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RESUMO

O corpo de frutificagdo do basidiomiceto Ganoderma multiplicatum seco, moido e
dedlipidificado foi submetido a extragbes aquosase dcalinas(KOH a2, 10, 20e 30%).
O extrato aquoso foi primeiramente submetido a precipitacd® com etanol, enquanto
que osextratos alcalinas foram submetidos a precipitacio com adicéo de &ddo acético
até ~ pH 5,0. Os extratos obtidos foram submetidos aos processos de purificagdo por
congelamento e degelo, precipitagdo com solucdo de Fehling e por ultrafiltracdo e
didise en membranas de diferentes porosidades, respectivamente. A partir destes
processos foram purificadas e caracterizadas diferentes estruturas. Asfragdes 10ESRNV
e 10RSFW, obtidas por extraggdo aquosa, apresentaram-se homogéneas quando
analisadas por HPSEC e compostas principalmente por glucose. O espectro de RMN-
13C apresentou sinais na regido anoméricaem & 102,7 e 102,3 correspondentes ao C-1
sugerindo configuracdo glicosidica do tipo 3. Além destes, também foi observado
sinais pouco intensos em & 100,3 e 97,7 correspondentes ao C-1, provavelmente, em
configuracao do tipo a. Estes dados s1gerem a presenca de uma glucana apresentando
unidades em a e [ configuragdo. A fracdo eluida (30EPFW) e a fragdo retida
(30RPFW) apresentaram fucose, xilose e manose como principais monossacarideos,
sugerindo tratar-se de uma fucoxilomanana. Asfragdes 10ESHK2 e 10RSFK 2, obtidas
a partir do sobrenadante de Fehling (SFK2) da extragdo com KOH 2%, apresentaram-
se homogéneas e glucose como principal monossacarideo. Os dados obtidospor RMN-
13C, DEPT e andlise de metilagio sugerem a presenca de uma B-glucana ramificada
contendo, principamente, ligagdes do tipo (1-3) e (1-6). Também pode ser
observado unidades ligadas (1-4). A partir da extragdo com KOH 10% foi isolada
umaxil omanana (30RPFP5 e 30EPFP5). As andli ses de metil agdo, juntamente com os
dados de RMN-*°C, sugerem um heteropoli ssacarideo ramificado contendo uma cadeia
principal formada por unidades de a-D-Manp ligadas (1 - 4) e parcialmente subgtituida
em O-3 por terminais ndo redutores de 3-Xylp. Uma glucana linear com ligagdes do
tipo B-(1 - 3), denominada de laminarana, foi obtida por extragdo com KOH 20%.
Além destas estruturas, foi isolada, da extragdo com KOH 30%, uma (-glucana
ramificada contendo uma cadeia principal com ligagbes do tipo (1-3) a qua
encontra-se subgtituida em O-6 apenas por unidades de 3-Glcp-(1 - 4)- ligadas. Estes
dados{g)ram confirmados por anali ses de metilagdo, degradac controladade Smith e
RMN-"C.



1 INTRODUCAO

1.1 BASIDIOMICETOS

Os fungos compreendidos no filoBasidiomicota s& chamados e
basidiomicets e pularmen¢ canhecidos com cogumelosorelha de pay bolores
“bufa de lobo” trufas mofos ente outros Est classe @ fungs abrang
aproximadamemrt15.0@ espéciesdente as quas podemos itar os mais cahecidos
mundialmente Agaricus blazei (cogumed do sol) Pleurotus spp., Ganoderma spp. e
Lentinus edodes (shitake) (PUTZKE, J; PUTZKE, M. T. L., 198).

Nese Hlo est reunidd o que & de mas evoludo dente cs organisms
Reino Fung (PUTZKE, J; PUTZKE, M. T. L., 1998) Devido a grand variedad
dese grum é muto dificil identificar qualquer caracterisacmorfolégica que saj
Gnica e constante.

CHANG e MILES (1992) definiran cogumels cono “macrofungos cm um
distinto corpo @ frutificacdq os quas poden se tanb hipog® quant epigeg granc

0 bastard para sevisto a ollo nu e sepeg com & maos”.

Apesa dese gupo se muto abundarg e ser representaga um grana
nimep de espéce swa exploacdocomeacial € peuena o Brasl (PUTZKE, J;
PUTZKE, M. T. L., 1998).

Os basidiomicetos sa caracterizados poproduziren espors sexuais,
denominados d basidiosporqse unma estrutua microscopica espetieada parn esta
funcdq o basidio. Este esporos pode sa liberads violentamente serdo
denominados d bditosporcs ou serm liberados passivamentd maiora da esjgcies
forma uma estrut@ macroscopica com hifas modificada que originam
psaidotecidos denominados d basidioma ou cpo de frdificacda Algurs
basidiomicets ppdem forma uma estrutua de resisténa en condi¢des desfavoravsi
as quas podeam ficar dorments por longs perialos Esh estrutua € denominaal de
escleroa (ALEXOPOULOS MIMS; BLACKWELL, 1996). Estes estrutura forman

o ciclo devida ger&dos basidiomicets(Figura 1).



FIGURA 1 - Esquema o ciclo de vid gerddos basidiomicetos

O micélio, o qua é formalo pa muitos flaments septads chamads de
hifas denomina a fas vegettiva dos basidiomicetasEstes septs podan sersimples
ou possuiren clamp connections (Figura 2) sena esh uma estrutua caractertica do
micélio secundao e esta envolva ra manutencdoalmndicdes dicarioticas Estas
estruturg garanten a localizacd de um nucle de cad tipo na céluls filhas
(ALEXOPOULOS MIMS; BLACKWELL, 1996. Serdo que a classificaga

taxondmi@ dest grypo é baseadna morfologa maco e microscopicaabasidioma.

FIGURA 2 — Diagrana da formacéo ddamp connections em basisdiomicetos
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Pa milénios cogumels tén sido valiosos paa a humanidade camrecursos
comestives e medicinais Um granéd numeo de moléculas ativas, inchido
substancia anitumorais tém sido idertificadas an muitas esggcies de cogumelos.

Cogumelos com Ganoderma lucidum (Reishi) Lentinus edodes (Shiitake),
Inonotus obliquus (Chagad e mutos outros ts sido coletados e usas@a milhares
de an® ma Coréia China, Japd e leste da RuUssia. Estardicas forman a base do
modernag estulos cietificos de atividade medicinais de fungos (WASSER2002).

Historicamente fragdes salveis an agwa quente (decocsoe essénciasle
cogumels medicinas s@& utilizados ra medicim oriental once o conhecimento e
prédica do us dos cogumek® foram primariamerd originalos (WASSER 2002)
Atualmente mutas culturas em todo o murdo reconheam que extrate e cert®
cogumels podan ter muitas dividades benéfica paa a saud (SMITH, ROWAN,;
SULLIVAN , 2002, WASSER; WEIS$ 1999).

O conheciment da composi¢ao quinaak cogumels é importard tanb paa
prevenr sua expansaoquand paa esimular seu crescimento. Estlos envolvendo
alguma cepas e@Agaricus blazei mostraran a presenca de prodstoo materibsecq
serdo composto por 4198 de proteinas e 4598 de carboidrate e somente 1% de
gordura Ja a paredecelular consise majoritariamente al polissacariden (89% e
proteinas (3%) e em menor quantidade gorduras, minerais e pigmentos (MOHACEK-

GROSEV; BOZAC; PUPPELS, 2001).

1.2 POLISSACARIDEOS

Os pdissacarides s&® a macromoléculas nmmaiabundants em dguns
materias bioldgicos. @ mas canhecidos sé a celulose, amal e ses derivados;
quitina e gomas extraidase dvegeta e algas Desempentma papé estrutural,
energéico, de adesao e pretdo Esa ampla gam de finalidads devese a estrutura
guimicadaos pdimercs ce carboidratogjue pernitem granca varialilidade molecular

Est@ variallidade estruturbfornece a flexiblidade necesséaa paa os compl&os



mecanisme regulatérios @ varia interacdes céluaélula en organisme superiores
(OOI; LIU, 2000).

Polissacaride® e complexs pdissacaridegproteingd s& importants
biopolimeres usade an diferents apicacdes tais cono aditivos #imentares e
farmacéticos Devido a issg informacde sobe isolamentp estrutua quimica
propriedads fisicoquimicas e biodividades sobe estes plimeros s® essencias paa
pegjuisas futuras e dgac® dests polissacariden(PENG; ZHANG, 2003).

A pareck celula de fungos geralmere é formad pa celulo® e/as quitina e
outrcs polissacaridegprincipalmeng glucanas Sena que a classé@asidiomicetos
nd possuceluloe m swa pareé celular sendo esh composta de 38 de quiting
50% de outre pdissacarides e 10% d proteina (GRFFIN, 1994).

1.21 Polissacarideode Basidiomicetos

Polissacariden de fungos principalmené de basidiomicetgs tém sido
amplamerg estidads devidb a sua atividads aritumorais artivirais,
anticoaggulantesente outra (SMITH; ROWAN; SUWLIVAN, 2002). Esta estrutura
podan se& isolada do corp de fruificacdg do escledcio, do micélio ou

exopdissacarides provenientes das kuras en laboratér dests organismos.

A atividace anitumord é exibica pa uma gran@ classe d dicanos a quase
estsmde de homogdomercs a& heteropbmercs complaos Esta diferencasna
atividade podem esta correlaconada can a solibilidade em aguatamarmo das
moléculas proporc® de ligac® e forma Devido a este fatores tornase difidl
correlaciona a estrutuat e a atividad anitumord de polissacarideos comples
(WASSER 20@®; JONG;, DONOQVICK, 1989).

1.2.11 Homopolissacarideos

As glucana s@ os homoptissacarideos mais fiéientemerg encontradose

basidiomicetospodend se lineares au ramificads (Tabeh 1).



A maioria deste organismos estudados quaatestrutua depdissacarideos,
apresentan umacadea principdconstituich pa unidade de glucose, ® confgurac®
B-, ligadas (1-.3) com subdituicdo em O-6 por una Uni@a unidade de glucose a cada
trés unidade da cadeia principal (Figar3), conp por exemplpem Grifora umbellata
(MIYAZAK | et al., 1979) Outres basidiomicets estidados nos quas a mesma

estrutura fodescrita es@iindicados a Tabela 1.

