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RESUMO

Muitos dos basidiomicetos conhecidos como cogumelos vém se tornando
populares devido as suas propriedades nutricionais e medicinais, recebendo grande
destaque, principalmente, pela presenca de carboidratos que podem atuar como
modificadores de resposta bioldégica. Uma vez que a caracterizagao estrutural é
importante para entender os efeitos biologicos apresentados por esta classe de
polimeros, o presente trabalho teve como objetivos: 0 isolamento do basidioma em
meio axénico, o cultivo e a elucidagao dos polissacarideos produzidos por Pleurotus
eryngii, um dos cogumelos que vem recebendo destaque. O basidiomiceto P. eryngii
foi isolado a partir de fragmentos do basidioma em meio BDA sélido (25 °C) e
cuttivado em cultura submersa em meio POL (auséncia de luz, sob agitagao por 10
dias), pois o cultivo submerso € uma forma rapida de produgao de polissacarideos
extracelulares (EPS). Posteriormente o micélio foi removido por centrifugagao (5,14
g.I'") e os exopolissacarideos obtidos por precipitagdo com etanol (3:1, viv) (EPS,
241 mg.i'"). Os EPS (2,9 g) foram tratados com agua a 100 °C por 3 h, sendo a
fragdo solavel (1,39 g) submetida ao processo de congelamento e degelo,
resultando em um sobrenadante (fragao A) e um precipitado (fragdo B). A fragdo B
apresentou apenas glucose, sugerindo a presenca de uma glucana. As andlises
espectroscopicas (RMN °C e DEPT) indicam que este homopolimero apresenta
ligagdes do tipo B-(1—3) e (1-6), e a cadeia principal formada por $-Glc-(1—3) foi
confirmada por degradacdao de Smith. A fragdo A (5§74 mg) foi tratada com Solugao
de Fehling, a qual forneceu um complexo cuprico insoluvel (Fragdo A1, 275 mg), e
quando analisada por HPSEC apresentou um perfil homogéneo e apenas manose
como componente monossacarideo (CG-EM), sugerindo tratar-se de uma manana.
Baseado nos acetatos de alditéis parcialmente O-metilados, esta fracdo mostrou-se
altamente ramificada, contendo altas propor¢oes de terminais ndo redutores de
Manp. Também foram observados os derivados 2,3,4-MesMan e 3,4-Me;Man, 2,4,6-
MesMan, e 3,4,6-MesMan, correspondentes as unidades da cadeia principal e das
ramificagbes, respectivamente. O espectro de RMN '°C apresentou trés sinais na
regido anomeérica que correspondem aos C-1 das unidades de Manp terminais nao
redutores e 3-O-substituida (5 102.0), 2-O- substituida (5 100.5) e 2,6- di-O-
substituidas (5 98.3). A configuracao glicosidica do tipo o foi confirmada pelos
valores de 'H e C observados na analise de HMQC. De acordo com os dados
obtides, o polimero isolado & formado por uma cadeia principal de a-Manp-(1-6),
parcialmente substituidas em O-2 por cadeias laterais de diferentes tamanhos, as

quais contém unidades de o-Manp 2-O- e 3-O-substituidas.

vii



1 INTRODUGCAO

O consumo de cogumelos tanto para fins alimenticios quanto medicinais, que
antes se restringia aos paises orientais, como a China e o Japao, vem cada vez
mais se tornando popular.

' No Brasil, a primeira espécie cultivada foi o Champignon de Paris (Agaricus
bisporus), cujo cultivo em escala “comercial foi iniciado nos anos 50, e sua
popularizagao foi devido ao habito alimentar na regido Centro-Sul.

Outras espécies atualmente cultivadas no pais s&o, principaimente, Lentinus
edodes (Shiitake), Agaricus brasiliensis (syn. A. blazei; “Cogumelo do sol”), espécies
do género Pleurotus (Pleurotus ostreatus, “cogumelo Ostra”; P. ostreatoroseus,
*salmao”; P. eryngii), entre outros.

As espécies de Pleurotus 'compéem um grupo de cogumelos distribuido em
praticamente todo o mundo, sendo frequentemente encontrado nas matas
brasileiras. Até a década de 70, o seu consumo era feito basicamente pela coleta
destes cogumelos diretamente na natureza, a partir de entao foi iniciado o cultivo em
escala comercial.

A produgéo brasileira em 2004 foi de 28 mil toneladas, estimando-se que o
consumo anual de cogumelos no Brasil seja de 30 gramas por habitante, o que
caracteriza um consumo ainda muito baixo, uma vez que em paises da Europa como
a Alemanha, esse chega a 4 Kg/ ano por habitante (URBEN, 2006).

O aumento do consumo destes basidiomicetos se deve também, aos efeitos
benéficos a saude que tém sido difundidos na midia, além disso, trabalhos cientificos
tém demonstrado a presenga de carboidratos que podem levar a modificagdes de
respostas Dbiologicas, tais como, atividade antitumoral, imunomoduladora,
~ hipoglicemiante, entré outras.

~ Os polissacarideos de basidiomicetos podem ser obtidos a partir do
basidioma, quando cultivados em substratos sélidos, como 'palha de arroz,
serragem, toras, dentre outras. E também, a partir do cultivo submerso do micélio,
que fornece tanto o proprio micélio para a posterior extragdo dos polissacarideos e
os exopolissacarideos provenientes do meio de cultura.

A vantagem na obtengédo dos exopolissacarideos é que nao ha a necessidade

de serem realizadas extracbes com solventes, sendo possivel obter polissacarideos



em um periodo de tempo menor, quando comparado com o obtido a partir do
basidioma.

Portanto, tendo em vista que a caracterizagéo estrutural de polissacarideos é
importante para o entendimento dos efeitos biolégicos apresentados por esta classe
de polimeros, o presente trabalho se propée a elucidar as estruturas dos

exopolissacarideos produzidos por Pleurotus eryngii.

1.1 BASIDIOMICETOS — CARACTERISTICAS GERAIS

Os organismos que compreendem o filo Basidiomycota (basidiomicetos) sao
os fungos conhecidos popularmente como cogumelos, orelhas-de-pau, ferrugem,
entre outros.

