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RESUMO

O polissacarideo Lentinan foi isolado a partir do extrato aquoso de cogumelos
shiitake cultivados em Santa Catarina. As metodologias de extracdo 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 solivel em agua quente e em DMSO. O produto da hidrélise acida,
analisado por HPLC e TLC, formou exclusivamente a D-Glicose. A espectroscopia de
infravermelho mostrou que todas as ligac6es glicosidicas da cadeia tém configuracao f.
As anélises de RMN C™ demonstraram que para cada cinco moléculas de glicose
ligadas em posicdo 1—3 na cadeia principal, outras duas estdo ligadas em posicéo
156 como ramificacdo. A concentracdo critica (*C) do Lentinan foi estudada por
viscosimetria, onde o valor da *C para a concentracdo 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 aleatéria em concentragbes de NaOH menores que
20mM e maiores que 100mM, respectivamente. Pelas medidas de espalhamento
também foi determinado a massa molar média ponderada do polissacarideo como 4,46
x 10°g.mol™.

Palavras-chave: Lentinan; 3-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 B configuration. The **C NMR analysis demonstrated that for every five glucose
molecules bound in position 1—3 in the main chain, two molecules are bound in position
156 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™).

Keywords: Lentinan; B-D-glucan; shiitake.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Cogumelos shiitake

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

colesterol

Figura 3. Estrutura da D-glicose, cadeia aberta, o- e B-D-glucopiranoses,
cadeias fechadas, e do dimero com ligacéo glicosidica em posi¢cao 1—3

Figura 4. Estrutura do Lentinan

Figura 5. Produtos comerciais contendo Lentinan, no Japéo

Figura 6. Representacdo de um gréafico de Zimm

Figura 7. Espectro de **C de uma B-(1—3)-D-glucana sintetizada in vitro, 75,5

MHz, 295K, em DMSO-d6

Figura 8. Fluxograma da metodologia de Yap

Figura 9. Fluxograma da metodologia de Chihara

Figura 10. Espectro de RMN de *C da amostra obtida pelo método de

Chihara

Figura 11. Mecanismo de hidrélise de um dissacarideo

Figura 12. Espectro de RMN *3C do Lentinan

Figural3. Espectro de Infravermelho do Lentinan

Figura 14. Grafico da viscosidade relativa vs. taxa de cisalhamento para os

sistemas Lentinan/NaOH

19

22

31

32

39

40

44

46

53

55

58

59

62



Figura 15. Gréfico da viscosidade relativa vs. concentracdo de NaOH, em

solucdes contendo 1,0 mg por mL de Lentinan

Figura 16. Grafico da viscosidade reduzida vs. concentracdo de Lentinan em

solugcdo 20mM de NaOH

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

Figura 18. Dependéncia da My, com a concentracédo de NaOH

Figura 19. Dependéncia de A, com a concentracido de NaOH

Figura 20. Dependéncia do Rq com a concentracdo de NaOH

63

64

67

68

70



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Producdo mundial de cogumelos comestiveis cultivados, em 1986 e

em 1997

Tabela 2. Composicéo do shiitake por 100g do cogumelo fresco

Tabela 3. Producéo estimada?® de shiitake em alguns paises, em 1997

Tabela 4. Glucanas e respectivas espécies de origem?

Tabela 5. B-Glucanas exploradas comercialmente no Japao

Tabela 6. Comparagéo dos resultados obtidos para as metodologias de extracao

de Yap e Chihara para 100g do cogumelo fresco

Tabela 7. Deslocamento quimico dos sinais de RMN de *C de D-Glucanas

lineares

Tabela 8. Principais bandas de absorcdo no Infravermelho observadas para D-

Glucanas

Tabela 9. Ry, My, A, obtidos por espalhamento de luz estatico para solugdes de

Lentinan 20, 60, 100 e 500mM de NaOH

17

18

20

26

28

52

56

60

65



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

A Angstron

A, Segundo coeficiente virial

AZT 3'-azido-3’-deoxitimidina

CTA-OH Hidroxido de cetiltrimetilamoénio

CCD Cromatografia de camada delgada

DP Grau de polimerizacéo

DMSO-d6 Dimetilsulféxido deuterado

dn/dc Incremento do indice de refracdo
HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Hz Hertz