FIGURA 3 - Esquem ¢h estrutura da glucana obtida para a maioria dos basigtosnestudados

~ 3)-B-D-Glcp-(1 - 3) -B-D-Glcp-(1— 3)-p-D-Glep-(1 - 3) -B-D-Glep-(1 -
6

)
1

3-D-Glcp

Estrutura sinilares a esta glucanas, pord@ can diferents gras e
subdituicdo foram descitas pam alguma espécie ce basidiomicetasDo corpo de
frutificagdo de Ganoderma japonicum foi isolado uma glucam@ contendo um cade
principd constituich por ligagée do tip B-(1-3) senad subsituida em Q6 pa
unidades de Glp a ca@d 30 unidade da cadea principal (UKA et al., 1982) Em
Dictyophoraindusiata a substituicd acontee a @da seé unidade da cadea principa
(HARA et al., 1982) e en Volvariella volvacea a cadea principd é aubgituida a cad
cinco unidads (MISAKI et al., 1986).

Glucana mntend o mesmo tipo de cadeia principgbrén podend te
outrcs tipos & ligacdotambén foram relatadasKATO & al. (1978), estidanad o
conteudo polissacaridicdo esclerda de Grifora umbellata (Fr.) PFilat descreverna
um polissacaride can cadea principal @ 3-D-Glcp com ligacdes do tipo (1-3) e
(1-6). Devid as tcnica mais udimentars de caracterizagiestruturbutilizadas na
época do estudo, mAesh clao « & ligacos B-(1-6) estd presente ra cadea
principd ou na cade lateral Ese mesno autor suger a presencaedligacds [3-

(1-4), porén nd detalha a posiio destaigacdes ra estrutura.



Foi descrito paa Lentinus edodes uma (-glucara contendo um cadea
principd constituich pa ligagdes do tip (1- 3), a quaencontrase ramificada em @
(duas substuicbes par cada cing unidads da cadea principa) por cadeia lateras
condituidas de unidades €3-D-Glcp-(1 - 6)- e B-D-Glcp-(1 - 3)- ligadas serdo que
ligacbes B-D-(1-6) interns poden esta presentes Ese pdissacaride foi
denominalo de letinama (SASAKI, TAKASURA, 1976).

O polissacaride isolado do corpo déutificacéd de Auricularia auricula-
judae é formas pa uma caded principa de B-D-Glcp ligadas (1-3), 0 qua
apreserd subsituicdes an O-6 por unidads ce 3-D-Glcp. Porém, diferentemeatas
estrutura anteriores, a sutitslicdo ocorre en duas unidadesle cad trés @ cadea
principd (Figura 4 A). Para este mesmbasidiomicead tambén foi caracterizad una
glucara insolivé em agua sendo swa estrutura mairamificada possundo a cadei
principd de B-D-Glcp-(1- 3)- ligadas a qua apresentase subdituida en O-6 pa
unidades ce terminas n&® redutors de B-D-Glcp ou por cadem laterais (curtas)
formada pa unidads de 3-D-Glcp-(1 - 6)- ligadas As substuicdes ocarem em tr&
de cada quatrunidads e Gl da cadeia principal (Figar4 B (SONE KAKUTA;

MISAKI, 1978).
FIGURA 4 - Esquem da estruta da glucara obtida paraduricularia auricula-judae (SONE, 1978)

A
- 3)-B-D-Glcp-(1 - 3)-B-D-Glcp-(1 - 3)-B-D-Glep-(1 -
6 6
1 1
1 1
B-D-Glcp B-D-Glcp
B
- 3)-B-D-Glcp-(1 - 3) -B-D-Glcp-(1 - 3)-B-D-Glep-(1 - 3)-B-D-Glep-(1 -
6 6 6
1 1 1
1 1 1
3-D-Glcp 3-D-Glcp 3-D-Glcp
6



Um estido detalhado sab a estrutua de polissacaridepnisolade do copo de
frutificacé e d micélio deGanoderma lucidum, sugee uma cadeia princigdormada
por unidades de 3-D-Glcp-(1 - 3)- ligadas serdo substuida em G6 por unidads e
Glcp ou peb grupo dssacaridio 6-O-B-D-Glcp-B-D-Glcp e en O-2 peb dissacaride
4-O-B3-p-Glcp-B-D-Glecp. O grau de substituicd e & grupos constituingevarian de
acorc can os tipcs e extracbesaquos a fro e a quente, altaa frio e a quert
(Figura 5) serdo que as estrutusgrovementes da extracoesquosa apresenta um
maiar grau de subdituicdo do que aquetaobtida pa extracds alcdinas (SONE &
al., 1985).

FIGURA 5 - Esquem ch estrutura da glucana obtida p@anoderma lucidum (SONE & al., 1985)

3-D-Glcp 3-D-Glcp
1 1

! !

6 4

3-D-Glcp 3-D-Glcp
1 1

! !
6 2

_ 3)-B-D-Glcp-(1 - 3)-B-D-Glcp-(1 - 3)-B-D-Glep-(1 — 3)-B-D-Glep-(1 -

BAO et al. (0019 estudado polissacariden isolalos @& espore ce
Ganoderma lucidum, descrevena umaf-glucara complea can cadea principa
contendo ligigdes do tipo (L 3), a quaapresentase ramificada em @ por diferents
subdituintes Estes ppdem se apena unma unidade de Glg, ou cadeia laterais d
diferentes tamahos formada pa unidads de 3-D-Glcp contendo ligacds do tipo

(1-3) e (1-6) (Figura 6).



FIGURA 6 - Esquera ca estrutura da glucaroltida a patir de espore Ganoderma lucidum (BAO d
al.,, 2001a)

R R

! !
6 6

_ 3)-B-D-Glcp-(1 - 3)-B-D-Glep-(1 - 3)-B-D-Glep-(1 - 3)-B-D-Glep-(1 -
R=B-D-Glcp-(1 -

R=B-D-Glcp-(1 - 3) -B-D-Glep-(1 - 6) -B-D-Glep-(1 -

R=B-D-Glcp-(1 - 3) -B-D-Glep-(1 - 6) -B-D-Glep-(1 - 3) -B-D-Glep-(1 -

Diferentemerg da estruturas destas anteriormenteestudas realizalos a
partir do corpo de frificacéo de Grifora umbellata sugeren uma (3-glucara can
ligacdes (1. 3) ramificach em Q6 por cadeis e 3-D-Glcp contendo ligicdes d tipo
(1-4) e (1-6) (MIYAZAKI et al., 1979).

B-Glucana can cadea principacomposta poligacdes (1 6) tambén foram
descrita pan basidiomicetasMIZUNO & al. (1995) estudado extratgs piovenients
do corpo de frutificacdo d&richoloma giganteum isolou um pdimero com cade
principd formada pa unidads de (-D-Glcp-(1-6)- ligadas apresentado
ramificagcdes en O-3 por una Uni@ unidae@ de glucose. B Polyporus confluens esta
mesna estrutua tambén foi descrita tanb pama extrat@ proveniente do corpo @
frutificacdq quanb paa o micéo (MIZUNO & al, 1992). DONG & al. (2002
estudado extratos quosos do compde fruificagcd deAgaricus blazei isolaran uma
glucara també composd peh mesma cadeiprincipa) porén ramificach en O-3
pelo dissacarieb 3-O-3-D-Glcp-B-D-Glcp (Figura 7)

FIGURA 7 - Esquera da estruturaadglucana otida par Agaricus blazei (DONG ¢ al., 2002)

_ 6)-B-D-Glcp-(1- 6)-p-D-Glcp-(1 - 6)-B-D-Glep-(1 - 6)-B-D-Glep-(1 -
3

)
1

B-D-Glcp-(1 - 3)-B-D-Glcp



Polissacariden acide tambén foram descitos paa abuma espécies al
basidiomicetosPan o corpo d frutificagdo dd.yophyllum decastes Sing foi descrita
uma B-glucara acig ramificaé contedo ligagdes d tipo (1-6) (UKAWA,; ITO;
HISAMATSU, 2000). Uma 3-D-glucara can ligagdes (1- 3) e (1- 6) conterdo 4,5%
de acid glucurénio foi obtida a parti de extrate do corpo @ frutificacéo de
Agaricus blazei (MIZUNO ¢ al., 19909 e Fomes annosus (AXELSSON et al., 1971).

B-Glucana linears foram descitas pan algurs basidiomicetos. & Agaricus
blazei uma [(-D-Glcp-(1-6)- ligada foi caracterizad (MIZUNO & al, 1990b;
KAWAGASHI et al., 189). Porém B-glucara ligach (1-3) s& mas comumerd
encontradascono por exemplpem Laetiporus sulphureus (ALQUINI et al., 2M4),
Armillaria mellea (FRASER; LINDBERG 19%67) eGanoderma tsugae (WANG et al.,
1993).

a-Glucana tambén foram desdtas parn abuns cogumelos. MIZUQ & al.
(1986) estidando o corpoalfrutificacdo deGrifora frondosa, descrevena uma a-D-
glucara acida e uma-D-glucara contendo umcadea principal formad pa ligacdes
(1-4), sedo substuida en O-6 por terminas n&® redutors ce a-D-Glcp. Em um
estwlo sobe dividade aritumord de pdissacarides de Tricholoma giganteum os
autores dtam umaa-D-glucara contend ligacde (1-4) e (1-6), porén nd® ha
detalhes sobe a estrutia (MIZUNO ¢ al., 186). Esa mesm estrutua tambén foi
descrita paraAstraeus hygrometricus (CHAKRABORTY et al, 2004) Em
Termitomyces eurhizus duas a-glucaras foram isoladas uma contendo ligacde do
tipo (1-6) e (1-3) (2,5:1) e una linea apena can ligacdes b tipo (1-6)
(MONDAL et al., 2004) Uma a-D-glucara acida, ontendo ligicbes (L 6) e (1-4),
com 5,26 de acio glucubnico foi isolada do compo de friificac@® de Agaricusblazei
(MIZUNO & al,, 1990a) Uma a-glucara linea contenda ligagdes (1- 3) foi isolach
de espore de Ganoderma lucidum (BAO et al., 2001a).

