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RESUMO 

 

Os cogumelos representam uma importante fonte nutricional e possuem compostos 
bioativos de interesse farmacêutico e cosmético. Dentre essas biomoléculas, destacam-se os 
polissacarídeos. Esses constituem uma classe de polímeros diversos, com rearranjos estruturais 
variáveis, aos quais já foram atribuídos efeitos antitumorais, anti-inflamatórios, 
imunomoduladores, entre outros. Portanto, diferentes frações polissacarídicas foram obtidas do 
cogumelo Lactarius quieticolor, o qual não havia sido estudado até momento. Foram realizadas 
extrações (água em temperatura ambiente, água fervente e com solução alcalina), purificação 
de frações (congelamento e descongelamento, tratamento enzimático, solução de Fehling, 
centrifugações e diálises) e caracterização química (GC-MS, NMR, HPSEC-MALLS, 
degradação de Smith). Três extratos brutos solúveis (Lq-CW, Lq-HW e Lq-N5) foram obtidos 
por meio das extrações sequenciais. O primeiro, apresentou predominância de glicogênio, 
seguido de uma heterogalactana. O segundo, por sua vez, mostrou a heterogalactana como 
componente principal. Enquanto o último, possuía uma mistura de β-glucanas com glicogênio. 
A partir do extrato obtido em temperatura ambiente foram adquiridas 2 frações (SFS-CW e SFI-
CW), sendo a última totalmente purificada neste trabalho. Experimentos de RMN (C13, HSQC 
e DEPT) sugerem que a fração SFI-CW é composta predominantemente por unidades de 
glucose, com sinais típicos de β-D-glucana com ligações do tipo (1→3), (1→6). 
Adicionalmente, a mesma mostrou perfil de eluição homogêneo em HPSEC. A fração SFS-
CW, apesar de possuir predominantemente uma β-D-glucana (1→3), (1→6), ainda possui 
resíduos de galactose.  O presente trabalho relata, pela primeira vez, a variedade estrutural dos 
polissacarídeos que podem ser obtidos do cogumelo Lactarius quieticolor, os quais, podem ser 
futuramente estudados em pesquisas sobre suas propriedades biológicas. 

 

Palavras-chave: Lactarius quieticolor; Polissacarídeos; β-Glucanas; Extração; Purificação; 
Caracterização. 

  



ABSTRACT 

 

Edible mushrooms represent an important nutritional source, due to the presence of 
bioactive compounds, which might be pharmacological and industrial effects. Once 
polysaccharides comprehend an extent structural diversity, it also has been reported different 
biological properties from these molecules, such as anti-tumoral, anti-inflammatory, and 
immunomodulate effects. Therefore, in order to study L. quieticolor polysaccharides, the aim 
of this study was to release the extraction (in water and NaOH 5% buffer solution), isolation 
(freezing-thawing, enzymatic treatment, Fehling solution, centrifugations, and dialysis), and 
chemical characterization (GC-MS, NMR, HPSEC-MALLS, Smith controlled degradation) of 
L. quieticolor. Soluble crude extracts (Lq-CW, Lq-HW e Lq-N5) were obtained by sequential 
extractions. First has shown glycogen and heterogalactan contents. Second, the heterogalactans 
as the main compound. Third, the β-D-glucan and glycogen are mixed. Moreover, two fractions 
were obtained from cold water extracts (SFS-CW e SFI-CW), and SFI-CW was totally purified. 
NMR spectra (C13, HSQC e DEPT) has suggested SFI-CW is formed by glucose units, with 
commonly signals attributed to β-D-Glcp-(1→3), (1→6) structure. Also, SFI-CW had a 
homogenous profile in HPSEC-IR analysis. Although SFS-CW has β-D-Glcp as a major 
component, the purification experiments are required to achieve complete isolation. This is the 
first structural report of polysaccharides from Lactarius quieticolor, which will contribute to 
biological studies in the future. 

 

Keywords: Lactarius quieticolor. Polysaccharides. β-Glucans. Extraction. Isolation 
Characterization. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os polissacarídeos são moléculas bioativas presentes nos organismos, com diversas 

funções e potencial para aplicações medicinais, farmacêuticas e industriais (4). Os fungos 

representam uma importante fonte de nutrientes, sendo que alguns de seus polissacarídeos 

foram reconhecidos por suas propriedades anti-inflamatórias (37), antinociceptivas (46), 

reológicas (1, 4), capazes de comprometer o desenvolvimento de células tumorais (42) e 

estimular a proliferação de determinados microrganismos (11). 

São encontrados em cogumelos selvagens e comestíveis os homo- e 

heteropolissacarídeos (57). Os homopolissacarídeos são representados pelas glucanas (1, 4, 45), 

galactanas (81) e mananas (16); e os heteropolissacarídeos: manogalactanas (37), 

fucogalactanas (42), manogalactanas (55), galactomananas (75). 

Lactarius sect. Deliciosi (ou seção Deliciosi) (filo Basidiomycota, família Russulaceae) 

compreende um vasto grupo com cogumelos denominados ectomicorrízicos, isto é, fungos 

capazes de se associar externamente a raízes de plantas específicas. Espera-se que cerca de 59 

espécies desse gênero sejam comestíveis ou apresentem propriedades medicinais (79). Sua 

distribuição é considerada cosmopolita, com espécies registradas na China (48), Coreia do Sul 

(41), Europa (47), Nova Zelândia (32), Bélgica (19), Espanha e Portugal (29).  

Alguns polissacarídeos já foram obtidos de Lactarius deliciosus Gray, espécie 

filogeneticamente próxima a Lactarius quieticolor, assim como evidenciado o seu potencial 

para atividades biológicas. Utilizando as colunas DEAE-Celulose e Sephadex G-100, um 

heteropolissacarídeo (Mw 1.1 x104 Da) foi isolado, composto de L-manose e D-xilose (3:1) 

(21). Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisa também isolou um novo heteropolissacarídeo 

composto por D-galactose com ramificações de D-glucose e D-galactose (Mw 16 kDa) (35). 

Recentemente, uma fração purificada foi obtida de L. deliciosus Gray, a qual se tratava de uma 

molécula de peso igual à 9.8x105 Da (16); porém, não foram mencionadas proporções ou 

composição monossacarídica da estrutura isolada. Em todos as condições de teste, os 

polissacarídeos demonstraram induzir respostas biológicas promissoras, com propriedades 

antitumoral (21) e imunomoduladora (16, 35). Todavia, algumas espécies como o Lactarius 

quieticolor não haviam sido, até o momento, estudadas a respeito de seus polissacarídeos. O 

objetivo do presente trabalho foi realizar a obtenção de polissacarídeos da espécie Lactarius 

quieticolor e caracterizar as estruturas isoladas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 REINO FUNGI: FILO BASIDIOMICOTA 

Ainda hoje não há um consenso bem definido sobre a sinapomorfia do Reino Fungi, isto 

é, a presença de característica – celular, molecular ou bioquímica – que seja comum a todos os 

organismos pertencentes a esse grupo (54). Sua biodiversidade está estimada em 5,1 milhões 

de espécimes, os quais grande parte ainda permanece desconhecida (6). Para a maioria dos 

grupos o delineamento taxonômico e o nível de espécie tem sido alcançado por meio do 

sequenciamento da região espaçadora “ITS” (Internal Transcribed Spacer) do RNAr nuclear 

(7, 41). Assim, com base nas análises filogenéticas, os modelos taxonômicos atuais propõem 8 

filos (Cryptomycota, Microsporidia, Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Zoopagomycota, 

Mucoromycota, Ascomycota, Basidiomycota), 12 subfilos e 46 classes (73). 

Inseridos no sub-reino Dikarya, os filos Asco- e Basidiomycota são os mais bem-

sucedidos evolutivamente, correspondendo a grupos monofiléticos coerentes (33). O filo 

Basidiomycota muitas vezes se destaca pela presença de espécies formadoras de estruturas 

visíveis a olho nu, chamados de corpos de frutificação ou “cogumelo” (53) (Figura 1). De 

maneira geral, os basidiomicetos podem apresentar variados estilos de vida como os saprófitos, 

simbiontes, promotores de crescimento vegetal, patógenos de plantas ou animais (17).  

