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RESUMO 

 

 

O polissacarídeo Lentinan foi isolado a partir do extrato aquoso de cogumelos 

shiitake cultivados em Santa Catarina. As metodologias de extração foram as 

desenvolvidas por Chiahara e Yap. O método de Yap mostrou-se mais eficiente, pois 

foram obtidos maiores rendimento e pureza. A amostra, de cor branca, apresenta-se 

volumosa, é solúvel em água quente e em DMSO. O produto da hidrólise ácida, 

analisado por HPLC e TLC, formou exclusivamente a D-Glicose. A espectroscopia de 

infravermelho mostrou que todas as ligações glicosídicas da cadeia têm configuração β. 

As análises de RMN C13 demonstraram que para cada cinco moléculas de glicose 

ligadas em posição 1→3 na cadeia principal, outras duas estão ligadas em posição 

1→6 como ramificação. A concentração crítica (*C) do Lentinan foi estudada por 

viscosimetria, onde o valor da *C para a concentração 20mM de NaOH foi de 

1,1mg/mL. Os resultados de espalhamento de luz revelaram que o Lentinan existe 

como dupla hélice e como cadeia aleatória em concentrações de NaOH menores que 

20mM e maiores que 100mM, respectivamente. Pelas medidas de espalhamento 

também foi determinado a massa molar média ponderada do polissacarídeo como 4,46 

x 106g.mol-1.  

Palavras-chave: Lentinan; β-D-glucana; shiitake. 

 
 
 
 



ABSTRACT 
 

 

The polysaccharide Lentinan was isolated from the water extract of shiitake 

mushrooms cultivated in Santa Catarina. The extraction methods applied were 

developed by Chihara and YAP. Yap's method was shown to be more efficient, since it 

gave a higher yield and no impurities. The main characteristics of the sample were that it 

was white, voluminous and soluble in hot water and DMSO. The product of acid 

hydrolysis was analyzed by HPLC and TLC, and only D-glucose molecules were found 

to be presence. Infrared spectroscopy showed that all glucosidic linkages of the chain 

have a β configuration. The 13C NMR analysis demonstrated that for every five glucose 

molecules bound in position 1→3 in the main chain, two molecules are bound in position 

1→6 as branching. The critical concentration(*C) of Lentinan was studied by 

viscosimetry, and the *C value for a 20mM NaOH concentration was 1.1 mg/mL. The 

light scattering results revealed that Lentinan is present as a double helix and as a 

random chain at NaOH concentrations below 20 mM and above 100 mM, respectively. 

The scattering measurements also allowed the determination of the molar mass 

weighted mean for the polysaccharide (4.46 x 106 g.mol-1).   

Keywords: Lentinan; β-D-glucan; shiitake. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 COGUMELOS 

 

 

O consumo e a comercialização de cogumelos, como especiaria, são parte da 

história de várias civilizações em todo o mundo e do desenvolvimento da sociedade 

mercantilista. 

Tanto no Oriente quanto na Europa, os fungos eram utilizados, na Antigüidade, 

como alimento de alto valor nutritivo e terapêutico. Segundo várias fontes, cultivos 

racionais com finalidade comercial são relatados a partir do século VI, quando a 

primeira espécie cultivada foi a Auricularia auricula. Cerca de 200 a 300 anos mais 

tarde, a espécie Flamulina velutipes (enokitake) começou a ser explorada. A terceira 

espécie a ser cultivada foi o shiitake (Lentinula edodes), por volta do ano 1100, na 

China.1 

A literatura especializada cita aproximadamente duas mil espécies de cogumelos 

potencialmente comestíveis, porém apenas 25 delas são normalmente utilizadas na 

alimentação humana, e um número ainda menor tem sido comercialmente cultivado. 1 

Um primeiro esclarecimento muito importante é diferenciar cogumelo e fungo. O 

primeiro é parte do segundo e é característico de apenas algumas espécies de fungos. 

Trata-se de uma estrutura de reprodução, que produz os esporos, pequenos grãos que 

se desenvolvem e perpetuam a espécie. 

Os cogumelos comestíveis, apreciados em muitas dietas européias e orientais, 

vêm crescendo em importância nos últimos anos, já que o seu cultivo possibilita reciclar 

economicamente certos resíduos agrícolas e agro-industriais. Sob o ponto de vista 
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nutricional, considerando o elevado conteúdo protéico dos cogumelos comestíveis, seu 

cultivo tem sido apontado como uma alternativa para incrementar a oferta de proteínas 

às populações de países em desenvolvimento e com alto índice de desnutrição. A 

cultura é considerada uma atividade de meio ambiente protegido e tem mostrado um 

notável incremento em diversos países. 2  

No mercado, distinguem-se claramente dois nichos: o do Champignon (white 

botton) – Agaricus bisporus –, a espécie mais explorada e comercializada no mundo; e 

o dos exóticos ou de especialidade, que engloba espécies como Auricularia spp., 

Flamulina velutipes, Grifola frondosa, Hypsizygus marmoreus, Lentinula edodes, 

Pleurotus spp., Pholiota nameko, Tremella fuciformis e Volvariella spp, cujo volume de 

produção e comercialização está em escala muito inferior ao do primeiro. 3  

 

 

1.2 PRODUÇÃO 

 

 

A produção comercial de cogumelos no mundo aumentou mais de 2.000% nas 

últimas décadas, passando de 350.000 toneladas, em 1965, para aproximadamente 7,5 

milhões de toneladas em 2000. A maior parte deste aumento ocorreu nos últimos 15 

anos. A maior produção é da espécie Agaricus bisporus (champignon), cuja produção, 

no ano de 1979, equivalia a 70% da produção mundial; atualmente corresponde a 32% 

(Tabela 1). 2, 3 
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Tabela 1. Produção mundial de cogumelos comestíveis cultivados, em 1986 e em 1997. 
 Cogumelo fresco (x10-3 ton)  Aumento 

Espécie 1986 1997 % 

Agaricus bisporus 1.227 (56,2%) 1.956 (31,8%) 59,4 

Lentinula edodes 314 (14,4%) 1.564 (25,4%) 398,1 

Pleurotus spp. 169 (7,7%) 876 (14,2%) 418,3 

Auricularia spp. 119 (5,5%) 485 (7,9%) 307,6 

Volvariella volvacea 178 (8,2%) 181 (3,0%) 1,7 

Flammulina velutipes 100 (4,6%) 285 (4,6%) 130,0 

Tremella fuciformis 40 (1,8%) 130 (2,1%) 225,0 

Hypsizygus marmoreus -- -- 74 (1,2%) -- 

Pholiota nameko 25 (1,1%) 56 (0,9%) 124,0 

Grifola frondosa -- -- 33 (0,5%) -- 

Outros 10 (0,5%) 518 (8,4%) 5.080,0 

Total 2.182 (100,0%) 6.158 (100,0%) 182,2 

 

 

1.3 COMPOSIÇÃO 

 

 

Cogumelos têm sido classificados como alimentos altamente nutritivos e 

saborosos. 4 São considerados excelente fonte de proteínas digeríveis cujo conteúdo é 

acima da maioria dos vegetais, e pouco menor que a maioria das carnes e leite (Tabela 

2).  
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Tabela 2. Composição do shiitake por 100g do cogumelo fresco. 
Descrição Quantidade 

Calorias 55kcal 

Proteínas 1,55g 

Carboidratos 14,3g 

Acido pantotênico 3,5mg 

Vitamina C 0,3mg 

Cálcio 3mg 

Gordura 0,219g 

Fibras 4g 

Cobre 0,897mg 

Ferro 0,44mg 

Niacina 1,5mg 

Magnésio 14mg 

Fósforo 29mg 

Vitamina B6 0,158mg 

Folacina 20,6mg 

 

 

O teor de proteína pode variar de 10-40% do peso seco. Cogumelos contêm os 

aminoácidos essenciais, cistina e metionina.4,5 Cogumelos frescos contêm 

aproximadamente 3-21% de carboidratos e 3-35% de fibra em relação ao peso seco.  

Têm um baixo valor calórico, pois boa parte dos carboidratos presentes no cogumelo 

consiste de fibras dietéticas que não são facilmente digeridas pelo organismo. Contêm 
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vários minerais, incluindo quantidade considerável de fósforo e potássio, e baixa 

quantidade de ferro e cálcio. Cogumelos são também excelente fonte de vitaminas, 

especialmente tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina, biotina e ácido ascórbico (vitamina 

C). Todas as principais classes de lipídios são encontradas, incluindo-se ácidos graxos 

livres, mono-, di- e triglicerídeos, esterol e fosfolipídios, porém, os teores são 

geralmente baixos, cerca de 2-8% do peso seco. 5 

 

 

1.4 SHIITAKE 

 

 

 
                            Figura 1. Cogumelos shiitake. 
 