Os basidiomicetos caracterizam-se por produzir basidiésporos, ou seja,
esporos que se desenvolvem externamente a sua estrutura produtora, no caso
chamada de basidio, e por apresentar micélio septado, com septos perfurados
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

A maioria dos basidiomicetos apresenta trés fases de desenvolvimento:
primario, secundario e terciario, completando desta forma o seu ciclo de vida
(ALEXOPOULOS; MINS; BLACKWELL, 1996) (Figura 1). O micélio primario
apresenta um estagio inicial multinucleado com posterior formagao de septos, o qual
faz com que cada compartimento celular apresente um Gnico nucleo
(mononucleado). Ja o micélio secundario caracteriza-se por ser dicariotico, resultado
da fusdo de duas hifas monocariéticas. Um mecanismo observado em 50% das
espécies de basidiomicetos para a manutengio da condigio dicariética em cada
nova célula é a fo-rmagéo de grampos ou fibulas (clamp connections). Este processo
permite que nucleos de hifas diferentes, apos a divisao celular, resultem em hifas
dicariéticas com nucleos distintos. O micélio terciario, que também é dicariético,
caracteriza-se por formar estruturas especializadas do basidioma (estruturas
produtoras de esporos) (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).



FIGURA 1- Ciclo de vida dos basidiomicetos
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O corpo de frutificacdo ou basidioma de um basidiomiceto € a parte do fungo
gue emerge do substrato, ou seja, uma estrutura para a dispersdo dos esporos e
gue geralmente € mantida apenas por um curto periodo de tempo. Além disso, as
caracteristicas do basidioma e dos esporos também sao utilizadas para identificar as
espécies deste grupo.

Os basidiomicetos sdo componentes essenciais em ecossistemas florestais,
como nha ciclagem de carbono, com a biodegradacdo de celulose e lignina, na
remogcdo de substancias toxicas do ambiente, além de estarem presentes como
micorrizas em plantas (STAMENTS, 2006). Segundo GOW e GADD (1995), os
basidiomicetos foram responséaveis pela forma¢do de ectomicorrizas, permitindo que
as florestas se espalhassem dos tropicos para regides temperadas, durante o
periodo Cretaceo



No entanto, algumas espécies de basidiomicetos sao parasitas de plantas,
como as do género Ammillaria, além de outras, que podem ser fitopatogénicas,
podendo trazer prejuizos na agricultura, ou ainda, responsaveis por doengas em
humanos, como Filobasidiella neoformans, conhecido como Cryptococcus
neoformans, que acomete principalmente pacientes com AIDS causando meningite
(ALEXOPOULOS; MINS; BLACKWELL, 1996).

Muitos dos cogumelos pertencentes ao grupo dos basidiomicetos sado
utilizados como alirhento na China desde 5000 a.C. e seu cultivo tem pelo menos
1900 anos (ZHANXI; ZHANHUA, 2001), como exemplos tem-se Lentinus edodes e
Flammulina velutipes.

A utilizagdo destes basidiomicetos também €& popularmente conhecida na
medicina tradicional chinesa, como por exemplo, o Ganoderma lucidum (Ling Chih —
“Cogumelo Rei") um dos cogumelos mundialmente famoso por suas propriedades
medicinais, no tratamento de hepatite crénica, hipercolesterolemia e hlpertensao
entre outras (ZHANXI ZHANHUA, 2001).

No Brasil, o Agaricus blazei ("Cogumelo do Sol”, “Himematsutake”) teve seu
valor medicinal descoberto recentemente, a partir de estudos epidemiolégicos no
interior de Sao Paulo, onde foi observado que a populagdo que se alimentava
constantemente desse cogumelo apresentava indices muito baixos de varias
doengas, como o cancer (WASSER, 2002). Posteriormente, estudos verificaram que
de fato, polissacarideos (Beta-glucanas) provenientes de A. blazei apresentavam
-atividade imunoestimulante (KAWAGISHI et al., 1989; FUJIMIYA et al., 1999).

Os basidiomicetos sao organismos interessantes de serem investigados, uma
vez que desempenham inumeros papéis ecolégicos na manutengéo da vida na
Terra, além de produzirem inumeras substdncias que podem ser utilizadas no

tratamento de uma série de enfermidades humanas.

1.2 BASIDIOMICETOS - POLISSACARIDEOS

Nos basidiomicetos, os polissacarideos podem ser encontrados associados a
parede e a membrana celular, dentro da célula (intracelular) e externamente a célula
do fungo (extracelular). Podem ser encontrados na forma de homopolimeros,



heteropolimeros, glicoproteinas, peptideopolissacarideos e lipopolissacarideos
(GOW; GADD, 1995).

Os polissacarideos para os basidiomicetos desempenham inumeros papéis,
tais como: reserva, composi¢ao da estrutura da parede celular, entre outros (RUIZ-
HERRERA, 1991).

Nestes organismos os brincipais polissacarideos encontrados constituindo a
parede celular sdo: a quitina e as glucanas com configuragdo do tipo beta (B)
(BARTINICKI-GARCIA, 1968" apud MAZIERO, 1996).

Atualmente, 651 espécies de basidiomicetos de 182 géneros foram estudadas
em relagéo aos seus polissacarideos (WASSER, 2002), e estes tém se destacado
devido a possibilidade dos mesmos atuarem como modificadores de resposta
bioldgica (atividade antitumoral, antiviral, imunolégica, entre outros). Portanto, o
isolamento e a caracterizagéo estrutural destes polimeros se fazem necessarios
para um melhor entendimento dos mecanismos de a¢gao dos mesmos.

Para a obtencao destas macromoléculas sao realizadas extragées do
basidioma ou do micélio, utilizando solventes como, agua e solugdes alcalinas em
diferentes concentragdes. Os polissacarideos também podem ser obtidos a partir de
culturas submersas, na forma de exopolissacarideos (WASSER; WEIS, 1999). No
entanto, a maioria dos trabalhos relata a estrutura dos polissacarideos provenientes
apenas do basidioma, sendo as glucanas e as heterogalactanas as mais comumente
encontradas (WASSER; WEIS, 1999; MIZUNO, 1999; ZHANG et al., 2007).

As glucanas sao os homopolissacarideos mais comuns em basidiomicefos,
podendo ser lineares ou ramificadas, e apresentar diferentes configuragées e massa
molecular. Aléem disso, podem ser sollveis ou insoliveis em agua, dependendo da
conformagéo, ligagdes quimicas e massa molar (ZHANG et al., 2007).

A partir do basidioma e do micélio vegetativo de Lentinus edodes (Shiitake) foi
descrita uma B-D-glucana com ligagdes do tipo (1—3), apresentando substituicées
em O-6 por B-D-Gicp (HOBBS, 2000). Além deste basidiomiceto, estrutura similar a
esta foi descrita para o corpo de frutificagdo de Pleurotus ostreatoroseus e P. eryngii
(CARBONERO et al., 2006) e Pleurotus tuber-regium (CHENGHUA et al., 2000).

' BARTNICKI-GARCIA, S. Cell wall chemistry, morphogenesis and taxonomy of fungi. Annual review
- in Microbiology, v. 22, p. 87-107, 1968.