v Infravermelho

K Constante de contraste 6tico

Mw Massa molecular ponderal média

Ry Raio de giro

RO Razao de Rayleigh

RMN C Ressonancia magnética nuclear de carbono
Rf Fator de retencéo

SLS Espalhamento de luz estatico

TFA Acido trifluoroacético

ton Tonelada



MNesp

Nred

Viscosidade

Tenséao de cisalhamento
Taxa de cisalhamento
Viscosidade relativa
Viscosidade especifica
Viscosidade reduzida

Comprimento de onda



SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT

1. Introducéo

1.1 Cogumelos

1.2 Producéo

1.3 Composicéo

1.4 Shiitake

1.5 Polissacarideos

1.5.1 Nomenclatura

1.5.2 Beta Glucanas

1.5.3 Correlagao Estrutura e Atividade Antitumor dos Polissacarideos

de Cogumelos

1.6 Lentinan

1.6.1 Atividade do Lentinan

1.7 Técnicas de Extracao e Andlise Estrutural

1.7.1 Extracao

1.7.2 Caracterizagao Estrututal

1.7.2.1 Viscosidade

1.7.2.2 Espalhamento de Luz

1.7.3 Extracao

15

15

16

17

19

22

23

26

29

30

32

34

34

35

36

37

34



1.7.4 Extracao

1.7.5 Caracterizacdo Estrututal

1.7.5.1 Viscosidade

1.7.5.2 Espalhamento de Luz

1.7.5.3 Espalhamento de Luz Estatico

1.7.5.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

(RMN)

2. Justificativas

3. Objetivos

4. Parte Experimental

5. Resultados e Discussao

5.1 Extracdo

5.2 Hidrélise Total

5.3 RMN 3C

5.4 Infravermelho

5.5 Viscosidade

5.6 Espalhamento de Luz Estatico

6. Conclusdes

7. Bibliografia

34

35

36

37

38

40

41

42

43

51

51

54

55

58

61

64

71

72



15

1. INTRODUCAO

1.1 COGUMELQOS

O consumo e a comercializacdo de cogumelos, como especiaria, sdo parte da
historia de varias civilizagbes em todo o mundo e do desenvolvimento da sociedade
mercantilista.

Tanto no Oriente quanto na Europa, os fungos eram utilizados, na Antigtidade,
como alimento de alto valor nutritivo e terapéutico. Segundo varias fontes, cultivos
racionais com finalidade comercial sdo 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) comecou a ser explorada. A terceira
espécie a ser cultivada foi o shiitake (Lentinula edodes), por volta do ano 1100, na
China.!

A literatura especializada cita aproximadamente duas mil espécies de cogumelos
potencialmente comestiveis, porém apenas 25 delas sdo normalmente utilizadas na
alimentagéo humana, e um namero ainda menor tem sido comercialmente cultivado. *

Um primeiro esclarecimento muito importante é diferenciar cogumelo e fungo. O
primeiro € parte do segundo e € caracteristico de apenas algumas espécies de fungos.
Trata-se de uma estrutura de reproducgéo, que produz 0s esporos, pequenos graos que
se desenvolvem e perpetuam a espécie.

Os cogumelos comestiveis, apreciados em muitas dietas européias e orientais,
vém crescendo em importancia nos ultimos anos, ja que o seu cultivo possibilita reciclar

economicamente certos residuos agricolas e agro-industriais. Sob o ponto de vista
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nutricional, considerando o elevado conteudo protéico dos cogumelos comestiveis, seu
cultivo tem sido apontado como uma alternativa para incrementar a oferta de proteinas
as populacdes de paises em desenvolvimento e com alto indice de desnutricdo. A
cultura é considerada uma atividade de meio ambiente protegido e tem mostrado um
notavel incremento em diversos paises.