O filo Basidiomycota também compreende organismos considerados ecologicamente 

fundamentais para degradação da matéria orgânica e ciclagem de nutrientes (73). São 

classificados como “Fungos da Podridão Branca” (fpb) aqueles capazes de despolimerizar 

substratos vegetais por meio da liberação de enzimas extracelulares que consequentemente 

resultam no branqueamento da matriz degradada (23). Embora a composição da parede celular 

de plantas varie de acordo com as diferentes linhagens e estágios de crescimento, todas 

apresentam uma matriz com microfibrilas de celulose, pectinas, hemicelulose, lignina e 

proteínas estruturais (39). A degradação fúngica ocorre devido a presença de maquinaria 

enzimática lignocelulolítica (incluindo celulases, pectinases, xilanases, lacases e peroxidases) 

apropriada para atuar sobre os principais componentes da madeira (34, 40). A considerável 

baixa especificidade desse complexo enzimático facilita a ligação com poluentes ambientais 

como substrato alternativo, os quais podem vir a se assemelhar com polímeros vegetais 

complexos como a lignina (24). O basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium foi pioneiro 

em estudos de biorremediação que, em condições de pH e temperatura ótima, demonstrou alta 
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capacidade de degradar pesticidas e corantes têxteis (18, 28). Algumas espécies 

tradicionalmente cultivadas para o consumo humano, tais como Pleurotus spp., Lentinus edodes 

(Berk.) Pegler e Auricularia spp., também apresentam tais enzimas que são produzidas 

principalmente em substratos pobre em nitrogênio (8). 

 

FIGURA 1  MORFOLOGIA GERAL DO CORPO DE FRUTIFICAÇÃO DE UM BASIDIOMICETO 

 
Em (A) anatomia do píleo “chapéu” e eixo de sustentação; (B) distribuição do micélio – vegetativo e reprodutivo. 
FONTE: Maria Vitória Bonaldi (2022). 

 

Espera-se que a maior diversidade de fungos seja encontrada no solo ou associados a 

plantas, nos quais os prolongamentos de hifas podem atuar como intermediários entre planta-

nutriente ou interagir com bactérias fixadoras (7). É chamada micorriza (myco: fungo; rhizae: 

raiz) o sistema de troca nutricional entre fungos e plantas, o qual pode envolver o transporte de 

fosfato (P), potássio (K), enxofre (S), água e fotoassimilados (26). Dentre as principais 

associações, destacam-se as micorrizas arbusculares (AM) e ectomicorrizas (ECM), ambas 

benéficas para plantas e fungos. 
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FIGURA 2 – O FILO BASIDIOMYCOTA APRESENTA VARIADOS ESTILOS DE VIDA 

 

FONTE: a autora (2022). 

 

As micorrizas arbusculares (AM) caracterizam-se por um tipo de endossimbiose e 

correspondem a hifas que se rearranjam no espaço intercelular da epiderme e o córtex radicular 

(56). “Arbúsculo" é o nome dado a estrutura formada a partir de invaginações, no qual o fungo 

é capaz de envolver a membrana da célula vegetal, sem rompê-la, promovendo o aumento da 

superfície de contato entre planta-fungo (5). As AM prevalecem entre os glomeromicetos (atual 

filo Mucoromycota) e ocorrem entre 70-90% das plantas terrestres, tendo como principal 

especialidade a absorção de fosfato e água – em troca de carboidratos dos tecidos vegetais (50). 

Já as ectomicorrizas (ecto + myco + rhyzae = externo, fungo, raiz) (ECM) são associações no 

qual é formado um manto micelial que se estende pela raiz da planta, ocorrendo 

predominantemente entre árvores florestais (famílias Pinaceae e Fagaceae) (74). Para as ECM 

as interações com bactérias são fundamentais para as funções de degradar poli-carboidratos por 

enzimas lignocelulósicas e no consumo de compostos orgânicos voláteis (13). Acredita-se que 

a história evolutiva de fungos ectomicorrízicos resultou na perda dos componentes enzimáticos 

lignocelulolíticos e no surgimento de proteínas que interagem com o sistema de defesa das 

plantas (73). Plantas mono- e dicotiledôneas podem produzir inibidores enzimáticos de 
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pectinases e xilanases, porém, enzimas resistentes podem ocorrer principalmente entre fungos 

fitopatogênicos (39). 

O sucesso evolutivo do Reino Fungi dá-se em parte pela presença de componentes 

estruturais importantes que possibilitam a estabilidade a nível molecular e celular, resultando 

em respostas efetivas para estímulos do meio ambiente. Contextualizando, a parede celular 

compreende uma rede complexa de microfibrilas que desempenha papel fundamental nos 

mecanismos de infecção por fungos patogênicos e, consequentemente, nas respostas 

imunológicas de seus respectivos hospedeiros.  

 

2.2 POLISSACARÍDEOS DE PAREDE CELULAR EM FUNGOS 

Os polissacarídeos podem ser classificados de acordo com seus tipos de ligações 

glicosídicas, organização estrutural (cadeia linear ou ramificada) e composição 

monossacarídica (homo- ou heteropolissacarídeos) (49). O comportamento dos polissacarídeos 

em solução pode variar de acordo com as condições do meio, massa molecular, solubilidade, 

tipos e grau de ramificação. Associados às possíveis ligações presentes na estrutura, a 

configuração anomérica α- ou β- afeta diretamente a solubilidade e a conformação 

tridimensional (20). Tais características favorecem a variedade de rearranjos estruturais que, 

consequentemente, resultam em diferentes propriedades físico-química e biológicas. 

O estudo de polissacarídeos geralmente inclui técnicas de extração, purificação e 

caracterização química-estrutural das unidades monoméricas (63). A etapa de purificação pode 

ser considerada trabalhosa, uma vez que estas estruturas tendem a interagir e formar complexos 

intermoleculares difíceis de isolar (45). Considerando a diversidade estrutural dos 

polissacarídeos, o estudo de suas estruturas geralmente requer o uso conjunto de métodos 

químicos (hidrólises totais ou hidrólises parciais como a degradação Smith, derivatização para 

alditóis acetatos), aliados a tecnologias analíticas (NMR, GC-MS, HPSEC-MALLS) (63). 

Os monossacarídeos mais abundantes em fungos são: glucose (Glc), manose (Man) e 

galactose (Gal); enquanto que fucose (Fuc) e xilose (Xyl) ocorrem com menor recorrência. 

Esses podem constituir os homo- (polímeros formados de uma mesma unidade 

monossacarídica) ou heteropolissacarpídeos (polímeros formados por dois ou mais tipos de 

unidades monossacarídicas). Uma vez que desempenham funções de reserva e estruturais 

importantes, os polissacarídeos podem ser agrupados tanto no espaço inter- ou extracelular 

(denominados exopolissacarídeos depositados no meio), bem como anexados à parede celular. 
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Apesar de haver diferenças na distribuição dos polissacarídeos nos estágios de crescimento e 

entre grupos taxonômicos, sabe-se que a parede celular de fungos é composta 

predominantemente por glicoproteínas e polissacarídeos (57). Tal estrutura é considerada única 

e dinâmica, sendo responsável por promover resistência, plasticidade, integridade, adesão e 

maior interação do fungo com o ambiente (25). 

De maneira geral, os principais constituintes estruturais da parede celular de fungos são 

representados pela quitina e glucanas (Figura 3), embora polissacarídeos contendo galactose, 

manose e proteínas acessórias também estejam presentes (25). Os processos enzimáticos 

relacionados a biossíntese dos polímeros de parede não são totalmente elucidados, entretanto, 

ambos polímeros são gerados por complexos enzimáticos associados a membrana plasmática 

(9). Glucanas lineares ou ramificadas, como os homopolissacarídeos do tipo β-D-Glcp-

(1→3),(1→6), constituem até 60% da parede celular de fungos (78). Deleções ou modificações 

induzidas in vitro em áreas preservadas no genoma, relativas à expressão de genes responsáveis 

pela biossíntese enzimática dos componentes de parede, evidenciam o comprometimento de 

funções e a incapacidades de adaptações potencialmente vitais (78).  

