) p
Antissepse

Agaricus bisporus
(Fracéo: EFP-ADb)

Antinociceptiva
Anti-inflamatoria

RUTHES et al., 2013a.

Amanita muscaria
(Fracéo: R-FPHW)

Anti-inflamatéria e
antinociceptiva

RUTHES et al., 2013b.
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Os heteropolissacarideos formados principalmente por manose,
heteromananas, tem sido relatadas em cogumelos, porém a incidéncia € menor
gquando comparada as heterogalactanas. Estas possuem uma estrutura
principal formada por Manp unidas através de liga¢des do tipo a-(1—3) (Figura
1.16-1), B-(1—3) (Figura 1.16-Il) ou a-(1—4) (Figura 1.16-lll,), as quais se
encontram parcialmente substituidas em O-4 ou O-3 (Figura 1.16-1V e V),
respectivamente, por apenas xilose (xilomananas) ou por cadeias laterais

constituidas por fucose e xilose (fucoxilomananas) (Tabela 1.5, p. 29).

FIGURA 1.16 - Representacdo esquematica dos principais fragmentos de
cadeias principais presentes nas heteromananas isoladas de basidiomicetos.

) () (1)
—3)-a-D-Manp-(1— —3)-B-D-Manp-(1— —4)-a-D-Manp-(1—
(@) (b) c)
V)  a-D-Xylp V) a-L-Fucp
1 1
l !
4 2
a-D-Xylp B-D-Xylp
1 1
l !
4 4
—3)-a-D-Manp-(1— —3)-B-D-Manp-(1—
(d) (e)
Legenda:
a) —3)-a-D-Manp-(1— b) —3)-B-D-Manp-(1— c) —4)-a-D-Manp-(1—
OH
4 e
HO OH
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d) —3,4)-a-D-Manp-(1— e) —3,4)-B-bD-Manp-(1—

As xilomananas apresentam um core formado por a-Manp-(1—3),
sendo algumas destas substituidas em O-4 por terminais ndo redutores de D-
Xylp (Figura 1.17-1) e/ou por dissacarideos constituidos por D-Xylp (1—3) ou
(1—-4) ligadas (Figuras 1.17-11 e lll, respectivamente). Estas foram relatadas
em Armillaria mellea (Figura 1.18-A, p. 27) (BOUVENG, FRASER, LINDBERG,
1967), Polyporus tumulosus (Figura 1.18-B, p. 27) (ANGYAL, BENDER,
RALPH, 1974) e Flammulina velutipes (Figura 1.8-C, p. 27) (SMIDERLE et al.,
2006) (Tabela 1.5, p. 31).

FIGURA 1.17 - Representacdo esquematica dos principais fragmentos de
cadeias laterais presentes nas xilomananas isoladas de basidiomicetos.

)  B-D-Xylp (b) 1) a-D-Xylp (d) 1) a-D-Xylp (d)
1 1 1
! ! !
4 3 4
—3)-a-D-Manp-(1— a-D-Xylp (c) a-D-Xylp (e)
(a) 1 1
! !
3 4
—3)-a-D-Manp-(1— —3)-a-D-Manp-(1—
(a) (a)
Legenda:
a) —3,4)-a-D-Manp-(1— b) B-D-Xylp-(1— c) 3)-a-D-Xylp-(1




d) a-D-Xylp-(1— e) —4)-a-D-Xylp-(1

4 4
HO 5 O ""w.,LO 5 @)
HO 2\, HO X\,
*  OH *  OH
O v O www
FIGURA 1.18 - Representacdo esquematica da estrutura das xilomananas

isoladas de Armillaria mellea (A), Polyporus tumulosus (B) e Flammulina
velutipes (C).

A a-D-Xylp a-D-Xylp
1 1
! !
4 4
D-Xylp D-Xylp
! !
4 4

[—>3)-a-D-Manp-(1—3)-a-D-Manp-(1—3)-a-D-Manp-(1—3)-a-D-Manp-(1—3)-a-D-Manp-(1-],

B
D-Xylp
1
!
4 D-Xylp
D-Xylp 1
! 1
4 4
[—>3)-a-Manp-(1—3)-a-Manp-(1—3)-a-Manp-(1—],
C B-D-Xylp
1
!
3
B-D-Xylp B-D-Xylp
1 1
! !
4 4

—3)-a-D-Manp-(1— —3)-a-D-Manp-(1— —3)-a-D-Manp-(1—
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Diferente das xilomananas, as fucoxilomananas possuem um core

constituido por B-D-Manp ligadas (1—3) ou a-D-Manp ligadas (1—4) e grupos

laterais constituidas pelos dissacarideos 2-O-a-L-Fucp-B-D-Xyl (Figura 1.19-1)

ou 4-O-L-Fucp-D-Xylp (Figura 1.19-II), respectivamente.

FIGURA 1.19 - Representacdo esquematica dos principais fragmentos de
cadeias laterais presentes nas fucoxilomananas isoladas de basidiomicetos.

) L-Fucp (d)
1

l
2

D-Xylp (c)
1

!
4

—3)-B-D-Manp-(1—
(@)

Legenda:
a) —3,4)-B-bD-Manp-(1—

1)) L-Fucp (d)
1

!
4

D-Xylp (€)
1

!
3

—4)-o-D-Manp-(1—
(b)

b) —3,4)-a-D-Manp-(1—

e) —4)-a-D-Xylp-(1—
5

e h O
o\
3 OH

O'\NW\N‘
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Esses polimeros foram encontrados em Polyporus pinicola (Figura
1.20-A) (AXELSSON, BJORNDAL, LINDBERG, 1969), Fomes annosus (Figura
1.20-B) (AXELSSON et al.,, 1971) e Ganoderma lucidum (Figura 1.20-C)
(MIYAZAKI et al., 1982). As duas primeiras contém uma cadeia principal
constituida por residuos de B-D-Manp ligados (1—3) e parcialmente
substituidos em O-4 pelo dissacarideo 2-O-a-L-Fucp-B-D-Xylp, sendo distinta
da proveniente de G. lucidum, a qual é formada por um core de a-D-Manp
(1—4) e pelo dissacarideo 4-O-L-Fucp-D-Xylp como substituinte em O-3
(Tabela 1.5, p. 31).

FIGURA 1.20 - Representacdo esquematica das estruturas das
fucoxilomananas isoladas de Polyporus pinicola (A), Fomes annosus (B) e
Ganoderma lucidum (C).

A a-L-Fucp a-L-Fucp a-L-Fucp
1 1 1
! l !
2 2 2
B-D-Xylp B-D-Xylp B-D-Xylp
1 1 1
! l !
4 4 4

[—3)-B-D-Manp-(1—3)-B-D-Manp-(1—3)-p-D-Manp-(1—3)-B-D-Manp-(1-],

B a-L-Fucp a-L-Fucp a-L-Fucp
1 1 1
! ! l
2 2 2
B-D-Xylp B-D-Xylp B-D-Xylp
1 1 1
! ! !
4 4 4

[—3)-B-D-Manp-(1—3)-B-D-Manp-(1—3)-B-D-Manp-(1—3)-3-D-Manp-(1—3)-B-D-Manp-(1-],

C L-Fucp L-Fucp L-Fucp
1 1 1
l ! !
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—],
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Ao contrério das heterogalactanas e glucanas que tém sido
amplamente avaliadas quanto aos seus efeitos bioldgicos, apenas a
fucoxilomanana de Ganoderma lucidum foi testada em relacdo aos seus
possiveis efeitos terapéuticos, apresentando atividade antitumoral frente as
células tumorais de Sarcoma 180 (MIYAZAKI et al., 1982).
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TABELA 1.5 - Heteromananas isoladas de basidiomicetos.

FRACAO

CADEIA
PRICIPAL

CADEIA LATERAL

CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS

REFERENCIAS

Xilomanana

Armillaria mellea
Micélio (cultivo

a-Manp (1—3)

Substituicbes em O-4, pelo
dissacarideo 4-O-D-Xylp-D-Xylp

Composicdo monossacaridica: Man (75%) e Xyl
(25%)
Dados de metilagdo: Xylp (21,3%), Manp (4,0%), 3-
O-Manp (31,1%), 4-O-Xylp (20,1 %),

BOUVENG,
FRASER,
LINDBERG, 1967.

liquido) 3,4-di-O-Manp (20,7%) e tri-O-Manp (3,0%)
[a]s7g0 + 71°
Xilomanana Composicdo monossacaridica: Man (54,5%) e Xyl
(Fragéo: C) Lo (45,5%)
) . Substituicbes em O-4, pelo St i ANGYAL,
Polyporus tumulosus aManp (129) 1 dissacarideo 4-O-D-Xylp-D-Xylp (2D’§1 (jlofilslz Tﬂzg;aﬁﬂa:ﬁpx(ga(gf/ig mz%))(yzyll\g?gg BENDER, RALPH,
e Unicas unidades de D-Xylp = 4 ’ o 3 ' : 1974

Micélio (cultivo
liguido)

Me,Xyl), Manp (2,6-Me,Man)
[a]o + 56°

Xilomanana
(Fragdo: XM)

Flammulina velutipes
Basidiomas

a-Manp (1—3)

Substituicdes em O-4,
principalmente por Unicas
unidades de B-Xylp dissacarideo
3-0-B-D-Xylp-B-D-Xylp e

M,, = 30,8 x 10" g/mol
Composicdo monossacaridica: 40% Xyl e 60%
Man numa proporcéo molar de 3,0:1,0
Dados de metilagdo: Xylp (31%), 3-O-Xylp (6%), 4-
O-Xylp (1%), 2-O-Xylp (1%), 3,4-di-O-Xylp (1%),
3-O-Manp (28%), 3,4-di-O-Manp (32%)

SMIDERLE et al.,
2006.

Fucoxilomanana

Polyporus pinicola

-D-Manp (1—3)

Substituicbes em O-4, pelo
dissacarideo 2-O-a-L-Fucp-3-D-
Xylp

Composicdo monossacaridica: Fuc:Xyl:Man na
proporcdo molar de 0,8:0,7:1,0, respectivamente.
Dados de metilagdo: Fucp (30,2%), 2-O-Xylp
(29,5%),
3-O-Manp (9,7%), 3,4-di-O-Manp (30,6%)

[a] 578 - 42°

AXELSSON,
BJORNDAL,
LINDBERG, 1969.

Fucoxilomanana

-D-Manp (1—3)

Substituicbes em O-4, pelo
dissacarideo 2-O-a-L-Fucp-B-D-

Composicdo monossacaridica: Fuc:Xyl:Man na
proporcao molar de 1,0:1,0:2,5, respectivamente.
Dados de metilacdo: Fucp (22,0%), 2-O-Xylp

AXELSSON et al.,

Fomes annosus vl (22,0%), 1971.
Basidiomas yip 3-O-Manp (34,0%), 3,4-di-O-Manp (22,0%)
[a]s7g - 10°
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TABELA 1.5 - Heteromananas isoladas de basidiomicetos.