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 exoticos 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

producéo e comercializacéo esta em escala muito inferior ao do primeiro. 3

1.2 PRODUCAO

A produgédo comercial de cogumelos no mundo aumentou mais de 2.000% nas
tltimas décadas, passando de 350.000 toneladas, em 1965, para aproximadamente 7,5
milhdes de toneladas em 2000. A maior parte deste aumento ocorreu nos ultimos 15
anos. A maior producdo € da espécie Agaricus bisporus (champignon), cuja producéo,
no ano de 1979, equivalia a 70% da producdo mundial; atualmente corresponde a 32%

(Tabela 1). #3
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Tabela 1. Producdo mundial de cogumelos comestiveis cultivados, em 1986 e em 1997.

Cogumelo fresco (x107 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 COMPOSICAO

Cogumelos tém sido classificados como alimentos altamente nutritivos e

saborosos. * S&o considerados excelente fonte de proteinas digeriveis cujo contetido é

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

2).
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Tabela 2. Composicdo do shiitake por 100g do cogumelo fresco.

Descricéo Quantidade
Calorias 55kcal
Proteinas 1,55¢g
Carboidratos 14,3¢g
Acido pantoténico 3,5mg
Vitamina C 0,3mg
Célcio 3mg
Gordura 0,219¢g
Fibras 49
Cobre 0,897mg
Ferro 0,44mg
Niacina 1,5mg
Magnésio 14mg
Fosforo 29mg
Vitamina B6 0,158mg
Folacina 20,6mg

O teor de proteina pode variar de 10-40% do peso seco. Cogumelos contém os
aminoacidos essenciais, cistina e metionina.*> Cogumelos frescos contém
aproximadamente 3-21% de carboidratos e 3-35% de fibra em relacdo ao peso seco.
Tém um baixo valor cal6rico, pois boa parte dos carboidratos presentes no cogumelo

consiste de fibras dietéticas que ndo sao facilmente digeridas pelo organismo. Contém
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varios minerais, incluindo quantidade consideravel de fésforo e potassio, e baixa
quantidade de ferro e calcio. Cogumelos sdo também excelente fonte de vitaminas,
especialmente tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina, biotina e acido ascorbico (vitamina
C). Todas as principais classes de lipidios sédo encontradas, incluindo-se acidos graxos
livres, mono-, di- e triglicerideos, esterol e fosfolipidios, porém, os teores s&o

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

1.4 SHIITAKE

Figura 1. Cogumelos shiitake.

Lentinula edodes € um fungo decompositor primério, isto €, decompde tecidos
vegetais intactos que ainda ndo sofreram prévia decomposicdo por outros
microorganismos. Popularmente conhecido no Brasil como shiitake (Figura 1), também

€ chamado de Cogumelo Preto, Hua Gu, Pyogo, Cogumelo Japonés da floresta, Siang
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Gu (cogumelo perfumado). O seu cultivo foi iniciado na China ha aproximadamente 900
anos. > Atualmente, existem dois métodos para a cultura de shiitake: o tradicional, em
toras de madeira; e 0 método de producao intensiva. O primeiro origina uma producao
mais ou menos sazonal, e o segundo, tendo como base substratos constituidos a base
de serragem enriquecida com outros materiais, permite produ¢des ao longo de todo
ano. &’

Este cogumelo tem sido consumido no Japao e na China por centenas de anos
como alimento e como medicamento. Possui um sabor exético, sendo ingrediente
principal em muitas refeicdes de paises orientais e, mais recentemente, no ocidente. E

indiscutivelmente o principal cogumelo universal que pode ser utilizado tanto como

alimento nutritivo quanto como um medicamento eficaz.