Além das glucanas (20, 68, 72) outros polissacarídeos estruturais são tipicamente 

encontrados em cogumelos comestíveis como as galactanas (55), e os heteropolissacarídeos do 

tipo manogalactanas (38) e fucogalactanas (37, 42).  
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FIGURA 3 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA DISPOSIÇÃO DOS POLÍMEROS ENCONTRADOS 
NA PAREDE CELULAR DE FUNGOS 

 

FONTE: adaptado de Free (2013).  

 

 

2.3 PROPRIEDADES BIOLÓGICAS DE POLISSACARÍDEOS 

Os cogumelos são notoriamente reconhecidos por produzirem compostos bioativos, 

derivados do metabolismo primário ou secundário, com propriedades potenciais para aplicações 

biotecnológicas. A literatura dispõe de um vasto acervo de registros que atribuem aos 

polissacarídeos de cogumelos as propriedades anti-inflamatórias (38), antinociceptivas (46), 

hipocolesterolêmica (45), reológicas (72) e modificadores da  microbiota intestinal (11, 61).  
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2.3.1 Estruturas e propriedades biológicas de glucanas de cogumelos 

Os cogumelos apresentam glucanas de diferentes estruturas, as quais podem possuir 

configuração α- ou β-, serem lineares ou ramificadas, possuírem distintos graus de ramificação 

e massa molecular, bem como se diferenciarem quanto a sua solubilidade em água (63). 

Sabe-se que um dos polissacarídeos mais abundantes em fungos são as β-glucanas (44). 

Dentre essas, a mais recorrente possui uma cadeia principal de β-D-glucose ligada (1→3), 

ramificada na posição O-6 por resíduos de β-D-glucose ou por cadeias laterais de β-D-glucose 

(63). 

A lentinana, uma β-glucana (1→3), (1→6), é a principal biomolécula extraída de 

Lentinus edodes (shiitake). Esse, foi um dos primeiros macrofungos populares a serem 

investigados por seu potencial biotecnológico. Em ensaios in vivo e in vitro, a lentinana mostrou 

propriedades antitumorais, imunomoduladoras, antivirais e antioxidantes (45). Uma molécula 

com estrutura similar, obtida do cogumelo Cookeina tricholoma, apresentou atividade 

antinociceptiva (46), enquanto, tal β-glucana isolada da Amanita muscaria (L.:Fr), apresentou 

efeito antiproliferativo sobre células de melanoma murino B16-F10 (81). 

Adicionalmente, uma série de outras β-glucanas, e também α-glucanas, foram isoladas 

de diferentes espécies de cogumelos, conforme relatado na Tabela 1. 

 

TABELA 1. GLUCANAS OBTIDAS DE DIFERENTES ESPÉCIES DE COGUMELOS. 

Cadeia 

principal 

Ramificações Massa 

molecular 

Espécie Propriedade 

biológica 

Referência 

β-D-Glcp 

(1→6) 

Ausente 2,9 × 104 

g/mol 

 

4,5 × 104 

g/mol 

Agaricus 

brasiliensi

s 

 

Agaricus 

blazei 

Imunomoduladora 70 

β-D-Glcp 

(1→3) 
Ausente 6,0x104 

g/mol 

Pleurotus 

sajor-caju 

Anti-inflamatório 66 

β-D-Glcp 

(1→3) 

Substituída 

em O-6 por 

16,2x103 

g/mol 

Amanita 

muscaria 

Antinociceptivo 59 
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uma unidade 

de β-D-Glcp 

ou por 

oligossacaríde

os de β-D-

Glcp 

β-D-Glcp 

(1→6) 

Substituída 

em O-3 por 

uma unidade 

de β-D-Glcp 

100 kDa Albatrellu

s ovinus 

________ 64 

β-D-Glcp 

(1→6) 
Substituída 

em O-4 por 

uma unidade 

de β-D-Glcp 

145 kDa Calocybe 

gambosa 

________ 77 

β-D-Glcp 

(1→3) 

Substituída 

em O-6 por 

unidades de β-

D-Glcp (1→4) 

2,6 x 104 

g/mol 

Ganoderm

a 

resinaceu

m 

________ 3 

α-D-Glcp 

(1→3) 
Ausente ________ Lentinula 

edodes 

Hipocolesterolêmic

o, anti-inflamatório 

45 

 

2.4 Lactarius sect. Deliciosi 

 Lactarius sect. Deliciosi (ou seção Deliciosi) (filo Basidiomycota, família Russulaceae) 

compreende basidiomicetos selvagens, sendo esse o principal grupo taxonômico para esse 

gênero (Figura 4). São caracterizados como basidiomicetos ectomicorrízicos, selvagens e/ou 

comestíveis ectomicorrízicos; frequentemente encontrados em florestamentos de Pinus sp e 

Eucalyptus sp. Dados macromorfológicos (coloração do látex) e ecológicos (presença de 

coníferas) muitas vezes facilitam o reconhecimento desse gênero em campo (32). Entretanto, a 

identificação acurada de Lactarius spp. é melhor estabelecida pela combinação de técnicas 

baseadas na morfologia, ecologia e sequenciamento de DNA (41). Apesar de sua ocorrência 

estar restrita principalmente a presença de coníferas, a distribuição é considerada cosmopolita 

e espécies já foram registradas na China, Coreia do Sul, Europa, Nova Zelândia, Bélgica, 

Espanha, Portugal e Brasil (19, 29, 32, 41, 47 e 48).  
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FIGURA 4 – CORPO DE FRUTIFICAÇÃO DE L. quieticolor 

 

FONTE: Shayane da Silva Milhorini e Julio César de Araújo Amatuzi (2019). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 Extrair, purificar e caracterizar a estrutura química de polissacarídeos do basidiomiceto 

Lactarius quieticolor. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Obter os polissacarídeos por meio de diversos métodos de extração, tanto com água a 

(temperatura ambiente e fervura) e solução alcalina (NaOH, 5 %, 96 ºC). 

 Purificar polissacarídeos de L. quieticolor por meio de congelamento e 

descongelamento, ultrafiltração, diálises e precipitação por solução de Fehling. 

 Elucidar a estrutura molecular dos polissacarídeos purificados por meio de 

experimentos de hidrólise total, degradação Smith, GC-MS, RMN e HPSEC-MALLS. 

 

 

  



26 

4. METODOLOGIA 

4.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

O material biológico foi coletado na Universidade Federal do Paraná, Campus Jardim 

Botânico (latitude: 25º26’49.1” S; longitude: 49º.14’16.4” W; altitude: 932 m), localizado em 

uma área de reflorestamento de Pinus sp., em junho de 2019, na cidade de Curitiba, Paraná, 

Brasil. Os corpos de frutificação foram identificados in situ como Lactarius sp. e cedidos 

gentilmente pela Dra. Shayane da Silva Milhorini, da Universidade Federal do Paraná, Campus 

Centro Politécnico. Posteriormente, a identificação molecular do espécime foi realizada pela 

empresa GoGenetic, por meio da ampliação da região ITS, utilizando-se os primers ITS-1 e 

ITS-2. Assim, foram estabelecidas a sequência e a árvore filogenética do DNA isolado 

(ANEXO I), o qual mostrou-se 99% (704/705 pdb) compatível com a espécie Lactarius 

quieticolor (Filo: Basidiomycota; Classe: Agaricomycetes).  

 

4.2 OBTENÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS 

Os corpos de frutificação de L. quieticolor foram limpos, liofilizados e triturados. A 

obtenção das frações brutas de polissacarídeos ocorreu após delipidificação, por meio de 

extrações aquosas (em temperatura ambiente e fervura) e em solução alcalina (NaOH, 5%, 96 

ºC); as quais foram realizadas com o cogumelo já delipidificado (Figura 5). 

 

4.2.1 Delipidificação 

A remoção dos compostos apolares foi realizada com solução de clorofórmio - metanol 

(2:1, v:v). Os corpos de frutificação triturados foram solubilizados e mantidos por 3 horas à 60 

ºC (71). O processo foi repetido três vezes, intercaladas por filtração e nova adição de solvente. 