(Concluséao)

Fucoxilomanana

Ganoderma lucidum
Basidiomas

D-Manp (1—4)

Substituicbes em O-3, pelo
dissacarideo 4-O-L-Fucp-D-Xylp

M,, = 38,0 x 10° g/mol
Composicdo monossacaridica: Fuc:Xyl:Man na
proporcdo molar de 1,0:1,0:1,0, respectivamente.
Dados de metilagdo: Fucp, 4-O-Xylp, 4-O-Manp,
3,4-di-O-Manp
[a]o?° - 0,06°

MIYAZAKI et al.,
1982.
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1.5 — Grifola frondosa

Grifola frondosa € um fungo que pertence a classe Basidiomycetes,
ordem Aphyllophorales e familia Polyporaceae. Ele € popularmente conhecido
como "Huishu hua" (China) e "Maitake" (Japao, “mai” significa danca e “take”
significa cogumelo) (ZHANG, WANG, WU, 2012). Existem duas linhagens
desse fungo que foram cultivadas no Brasil, sendo uma branca (Figura 1.20-I) e

a outra cinza (Figura 1.21-11).

FIGURA 1.21 - Representacéo do basidiomiceto G. frondosa: linhagem branca
() e linhagem cinza (I1).

(1

Q)

Fonte: MEDICAL MUSHROOMS, 2015.
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O “Maitake” tem sido uma espécie economicamente importante em
paises do Extremo Oriente, como o Japéo e a China. E cultivado numa escala
comercial e comumente adquirido por sua importancia na culinéria, devido ao
seu excelente sabor e textura, e pelos seus efeitos benéficos a saude
(ZHUANG, WASSER, 2004).

Varios polissacarideos ja foram isolados desse cogumelo, tanto
do seu corpo de frutificacdo quanto do cultivo submerso (exopolissacarideos e
micélio). Dentre os polissacarideos isolados, 0 mais importante e amplamente
estudado é a grifolana devido a sua acao imunomoduladora. Conforme descrito
anteriormente, esta B-glucana vem sendo comercializada, principalmente na
forma de cépsulas, em diversos paises como Canada, China, Japao, Nigéria,
Porto Rico e Estados Unidos. Porém, no Brasil a venda € proibida pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), devido principalmente a escassez
de estudos cientificos que garantam a eficacia destes produtos.

Polissacarideos isolados de “Maitake” estdo entre 0s mais
efetivos, demonstrando atividade antitumoral in vivo. “Maitake” também
demonstrou ser o cogumelo mais promissor como um imunomodulador, sendo
mais eficaz quando administrado por via injetavel (MAYELL, 2001). Devido aos
efeitos terapéuticos destes polimeros, varios polissacarideos isolados de G.
frondosa foram patenteados no Japao (BOH, BEROVIC, 2007).

Em 1985, foi identificada uma fragdo, tanto nos micélios quanto
nos basidiomas de G. frondosa com capacidade de estimular os macrofagos.
Essa fracdo, obtida por extracBes aquosas a quente foi denominada de fracédo
D, que consiste em uma mistura de polissacarideo e proteina numa proporgao
molar de (80:20). A porcéo polissacaridica é constituida por p-glucanas com
cadeia principal (1—3) e ramificagcbes em O-6 e com cadeia principal (1—6), as
quais podem apresentar-se ramificadas em O-3. O isolamento desta fracéo
gerou uma patente (JP Patent 59210901), que apoOs novas purificacoes,
chegou-se a fracdo-MD (US Patent 5854404), a qual é constituida por um
complexo glucana-proteina em uma relacdo de 99:1, respectivamente
(MAYELL, 2001).

A empresa Mushroom Wisdom® comercializa a fracdo-D de
“Maitake” com acdo estimulante do sistema imunolégico, tanto na forma de

capsulas quanto na forma liquida (Figura 1.22, p. 35).
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FIGURA 1.22 — Fracédo-D obtida de G. frondosa, comercializada na forma de
capsulas e na forma liquida.

¥
'z
- i g
. e -
MAITAKE " MAITAKE #
v -
: Standord y : o2
=]
\v//

Fonte: MUSHROOM WISDOM?®, 2015

A fracdo-D de “Maitake” ja foi testada de forma injetavel ativando
0 sistema imunoldgico e evitando a proliferacdo de novos tumores, além de
prevenir o desenvolvimento de cancer a partir de células normais em
camundongos com céancer de figado (NANBA, 1995) e com cancer de mama
(NANKA, KUBO, 1997).

Diante desses resultados, a Agéncia de admistracdo de comida e
drogas dos Estados Unidos (USFDA - United States Food and Drug
Administration) comecou a tratar pacientes com cancer utilizando as fracdes D
e MD. Em 1998, foi aprovado o estudo piloto da Fase Il (IND 54589) sobre os
potenciais efeitos da fracdo-D frente a canceres de mama e de prostata. Os
resultados foram idénticos aqueles observados nos camundongos. Além disso,
este macrofungo pode ser empregado em conjunto com a quimioterapia para
diminuir seus efeitos colaterais, tais como a perda de cabelo, dor e nauseas
(MAYELL, 2001).

LIN et al.,, 2010, testou B-glucanas de “Maitake”, dando-lhes,
juntamente com paclitaxel aos camundongos. Os camundongos que receberam
a B-glucana juntamente com paclitaxel apresentaram uma recuperagcdo mais
rapida dos glébulos brancos do que aqueles que nao receberam a B-glucana.

O Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (USNIH-

United States National Institutes of Health, 2014) esta realizando um ensaio
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clinico com uma B-glucana desse cogumelo, que esta sendo testada em
conjunto com outros medicamentos para saber se eles aumentam a eficacia de
um anticorpo monoclonal (3F8). Este teste esta sendo realizado em pacientes
com neuroblastoma, os quais ndo responderam ao tratamento comum. O
estudo tem como objetivo observar os efeitos imunolégicos, os efeitos
colaterais, e a dose maxima da B-glucana tolerada. Ele esta previsto para ser
concluido no final de 2015.

Segundo a Sociedade Americana de Céancer (ACS - American
Cancer Society, 2014), “Maitake” pode ser utilizado como alimento ou na forma
de ch4, além de estar disponivel como extrato liquido, comprimido e capsula,
porém a quantidade de B-glucanas em cada forma pode variar. A dose usual
recomendada de cogumelo seco € entre 3 a 7 gramas por dia.

Cabe ressaltar que os estudos referentes aos polissacarideos de
G. frondosa foram realizados apenas para a linhagem “cinza”. No entanto,
recentemente, vem sendo cultivada a linhagem conhecida como “branca” ou
“albina”, a qual tem sido avaliada quimicamente com o intuito de verificar se a
mesma possui propriedades medicinais semelhantes as descritas
anteriormente para este fungo.

Com o intuito de verificar se o Brasil vem sendo cultivadas as
linhagens branca e cinza do cogumelo medicinal G. frondosa. Apesar da
diferenca na pigmentagédo, as duas linhagens estdo sendo cultivadas sob as
mesmas condi¢cdes para efeito de comparacao.
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2 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo principal realizar a
caracterizacdo quimica de polissacarideos isolados dos basidiomas das
linhagens branca e cinza do fungo Grifola frondosa obtidos por cultivo em
substrato.

Para essa finalidade, as seguintes etapas foram propostas:

a) Extrair os polissacarideos dos basidiomas de G. frondosa
(linhagens branca e cinza) através de extracfes aquosas e alcalinas;

b) Purificar as fracdes polissacaridicas obtidas por técnicas de
fracionamento como congelamento/degelo, precipitacdo com sais de cobre
(ex: solucéo de Fehling) e dialise;

c) Caracterizar estruturalmente os polimeros isolados utilizando
métodos de derivatizacdo quimica [conversdo dos carboidratos em acetatos
de alditois (acetilacdo), oxidacdo com periodato de soédio] e técnicas
analiticas de RMN, CG-EM e HPSEC-MALLS;
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAL DE ESTUDO

Os basidiomas das linhagens branca (massa seca = 35,0 g) e
cinza (massa seca = 209,6 g) de G. frondosa foram fornecidos, em maio de
2010, pela empresa YURI Cogumelos (Proprietario: lwao Akamatsu), localizada

na cidade de Sorocaba, Sao Paulo.

3.2 - OBTENCAO DOS POLISSACARIDEOS

Os basidiomas de G. frondosa linhagem branca (35,0 g) foram
submetidos a sucessivas extracfes aquosas (2 L) a frio ~10 °C por 8 h, sob
agitacdo mecanica, sendo esse processo repetido por 6 vezes. Apds cada
extragdo, os materiais foram filtrados separando os residuos | dos extratos
aguosos |. Os extratos aquosos obtidos foram unidos e concentrados sob
pressao reduzida até um volume pequeno, precipitados com etanol e
centrifugados (3214 g, 15 min, 25 °C). O precipitado etandlico | (fracdo CW-
Gfb) foi dialisado contra agua corrente (MWCO: 12-14 kDa), por
aproximadamente 24 h, e liofilizado (Figura 3.1, p. 39).

Os materiais residuais (I), provenientes da extracado aquosa a frio
de ambas as linhagens, foram submetidos a sucessivas extracdes aquosas (2
L) sob refluxo em banho de agua fervente ~96 °C por 8 h, sendo 10 vezes para
a linhagem branca e 6 vezes para a linhagem cinza (Figura 3.1, p. 39). Apés
cada extracdo, os materiais foram filtrados separando os materiais residuais Il
dos extratos aquosos Il. Os extratos aquosos |, obtidos para cada linhagem,
foram unidos e concentrados sob presséo reduzida até um volume pequeno,
precipitados com etanol (3:1, v/v) e centrifugados (3214 g, 15 min, 25 °C). Os
precipitados etanolicos Il obtidos, fracdes HW-Gfb e HW-Gfc, foram dialisados
contra agua corrente (MWCO: 12-14 kDa) por, aproximadamente,
24 h e liofilizados (Figuras 3.1, p. 39).

Os materiais residuais Il foram tratados com solugédo aquosa de
hidroxido de potéassio (KOH) a 1%, sob refluxo em banho de agua fervente

~96 °C por 8 h, sendo 6 vezes para ambas as linhagens. Os extratos
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alcalinos foram filtrados, neutralizados com acido acético (AcOH),
dialisados (MWCO: 12-14 kDa) contra agua corrente por 48 h,

concentrado sob pressdo reduzida até volume pequeno e liofilizado,

resultando nas fragbes K-Gfb e K-Gfc (Figura 3.1).

FIGURA 3.1 — Esquema de extracdo dos polissacarideos dos basidiomas deG.
frondosa linhagens branca e cinza, por extracdes aquosas e alcalinas.

\
BASIDIOMAS de Grifola frondosa

| (linhagem cinza: Gfc)
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| realizado por Oliveira et al., 2013. |
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agitacao mecanica por 8h (6x).
- Filtrac&o.

MATERIAL RESIDUAL |

EXTRATO AQUOSO |
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- Filtrac&o.

EXTRATO AQUOSO i

- Centrifugacéo.

- Precipitagdo com etanol 3:1 (v/v).

v

PRECIPITADO ETANOLICO |

- Centrifugacéo.
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3.3 - PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

A purificacdo das fragbes polissacaridicas obtidas por extracdes
aguosas (CW-Gfb, HW-Gfb e HW-Gfc) e alcalinas (K-Gfc e K-Gfb) foi realizada
através de procedimentos de fracionamento como: congelamento e degelo
(GORIN, IACOMINI, 1984), precipitacdo com solu¢céo de Fehling (precipitacéo
por formacdo de complexos cupricos solaveis e insoliveis) (JONES,
STOODLEY, 1965) e diadlise em sistemas fechados utilizando membranas com
diferentes limites de exclusdo (CARBONERO, 2005). O fracionamento das
fracBes soluveis foi acompanhado pelo perfil de eluicdo obtido através de
cromatografia de excluséo estérica acoplada a deteccéo por indice de refracéo
e espalhamento de luz (HPSEC-MALLS).