 

Lentinula edodes é um fungo decompositor primário, isto é, decompõe tecidos 

vegetais intactos que ainda não sofreram prévia decomposição por outros 

microorganismos. Popularmente conhecido no Brasil como shiitake (Figura 1), também 

é chamado de Cogumelo Preto, Hua Gu, Pyogo, Cogumelo Japonês da floresta, Siang 
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Gu (cogumelo perfumado). O seu cultivo foi iniciado na China há aproximadamente 900 

anos. 2  Atualmente, existem dois métodos para a cultura de shiitake: o tradicional, em 

toras de madeira; e o método de produção intensiva. O primeiro origina uma produção 

mais ou menos sazonal, e o segundo, tendo como base substratos constituídos à base 

de serragem enriquecida com outros materiais, permite produções ao longo de todo 

ano. 6,7 

Este cogumelo tem sido consumido no Japão e na China por centenas de anos 

como alimento e como medicamento. Possui um sabor exótico, sendo ingrediente 

principal em muitas refeições de países orientais e, mais recentemente, no ocidente. É 

indiscutivelmente o principal cogumelo universal que pode ser utilizado tanto como 

alimento nutritivo quanto como um medicamento eficaz. 

 

 

Tabela 3. Produção estimada de shiitake em alguns países, em 1997. 2 
 Produção 

País Tonelada (x10-3) % 

China 1.397,0 89.3 

Japão 115,3 7.4 

Resto da Ásia 47,4 3.0 

América do Norte 3,6 0.3 

América Latina 0,3 -- 

União européia 0,5 -- 

Resto da Europa 0,3 -- 

Total 1.564,4 100.0 
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Segundo dados, em 1997 a China era o maior produtor do cogumelo shiitake e 

produziu naquele ano, 1,39 milhões de toneladas, ou seja, aproximadamente 89,3% da 

produção mundial (Tabela 3). 2  

Os cultivos de shiitake no Brasil, na sua maioria, são feitos em pequenas 

propriedades e de maneira rudimentar, utilizando-se instalações já existentes ou 

adaptadas. O Estado de São Paulo destaca-se como o maior produtor nacional, onde 

muitos descendentes de imigrantes orientais produzem o cogumelo em sistema familiar 

de pequenas propriedades, trabalhando em mutirão. 3 

A classificação2 sistemática desse fungo pode ser assim especificada: 

Reino: Fungi  

Divisão: Eumycota  

Sub-divisão: Basidiomycota  

Classe: Hymenomycetes  

Sub-classe: Holobasidiomycetidae  

Ordem: Agaricales  

Família: Tricolomataceae  

Gênero: Lentinula 

Espécie: edodes  

 

Muitos benefícios à saúde têm sido atribuídos ao cogumelo shiitake e a compostos 

dele isolados. Por enquanto, os trabalhos estão sendo voltados para descrever as 

propriedades imunológicas e antitumoral de polissacarídeos de alto peso molecular, 

porém, esse cogumelo também oferece um grande número de importantes 

propriedades terapêuticas tais como anti-hipertensiva, antiinflamatória, antidiabética, 
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antiviral e antimicrobial. 8,9,10 Existem substanciais evidências que o consumo do 

cogumelo shiitake reduz o colesterol. 11,12 O composto primário no shiitake responsável 

pelo abaixamento do colesterol é a eritadenina (Figura 2), um metabólito secundário 

com características estruturais similares às da adenina. Eritadenina diminui o colesterol 

pela aceleração do seu metabolismo no fígado.13,14  

N

N

N

NH2

CH2

HHO

HHO

COOH  
Figura 2. Estrutura da eritadenina, composto com atividade redutora do colesterol. 
 

 

1.5 POLISSACARÍDEOS 

  

 

Um dos principais grupos de compostos encontrados em cogumelos são os 

carboidratos de alto peso molecular, denominados polissacarídeos. Têm função 

estrutural, ou de reserva, ou, ainda, são substâncias de proteção. Apresentam uma alta 

capacidade para carregar informações biológicas visto que têm um ótimo potencial para 

variabilidade estrutural. Os aminoácidos, nas proteínas, e os nucleotídeos, nos ácidos 

nucléicos, podem se ligar somente por um modo, ao contrário das unidades de 

monossacarídeos, nos polissacarídeos, que podem se ligar em vários pontos para 

formar uma ampla variedade de estruturas. Como conseqüência, este enorme potencial 
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de variabilidade na estrutura lhes permite a flexibilidade necessária para o correto 

mecanismo regulador de várias interações entre células em organismos superiores 

como no caso dos humanos. 16 

 

 

1.5.1 NOMENCLATURA 

 

 

Para poder entender a nomenclatura e a composição dos polissacarídeos, é 

necessário conhecer as características dos monômeros que, neste caso, são os 

monossacarídeos. Os principais monossacarídeos encontrados nos polissacarídeos 

extraídos de cogumelos são a D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose e o ácido D-

glucurônico. Esses açúcares levam a nomenclatura D quando o grupo hidróxi ligado ao 

centro de quiralidade de maior numeração for representado à direita pela projeção de 

Fisher (Figura 3). A estrutura cíclica desse composto é formada pela reação do grupo 

OH ligado ao carbono C-5 com a carbonila do carbono C-1, para formar um anel de seis 

átomos denominado de piranose. O novo centro de quiralidade gerado é denominado 

carbono anomérico (C-1). Os dois estereoisômeros são denominados como anômeros, 

designados α e β de acordo com a relação configuracional entre o centro anomérico e  

um átomo anomérico específico como referência. No caso da glicose, as duas formas 

resultantes são a α-D-glicopiranose e a β-D-glicopiranose (Esquema 1).  
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Figura 3. Estrutura da D-glicose, cadeia aberta, α- e β-D-glicopiranoses, cadeias 

fechadas, e do dímero com ligação glicosídica em posição 1→3. 
 

 

Esses monômeros cíclicos unem-se por meio de ligações O-glicosídicas.  Essas 

ligações podem ser do tipo 1→3, quando o carbono 1 (C1)  de um monômero liga-se ao 

carbono 3 (C3) do monômero seguinte; 1→4 , quando o C1 de um monômero liga-se ao 

C4 do outro; e 1→6, quando o C1 de um monômero liga-se ao C6 do monômero 

seguinte. Na maior parte das vezes, observa-se uma cadeia principal com ligações 

glicosídicas β-(1→3) ou β-(1→4), ou misturadas β-(1→3) e β-(1→4), com cadeias 

laterais (ramificações) β-(1→6). 
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Os polissacarídeos podem consistir em pequeno ou em grande número de 

unidades de monossacarídeos, e sua estrutura pode ser linear, ramificada ou, 

ocasionalmente, cíclica.  Podem ser classificados como homopolissacarídeos, formados 

por um único tipo de monossacarídeo. As glucanas, por exemplo, contêm 

exclusivamente moléculas de D-glucopiranose. Alternativamente, podem ser 

heteropolissacarídeos, contendo dois ou mais açúcares na cadeia. Outra espécie 

importante são os polissacarídeos-peptídeos ou glicoproteínas, que são cadeias de 

polipeptídeos ou pequenas proteínas, às quais ligam-se estavelmente cadeias de β-D-

glucanas. Adicionalmente, vários substituintes como grupos acil, aminoácidos, ou 

resíduos inorgânicos podem ser adicionados17. 

Em solução, apresentam diferentes conformações da cadeia, podendo variar de 

simples-hélice, dupla-hélice, tripla-hélice, aleatória  e agregados18,19.   

Existe uma grande variedade de polissacarídeos extraídos de cogumelos; alguns 

exemplos são apresentados na Tabela 4. 
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Tabela 4. Glucanas e respectivas espécies de origem20. 

Glucanas Espécie 

α-(1→4)-; β-(1→6)-Glucana Agaricus brasiliensis (blazei) 

β-(1→6)-; β-(1→3)-Glucana Grifola frondosa 

Galactoxiloglucana Hericium erinaceus 

Manogalactoglucana Pleurotus pulmonarius 

Galactomanoglucana Flammulina velutipes 

α-(1→3)-Glucana Amanita muscaria 

Xiloglucana Polyporus confluens 

 

 

1.5.2 BETA GLUCANAS 

 

 

Uma β-D-glucana básica é composta por uma estrutura repetida, com moléculas 

de D-glicose ligadas em uma cadeia linear por ligações glicosídicas beta (β). Esses 

polissacarídeos são sintetizados (biossíntese) por plantas, fungos, algumas algas e 

bactérias, principalmente, como material estrutural e de armazenagem. O nome β-D-

glucana é de fato um nome genérico, pois a nomenclatura muda dependendo da 

posição em que as moléculas de glicose unem-se ao longo da cadeia. Dependendo da 

origem, esses polissacarídeos são conhecidos por nomes comuns, como, Curdlan, 21 

Paramilon, 21 Pachiman, 22 Lentinan, Cotriosphaeran, 23 Laminaram, 21 KS-2. 24 Dentre as 
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principais β-glucanas, destacam-se o Scleroglucan, 25 Schizophillan26 e o Krestin 

(Tabela 5).  27 

Scleroglucan25 foi inicialmente relatado por Halleck, que o caracterizou como um 

polissacarídeo extracelular secretado pelo fungo Sclerotium glucanicum. Esse é um 

homopolissacarídeo neutro de glicose com cadeia principal β-D-(1→3) com uma 

ramificação β-D-(1→6), a cada três unidades do açúcar, na cadeia principal. Tem peso 

molecular que varia de 5-12 x 106 Daltons e estrutura de tripla hélice linear, em água.  