Além das glucana dtadas outo homopolimes descito paa Pleurotus sajor-

caju foi uma B-xilana Porén os autores & concluen o tipo de ligacdocitand

apena qe & ligacds poden se (1- 3) ou (1-4) (ZHUANG « al., 1993).
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1.2.12 Heteopdissacarideos

Dentre s heteroplissacarideos mais cams en Basidiomicete esté as
heterogalactanaserdo a maioria formaal por una cadea principa de a-D-Galp-
(1-6) contend diferents substuintes principalmeng por fucoe e/ar manose
(Tabeh 2)

Um dos primeire estudos descrevemds heterogalactasda realizado
por BHAVANANDAN, BOUVENG e LINDBERG (1964) a partr do corp de
frutificacé de Plyporus giganteus. Estes autore descrevera um polissacaride
com cadea principalB-D-Galp-(1 - 6) subsituida em G2 pelo grup dissacaridio
3-O-3-D-Manp-B-L-Fuam.

A partir de diferentes Basidiomicetos, 2atomq Polyporus fomentarius
(Fr.), Polyporus igniarius (Fr) (BJORNDAL; LINDBERG, 1969), Ganoderma
applanatum (USUI; IWASAKI; MIZUNO, 1981) Armillaria mellea (FRASER,;
LINDBERG, 1967) e Flammulina velutipes (MUKUMOTO; YAMAGUCHI,
1977)foi isolado um polissacaridecompost por una cadeia princidaondituida
por a-D-Galp-(1- 6)- ligada semlo esh subsituida em G2 pa L-Fug e peb
dissacaride 3-O-3-D-Manp-B3-L-Fug (Figura 8) Em P. fomentarius (Fr.) e P.
igniarius (Fr.) tambén foi descrito una heteogalactana am cadea principd de
a-D-Galp-(1-6), porén wubdituida en O-2 por unidade de terminas n@®
redutora ce a-L-Fug e D-Galp (BJORNDAL ; LINDBERG, 1969)

FIGURA 8 - Esquera da estrut@r da manofucogalactam obtida para a maieri dos
basidiomcetos

o-D-Manp
1
!
3
a-L-Fug a-L-Fup
1 1
! !
2 2

- 6)-a-D-Galp-(1 - 6)-a-D-Galp(1 - 6)-a-D-Galp-(1 - 6)-a-D-Galp-(1 -
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ALQUINI et al. (204) reportarmm uma estrutar simlar as descrita
anteriormente porém, alén dos grups substuintes dtados este pdimero é
subdituido por unidade Unica de a-D-Manp.

Heteropdissacarides naturalmerg mdilados tambén foran descitos
(Figura 9) Um polimep formado por urma cadeh principa constituicb por
unidade de a-D-Galp e 3-O-Me-Galp contena ligagdes d tipo (1-6), podendo
sa subdituida en O-2 por terminas n® redutors e 3-D-Manp foi enantrado
em Pleurots ostreatus(JAKOVLJEVIC & al., 1998) ROSADO et al. (2003
estudado pdissacarides ce Pleurotws ostreatus‘florida” e P. ostreaturoseus
descreverm uma estrutura siitar, porén as unidade da cadeia principal sa
subdituidas en O-2 por unidads de a-D-Man esugeren que a preserg;de gupos

metil pode se uma caracteritica do génerdPleurotus.

FIGURA 9- Esquenma ca estrutua da maaogalactan parcialmerg metilaé oltida do corp de
frutificagéo dePleurotusspp.

D-Manp
1 Me
! !
2 3

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

Além dos heteopdimercs desdtos anteriormente conp &
heterogalactanasoutrcs pdissacarides isolade do corp de frutificac@® de
basidiomicets foran estudadgsdentre estes encontrase & xlomanans e &
fucoxilomananasEsta estrutura apresenta uma cadei principaconstituich pa
unidade de maropiranog can diferentes tipos @ ligacds e grups substuintes.

A patir de estude redizados can Polyporus phicola (AXELSSON,
BJORNDAL ; LINDBERG, 1969)e Fomes annosu¢AXELSSON et al., 1971) foi
descrito um fucoxilomanaa contedo unma cadea principal compost pa

unidades de 3-Manp ligadas (1- 3) e substituida em-@ por cadeia lateras de 2

14



O-a-L-Fump-B-D-Xylp (Figura 10) Uma estrutua simlar (Figura 17 foi isolada
de Ganoderma lucidum, porén a caded principdé compos pa ligacdes do tipo
(1-4), subsituida en O3 por cadeia lateras de 4O-L-Fug-D-Xylp
(MIYAZAKI; NISHIJIMA , 1982).

FIGURA 10 - Egquerma estrutural d fucoxlomanara isolah ce Polyporus pinicola
(AXELSSON; BJORNDAL ; LINDBERG, 1%9) eFomes annosus (AXELSSON
et al, 1971)

3-D-Manp-(1 - 3)-B-D-Manp-(1 - 3)-3-D-Manp-(1 - 3)-B-D-Manp-(1 - 3)

4 4 4
1 1 1
1 1 1
B-D-Xylp B-D-Xylp B-D-Xylp
2 2 2
1 1 1
1 1 1
a-L-Fuc a-L-Fuc a-L-Fuc

FIGURA 11 - Esquema estrutural d fuoxilomanama isolaé e Ganoderma lucidum
(MIYAZAKI ; NISHIJIMA, 1982)

D-Manp-(1 - 4)-D-Manp-(1 - 4)-D-Manp-(1 - 4)

3 3 3
1 1 1
1 1 1
-Kylp D-Xylp D-Xylp
4 4 4
1 1 1
1 1 1
-FEuc L-Fuc L-Fuc

No micélio deArmillaria mellea foi isolado uma xlomanara (Figua 12
contendo uma cadeh principal con ligac6e do tipo a-(1 - 3), subsituida em G4
por cadeia laterais d 4O-B-D-Xylp-D-Xylp (BOUVENG; FRASER
LINDBERG, 19%7).

15



16

Esta mesm estrutua fo isolada do micélio dePolyporus tumulosus (ANGYAL ;

BENDER; RALPH, citado por BARRETO-BERGTER; GORIN, 1983)
Exopolissacaride® praduzidos por basidiomicesodo géneo Tremella

(Tabeh 2 tambén apresentara estrutura can a mesma cadeprincipal porém

contendo gbdituintes acdos além de Xylp e Fu@.

FIGURA 12 - Esquema estrutural d xlomanarm isola@ c micélio de Armillaria mellea
(BOUVENG; FRASER; INDBERG, 1%7)

a-D-Manp-(1 - 3)-a-D-Manp-(1 - 3)-a-D-Manp-(1 - 3)-a-D-Manp-(1 - 3)

4 4 4
1 1 1
1 1 1
D-Xylp D-Xylp D-Xylp
4 4 4
1 1 1
1 1 1
B-D-Xylp B-D-Xylp B-D-Xylp

YANGYAL, S. J; BENDER, V. J.; RALPH, B. J. Biochim. Biophys. Acta, v. 362, p. 175-187, 1973.
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1.3 Ganoderna spp.

O géneo Ganodermaé membo da Orden Aphyllophorales (chamads de
“Poliporos”), sendo este um gupo morfologicamemt complexo de basidiomiceto
terrestres.

Muitos destes fungos sasaproitos e decompd®res e madeira S@
tipicamente dur® e apresenta uma textura amadeiradasena popularmerd
conhecidos po“orelhas ce pau’

A maioria de poliporos absoesnutrients da madeira moa ce parts das
plantas porén alguns podm cresce em awores vivas e causadecomposigd nas
partes n® funcionas da madeira Poucs destes fungos invagtieo tecido condutivo
das plantasou sdo micorrizardirando nutrients e carbbno da raizes.

O géneo Ganoderna foi estabelecid pa P. Karsten em 1831 e mas e 12D
espécis foran descitas dese esh data, poné devdo a grande diversidaddese
grupo, swa classificacé taxonémia € problemtica HUIE; DI, 2004; KIM; JJANG,
2000).

Muitos autores @nsideran estes organismos coma maio fonte de produts
naturas farmacologicameataivos (ZJAWIONY, 2004)Além disso,ha um grana
interesse comercialeste basidiomicetgcom um aumert de swa produc® mundial
devido sua capacidade ed degrada materid lignoceluldicm (YILDIZ;
KARAKAPLAN ; AYDIN, 1998) S@ chamadosealfungos @ podrid® brancapois
sé@ capaze e degada lignina e celuloseDevido a esd caracteriica podan se
potencialmerd uilizados para onverta ese tipo de substrat en composts Uteis
como por exemplpmolkculas co dividades farmacolégicasGROAN, 2004).

O fung mas estudad dest génerp Ganoderna lucidum conhecdo cono
“Lingzhi” na China, “ReisHino Japao “Youngzhi’ na Coréia e “cogumelRel' no
Bragl tem sido tradicionalmerg usado na medicina popul@rincipalmeng o
Oriente “Lingzhi” foi citado em Shen Nongs Herbal Clasic (considerad o livro
mais artigo da medicina herbadrientd e a tindac&® de medicina tradiand chinesa

para aumemt da “forca vital e promoto de “longevidade”.
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Durane as (timas dua décadas, pesqussanderna tén revelalo qwe o
“Reishi” contém uma variedad de conposte quimicos coma triterpenos
polissacaridegsnucledideos esterdisacida graxos, alcaloideproteinaspeptideos
aminoacilos e element inorganicos Dente ests compostos, iterpens e
polissacarides tém recebiad grande ategdo por possuina diversa e potencialmeast
significantes aividades farmacoldgicas. “Reishtem sido usado no tratamentde
doenca cronicashipertensao, aite, bromguite, asmaanorexig gastritghemardidas
diabetes hipercolesterolemjandrites, dismnaréia, congipacdq lupus eritematoso
hepdites e problemas camitascularesEstulos recente denonstraran dividades
anti-cancerigenasatividade ariimicrobid e antivird contra HIV (HUIE; DI, 2004;
JONG; BIRMINGHAM,1992; ZHANG et al., 2003).