O produto final consistiu de (1) extrato lipídico e (1) resíduo delipidificado. O resíduo 

delipidificado foi evaporado para a completa remoção do solvente, pesado e submetido as 

extrações aquosas descritas a seguir. 
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FIGURA 5 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS ETAPAS DE OBTENÇÃO DOS EXTRATOS 
BRUTOS DE L. quieticolor 

 

 

FONTE: a autora (2022) 

 

4.2.2 Extração aquosa em temperatura ambiente 

O resíduo delipidificado passou por sucessivas extrações aquosas à temperatura 

ambiente (aproximadamente 25ºC). O material foi solubilizado em água destilada e mantido 

sob agitação mecânica. Após 6 horas, extrato aquoso e resíduo foram separados por filtração. 

Esse processo foi repetido três vezes, posteriormente, os extratos foram então reunidos, 

concentrados até pequeno volume e precipitados com etanol (3:1, v/v). O precipitado etanólico 

foi dialisado em água corrente por 2 dias, em membranas com limite de exclusão 6-8 kDa; 

posteriormente, o material retido foi concentrado,liofilizado e denominado RLQ-CW. 

 

4.2.3 Extração aquosa com água fervente 

O resíduo da extração aquosa a frio (resíduo I) foi submetido a extração aquosa sob 

refluxo constante em banho com água fervente (96 ºC). Após 6 horas, extrato aquoso e resíduo 

foram separados por filtração. Esse processo foi repetido três vezes, posteriormente, o extrato 

aquoso quente foi reunido, concentrado até pequeno volume e precipitados com etanol (3:1, 
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v/v). O precipitado foi dialisado em água corrente por dois dias (6-8 kDa); o material retido foi 

concentrado, liofilizado e denominado RLQ-HW.  

 

4.2.4 Extração alcalina 

O resíduo da extração em água fervente (resíduo II) foi submetido a extração com 

hidróxido de sódio (NaOH, 5%, p/v) sob refluxo em banho-maria a 96 ºC (3x). Com a finalidade 

de evitar a degradação das cadeias polissacarídicas, o procedimento foi realizado na presença 

de borohidreto de sódio (NaBH4). Após 6 horas, extrato e resíduo alcalino foram separados por 

filtração e neutralizados com ácido acético. O extrato alcalino foi concentrado até pequeno 

volume e dialisado por 2 dias em água corrente (6-8 kDa); o material retido foi concentrado, 

liofilizado e denominado EA-LQ. 

 

4.2.4 Obtenção dos extratos solúveis 

Visando obter as moléculas solúveis em água presentes nos diferentes extratos obtidos, 

uma alíquota de 300 mg de cada um dos extratos (RLQ-CW, RLQ-HW e EA-LQ), foi 

solubilizada em água destilada na concentração de 5 mg/mL (overnight, sem temperatura). 

Posteriormente, cada material foi centrifugado (8.000 rpm, 20 minutos), os sobrenadantes 

foram então coletados, liofilizados e denominados Lq-CW, Lq-HW e Lq-N5, respectivamente. 

 

4.3 PROCEDIMENTOS DE PURIFICAÇÃO 

O extrato aquoso a temperatura ambiente (RLQ-CW) foi submetido a diferentes 

processos de purificação, conforme esquematizado na Figura 6. Os procedimentos realizados 

foram detalhados a seguir. 
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FIGURA 6 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS ETAPAS DE PURIFICAÇÃO DA FRAÇÃO RLQ-
CW, OBTIDA EM EXTRATO FRIO DE L. quieticolor 

 

 

FONTE: a autora (2022) 

 

4.3.1 Congelamento e descongelamento 

A fração (RLQ-CW) foi fracionada pelo procedimento de congelamento e 

descongelamento (31). Portanto, a amostra foi solubilizada em água destilada, congelada e 

subsequentemente descongeladas em temperatura ambiente (3x). Posteriormente, foi 

centrifugada (8.000 rpm, 20 minutos), originando um precipitado (I-CW) e sobrenadante (S-

CW), os quais foram separados, congelados e liofilizados. 

 

4.3.2 Diálises e centrifugações 

Em diferentes etapas, as frações foram submetidas à dialise com membranas de 2 kDa, 

6-8 kDa e 100 kDa [Spectra/POR Biotech Membranes: Symmetric Regenarated Cellulose (RC); 

Symmetric Regenarated Ester (CE)]. Foram realizadas diálises abertas (contra água corrente) e 

fechadas (contra água destilada, sob agitação magnética), sendo esta última interrompida após 

reação negativa em experimento com fenol-ácido sulfúrico (22). As centrifugações foram 

realizadas nos equipamentos HERMLE-Z 446 ou HERMLE-Z326K. 
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4.3.3 Tratamento com α-amilase 

A remoção de glicogênio se deu por meio do tratamento enzimático com α-amilase de 

Bacillus lincheniformis (Sigma A3403-500KU). De acordo com sugestões do fabricante, foi 

preparada uma solução tampão fosfato 0.08 M (pH: 6.2), no qual foram dissolvidos 1,4 g de 

Na2HPO4 (dissódico) e 8,4 g de NaH2PO4 (anidro) em 1 L de água destilada. Utilizando-se dos 

espectros de HSQC, foram selecionados e integrados sinais em 100.4 - 99.9 (C1), 

potencialmente indicados pela literatura como constituintes de unidades α-D-Glcp da molécula 

de glicogênio (38, 42). Assim, foram estipulados os percentuais aproximados correspondentes 

a polímeros de α-glucose nas frações.  

Inicialmente, a frações (RLQ-CW, SFS-CW e SFI-CW) foram solubilizadas em solução 

tampão fosfato e, proporcional ao percentual de glicogênio estimado (RLQ-CW: 5.4 %), foram 

adicionadas alíquotas de α-amilase (RLQ-CW: 1000 uL). As amostras foram mantidas sob 

agitação, a temperatura igual a 40 ºC, por 4-6 horas. Adicionalmente, foi realizada a dosagem 

de açúcares redutores por meio do método colorimétrico de DNS (51), no qual o aumento de 

açúcares redutores indicou a extensão da atividade enzimática durante o experimento. Por fim, 

o material foi precipitado com etanol (3:1, v:v), condicionado em freezer (24 horas) e, 

posteriormente, submetido a centrifugação (8.000 rpm, 20 minutos). Os precipitados etanólicos 

(LqA-CW, 2SFS-CW, 2SFI-CW) foram dialisados em água corrente (24 horas), concentrados, 

congelados e liofilizados.  

   

4.3.4 Tratamento com solução de Fehling 

Segundo adaptações (36), a solução de Fehling foi preparada a partir de duas soluções: 

(1) solução A, composta por tartarato de sódio e potássio tetrahidratado (116,12 g) + hidróxido 

de potássio (125 g); e (2) solução B, por sulfato de cobre pentahidratado (43,57 g). Ambas 

preparadas separadamente e diluídas em 500 mL de água destilada. 

Inicialmente, as frações (S-CW e I-CW) foram mantidas sob agitação na solução A (por 

4-6 horas) e em seguida centrifugadas (8.000 rpm, 20 minutos). A fração I-CW originou um 

material insolúvel na solução A, correspondente ao precipitado, o qual foi neutralizado com 

ácido acético, dialisado contra água corrente (6-8 kDa, 24 horas) e liofilizado. O material 

solúvel na solução A, por sua vez, foi recuperado no sobrenadante, sobre o qual um volume 
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igual da solução B foi adicionado. Essa mistura foi mantida em agitação (1 hora) e depois 

condicionada sob refrigeração (12 horas). Posteriormente, foi realizada nova centrifugação, no 

qual o precipitado (PFP-CW e PFS-CW) e sobrenadante de Fehling (SFS-CW e SFI-CW) foram 

fracionados, neutralizados com ácido acético e dialisados contra água corrente (6-8 kDa, por 48 

horas). O complexo cúprico formado foi removido por adição de resina catiônica e o pH foi 

reestabelecido (pH: 7) com solução de NaOH 5%. Por fim, o precipitado (PFS-CW e PFI-CW) 

e sobrenadante de Fehling (SFS-CW e SFI-CW) foram dialisados contra água corrente (6-8 

kDa, 24 horas), concentrados, congelados e liofilizados separadamente.  

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS 

A caracterização dos extratos e das frações polissacarídicas foi realizada por meio de 

análises colorimétricas; experimentos de composição monossacarídica (GLC ou GC-MS); 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN); homogeneidade e massa relativa (HPSEC-MALLS); 

e degradação controlada de Smith. Tal investigação forneceu informações sobre 

homogeneidade, tipos de ligação e peso molecular. Os procedimentos foram realizados 

conforme descrito a seguir. 