O schizophillan, 26 obtido a partir do fungo Schizophyllum commune, é de longe a 

glucana mais estudada. De estrutura idêntica ao scleroclugan, este polissacarídeo foi 

utilizado como um polímero aditivo na recuperação de óleo, e, atualmente, devido às 

suas propriedades imunoestimulantes é largamente utilizado pela indústria 

farmacêutica.  

Krestin27 ou PSK é isolado do fungo Trametes versicolor e é constituído de 

aproximadamente 62% de polissacarídeo e 38% de proteína. A glucana consiste de 

uma cadeia principal β-D-(1→4) e cadeia lateral β-D-(1→3), com ramificações β-D-

(1→6) que são ligadas aos polipeptídeos através de ligações O-N-glicosídicas. A 

porção polipeptídica é rica em ácido aspártico e glutâmico, e tem peso molecular entre 

94.000 e 100.000 Daltons. 
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Tabela 5. β-glucanas exploradas comercialmente no Japão.  
 Krestin Lentinan Schizophillan 

Empresa Sankyo, Kureha 

 

Ajinomoto, 

Yamanouchi, 

Morishita 

Taito, Kaken 

Data de 

Comercialização 

maio 1977 dezembro 1985 abril 1986 

Fungo de origem Trametes versicolor 

 

Lentinus edodes 

 

Schizopyllum 

Commune  

Polissacarídeo 

 

β-glucana-proteína β-glucana β-glucana 

Massa Molecular 100.000 500.000 450.000 

Câncer tratado Câncer do aparelho 

digestivo e pulmão 

Câncer do 

Estomago 

Câncer cervical 

 

 

Diferentes aproximações para o aperfeiçoamento da atividade antitumoral das β-

glucanas por meio de modificação química têm sido descritas na literatura8. Os mais 

satisfatórios esquemas para o aperfeiçoamento químico dos polissacarideos foram 

desenvolvidos para os cogumelos Ganoderma lucidum, Grifola frondosa e 

Leucopaxillus giganteus. Esses esquemas incluem dois procedimentos principais: 

modificação dos polissacarídeos por degradação de Smith28 e ativação por formólise. 8 
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Carboximetilação é um outro método químico usado para transformar β-glucanas. 

Glucanas carboximetiladas do cogumelo Pleurotus ostreatus (pleuran) exibem efeitos 

imunomodulatórios, especialmente aumentando a atividade fagocítica. 7,8 

Outra modificação importante é a sulfatação de β-(1→3)-glucanas. O 

Schizophillan, quando sulfatado, pode ser usado como um agente anti-HIV para o 

tratamento de hemofílicos infectados com o vírus da AIDS. 1 

 

 

1.5.3 CORRELAÇÃO ESTRUTURA E ATIVIDADE ANTITUMOR DOS 

POLISSACARÍDEOS DE COGUMELOS 

 

 

Polissacarídeos com ação antitumoral diferem consideravelmente em sua 

composição química e configuração, e também em suas propriedades físicas. Uma 

ampla classe desses compostos apresenta atividade antitumoral, estendendo-se dos 

homopolímeros até os altamente complexos heteropolímeros. 15 

Diferenças na atividade podem ser correlacionadas com a solubilidade em água, 

tamanho das moléculas, taxa de ramificação e conformação. Ainda que seja difícil 

correlacionar a estrutura com a atividade antitumoral dos polissacarídeos, algumas 

relações podem ser inferidas. 29 

De acordo com os resultados descritos na literatura, glucanas com cadeia principal 

β-(1→3) e pontos de ramificação β-(1→6) apresentam forte ação antitumoral. β-

Glucanas contendo principalmente ligações 1→6 têm menor atividade. 8 Glucanas de 
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alta massa molar parecem ser mais efetivas do que aquelas de baixa massa molar. 30 

Sasaki31 estudou a atividade antitumoral do Lentinan e de suas frações hidrolisadas na 

inibição do crescimento de um tumor conhecido como Sarcoma-180. O Lentinan de 

massa molar 1.000.000 g.mol-1 reduziu em 84% o crescimento do tumor, enquanto uma 

fração de baixa massa molar (16.200 g.mol-1) reduziu em 58%.   

A correlação entre a atividade antitumoral e a estrutura de tripla hélice foi obtida 

por investigação do Schizophillan, 32 que foi fundamental para sua atividade 

imunoestimulante. Quando o Lentinan foi desnaturado com dimetil sulfóxido, uréia ou 

hidróxido de sódio, a estrutura terciária foi perdida enquanto a estrutura primária não foi 

afetada; entretanto, as propriedades de inibição tumoral foram perdidas com a 

progressiva desnaturação. 33,34 Uma série de outras atividades biológicas e 

imunofarmacológicas descritas para β-(1→3)-D-glucanas são dependentes da 

conformação de tripla hélice. 8 

 

 

1.6 LENTINAN 

 

 

Lentinan, composto extraído da parede celular de cogumelos shiitake, é um 

polissacarídeo que possui alta massa molar (1.000.000 g.mol-1) contento somente 

moléculas de D-glucopiranose com ligações β-(1→3) na cadeia principal, e cadeia 

lateral com ligações β-(1→6) (Figura 4). 35,36 O Lentinan não possui proteínas ligadas 
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em sua estrutura, além de ser completamente livre de nitrogênio, fósforo e enxofre. 36 

Lentinan é solúvel em água, estável ao calor, estável frente a ácidos e bases fracas. 36  

 

 

O

H

HO

H

H

H
OH

H O

OHO

H

HO

H

HO
H

H
OH

H

OH

O

H

HO

H

O
H

H
OH

H O

O

HHO

H

HO

H

H

HO

H

O

OH

O

H

HO

H

H

H
OH

H O
O

H

HO

H

H

H
OH

H OH

OH

O

HHO

H

HO

H

H

HO

H

O

OH

 

Figura 4. Estrutura do Lentinan. 
 

 

No Japão, o Lentinan é comercializado pela companhia Ajinomoto, custando  

cerca de 9.500,00 ienes, o que equivale a 200,00 reais, por um frasco com 1,0mg 

(Figura 5).   

Recente estudo de Zhang e colaboradores confirmou que o Lentinan em solução 

aquosa encontra-se em uma conformação de tripla hélice, enquanto que em 

dimetilsulfóxido (DMSO) a conformação é aleatória. 33,37 

A transição de conformação do Lentinan em soluções aquosas de NaOH foi 

estudada por microscopia de força atômica (AFM), viscosidade, espalhamento de luz e 

rotação ótica. Os resultados revelaram que o Lentinan existe como uma cadeia de tripla 
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hélice a concentrações menores que 0,05M e com conformação aleatória em 

concentrações maiores que 0,08M de NaOH. 38 

Mizuno e colaboradores utilizaram o método ELISA39 para quantificar o Lentinan 

em extratos do cogumelo shiitake (Figura 5). A quantidade encontrada foi de 1,5mg por 

grama do cogumelo fresco. 40 

Recentes estudos demonstraram que a concentração de Lentinan no shiitake 

diminui com o armazenamento do cogumelo a 20ºC por sete dias; contudo, a 

concentração não decresce quando o cogumelo é armazenado a baixas temperaturas 

(1-5ºC). Este decréscimo na concentração é atribuído à degradação do polissacarídeo 

pela atividade interna da enzima β-glucanase. 40,41 

 

 

 
Figura 5. Produtos comerciais contendo Lentinan, no Japão.  
 

 

1.6.1 ATIVIDADE DO LENTINAN 

 

 

Excelentes resultados têm sido obtidos usando-se o Lentinan no tratamento de 

hepatite crônica e hepatite B viral. Em adição, o Lentinan mostrou atividade antiviral em 
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camundongos contra vírus como o VSV (Vesicular stomatitis virus), o vírus da 

encefalite, e estimulou resistência não-específica contra infecções virais respiratórias. 8  

É efetivo contra o vírus da AIDS pela inibição da replicação viral e fusão celular. 42 

A azidotimidina (AZT), ou seja, 3’-azido-3’-deoxitimidina, em combinação com o 

Lentinam, suprimiu a expressão superficial do HIV sobre células-T em maior 

intensidade do que usada sozinha. 42 

Existe um grande número de artigos relatando os efeitos anticancerígenos do 

Lentinan em animais e humanos. O primeiro estudo da atividade antitumoral do 

Lentinan foi realizado por CHIHARA. Ele demonstrou que o Lentinan possui forte 

atividade contra o tumor Sarcoma 180 em ratos, sendo que, dependendo da dosagem 

aplicada, pode promover a regressão total do tumor. Além disso, o polissacarídeo não é 

tóxico. 43 

O Lentinan tem atividade antitumoral indireta sobre células tumorais, ou seja, atua 

como potenciador do sistema imunológico, estimulando macrófagos, monócitos, e 

células NK, que possuem citotoxicidade específica em células tumorais, e também 

contra outros agressores como vírus e bactérias. 39  

O Lentinan também estimulou a atividade de outras células do sistema 

imunológico, como linfócitos T, T citotóxicas, e linfócitos B, em pacientes com câncer 

gástrico, imunodeprimidos, que realizavam tratamento quimioterápico. 39 
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1.7 TÉCNICAS DE EXTRAÇÃO E ANÁLISE ESTRUTURAL  

1.7.1 EXTRAÇÃO 

 

 

Desde que se descobriu, na década de 1960, que o principio ativo responsável 

pela atividade antiimunoestimuladora da levedura Saccharomyces cerevisiae é uma 

glucana presente na parede celular, muitos processos para o isolamento e purificação 

de polissacarídeos foram desenvolvidos. 44 A maioria desses processos utiliza água, 

solução alcalina ou ácida. 