1.3.1 Ganoderma multiplicatum

Ganoderma multiplicatum (Mont.) Pat, foi descrito en 1839, porén estidos
quimices nd@ foram relatads at a presemt data. Est basidiomicet tambén é
conhecdo pa Polyporus multiplicatus Mont. (1854). E unma espéa neotopicd e
apreserd una variedad morfoldgica causadpa condi¢cdes dimaticas (GOTTLIEB;
WRIGHT, 1999).

FIGURA 13 — Foto do basidionteb G. multiplicatum (cedich peb Prof Dr. Fabb Rogéro Rosado)
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2 OBJETIVOS

O preserg trabaho teve como objdivo gerd a andise estruturh de
polissacarides isolalos  basidiomicetdGanoder ma multiplicatum.
Os objdivos especifice foram:
a) Redizar extrac6s aquosas e alli@as can hidrdxido de potassia 2 10,
20 e 30%;
b) Purificar os pdissacarideoshtidos;

c) Caracterizaestruturalmerg cs principais polissacaridedsolados.
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3 MATERIA L E METODOS

3.1 OBTENCAO E CLASSIFICAGAO DE Ganoderma multiplicatum

Ganoderma multiplicatum (Mont.) Pat, popularmerg conhecdo cono
“orelha de pau,’foi coletad na Avenida Perimetraem Maringg ParanaBrasl, pelo
Prof Dr. Fabo R Rosalo do Centw Universtario de Marina (CESUMAR) A
iderntificacd foi realizaé segudo GOTTLIEB e WRIGHT (1999) e RYVARDEN
(2000), em 1609/2004 peh Dra. Adriam M. Gugliota, do Instuto de Botéanica el
Sé Paulg S& Paulo, Brat A exsicad encontrese depogada no Ing$ituto de
Botania de Sa Paub sob numery SP307950.

3.2 PROCEDIMENTG® GERAS DE EXTRACAO

Ganoderma multiplicatumfoi [impo, seo e modo. Bn seguidafoi submeido
acs processwy sequenciai de extraca e purifiacadq conforme ¢s iters desatos a

seguir.

3.21 Extrac® CloroférmicMetand

O materia foi deslipidificado com uma mista@ de solveng cloroformio
metarol (CHCl;: MeOH, 2:1, v/v), sd refluxg durané 2 ou 3 horsira temperatwa ce
60°C. Apds est procedimentoos extratos otidos foran filtrados a querd e

evaporade at secua an temperatua ambiente (MAEIADO « al., 1994)

3.22 Extrac® Aquosa

O materidresiduddos processos antericé& submetia a extracdg aquosa
em &ua fervente, do refluxo, durard 3 horasOs materias foran filtrados can a

soluzdo ainda a quent&endo est procediment redizado tré& vezes.
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Os extrate oltidos foram reunid® e precigados can etanol (3:1, v/v). Ese
materid foi centrifugado e o precipitad etandlico ohido, fo dialisacb em &gua
corrente por 8 horas Apos est procedimentoa frac® didisada fo congelac e

liofilizada.

3.24 Extrac® Alcalina

O materid residual @ extraca aquoa fo tratadg sequencialmentecom
solugdo aquoa ce hidroxidb de pot&so (KOH), nes mncentagdes de 2 10, 20 e
30% em agwa fervente, @b refluxo, con adic® de boroidredv de s6dd (NaBH,) para
evitar degraé¢@o das cadeia pdissacaridicassena ese procedimertt redizado por
3 hora e repetid trés vezes. © extratos obtidgsaainda quentesoram filtrados po

algodao.

3.3 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

3.3.1 Precipiag® de Pdissacarides can Acido Acéticoat pH 5,0

Foi adicionaa &cic acétio (HOAC) nas fracds provenientes das eagdes
alcdinas at pH 5,0, resdtando, geralmente,re fracde sollves e insolUveisApGs
est metodabgia tanb os preciftados quard os sobrenadanseforam neutrdizadas,

dialisadas conta &gua carente congelados e liofilizdos (MIZUNO « al., 1986).

3.32 Separagiidcs Pdissacarideos paCongelamert e Degelo

As fracOs oltidas atravé da extracdes ampsa e & fracbes sdiveis en pH
5,0 foram submédas separdamenteao process de purificac® por ®ngelamerd e
degelo Cadh fragcdo foi solubilizaal em §ua deslada e submigda ao procsso de

congelamert e posterinodegeb em temperatua ambiente. ®preciptadcs insollves
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em agua fria foram sepados dos commponente soliveis pa centrifugaca (9000 rpm
15 min, 25C). Esse process foi repetidd a€ gue o sobrenadaetaquos nd
apresentsse mas precipitad por congelamente deged (GORIN IACOMINI,
1984).

3.33 Purificac® dos Ptissacarides can Solucaade Feling

A soluc® de Felting é formad pa duas solucdes distintasienominada de
solugédo A e solucdo BA soluc® A é composta pode tartarad de pot&so e ®dio
(173 g e KOH (125 9 em volume de gua suficiente para 500 mA soluc® B é
commst por 55 74 g ¢k sulfab de cobe 5 H,O an volume de agua suficieatpan
500 ml.

As fracds submédas a est procedimert foram primeiramente
solublizadas em aproximadamept10 ml da solucdo Asegundo ca adic® de igud
volume da solgdo B ApoGs intens agtacdq o materiafoi mantido sob refrigeraca
por 12 hora (JONESSTOOLLEY, 1965).

O preciptado formado foi separadpa centriigac® (9000 rpm 15 min,
25°C). As fragOes otidas (precipitad e ®brenadandeforan neutrdizadas can
HOACc, didisada contra gua carenke (~ 48 horase tratadas au resira Dowex @&
forma catiéni@a fortemeng acida. A frac6es oldidas foran concentrads sob pres@®

reduzida congeladsa e liofilizadas.

3.3.4 Purificac® dos Pdissacarides pa Ultrafiltracd® ou Dalise pa Membrana

As fragbesas quas estivessa heteogénea quando anéisadas por HPSE
(item 3.4.2)ap6s tratamermtcam solucd® de Feling, foram subméidas a dtrafiltracéo
em membranade celulog regenerada ou polietersuifr con limite de exclis@® de D
kDa, 30 kDa e/as 300 kla (Millipore).

As Utrafiltracdes foran realizada por un sistema d fltracd® adequdo
(modeb 16249 Sartoriuy acoplad a un dlindro de a comprimdo (CARBONERO
et al., 2005).
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A purificac® dcs polissacarideos tambéfoi realizach pa didise fechad

contra @gua destilada, atragéke membranas co limite de exclusd de 16 kDa.

34 ANALISE ESTRUTURA. DOS POLISSACARIDEOS

3.41 Composicd Monossacaridica

3.4.11 Hidrolie acidh total

Aliquotes e pdissacaride® ~ 1 mg foram tratada can 10 ml de TFA
(acido trifluoracéico) 2 M, durané 8 hora a 100C au TFA 1 M a 100C, overnight
(12-15 h) (CORRADI ca SILVA et al., 1993) Apoés est tempg o acido foeliminado
por evaporacgd a€ secura. Pagtdas polissacarides hidrdisadcs fa solubilizada an
agua e cromatografaden papé (item 3.5.1.2) A outra pare foi submedida a redugd
e acdilacaq conforne o iten 3.4.1.2.

3.4.12 Reducdo e atiacéo dos produtoselhidrdise

Os podutos @ hidrélie foran reduzide can NaBH, (boroidreb de $dio)
(WOLFROM; THOMPSON 19633 em temperatua ambiente, id 9-10, por 15 horas
ApoOs et periao, & solucdes ruzidas foram tratada cam resira cadiénica (pH 7,0)
fitradas e levada a secwa b pressd reduzida O acid boérim formado foi
eliminado por ceevaporagdo com metanok forma de borai de trimetila.

Os aldtois formados foran aceilados can uma mistura € anidricdb acédico
(Ac,O)/piridina 11 (viv) overnight (WOLFROM, THOMPSON, 1%3b) a
temperaura ambienteO processo fonterrompdo pa adic® de geb e o materia
acdilado foi extraid com cloroférmio A piridina residul presente a extrab
cloroférmiao foi removida pa sucessiva lavages can soluc® de sulfab de aobre

5%. Apds remgao tdal da piridina, a facé® cloroformia fa desidratad can sulfab
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de s6do anido e fltrada pa algodao. Ads securacs acetate ce aldtbis oltidos

foram andisadas por GGMS.

3.42 Tese de Honogeneidade

3.4.21 Cromatograé de exclusao estériaropla@ a detecao po indice e refacé®
e espalhameatde liz (HPSECMALLS)

As amostra foran solbilizadas em ritrito de s6do 0,1 mol.I* contend azich
de s6dd (NaNy) 0.2 g.I* ou gua MilliQ para uma concentragéfinal de 2 mg.mt,
serdo filtradas atravé e membraa ce acetad de celulos can tamanho de poo
equivalene a 0,2 um Em seyuida foran aplicada en cromatograd de exclusa
estéria de dta pressa (HPSEQ WATERS equipad com detecto de indice ce
refrac® diferencial modeb WATERS 2410, e con detecto de espalhameatde luz em
multiangulos WYATT TECHNOLOGY, modeb DAWN DSRF. Foran utilizadas em
série 4 coluna e gé permeacd WATERS com limites de exclusa de 1 x 16, 4 x
10°, 8 x 1d, 5 x 16. O eluen¢ uilizado foi uma solucé de ritrito de s6dd (NaNQ)
0,1 mol.I* contendo Nal 0,2 g.I*, can fluxo de 06 m/min, moritorados atravésel

bomka peristéica WATERS 515.
3.43 Mdilacgao

Aliquotas dos ptissacarides (25 mg foram meiladas segmdo CIUCANU e
KEREK (1984) A amostra fo dissolvica (1% p/v) em dimetilsulféxdo (MeSO).
ApoOs a solullizacaq foi adicionad hidroxido & s6do (NaOH desidratad e
triturado (4:1 de carboidrato)A soluc® foi mantich b agiacé® e adicionad iodeb
de metib (CHl) na proporcdo CHsl/NaOH/caboidrato, recomendad(1:20:50)
Ap6s 2 horas o materiafoi neutralizad can HOAc em barho de geab e dialisao,

exaustivamentecontra agwa corrente liofilizado, sena todo o processrepdido.
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Encerada esh metalologia os pralutos O-metilados foran extraide can CHCL, e

apo6s securasubmdidos a hidrdise (tem 3.4.3.1).