DONG e colaboradores (2002) caracterizaram a..partir do baSIdloma de,.
Agaricus blazei, uma B-D-Glcp- (1—)6) -ligada, com cadeias laterais constltuidas de
duas unidades de B-D- Glcp-(1—3)-ligada a cada trés unidades de glucose Além
dessas estruturas, outras glucanas também foram descritas para este basndlomlceto
como uma p-D-Glcp-(1—6) linear (KAWAGASHI et al. 1989) e uma a-D-Glcp-(1 —)6)-
(1-4) por MIZUNO e colaboradores (1990). T

Quanto aos heteropolimeros, as heterogalactanas séao comumente

encontradas, sendo em sua maioria, formadas por uma cadeia pnncnpal de a-D-r
Galp-(1-6) contendo diferentes substituintes, principalmente fucose e/ou _[na_lpose
(ROSADO et al., 2003b). I
A -partir do basidioma de Pleurotus ostreatus “florida” e P. ostreatomseusl
ROSADO e colaboradores (2003b) caracterizaram uma manogalactana parcnéir;;a;lte
3-O-metilada, composta de uma cadeia principal formada por unidades de «-D-Galp
e 3-O-Me-o-D-Galp ligadas (1—6), sendo parte desta, substituida em O-2 por B-D-

Manp.
1.3 BASIDIOMICETOS - EXOPOLISSACARIDEOS (EPS)

Os polissacarideosAque podem ser encontrados externamente as hifas dos
basidiomicetos sdo conhecidos como polissacarideos extracelulares ou
exopolissacarideos (EPS). Segundo PACE e RIGHELATO (1980) estes polimeros,
sdo0 possivelmente sintetizados pelos mesmos mecanismos da sintese da parede
celular ou semelhante a estes. |

A sintese de exopolissacarideos pode ocorrer externamente a célula, no caso
das bactérias Leuconostoc mesenterocides e Pseudomonas spp., ou internamente
com posterior transporte para fora da célula (PACE; RIGHELATO, 1980). Embora
estes mecanismos n&o se encontrem bem descritos para os basidiomicetos, alguns
trabalhos citam o papel fisiolégico destes polimeros, conforme proposto pelos

autores abaixo relatados.
Para CATLEY? (1992 apud MAZIERO, 1996), o gel formado pela hidratagao

2 CATLEY, B.J. The biochemistry of some fungal polysaccharides with industrial potential. In;: D.K.
ARORA; R.P. ELANDER; K.G. MUKERJI (eds.).Handbook of Applied Mycology. v. 4: Fungal
Biotechnology. New York: Marce! Dekker, Inc., 1114 p., 1992 -



destes agucares, previne a desidratacao das células, possibilitando a aderéncia de
uma ceélula a outra ou em determinadas éuperficies. PITSON; SEVIOU;
McDOUGALL (1993) sugerem a possibilidade de sintese dos EPS como material de
reserva.

No basidiomiceto ectomicorrizico, Paxillus involutus, foi observado que a
ligagdo do Zn?* aos EPS presentes nas hifas, possibilita a sobrevivéncia destes
fungos em ambientes toxicos (COOKE; WHIPPS, 19932 apud MAZIERO, 1996).

Segundo GUTIERREZ (1995), os exopolissacarideos estariam envolvidos na
promo¢ao de condigbes otimas para o funcionamento do sistema lignolitico de
basidiomicetos, no qual, a bainha formada por estes polimeros estaria limitando as
reagdes de repolimeriza¢ao dos radicais aromaticos, liberados durante o ataque do
fungo, e também estaria propiciando um microambiente especial, no qual se
encontrariam as enzimas lignoliticas e os produtos de degradagao.

Quanto aos estudos referentes a estrutura quimica dos exopolissacarideos,
bem como quanto ao comportamento fisiologico e sua aplicagdo industrial e
farmacéutica, eétes sdo pouco explorados em comparagdao aos polissacarideos
obtidos do corpo de f'rutifica(;éo.. Dentre estes, pode ser observado que as estruturas
mais comumente encontradas sdo as glucanas.

GUTIERREZ e colaboradores (1996) trabalhando com EPS de seis espécies
de Pleurotus (P. ostreatus, P. eryngii, P. sajor-caju, P. cornucopiae, P. floridanus e P.
pulmonarius) encontraram na fracao insoltvel uma B-D-glucana com ligagao (1—-3),
com unidades de glucose ramificando a cadeia principal em O-6 a cada duas ou trés
unidades de glucose.

Outros homopolimeros contendo galactose e manose, respectivamente, foram
descritos por ROSADO e colaboradores (2002) a partir do exopolissacarideo de
Pleurotus ostreatoroseus, sendo uma o-D-galactana com ligagdes do tipo (1-4)
parciaimente 3-O-metilada e uma o-D-manana ramificada.

Em relagdo aos heteropolissacarideos, LIM e colaboradores (2005)
caracterizaram, a partir de Collybia maculata uma galactomanana com cadeia
principal formada por unidades de B-D-Manp-(1—3) substituida em O-6 por Gaip.

? COOKE, R. C.; WHIPPS, J.M. Ecophysiology of Fungi. Oxford: Bichwell Scientific Publications,
337 p., 1993.



A atividade biolégica dos EPS de basidiomicetos vem sendo estudada, em
Grifola frondosa, onde foi demonstrado efeito inibitério da expressao da matriz de
metaloproteinase—1 em dermofibroblastos humanos, que sofreram a irradiagao de
UV. Este polimero trata-se de uma proteoglicana com 82,5% glucose e 9,8%
galactose (BAE et al., 20095). )

A fragao soluvel do EPS de Pleurotus citrinopileatus apresentou efeito anti-
hiperglicémico, porém a estrutura do polissacarideo nao foi caracterizada (HU et al.,
2008). . '
Em Agaricus blazei, por exemplo, foi observada atividade antitumoral, tanto
dos polissacarideos obtidos através do corpo de frutificagao, do micélio em cultivo
submerso e do meio de cultura liquido (EPS) (MIZUNO et al., 1990; FAN et al,,
2007). '

1.4 CULTIVO EM CULTURA SUBMERSA

Os exopolissacarideos sao obtidos principalmente por cultivo submerso do
micélio de basidiomicetos. Contudo diversas condi¢cdoes de cultivos vém sendo
estudadas, e tém se observado que estes estudos fisioldgicos sdo de grande
importancia na obten¢ao de polimeros eStruturalmgnte distintos. .

MAZIERO (1996) em sua tese de doutorado realizou um screening quanto a
producdo de exopolissacarideos em cultivo submerso, utilizando 56 espécies de
basidiomicetos, dentre os quais, cogumelos pertences ao género Pleurotus. Este
trabalho mostrou que muitos dos basidiomicetos apresentam um grande potencial
biotecnolégico, mas sdo necessarios estudos detalhados para cada espécie para a
otimiza¢ao da producgéao de EPS.