3.3.1- Fracionamento dos polissacarideos da linhagem branca de G. frondosa

As fragBes polissacaridicas CW-Gfb, HW-Gfb e K-Gfb foram
submetidas, primeiramente, ao procedimento de purificacdo por congelamento
e degelo. Para isto, cada fracdo foi solubilizada em agua destilada e, a seguir,
submetida ao congelamento e posterior degelo em temperatura ambiente (25
°C). Os precipitados insolaveis em agua fria (ICW-Gfb, IHW-Gfb e IK-Gfb)
foram separados dos demais componentes solluveis (SCW-Gfb, SHW-Gfb e
SK-Gfb) por centrifugacdo (4629 g, 15 min, 10 °C) (Figura 3.2, p. 41; Figura
3.3, p- 42; Figura 3.4, p. 42). Esse procedimento foi repetido diversas vezes até
gue os sobrenadantes ndo apresentassem material insolivel em agua fria.

Em seguida, as fracdes sollveis em agua fria (SCW-Gfb, SHW-
Gfb e SK-Gfb) originadas do processo de congelamento/descongelamento
foram submetidas & didlise em membranas (Spectra/Por®), com limite de
exclusdo (MWCO: 1000 kDa), contra 4gua destilada (Figuras 3.2, p. 41; Figura
3.3, p. 42; Figura 3.4, p. 42). O processo foi repetido diversas vezes, até que a
fracédo eluida (= agua de dialise) ndo apresentasse coloracdo. Da fracdo MRK-
Gfb foi purificada uma glucana denominada de GLC1-Gfb (Figura 3.4, p. 42).

ApoOs separacdo por dialise, as fragbes MRCW-Gfbh, MECW-Gfb,
MEK-Gfb foram, separadamente, tratadas com solu¢do de Fehling, originando
0s complexos cupricos soluveis (SFMRCW-Gfb, SFMECW-Gfb e SFMEK-Gfhb)
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e insoluveis (PFMRCW-Gfb, PFMECW-Gfb PFMEK-Gfb) que foram separados
por centrifugacao (4629 g, 15 min, 20 °C) (Figuras 3.2; Figura 3.3, p. 42; Figura
3.4, p. 42). Com a finalidade de remover os sais utlizados neste
fracionamento, estas fracbes foram, apOs neutralizacdo com &cido acético,
dialisadas contra agua corrente (MWCO: 12-14 kDa) por ~48 h. Decorrido o
tempo, as mesmas foram tratadas com resina catibnica fortemente acida
(forma H") com o objetivo de remover o cobre, filtradas em algoddo para
remocdo da resina e novamente dialisadas contra agua corrente (MWCO: 12-
14 kDa por aproximadamente 24 h).

Esse procedimento foi repetido para a fracdes PFMRCW-Gfb,
SFMRCW-Gfb, SFMECW-Gfb, SFMEK-Gfb originando os complexos cupricos
solaveis (SF-PFMRCW-Gfb, SF,MRCW-Gfb, SF,MECW-Gfb e SF,MEK-Gfb) e
insolaveis (PF,MRCW-Gfb, PF-SFMRCW-Gfb, PF-SFMECW-Gfb e PF-
SFMEK-Gfb) os quais foram separados por centrifugacdo (4629 g, 15 min, 20
°C) (Figura 3.2; Figura 3.3, p. 42; Figura 3.4, p. 42). Da fracdo PF,MRCW-Gfb
foi isolada uma fucomanogalactana denominada de FMG-Gfb.

A fracdo MEHW-Gfb foi submetida a dialise em membrana
(Spectra/Por®) com limite de exclusdo de 500 kDa, gerando uma fracédo eluida
(QEMEHW-Gfb) e uma retida (QRMEHW-Gfb) (Figura 3.3, p. 42).

FIGURA 3.2 — Esquema de purificacdo dos polissacarideos dos basidiomas de
G. frondosa linhagem branca, por extragdo aquosa a frio.
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- Congelamento/Degelo
- Centrifugacéo (4629 g por 15’, 10 °C)

Fracdo insoluvel em &gua fria Frac&o soluvel em agua fria
(ICW-Gfb) (SCW-Gfb)
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(MRCW'Gfb) - Tratamento com solucéo de Fehling (IVI ECW'Gfb)
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I I | ' |
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{ - Tratamento com solucdo de Fehling |
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FIGURA 3.3 — Esquema de purificacdo dos polissacarideos dos basidiomas de

G. frondosa linhagem branca, por extracdo aquosa a quente.

FRACAO HW-Gfb

- Congelamento/Degelo
- Centrifugacéo (4629 g por 15, 10 °C)

Fracdo insolivel em agua fria Frag&o solGvel em agua fria
(IHW-Gfb) (SHW-Gfb)

Centrifugagédo
{ (8228 g por &', 30 °C)

Fracdo insolivel em 4gua fria
(gel-IHW-Gfb)

Fracao retida
(MRHW-Gfb)

Dialise em membrana com limite
ide exclus&o de 1000 kDa

Fracao eluida
(MEHW-Gfb)

Dialise em membrana com limite
ide exclus&o de 500 kDa

Fracéo retida
(QRMEHW-Gfb)

Fracédo eluida
(QEMEHW-Gfb)

FIGURA 3.4 — Esquema de purificacdo dos polissacarideos dos basidiomas de

G. frondosa linhagem branca, por extracdo aquosa alcalina.
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3.3.2 - Fracionamento dos polissacarideos da linhagem cinza de G. frondosa

As fracdes polissacaridicas HW-Gfc e K-Gfc foram submetidas, da
mesma forma que as fragdes da linhagem branca, ao procedimento de
purificacdo por congelamento e degelo, gerando precipitados insollveis em
agua fria (IHW-Gfc e IK-Gfc) e componentes soluveis (SHW-Gfc e SK-Gfc), os
quais foram separados por centrifugacdo sob as mesmas condi¢des citadas
anteriormente (Figura 3.5, p. 44; Figura 3.6, p. 45).

A fracdo sollvel originada do congelamento e degelo (SHW-Gfc)
foi submetida ao tratamento com solucdo de Fehling gerando as fracfes
SFHW-Gfc e PFHW-Gfc, as quais foram separadas por centrifugacdo sob as
mesmas condicdes descritas anteriormente. A fracdo SFHW-Gfc foi dialisada
primeiramente em membrana (Spectra/Por®) com limite de exclusdo de
1000 kDa, contra agua destilada, resultando em uma fracdo retida (MRSFHW-
Gfc) e uma eluida (MESFHW-Gfc) (Figuras 3.5, p. 44). Em seguida, MESFHW-
Gfc foi dialisada em membrana (Spectra/Por®) com limite de exclusdo de 500
kDa, fracionando em uma fracdo eluida (QEMESFHW-Gfc) e outra retida
(QRMESFHW-Gfc) nesta membrana (Figura 3.5, p. 44; Figura 3.6, p. 45).

A fracdo SK-Gfc foi dialisada em membrana (Spectra/Por®) com
limite de exclusdo de 1000 kDa, contra agua destilada, originando a fracédo
MRK-Gfc (retida) e a MEK-Gfc (eluida). Ambas fracdes foram tratadas com
solucéo de Fehling, fracionando-as em sobrenadantes (SFMRK-Gfc e SFMEK-
Gfc) e precipitados de Fehling (PFMRK-Gfc e PFMEK-Gfc) (Figura 3.6, p. 45).
A partir da fracdo SFMRK-Gfc foi purificada a glucana denominada de GLC1-
Gfc e a partir da fracdo PFMEK-Gfc, apés o segundo tratamento com solugéo
de cobre em meio alcalino, foi obtido a fucoxilomanana (denominada FXM-Gfc)
(fracdo PF,MEK-Gfc) (Figura 3.6, p. 45).

Com a finalidade de purificagdo, a fracdo IK-Gfc foi, apos
solubilizacdo em hidroxido de sédio 2% (NaOH), tratado com &acido acético
(concentracgao final igual a 4%), resultando na formac&o de um precipitado que
foi separado por centrifugacdo (12857 g por 30°, 5 °C) (Figura 3.7, p. 45). A
fracdo soluvel (SAAIK-Gfc) e a insoluvel em acido acético (PAAIK-Gfc) foram

submetidas a técnica de congelamento/degelo, fracionando-as em precipitados
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(PPAIK-Gfc e PSAIK-Gfc), sobrenadantes (SPAIK-Gfc, SSAIK-Gfc) e uma
fracdo com consisténcia viscosa (gel-SSAIK-Gfc) (Figura 3.7, p. 45). Em
seguida, SSAIK-Gfc foi tratada com solucdo de sulfato de cobre em meio
alcalino, originando as fracbes SFSSAIK-Gfc e PFSSAIK-Gfc. A partir da fragéo
SPAIK-Gfc foi purificada a glucana denominada de GLC2-Gfc, e partir da fracéo
SFSSAIK-Gfc foi purificada outra glucana denominada de GLC3-Gfc (Figura
3.7, p. 45).

FIGURA 3.5 — Esquema de purificacdo dos polissacarideos dos basidiomas de
G. frondosa linhagem cinza, por extracdo aquosa a quente.

FRACAO HW-Gfc
- Congelamento/Degelo
- Centrifugacgéo (4629 g por 15°, 10 °C)

Fracdo insoluvel em agua fria Frac&o solavel em agua fria Centrifugacdo

(12857 g por 30, 5 °C)

(IHW-Gfc) (SHW-Gfc)

- Tratamento com solucao de Fehling
- Centrifugacao (4629 g por 15, 20 °C)

Fracdo insollvel em 4gua fria
(gel-IHW-Gfc)

I . I
Sobrenadante de Fehling Precipitado de Fehling

(SFHW-Gfc) (PFHW-Gfc)

Dialise em membrana com limite
ide exclus&o de 1000 kDa

S
Fracao retida Fracdo eluida
(MRSFHW-Gfc) (MESFHW-Gfc)

Dialise em membrana com limite
ide exclus&o de 500 kDa

Fracdo retida Fracao eluida
(QRMESFHW-Gfc) (QEMESFHW-Gfc)
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FIGURA 3.6 — Esquema de purificacdo dos polissacarideos dos basidiomas de
G. frondosa linhagem “cinza”, por extragdo aquosa alcalina.
FRACAO K-Gfc

Congelamento/Degelo
i- Centrifugag&o (4629 g por 15, 10 °C)

Centrifugacéo ! _——— = o __ -
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agua fria (gel-IK-Gfc) - Didlise em membrana com} e o - - 4

| limite de exclus&o de 1000 kDa§

|
Fracdo eluida

GLUCANA
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| | | ' |
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| ee0ccecccccccccccce [ 1
SFPFMEK-Gfc : : 1 FUCOXILOMANANA !
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FIGURA 3.7 — Esquema de purificacdo dos polissacarideos da fracao IK-Gfc de
G. frondosa linhagem cinza, por extracdo aquosa alcalina.
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3.4 - ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS

3.4.1- Composicdo Monossacaridica

Os constituintes monossacarideos foram determinados através da
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
de acordo com seus respectivos tempos de retencéo e perfis de fragmentacéo.
Para isso, foi necessario realizar a derivatizacdo quimica destes compostos,
sendo neste trabalho convertidos em acetatos de alditéis (hidrélise, reducéo e
acetilacdo).