Tabela 3. Producéo estimada de shiitake em alguns paises, em 1997. 2

Producéao
Pais Tonelada (x107) %
China 1.397,0 89.3
Japéo 115,3 7.4
Resto da Asia 47,4 3.0
Ameérica do Norte 3,6 0.3
Ameérica Latina 0,3 -
Unido 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 milhdes de toneladas, ou seja, aproximadamente 89,3% da
producéo mundial (Tabela 3).

Os cultivos de shiitake no Brasil, na sua maioria, sdo feitos em pequenas
propriedades e de maneira rudimentar, utilizando-se instalac6es j4 existentes ou
adaptadas. O Estado de Sao 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 mutirdo. 3

A classificacdo? sistemética desse fungo pode ser assim especificada:

Reino: Fungi

Divisdo: Eumycota

Sub-divisdo: Basidiomycota

Classe: Hymenomycetes

Sub-classe: Holobasidiomycetidae

Ordem: Agaricales

Familia: Tricolomataceae

Género: Lentinula

Espécie: edodes

Muitos beneficios a salde tém sido atribuidos ao cogumelo shiitake e a compostos
dele isolados. Por enquanto, os trabalhos estdo sendo voltados para descrever as
propriedades imunologicas e antitumoral de polissacarideos de alto peso molecular,
porém, esse cogumelo também oferece um grande numero de importantes

propriedades terapéuticas tais como anti-hipertensiva, antiinflamatéria, antidiabética,
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antiviral e antimicrobial. °'° Existem substanciais evidéncias que o consumo do
cogumelo shiitake reduz o colesterol. ***2 O composto primario no shiitake responsavel
pelo abaixamento do colesterol é a eritadenina (Figura 2), um metabdlito secundario
com caracteristicas estruturais similares as da adenina. Eritadenina diminui o colesterol

pela aceleracéo do seu metabolismo no figado.****

HO————H

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

1.5 POLISSACARIDEOS

Um dos principais grupos de compostos encontrados em cogumelos sao os
carboidratos de alto peso molecular, denominados polissacarideos. Tém funcéo
estrutural, ou de reserva, ou, ainda, sdo substancias de prote¢cdo. Apresentam uma alta
capacidade para carregar informacdes biolégicas visto que tém um 6timo potencial para
variabilidade estrutural. Os aminoacidos, nas proteinas, e os nucleotideos, nos acidos
nucléicos, podem se ligar somente por um modo, ao contrario das unidades de
monossacarideos, nos polissacarideos, que podem se ligar em varios pontos para

formar uma ampla variedade de estruturas. Como consequéncia, este enorme potencial
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de variabilidade na estrutura |hes permite a flexibilidade necessaria para o correto
mecanismo regulador de vérias interacdes entre células em organismos superiores

como no caso dos humanos. *°

1.5.1 NOMENCLATURA

Para poder entender a nomenclatura e a composicdo dos polissacarideos, é
necessario conhecer as caracteristicas dos monémeros que, neste caso, Sao 0S
monossacarideos. Os principais monossacarideos encontrados nos polissacarideos
extraidos de cogumelos sédo a D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose e o acido D-
glucurénico. Esses acucares levam a nomenclatura D quando o grupo hidroxi ligado ao
centro de quiralidade de maior numeracao for representado a direita pela projecédo de
Fisher (Figura 3). A estrutura ciclica desse composto € formada pela reacdo do grupo
OH ligado ao carbono C-5 com a carbonila do carbono C-1, para formar um anel de seis
atomos denominado de piranose. O novo centro de quiralidade gerado € denominado
carbono anomérico (C-1). Os dois estereocisdbmeros sdo denominados como anémeros,
designados o e B de acordo com a relagdo configuracional entre o centro anomerico e
um atomo anomeérico especifico como referéncia. No caso da glicose, as duas formas

resultantes sdo a a-D-glicopiranose e a -D-glicopiranose (Esquema 1).
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H 0O
\(‘//
1
H—7—OH
HO —7—H
H—7—OH
H—Tg—OH
6CH ,OH
D-glicose
H OH 4 OH

Ligagdo O-glicosidica
Figura 3. Estrutura da D-glicose, cadeia aberta, a- e B-D-glicopiranoses, cadeias
fechadas, e do dimero com ligag&o glicosidica em posicdo 1—3.