3.4.31 Hidroliee das polissacaridenparcialmerd O-metilados

A hidrélise acida total d® polissacaridepmeilados fa realizadh can acdo
sulfarico (H,SOy) 72% (p/v; 05 ml) por 1 hoa a OC, seuido pa diluicdo a &6 (p/v,
adic® de 40 ml de &gua deslada a qual foi mantid a D0°C por 1418 horas
sgyuido por neutriizacdo com BaCE(SAEMAN et al., 1954).

Os produte de hidrolie foram reduzide e acetildos conforne o item
3.4.1.2, porén a reducéo fiarealizag can NaBH, (boroidreb de s6do deuterado).

3.44 Degradacéao Controladie Srith

A fracdb 30ESFK30 (120 mg foi dissolvida em aga e fo acrescentdo
periodab de s6do (NalQ,) até dingir uma concenticao finade 0,6 M. A soluzdo
foi mantida sem ajacé® pa 72 ou 96 hora ma auséncia @ luz . O procsso de
oxidac¢d® foi interrompido peh adic® de etleno glicd e dialise exauva contra gua
corrente A soluc®d foi reduzida can NaBH, (pH 9-10) por 24 hora (ABDEL-
AKHER ¢ al., 1952 DYER, 1956; HAY; LEWIS; SMITH, 1965). Em seguidaa
amostra fotratach can resira cationia (pH 7,0) e dialisaé pa 48 horas A soluc®
reduzich fo submetic a hidrdise acida parcial ao TFA até pH 2,0 por30 minutc a
100°C, b refluxa Ap6s neutréizacaq o pdissacaride foi precipitalo com Et®

(5:1, v/v) e didisado en membrana can limite de exclusédo de 2 kDa.
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35 METODOS ANALITICOS

3.51 Métodos Cromatograficos

3.5.11 Cromatografi gasea acoplad a espectrome&ride massa (G@IS)

As anadlise cromatograficasne fase gasoa a®plada a espectrometrice
mass foram rebizadas en cromatégrad a g& VARIAN, modeb 3.300 acoplado a
um espectromedrde massa de mar€aNIGAN MAT, modeb ITD 800, equipadcb
com colura capilar @ dlica fundida (30 m x 025 mm d.i) modeb DB-225 As
injecbes nas colunas fonafeitas partndo-se de 50C (marida por 1 min)
seguindose um aumend gradud em uma razdoe 40C.min" ag 215°C (acetate
de aldtois parcialment O-metiladog ou 220C (acetate de alditois) serdo
martida isotermicamemtat o find da analiseHdio ultra pupo foi utilizado cono

gés ce araste a um fluxo de 10 ml.min™

3.5.12 Cromatograa em paple(CP)

As andises cromabgraficas quditativas dos nenossacarideos fara
redizadas peh técnica descendenteneo sistera de solverd I-butanolpiridina-agua
(5:3:3 v/v), em papé¢ Whatman n° 1 (HOUGH; JONES1962).

A deteccé dos carboidratos ifoealizach can os reagentesalnitrato de praa
alcdino (TREVELY AN; PROCTER; HARRISON, 19%0).

3.52 Métodos Espectroscopicos

3.5.21 Ressonan@ Magnéica Nuclear (RMN

Os espectros @ RMN-C e RMNC-DEPT foram redizados en
espectrometr@RUKER, modeb AvanceDRX-400.
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As anéises foran feitas a 30°C 50C ou 70°C cam a amostra sexdo
solublizadas ean D,O (6xido de deutérip ou MeSO-ds, depedendo d swa
solublidade. Os deslocamentos quimicos das amastsalives en D,O foram
expresse en d (ppm) relatives aos sinaisef*C da acetonare 330, e as sinas do

Me,SO-dgem 8 39,5 (*°C), pam @& amostras soliv@no mesmo.
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4 RESUW.TADO S E DISCUSSOES

O compo ¢k frutificagéo @ G. multiplicatum (pe® seco: POg) fa submetido,
primeiramente ao process de debpidificacdo utlizando cloroférmiometanol (2:1
v/v) a 60€T por3h, s refluxo (3 vezes)Os extratas lipidicos oltidos foram reunidos
e sec8 an temperatla ambiente, resultandem 3,74g O materia resdud foi
submetdo a extragd aquosasd refluxo, en banho com aga fervente § vezes)
Além das extracds aquosa, foram redizadas extacdes alcdinas nas mesnsg
condicbes nas mncentagdfes de 2 10, D e 30%, sucessivamente,nde

procediments geras e extac® visudizados ma Figua 14

FIGURA 14 - Fluxograna des praessos € extac®d de pdissacarides do corpo @ fruificacdo @
Ganoderma multiplicatum

Ganoderma multiplicatum
Limpo, seco e moido
Deslipidificacaa
CHCI3:MeOH (2:1, viv)
\ \
Materid residud | Conponents apolare:

H,O b refluxo en banho con
agua fervente poB h (x3)

\ \
Materid residud Il Extrab aquoso

KOH 2% b refluxo em banhc (W)
com &ua fervente por 3 h (x3)
\ 1
Extrab alcalino | Materid residud I
(K2) KOH 10% ®b refluxo em banhc

com &ua fervente por 3 h (x

Materid resdud IV Extrab alkalino Il

KOH 20% ®b refluxo en banhc (K10)
com &ua fervente por 3 h (x3)

\ \
Extrab alaino lll Materid residud V

(K20) KOH 30% ®b refuxo en banhc
com &ua fervente por 3 h (x

\ \
Materid resdud VI Extrab alcalino IV
(K30)
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41 EXTRAGAO AQUOSA A 100°C

Os extratos aquosamMhidos foran filtrados a quertem ajjodéo, reunidee o
volume fo concentrad em rotaev@orador ApOs estes processm materih foi
submetdo a precipécd® com etanbem excess (31 v/v) resdtando en um
preciptado (1,3 g e un sobrenadart(6,% g). Com a finalida& de purificacdo, a
fracdo precifiado etandlio foi submetich a diversa €cnicasas quas esta ilustrads
na Figura 15.

FIGURA 15 - Esquera ce fracionamemt des polissacarideos tidos pa extragdes aquosas a0D°C

Extrato Aquoso (W)

Precipitagdo com EtOH
Centrifugacao
\ ‘ \
Sobrenadaet(SEtW) Preciptado (PEtW)

Congelamento/Dege
Centrifugaca

\
Frac@® solave (SW)

Tratamend com solgéo e Fehlhg

\
Frac@® insoluvé (PW)

Preciptado (PFW)
Dialise em membrarsade
M; 16 kDa cut-off
\ ‘ \
Retida Dialisada
16RPFW 16EPFW

Ultrafiltracdo com membras
M; 300 kDa cut-off

\ \
Retida Eluida

300RPFW 300EPFW
Ultrafiltracdo com membrag
M; 30 kDa cut-off

\ |
Retida Eluida
30RPFW 30EPFW

\
Sobrenadaet(SFW)

Dialise em membramde
M; 16 kDa cut-off

\ \
Retica Dialisada
(16RSFW) (16RSFW)

Ultrafiltracdo com membras
M; 30 kDa cut-off

\ \
Retida Eluida

30RSFW 30ESFW
Ultrafiltracdo com membrar|
M; 10 kDa cut-off
| |
Retida Eluida
10RSFW 10ESFW

Quardo andisado quanto a coposic® monossacaridicao precipitao
etandico, mostou-se s& composb por ramnos (2,7%) fuco® (2,2%), aralo (1),

xilose (2,0%) manog (15,1%) galactos (5,0% e glucos (71,7%) Cono primeila
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eta@m e purificac® esé material fo submetieb a precipiac® pa congelamert e
degelq resudtando en uma fraca soluve (SW) e uma insalvd em agua fria (PW)
Devido ao baixo rendimentcadracdo WV (0,1 g), esa n® foi estudada.

A frac® SW apresentoise heteogéna quand analisada poHP SEC (Figura
16), sewlo subm#éda a precigacéo por solugide Feliing. Ese processo origou um

precigtado e um sobrenadantelenominads PRV e SFW respetivamente.

FIGURA 16- Perfl eluicdo da fracdo W (solukilizada em nitiito de sédd 0,1 mol.I*, conterdo azidh
sédicg obtido por HPSEC
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A fracd® SRV apresento glucog cono principd monassacarideoenqano
que a fraca PRV foi composa principalmerd por galactosegluco® e fucos (Tabeh
3).

TABELA 3 - Composgéo monossaridia das fagdes PRV e SRV obtidas ce G. multiplicatum

Composic® Monossacarida (mol%}"

FRACOES

Rha Fuc Ara Xvi Man Gal Glc
SFW 2,9 1,8 2,2 1,6 11,4 8,0 72,1
PFW 9,7 153 - 50 5,8 50,9 13,1

(1) Andisado en GGMS ap& hidrdise acida total reducé e acetilacao
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Como o tratamerd can soluc®d de Fehlirg n& foi totalmente eficierd
purificac® das fragcbes as mesma foran submetida a €cnica adicionas e
fracionamento.