Para a derivatizacdo, uma aliquota (1-2 mg) de cada fracéo
polissacaridica foi hidrolisada a 100 °C em estufa, com 0,2 mL de TFA 1 M
(acido trifluoracético) durante 12 a 15 h, ou 0,2 mL de TFA 2 M durante 8 h
(Apéndice A). Decorrido o tempo de hidrélise, o &acido foi removido por
evaporacao, reduzidos com NaBH,4 (pH 9,0-10,0), por 12 h. Apés, 0s materiais
foram neutralizados com resina catibnica e o acido bérico formado foi
eliminado por co-evaporagdo com metanol na forma de borato de trimetila
[B(OCHj3)g].

A seguir, 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 (25 °C). Os acetatos de alditois foram extraidos com cloroférmio
(CHCI3) e a piridina residual removida por complexacdo com sulfato de cobre
5% (m/v) (WOLFROM, THOMPSON, 1963 a, b). Apds a completa remocao da
piridina, o CHCI; foi evaporado e os acetatos de alditdis foram analisados por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (Figura
3.8, p. 47) (Apéndices B, C, D, E).
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FIGURA 3.8 - Esquema de obtencdo dos acetatos de alditéis a partir dos
polissacarideos para analise em cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM).
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3.4.2 - Oxidagcédo com Periodato de Sodio

Uma aliquota das fracdes purificadas SFMRKG-Gfc (100,3 mg) e
SFSSAPK-Gfc (100,4 mg) foi solubilizada em agua e em seguida adicionado
periodato de sédio (NalO,) até atingir uma concentracao final de 0,05M. O
material foi mantido sob agitacdo por 72 h, em auséncia de luz. Decorrido o
tempo de reacdo, o material foi neutralizado com &cido acético e dialisado
(MWCQO: 12-14 kDa) contra agua corrente (~24 h).

Em seguida, este foi reduzido com NaBH, (pH 9,0-10,0) por ~24 h
(GOLDSTEIN et al., 2005), sendo o produto resultante, neutralizado com AcOH
e submetido a didlise (MWCO: 12-14 kDa) contra agua corrente por ~48 h,
originando as fragdes denominadas Ox-SFMRKG-Gfc e Ox-SFSSAPK-Gfc.
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As fracdes polissacaridicas previamente oxidadas com NalQOg4, Ox-
SFMRKG-Gfc (100,3 mg) e Ox-SFSAAPK-Gfc (100,4 mg), foram submetidas
as hidrélises acidas parciais com TFA até atingir pH 2,0 (GORIN, HORITSU,
SPENCER, 1965), sob refluxo em banho com agua fervente (100 °C) por ~50
min. Decorrido o tempo, a solucéo foi neutralizada com AcOH e dialisada em
membranas com limite de exclusdo de 2 kDa. Os materiais resistentes a
oxidacdo (DS-SFMRKG-Gfc e DS-SFSSAPK-Gfc, respectivamente) (Figura

3.9) foram submetidos as analises de RMN de **C.

FIGURA 3.9 - Esquema do processo de degradagédo controlada de Smith da
GLC1-Gfc (fragdo SFMRKG-Gfc) e GLC2-Gfc (fragdo SFSSAPK-Gfc).

SFMRKG-Gfc | | e e e e e e m— ==

|
SFSSAPK-Gfc NalO4 0,05 M (72h)  =========-- !
l Reducao (NaBH,)

DS-SFMRKG-Gfc - _— - -
(46 2 mg) . Ox-SFMRKG-Gfc

A

Degradacédo Parcial de Smith

DS-SESSAPK-Gfc Hidrolise acida parcial (TFA-pH 2,0) OX.-SFSS.APK-(:;fC .

Andlises de RMN de 3C

3.5- METODOS ANALITICOS

As andlises das estruturas dos polimeros foram realizadas em
cooperacdo com o Prof. Dr. Marcello lacomini do Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba-PR,
Prof. Dr. Antbnio Gilberto Ferreira do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), Sdo Carlos-SP e Prof. Dr.
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Luciano Morais Lido do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias
(UFG/RG), Regional Goiania, Goiania-GO.

3.5.1 - Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As fracdes polissacaridicas (~ 40 mg) previamente solubilizadas
em oOxido de deutério (D,O) ou dimetilsulféxido deuterado (Me,SO-dg),
dependendo da sua solubilidade, foram analisadas a 50 ou 70 °C. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (8), de acordo com o
padrao interno tetrametilsilano (TMS; &¢/n = 0,0).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram realizados
em espectrometro BRUKER, modelo Avance Ill - 500 MHz (Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Goias, Regional Goiania) ou Avance Il —

400 MHz (Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sédo Carlos).

3.5.2- Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM)

As andlises de composicdo monossacaridica e de metilacdo
foram realizadas em CG-EM, marca:

a) Varian, modelo 3800, acoplado a espectrometro de massa,
modelo Saturn 2000R utilizando coluna capilar de silica fundida DB-225-MS
(Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do
Parana) (Tabela 3.1);

b) Agilent Technologies, modelo 7820, acoplado a espectrometro
de massa Agilent 5975E utilizando coluna capilar de silica fundida DB-225-MS
(0,25 mm x 30 m x 0,25 uym) e HP-5 (0,25 mm x 30 m x 0,25 um)
(Departamento de Quimica da Universidade Federal de Goias/Regional
Catalao) (Tabela 3.1).

Foi utilizada ionizacdo por elétrons (70 eV), com analisador do
tipo quadrupolo e hélio ultra puro foi utilizado como gas de arraste a um fluxo
de 1,0 mL.min™.

TABELA 3.1 - Condic¢des de analises utilizadas para a analise de carboidratos
no CG-EM.
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COLUNA CAPILAR

Modelo da coluna DB225-MS HPS
(0,25 mm x 30 m x 0,25 pm) (0,25 mm x 30 m x 0,25 pm)
- 50%-cianopropilfenil- 5% de fenilmetilsiloxano
Composicao o
metilpolisiloxano
Temperatura do injetor 250 °C 250 °C

Temperatura do

(o] (o]
detector (EM) 280°C 280°C

Acetato de alditol:
75 °C (1 min), 35 °C/min
até 100 °C (5 min), 45 °C/min

Acetato de alditol: até
o 50 °C (1 min), 40 °C/min 150 °C (5 min), 55 °C/min até
Condicoes até 220 °C (20 min). 200 °C (15 min), 65 °C/min
cromatogréficas _ _ até 240 °C (2 min).
. Acetato de alditol parcialmente

utilizadas metilado: Acetato de alditol

50 °C (1 min), 40 °C/min parcialmente metilado:

até 215 °C (27 min). 75 °C (1 min), 35 °C/min

até 100 °C (5 min), 45
°C/minaté150 °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 injeg&o Split (4:1) Split (4:1)

Volume de injegéo 1pL 1uL

3.5.3- Cromatografia de Exclusdo Estérica Acoplada & Deteccéo por indice de
Refracdo e Espalhamento de Luz (HPSEC-MALLS)

Para as analises de homogeneidade, uma aliquota de cada fracao
soltivel em agua (1 mg) foi dissolvida em 1 mL do eluente utilizado na analise
[solucéio de nitrito de sédio (NaNO,) 0,1 mol.L™* contendo azida de sédio (NaNs)
0,2 g.L? filtrada em membrana de acetato de celulose de 0,22 pm (Millipore).
Essas analises foram realizadas em HPSEC-MALLS (Cromatografia de
exclusdo estérica acoplada a deteccao por indice de refracdo e espalhamento
de luz), que utiliza um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), modelo

WATERS, acoplado a um detector de indice de refracdo diferencial, modelo
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WATERS 2410, conectado em série com um detector de espalhamento de luz
em multiangulos WYATT TECHNOLOGY, modelo 64 DAWN DSP-F. Para isso,
foram utilizadas 4 colunas de gel permeacédo WATERS com limites de exclusao
de 1x10° 4x10°, 8x10* e 5x10°. As andlises de HPSEC-MALLS foram
realizadas no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Parana.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta pesquisa foram estudados os polissacarideos obtidos dos
basidiomas das duas linhagens branca e cinza de G. frondosa. Conforme
descrito anteriormente, na secdo Procedimento Experimental, para cada
linhagem deste fungo foram realizados os processos de extracao e purificacdo
de carboidratos, sendo adotadas as siglas Gfb e Gfc para as linhagens branca
e cinza, respectivamente.

Os basidiomas da linhagem branca de G. frondosa foram
liofilizados, obtendo 87,0% de umidade, semelhante ao teor observado
previamente para a linhagem cinza (OLIVEIRA, 2013). Com a finalidade de
avaliar quimicamente os polissacarideos das duas linhagens de G. frondosa
(massa seca de Gfb = 35 g e massa seca de Gfc = 209,6 g) estas foram
submetidas a sucessivas extracdes (Figura 3.1, p. 39), as quais forneceram os
extratos polissacarideos brutos (HW-Gfc, K-Gfc, CW-Gfb, HW-Gfb e K-Gfb).

Primeiramente, uma aliquota das fragcbes HW-Gfc, K-Gfc, CW-
Gfb, HW-Gfb e K-Gfb, apds hidrélise &cida, reducdo com NaBH, e acetilacao,
foram analisadas em CG-EM para a determinacdo dos monossacarideos que
constituem as macromoléculas presentes nestas fracdes (Figura 4.1, p. 53;
Figura 4.2, p. 54; Figura 4.3, p. 55). Os monossacarideos foram identificados
por comparacao dos tempos de retencéo e perfis de fragmentacao obtidos para
os padrdes (APENDICE C e D).
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FIGURA 4.1 — Cromatogramas obtidos por CG-EM para as fragbes CW, HW e

K de G. fron

dosa linhagem branca (Gfb).
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FIGURA 4.2 — Cromatogramas obtidos por CG-EM para as fragdes HW e K de

G. frondosa linhagem cinza (Gfc).
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FIGURA 4.3 — Perfil de fragmentacdo dos acetatos de alditdis (A: ribose,
fucose; C: arabinose, D: xilose; E: 3-O-Me-Gal, F: manose, G: galactose e

glucose).
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Abundance Scan 3319 (17.715 min): PADRAQO20.D\data.ms

115.0
fmmmimmemamo .
1000000 D ! Xilose i
1 1
900000 P 1
't 17,715 min !
800000 Lo 2 !
1450
700000
600000 H
500000
2171
400000
187.0
300000 85.0
200000 H
100000
69 170 269.1
ol53p| [ |r | 2021 | 242125002740 | 3041 3289 3551 403.0
T T T T T T T T T

T T 1 T T T T T
mi/z-> 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Abundance Scan 4756 (22.125 min): 00401004 .D\data.ms
750000 1281

700000] 43¢

G50000-

G0000D:

550000,

500000;

450000

400000

350000

300000 7.0

250000

200000 99.0
150000:

100000 1501 010

20000 11 111.0 ‘ et o
i LH. " I“ ‘\|||| | ol 17 || 2171 71" 2440 2731 286.0297.8

ey e ettt bt e e b U e ot e el e e e

miz—=> 40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Abundance Scan 4412 (22.861 min). PADRAO20.D\data.ms
450000

400000

350000 i 722,861 min
145.1 L

300000 H
250000 187.1
200000

170.0 217.1

150000

97.0 2591 H
100000 2691

50000 361.1

N
4 &
N

55.0
oLrali] |u‘|\m| ‘u.m L \H el b L ssasaiz | a77i 4080 420t

T T T 1 T 1 T T T T 1
miz—-> 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420



Abundance Scan 4481 (23.186 min): PADRAO20.D\data.ms
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De acordo com os resultados obtidos pelas andlises de CG-EM,
0sS principais monossacarideos observados, para ambas linhagens, foram
fucose (Fuc), ribose (Rib), arabinose (Ara), xilose (Xyl), manose (Man),
galactose (Gal), glucose (Glc) e 3-O-metil-galactose (3-O-Me-Gal ou Me-Gal)
(Figura 4.4, p. 55; Tabela 4.1, p. 56). Apesar de todas as fracdes apresentarem
estes monossacarideos, os teores de cada um sao distintos entre as mesmas,
sugerindo que, com as diferentes extracdes, foi possivel isolar polimeros

distintos em cada extrato (Tabela 4.1, p. 59).
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FIGURA 4.4 — Estrutura dos monossacarideos presentes nos extratos obtidos
dos basidiomas das duas linhagens de G. frondosa.
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Por outro lado, as fracdes correspondentes a cada linhagem
apresentaram-se similares entre si, sugerindo tratar-se de polimeros contendo
semelhancas estruturais. Cabe ressaltar que, a Unica excecao foi observada
para CW-Gfb a qual ndo apresentou glucose, sendo esta distinta da fragéo
previamente isolada da linhagem cinza (CW-Gfc) a qual apresentou
445% de glucose, além de fucose (9,4%), manose (23,7%), 3-O-metil-
galactose e galactose (21,3%) (OLIVEIRA, 2013) (Tabela 4.1).