 

4.4.1 Análises colorimétricas 

As dosagens de proteínas (10) , fenólicos (67) e açúcares redutores (51) foram realizadas 

nas concentrações 1 a 3 mg/mL das amostras, por meio de métodos colorimétricos adaptados 

para leitura em microplaca de 96 poços. Foram utilizadas curvas padrão, em diferentes 

concentrações, obedecendo a linearidade estabelecida para cada ensaio. Todos os experimentos 

foram realizados utilizando-se de controles positivo (água + amostra), negativo (água + agente 

colorimétrico) e em triplicada (3 poços para cada concentração de padrão, controle e amostra). 

Posteriormente, foram conduzidas as leituras de absorbância (BIOTEK, EPOCH), nos 

comprimentos de onda indicados para cada ensaio. Obtiveram-se as médias dos valores de 

absorbância e, a partir da curva de calibração, a equação da reta (R2 > 0,95). Então, os valores 

foram convertidos e expressos em percentagem (%). 

A concentração de proteínas nas frações (Lq-CW, Lq-HW, Lq-N5 e R2SFP-CW) foram 

obtidas pelo método de Bradford, sendo: 50 μL (amostra, padrão ou controles) e 250 μL 

(reagente de Bradford - SIGMA) em cada poço. A Albumina Bovina Serum (BSA - Sigma) foi 
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utilizada como padrão nas concentrações de 2, 4, 6, 8 e 10 μg/mL. Após 5 minutos de reação, 

a leitura foi realizada em 595 nm.   

O teor de compostos fenólicos nas frações (Lq-CW, Lq-HW, Lq-N5 e R2SFP-CW) 

foram obtidos pelo uso do reagente de Folin (Sigma), sendo: 20 μL (amostra, padrão ou 

controles), 100 μL (reagente de Folin-Ciucalteu 10%) e 80 μL (carbonato de sódio 7,5%). O 

ácido gálico foi utilizado como padrão, nas concentrações de 20, 40, 60, 80, 100 e 120 μg/mL. 

A placa foi levemente agitada, protegida da luz por 2 horas e a leitura realizada em 760 nm. 

A dosagem de açúcares redutores nas frações (S-CW e I-CW) foram obtidas pelo 

método do 3,5 dinitrosalicilato (DNS) e realizado em tubos, sendo: 800 μL (amostra, padrão ou 

controles) + 500 μL (reagente de DNS). A glucose foi utilizada como padrão, nas concentrações 

de 0.2, 0.4, 0.8 e 1.0 mg/mL. Os tubos foram aquecidos em banho-maria por 5 minutos, 

resfriados e acrescentado o volume de 3.75 mL de água destilada. Posteriormente, cerca de 250 

μL dos tubos foram pipetados em placa e a leitura foi realizada em 540 nm. 

 

4.4.2 Composição monossacarídica 

As frações (RLQ-CW, RLQ-HW, LQ-EA, Lq-CW, Lq-HW, Lq-N5, SFS-CW e R2SFI-

CW) (3 mg) foram solubilizadas em TFA 2M (200 μL) e levadas à estufa (100 ºC; 8 h). 

Posteriormente, o ácido foi totalmente evaporado em soprador de ar. Os monossacarídeos 

hidrolisados foram reduzidos com borohidreto de sódio (NaBH4) (pH 8-9), à temperatura 

ambiente, overnight. A reação foi interrompida e neutralizada com ácido acético (pH: 6-7) (80). 

O ácido bórico formado foi então evaporado e lavado consecutivas vezes com metanol, 

intercaladas por períodos no soprador. Os alditóis formados foram acetilados com 

piridina:anidrido acético (200 μL,1:1, v/v), incubados em estufa a 100 ºC por 30 minutos. Os 

acetatos de alditóis foram extraídos com clorofórmio (1 mL), lavados com sulfato de cobre (1 

mL; 3x) e água destilada (1 mL). Posteriormente, o clorofórmio residual foi evaporado (a 

temperatura ambiente). Os derivados acetilados foram solubilizados em acetona e analisados 

por Cromatografia Gasosa acoplada à Espectrometria de Massas (CG-MS). 

As análises cromatográficas foram realizadas em cromatógrafo a gás, modelo Shimadzu 

QP2020NX, acoplado a um espectrômetro de massa com detector quadrupolo e coluna capilar 

VF5-MS (30 m x 0,25). As injeções foram realizadas em temperatura inicial igual à 100 ºC, 

com aumento gradual de 10 ºC/minuto (220-250-280 ºC), mantidas por 3 minutos. Os dados 

foram produzidos considerando a ionização do impacto de elétrons com energia de 70 eV à 250 
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ºC. Os cromatogramas e perfis de fragmentação gerados foram analisados pelo software GCMS 

Postrun Analisis, no qual foram feitas a integração dos picos correspondentes a unidades 

monossacarídicas pela comparação com padrões (Rha, Fuc, Ara, Xyl, Man, Glc, Gal) e dados 

previamente indicados pela literatura (65). 

 

4.4.3  Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

As frações foram analisadas por RMN, os quais renderam espectros mono- (RMN-13C, 

-1H e DEPT-135), bidimensionais [HSQC (Heternuclear Single Quantum Correlation 

Spectroscopy) e HSQC-DEPT (Heteronuclear Single Quantum Correlation Spectroscopy – 

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)]. As análises foram realizadas em 

espectrômetro BRUKER, modelo Avance-DRX-400 ou 600, a 70 ºC. Cerca de 30 mg das 

amostras foram solubilizadas em água deuterada (D2O) ou dimetilsulfóxido deuterado (Me2SO-

d6). Os dados foram interpretados no software TopSpin 4.1.1 e os deslocamentos químicos se 

deram em δ (ppm) relativos a 30.2 para (C) e 2.22 (H) para D2O; δ 39,7 (C) e 2,4 (H) para 

Me2-SO-d6. 

 

4.4.4 Determinação da homogeneidade por cromatografia de exclusão estérica acoplada à 

detecção por índice de refração (HPSEC-RI) 

A homogeneidade foi feita por análise em cromatógrafo de exclusão estérica de alta 

pressão (HPSEC-MALLS), equipado com detector de índice de refração diferencial, modelo 

Waters 2410. Ao todo, 4 colunas de gel permeação Waters com limites de exclusão de 7x106, 

4x105, 8x104 e 5x103 Da, tiveram como eluente nitrito de sódio 0,1 mol.1-1 e azida de sódio 0,2 

g.1-1, com fluxo de 0,6 mL/min, em bomba peristáltica Waters 515. As frações foram mantidas 

em agitação com nitrito-azida (NaNO3), em concentração igual à 1,0 mg/mL-1 e filtradas em 

membrana de acetato de celulose 0,22 μm (Millipore). Posteriormente, as amostras foram 

injetadas (100 μL) no cromatógrafo e o índice de refração foi determinado, sendo os dados 

analisados no software Astra 4.70.70.  
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4.4.5  Degradação de Smith  

A fração R2SFI-CW (50 mg) foi submetida a oxidação em solução com periodato de 

sódio (0.05 M, 15 mL), a temperatura ambiente, em ausência de luz. Após o período de 72 horas 

em agitação, o material oxidado foi então dialisado contra água corrente (2 kDa, 24 horas) e os 

aldeídos presentes foram reduzidos com acréscimo de borohidreto de sódio (24 horas), 

neutralizados com ácido acético e dialisados contra água corrente (2 kDa) (27). Posteriormente, 

o material foi submetido a hidrólise ácida parcial com TFA (pH: 2) (30 minutos, 100 ºC), sob 

refluxo, dialisado contra água corrente (2 kDa) e liofilizado. O conteúdo degradado (15 mg) foi 

analisado em RMN, conforme descrito anteriormente.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DE FRAÇÕES POLISSACARÍDICAS SOLÚVEIS 

Os corpos de frutificação de L. quieticolor (6 kg) foram higienizados, liofilizados e 

triturados. O material seco correspondeu a 688,4 g (10%) e o resíduo delipidificado foi igual a 

662.55 g (99%). Esse último foi submetido a extrações sequenciais e os extratos brutos foram 

previamente caracterizados por experimentos de RMN (Figura 8 A, B e C), HPSEC (Figura 7) 

e composição monossacarídica (Tabela 2). 