Mizuno8 realizou a extração de polissacarídeos de 13 espécies de cogumelos 

utilizando água quente, soluções de oxalato de amônia 1% e hidróxido de sódio 5%. A 

purificação foi feita pela combinação de técnicas, incluindo precipitação fracionada com 

etanol, precipitação com solução ácida, cromatografia de troca iônica, filtração em gel e 

cromatografia de afinidade.   

Freimund44 desenvolveu uma metodologia para extração de uma glucana linear, 

com cadeia principal β-(1→3) da levedura Saccharomyces cerevisiae combinando 

extração com água quente e solventes orgânicos com tratamento enzimático. Além da 

glucana, obtida com alto teor de pureza, foi obtido também um complexo manoproteína 

como subproduto. 

Existem duas metodologias principais para extração de Lentinan de cogumelos 

shiitake. Primeiramente, CHIHARA, 36 em 1970, desenvolveu um método a partir da 

extração com água, por 16h a 100ºC, seguida de sucessivas precipitações com etanol, 

com o surfactante hidróxido de cetiltetrametilamônio (CTA-OH), com ácido acético e, 
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por fim, desproteinização pelo método de Sevag. 36 Foram obtidos 4mg de Lentinan, 

com 99,23% de pureza, para cada 100g do cogumelo fresco. 

Yap, 45,46 30 anos depois, desenvolveu uma metodologia muito mais simples, sem 

o uso de reagentes, baseada na extração com água quente, precipitação com etanol e 

liofilização da amostra. O rendimento obtido foi de 325mg de Lentinan para cada 100g 

do cogumelo fresco, sendo que a pureza da amostra foi de 87,65%. 

 

 

1.7.2 CARACTERIZAÇÃO ESTRUTUTAL 

 

 

Para a completa elucidação da estrutura molecular de um polissacarídeo, as 

principais características estruturais a serem determinadas são: tipo de 

monossacarídeo, número de resíduos por molécula ou grau de polimerização (DP), 

posição da ligação glicosídica entre os resíduos, seqüência dos monossacarídeos na 

cadeia e configuração anomérica da ligação glicosídica. 47,48 

Dentre as técnicas analíticas utilizadas comumente para a caracterização de 

polissacarídeos destacam-se a ressonância magnética nuclear, a espectrometria de 

infravermelho, o espalhamento de luz e a viscosidade. 

  

 

 

 

 



 36

1.7.2.1 VISCOSIDADE      

 

 

A viscosimetria pode fornecer informações importantes a respeito da morfologia da 

partícula hidrodinâmica, refletindo a contribuição do soluto para a viscosidade do 

solvente. 49 A simplicidade desta técnica permite sua ampla utilização na caracterização 

de macromoléculas.  

A viscosidade de um fluido é a medida de sua resistência ao escoamento quando 

uma força de cisalhamento é aplicada. Em um viscosímetro rotacional, a viscosidade [η] 

é a derivada do gráfico da força de cisalhamento por unidade de área entre dois planos 

paralelos de líquido em movimento relativo (tensão de cisalhamento, τ) versus o 

gradiente de velocidade dv/dx (taxa de cisalhamento, γ) entre os planos, 50 onde: 

η =  
 

d
d

τ
γ

= /
/d d

F A
v x

   Pa.s (pascal segundo)  (1) 

A partir dessas medidas físicas são determinados vários parâmetros: 

� Viscosidade relativa (ηr): parâmetro adimensional  

ηr = 
sol

 η
η 

                                              (2) 

 

� Viscosidade especifica (ηesp): parâmetro adimensional 

ηesp = ηr - 1                                            (3) 

� Viscosidade reduzida (ηred): tem como unidade o inverso da concentração 

ηred = espη 
C

                                             (4) 
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A solução de um polímero pode ser dividida em três regimes de concentração. Em 

um regime diluído, as cadeias do polímero estão separadas e isoladas uma das outras. 

Com o aumento da concentração, as cadeias começam a se sobrepor e a entrelaçar-se, 

e, finalmente, são empacotadas em soluções mais concentradas. 50,51 Uma mudança na 

inclinação do gráfico da viscosidade reduzida pela concentração do polímero ( espη 
C

 vs. 

C), indo de um regime diluído para um regime semidiluído, ocorre em torno da 

concentração de sobreposição. A concentração de sobreposição (C*), ou concentração 

crítica, é inversamente proporcional ao efetivo volume ocupado pela macromolécula em 

solução. Zhang52 determinou a concentração de sobreposição para a α-(1→3)-D-

glucana extraída do Lentinula edodes. A C* encontrada para a amostra L-FV-II em 

solução aquosa de NaOH 0,5M foi 1,2 x 10-3g/cm3.  

 

 

1.7.2.2 ESPALHAMENTO DE LUZ 

 

 

O espalhamento de luz (LS) é um fenômeno que relaciona várias técnicas 

experimentais e tem sido largamente empregado na análise de inúmeros sistemas nos 

últimos anos. Em face do seu constante desenvolvimento, o espalhamento de luz se 

estabeleceu como uma valiosa ferramenta para o estudo da dinâmica e da estrutura de 

macromoléculas, especialmente em sistemas poliméricos. A técnica permite medir 

dimensões entre 1 Å e 1μm, que cobrem uma grande faixa de massa molar (20.000 até 

vários milhões), além de não necessitar de padrões de calibração. 50 
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1.7.2.3 ESPALHAMENTO DE LUZ ESTÁTICO 

 

 

Nos experimentos de espalhamento de luz estático (SLS), considera-se apenas a 

intensidade média da luz espalhada em uma direção, sem levar em conta as flutuações 

ou distribuições da freqüência da luz. 49 

É um dos métodos mais utilizados para a caracterização de polímeros. 

Conhecendo-se o incremento do índice de refração (dn/dc) do sistema polimérico-

solvente, o método é capaz de relacionar em um único experimento, por meio da 

equação de Zimm (equação 5), a massa molar média ponderada ( WM ) e o segundo 

coeficiente virial (A2), com a intensidade de luz espalhada em diferentes ângulos de 

espalhamento e em várias concentrações para uma dada amostra. 50,51 Se o raio do 

polímero apresentar-se maior que λ/20, λ é o comprimento de onda da luz incidente, 

pode-se obter uma medida do tamanho da cadeia polimérica por meio do raio de giro 

(Rg). Esses três parâmetros fundamentais descrevem a cadeia em detalhes; ademais, 

medidas concomitantes não são possíveis com qualquer outro método de 

caracterização.  

θ

KC
R

= 1
wM 3

⎡ ⎤
⎢ ⎥
⎣ ⎦

2 2
0

2
0

16Π θ
1+

λ 2
2 2
g

n R sen +  2 A2C (5) 

 

Aplica-se o método traçando-se o gráfico de Zimm, conforme Figura 6, que é um 

gráfico de KC/Rθ  versus sen2 (θ /2) + k . C, sendo K a constante de contraste ótico, Rθ 
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a razão de Rayleigh, dada pela relação entre o excesso de luz espalhada e a 

intensidade da radiação incidente no sistema, e k uma constante arbitrária utilizada 

para a separação gráfica das curvas de espalhamento individuais. 53 A intensidade de 

luz espalhada por uma série de soluções de diferentes concentrações de soluto (C) é 

medida em diferentes ângulos de espalhamento (θ).  

A extrapolação das curvas das diferentes concentrações para ângulo zero permite 

a obtenção de WM  e A2, ao passo que a extrapolação das curvas dos diferentes ângulos 

para concentração zero permite a obtenção de WM  e Rg. 53,54  

 

 

 
Figura 6. Representação de um gráfico de Zimm.  
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1.7.2.4 ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (RMN) 

 

 

A espectroscopia de RMN é utilizada como uma técnica não-destrutiva para a 

determinação da estrutura de polissacarídeos. 

A análise de RMN de carbono (RMN-13C) não fornece apenas informações sobre a 

configuração anomérica ou sobre a presença de ramificações na cadeia, mas também 

fornece informações sobre o monômero da cadeia, sua seqüência, e a conformação 

completa da molécula. 17,55 A espectroscopia de RMN-13C também é útil para verificar o 

grau de pureza das extrações de polissacarídeos.  