TABELA 4.1 — Composicdo monossacaridica das fracdes obtidas a partir dos
extratos aquosos (CW e HW) e alcalino (K) de G. frondosa linhagem cinza
(Gfc) e linhagem branca (Gfb).

Composicdo monossacaridica (%)?

A Rendimento
FRACOES (9%)" Fuc® Xyl° Man® 3-0meca™  Gal®  GIcP
HW-Gfc 1,08 3,8 0,2 4,0 - 11,3 80,7
K-Gfc 2,91 Tr. 50 17,8 - Tr. 77,2
CW-Gfb 3,14 21,2 - 23,0 54 50,4 -
HW-Gfb 3,36 7,3 - 7,1 - 15,8 69,8
K-Gfb® 5,64 45 10,8 19,9 - 12,5 51,2

 Analisado em CG-EM ap06s hidrélise acida total, reducdo (NaBH,) e acetilag&o.

® Fuc: fucose; Man: manose; 3-O-Me-Gal: 3-O-metil-galactose; Gal: galactose e Glc: glucose.
¢ Confirmado pelos fragmentos de massa m/z 130 e 190 ap6s redugdo com NaBD,.

4Tracos.

¢ Apresenta 1,1% de arabinose.

Apds analise da composicdo monossacaridica, 0s extratos
polissacaridicos brutos (CW-Gfb, HW- Gfb, HW- Gfc, K-Gfb e K-Gfc) foram,

separadamente, submetidos aos processos de fracionamento.

4.1 - POLISSACARIDEOS DA FRACAO CW-Gfb.

Com a finalidade de purificacdo das macromoléculas presentes
nessa fracdo (1,1 g), o primeiro processo foi a separacdo dos polimeros por
congelamento e degelo, originando uma fragéo soluvel (SCW-Gfb, 454,2 mg) e
outra insolavel em agua fria (ICW-Gfb, 620,7 mg), as quais foram separadas

por centrifugacao (Figura 3.2, p. 41).

59



A fragdo SCW-Gfb mostrou ser constituida por fucose, manose,
galactose e glucose, enquanto que a fracdo ICW-Gfb apresentou, além desses

monossacarideos, raminose, ribose e xilose (Tabela 4.2).

TABELA 4.2 - Composicdo monossacaridica e rendimento das fracdes
polissacaridicas obtidas dos basidiomas da linhagem branca de G. frondosa,
por extracdo aquosa a frio.

Composicdo monossacaridica
Rendimento P ¢

FRACOES

(%)

(g%)a F c c c,d c c iIWC c
uc Man~ 3-O-Me-Gal Gal Glc Rib-  Rha
CW-Gfb 3,14 21,2 230 5,4 504 - - -
SCw-Gfb 1,30 155 36,4 - 353 128 - -
ICW-Gfb® 1,77 105 15,6 - 192 288 74 27
MRCW-Gfb 0,46 150 24,6 - 56,0 - - 44
MECW-Gfb 0,82 124 42,2 - 275 141 22 16
SFMRCW-Gfb 0,05 155 21,6 3,5 441 116 - 37
PFMRCW-Gfb 0,34 164 21,6 33 56,9 - - 18
SF,MRCW-Gfb 0,03 193 151 - 559 9,7 - -
PF,MRCW-Gfb 0,16 15,7 20,5 - 638 - - -
SFP':CZ'CECW' 0,13 20,1 16,4 - 495 88 - 52
SFMECW-Gfb 0,58 20,1 49,2 - 17,0 Tr. 137 -
PFMECW-Gfb 0,11 153 36,7 - 480 Tr. - -
SF,MECW-Gfb 0,39 17,3 29,2 - 388 147 - -
PFSFMECW-Gfb 0,14 204 201 - 595 - - -

® Rendimento calculado em relagdo ao peso seco (35,0 g).

® Analisado em CG-EM apos hidrélise 4cida total, reducéo (NaBH,) e acetilagéo.

° Fuc: fucose; Man: manose; 3-O-Me-Gal: 3-O-metil-galactose; Gal: galactose; Glc:
glucose; Rib: ribose e Rha: raminose.

4 Confirmado pelos fragmentos de massa m/z 130 e 190 apés reducdo com NaB?H,.

¢ Apresenta 15,8 % de xilose.

Para o acompanhamento dos procedimentos de purificacdo das
amostras sollveis em agua fria, foram utilizadas as analises de HPSEC-
MALLS, sendo atribuido um perfil homogéneo para aquelas analises que
apresentarem um unico pico cromatografico simétrico.

Devido ao perfil cromatografico heterogéneo, por HPSEC-MALLS,
da fracdo SCW-Gfb (Figura 4.5, p. 61), esta foi dialisada em membrana com
limite de exclusdo de 1000 kDa devido a presenca de polimeros com alta
massa molecular, sugerida pela banda significativa detectada por
espalhamento de luz. Este procedimento gerou duas novas fragdes, ou seja, a

fracédo retida (MRCW-Gfb, 162,1 mg) e a fracéo eluida (MECW-Gfb, 288,6 mg)
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(Figura 3.2, p. 41), as quais apesar de impuras mostraram-se distintas quanto

ao perfil de eluicéo (Figura 4.5).

FIGURA 4.5 — Perfil de eluicdo das fracdbes SCW-Gfb (A), MECW-Gfb (B) e
MRCW-Gfb (C), por cromatografia de exclusdo estérica acoplada a

multideteccdo - espalhamento de luz (EL: —) e indice de refracdo (IR: -)
(HPSEC-MALLS).
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Para verificar o tipo de polimero presente na fragdo MRCW-Gfb,
foi realizada uma andlise de RMN de *3C (Figura 4.6, p. 62), a qual apresentou
sinais caracteristicos da heterogalactana isolada para a linhagem cinza
(OLIVEIRA, 2013).
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FIGURA 4.6 — Espectro de RMN de *3C da fracdo MRCW-Gfb de G. frondosa
linhagem branca, analisada em D,0, a 50°C.
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No entanto, devido a heterogeneidade das fracbes MRCW-Gfb e
MECW-Gfb, determinada por HPSEC-MALLS, estas foram submetidas ao
fracionamento com solucéo de Fehling (JONES, STOODLEY, 1965) (Figura
3.2, p. 41), formando os complexos cupricos solluveis (= sobrenadante de
Fehling: SFMRCW-Gfb, 17,4 mg e SFMECW-Gfb, 203,7 mg, respectivamente)
e 0s insoluveis (= precipitado de Fehling: PFMRCW-Gfb, 120,3 mg e

T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65

PFMECW-Gfb, 40,0 mg) (Figura 3.2, p. 41), os quais foram separados por
centrifugacédo e recuperados por didlises e deionizacdo com resina catidnica.

Para garantir a eficiéncia do processo de precipitacdo com
solucéao de Fehling, as fragbes SFMRCW-Gfb, SFMECW-Gfb e PFMRCW-Gfb
foram novamente submetidas a este procedimento, gerando para cada fracao
um sobrenadante (SF,MRCW-Gfb 9,2 mg, SF:MECW-Gfb 135,4 mg e SF-
PFMRCW-Gfb 44,5 mg, respectivamente) e um precipitado (PF-SFMRCW-Gfb
3,5 mg, PF-SFMECW-Gfb 48,2 mg e PF,MRCW-Gfb 56,9 mg,
respectivamente) (Figura 3.2, p. 41).

Todas as fragcbes provenientes do tratamento com solucdo de

Fehling foram analisadas quanto a composicdo monossacaridica, sendo
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observado, principalmente, fucose, manose e galactose para todas as
amostras. A principal diferenga observada entre as mesmas deve-se a
presenca de glucose nos complexos cupricos soluveis (Tabela 4.2, p. 60).

Devido a composi¢cdo quimica da  fracdo PF,MRCW-Gfb,
constituida apenas por fucose, manose e galactose, e aos recentes relatos de
heterogalactanas purificadas do micélio (SILVA, 2014) e do basidioma da
linhagem cinza deste fungo (OLIVEIRA, 2013), a mesma foi analisada por RMN
de *3C (Figura 4.7) e HSQC (Figura 4.8, p. 64) para confirmar a presenca desta

macromolécula na correspondente fracao.

FIGURA 4.7 — Espectro de RMN de '3C da fracdo PF,MRCW-Gfb de
G. frondosa linhagem branca, analisada em D,0, a 50°C, 100 MHz.
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FIGURA 4.8 — Espectro de HSQC da fracdo PF,MRCW-Gfb de G. frondosa
linhagem branca, analisada em D,0 a 50°C, com inserto ampliado da regido de
C-6 da Fucp (A;) e de C-6 do HSQC-DEPT (B).
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Legenda: A= terminal ndo redutor de a-Manp; B = terminal ndo redutor de a-Fucp; C = a-Fucp
substituida em O-3 por a-Manp; D = o-Galp 2,6-di-O-substituida; E = a-Galp 6-O-substituida; F
= 3-O-Me-a-Galp 6-O-substituida.

Os espectros de RMN de *C e HSQC mostraram-se similares
agueles obtidos para heterogalactana isolada da linhagem cinza deste
macrofungo (OLIVEIRA, 2013), a qual é constituida por uma cadeia principal
composta por unidades de o-D-Galp, parcialmente substituidas em O-2,
principalmente, pelo dissacarideo 3-O-a-DManp-a-L-Fucp e em uma menor
proporcao por terminais nao redutores de a-L-Fucp e a-D-Manp .

Os assinalamentos de *C e 'H (Tabela 4.3, p. 65) da
fucomanogalactana isolada neste trabalho foram determinados por
comparacao com dados obtidos para polimeros similares descritos na literatura
(CHO et al., 2011; OLIVEIRA, 2013). De acordo com estes dados, o0s
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monossacarideos foram denominados de A, B, C, D, E e F de acordo com o
valor decrescente de deslocamento quimico dos seis sinais principais de H-1,
presentes na regido anomérica em ¢ 5,13, 5,12, 5,09, 5,05, 5,00 e 4,99 do
espectro de HSQC (Figura 4.8, p. 64), os quais foram atribuidos aos terminais
nao redutores de Manp (6 5,13) e Fucp (6 5,09), as unidades de Fucp 3-O-
substituidas (8 5,12), 3-O-Me-Galp 6-O-substituidas (5 4,99) e 6-O- (5 5,00) e
2,6-di-O-substituidas Galp (5 5,05).