 

TABELA 2 – RENDIMENTO E COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES BRUTAS DE L. 
quieticolor OBTIDAS EM GLC. 

FRAÇÃO 
COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA (%)* 

RENDIMENTO (g) MAN GAL GLU 

RLQ-CW 79 17.4 3.9 20.8 

RLQ-HW 85 11.4 2.7 21.9 

LQ-EA 87 6.4 3.6 105.4 
*Analisado por GLC (Thermo Trace GC3) após hidrólise ácida total (TFA 2M, 100 ºC, 8 horas), redução (NaBH4) 
e acetilação (piridina : anidrido acético, 100 ºC, 30 minutos). 

 

Para todas as frações foram observados sinais de C-1/H-1 em 98.0/4.61 a 98.9/4.72 

(α-D-galp) (38); bem como em 99.5/4.72 a 100.7/4.88 (α-D-glcp) (45) e 102.8/4.43 a 

103.7/4.29 (β-D-glcp) (20).   

Para RLD-CW, RLD-HW e EA-LD foram observados sinais em 

e 85.5/3.39, respectivamente, revelando a ocorrência de substituições em 

C-3 (66), os quais futuramente deverão ser confirmadas por análise de metilação. Os 

deslocamentos químicos em 68.8/3.73, 68.3/3.98 e 68.2/3.81, respectivamente, foram 

interpretados como indicativos de unidades 6-O ligadas (69). Os sinais em 79.5/3.28, 

79.0/3.27 e 79.5/3.19 indicaram a presença de α-D-Glcp (C-4), característicos do polímero de 

glicogênio (43). Em RLD-CW e RLD-HW, unidades -CH2 livres são encontradas em 

60.6/3.54 e 60.9/3.60, respectivamente (72). Adicionalmente, a fração EA-LD foi a única que 

apresentou sinais nas regiões de 57.5/3.60 e 58.7/3.38, sugerindo a presença de um 

grupamento metil ligados aos polissacarídeos ou proteínas desta fração (62). As três frações 
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apresentaram perfil de eluição heterogêneo em HPSEC-MALLS (Figura 7), representado por 

populações de polissacarídeos. 

 

FIGURA 7 – PERFIL DE ELUIÇÃO DAS FRAÇÕES BRUTAS RLQ-CW, RLQ-HW E LQ-EA. 

 

Frações brutas RLQ-CW (retido em água fria: linha preta), RLQ-HW (retido em água fervente: linha roxa) e LQ-
EA (extrato alcalino: linha verde). FONTE: este trabalho. 
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FIGURA 8 – ESPECTROS BIDIMENSIONAIS 1H/13C HSQC E RMN-DEPT DOS EXTRATOS BRUTOS DE 
L. quieticolor  

 

 
Os espectros foram obtidos com DMSO [calibração em 39.7 (C13) e 2.40 (H1)], a 70 ºC. Em (A) RLQ-CW (retido 
em água fria), (B) RLQ-HW (retido em água fervente) e (C) LQ-EA (extrato alcalino). FONTE: este trabalho. 
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Conforme descrito no item 4.2.4, também se buscou estudar os polissacarídeos solúveis 

obtidos a partir dos extratos brutos, os quais foram adquiridos por meio de centrifugações. O 

teor de proteínas e compostos fenólicos foram avaliados exclusivamente nos extratos solúveis 

por meio de métodos colorimétricos (Tabela 3). 

 

TABELA 3 – PERCENTUAL DE SUBSTÂNCIAS SECUNDÁRIAS (PROTEÍNAS E COMPOSTOS 

FENÓLICOS) NOS EXTRATOS BRUTOS SOLÚVEIS DE L. quieticolor. 

FRAÇÃO PROTEÍNAS TOTAIS (%) 
COMPOSTOS 

FENÓLICOS (%) 

Lq-CW 0,09 Não detectado 

Lq-HW 0,12 0,29 

Lq-N5 0,16 1,89 

 

As frações solúveis tiveram a sua composição monossacarídica determinada em GC-

MS (item 4.4.2) e também foram analisadas por RMN (Figura 9 e 9. A, B e C) e HPSEC-

MALLS (Figura 11).  A composição monossacarídica das frações solúveis a frio (Lq-CW), a 

quente (Lq-HW) e alcalina (Lq-N5), demonstravam que estas são compostas por glucose, 

galactose e manose, respectivamente. 

De maneira geral, as frações solúveis exibiram espectros semelhantes aos observados 

em suas anteriormente. Sinais do carbono anomérico em 99.9/4.72 a 100.2/5.02 (α-D-Glcp) 

 102.6/4.54 a 102.9/4.74 para unidades de β-D-Glcp (Figura. 9 A, B e C). Simultaneamente, 

substituições em C-3 foram identificadas em a 85.3/3.75; e unidades 6-O-ligadas 

em 68.9/4.19 a 69.1/4.21. Unidades -CH2 livres ocorreram em 60.8/3.88 a 61.0/3.92 para 

todas as frações. Entretanto, observou-se a ausência ou baixa intensidade em sinais próximos a 

 (C-4) nas frações solúveis, característicos da molécula de glicogênio, os quais 

potencialmente foram precipitados durante as centrifugações. 

 Os dados sugeriram a presença de β-D-glucanas, α-D-glucanas e um polímero 

contendo galactose (α-D-Galp) em todos os extratos solúveis de L. quieticolor. Entretanto, 

nota-se a prevalência na distribuição de alguns destes polímeros a depender de cada extrato, 

os quais estão intimamente relacionados com as condições de extração e solubilidade dos 

polissacarídeos. Foram constatadas a predominância de α-glucanas no extrato frio (Lq-CW); 
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heterogalactanas no extrato quente (Lq-HW); e proeminência de α- e β-glucanas no extrato 

alcalino (Lq-N5). Adicionalmente, o teor de proteínas e compostos fenólicos aumenta de 

forma gradual do extrato a frio (Lq-CW) ao alcalino (Lq-N5). As análises de composição 

monossacarídica em GC-MS corroboram com os dados apresentados em espectros de RMN 

e HPSEC-MALLS. 
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FIGURA 9 – ESPECTROS BIDIMENSIONAIS 1H/13C RMN-HSQC DAS FRAÇÕES SOLÚVEIS BRUTAS 
DE L. quieticolor  

 

Os espectros foram obtidos em em D2O [calibração com acetona:  30.2 (C13)], a 70 ºC. Em (A) Lq-CW (água 
fria), (B) Lq-HW (água fervente) e (C) Lq-N5 (extrato alcalino). FONTE: este trabalho. 
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FIGURA 10  ESPECTROS MONODIMENSIONAIS RMN-13C DAS FRAÇÕES SOLÚVEIS BRUTAS DE L. 
quieticolor  

 

Os espectros foram obtidos em D2O [calibração com acetona:  30.2 para (C13)], a 70 ºC. Em (A) Lq-CW (água 
fria), (B) Lq-HW (água fervente) e (C) Lq-N5 (extrato alcalino). FONTE: este trabalho.  
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Metodologias foram selecionadas para a obtenção de extratos polissacarídicos do 

basidiomiceto Pleurotus eryngii, na qual obtiveram três extratos (CWEF, HWEF e AEF), 

correspondentes a mistura de polissacarídeos, por meio das extrações sequenciais: água fria, 

água quente e em autoclave, respectivamente (2). Por meio da integração dos sinais na região 

anomérica em espectro de HSQC-DEPT e dados de composição monossacarídica, foi 

observada a prevalência de manogalactanas em CWEF (89%), enquanto HWEF e AEF 

demonstravam misturas de polímeros contendo unidades de - e β-Glcp.  

Os métodos tradicionais de extração se baseiam na obtenção dos polímeros de acordo 

com a sua solubilidade. Alguns heteropolissacarídeos, como manogalactanas e 

fucogalactanas, solúveis em água fria, podem ser extraídas em água a temperatura ambiente 

(42, 60, 68, 81). Enquanto algumas glucanas obtidas dos corpos de frutificação de 

basidiomicetos são insolúveis, sendo, portanto, extraídas em tratamentos exaustivos de alta 

temperatura ou em soluções alcalinas (como KOH 2% ou NaOH 5%) (2, 11, 12, 45, 59). 