O cultivo de Pleurotus ostreatoroseus e Pleurotus ostreatus “florida” em meio
liquido POL mostrou que o tempo 6timo de incubagao para a producéo de EPS foi
de 7 dias e para a produgdo de biomassa 9 dias, ainda foi estimado que
concentragbes menores de sulfato de aménio (2,5 mg/l) levaria a um aumento na
producao de EPS para o P. ostreatoroseus (ROSADO et al., 2003a).

Em Ganoderma applanatum a temperatura e a concentracdo de glucose no
meio foram fatores que levaram a uma produc¢édo diferenciada de exopolissacarideo
e biomassa micelial. Para um rendimento 6timo do EPS foi necesséaria uma



temperétura de 25 °C e uma concentragdo de 60 g de glucose por litro, enquanto
que para a melhor obtencao de biomassa, a temperatura foi de 10 — 15 °C e uma
menor relagdo da concentragdo de carbono/ nitrogénio (LEE et al., 2007).

FAN e colaboradores (2005) estudando diferentes condigdes nutricionais e
ambientais para a producdo de EPS em Agaricus brasilienses, observaram que a
melhor fonte de carbono era a sacarose, a temperatura de 30 °C e pH de 6,1,
levando, desta forma, a um aumento de 78,62% na produc¢ao de exopolissacarideos.

Apesar de existirem varias condi¢des que devem ser controladas no cultivo
submerso de basidiomicetos, esta técnica apresenta vantagens quando comparada
ao cultivo do corpo de frutificagéo, pois os polimeros podem ser obtidos em um curto
periodo de tempo, e as condi¢gdes nutricionais e ambientais podem ser melhor

controladas, adequando-se as caracteristicas de cada espécie.

1.5 Pleurotus spp.

Mais de 1000 espécies de Pleurotus foram descritas no mundo, no entanto
aproximadamente 50 destas sdo reconhecidas como validas para este género
(GUZMAN, 2000). As dificuldades quanto a identificagdo taxondmica do género
Pleurotus se devem a grande variagao de espécies e sua ampla distribuicdo, assim
como estudos genéticos e bioquimicos, nos quais estes organismos ndo foram bem
determinados (GUZMAN, 2000).

Os fungos deste género sdo conhecidos por serem eficientes na degradagao
de lignina, sendo capazes de crescer em troncos de arvores vivas e mortas,
principalmente em florestas de clima temperado (GUNDE-CIMERMAN, 1999). Estes
organismos produzem enzimas extracelulares como lignina peroxidase, manganés
peroxidase e lacases (fenol oxidases) que podem modificar € degradar a lignina,
fazendo com que estes organismos sejam conhecidos como fungos de podriddo
branca.

Por apresentarem estas caracteristicas, muitos cogumelos deste grupo tém
sido utilizados na degradagédo de restos de matéria orgénicé deixada pela
agricultura, tais como casca de café, palha de trigo, bagag¢o de cana-de-agucar entfe
outros (LABARERE e BOIS, 2002). Desta forma o cultivo de Pleurotus para a
alimentagdo humana vem se tornando uma forma de utilizar methor estes recursos,
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e ainda, os restos organicos deixados pelo fungo podem ser utilizados na
alimentagdo bovina, uma vez que tem se observado que este material tem uma
" melhor digestibilidade comparado ao material néo colonizado pelo cogumelo
(ZADRAZIL,1984* apud LABARERE; BOIS, 2002). ‘

A maioria das espécies conhecidas do género Pleurotus € comestivel, sendo
o Pleurotus ostreatus (Shimeji; cinza) um dos mais consumidos. Qutras espécies
como Pleurotus ostreatus, variedade flérida (Hiratake; branco), P. ostreatoroseus
(Salmao) e P. eryngii também sdo comumente encontrados.

Os “cogumelos Ostra”, como séo conhecidos os Pleurotus, sao boas fontes
de carboidratos. contendo alta quantidade de fibras, além de proteinas com quase
todos os aminoacidos essenciais, minerais e vitaminas (GUNDE-CIMERMAN, 1999).

Além do uso na culinaria, a aplicacao medicinal destes cogumelos, vem se
tornando conhecida, devido aos estudos que tém mostrando atividade antitumoral,
antioxidante, entre outras.

As propriedades antitumorais de polissacarideos de varios basidiomicetos é
freqientemente citada na literatura. Em revisao feita por MIZUNO (1999), atribui-se
tal atividade as glicoproteinas e xiloglucanas extraidas do basidioma de Pleurotus
sajor-caju, enquanto que em P. citrinopileatus uma B-glucana proveniente de um
complexo protéico estaria apresentando tal atividade.

LAVI e colaboradores (2006) observaram que uma a-glucana do micélio de P.
ostreatus levou a indugéo de morte programada de células cancerigenas de colo de
utero, inibindo sua proliferagao.

A atividade antioxidante foi observada em experimentos utilizando extratos do
basidioma, do micélio e do meio de cuitivo de Pleurotus citrinopileatus (LEE et al.,
2007). _

KIM e colaboradores (2006) observaram que o extrato do basidioma de
Pleurotus eryngii aumentava o metabolismo ésseo, estimulando a formagao de
osteoblastos em ratos com osteoporose, no entanto, os componentes que estariam

atuando neste processo nao foram ainda descritos.

* ZADRAZIL, F. Micrébial conversion of lignocellulose into fees. in: SUNDTAL; E. OWEN (eds.)
Development in animal and vetenary sciences. Amsterdam: Eisevier Science Publishers, 1984.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo geral caracterizar estruturaimente os
exopolissacarideos obtidos de Pleurotus eryngii.
Sendo que, para o objetivo proposto as seguintes estratégias de agao foram
tragadas:
® |solar o micélio de P. eryngii através de fragmentos do basidioma do

cogumelo em meio de cultivo;
@ Cultivar o micélio de P. eryngii em cultura submersa com a finalidade
de obter os exopolissacarideos;

@ Isolar, purificar e caracterizar estruturalmente os exopolissacarideos
obtidos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

O basidioma de Pleurotus eryngh (DC.; Fr.) Quél. (Figura 2) foi adquirido no
Mercado Municipal de Curitiba.

FIGURA 2 - Basidiomas de Pleurotus eryngiiem diferentes etapas de desenvolvimento

3.2 METODO DE ISOLAMENTO

O isolamento foi feito a partir de pequenos fragmentos (em torno de 5 mm) da
regido interna do basidioma do basidiomiceto (Figura 3), os quais foram depositados

em meio de cultivo BDA solido (Tabela 1).