TABELA 4.3 — Assinalamentos de *C e 'H da fucomanogalactana isolada da
linhagem branca de G. frondosa®.

. -O-
Unidades 1 2 3 4 5 o o0 CH,
a-Manp-(1-»> Bc | 105,01 | 72,90 | 73,28 | 69,73 | 76,19 | 63,97 | - -
(Residuo A) 'H| 513 | 409 | 392 | 3,69 | 3,80 | 3,78 [3,90| -
—3)-a-Fucp-(1» | ™C | 104,10 | 70,38 | 80,35 | 74,27 | 69,95 | 18,42 | - -
(Residuo B) 'H| 512 | 395 | 398 | 399 | 418 | 1,25 | - -
a-Fucp-(1—» Bc | 104,23 | 71,12 | 72,31 | 74,62 | 69,95 | 18,42 | - -
(Residuo C) 'H]| 509 | 383|391 385 | 4,18 | 1,24 | - -
—»2,6)-a-Galp-(1—» | ™C | 100,78 | 80,50 | 71,27 | 72,75 [ 71,98 [ 70,00 | - -
(Residuo D) 'H| 505 | 387 | 408 | 407 | 414 | 3,73 [ 4,00 | -
—6)-a-Galp-(1» | °C | 100,95 | 71,12 | 72,40 | 72,51 | 71,63 | 69,59 | - -
(Residuo E) 'H| 500 | 3,86 | 3,80 | 404 | 420 | 3,72 [ 3,98 -
—6)-3-O-Me-a-Galp-(1» | -°C | 100,65 | 70,13 | 81,80 | 68,12 | 71,56 | 69,41 | - |59,01
(Residuo F) 'H] 499 | 3,86 | 356 | 429 | 424 | 3,71 [3,92| 3,46

# Os assinalamentos foram realizados de acordo com os dados da literatura (CHO et al., 2011;
OLIVEIRA, 2013).

O espectro de HSQC (Figura 4.8; p. 64) apresentou sinais de C-
1/H-1 em 6 105,10; 105,03/5,13, 104,23/5,09 e 104,10/5,12 correspondentes
aos terminais ndo redutores de a-Manp e a-Fucp e as unidades de a-Fucp 3-
O-substituidas, respectivamente. Os sinais (C1/H1) na regido anomérica em &
100,78/5,05 e 100,95/5,00 foram atribuidos as unidades de o-Galp 6-O- e 2,6-
di-O- substituidas, respectivamente, e aquele em & 100,65/4,99 as unidades de
3-O-Me-a-Galp 6-O-substituidas.

A presenca de unidades de o-Fucp substituidas em O-3 e de
a-Galp ligadas em O-6 ou O-2,6, foram confirmadas pelos sinais de C-2 e C-3

O-substituidos em & 80,3, respectivamente, (Figura 4.7, p. 63 e Figura 4.8; p.
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64) e os C-6 substituidos das unidades de Galp e 3-O-Me-Galp 6-O-ligadas e
as unidades de Galp 2,6-di-O-substituidas da cadeia principal em 3 69,4 e 69,7,
respectivamente, sendo estes grupos -CH, substituidos confirmados por
inversao no espectro de HSQC-DEPT (Figura 4.8 — B; p. 64).

Apesar desta fracdo apresentar baixos teores de grupos O-metil,
foi possivel confirmar a presenca e a posicdo destes no heteropolissacarideo
sendo confirmados pelos sinais (C/H) em & 59,03/3,46 e & 81,80/3,56
correspondentes ao —O-CH3 e ao C-3/H-3 O-substituidos, respectivamente
(Figura 4.8, p. 64; Tabela 4.3, p. 65).

Além destes sinais, foi possivel determinar os deslocamentos de
C-2/H-2 a C-6/H-6 dos terminais ndo redutores de a-Manp (5 72,90/4,09,
73,28/3,92, 69,73/3,69, 76,19/3,80 e 63,97/3,78;3,90) e de o-Fucp (8
71,12/3,83, 72,31/3,91, 74,62/3,85, 71,98/4,14 e 18,42/1,24, respectivamente)
(Figura 4.8, p. 64; Tabela 4.3, p. 65).

Os resultados obtidos através das analises realizadas sugerem
que a fracdo PF,MRCW-Gfb consiste em uma fucomanogalactana ramificada
formada por uma cadeia principal constituida por a-D-galactopiranose (A),
parcialmente substituida em O-2 pelo dissacarideo 3-O-a-D-manopiranosil-a-L-
fucopiranosil (B) e, em uma menor propor¢éo, por terminais ndo redutores de
a-L-Fucp (C) e a-D-Manp (D), além de conter substituicdes em O-3 por grupos
metil (E) (Figura 4.9).

FIGURA 4.9 — Principais fragmentos observados para a fucomanogalactana

isolada dos basidiomas da linhagem branca de G. frondosa.
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As heterogalactanas consistem em um grupo de moléculas
amplamente encontrada em cogumelos, sendo a maioria constituida por uma
cadeia principal composta por a-D-Galp (1—6) ligadas, as quais se encontram,
parcialmente, substituidas em O-2 por diferentes cadeias laterais. De acordo
com o tipo de cadeia lateral, estas sdo chamadas de fucogalactanas,
manogalactanas, manofucogalactanas ou fucomanogalactanas podendo ser
formadas por a-L-Fucp, a- ou B-D-Manp e B-D-Galp e o dissacarideo 3-O-a/3-D-
manopiranosil-a-D-fucopiranosil (Tabela 1.3, p. 19).

Heteropolissacarideos similares a fucomanogalactana encontrada
na fracdo PF;,MRCW-Gfb tém sido previamente isoladas do basidioma (fracéo
QEPF-Gfc) (OLIVEIRA, 2013) e do micélio da linhagem cinza deste fungo
(MEPF3;CW-GfM) (SILVA, 2014). O polimero descrito para o basidioma da
linhagem cinza apresentou apenas pequenas diferencas quanto a composicao
(OLIVEIRA, 2013), ao contrario da obtida do micélio a qual se mostrou
altamente metilada (25% de 3-O-metil-galactose) (SILVA, 2014).
Polissacarideos parcialmente metilados tém sido encontrados principalmente
em cogumelos do género Pleurotus e em algumas espécies de Agaricus, como
Agaricus bisporus var. hortensis e Agaricus bisporus, sendo isoladas as
manogalactanas (JAKOVLEVIC et al., 1998; ROSADO et al., 2003; SMIDERLE
et al., 2008a; ZHANG et al., 2013) e galactanas de Pleurotus spp
(CARBONERO et al.,, 2008a) e as fucogalactanas a partir das espécies de
Agaricus citadas anteriormente (KOMURA et al., 2010; RUTHES et al., 2012,
2013b).

4.2 - POLISSACARIDEOSDAS FRACOES HW-Gfb e HW-Gfc

De maneira similar ao fracionamento da fracdo CW-Gfb por
congelamento e degelo, as amostras HW-Gfb (1,2 g) e HW-Gfc (2,3 g) foram
submetidas a esta técnica de purificacdo separando-as em fragBes sollveis
(SHW-Gfb 992,4 mg e SHW-Gfc, 1,7 g) e insoluveis em agua fria (ICW-Gfb,
57,9 mg e ICW-Gfc, 238,7 mg), os quais foram separados por centrifugacéo.

Além destas fracOes, foi possivel separar através deste fracionamento um
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material viscoso com a caracteristica de um gel, sendo estes chamados de gel-
Gfb (36,7 mg) e gel-Gfc (270,0 mg) (Figura 3.3, p. 42; Figura 3.5, p. 44).

Andlises de composicdo monossacaridica foram realizadas para
as fracdes provenientes deste processo, as quais mostraram ser constituidas
principalmente por glucose, ou seja, similar as fracdes de origem (Tabela 4.4;
Tabela 4.5).

TABELA 4.4 - Composicdo monossacaridica e rendimento (g%) das fracdes
polissacaridicas obtidas dos basidiomas da linhagem branca de G. frondosa,
por extragdo aquosa a quente.

Composi¢do monossacaridica

FRACOES Ren(dlor/n)gnto (%)b
g7 Fuc® Man® Gal° Glc®
HW-Gfb 3,36 7,3 7,1 15,8 69,8
SHW-Gfb 2,83 6,1 5,6 12,3 76,0
IHW-Gfb 0,17 - 28,1 - 71,9
Gel-HW-Gfb 0,26 - - 23,4 76,6
MRHW-Gfb 0,09 Tr.d Tr. 8,5 91,5
MEHW-Gfb 2,60 Tr. Tr. 10,2 89,8
QRMEHW-Gfb 0,81 9,1 4,1 44,0 42,8
QEMEHW-Gfb 1,53 2,7 4.8 12,8 79,7

% Rendimento calculado em relag&o ao peso seco (35,0 g)

® Analisado em CG-EM apos hidrolise acida total, reducéo (NaBH,) e acetilagdo.
¢ Fuc: fucose; Man: manose; Gal: galactose e Glc: glucose.

d Tragos.

TABELA 4.5 - Composicdo monossacaridica e rendimento das fracdes
polissacaridicas obtidas dos basidiomas da linhagem cinza de G. frondosa, por
extragdo aquosa a quente.

Composicdo monossacaridica

FRACOES Ren(dl(;:)gnto (%)b
g Fuc® Man® Gal® GlIc®
HW-Gfc 1,08 3.8 4,0 11,3 80,7
SHW-Gfc 0,81 6,0 5,6 16,3 72,1
IHW-Gfc 0,11 Tr.® - 37,9 62,1
Gel-Gfc 0,13 2,3 2,3 11,0 84,4
SFHW-Gfc 0,76 18,0 7,9 25,8 48,3
PFHW-Gfc 0,04 24,5 12,7 37,1 25,7
MRSFHW-Gfc 0,01 5,9 9,4 21,0 63,7
MESFHW-Gfc 0,73 Tr. - Tr. 100
QRMESFHW-Gfc 0,22 Tr. Tr. 6,5 93,5
QEMESFHW-Gfc 0,49 6,6 Tr. 17,2 76,2

# Rendimento calculado em relag&o ao peso seco (209,6 g)

® Analisado em CG-EM apos hidrélise 4cida total, reducédo (NaBH,) e acetilagao.
¢ Fuc: fucose; Man: manose; Gal: galactose e Glc: glucose.

o Tragos.

69



Devido ao maior rendimento das fracdes sollveis em agua fria
(SHW-Gfb e SHW-Gfc), estas foram submetidas a procedimentos adicionais de
purificacdo, pois as mesmas apresentaram um perfil cromatografico
heterogéneo quando analisadas por HPSEC-MALLS (Figura 4.10). Com este
objetivo, SHW-Gfc foi tratada com solugéo de sulfato de cobre em meio alcalino
(JONES, STOODLEY, 1965), fracionando-a em um sobrenadante (SFHW-Gfc,
1,6 g) e um precipitado de Fehling (PFHW-Gfc, 81,1 mg) (Figura 3.5, p. 44). No
entanto, esta etapa ndo foi realizada para SHW-Gfb devido ao baixo
rendimento da fracdo PFHW-Gfc, sugerindo que os polimeros presentes nas
mesmas nao formam complexos cupricos insolaveis, ou seja, ndo apresentam

guantidades significativas de hidroxilas vicinais livres.