A caracterização de polissacarídeos por RMN-13C pode ser exemplificada pela 

Figura 7, que mostra o espectro característico de uma glucana sintetizada in vitro, de 

cadeia linear com ligações glicosídicas do tipo β-(1→3). O espectro apresenta os 

seguintes sinais: 61,0 (C6); 68,5 (C4); 72,9 (C2); 76,4 (C5); 86,3 (C3); e 103,2 (C1). 21,50 

 

 

 
Figura 7. Espectro de 13C de uma β-(1→3)-D-glucana sintetizada in vitro, 75,5 MHz, 
295K, em DMSO-d6. 21  
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O espectro de RMN-1H fornece poucas informações estruturais, devido à 

dificuldade de separação dos sinais de hidrogênio obtidos para moléculas de 

polissacarídeos. 

 

 

2. JUSTIFICATIVAS 

 

 

O plano de trabalho desenvolvido no período de fevereiro de 2003 a agosto de 

2005 tratou de uma nova linha de pesquisa implantada no Grupo de Catálise e 

Mecanismos de Reações Orgânicas do Departamento de Química da UFSC. 

Como mostrado acima, os cogumelos shiitake vêm despertando interesse 

comerciial também no mercado brasileiro, devido às suas propriedades nutritivas e 

terapêuticas. O Lentinan, princípio ativo desses cogumelos, nunca foi isolado e 

caracterizado em cogumelos produzidos no Brasil. Sempre que se faz referências às 

propriedades do shiitake, essas estão baseadas na literatura internacional. Daí a 

necessidade de se proceder um estudo detalhado qualitativo e quantitativo desse 

constituinte do shiitake produzido em território nacional, mais especificamente, em 

Santa Catarina. Além disso, há que se destacar que cogumelos shiitake provenientes 

de diferentes regiões apresentam diferenças em sua composição, o que justifica a 

prospecção e a caracterização de seus constituintes  mais importantes..  
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3.  OBJETIVOS  

3.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

 

O presente trabalho tem por objetivo isolar e caracterizar estruturalmente o 

polissacarídeo conhecido como “Lentinan” de cogumelos shiitake cultivados em Santa 

Catarina. Para a caracterização estrutural serão utilizadas técnicas de análise por RMN, 

IV, espalhamento de luz e hidrólise ácida. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

a) Extrair o polissacarídeo Lentinan por duas metodologias diferentes existentes na 

literatura – adaptando-as na medida do possível – e determinar 

experimentalmente a melhor delas.  

b) Caracterizar a cadeia principal e as ramificações do polissacarídeo por RMN-13C. 

c) Determinar a configuração da ligação glicosídica por IV. 

d) Determinar a massa molar e a conformação do polissacarídeo por meio da 

técnica de espalhamento de luz. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL  

4.1 EQUIPAMENTOS 

 

 

Os equipamentos utilizados no processo de extração do polissacarídeo foram os 

seguintes: 

- balança Precisa XB 120-A; 

- banho termostatizado Microquímica MQBTZ99-20; 

- liofilizador Edwards, modelo MICRO MODULYO; 

- centrífuga Du Pont, SORVALL RT6000B. 

 

 

4.2 EXTRAÇÃO PELO MÉTODO DE YAP46 

 

 

A metodologia inicial empregada na extração do Lentinan foi a desenvolvida por 

Yap, 46 com modificações. 

Em um balão de 2L foram refluxados, por 24h, 100g do chapéu de cogumelo 

shiitake fresco, homogeneizados em um liquidificador com 600mL de água destilada. 

Após o término do refluxo, a solução foi filtrada e concentrada por evaporação da água 

a um volume de 300mL. À solução restante adicionou-se igual volume de etanol 

absoluto, filtrando-se o precipitado gelatinoso formado. O precipitado foi dissolvido em 

100mL de água a 80ºC, sob agitação, e centrifugado a fim de se retirar matrizes 

insolúveis. A solução foi então liofilizada. Esse processo de solubilização, precipitação 
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com etanol e liofilização foi repetido por mais duas vezes. Por fim, a amostra foi 

dissolvida em solução 1,0mol.L-1 de NaOH e dialisada em água por três dias e, em 

seguida, novamente liofilizada. Foram obtidos 0,115g do polissacarídeo, com 

rendimento de 0,12% em relação ao cogumelo fresco.  

 

 

100g  Len tinu la edodes (sh iitake fresco )

E xtração  com  água a  quen te(100º)

P recip itação  com  e tano l 50%

P recip itadoS obrenadan te

S o lub ilização em  água a  80ºC

C entrifu fgação

L io filização

T rês vezes

D iá lise  (3 d ias)

LE N T IN AN  (115 ,0m g)

H om ogene ização   com  água  destilada

L io filização

C oncen tração  por evaporação  de  água

P recip itadoS obrenadan te

S o lub ilização em  água a  80ºC

 
Figura 8. Fluxograma da metodologia de Yap. 46 
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4.3 EXTRAÇÃO PELO MÉTODO DE CHIAHARA36 

 

 

Em um balão de 2L foram refluxados, por 24h, 100g do chapéu de cogumelo 

shiitake fresco homogeneizados em um liquidificador com 600mL de água destilada. 

Após o término do refluxo, a solução foi filtrada e concentrada por evaporação da água 

a um volume de 300mL.  À solução restante adicionou-se igual volume de etanol 

absoluto e filtrou-se o precipitado gelatinoso formado. O precipitado obtido foi dissolvido 

em 100mL de água a 80ºC, sob agitação. Centrifugou-se a solução para retirada de 

impurezas sólidas, e foram adicionados 50mL de solução 0,2mol.L-1 de CTA-OH. 

Filtrou-se o precipitado formado, ao qual foram adicionados, sob agitação, durante 30 

min, 20mL de ácido 20%. Filtrou-se novamente a solução, adicionando-se, sob 

agitação, 20mL de acido acético 50%, num período de 10min. O filtrado foi dissolvido 

em 30mL de NaOH 6%. Centrifugou-se a solução, adicionando-se, em seguida, 45mL 

de etanol ao sobrenadante. Obteve-se um precipitado em forma de pó branco, que foi 

filtrado em membrana de nylon. Possíveis resíduos de proteína na amostra foram 

retirados pelo método de Sevag, lavando-se o precipitado com solução 4:1 de 

clorofórmio:butanol, e, posteriormente, com metanol seguido de éter. A amostra foi 

dialisada em água, por três dias, com posterior liofilização. A massa do polissacarídeo 

obtida foi de 0,061g, rendimento de 0,061% em relação ao cogumelo fresco. 

 

 

 



 46

L E N T IN A N  (6 1 ,0 m g )

1 0 0 g  L e n t in u la e d o d e s ( s h i it a k e f re s c o )

E x t ra ç ã o  c o m  á g u a  q u e n te  (1 0 0 ºC )

P re c ip ita ç ã o  c o m  e ta n o l 5 0 %

P re c ip ita d oS o b re n a d a n te

S o lu b il iz a ç ã o  e m  á g u a  a  8 0 º C

P re c ip ita ç ã o  c o m  C T A -O H  0 ,2 M

L a v a g e m  d o  p re c ip ita d o  c o m  á c id o  a c é t ic o  5 0 %

S o lu b il iz a ç ã o  d o  p re c ip ita d o  e m  N a O H  6 %

H o m o g e n e iz a ç ã o   c o m  á g u a  d e s t i la d a

P re c ip ita ç ã o  c o m  5 0 %  d e  e ta n o l

D iá lis e  ( 3  d ia s )

L io f i l iz a ç ã o

L a v a g e m  d o  p re c ip ita d o  c o m  á c id o  a c é t ic o  2 0 %

C o n c e n t ra ç ã o  p o r  e v a p o ra ç ã o  d e  á g u a

 
Figura 9. Fluxograma da metodologia de Chihara. 36 
 

 

4.4 HIDRÓLISE TOTAL 

 

 

A uma amostra de 20mg do polissacarídeo foram adicionados 5mL de uma 

solução 2mol.L-1 de H2SO4. A mistura foi posta em um tubo kimax selado e colocado em 

um banho de óleo, a 100ºC, por 6 horas. Ao término, neutralizou-se o sobrenadante 

com BaCO3 e centrifugou-se a solução. 
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4.4.1 ANÁLISE DO HIDROLISADO POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA 

(CCD) 

 

 

As soluções hidrolisadas foram analisadas por cromatografia de camada delgada, 

utilizando-se sílica gel G 60 como fase estacionária e, como fase móvel, uma solução 

de isopropanol:acetato de etila:nitroetano:ácido acético:água na proporção 

45:25:10:1:19. O revelador utilizado foi uma solução de anisaldeído:ácido sulfúrico, 

tendo-se aquecido a placa para revelar as manchas. Como padrão utilizou-se glicose 

(Rf. 0,39), manose (Rf. 0,45), xilose (Rf. 0,45), galactose (0,44) e ácido glucurônico 

(0,12). 

 

 

4.4.2 ANÁLISE DO HIDROLISADO POR HPLC 

 

 

A análise da solução hidrolisada por HPLC foi feita em um cromatógrafo  

Shimadzu, modelo LC-10AD, em uma coluna Supelcogel C-610H (30cm x 7,9mm φ). O 

solvente utilizado foi uma solução de H3PO4 0 1%, com  fluxo de 0,5mL/min. Usou-se 

um refratômetro modelo RID-10A a uma temperatura de 25ºC. 
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4.5 IV 

 

 

As análises de Infravermelho foram realizadas em um espectrômetro ABD, 

BOMEM INC., Modelo FTLA 2000. Os espectros foram feitos em pastilha de KBr, com 

cerca de 3,0mg de amostra. 