TABELA 1- MEIO BATATA-DEXTROSE (BD)*

140 g batatas sem casca
209 glucose
1000 ml agua destilada

*Para 0 meio BDA sdlido é adicionado 10 g de agar ao meio BD
Fonte; CAVAZZONI; ADAMI, 1992®, citado por MAZIERO, 1996.

" CAVAZZONI, V.; ADAMI, A. Exopolisaccharides produced by micelial edible mushrooms. lItalian
Journal of Food Science, v. 1, p. 9-15, 1992.
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Duas estratégias foram utilizadas: a) os fragmentos retirados do basidiomiceto
foram lavados previamente com solugdo de hipociorito de sédio (dgua sanitaria) em
diferentes concentragdes, 10, 20 e 40% por 10 minutos, e posteriormente foram
lavadas com agua destilada estéril; 6u b) os fragmentos foram retirados sob fluxo
laminar sem este processo inicial e depositados diretamente no meio de cultivo
(Figura 3). ‘

FIGURA 3 - Fluxograma de isolamento do micélio de P. eryngii

Fragmentos do corpo de

frutificagéo
1- Solugdo de
Hipoclorito de
Sédio, 10 min. 2- Lavagem em
agua destilada .
estéril Retirar sob
fluxo laminar,
by . e sem lavagem
10% 20% 40%
1-PE 2-PE 4-PE

|
= =

Manter a 25°C no
escuro

Observagao de
crescimento

Observagao das 1
clamp connections

/ Repicar as regh
* com hifas %

As placas contendo fragmentos de P. eryngii foram mantidas a 25 °C, em
auséncia de luz. Analises do crescimento micelial, bem como das caracteristicas
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(presenca de hifas septadas e de clamp connections) que indicassem tratar-se do

basidiomiceto em estudo foram feitas diariamente.
3.3 CULTIVO PARA OBTENCAO DE EXOPOLISSACARIDEOS

O micélio de Pleurotus eyngii isolado em meio de cultivo solido foi inoculado
para o meio liquido BD (Tabela 1), que foi incubado por 10 dias e utilizado como pré-

inéculo para o meio liquido POL (Tabela 2).

TABELA 2 - MEIO DE CULTURA LIQUIDO POL

(NH4)2 SO, . 50 a
KzHPO4 1,0 g
MgSOs. 7H,0 029

Extrato de Levedura {2,0 g

Solugédo A* | Peptona de carne 1049
CaCoO; 1.0g
Agua destilada q.s.p. 900 mi

Solugéao de glucose:
‘Solugao B* | Glucose 60 g
Agua destilada 100 m!

*Estas solugdes sao autoclavadas separadamente a 121 °C por 20 minutos
e depois sdo agrupadas em condigdes estéreis.
Fonte: CAVAZZONI; ADAMI, 1992, citado por MAZIERO, 1996.

Os cultivos no meio POL foram realizados em 12 frascos de 2000 ml
contendo 1000 m! de meio, sob agitagao, a 25 °C, em auséncia de luz por 10 dias.

3.4 RECUPERAGAO DOS EXOPOLISSACARIDEOS

Apos 10 dias de cultivo, a biomassa micelial foi separada por meio de
centrifugagcao. O meio liquido foi tratado com etanol (3:1, v/v), sendo o precipitado
separado por centrifugagao, dialisado, concentrado e liofilizado. Ap6s este processo

o material foi submetido a processos de purificagao.
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3.5 PURIFICACVAO DOS EXOPOLISSACARIDEOS

Para a purificagdo dos exopolissacarideos foram utilizados os processos
usualmente empregados no Laboratério de Quimica de Carboidratos, tais como,
congelamento e descongelamento, precipitagdo por formagao de complexo soluvel e
insoltvel em Cu?* (Precipitagdo com solucio de Fehling), entre outros.

3.5.1 Separagéao dos polissacarideos por congelamento e degelo

A fragdo polissacaridica foi solubilizada em agua destilada e submetida ao
congelamento e posterior descongelamento a temperatura ambiente. Esse processo
leva a formagao de um precipitado insoluvel em agua fria, que foi separado por
centrifugagao (9000 r.p.m. por 15 min a 25 °C). Este processo foi repetido diversas

vezes até que o sobrenadante aquoso nao apresentasse mais precipitado (GORIN;
IACOMINI, 1985).

3.5.2 Purificagao por Precipitagdo com Solugdo de Fehling

A solugéo de Fehling (JONES; STOODLEY, 1965) é composta pelas solugdes
A e B. A solugao A é composta de: 173 g de tartarato de soédio e potéssio, 125 g de
hidroxido de potassio em volume suficiente de agua para 500 ml e a solugdo B
composta de: 55,74 g de sulfato de cobre pentahidratado em volume de agua
suficiente para 500 ml.

As fragdes polissacaridicas submetidas a este processo foram inicialmente
solubilizadas na solugao A, seguida da adigdo de mesmo volume da solugdo B.
Apés intensa agitagcdo, o material foi mantido sob refrigeragédo por 12 horas.

O precipitado formado foi separado por centrifugagdo, sendo as fragdes
resultantes (precipitado e sobrenadante) neutralizadas com A&cido acético e
dialisadas contra agua corrente (aproximadamente 48 horas). Em seguida as
mesmas foram tratadas com- resina catidnica fortemente acida e novamente
dialisadas. Estas fragées foram concentradas em rotaevaporador, congeladas e

liofilizadas.
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3.6 ANALISE ESTRUTURAL DOS EXOPOLISSACARIDEOS

3.6.1 Composi¢cao monossacaridica

Os materiais que foram - submetidos a andlise de composigédo
monossacaridica passaram por processo de derivatizagiao, que inicia-se com a
hidrolise acida total, passando para redugdo e acetilagdo, com a formagdo de
acetatos de alditol.

A hidrélise acida total foi realizada utilizando aproximadamente 1 mg da
amostra que foi hidrolizada com 1 mi de acido trifluoroacético (TFA) 2 M, por 8 horas
a 100 °C ou com 1 ml de acido trifluoroacético (TFA) 1 M, overnight a 100 °C. Apo6s -
este periodo o acido foi evaporado até secura.

Os produtos da hidrélise foram reduzidos com boroidreto de sodio até pH 9-
10, sendo mantidos a temperatura ambiente por 15 horas. Apds este periodo foi
adicionado resina catidnica até pH 7, o material foi filtrado, seco em rotaevaporador
e posteriormente co-destilado com metanol até total remogao do acido bérico, na
forma de borato de trimetila (WOLFROM; THOMPSON, 1963a).