Esses monbmeros ciclicos unem-se por meio de ligacdes O-glicosidicas. Essas
ligacdes podem ser do tipo 1—3, quando o carbono 1 (C1) de um mondmero liga-se ao
carbono 3 (C3) do monbémero seguinte; 1—»4 , quando o C1 de um mondmero liga-se ao
C4 do outro; e 156, quando o C1 de um mondmero liga-se ao C6 do mondmero
seguinte. Na maior parte das vezes, observa-se uma cadeia principal com ligacdes
glicosidicas B-(1—»3) ou B-(1—4), ou misturadas p-(1—-3) e B-(1—»4), com cadeias

laterais (ramificacdes) B-(1—6).
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Os polissacarideos podem consistir em pequeno ou em grande numero de
unidades de monossacarideos, e sua estrutura pode ser linear, ramificada ou,
ocasionalmente, ciclica. Podem ser classificados como homopolissacarideos, formados
por um Unico tipo de monossacarideo. As glucanas, por exemplo, contém
exclusivamente moléculas de D-glucopiranose. Alternativamente, podem ser
heteropolissacarideos, contendo dois ou mais aglUcares na cadeia. Outra espécie
importante sdo os polissacarideos-peptideos ou glicoproteinas, que sdo cadeias de
polipeptideos ou pequenas proteinas, as quais ligam-se estavelmente cadeias de B-D-
glucanas. Adicionalmente, varios substituintes como grupos acil, aminoacidos, ou
residuos inorganicos podem ser adicionados®’.

Em solucéo, apresentam diferentes conformacfes da cadeia, podendo variar de
simples-hélice, dupla-hélice, tripla-hélice, aleatéria e agregados*®*®.

Existe uma grande variedade de polissacarideos extraidos de cogumelos; alguns

exemplos sédo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Glucanas e respectivas espécies de origem?®.

Glucanas Espécie

a-(1—4)-; B-(1—6)-Glucana  Agaricus brasiliensis (blazei)

B-(1—-6)-; B-(1—3)-Glucana Grifola frondosa
Galactoxiloglucana Hericium erinaceus
Manogalactoglucana Pleurotus pulmonarius
Galactomanoglucana Flammulina velutipes
a-(1—3)-Glucana Amanita muscaria
Xiloglucana Polyporus confluens

1.5.2 BETA GLUCANAS

Uma B-D-glucana béasica é composta por uma estrutura repetida, com moléculas
de D-glicose ligadas em uma cadeia linear por ligagbes glicosidicas beta (). Esses
polissacarideos sdo sintetizados (biossintese) por plantas, fungos, algumas algas e
bactérias, principalmente, como material estrutural e de armazenagem. O nome B-D-
glucana é de fato um nome genérico, pois a nomenclatura muda dependendo da
posicdo em que as moléculas de glicose unem-se ao longo da cadeia. Dependendo da
21

origem, esses polissacarideos sao conhecidos por nomes comuns, como, Curdlan,

Paramilon, ?* Pachiman, ? Lentinan, Cotriosphaeran, ?® Laminaram, >* KS-2. ?* Dentre as
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principais B-glucanas, destacam-se o Scleroglucan, #* Schizophillan®® e o Krestin
(Tabela 5). '

Scleroglucan® foi inicialmente relatado por Halleck, que o caracterizou como um
polissacarideo extracelular secretado pelo fungo Sclerotium glucanicum. Esse é um
homopolissacarideo neutro de glicose com cadeia principal B-D-(1—-3) com uma
ramificacdo pB-D-(1—6), a cada trés unidades do agucar, na cadeia principal. Tem peso
molecular que varia de 5-12 x 10° Daltons e estrutura de tripla hélice linear, em agua.