 IV(cm-1): 3600-3000; 2950-2900; 1639; 1400-1300; 1161; 1078; 1041; 890. 

 

 

4.6  RMN 

 

 

Os espectros de ressonância magnética nuclear de carbono (RMN 13C) das 

amostras obtidas pelos métodos de Chihara e de Yap foram realizados em um 

equipamento Varian, modelo Mercury Plus ,  400MHz, a 25ºC, em um tubo de 5mm. O 

pulso utilizado foi de 45º com um tempo de relaxação de 1,3s. O tempo de aquisição foi 

de 14h38min, equivalendo a 40.524 aquisições. As amostras foram preparadas com 

uma concentração de 12mg/mL,  em DMSO-d6. 

A análise quantitativa dos espectros de RMN 13C foi realizada alterando-se o pulso 

para 90º e o tempo de relaxação para 10s. O tempo de aquisição foi de 54h, o que 

equivale a 19.440 aquisições. 
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4.7 VISCOSIDADE 

 

 

O comportamento e as propriedades reológicas das soluções aquosas de NaOH 

do Lentinan, item 4.7.1, foram determinados, a 25ºC, com um Reômetro Brookfield 

LVDV-IIICP, do tipo cone-prato, utilizando-se um cone CP-40 (volume da amostra de 

0,5mL; ângulo do cone de 0,8º e diâmetro do cone de 24mm). O reômetro estava 

equipado com banho termostatizado para controle da temperatura, acoplado a 

computador. O processamento dos dados foi realizado pelo software Rheocalc32.  

 

 
4.7.1 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

 

Para verificar a mudança na conformação do polissacarídeo, foram preparadas 

soluções aquosas de NaOH nas concentrações 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 55,0; 60,0; 65,0; 

70,0; 80,0; 90,0 e 100,0mmol.L-1 de NaOH, sendo a concentração do Lentinan em cada 

solução de 1,0mg/mL.  

A concentração de sobreposição foi determinada analisando-se soluções aquosas 

de NaOH 20mmol.L-1, contendo as seguintes concentrações de Lentinan: 1,28; 1,1; 

0,93; 0,75; 0,63; 0,54; 0,41; 0,32; 0,23 e 0,13mg/mL. 
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4.8 ESPALHAMENTO DE LUZ 

 

 

As medidas de espalhamento de luz foram obtidas em um Espectrômetro da 

Brookhaven Instruments, utilizando-se uma fonte de luz laser He-Ne, 35mW, Spectra 

Physics (modelo 127), com λ0=632,8nm, nos seguintes ângulos: 30º, 35º, 40º, 45º, 50º, 

55º, 60º, 65º, 70º, 75º, 80º, 85º, 90º, 95º, 100º, 110º, 120º, 130º, 140º. As amostras, 

preparadas segundo o item 4.8.1, foram centradas em uma cuba ótica, termostatizada 

por um banho de água, contendo decalina, Os dados coletados no espalhamento de luz 

estático foram tratados no software BI-ZP, versão 4.0. As coletas foram realizadas a 

uma temperatura de 25ºC. Usou-se o tolueno como líquido de referência para 

calibração do aparelho.   

 

 

4.8.1 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

 

As soluções foram preparadas com quatro concentrações de NaOH: 20mmol.L-1, 

60mmol.L-1, 100mmol.L-1 e 500mmol.L-1. Para cada solução de NaOH, variou-se a 

concentração do Lentinan de 0,025mg/L, 0,05mg/L, 0,1mg/L, 0,2mg/L e 0,3mg/L. A 

filtração foi feita utilizando-se filtros Millipore de éster de celulose, porosidade 1,0μm e 

13mm de diâmetro. Cada solução foi centrifugada por 2h a 4.000rpm. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 EXTRAÇÃO 

 

 

O principal objetivo do isolamento de um polissacarídeo – como, aliás, de qualquer 

outro tipo de macromolécula – é obter um material com um alto rendimento e 

quimicamente puro. A metodologia a ser escolhida deve isolar o composto sem 

degradá-lo e garantir que a amostra esteja livre de material contaminante, como lipídios, 

proteínas, ácidos nucléicos, ou de outro polissacarídeo com cadeia polimérica 

semelhante.   

Como mencionado anteriormente, os dois principais métodos de extração do 

Lentinan de cogumelos shiitake são os desenvolvidos por Chihara36 e Yap46. Em ambos 

os métodos, o fracionamento baseia-se na diferença de solubilidade dos 

polissacarídeos extraídos em fase aquosa, ou seja, o fracionamento é feito por 

precipitações seletivas, sem o uso de procedimentos cromatográficos. Neste trabalho, 

foram reproduzidos esses dois métodos, com o intuito de compará-los quanto à pureza 

do isolado, ao rendimento e ao tempo de extração. As extrações para ambos os 

métodos foram realizadas em triplicata. Os resultados obtidos estão apresentados na 

Tabela 6. 

A metodologia desenvolvida por Chihara é anterior a de Yap. Caracteriza-se, 

experimentalmente, pela extração com água quente, seguida de precipitação fracionada 

de polissacarídeos por meio de um derivado de amônio quaternário, o CTA-OH, e 

posterior precipitação com ácido acético e etanol. O rendimento de Lentinan obtido foi 
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de 61,0mg para cada 100g do cogumelo fresco. O tempo de isolamento do Lentinan, 

incluindo-se extração e purificação, foi de sete dias.  

 

 

Tabela 6. Comparação dos resultados obtidos para as metodologias de extração de 
Yap e Chihara para 100g do cogumelo fresco. 
 CHIHARA YAP 

Tempo consumido na extração 7 dias 8 dias 

Rendimento 61,0mg 115,0mg 

 

 

Considerando que ao longo do processo de extração e purificação do Lentinan 

foram usados vários reagentes, pode ter acontecido algum processo de contaminação 

por adsorção de espécies do meio pela cadeia polimérica do Lentinan, por meio das 

ligações de hidrogênio. Observou-se um elevado grau de insolubilidade do polímero 

extraído, quando em água e em DMSO. Por isso, foi necessário purificar o polímero por 

diálise.   

O principal método espectrométrico de análise do Lentinan foi a RMN 13C (Figura 

10). Observa-se no espectro da amostra obtida pelo método Chihara, além dos sinais 

característicos do Lentinan, a presença, em 79,9ppm, de um sinal característico de C-4 

de uma glucana ligada, lateralmente, em posição 1→4. Análise completa do espectro 

de 13C do Lentinan será realizada no item 5.3.    
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Figura 10. Espectro de RMN de 13C da amostra obtida pelo método de Chihara, 

em DMSO-d6. 
 

 

O método de Yap baseia-se simplesmente no fracionamento do extrato por 

precipitação com etanol, seguida de liofilização da amostra. O tempo de extração, 

incluindo a purificação do Lentinan, foi de oito dias, com rendimento de 115,0mg por 

100g do cogumelo fresco. A amostra obtida apresentou pureza maior que a amostra 

obtida pelo método de Chihara, não havendo presença de sinais característicos de 

impurezas no espectro de RMN C13. Este resultado determinou que esta amostra fosse 

utilizada em todos os testes de caracterização estrutural do Lentinan. 

O Lentinan obtido é um sólido de cor branca, com textura esponjosa. Apresentou 

melhor solubilidade em solução aquosa de NaOH. Mostrou-se pouco solúvel em água e 

DMSO, observando-se a formação de uma solução bastante viscosa a baixas 
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concentrações, 10mg/mL, o que é característico de Glucanas de alto peso molecular. 

Em outros solventes orgânicos e soluções aquosas ácidas a amostra foi insolúvel.   

 

 

5.2 HIDRÓLISE TOTAL 

 

 

A hidrólise total do polissacarídeo Lentinan, obtido neste trabalho, foi realizada em 

ácido sulfúrico 2mol.L-1, a 100ºC. Realizou-se, também, a hidrólise com a utilização de 

ácido trifluoroacético (TFA); porém, mesmo após horas de reação, podia-se observar a 

presença de material insolúvel.  

A hidrólise ácida ocorre pelo ataque do íon H3O+ ao oxigênio da ligação O-

glicosídica, seguida da adição de uma molécula de água a um dos carbonos do grupo 

éter, provocando a quebra da ligação entre os monômeros, que podem, então, ser 

analisados (Figura 11). A análise do hidrolisado foi realizada por cromatografia líquida 

de alta eficiência (HPLC) e cromatografia de camada delgada (CCD). Como os 

açúcares em geral não absorvem na região do UV, utilizou-se como revelador uma 

solução de ácido sulfúrico/anisaldeído. Foram analisados os padrões de todos os 

açúcares comumente encontrados em polissacarídeos como D-glicose, D-manose, D-

galactose, D-xilose e o ácido D-glucurônico. Todavia o monômero obtido foi 

exclusivamente o da D-glicose (Rf. 0,39), confirmando que o polímero isolado é uma 

glucana, consistente com o Lentinan.     
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Figura 11. Mecanismo de hidrólise de um dissacarídeo. 