O material reduzido e seco foi acetilado com anidridro acético e piridina (1:1,
vlv), mantidos a temperatura ambiente, overnight (em torno de 12 horas). A reagao
foi interrompida com adigdo de agua e extraida com cloroformio. Apds este processo
o material foi lavado com solugio de s'ulfato de cobre 5% para a remoc¢ao da piridina.
Sulfato de sadio anidro foi adicionado a fase cloroférmica, e o material filtrado com
algodao e seco em temperatura ambiente (WOLFROM; THOMPSON, 1963b).

3.6.2 Metilagao dos exopolissacarideos e hidrolise de Seaman

Para a metilagao, aliquotas dos polissacarideos (5-10 mg) foram solubilizadas
em 1 mi de dimetilsulfoxido (DMSQ). Apés a soiubilizagao foi adicionado 1 ml de
iodeto de metila (CHsl) e hidroxido de sédio (NaOH) pulverizado. Seguido de
agitacao vigorosa por 30 min., sendo entdo mantido em repouso ovemight. Apos
este periodo o material foi neutralizado com acido acético em banho de gelo,
dialisado exaustivamente contra agua corrente e liofilizado, repetindo-se este
processo péra garantir a total metilagao do material (CIUCANU; KEREK,1984).
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A hidrélise total dos polissacarideos metilados foi realizada com 0,5 mi de
acido sulfarico (H2S0.) 72% (p/v); mantido em banho de gelo por 1 hora. Seguido
por diluicdo com 4 ml de agua destilada e mantido a 100 °C (10-18h) (SEAMAN et al,
1954). '

Apds o periodo necessario para hidrélise, o material foi neutralizado com
carbonato de bario, centrifugado e reduzido com borohidreto de sédio deuterado
(NaBzD4), e a acetilagao foi feita como citado anteriormente (item 3.6.1).

3.6.3 Degradagao Controlada de Smith

Em torno de 100 mg de amostra foi solubilizada em agua, seguido da adi¢do
de NalO4 (periodato de sédio) 0,05 M (20 mi). O material foi mantido sob agitacéao,
por 72 horas em auséncia de luz. O processo de oxidagao foi interrompido e o
material foi dialisado em agua corrente. Apés a dialise o material foi reduzido com
boroidreto de sédio (NaBH,), com pH 9-10 por 24 horas (ABDEL-AKHER et al.,
1952; DYER, 1956; HAY; LEWIS; SMITH, 1965). Em seguida foi neutralizado com
acido aceético (pH 7) e dialisado por 48 horas.

O material reduzido foi submetido & hidrélise acida parcial com TFA até pH 2
por 40 minutos a 100 °C, sob refluxo. Apos neutralizagéo, o polissacarideo foi

dialisado (dialise fechada) em membrana com limite de exclusdo de 2 kDa.

3.7 METODOS ANALITICOS
3.7.1 Teste de Homogeneidade e Determinagdo da Massa Molar

As andlises de homogeneidade e determinagdo de massa molar foram
realizadas por meio de Cromatografia de Exclusdo Estérica Acoplada a Detecgédo
por indice de Refragao e Espalhamento de Luz (HPSEC-MALLS).

As amostras foram solubilizadas em nitrito de sédio 0,1 mol.I"" contendo azida
de sédio (NaNs) 0,2 g.I"", numa concentragéo final de 1 mg de amostra por 1 mi de
solvente e em seguida, filtradas através de membrana de acetato de celulose com

limite de excluséao de 0,22 um.

-
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Apos estes procedimentos as amostras foram aplicadas em cromatégrafo de
exclusdo estérica de aita pressdo (HPSEC) WATERS equipado com detector de
indice de refragao diferencial, modelo WATERS 2410, e com detector de
espathamento de luz em multidngulos WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP-
F. Foram utilizadas em série, 4 colunas de gel permeagao WATERS com limites de
exclusdo de 1x10°, 4x10°, 8x10*, 5x10°. O eluente utilizado foi uma solugao de nitrito
de sédio (NaNO3) 0,1 mol.I* contendo NaNs, 0,2 g.I'', com fluxo de 0,6 mi/min,
monitorados através de bomba peristaltica WATERS 515.

3.7.2 Analise da composi¢ao monossacaridica e de metilagao

A determinacdo da composigdo monossacaridica e dos derivados per-O-
metilados foi realizada por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massa (CG-EM).

As analises foram realizadas em cromatografo gasoso VARIAN, modelo 3.300
acoplado a um espectrémetro de massa da marca FINNIGAN MAT, modelo ITD 800,
equipado com colfuna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) modelo DB-225.
As injecbes nas colunas foram feitas partindo-se de 50 °C (mantida por 1 min),
seguindo-se um aumento gradual em uma razdo de 40 °C.min' até
200 °C (acetatos de alditois parcialmente O-metilados) ou 220 °C (acetatos de
alditéis), sendo mantida isotermicamente até o final da analise. Hélio ultrapuro foi

utilizado como gas de arraste, a um fluxo de 1,0 mi.min™.
3.7.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Foram realizadas analises espectroscopicas de RMN-'°C, RMI:J-”C-DEPT e
3¢, 'TH-HMQC em espectrémetro BRUKER, modelo Avance-DRX-400.

As andlises foram feitas a 30 °C, 50 °C ou 70 °C, com as amostras sendo
solubilizadas em D,0 (6xido de deutério) ou Me>,SO-ds (dimetilsulféxido deuterado),
dependendo da solubilidade. Os deslocamentos quimicos das amostras soltiveis em
D,0 séao expressos em & (ppm) relativos aos sinais de 3C da acetona em § 30,20 e

aos sinais do Me,S0O-ds em § 39,7, para as amostras solliveis no mesmo.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO DE Pleurotus eryngii

O isolamento axénico (Figura 4), ou seja, sob condi¢cbes estéreis foi obtido
com crescimento micelial em 33,4% das placas quando os fragmentos foram lavados
com solucéo de hipoclorito de sédio a 10% e quando estes ndo passaram por este
processo, a porcentagem de placas que apresentaram crescimento micelial foi de
55,6% (Tabela 3).

FIGURA 4 - Cultivo do micélio de P. eryngiiem meio BDA (A) Em meio BDA; (B) Detalhe do

micélio e formacao de EPS.

Concentracdes acima de 20% de solucdo de hipoclorito de sodio, néo

apresentaram crescimento de contaminantes, bem como crescimento micelial.

TABELA 3 - Isolamento do micélio de Pleurotus eryngii em relagdo a concentragdo de
hipoclorito utilizada

Amostras Concentracao de Crescimento micelial
hipoclorito de sédio axénico
PE 0% 55,6%
1-PE 10% 33,4%
2-PE 20% 0%

4-PE 40% 0%
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Desta forma, sob fluxo laminar e utilizando materiais esterilizados para a
retirada de fragmentos de regides internas do basidioma foi um procedimento que se
mostrou adequado para o isolamento micelial deste basidiomiceto.