O schizophillan, % obtido a partir do fungo Schizophyllum commune, é de longe a
glucana mais estudada. De estrutura idéntica ao scleroclugan, este polissacarideo foi
utilizado como um polimero aditivo na recuperagédo de Oleo, e, atualmente, devido as
suas propriedades imunoestimulantes é largamente utilizado pela indUstria
farmacéutica.

Krestin?’ ou PSK é isolado do fungo Trametes versicolor e é constituido de
aproximadamente 62% de polissacarideo e 38% de proteina. A glucana consiste de
uma cadeia principal p-D-(1—»4) e cadeia lateral p-D-(1—»3), com ramificacbes B-D-
(1—»6) que sédo ligadas aos polipeptideos através de ligacbes O-N-glicosidicas. A
porcdo polipeptidica é rica em acido aspartico e glutamico, e tem peso molecular entre

94.000 e 100.000 Daltons.



Tabela 5. B-glucanas exploradas comercialmente no Japéo.

Krestin Lentinan Schizophillan
Empresa Sankyo, Kureha Ajinomoto, Taito, Kaken
Yamanouchi,
Morishita
Data de maio 1977 dezembro 1985 abril 1986
Comercializacéo
Fungo de origem  Trametes versicolor Lentinus edodes Schizopyllum
Commune
Polissacarideo B-glucana-proteina B-glucana B-glucana
Massa Molecular 100.000 500.000 450.000
Cancer tratado  Cancer do aparelho Céancer do Cancer cervical
digestivo e pulméao Estomago

28

Diferentes aproximacdes para o aperfeicoamento da atividade antitumoral das f-

glucanas por meio de modificacdo quimica tém sido descritas na literatura®. Os mais

satisfatorios esquemas para o aperfeicoamento quimico dos polissacarideos foram

desenvolvidos para os cogumelos Ganoderma

lucidum, Grifola frondosa e

Leucopaxillus giganteus. Esses esquemas incluem dois procedimentos principais:

modificacéo dos polissacarideos por degradacdo de Smith?® e ativacdo por formdlise. ®
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Carboximetilacdo € um outro método quimico usado para transformar B-glucanas.
Glucanas carboximetiladas do cogumelo Pleurotus ostreatus (pleuran) exibem efeitos
imunomodulatérios, especialmente aumentando a atividade fagocitica. "

Outra modificagdo importante € a sulfatagdo de p-(1—>3)-glucanas. O
Schizophillan, quando sulfatado, pode ser usado como um agente anti-HIV para o

tratamento de hemofilicos infectados com o virus da AIDS. ?

1.5.3 CORRELACAO ESTRUTURA E ATIVIDADE ANTITUMOR DOS

POLISSACARIDEOS DE COGUMELOS

Polissacarideos com acdo antitumoral diferem consideravelmente em sua
composicdo quimica e configuracdo, e também em suas propriedades fisicas. Uma
ampla classe desses compostos apresenta atividade antitumoral, estendendo-se dos
homopolimeros até os altamente complexos heteropolimeros. *°

Diferencas na atividade podem ser correlacionadas com a solubilidade em &gua,
tamanho das moléculas, taxa de ramificacdo e conformacdo. Ainda que seja dificil
correlacionar a estrutura com a atividade antitumoral dos polissacarideos, algumas
relacdes podem ser inferidas. 2°

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

B-(1—>3) e pontos de ramificacdo B-(1—6) apresentam forte acdo antitumoral. -

Glucanas contendo principalmente ligagdes 1—6 tém menor atividade. ® Glucanas de
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alta massa molar parecem ser mais efetivas do que aquelas de baixa massa molar. *
Sasaki*! estudou a atividade antitumoral do Lentinan e de suas fragdes hidrolisadas na
inibicdo do crescimento de um tumor conhecido como Sarcoma-180. O Lentinan de
massa molar 1.000.000 g.mol™* reduziu em 84% o crescimento do tumor, enquanto uma
fracdo de baixa massa molar (16.200 g.mol™) reduziu em 58%.