Considerando que esses últimos são demasiadamente agressivos e podem levar a degradação 

das cadeias, a utilização de borohidreto de sódio (NaHB4) é muitas vezes recomendada com 

intuito de proteger terminais não-redutores (63). 

A escolha da metodologia aplicada nos procedimentos de extração é considerada 

essencial no que diz respeito ao rendimento, estrutura química e atividade biológica dos 

polissacarídeos (30). Ao comparar diferentes metodologias para a obtenção de extratos 

solúveis de Schizophyllum commune, foram encontrados polissacarídeos de maior massa 

molecular em extrato aquoso quente (HWE: 52.2 kDa) e o de menor massa molecular no 

extrato adquirido em alta pressão (HPE: 15.8 kDa) (14). Logo, variáveis como temperatura, 

pH e pressão são determinantes ao promover o desprendimento e selecionar polissacarídeos 

de estruturas químicas distintas, com solubilidade ou pesos moleculares variáveis (76).  

As três frações brutas solúveis apresentaram perfil de eluição heterogêneo (Figura 11), 

demonstrando que as mesmas são compostas por distintas populações de polissacarídeos. Por 

tratar-se de extratos brutos, tais resultados eram esperados e estão de acordo com os resultados 

obtidos nos experimentos de composição monossacarídica e RMN (Figuras 9 e 10). 
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FIGURA 11 – PERFIL DE ELUIÇÃO DAS FRAÇÕES SOLÚVEIS BRUTAS DE L. quieticolor 

 

Frações fracionadas Lq-CW (extrato aquoso frio: verde), Lq-HW (extrato aquoso quente: vermelho) e Lq-N5 
(extrato alcalino em NaOH 5%: roxo). FONTE: este trabalho. 

 

A caracterização química das frações brutas, bem como um ensaio para avaliação do 

potencial in vitro dos extratos solúveis de L. quieticolor vêm sendo realizado com células da 

linhagem B16-F10 (melanoma murino). Os ensaios biológicos estão sendo desenvolvidos em 

parceria com o Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular (UFPR). 

Visando separar polissacarídeos quimicamente distintos, como heteropolisacarídeos e 

glucanas insolúveis, a fração Lq-CW foi submetida a procedimentos de purificação (tratamento 

com α-amilase, solução de Fehling e diálises). Os resultados obtidos com a fração Lq-CW serão 

discutidos a seguir.  
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5.2 CARACTERIZAÇÃO DE UMA GLUCANA OBTIDA A PARTIR DE 

EXTRATO AQUOSO A FRIO (Lq-CW) 

Como já mencionado, o extrato aquoso frio (Lq-CW) foi concentrado, precipitado com 

etanol e centrifugado. O precipitado etanólico foi fracionado conforme apresentado na Figura 

5. Inicialmente, sinais sugestivos da molécula de glicogênio foram identificados. Portanto, o 

primeiro procedimento de purificação realizado foi o tratamento enzimático com α-amilase 

(item 4.3.3). Posteriormente, foi iniciado o processo de congelamento e descongelamento (31), 

no qual a fração Lq-CW foi separada em fração solúvel (S-CW) e insolúvel (I-CW) em água 

fria; correspondentes ao sobrenadante e precipitado, respectivamente. 

Foram observadas similaridades a partir dos espectros de RMN entre as frações S-CW 

(Figura 12. A e B) e I-CW (Figura 13. A e B). Em ambas as frações foram encontrados sinais 

na região anomérica referentes a unidades de β-D-Glcp ( 102.4 a 103.3) e -D-Galp ( 98.2 a 

98.5), além da permanência de sinais de -D-Glcp ( 99.9 a 100.7). Apesar disso, a fração 

solúvel S-CW apresentou maior complexidade de sinais quando comparada a I-CW. Constatou-

se a proeminência de sinais intensos referentes a unidades -D-Galp em S-CW (Figura 12), os 

quais indicam a presença de heteropolissacarídeos solúveis nesta fração.  

 Sinais residuais dos heteropolissacarídeos solúveis também foram vistos em I-CW 

(Figura 13). Contudo, os espectros de I-CW constituem principalmente de sinais típicos de β-

D-Glcp com possíveis ligações do tipo (1→3), (1→6). Além disso, destaca-se que apenas na 

fração I-CW foram encontrados sinais em δ 83.3/3.55, indicativos de unidades -D-Glcp-3-O-

ligadas. Salienta-se que -glucanas ligadas (1→3) são predominantemente insolúveis, segundo 

a bibliografia, sendo esperado que sua ocorrência esteja restrita apenas a fração insolúvel (20, 

45). 



45 

FIGURA 12  ESPECTROS MONO- E BIDIMENSIONAIS 1H/13C RMN-HSQC DA FRAÇÃO S-CW 

 

Os espectros foram obtidos em DMSO (Me2SO-d6) [calibração:  37.9 (C13) e 2.40 (H1)], a 70 ºC. FONTE: este 
trabalho. 

  

A 

B 
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FIGURA 13  ESPECTROS MONO- E BIDIMENSIONAIS 1H/13C RMN-HSQC DA FRAÇÃO I-CW 

 

Os espectros foram obtidos em DMSO (Me2SO-d6) [calibração:  37.9 (C13) e 2.40 (H1)], a 70 ºC. FONTE: este 
trabalho. 

 

  

A 

B 
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 O tratamento com solução de Fehling frequentemente se utiliza-se de um meio alcalino, 

com acréscimo de solução de cobre (como sulfato de cobre), no qual polissacarídeos insolúveis 

podem ser decompostos com o emprego de agentes ácidos. Estudos recentes mostram vantagens 

na sua utilização, principalmente quando associado a outras metodologias de purificação. O 

tratamento com solução de Fehling também pode ser utilizado para isolar homopolissacarídeos 

constituídos por unidades de D-Glcp de heteropolissacarídeos, principalmente aqueles 

provenientes de frações solúveis em gelo-degelo (63). A obtenção de frações puras contendo 

homo- ou heteropolissacarídeos pela utilização de tratamento com solução de Fehling foi então 

considerada (37, 55, 69, 72, 81).  

Uma vez que sinais sugestivos de glucanas e heterogalactanas persistiram em ambas as 

frações (S-CW e I-CW), visando separar esses polímeros, as mesmas foram submetidas a 

tratamento com solução de Fehling. No total, cinco frações foram geradas: sobrenadante de 

Fehling (SFS-CW e SFI-CW), precipitado de Fehling (PFS-CW e PFI-CW) e precipitado em 

solução A de Fehling (2PP-CW), conforme indicado na Figura 7.  

O sobrenadante de Fehling (SFS-CW), oriundo da fração solúvel em gelo-degelo (S-

CW), demonstrou espectros mais límpidos quando comparados com a sua fração anterior, 

porém, ainda equivalentes a mistura de polissacarídeos (Figura 14). Os sinais em δ 91.8/4.84 e 

96.8/4.82, anteriormente presentes na região anomérica de S-CW (Figura 12. B), não foram 

mais observados em SFS-CW (Figura 14. B). Uma vez que o Fehling envolve consecutivos 

tratamentos com ácidos e bases, intercalados por diálises, esperava-se que tais procedimentos 

eliminariam substâncias secundárias residuais. 

Foram observados sinais característicos do carbono anomérico (C-1/H-1) de - (δ 

100.5/4.93) e β-D-Glcp (δ 102.9/4.4.43/4.13) e de polímeros contendo unidades de -D-Galp (δ 

98.1/4.61) (Figura 14 A e B). 
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FIGURA 14  ESPECTROS MONO- E BIDIMENSIONAIS 1H/13C HSQC E RMN-13C DA FRAÇÃO SFS-CW 
DE L. quieticolor 

 

Os espectros foram obtidos em DMSO (Me2SO-d6) [calibração:  39.7 (C13) e 2.40 (H1)], a 70 ºC. FONTE: este 
trabalho. 