Procedimento semelhante foi descrito por ZHANXI e ZHANHUA (2001) e é
conhecido por separacéo tissular, provavelmente derivado do isolamento de tecidos
de vegetais.

4.2 CULTIVO DE Pleurotus eryngii

Apbs o isolamento micelial de P. eryngii, este foi primeiramente cultivado em
meio liquido BD (pré-inéculo - Figura 5) e transferido para o meio POL (Figura 6) e
desta forma foram obtidos 241 mg.T" de EPS apds 10 dias de cultivo. Tal rendimento
€ considerado baixo, uma vez que dentre as espécies de Pleurotus estudadas por
MAZIERO (1996), Pleurotus ostreatus foi a espécie que produziu o menor
rendimento de EPS (570 mg.r’) em 7 dias de cultivo, e Pleurotus sp. “florida” foi a
gue produziu mais EPS (2,85 g.I') em 7 dias de cultivo.

Provavelmente, o tempo de cultivo de P. eryngii (10 dias) foi determinante
para um rendimento mais baixo de EPS, uma vez que, quando a disponibilidade de
glucose no meio diminui, o EPS é utilizado como fonte de carbono por estes

organismos.

FIGURA 5 - Pré-in6culo de P. eryngii. (A) Em meio liquido BD; (B) Detalhe do crescimento

micelial.



Quanto a producdo de biomassa micelial P. eyngii produziu 5,15 g.I\ um
rendimento maior que em P. ostreatus, que produziu 4.50 g.I* em cultivo de 14 dias.
Pleurotus sp. “florida” também foi a espécie que obteve maior rendimento em
biomassa em 14 dias (11,72 g.r") (MAZIERO, 1996).

FIGURA 6 - Cultivo micelial de P. eryngii em meio POL. (A) Inicio do cultivo; (B) Ap6s 10

dias.

Dados relativos ao cultivo de basiodiomicetos em meio liquido, mostram a
existéncia de uma grande variagdo entre organismos do mesmo género com relacao
a producdo de EPS e biomassa. Desta forma, estudos fisiologicos que buscam
condicdes adequadas para a produgdo de EPS ou biomassa tornam-se necessarios,
uma vez que condi¢bes distintas como, o tempo de cultivo, devem ser levados em
consideracao (MAZIERO, 1996; ROSADO et al., 2003).

No entanto, para os propésitos deste trabalho o rendimento de EPS
(241 mg.r’) foi suficiente para a caracterizacdo estrutural dos mesmos, porém
estudos fisiolégicos mais detalhados, como concentracdo inicial de glucose, pH,
tempo de cultivo e temperatura, sdo necessarios para a otimizacdo da producdo

destes polimeros para sua utilizacdo com finalidade biotecndlogica e farmacoldgica.
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4.3 PURIFICAGAO DOS EXOPOLISSACAR'DEOS (EPS)

A purificagao dos exopolissacarideos (2,9 g), provenientes de 12 L de meio de
cultura, foi iniciado com o agquecimento do material em agua destilada a 100 °C,
obtendo-se 1,39 g de EPS soluvel. Este foi submetido ao tratamento por
congelamento e degelo que forneceu uma fragéo precipitada (fragao B) e uma fragéao

sobrenadante (fragéo A) (Figura 7).

FIGURA 7 - Fluxograma do processo de purificagao dos exopolissacarideos de P. eryngii

Exopolissacarideos (EPS)

H,0, 100°C por 3hrs (2 X)
Fragao insoluvel Fragao soluvel
(1,39g)

Congelamento/ degelo

! !

Precipitado Sobrenadante
Fragao B (389,9 mg) Fragao A (1,00 g)

/ Precipitagao por
................ solugao de Fehling

: Glucana : l - l

Sobrenadante Precipitado
Fragao A2 (194,8 mg) Fragao A1 (275,0 mg)
Manana

A fragcdo B, por analise de CG-EM, apresentou-se composta principalmente
por glucose, caracterizando uma glucana. Enquanto, a fragdo A foi tratada com
solugdo de Fehling, originando uma fragao solivel (A2, 194,8 mg) e um complexo
cuprico insoluvel (Fragdo A1, 275 mg), o qual apresentou somente manose na

composi¢cdo monossacaridica, sugerindo se tratar de uma manana.
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A fragdo A2 apresentou como principais monossacarideos manose (33,9%),
- 3-O-Me-galactose (10,3%), galactose (13,7%) e glucose (28,3%), no entanto esta
fragdo apresentou um perfil ainda heterogéneo, sendo necessarios processos

adicionais de purificagao.
4.4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS EXOPOLISSACARIDEOS

4.4.1 EPS Insoluvel em Agua Fria

A fragéo B (precipitado de congelamento/degelo) apresentou apenas glucose
como componente monossacarideo por analise em CG-EM, sugerindo a presenca

de uma glucana.
O espectro de RMN '*C da glucana (Figura 8) apresentou sinais na regiao

anomeérica em 8 102.8, sugerindo configuracao do tipo p.

FIGURA 8 ~ Espectro de RMN "°C da fragao B, em Me,SO-d, a 70 °C.
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Os sinais em § 86.4 e 85.2 referem-se a ligagdes do tipo (1—3) enquanto que
aquele em 8 68.3 sugere a presencga de C-6 substituido, e C-6 livieem & 61.1 € 60.7,
os quais foram confirmados por inversdo no espectro de DEPT (Figura 9).
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FIGURA 9 - Espectro de DEPT (regiao do C-6) da fragéo B, obtida de P. eryngii

v T ]
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Com a finalidade de elucidar a cadeia principal deste polimero, uma aliquota
desta fragdo foi submetida a degradagdo controlada de Smith. O espectro de
RMN C (Figura 10) apresentou apenas 6 sinais caracteristicos de uma glucana
(1-3) ligada. De acordo com os dados obtidos, esta fragdo corresponde a uma
glucana contendo ligagdes do tipo (1—3), sendo parte destas substituidas em O-6
por unidades de B-Glcp, além disto, analises de metilagdo estao sendo realizadas

para a confirmagéo do grau de ramificagao desta estrutura.