A frac@® SPW foi, primeiramente, dlsada (sistena fechado) e membrana
com limite de exclusd de B kDa O materihretido na membrana ifeubmetdo a
ultrafiltracéd em membransi.can limite de eclus& de M, 30 kDa resiltando en uma
fracao réida BORSFW) e una eluich (30ESFW sena esh fracionad em membrarsaa
com M, 10 kDa Tanb o materiaretido (L0RSFW quanb o eluidd (L0ESFW)
mostrararrse honogéneos quarad andisades por HPSE (Figua 17A e B,
respectivamenjee conposta principalmerg pa glucose sugerirdo a preserg; ce
glucanas

FIGURA 17 — Pefil de elugdo da fracdes 10RSRV (A) e 10ESRV (B) (solublizada em nitrito de
sé6db 0.1 mol.I', contena azich $dicg obtido pa HPSEC
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O espectro de RMN’C da fracd® 10BSFW (Figur 18 apresento sinas ra
regi® anoméria en d 1027 e 1023 sugerindo configac® dicosidica do tipo f.
Além destestambén podem se& observados singipou intens@ en 1003 e 977
correspadents ao C-1, provavelmente em configurag® do tpo a. Estes dads

sugeren a presergg de una glucam apresentado unidade en configurac® a e 3.
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FIGURA 18 - Espectio de RMN -'*C da fracdo 10ESW (em D,O a 50°Q obtida e G. multiplicatum
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Glucana apresentado os dos tipos @& configuracé (o e3) tém sido descrita
em basidiomicetgscono pa exemplq Astreus hygrometricus o qud sintetiza um
polimero contendo um cadea linea de a-D-Glcp-(1-4)-B-D-Glcp-(1-6)
(CHAKRABORTY et al.,, 2004) Em Ganoderma lucidum foi caracterizad um
polimero contendo lkos teores d glucog (Glc:Xyl:Ara an uma proporgd mola de
18,8:1,5:1,0 con cadea principal e laterai mndgituidas por unidade e Gl
contendo ligactea- e B-(1-4),3-(1-3) eB-(1-6).

Até a presente datad foram redizadas analises complementares gar
caracterizagd de sa estrutua fing sen@ que estud® adicionais tornarse
necessari® paa a elucidacao a estrutua da molécula isolada.

Outra fracé estudada fca preciptado de Fehlirg (PFW) Comoest frac®
apresentavae heteogéna quand analisada poHPSEC (Figura 19) est materiafoi
dialisado (sistena fechado) mm membraa deM, 16 kDa resutando en uma fraca
dialisada (16EPFW e una retich (16RPFW) A fracd® 16RPRV foi submetich a

ultrafiltracd em membraa deM, 300 kDa Conp ese procedimermt néo foi eficiene



36

na purificacdo (Figua 20 A e B) o materideluido (300EPFWfoi ultrafiltrado em

membra@ can limite de exclusa deM, 30 kDa

FIGURA 19- Peril de eluido da fragdes PRV (sdubilizada am nitrito de $dio 0,1 mol.I*, conterdo
azich dicg ohtido pa HPSEC
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Como pock ser observadma Figua 18C e D as fracdes obtida a parti da
ultrafiltracdo em membraa can limite de exclusé de M, 30 kDa S0EPFW eluida e
30RPFW retidg apresentarm um peril heterogéne a seren analisads por
HPSEC. A anlise da composi¢c@d monossacaridicdesta fragbes mostou-se sinilar
serdo cons$ituidas pa  fucose xilose, maox e glucose cono principas

monossacariden(Tabea 4).

TABELA 4 - Compostdo monossacaridica daaddes 300EPFW30RPRV e 30EPRV ohtidas e G.
multiplicatum

Composic® Monossacarida (mol%g ¥

FRACOES

Fuc Xvi Man Gal Glc
300EPFW 14,0 15,6 25,9 2,6 41,8
30RPFW 24,7 24,2 36,9 - 12,8
30EPFW 23,7 20,7 38,1 2,3 15,1

(1) Andisado en GGMS ap® hidrdise acida total reducé e acetilacao
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FIGURA 20 — Péefil de eluic® das fracds 300RPRV (A), 300EPWV (B), 30EPRV
(C) e 30RPW (D) obtido por HPSEC
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Embora as ticoes 30EPRMV e 30RPW apresentarerse heteogéneasos
resultads oltidos sugerm a presergde uma fucoxilomanara quatem sido descita
em basidiomicetos A preseng de glucos nestas fragcbes pedser devdo a
contamirag® por glucanasEm Polyporus pinicola (AXELSSON BJORNDAL;
LINDBERG, 1969) e Fomes annosus (AXELSSON et al.,, 1971) foi descrito uma
fucoxilomanam contend uma cadeia principal compostarpenidads de 3-Manp
ligadas (1- 3) e wbdgituida en O-4 por cadeis laterais d 20-a-L-Fug-f-D-Xylp.
A quar unidade da cadea principal trés unidags apresentarge subgituidas Em
Ganoderma lucidum foi isolado uma estrutura siitar, porén a cadeia principal &
composa pa Manp com ligagfes do tipo (1-4), totalmeng subsituida en O-3 por
cadeis laterais d 40O-L-Fug-D-Xylp (MIYAZAKI; NISHIJIMA , 1982).
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4.2 EXTRAGAO COM HIDROXIDO DE POTASSIO a 26 a 100C

Os extrats alcdinos oldidos por extracd® can KOH a 246 foram filtrados a
guene em algodaoreundos e fracionadoconforne a Figua 21 Em seguic fo
adicionado acid acétioo até aproximadamete, pH 5, ocorrend a formacdo dem
preciptado (P5K2 o qud foi separad pa centrifugacdoTanb a flagdo sobrenadamt
(S5K2) quanb a precipitad (P5K2 obtida pa esk procedimemt foram neutralizadas
dialisadas conta agwa carente (~ 48 h). Decorido o tempo as fracOes didisadas

foram reduzidas a pequem volume em rotaev@orador e liofilizadas.

FIGURA 21 - Esquema ke fracionamemt dos polissacarideos tilos pa extrasdo con KOH a 26 a

100°C
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Acido acético a pH5,0
Centrifugacao
\
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(S5K2) (P5K 2)
Congelamento/Degelo
\ \
Frac@® solavel Fraca® insoluvel
(SK2) (PK2)
‘ Tratamend com solgéo e Fehlhg
| ‘ \
Preciptado Sobrenadante
(PFK2) (SFK2)
Dialise em membraande
M;16 kDa cut-off
\ o
Retida Dialisada
16RSFK2 16ESFK?2

Ultrafiltracdo com membras
M, 300 kDa cut-off

Retida Eluida
300RSFK 2 300ESFK 2
Ultrafiltracdo com membrag
M; 10 kDa cut-off
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10RSFK2 10ESFK?2



IR (volts)

IR (volts)

39

A frac® S5K2 foi subméida a praces®s de purificac® pa congelamertt e

degeb resdtando an uma fracdo insoluMe(PK2) e outra solavel (SK2em agwa

fria, sena esa trataé can soligdo de Felmg. O processo reswiti an uma fragao

sobrenadardg (SFKJ e una preciptado de Feting (PFK2)

A frac® SFK2 apresemu um peril hetelogén® quando analisk por
HPSEC (Figua 22 A) serdo esta primeiramentgdidisada (sistera fechadd em
membrana can limite de exclusa de b kDa sendo o materibretido (16RSFK2)
submetdo a ultraiitracdo em membrans can limite de exclusé de 300 kIa
resultao en uma frac® retida (D0RSFK2) e ura eluidh (300ESFK2) A fracd®
300ESFR (Figula 2 B) foi fracionach em membrarsacan limite de excluséde 10
kDa, originanad uma frac® reida (10RSFK2) e umaleida (10ESFK2) a quas
mostraranmse conpostasprincipalmentepa gluco® e um perfl homogén® quana
analisada pa HPSEC (Figuma 22 C e D).

FIGURA 22 — Perfl de elucdo da fragcbes SFK (A), 300ESFR (B), 10RSFR (C) e 10ESFR (D)
obtido por HPSEC
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Os espectrs e RMN-"*C das frac6es 10RSFK2 e 10B5FK2 (Figura 23 Ae B
rspedivamentg mostrararrse simlares Estes contén sinas ra regi® anoméria an d
1023 e 102,2, s quais coespndan a una onfiguracao gicosidica do tipo B. Os
sinas observdos en & 841 e 78,4 caracteriscos de¢ G3 e G4 substuidos
respectivamentesugeren a presencasdunidads conteno liga¢cds do tipo (1-3) e
(1-4). Além dests tipcs e ligacds tambén poct ser observadunidads ligada
(1-6) em decarénci do sinalem & 685 observado no espectro de RMIC e

confirmado ped inversdo do correspdene sinal no espeairde RMN-"*C-DEPT da
fracdo 10ESFK2 (Figar23 C).

FIGURA 23 - Espectre ¢ RMN-*C das fracde 10RSFR (A) e 10ESFR (B) (em D,O a 30°Q
obtidss ce G. multiplicatum
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FIGURA 24 - Espectre ce RMN-*C DEFT da fracdo 10ESFR (em D,O a 30°Q obtidas ¢ G.

multiplicatum
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Os dalos oltidos por metacéo da frac® 10ESFK2 (Tabed 5 est® de acodo

com os observados pcRMN-lSC onde foram detectadoos derivdos 2,4,6Me;Glc,

2,3,6MesGlc, 2,3,4MesGlc e 2,4Me,Glc caresmpndentes respetivamente as
unidades 30-, 4-0-, 6-0O- e 3,6di-O- subdgituidas Além destes tambén foi

observao dtos teores de terminas n@ redutors (2,34,6-Me,Glc; 21,9% sugerind a

presega de um estrutua ramificada.

TABELA 5 - Andise pa mdilacéo @& fracdo 10ESFK oltida ce G. multiplicatum

Acetats de  aldtéis

parcialmeng O- mol% Tipo de ligaca @
metilados™

2,3,4,6Me,Glc 21,9 Glcp-(1-
2,4,6Me;3Glc 19,1 3-)-Glep-(1-
2,3,6Me;Glc 8,4 4-)-Glcp-(1-
2,3,4MesGlc 29,6 6-)-Glcp-(1-
2,4-Me,Glc 19,8 3,6-)-Glcp-(1-
2,3Me,Glc 1,2 4,6-)-Glcp-(1 -

(1) Andisacb en GGMS ap& metiacao hidrdise Acidh tota| redwcédo (NaBH,) e acetilagio.