FIGURA 4.10 - Perfil de eluicdo, por cromatografia de exclusdo estérica
acoplada a multideteccdo - espalhamento de luz (EL: -) e indice de refracéo
(IR: =) (HPSEC-MALLS), das fracbes SHW-Gfb (A) e SHW-Gfc (B).
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Levando em consideracdo o perfil cromatografico, por HPSEC-
MALLS, das fragbes soluveis em agua fria (Figura 4.10), o qual sugeriu a
presenca de moléculas com diferentes massas molares, foi escolhido o

processo de purificacdo baseado no tamanho das moléculas, como a dialise
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em membranas com diferentes limites de exclusdo. Para isto, as amostras
SHW-Gfb e SFHW-Gfc foram submetidas a dialises, sequenciais, em
membranas com limites de exclusdo de 1000 e 500 kDa. A partir deste método
de fracionamento, foram obtidas as fra¢gbes retidas (MRHW-Gfb, 34,1 mg;
MRSFHW-Gfc, 29,9 mg; QRMEHW-Gfb, 284,8 mg; QRMESFHW-Gfc, 466,4
mg) e eluidas (MEHW-Gfb, 912,3 mg; MESFHW-Gfc, 1,5 g; QEMEHW-Gfb,
535,3 mg; QEMESFHW-Gfc, 1,0 g) nas membranas de 1000 e 500 kDa,
respectivamente, para cada ambas amostras dialisadas (Figura 3.3, p. 42 e
Figura 3.5, p. 44).

Os resultados obtidos através das analises de composicdo
monossacaridica destas fracdes originadas a partir das didlises sugerem que o
polimero principal presente nestas amostras sao formados principalmente por
glucose, ou seja, as glucanas, pois as que apresentaram maior rendimento sao
constituidas por altos teores deste monossacarideo. Provavelmente, os demais
monossacarideos pertencentes a estas fracdes, como fucose, manose e
galactose, sejam referentes as heterogalactanas obtidas nos extratos
polissacarideos obtidos por extracdo com &gua fria, no entanto, para a
confirmac&o destes dados sera necessario realizar analises de RMN de °C e
HPSEC-MALLS.

4.3- POLISSACARIDEOS DAS FRACOES K-Gfb e K-Gfc

Primeiramente, o0s extratos polissacaridicos obtidos por
tratamento dos basidiomas com solu¢do aquosa de hidroxido de potassio (K-
Gfb, 2,0 g e K-Gfc, 6,1 g) foram submetidos ao fracionamento baseado na
solubilidade das moléculas em &gua fria, originando, para cada uma delas,
fracOes soluveis (SK-Gfb: 917,4 mg e SK-Gfc, 2,8 g) e insoluveis em &gua fria
(IK-Gfb1,04 mg e IK-Gfc, 3,3 g). Para a linhagem cinza, também foi isolado
através deste procedimento uma fragdo com consisténcia gelatinosa a qual foi
chamada de gel-K-Gfc (71,7 mg) (Figura 3.4, p. 42; Figura 3.6, p. 45).

Para saber a respeito dos constituintes monossacaridicos destas
fragOes, uma aliquota das mesmas foi analisada em CG-EM ap0s conversao
em acetatos de alditdis, sendo observado apenas xilose, manose e glucose

para as obtidas da linhagem cinza (Tabela 4.6, p. 72). As resultantes da
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linhagem branca continham, além destes monossacarideos, fucose e galactose
(Tabela 4.7, p. 73).

TABELA 4.6 - Composicdo monossacaridica e rendimento das fracdes
polissacaridicas obtidas dos basidiomas da linhagem cinza de G. frondosa, por
extragcao alcalina.

Composi¢do monossacaridica

FRACOES Re”(d L;n)into (%)°
g Fuc® Xyl Man® Gal® Glc®
K-Gfc 2,91 - 5,0 17,8 Tr. 77,2
SK-Gfc 1,32 - 6,9 20,3 - 72,8
IK-Gfc 1,52 - 45 15,5 - 80,0
gel-IK Gfc 0,03 - 6,4 9,9 - 83,7
MRK-Gfc 0,41 - Tr.d 27,2 - 72,8
MEK-Gfc 0,89 - 8,2 23,9 - 67,9
SFMRK-Gfc 0,18 - 3,5 7,4 - 89,1
gel-SFMRK Gfc 0,20 - - - - 100,0
PFMRK-Gfc 0,03 - 24,7 61,9 - 13,4
SFMEK-Gfc 0,61 0,9 6,5 27,0 - 65,6
PFMEK-Gfc 0,05 4.4 20,8 63,8 - 11,0
PF.MRK-Gfc 0,01 41 27,7 61,5 - 6,7
SF,MEK-Gfc 0,56 3,9 23,4 24.4 2,4 45,9
PFSFMEK-Gfc 0,05 Tr. Tr. 31,1 - 68,9
PF.MEK-Gfc 0,03 6,9 33,1 60,0 - -
SFPFMEK-Gfc 0,02 4.4 20,6 56,4 - 18,6
SAAIK-Gfc 0,76 - 25,1 55 55 63,9
PAAIK-Gfc 0,75 95 53,6 10,0 - 26,9
SSAIK-Gfc 0,16 - 2,6 6,0 2,4 89,0
gelSSAIK Gfc 0,13 1,0 4.2 8,6 2,3 83,9
PSAIK-Gfc 0,45 - 7,0 16,5 8,4 68,1
SPAIK-Gfc 0,03 - - - - 100,0
PPAPK-Gfc © 0,71 4.2 29,8 30,7 1,7 32,8
SFSSAIK-Gfc 0,14 - - - - 100,0
PFSSAIK-Gfc 0,02 Tr. 23,5 63,4 - 13,1

% Rendimento calculado em relag&o ao peso seco (209,6 g)

® Analisado em CG-EM apos hidrélise 4cida total, reducéo (NaBH,) e acetilagcéo.
¢ Fuc: fucose; Xyl: xilose; Man: manose; Gal: galactose e Glc: glucose.

o Tragos.

¢ Apresenta 0,8% de raminose.
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TABELA 4.7 - Composicdo monossacaridica e rendimento das fracfes
polissacaridicas obtidas dos basidiomas da linhagem branca de G. frondosa
por extracéo alcalina.

Composicdo monossacaridica

FRACOES Ren(d Lr/n)gnto (%)b
g0 Fuc® Xyl° Ara® Man® Gal® Glc®
K-Gfb 5,64 45 10,8 1,1 199 125 51,2
SK-Gfb 2,62 1,7 71 12 16,6 - 734
IK-Gfb? 2,97 40 39 21 152 185 56,3
MRK-Gfb 0,48 - 30,8 - 17,5 - 51,7
gel-MRK Gfb 0,43 - 7,7 - 10,8 - 815
MEK-Gfb 1,66 - 7,8 - 10,7 - 815
SFMEK-Gfb 1,57 2,7 10,1 - 40,0 - 47,2
PFMEK-Gfb 0,03 - Tr.® - 28,4 - 71,6
SF.MEK-Gfb 1,18 Tr. 3,8 - 13,5 - 827
PFSFMEK-Gfb 0,05 97 274 - 442 2,8 159

® Rendimento calculado em relag&o ao peso seco (35,0 g)

® Analisado em CG-EM apos hidrélise 4cida total, redugcédo (NaBH,) e acetilagao.

¢ Fuc: fucose; Xyl: xilose; Ara: arabinose; Man: manose; Gal: galactose e Glc: glucose.
dApresenta tracos de 3-O-metil galactose.

*Tracos.

Em seguida, SK-Gfb e SK-Gfc foram submetidas a dialises em
membranas com limites de exclusdo de 1000 kDa, pois as mesmas
apresentaram-se um cromatograma com varias bandas, ou seja, heterogéneo
(Figura 4.11).

FIGURA 4.11 - Perfil de eluicdo, por cromatografia de exclusdo estérica
acoplada a multideteccéo - espalhamento de luz (EL: -) e indice de refracéo
(IR: =) (HPSEC-MALLS), das fracdes SK-Gfb e SK-Gfc.
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As fracoes retidas (MRK-Gfb, 169,6 mg e MRK-Gfc, 866,4 mg) e
eluidas em membranas de 1000 kDa (MEK-Gfb, 580,4 mg e MEK-Gfc, 1,9 g),
(Figura 3.4, p. 42; Figura 3.6, p. 45) de ambas linhagens mostraram ser
constituidas pelos mesmos monossacarideos (xilose, manose e glucose), mas
os teores dos mesmos sado variaveis entre as fracbes (Tabela 4.6, p. 72; Tabela
4.7, p. 73), sugerindo nao tratar-se de moléculas idénticas. Devido a
geleificagéo parcial da fragdo MRK-Gfb a baixas temperaturas, esta foi
centrifugada a fim de separa-la (gel-MRK-Gfb 151,1 mg), resultando em uma
fracdo com elevado teor de glucose (81,5%), sugerindo a presenca de
glucanas, as quais foram confirmadas através da analise de RMN de *C de
MRK-Gfb e MRK-Gfc (Figura 4.12).

FIGURA 4.12 — Espectros de RMN de *3C das fracées MRK-Gfc (A) e MRK-Gfb
(B) de G. frondosa, analisadas em Me,SO-dg a 70°C.

— O =T O

A [ R ] N O M~ DTONOCOOVAULDN OO N NI
Mol @ N nNNQoQo@hOMaAT MR N
oo oo © O COOTTONANNDD VDD =0
-_ - W ® MNMMNMNMSMSMSNMSMNSNOOOO OOO
.\ =S b - o |
~ NP ==\ N

|

| |
|‘! |J IVU \‘J N\Nk 'JJ ‘W%‘Nw | "’F'MMM

T
75 70

* |

A f | |
e “MWWMMW | WW‘

105 100

60 ppm
74



w
~103.85
103.13

\.g5.89

"-102.90
< 86,21

_~86.62

-

” n

f | (N
{ i i, HJJ *\

Wit w me W‘W‘ .WNMW meﬂ »\4 \ M”W W Ww NW’WM

105 100 95 90 85 30 75 70 6 6 ppm

Apesar das fragbes MRK de ambas linhagens ndo estarem
totalmente purificadas, os seus espectros de RMN de *C contém sinais
caracteristicos de uma pB-glucana (1—3) (1—»6) comumente encontrada em
basidiomicetos, a qual é formada por uma cadeia principal constituida por
unidades de B-Glcp ligadas (1—3), parcialmente substituidas em O-6 por

terminais ndo redutores de B-Glcp (Figura 4.13).

FIGURA 4.13 - Estrutura da B-glucana (fracdo MRK: GLC1) obtida dos
basidiomas de G. frondosa (linhagens branca e cinza).
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Os sinais de 3C referentes a este homopolimero foram
determinados por comparagcdo com o0s encontrados na literatura para
polissacarideos similares (Tabela 4.8) (CARBONERO et al., 2006, 2012;
SANTOS-NEVES et al., 2008) .

A configuracdo glicosidica do tipo B foi confirmada pelos valores
de C-1 em 6 103,1 e 103,0 correspondentes aos terminais nédo redutores (t) e
as unidades 3-O- (m) e 3,6-di-O-substituidas (d) de Glcp, respectivamente. O
tipo de ligacdo glicosidica desta glucana foi determinada pela presenca de
sinais de C-3 substituidos em & 86,7/86,3/86,0 e C-6 ligados em & 68,5 (Figura
4.12, p. 74).