 

É importante considerar que as frações geradas (sobrenadante e precipitado em solução 

de Fehling) tendem a manter polímeros residuais umas às outras, tornando-se necessária a 

repetição do mesmo experimento até alcançar a total pureza das frações. Portanto, considerando 

a persistência dos sinais de unidades -D-Galp (δ 98.1/4.61) na fração SFS-CW, os 

procedimentos de purificação (tratamento com -amilase e solução de Fehling) foram 

repetidos. Um novo sobrenadante foi obtido, denominado 2SFS-CW, não havendo a formação 

de novo precipitado. Tal resultado indicou a efetividade do primeiro tratamento por Fehling e 

a necessidade de novas abordagens metodológicas para a purificação desta fração. 

A análise de composição monossacarídica da fração 2SFS-CW mostrou glucose 

(96.5%) e galactose (3.5%). Entretanto, em experimentos de RMN (dado não mostrado) a 

A 

B 
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presente fração se mostrou similar a anterior (SFS-CW). Corroborando com os resultados 

anteriores, o perfil de eluição da fração 2SFS-CW (Figura 15) se mostrou heterogêneo e 

formado pela mistura de diferentes polímeros. Tais resultados sugerem a presença de hetero- 

ou homopolissacarideos (glucanas e/ou galactanas lineares) nessa fração.  

 

FIGURA 15  PERFIL DE ELUIÇÃO DA FRAÇÃO 2SFS-CW DE L. quieticolor 

 

Fração 2SFS-CW, derivada do sobrenadante de Fehling e sobrenadante de gelo-degelo. FONTE: este trabalho. 

 

O sobrenadante de Fehling resultante da fração I-CW, por sua vez, foi denominado SFI-

CW (Figura 7). Após o tratamento do I-CW com solução de Fehling, sinais de outras 

biomoléculas, como proteínas, foram predominantemente excluídos dos espectros das frações 

polissacarídicas. Conforme descrito no item 4.3.4, a fração I-CW solubilizada em solução A, 

após ser centrifugada originou um precipitado (2PP-CW), sendo esse material também 

analisado por RMN (dado não mostrado). O espectro obtido mostrou sinais relativos a proteínas 

(δ 22-28), sugerindo que essas moléculas permaneceram no precipitado. Portanto, o 

fracionamento do material insolúvel em solução A se mostrou essencial no isolamento do 

polissacarídeo de maior interesse neste trabalho. 

Assim como em SFS-CW, as análises de RMN da fração SFI-CW (Figura 16. A, C), 

demonstrou que o mesmo possuía uma quantidade residual de α-glucanas ( 99.7/5.02, 

100.3/4.94 e 79.0/3.27) e galactanas ( ). Por isso, os tratamentos com α-amilase e 

solução de Fehling também foram repetidos para a fração SFI-CW, seguido de um processo de 

diálise (100 kDa), originando a fração R2SFP-CW (Figura 16. B, D). Os espectros de RMN 
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referentes a fração SFI-CW e 2SFI-CW (antes e após a repetição de experimentos) estão 

disponíveis nas Figuras 16 A, B, C, e D.  

O espectro da fração 2SFI-CW exibiu claros sinais de uma β-D-Glcp-(1→3),(1→6) 

(Figura 16. B e D). Os espectros mono-(1H, 13C e DEPT) e bidimensionais (1H, 13C HSQC) de 

R2SFP-CW foram comparados com estruturas semelhantes reportadas pela literatura (2, 11, 12, 

20, 45, 63). São observados sinais em 102.8/4.43/4.20, correspondentes ao carbono 

anomérico; 86.2/3.40, equivalentes a unidades C-3 substituídas;  68.2/3.98 e 68.4/3.45/3.18, 

relativos à presença de unidades C-6 ligadas;  60.4/3.60 e 60.9/3.38 (C-6/H-6), os quais foram 

atribuídos a unidades -CH2 livres. Esse último foi confirmado pela inversão de sinal em 60.9 

no experimento RMN-DEPT (Figura 17). 
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FIGURA 17  ESPECTROS MONODIMENSIONAL HSQC-DEPT DA FRAÇÃO SFI-CW DE L. quieticolor, 

 

O espectro foi obtido em DMSO (Me2SO-d6) [calibração:  39.7 (C13) e 2.40 (H1)], a 70 ºC. FONTE: este 
trabalho. 

 

A fração R2SFI-CW, foi analisada por HPSEC-MALLS (Figura 18) e apresentou perfil 

de eluição homogêneo. 

 

FIGURA 18  PERFIL DE ELUIÇÃO DA FRAÇÃO R2SFI-CW DE L. quieticolor 

 

Perfil de eluição de R2SFI-CW obtido após diálise fechada com membrana de 100 kDa. FONTE: este trabalho. 

  

Proteínas e compostos fenólicos não foram detectados na fração R2SFI-CW. 

Corroborando com os dados de RMN (Figura 16 B, C e 17), a análise de composição 



monossacarídica em GC-MS demonstrou que R2SFI-CW é constituído exclusivamente por 

unidades de glucose. 

Visando elucidar qual a cadeia principal da β-glucana presente na fração R2SFI-CW, a 

degradação de Smith foi realizada. O princípio básico dessa reação é clivagem seletiva de 

ligações C-C em grupos de -OH vicinais nas orientações axial-equatorial ou equatorial-

equatorial. Após o emprego de solução com periodato de sódio (72 horas, no escuro), os poli-

aldeídos formados pela reação de oxidação são posteriormente reduzidos com NaBH4, 

neutralizados e hidrolisados (27). 

Glucanas tipicamente encontradas em fungos, como aquelas do tipo β-D-Glcp-

(1→3),(1→6), quando submetidas a degradação de Smith, apresentam espectros de RMN 

correspondentes a uma glucana linear  (1→3) ligada, sugerindo que essa é a cadeia principal do 

polímero (2, 11, 12, 20, 45, 63). Para a fração R2SFI-CW, no entanto, o espectro de 13C obtido 

com o material resistente à degradação parcial de Smith, apresentou sinais de C-6 substituído 

(dado não mostrado), mostrando que o procedimento deverá ser repetido para a total remoção 

das cadeias laterais do polissacarídeo. 

Estudos sobre os polissacarídeos de Lactarius rufus, coletados no Estado de Santa 

Catarina, foram realizados anteriormente por nosso grupo de pesquisa. Por meio de extração 

com água fervente foram obtidas duas frações com diferentes polissacarídeos, as quais 

corresponderam a estruturas do tipo β-D-Glcp-(1→3), (1→6), sendo: uma insolúvel (IHW) e 

outra solúvel (FSHW) em água fria. Ambas mostraram efeitos anti-inflamatórios em ensaio in 

vivo pela indução de processo inflamatório com formalina, sendo FSHW também induziu a 

citotoxicidade in vitro em células da linhagem HepG2 (hepatoma humano) e hepatócitos 

murinos primários (52, 60). 

Além disso, fucogalactanas do tipo -D-Galp-(1→6), substituídas em 2-O por unidades 

de fucose ( -L-Fucp) foram extraídas em água fria de L. rufus (62).  Para o basidiomiceto 

Pleurotus spp., polímeros contendo galactanas e outros heteropolissacarídeos com unidades de 

galactose ( -Galp) foram anteriormente reportados, os quais também demonstraram 

propriedades biológicas (2, 38, 55, 69). 

  



6. CONCLUSÕES 

Conclui-se que os extratos adquiridos dos basidiomas de Lactarius quieticolor apresentam 

polissacarídeos formados predominantemente por unidades de α-D-Galp, α-D-Glcp e β-D-Glcp. 

Os extratos solúveis obtidos em água fria (Lq-CW), água quente (Lq-HW) e alcalino (Lq-N5), 

correspondem a mistura de polímeros que se distribuem em diferentes proporções a depender 

de cada procedimento de extração. As metodologias abordadas nos processos de extração 

(temperatura e pH) se mostraram importantes para seleção e concentração de determinados 

polímeros em cada extrato. 

A partir do extrato aquoso obtido a temperatura ambiente, foi isolada uma fração 

homogênea, denominada R2SFI-CW. A mesma é composta por um polissacarídeo do tipo β-D-

glucana, a qual possivelmente possui ligações (1→3) e (1→6). O potencial biológico desta 

fração deverá ser estudado futuramente. 
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