(2) Basead no derivadoscetilades parcialmerg O-meilados
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Os dads olidos sugersmn uma glucaa can uma estrut@ ramificada
condituida pa uma cadeh principal con ligagdes do tip 1- 3, subsituida en O-6,
principalmentepo unidade de Gl ligadasl - 6, alén de una meneo quartidade de
unidade de Glgp com ligacde b tipo 1-4.

Polissacaride® constituidos principalmente, pounidades de glucog s&
comumeng encontrad® an basidiomicetosA patir de estude do esclerécio de
Grifora umbellata (Fr.) Pilat foi isolado uma glucam cam ligacdo do tip f-(1-3) e
(1-6), alén de unidade e Glgp com ligacdes do tipo B-(1-4) (KATO & al.,1978)
Em Auricularia auricula-judae tambén foi isolado un glucara can ligagdes do tpo
B-(1-3) e (1-6) (SONE KAKUTA; MI SAKI, 1978)

4.3 EXTRAGAO COM HIDROXIDO DE POTASSIO a 1@ a 100C

Os extrats alcdinos obtids por extracée can KOH a 10% a 101 foram
filtrados a quem en algoddo, reurdos e fracmnados onforme a Figua 25.
Primeiramentgefoi adicionaa acic acéico até aproximadamentgH 5, ocarend a
formac& de um preciptado (P5K1Q o qud foi separad pa centriigagcéo Tanb a
fracdo sobrenadamt (S5KL0) quand a precigada (P5K1Q ohtidas pa ese
procedimera foran neutrdizadas didisada conta agua carente (~ 48 h). Decarido
o tempo, afracdes dissadas foran reduzida a pequemvolume em rotaevaporade

liofilizadas
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FIGURA 25 — Esquera ¢k fracbnamend dcs pdissacarides obtidos poextraédo con KOH a 106 a

1000C
Extrato alcalino 10%
(K10)
Acido acético & H 5,0
Centrifugacao
Neutrdizacéo e Dialise
\ \
Preciptado Sobrenadante
(P5K10) (S5K 10)
‘ Tratamend com solgéo e Fehlhg
\ \
Preciptado Sobrenadante
(PFK10) (SFK10)
Ultrafiltrac@o en membrans com
M; 30 kDa cut-off
F \
Eluida Retida
30EPFK 10 30RPFK 10
Ultrafiltracdo en membrans
com M, 300 kDa cut-off
\ s
Retida Eluida
300RPFK 10 300EPFK 10

A fracdo P5K10 mostrese conposh pa fucoe (1,5%) xilose (5,5%)
manog (10,6% e glucoge (81,8%) Com a finalida@& de purificagcdg a mesma fo
submetida a tratamemtom soluca de Fehing, cono descito em materide métodos

O precipitad (PFK1Q ohtido apresemu um perfl hetelogén® a0 se
analisalo por HPSE (Figura 26) e compostpa 30,96 de fucose, 32,6%alxlose,
542 de manose e 992 de glucose (Tabal6).

FIGURA 26 — Pdfil eluicdo ca frac® PFKI0 (solublizada en nitrito de $dio 0,1 mol.I*, contertlo
azida dicg obtido por HPSEC
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Esia fo dialisach en membran can limite de excluséd de 16 kDa sendo a
fracdo réda (L6RPFKL1D ultrafiltrada en membraa can limite de exclusa de D
kDa obtendese as fracbes 30RPFK10 e 30EPBKJama eluida e retida
respectivamenteA fracd® 30RPFKD apresentoge composta por fuces(3,4%)
xilose (28,5% e manos (68,1%) A frac® 30EPFKD apresentouuanconposic®
monossacaridi similar, ssndo compost pa fuco® (2,9%) xilose (27,8% e manos
(69,3%) (Tabeh 6).

TABELA 6 - Composicd monossacaridic da fracds PFK1Q 30RPFKD e
30EPFKLO obtida d= G. multiplicatum

Composic® Monossacarida (mol%}”

FRACOES

Rha Fuc Ara Xl Man Gal Glc
PFK10 - 30,9 - 32,6 54,2 - 9,2
30RPFKLO - 3.4 - 28,5 68,1 - -
30EPFKLO - 2,9 - 27,8 69,3 - -

(1) Andisacb en GGMS apé hidrdise acid total redigdo e acetilagéo

Os espectrs de RMN-"*C das fracdes 30RPFK10 e 30EPRKinostrararse
similares (Figua 27 A e B) Os sinas ma regi®d anoméria en 6 1039 correspnden
as unidade &= Xylp (GORIN, MAZUREK, 1974) e & sinas an 6 1018 e 1013
corespcdem a CG1 da unidade d&¢ Marp. A configulac® glicosidia fo
determinad pels valores e constard de a®plamend (Jci141) Observada no
espectro de RMN®C acoplad (Figura 28) As unidade e Xylp apresentan
configurac® de tip B em virtude  valor Jci g = 1628 Hz, enquart que &
unidade de Marp carespadent a cade principdapresentan configuracdo do tip
a de acor@ com o valodc.y 41 = 1734 Hz observado (PERLINCASU, 1969).
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FIGURA 27 - Espectres ce RMN- °C das fracbes 30RPFKIL(A) e 30EPFKD (B) en D,O (50°0)

obtides & G. multiplicatum. Os insertos correspoge ac sinais referense &
grupament —CHs das unidads ¢k fucose.

A . o
for}
3 -
© T R
o~ T
~ o5 20 15
© N4
8
= N
o | 3
3 ; -
<
f o
~
T T T T T | ! | ! |
ppm 100 90 80 70 60
Q
B =
© O S
3 T
— S'_’_ 20 15
o RN
[a2)
g o
o o]
g .
™ o o
) o ©
3 K2
0|

78,7
«—

o
£

ppm 100 90 80 7



46

FIGURA 28 — Regi® anoméria d espcto de RMN'*C acoplad da fracd 30EPFKD en DO

(50°Q) obtida ce G. multiplicatum
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Outres sinas presente no espectro de RMNC tambén puderam ge

assinaldos coma & 76,2 72,9; 696 e 655 correspadem respetivamente a0 C-3,
C-2, C-4 e G5 das unidadse terminas n&® redutors de Xylp (GORIN; MAZUREK,
1975, SIMAS ¢ al., 2004) Os sinas an 0 612 e 605 referemse a0 CG6 livre da

unidade ce Marp. O sind em camm dto em o 158 referese a grupo—CHs; das

unidade de Fu.

Devido a sinlaridade entre a fracos 30RPFK10 e 30EPHAK, observaa

tanb na composicdo monossacarfiquand nos espectrs e RMN-"°C, somere a

fracdo eluida (30EPFX0) foi analisa@ por metiacéd (Tabeh 6)

TABELA 7 - Andise par meilacdo @& fracdo 30EPFKQ oltida e G. multiplicatum

Acetat® ce aldités

i icncih @
parcialment O-metilados™ (mol%) Tipo de ligaca
2,3,4MezFuc 2,3 Fug-(1-
2,3,4MesXyl 28,2 Xylp-(1 -
2,3,6MesMan 37,5 4-)-Manp-(1 -
2!6¢webh4an 3210 3,4—»}hﬂaﬂ041—»

(1) Andisacb en GGMS ap& metiacag hidrdise acidh tota| redwcdo (NaBH,) e acetilaco.

(2) Basead no derivadoscetilade parcialmerdg O-meilados
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A andise & metilacad sugee a presega e unma estrutua altamerd
ramificach devicd a prgor¢a dos gupaos terminas n&® redutors de Fu@ (2,3% e
Xylp (28,2% observadaOs derivados 2,3;8Mes;Man (37,5%) e 2,8Vie;Man (32,0%)
referemse respetivamente as unidads de Marmp 4-O- e 3,4di-O- subsituidas
correspadente a cade principal

Os dada obtidos sugerm que o heteroplissacaride isolado caregponde a
uma xilomanana leamente ramificad contedo una cadea principa formada pa
unidades de a-Manp apresentaso ligacds do tipo (1-4) a qud enoontrase
parcialmeng subgituida en O-3, principalmente par grupc terminas n@ redutors
de B-Xylp.

Estrutura sinilares tém sidb descrita a parti do corpo de frtificacéo de
basidiomicetos porén a maiora desta també apresert fucose com principd
componene nmonossacaridico, seadests demomnados ce fucoxlomanana Esta
podan apresentadiferentes tipos @& cadea principa as quais sdoprincipalmente
condituidas pa unidads de Marp contena ligacdes d tipo B-(1 - 3) (AXELSSON;
BJORNDAL ; LINDBERG, 1969; AXELSSON et al., 1971) Porém em Ganoderma
lucidum foi isolaca uma estrutua contend uma cadeia princidacomposta por
ligacBes d tipo (1-4) a quadenmntrase totalmente sulituida en O-3 por cadeia
lateras de 4-O-a-L-Fug-B-D-Xylp.

Estrutura ntend apena xlose e manos cond monossacarideos
xilomananasforam caracterizadasomerd a patir do micélio de Armillaria mellea
(BOUVENG,; FRASER; LINDBERG 19%7) e e Polyporus tumulosus (ANGYAL;
BENDER; RALPH, citacb pa BARRETOBERGITER;, GORIN, 1983) Est®
apresenta uma cadea principd formada pa unidade dce a-Manp ligadas (1- 3),
serdo subsgtuida en O-4 por cadeia lateras de 40O-a-D-Xyl p-D-Xylp.

O polissacaride isolad no presemt estulo apresemt uma cadei principal
ndo comumerd desdta em basidiomicetasEstrutura conposta principalmere pa

manog e xlose foram caracterizadapena no mcélio de ajuns basidiomicetos.