TABELA 4.8 - Assinalamentos de *C da B-D-glucana (1—3) (1—6) (fracbes
MRK-Gfb e MRK-Gfc) isolada de G. frondosa.

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

»3)-B-Glcp-(1—> | 103,0 | 73,0/72,8 | 86,6/86,2 | 68,6 | 76,5,4 | 61,0/60,9
—)3,6)-[§ET(13)ICp(1—) 103,0 | 72,7 85,8 68,7 | 74,9 68,5
B-GI((:(:))-(l—) 1031 | 73,7 76,7 70,3 | 76,2 61,2

(t)

Com a finalidade de purificacdo deste polimero, a fracdo MRK-Gfc
foi tratada com uma solucao de sulfato de cobre em meio alcalino, separando-a
em um precipitado (PFMRK-Gfc, 56,8 mg) e um sobrenadante de Fehling
(SFMRK-Gfc, 377,5 mg). Estes foram distintos quanto a composicdo
monossacaridica, sendo o precipitado formado principalmente por xilose
(24,7%) e manose (61,9%) e o sobrenadante por glucose (89,1%). De maneira
similar a algumas fragbes citadas anteriormente, SFMRK-Gfc resultou na
formacao de um gel (gel-SFMRK-Gfc, 426,8 mg) quando submetidas a baixas
temperaturas. Esta etapa foi eficiente para a purificacdo da glucana, pois apos
o fracionamento os teores de glucose atingiram 100% (Figura 3.6, p. 45)
(Tabela 4.6, p. 72). Outras B-glucanas (fragbes: SFSSAIK-Gfc, 290,9 mg e

SPAIK-Gfc, 67,6 mg) foram isoladas a partir da fracdo insoltvel em agua fria

76



(IK-Gfc), apos varias etapas de fracionamento, como precipitacdo por adicdo
de acido acético, congelamento e degelo e tratamento com sulfato de cobre em
meio alcalino, sucessivamente (Figura 3.7, p. 45), sendo cada etapa avaliada
apenas pela determinacdo da composicado quimica por CG-EM (Tabela 4.6, p.
69) devido a baixa solubilidade em agua das mesmas. Como pode ser
evidenciado, estas etapas foram importantes para a purificacdo de IK-Gfc, pois
foram isoladas glucanas contendo exclusivamente glucose (Tabela 4.6, p. 72).
O espectro de RMN de **C de SFSSAIK-Gfc (Figura 4.14) mostrou-se similar a
da B-glucana citada anteriormente (Figura 4.12, p. 74), indicando a presenca de

um polimero com ligagfes do tipo (1—>3) e (1—-6).

FIGURA 4.14- Espectro de RMN de *C da fracdo SFSSAIK-Gfc (GLC 2) de

G. frondosa, analisada em Me,SO-dg, a 70°C.
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As B-glucanas isoladas apresentam residuos com ligagbes
glicosidicas do tipo (1—3), os quais ndo sdo degradados, isso porque nao
apresentam hidroxilas vicinais livres. Assim, uma aliquota da fragdo SFMRKG-
Gfc (46,2 mg) e SFSSAPK-Gfc (61,0 mg) foi submetida a degradacéo
controlada de Smith (Figura 3.9, p. 48), para confirmar a cadeia principal destas

B-glucanas. Os materiais resultantes das degradacdes (fracbes DS-SFMRKG-
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Gfc e DS-SFSSAPK-Gfc) foram submetidos & anéalise de RMN de *C (Figura
4.15).

Estes espectros (Figura 4.15) apresentaram 6 sinais tipicos de
carbono de maior intensidade referentes ao C-1 a C-6 (6 102,78; & 86,03; ©
76,20; & 72,66; & 68,28 e d 60,75, respectivamente) confirmando ser uma
cadeia principal linear (1—3) (CARBONERO et al.,, 2001), parcialmente
substituida em O-6 por cadeias laterais de [B-Glcp, tipica de certos

basidiomicetos e com diferentes graus de substituicdo (SMIDERLE et al, 2006).

FIGURA 4.15- Espectros de RMN de *C das fracdes DS-SFMRKG-Gfc (A) e
DS-SFSSAIK-Gfc (B) de G. frondosa, analisados em Me,SO-dg, a 50°C.
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Conforme relatado anteriormente, B-glucanas similares a isolada
neste trabalho sédo frequentemente encontradas em basidiomicetos, sendo
diferenciadas principalmente em relacdo ao tamanho, grau de ramificacéo,
solubilidade em agua e conformacdo. Dentre estes, a determinacdo do
percentual de substituicdo destes homopolimeros é de fundamental
importancia, pois esta correlacionada com a solubilidade em agua e a
conformacdo da molécula. Para a identificacdo do teor de substituicdo €&
necessario realizar, além das técnicas de **C e/ou 'H, andlises de metilacéo,
pois na maioria das vezes o0s resultados provenientes das andlises
espectroscopicas geram duavidas devido a sobreposicdo de sinais e a baixa
resolucao dos espectros.

As B-glucanas (1—3) e (1—6) contendo uma ramificacédo a cada
trés unidades da cadeia principal tém sido descritas para este fungo, tanto do
corpo de frutificacdo quanto do micélio, sendo algumas delas comercializadas
devido aos seus efeitos terapéuticos.

Desta maneira, faz-se necessario realizar a metilacdo para a
confirmacdo do percentual de substituicdo destas moléculas isoladas neste
trabalho para saber se as mesmas sdo idénticas ou ndo as descritas
anteriormente para este macrofungo.

Aléem dos polimeros constituidos principalmente por glucose,
glucanas, foi isolado do extrato alcalino proveniente da extracdo dos
basidiomas da linhagem cinza de G. frondosa, um heteropolissacarideo
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constituido principalmente por fucose, xilose e manose. O heteropolissacarideo
foi isolado a partir do tratamento da fracdo MEK-Gfc com sulfato de cobre em
meio alcalino (solucdo de Fehling), formando as fracbes (SFMEK-Gfc, 1,3 ge a
PFMEK-Gfc, 104,7 mg). Esta técnica foi repetida para ambas fracdes com o
objetivo de garantir a eficiéncia do processo, obtendo-se, para cada uma delas,
0s complexos cupricos soluveis (SF,MEK-Gfc, 1,2 g e SFPFMEK-Gfc, 41,2 mg)
e insolaveis (PF,MEK-Gfc, 59,9 mg e PFSFMEK-Gfc, 101,5 mg),
respectivamente (Figura 3.6, p. 45). Analises de composicdo monossacaridica
foram realizadas para todas estas amostras, sendo algumas destas distintas da
fracdo de origem, como evidenciado para a fracdo PF,MEK-Gfc a qual é
formada por fucose (6,9%), xilose (33,1%) e manose (60,0%), ao contrario da
fracdo de origem que é constituida por xilose (8,2%), manose (23,9%) e
glucose (67,9%) (Tabela 4.6, p. 72).

Levando em consideracdo a composicdo monossacaridica da
fracdo PF,MEK-Gfc e aos relatos da presenca de fucoxilomananas no micélio
deste fungo, esta fracéo foi submetida a analises de RMN de **C (Figura 4.16)

a fim de caracteriza-la.

FIGURA 4.16- Espectro de RMN de *C da fracdo PF,MEK-Gfc de G. frondosa,

analisada em D-»0O, a 50°C.
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A presenca de varios sinais na regido anomeérica sugere uma
estrutura complexa, correspondendo as unidades de B-Xylp (& 103,61 e
101,40), a-Manp (& 101,57 e 100,94) e a-Fucp (6 99,44) (VINOGRADOV et al.,
2004; SMIDERLE et al., 2006; SILVA, 2014). O sinal de '3C referente as
substituicbes em O-4 das unidades de Xylp e em O-3 das unidades de a-Manp
foi observado, sobreposto, em & 78,37 (Figura 4.16, p. 80).

Cabe ressaltar que os procedimentos de purificacdo deste
heteropolissacarideo foram realizados para a outra linhagem em estudo, mas
ainda nao foi possivel purifica-la totalmente. No entanto, pode ser evidenciado
através da composicdo monossacaridica da fracdo PFSFMEK-Gfb (fucose,
9,7%; xilose, 27,4%; manose, 44,2%) a presenca deste heteropolimero (Tabela
4.7, p. 73).

Ao contréario das B-glucanas, as fucoxilomananas nao tém sido
encontradas frequentemente. Recentemente, foi isolado do micélio deste
macrofungo uma fucoxilomanana formada por uma cadeia principal constituida
por a-Manp (1—3)- ligadas, a qual se encontra totalmente substituida em O-4
por cadeias laterais constituidas por Xylp, Fucp e Manp. Além desta, foram
obtidas a partir do corpo de frutificacdo de Polyporus pinicola (AXELSSON et
al., 1969), Fomes annosus (AXELSSON et al.,, 1971) e Ganoderma lucidum
(MIYAZAKI et al., 1982) heteromananas com cadeias principais de B-D-Manp
ligada (1—3) as quais podem ser substituidas em O-4 pelo dissacarideo 2-O-a-
L-Fucp-B-D-Xylp (Polyporus pinicola, Fomes annosus) ou de D-Manp ligada
(1—4) podendo ser substituida em O-3 pelo dissacarideo 4-O-L-Fucp-D-Xylp
(Ganoderma lucidum).

Andlises adicionais de caracterizacdo estrutural devem ser
realizadas, pois nenhuma destas moléculas descritas na literatura contem

informacdes a respeito da estrutura quimica fina destes heteropolissacarideos.
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5 - CONCLUSAO

Nesse estudo, foram isolados a partir dos basidiomas de G.

frondosa (linhagens branca e cinza) os seguintes polissacarideos:

- B-Glucanas (denominadas GLC1-Gfb, GLC1-Gfc, GLC2-Gfc e
GLC3-Gfc) formadas por uma cadeia principal constituida por unidades de
B-Glcp ligadas (1—3), parcialmente substituidas em O-6 por terminais nao
redutores de B-Glcp.

- Fucomanogalactana (FMG-Gfb) constituida por uma cadeia
principal composta por unidades de a-D-Galp, parcialmente substituidas em O-
2, principalmente pelo dissacarideo 3-O-a-D-Manp-a-L-Fucp e em uma menor
propor¢ao por terminais nao redutores de a-L-Fucp e a-D-Manp.

- Fucoxilomanana (FXM-Gfc) constituida por um core de a-Manp
(1—-3)- ligadas, as quais podem apresentar em O-4 grupos laterais constituidos
por xilose e/ou fucose.

De acordo com os dados obtidos até o presente momento, néo
foram observadas diferencas significativas em relacdo aos polissacarideos das
duas linhagens de G. frondosa avaliadas, sugerindo que esta nova linhagem
que vem sendo cultivada, ou seja, a branca, possa ter os mesmos efeitos

terapéuticos atribuidos aos carboidratos da outra linhagem.
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APENDICE A - Proposta de mecanismo para hidrélise acida de carboidratos.
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APENDICE B - Proposta de mecanismo para acetilaco.
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APENDICE C - Cromatogramas obtidos a partir do padrdo dos principais
monossacarideos obtidos por CG-EM (A) Cromatografo Varian/coluna DB-225-
MS, (B) Cromatografo Agilent/coluna DB-225-MS e (C) Cromatdgrafo Agilent/

coluna HP-5.
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APENDICE D - Espectros de massas dos padrdes dos monossacarideos

obtidos por CG-EM.

Raminose e Fucose (DESOXI-HEXOSES)
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APENDICE E - Principais fragmentos secundarios dos acetatos de alditois.
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