FIGURA 10 - Espectro de RMN '°C da frag3o B, apos degradagao de Smith, em Me,SO-d;
a70°C
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A glucana caracterizada neste trabalho &€ semelhante a encontrada por
GUTIERREZ e colaboradores (1995), que estudando os EPS'de seis espécies de
Pleurotus, dentre estes, P. ostreatus, P. eryngii, P. sajor-caju, observaram na fragdo
insoluvel uma B-D-Glcp-(1—3) ramificada em O-6 por unidades de B-D-Glcp a cada
dois ou trés residuos da cadeia principal. ,

Em relagdo ao basidioma de P. eryngii, esta estrutura € similar, apresentando
uma cadeia principal formada por B-D-Glcp-(1—3) ligada, ramificada em O-6 por
unidades de B-D-Glcp (CARBONERQO et al.,, 2006). Sugerindo que a glucana em
questdo pode ser obtida através do cultivo submerso, ou seja, por meio de uma
maneira mais rapida de obter estes polimeros, quando comparado com o cultivo do

basidioma, uma vez que nao ha a necessidade de realizar extragdes prévias.
4.42 EPS Soluvel em Agua Fria

A fragéo A (574 mg) apos o tratamento com Solugéo de Fehling, forneceu um
complexo cuprico insolivel (Fragéo A1, 275 mg), o qual apresentou apenas manose
como componente monossacarideo (CG-EM) e um perfil homogéneo por HPSEC
(Figura 11), sugerindo tratar-se de uma manana.

FIGURA 11 - Perfil de eluicdo, analise em HPSEC da fragao A1 isolada de P. eryngii.
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Os espectros de RMN 13C (Figura 12) e HMQC (Figuré 13) desta fragao
apresentaram sinais na regido anomérica que correspondem aos C-1/H-1 dos
terminais n&o redutores (5 102.0/ 5.18) e das unidades 3-O-substituidas (5 102.0/
5.08), 2-O- (5 100.5/ 5.25) e 2,6-di-O-substituidas (5 98.3/ 5.08) de a-Manp.
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FIGURA 12 — Espectro de RMN- "°C da fragao A1, em D,0 a 50 °C, obtida de P. eryngii
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A configuragao glicosidica do tipo o foi confirmada pelos valores de 'H e '3C
observados na analise de HMQC, na regido de campo mais baixo (figura 13). Os
valores & 5.18 e 5.08 referem-se aos terminais ndo redutores e unidades 3-O-
substituidas de Manp, respectivamente.

FIGURA 13 - Espectro de 'H,"*C HMQC da fragdo A1, obtida de P. eryngii
ppm
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Os sinais em & 78.5 e 78.2 sugerem C-2 ligado enquanto que aqueles em 6
65.8 e 61.1 referem-se ao C-6 substituido e nao substituido, respectivamente. Estes
-CH2 substituidos e nao substituidos foram confirmados pelo espectro de DEPT

(Figura 14).

FIGURA 14 - Espectro de DEPT da fragao A1, em D,0O a 50 °C, obtida de P. eryngii
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A analise dos alditdis parcialmente O-metilados (Tabela 4), sugere a presenca
de uma estrutura ramificada, contendo altas proporgdes de terminais néo redutores
de Manp (28,9%). Também foram observados os derivados 2,3,4-Me;Man e 3.4-
Me,Man, 2,4,6- e 3,4,6-Me;Man, correspondentes as unidades da cadeia principal e

das ramificagées, respectivamente.
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De acordo com os dados obtidos, esta fragdo € constituida por uma cadeia
principal de a-Manp-(1—6), parcialmente substituida em O-2 por cadeias laterais de

diferentes tamanhos, as quais contém unidades de a-Manp 2-O- e 3-O-substituidas.

TABELA 4 - Analise de metilagao da fragdo A1 isolada de Pleurotus eryngii

Alditois acetatos parcialmente O-metilados* | Proporgao (%) Tipo de ligagao
2,3,4,6-Mes-Man 28,9 Manp-(1—
3,4,6-Mes-Man 30,2 2—)-Manp-(1—
2,4,6-Mes-Man 1,8 3—)-Manp-(1—
2,3,6-Me;s-Man 0,8 4—)-Manp-(1—
2,3,4-Me3-Man 40 6—)-Manp-(1—
3,4-Me;-Man 34,1 2,6—)-Manp-(1—

*Analisado em CG-EM apds metilagao, hidrolise acida total (H,SO, a 100 °C por 14 horas), redugéo
(NaB?D,) e acetilagao.

A o-D-manana obtida a paftir dos exopolissacarideos de P. eryngii
caracterizada neste trabalho é similar a encontrada em P. ostreatoroseus (ROSADO
et al., 2002), porém nao ha descrigdo desta estrutura isolada a partir do basidioma
das espécies de basidiomicetos estudadas até o presente momento.

No entanto, GORIN (1993) descreve estrutura similar em diversas leveduras
como Saccharomyces cerevisiae, Hansenula subpelliculosa, Endomycopsis fibuliger. -

Os polissacarideos' caracterizados estruturalmente a partir do basidioma se
diferem dos encontrados nos exopolissacarideos, desta forma, estudos fisiolégicos
sd0 necessarios para o entendimento da sintese destes polimeros e se é possivel
de acordo com o meio de cultivo obter moléculas semelhantes, tanto no basidioma,

quanto no EPS.
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5 CONCLUSOES

Isolamento e Cuitivo:

® Em 33,4% das placas com fragmentos de Pleurotus eryngiim que
foram lavados em solugao de hipoclorito de sédio 10% foram isoladas
culturas axénicas; ‘

® Em 55,6% das placas que continham fragmentos nao lavados
previamente apresentaram micélio de P. eyngii com crescimento
axénico;

@® O cultivo em ‘meio POL do micélio de P. eryngii apresentou um
rendimento de biomassa micelial de 541 gf' e 241 mg.l' de
exopolissacarideos, apés 10 dias de crescimento.

Portanto, o método utilizado para o isolamento foi adequado, representando
uma forma rapida para a obteng&o de culturas livres de contaminagao. O cultivo para
obtengdo de EPS apresentou um baixo rendimento comparando com outras
espécies ja estudadas, devendo ser otimizado, uma vez que o fator tempo foi
limitante na produgdo do mesmo. Porém foi suficiente para caracterizagéo estrutural.

Caracterizagao estrutural:
® A fracdo B (precipitado por congelamento e degeio) parece ser
composta por uma glucana com cadeia principal formada por B-Glc-
(1-3) e ramificada em O-6 por unidades de B-Glcp; '
@ A partir do precipitado do tratamento por solugdo de Fehling foi
caracterizada uma manana constituida por uma cadeia principal de o-
Manp-(1—6), parcialmente substituidas em O-2 por cadeias laterais de
diferentes tamanhos, as quais contém unidades de o-Manp 2-O- e 3-O-

substituidas.

Neste trabalho, o cuitivo de P. eryngi, em meio POL, produziu
polissacarideos, cuja estrutura fina foi caracterizada, sendo uma manana e uma
glucana, e que provaveimente uma terceira estrutura faz parte da composi¢éo dev

polimeros presentes no EPS.
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