L ANGYAL, S. J.; BRIDER, V. J; RALPH, B. J.Biochim. Biophys. Acta, V. 362 p. 175-187, 1973.
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44 EXTRAGAO COM HIDROXIDO DE POTASSIO a 2®%6 a 100C

A frac® P5K20 (precipitadg)ohtida ap& adic® de acid acétioo ag pH 5,0

(Figura 29) apesentouse conposh principalmente poglucoe ©8%)

FIGURA 29 — Esquera ke fracbnamend dcs pdissacarides obtidos poextraédo con KOH a 206 a
100°C

Extrato Alcalino 20%

(K20)
Acido acético a H 5,0
Centrifugacao
\ |
Sobrenadante Preciptado
(S5K 20) (P5K 20)

O especty de RMN'C (Figura 30) apresenti apena 6 sinas presenteen d
102,9 86,176,3 72,8; 68,4608 carespndents a G1, C-3, C-5, C-2, C-4 e C6,
respectivamenteéde acor@d com ¢ dades obtidosa frac® P5K20 consigtde una 3-
glucara contendo lig¢des do tipo (2 3) a quaé demominada de laminara(GORIN
1981; ALQUINI et al., 2004).

FIGURA 30 - Especto de RMN*C da fracdo P5R0 (laminaranpem MeSO-ds (70°C) obtida e G.

multiplicatum
™ ©
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B-Glucana ligadas (1-3) s&@ estrutura comumerd encontrada an
basidiomicetos conmo por exemplp em Laetiporus sulphureus (ALQUINI et al.,
2004), Flamnulina velutipes (MUKUMOTO; YAMAGUCHI, 1977) Armillaria
mellea (FRASER, 187) eGanoderma tsugae (WANG et al., 1993) De acor@d com
GRIFFIN (1994) et tipo de polimeo é un dos components da pareeé celular neste
organismos.

45 EXTRAGAO COM HIDROXIDO DE POTASSIO a 3®6 a 100C

Os extrat@ alcdinos obtidos poextracds can KOH a 306 foram filtrados a
quene an algodao, reunide e submidos a purifi@cdo conforra a Fgura 31.
Inicialmente foi adicionado acido aétioo a& ~ pH 5, pordn diferentemem das
extracds anteriore esé tratamerd néo resultou na formagée precigado. Ese
extrab foi neutralizao, dialisa®d conta gua caorenke (~ 48 h). Decarido o tempoa

fracdo didisada fo reduzich a pequem volume an rataevaporadoe liofilizada.

FIGURA 31 — Esquema ¢k fracbnamend dcs pdissacarides obtidos poextrado con KOH a 3@ a

100°C
Extrato alcalino 30%
(K 30)
Acido acético & H 5,0
N&o houe formag&o.
de precijtado
Neutrdizagéo e Dialise
Congelamerd e Degelo
I ‘
Frac® sollvel Frac® insollvel
(SK 30) (PK30)
‘ Tratamend com solgdo e Fehlhg
\ \
Sobrenadante Preciptado
(SFK 30) (PFK 30)
Ultrafiltrac@o conmembrana
de M, 300 kDa cut-off
\ ‘ \
Eluida Retida

300ESFK30 300RSFK 30
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Como redizado paga as outras extragdes, o0 matdoasubmetido a proceso
de purificac® por congelamentedegelq resutando en unma frac® solivd (SK30) e
uma insolivd (PK30), serdo que ambas foma compostas principalmente por
gluco® (~ 96%)

A fracdo soliuvefoi submetih a precipicd® com solucéd de Feling,
resultardo en um sobrenadart(SFK3() e un precigtado (PFK30) Apesa da frac®
SFK3) apresentaaltos teores de glucose (99,2%puanad andisada pa HPSEC esa

nd estava homogénea @kira 32).

FIGURA 32 — Perfi de elugdo d fracdo SFKB (solubilizac en ntrito de s6do 01 mol.I*,
conterto azidh sédca) oliido pa HPSEC

IR (volts)

ol I L | I
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Com o intuito e purifica est fragcdg a mesma fa submeida a dtrafiltracao
em membraa deM, 300 kDg resutando an um materibretido (300RSFK3)e outo
eluido (300ESFK30) A fracd® 300ESFK30 quando aisada pa GG-MS mostrouse
composk somente poglucose sendo submeda a ankises ce RMN-°C.

O especty de RMN-*C da frac® 300ESFIB0 (Figua 33) apresentosinas
em 6 103,1, 1028 e 1026 que corrgzonden ac caboncs anomérice da unidads
de B-Glcp. Os snais an 6 848 e 791 s® referentesrespetivamente ao C-3 e G4
subdituidos enquanb que aquelesne 6 691 e 612 e 606 corresponda a0 C-6
subdituido e né substuido, respetivamente serdo ests confirmalos peh invers®

no espectro d RMN-*C-DEPT (Figura 34).
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FIGURA 33 — Esectio de RMN'C da fragaio 300ESFKBan DO (50°C) obtida ce G. multiplicatum
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FIGURA 34 — Espectio de RMN-"*C-DEPT da fracdo 300ESFKB en D,O (50°C) obtida ¢ G.
multiplicatum
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Os dads e RMN-"*C da fracd0300ESFK® est® de acodo com a andises
de metilacé (Tabeh 8 onde fa observad alén dcs dtos teores d terminas n®
redutores ce Glgp, 0 qua sugee a presega de um glucama ramificada, unidadede
Glcp 3-O-, 4-0-, 3,6di-O- e 4,6di-O-subdituidas. Além de baixa teores d unidads
de Gl 3,4,6tri-O- subdituidas.

TABELA 8 - Andise pa meilacdo da fracds 300ESFK8 e S®OET- obtich ce G. multiplicatum

Acetate ce aldtois 5 0 . 2
parcialmeng O-metilades ™ Fragoes (mol%) Tipo de ligag&d”
300ESFK30 SPOESF
2,3,4,6Me,Glc 21,4 2,8 Glep-(1-
2,4,6MesGlc 19,8 97,2 3-)-Glep-(1-
2,3,6MesGlc 37,2 - 4.)-Glep-(1-
2,4-MexGlc 15,9 - 3,6-)-Glep-(1 -
2,3MeGlc 4,6 - 4,6-)-Glop-(1 -
2-MeGlc 1,6 - 3,4,6-)-Glcp-(1-

(1) Andisacb en GGMS ap& metiacao hidrdise Acidh tota| redwcéio (NaBH,) e acetilagdo.
(2) Basead no derivadoscetilades parcialmerg O-meilados

Com a finalida@ de elucidaa estrutus da cadeai principal dest#-glucana
esh frac®d (120 mg foi submetidh a procedimentode degradagé de Snith
controlada (ABIEL-AKHER « al., 1952; HAY ¢ al., 1965) O materiaresisteng
(S300E5F; 12 mg foi analisa@® por melacéd fornecendo apesaterminais n&o
redutores de Glgp e unidades Gt 3-O-subdituidas sugerirdo a presers; de uma
cadea principd composta pounidads de glucog conteno ligagdes do tipo (1 3)
(Tabeh 7)

De acor@ com @& dados obtidgsa fragdo 300ESF30consise de umap-
glucara ramificada, a qual apresentaaisader principal contedo ligagds d tipo
(1-3) sena subsituida principalmente em ® pa cadeia laterais formadapa
unidades de 3-Glcp contendo ligigbes d tipo (1-4). Est mostou-se sinilar aquels
obtidas pa extrac® com KOH a % (10ESFR e 10RSFK2)porén a mesra n®
apresento unidade dep-Glcp contena ligacdes d tipo (1-6).
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A maioria d& B-glucan@d de basidiomicets dtades na literatura e qe
apresentan 0 mesrm tipo de cadea principal s® substuidas an O-6 por unidads
terminas n&® redutora de B-Glcp ou por cadeia lateras fomada de unidads e [3-
Glcp-(1-6)- ligadas (YOSHIOKA ¢ al., 1985 MIZUNO & al, 192; TABATA et al,,
1981; SONE; KAKUTA; MISAKI , 1978).

Estrutua similar a isolaé no presewt estao fo observaa en Ganoderma
lucidum, a qu& apreserd cadeias laterai®rmada por unidade de 3-Glcp-(1- 4)-
ligadas as qua substitum as unidads da cadeia principale O-2, diferene
observao nest trabalhgonde este tip de ramificacé ocore em Q6. Além dissq a
glucara ce G. lucidum contén cadeia lateras consituidas pa unidade de 3-Glcp-

(1- 6)- ligadas substuindo a posica O-6 (SONE & al., 1985).

Embora (3-glucan@ sejan estrutura comuns & basidiomicetgshd uma
grande diversidad estrutural send que a¢ a presemt data nd ha relab nests
organisma ce pdimercs can altes prporcdes e unidads de 3-Glcp-(1 - 4)- ligadas
Dest maneira, devin a estrutua oldida n® se& comum tornase necessasi andises

adicionak pam a caracterizagdina da molécula.
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5 CONCLUSOES

Os resltados obtidos a p#r das extracés agiosa e alcéna a 2 10, 20 e
30% do corpo @ frutificac® do basidiomicetGanoderma multiplicatum sugeren as
sgguintes estruturas:

a) um pdissacaride ramificado obticdb a patir das fragbes soluvsi da

extracds can KOH 2% sendo constuido, principalmentepor glucose
Os dads de metlacédo sugeren unidads ce Glg 3-O-, 4-O-, 6-0- e 3,6
di-O- subgituidas

b) uma glucana linearcom ligagdes do tipo B-(1-3), denominad e
laminaranaobtida do precipitadoadacic acético das extracdes ao KOH
a 20%;

C) uma glucana com cadeia principal do tipo B-(1 — 3) ramificadaem O-6 por
cadeias laterais de B-D-Glcp-(1-4), proeniene das fagdes soluveis da
extracos can KOH 30%.

d) uma xilomanana, com cadeia principal composta por unidades de o-D-
Manp ligadas(1-4) e parcialmerg substuidas en O-3 pa unidade
terminas n&® de redutors de B-D-Xylp; originach do precipitalo de
FeHing da frac@ precipitaé can 4cicd acéico ae pH 5,0 das extracds
com KOH a 10%

e) uma glucana conteto ligacdes b tipo a- e B- proveniengé do sobrenadaat
de Felling des extacdes guosasporén a estrutua fina da molécal n@®
foi determinada;

f) um polimero compost principalmeng por fucosexilose e manose, o gua
pocde se& uma fumxilomana oltido a patir do preciptado de Fehling das

extrac6s aqiosas;
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