 

 

5.3 RMN 13C 

 

 

A amostra foi preparada com uma concentração do polissacarídeo de 12mg/mL de 

DMSO-d6. Nesta concentração, a solução torna-se muito viscosa, com textura de um 

gel. Por isso, mesmo num aparelho de 400MHz e com elevado número de aquisições, 

em torno de 40.000, o espectro apresentou uma baixa relação sinal/ruído, devido à 

imobilidade da cadeia do polímero em solução. Esse problema é característico de 

polissacarídeos de alta massa molar, com conformação ordenada18,21.  

O espectro de RMN 13C de um polissacarídeo, contendo ligações glicosídicas em 

diferentes posições, pode ser interpretado tomando-se como referência o espectro de 

homopolímeros. A Tabela 7 apresenta uma relação de α e β-D-glucanas com os 

respectivos sinais de 13C.  

A Figura 12 registra o espectro de RMN de 13C da amostra do Lentinan obtida pelo 

método de Yap. Observa-se a presença de um único sinal para o carbono anomérico, 
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C-1, em 103,0ppm. Esse sinal é o mais característico de glucanas com configuração β, 

sendo que as com configuração α têm o C-1 em 101,0ppm. 

 

 

Tabela 7. Deslocamento químico dos sinais de RMN de 13C de D-Glucanas lineares. 
 Deslocamento Químico (ppm) 

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

(1→3)-β-D-Glucana21 103,2 72,9 86,3 68,5 76,4 61,0 

(1→6)-β-D-Glucana30 104,2 74,2 76,8 70,7 76,1 70,0 

(1→4)-β-D-Glucana65 103,4 74,3 76,1 79,9 75,4 61,5 

(1→3)-α-D-Glucana65 101,3 72,2 83,2 71,7 73,7 62,2 

 

 

O deslocamento do C-2 nas moléculas de glicose ligadas em posição 1→3, 

73,0ppm, é menor que o deslocamento do C-2 quando as ligações são em posição 

1→6, 73,9ppm, devido à mudança na vizinhança do C-2. 17 

Os sinais na região em torno de 86,0ppm são referentes aos carbonos C-3I, C-3II e 

C-3III do monômero de glicose quando ligado em posição 1→3. Pela  comparação da 

intensidade destes sinais com a intensidade do sinal do carbono  C-3IV, que não se 

encontra substituído, em 77,0ppm, pode-se confirmar a cadeia principal como sendo 

1→3.  

Os átomos de C-4 encontram-se em 68, 7ppm, enquanto que o sinal dos C-5 fica 

em 76,4ppm. 
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O sinal em 70,1ppm é referente ao C–6II substituído. Isso evidencia a presença da 

ramificação 1→6. Os átomos de carbono C-6 livres, ou sem ramificação, aparecem em 

61,1ppm. 

Como dito anteriormente, a presença de sinais em 80ppm caracteriza a existência 

de impurezas na amostra. Observa-se, na tabela 7, que o carbono 4, quando 

substituído, desloca-se para 79,9ppm o que comprova tal afirmação.   

Em outro experimento de 13C, alteraram-se as condições experimentais 

aumentando-se o tempo de relaxação para 10s, com pulsos em 90º. Nessas condições, 

os núcleos de 13C, cujas constantes de tempo de relaxação (T1) variam em uma ampla 

faixa, sofrem o mesmo grau de relaxação e a integração das áreas dos sinais 

correspondem ao número correto de átomos de carbono65. Assim, relacionando-se a 

área do sinal em 103,0ppm, referente a todos os C-1 da molécula, com a área do sinal 

em 86,0ppm, referente a todos os C-3 substituídos, pode-se obter o grau de ramificação 

da molécula. Para os C-1, a área obtida foi igual a 1,00, estabelecida como sendo 

100%, enquanto que para os C-3 substituídos foi de 0,71; portanto, a razão 1,0:0,71 

implica dois monômeros de glicose ligados 1→6 a cada cinco monômeros da cadeia 

principal 1→3. Esses resultados estão de acordo com os obtidos por Saito30 para a 

estrutura do Lentinan. 
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Figura 12. Espectro de RMN 13C do Lentinan em DMSO-d6. 

 

 

5.4 INFRAVERMELHO 

 

 

A análise por espectroscopia de Infravermelho (IV) permite observar e classificar 

algumas bandas relativas a vibrações características dos grupos funcionais presentes 

na estrutura do polissacarídeo. As atribuições das principais absorções são 

características de estruturas glicosídicas. A Figura 13 é o espectro de infravermelho do 

Lentinan obtido pelo método de Yap. 
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Figura 13. Espectro de Infravermelho do Lentinan em pastilha de KBr. 
 

 

Os principais sinais obtidos no espectro de Infravermelho estão apresentados na 

Tabela 8. O sinal entre 3.000 e 3.600cm-1 é característico da deformação axial da 

ligação O-H. Sendo largo e intenso, evidencia a presença de ligações de hidrogênio 

intermolecular. Outras bandas relativas à deformação angular da hidroxila de álcoois 

primários e secundários aparecem na região de 1.639cm-1; entretanto, essas bandas 

não contribuem significativamente para a caracterização do composto por 

espectroscopia de infravermelho. Outra banda presente no espectro de carboidratos é a 

relativa ao estiramento de ligação entre carbono e oxigênio próxima a 1.000cm-1. As 

ligações C-O-C, características da função éter presentes na cadeia polimérica, 

apresentam banda de média intensidade em 1.161cm-1. 
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Tabela 8. Principais bandas de absorção no Infravermelho observadas para D-
glucanas. 

Número de onda (cm-1) Tipo de observação  

3600-3000 deformação axial O-H 

2950-2900 estiramento assimétrico C-H (metileno) 

                    1639 deformação angular O-H 

1400-1300 deformação angular C-H (metileno) 

                    1161 estiramento C-O-C 

1041-1078 deformação axial C-H (C anomérico) 

                      890 deformação angular C-H (C anomérico) 

 

 

As bandas relativas às vibrações das ligações entre carbono e hidrogênio também 

auxiliam na caracterização. A banda de estiramento assimétrico do grupo metileno 

(CH2) encontra-se na região de 2.900 a 2.950cm-1. Na região entre 1.300 a 1.400cm-1 

aparecem as bandas de deformação angular dessas ligações. 

As vibrações que fornecem os sinais mais valiosos para este trabalho são aquelas 

referentes à deformação angular e axial da ligação C-H do carbono anomérico (C-1). A 

banda em 890cm-1, causada pela deformação angular dessa ligação, é característica da 

configuração β da ligação glicosídica19. Gonzaga45 (2005) atribuiu, para a configuração 

α, sinais em 930 e 850cm-1. Os sinais em 1.041 e 1.078cm-1 são referentes a 

deformação axial da ligação C-H no carbono anomérico (C-1). O sinal em 1.041cm-1 é 

característico da ligação 1→6, enquanto que o sinal em 1.078cm-1 é da ligação 1→345. 



 61

O não-aparecimento de sinal em 1.733cm-1 elimina a possibilidade da presença de 

ácido glucurônico na cadeia44.  

 

 

5.5 VISCOSIDIDADE 

 

 

A 25ºC, a viscosidade relativa dos sistemas 1,0mg/mL de Lentinan/NaOH 20mM e 

1,0mg/mL de Lentinan/NaOH 500mM, η/η0,  está apresentada na Figura 14. O gráfico 

mostra a dependência da viscosidade relativa com a taxa de cisalhamento.     

Pode-se observar que as soluções possuem um comportamento diferenciado. A 

viscosidade da solução com concentração de NaOH 20mM diminui com o aumento da 

taxa de cisalhamento. Esse fenômeno caracteriza a presença de agregados em 

solução, e o aumento da taxa de cisalhamento provoca um fracionamento desses 

agregados. Shaw49 cita, para o caso de um sistema agregado, que a diminuição da 

quantidade de líquido retida pelos agregados, devido à quebra desses agregados, 

através da agitação, provoca uma diminuição da viscosidade; tal comportamento é 

característico para fluídos não-newtonianos. 

Já a solução de concentração de NaOH 500mM mostra comportamento de um 

fluído newtoniano, ou seja, a viscosidade não varia com o aumento da taxa de 

cisalhamento, o que leva à conclusão de que, em concentrações maiores de NaOH, 

não há a formação de agregados. 
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Figura 14. Gráfico da viscosidade relativa vs. a taxa de cisalhamento para os 

sistemas Lentinan/NaOH.  
 

 

O estudo da viscosidade de soluções de Lentinan em diferentes concentrações de 

NaOH fornece a faixa de concentração onde ocorre a dissociação do agregado (Figura 

15). Esse gráfico mostra a dependência da viscosidade relativa com a concentração de 

NaOH. Com o aumento da concentração de NaOH, observa-se diminuição da 

viscosidade até a concentração de 80mM . Isso implica a existência de uma faixa de 

concentração, entre 20 e 80mM de NaOH, em que ocorre a quebra das ligações de 

hidrogênio intra e intermoleculares que mantêm as moléculas de Lentinan agregadas. 

Em concentrações acima dessa faixa, a viscosidade torna-se constante, ocorrendo 

quebra completa das ligações de hidrogênio, com dissociação dos agregados.   
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Figura 15. Gráfico da viscosidade relativa vs. concentração de NaOH,  1,0mg por 

mL de Lentinan.  
 

 

De acordo com a literatura, existem três regimes dinâmicos de concentração para 

uma solução polimérica: diluído, semidiluído e concentrado. Basicamente, a diferença 

entre os regimes está relacionada às interações entre as macromoléculas em solução. 

Como dito anteriormente, a concentração crítica, *C, é a concentração de transição 

entre o regime diluído e o semidiluído50. Em valores abaixo da *C, as interações entre 

as macromoléculas em solução são muito pequenas. Para tanto, foram feitas medidas 

viscosimétricas de soluções 20mM de NaOH, variando-se a concentração de Lentinan 

(Figura 16). A quebra na inclinação da reta do gráfico da viscosidade reduzida (ηesp/C) 

versus a concentração do Lentinan fornece a *C. O valor da *C do Lentinan para uma 

concentração 20mM de NaOH foi de 1,1mg/mL.  

A determinação da concentração crítica é fundamental para a preparação das 

soluções a serem analisadas por espalhamento de luz, pois essas medidas dependem 
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da forma e do tamanho das partículas em solução. Portanto, soluções em um regime 

semidiluído proporcionariam interações entre as moléculas de Lentinan causando erros 

nas medidas. 
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Figura 16. Gráfico da viscosidade reduzida vs. a concentração de Lentinan  em 

solução 20mM de NaOH. 
 

 

5.6 ESPALHAMENTO DE LUZ ESTÁTICO 

 

 

Os resultados do espalhamento de luz estático (SLS) foram obtidos pelo método 

de Zimm, aplicando-se a equação (5). A Figura 17 mostra o gráfico de Zimm, obtido 

para o Lentinan, utilizando-se como solvente uma solução 20mM de NaOH. Na Tabela 
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9, encontram-se os parâmetros obtidos por SLS, como a massa molar média ponderada 

( WM ), o raio de giro (Rg) e o segundo coeficiente virial (A2). 

 

   

Figura 17. Gráfico de Zimm da amostra de Lentinan em 20 mM de NaOH. 

 

 

Tabela 9. Rg, WM , A2 obtidos por espalhamento de luz estático para soluções de 
Lentinan 20, 60, 100 e 500mM de NaOH. 

 

[NaOH] 

Rg 

(nm) 

WM   

(g.mol-1)( x 10-6)

A2 

(cm3mol.g-2) (x 105) 

20mM 138,5 8,14 (± 12%) -9,81 

60mM 113,4 5,62 (± 8,7%) 4,40 

100mM 99,1 4,47 (± 11,0%) 9,00 

500mM 98,5 4,43 (± 6,2%) 9,20 
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5.6.1 MASSA MOLECULAR 

 

A massa molar de polissacarídeos é uma caraterística muito importante, pois, 

juntamente com as características de configuração, é a principal responsável por sua 

atividade biológica. 

Os polissacarídeos, diferentemente dos compostos puros de baixa massa molar, 

não exibem apenas uma massa molar, mas uma distribuição de diferentes valores. 

Assim, os métodos para o cálculo dessa grandeza apresentam um valor médio. Por 

espalhamento de luz obtêm-se a massa molar média ponderada( WM ). 

A dependência do WM  do Lentinan com a concentração de NaOH em solução 

aquosa é apresentado na Figura 18. Pode-se observar claramente a diminuição da 

massa molar com o aumento da concentração de NaOH. Em concentração de 20 mM, a 

WM  obtida para o Lentinan foi de 8,14 x 106 g.mol-1. A 100mM, a massa molar cai 

praticamente pela metade, ficando em 4,47 x 106 g.mol-1. Aumentando-se a 

concentração de NaOH para 500mM, o WM  é de 4,43 x 106 g.mol-1, mantendo-se 

praticamente constante. Isso leva à conclusão de que, em baixas concentrações de 

NaOH, diferentemente do resultado obtido por Zhang33.38, onde a conformação 

encontrada para o Lentinan era de tripla hélice, as cadeias do Lentinan  juntam-se duas 

a duas por ligações de hidrogênio intramolecular tomando uma conformação de dupla 

hélice.  
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Figura 18. Dependência da WM  com a concentração de NaOH. 

 

Com o aumento da concentração de NaOH, as ligações de hidrogênio 

intermoleculares que mantêm as moléculas juntas são quebradas, deixando-as livres 

em solução; ocorre, então, a conversão da conformação de dupla hélice para aleatória. 

Esse resultado é coerente com o obtido pelas análises viscosimétricas, onde também 

se observa a quebra do agregado, com mudança de conformação na faixa de 

concentração de 20,0–80,0mM de NaOH. 

Considerando a fórmula molecular mínima de um polissacarídeo, C6H10O5, 162 

g.mol-1, e a massa molar do Lentinan, 4.430.000 g.mol-1, podemos estimar o grau de 

polimerização (DP) do Lentinan obtido neste trabalho como 27.346, ou seja, em cada 

cadeia isolada do polissacarídeo encontram-se 27.346 resíduos de glicose.   
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5.6.2 SEGUNDO COEFICIENTE VIRIAL A2 

 

O segundo coeficiente virial (A2) pode ser descrito em termos das forças entre o 

solvente e a cadeia polimérica, ou seja, interações polímero-polímero e polímero-

solvente. Se a interação polímero-solvente é grande, o novelo estará estendido e o 

solvente é adequado e, nesse caso, A2 possui um valor positivo. De modo oposto, se as 

forças polímero-polímero dominam as interações na solução, as interações entre as 

cadeias podem quebrar intermolecular e ou intramolecularmente. Nesse caso, o 

segundo coeficiente virial será negativo. Um solvente que produz um valor negativo 

para A2 para uma cadeia polimérica é considerado um solvente pobre. 

A Figura 19 apresenta a variação do segundo coeficiente virial com a 

concentração de NaOH. 
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                        Figura 19. Dependência de A2 com a concentração de NaOH.     
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O aumento de A2 com o aumento da concentração de NaOH da solução é devido 

à quebra das ligações inter e intramoleculares, indicando um aumento na interação 

polímero-solvente e, portanto, na solubilidade do polímero. Observa-se que para 

soluções com concentração superior a 50mM de NaOH,  A2 torna-se positivo, o que 

indica que soluções acima desta concentração são bons solventes para o Lentinan.   

 

 

5.6.3 RAIO DE GIRO Rg 

 

 

A variação do raio de giro com a concentração de NaOH (Figura 20) segue um 

comportamento semelhante à variação da WM . A abrupta mudança no gráfico reflete a 

dissociação da dupla hélice em duas moléculas isoladas do polissacarídeo com 

conformação aleatória.  

Apesar de a mudança no gráfico ser semelhante para a massa molecular ponderal 

média( WM ) e para o raio de giro(Rg), a magnitude deste decréscimo é diferente. O valor 

da massa molar cai pela metade, enquanto que, para o raio de giro, este decréscimo 

não é tão intenso. O valor de Rg (que é uma medida do tamanho da cadeia em 

solução), a uma concentração de 20mM de NaOH, em que as cadeias do polímero 

estão em conformação de dupla hélice,  é de 138,5nm; a concentrações superiores a 

100mM de NaOH, onde o Rg passa a ser de uma cadeia do polímero individual, o valor 

é de 98,5nm. Observa-se que, apesar da massa molar ponderal média cair pela 

metade, o Rg tem um pequeno decréscimo. Isto se deve ao fato de as moléculas do 
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polímero livre em solução encontrarem-se estendidas pela quebra das ligações de 

hidrogênio intramoleculares.  
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Figura 20. Dependência do Rg com a concentração de NaOH.     
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6. CONCLUSÕES  

 

1- Dentre as técnicas de extração do Lentinan empregadas neste trabalho, a 

metodologia desenvolvida por Yap mostrou-se mais eficiente e seletiva: 

proporcionou um maior rendimento na extração e uma amostra mais limpa. 

2- A caracterização estrutural do polissacarídeo, feita por hidrólise ácida, 

ressonância magnética nuclear e infravermelho, revelou se tratar de uma β-D-

glucana, com cadeia principal 1→3, e cadeia lateral 1→6. Revelou, ainda, que, 

para cada cinco moléculas de glicose ligadas em posição 1→3, existem duas 

moléculas ligadas em posição 1→6. 

3- As análises viscosimétricas revelaram a baixa solubilidade do Lentinan e a 

formação, em solução, de agregados. 

4-  A massa molecular do Lentinan obtida neste trabalho pelo uso da técnica de 

espalhamento de luz estático foi de 4,43 x 106 g.mol-1.  

5- A baixas concentrações de NaOH, a conformação do Lentinan em solução é 

de dupla-hélice, sendo que, com o aumento da concentração de NaOH, esta 

conformação é perdida. 
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