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

por investigacdo do Schizophillan, *

que foi fundamental para sua atividade
imunoestimulante. Quando o Lentinan foi desnaturado com dimetil sulfoxido, uréia ou
hidroxido de sédio, a estrutura terciaria foi perdida enquanto a estrutura primaria nao foi
afetada; entretanto, as propriedades de inibicdo tumoral foram perdidas com a

progressiva desnaturacdo. >3

Uma série de outras atividades bioldgicas e
imunofarmacoldgicas descritas para p-(1—»3)-D-glucanas sdo dependentes da

conformacao de tripla hélice. ®

1.6 LENTINAN

Lentinan, composto extraido da parede celular de cogumelos shiitake, € um
polissacarideo que possui alta massa molar (1.000.000 g.mol™) contento somente
moléculas de D-glucopiranose com ligacdes B-(1—3) na cadeia principal, e cadeia

lateral com ligaces B-(1—6) (Figura 4). *>% O Lentinan ndo possui proteinas ligadas
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em sua estrutura, além de ser completamente livre de nitrogénio, fésforo e enxofre. *

Lentinan é solGvel em &gua, estavel ao calor, estavel frente a acidos e bases fracas. *°

Figura 4. Estrutura do Lentinan.

No Japdo, 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 solugao
aguosa encontra-se em uma conformacdo de tripla hélice, enquanto que em
dimetilsulféxido (DMSO) a conformac&o é aleatéria. 3%’

A transicdo de conformacdo do Lentinan em solucbes aquosas de NaOH foi

estudada por microscopia de forca atdmica (AFM), viscosidade, espalhamento de luz e

rotacdo otica. Os resultados revelaram que o Lentinan existe como uma cadeia de tripla



32

hélice a concentracbes menores que 0,05M e com conformacdo aleatéria em
concentracdes maiores que 0,08M de NaOH. *®

Mizuno e colaboradores utilizaram o método ELISA®* para quantificar o Lentinan
em extratos do cogumelo shiitake (Figura 5). A quantidade encontrada foi de 1,5mg por
grama do cogumelo fresco. *°

Recentes estudos demonstraram que a concentracdo de Lentinan no shiitake
diminui com o armazenamento do cogumelo a 20°C por sete dias; contudo, a
concentracdo nao decresce quando o cogumelo € armazenado a baixas temperaturas

(1-5°C). Este decréscimo na concentracdo é atribuido & degradacédo do polissacarideo

40,41

pela atividade interna da enzima B-glucanase.

Figura 5. Produtos comerciais contendo Lentinan, no Japéo.

1.6.1 ATIVIDADE DO LENTINAN

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

hepatite crénica e hepatite B viral. Em adi¢do, o Lentinan mostrou atividade antiviral em
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camundongos contra virus como o VSV (Vesicular stomatitis virus), o virus da
encefalite, e estimulou resisténcia nao-especifica contra infecgdes virais respiratérias. ®

E efetivo contra o virus da AIDS pela inibicdo da replicacéo viral e fuséo celular. *?
A azidotimidina (AZT), ou seja, 3-azido-3’-deoxitimidina, em combinacdo com o
Lentinam, suprimiu a expressao superficial do HIV sobre células-T em maior
intensidade do que usada sozinha. **

Existe um grande numero de artigos relatando os efeitos anticancerigenos 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 regressao total do tumor. Além disso, o polissacarideo néo é
toxico. *

O Lentinan tem atividade antitumoral indireta sobre células tumorais, ou seja, atua
como potenciador do sistema imunolégico, estimulando macrofagos, mondcitos, e
células NK, que possuem citotoxicidade especifica em células tumorais, e também
contra outros agressores como virus e bactérias. *°

O Lentinan também estimulou a atividade de outras células do sistema
imunologico, como linfécitos T, T citotdxicas, e linfécitos B, em pacientes com cancer

géstrico, imunodeprimidos, que realizavam tratamento quimioterapico. *
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1.7 TECNICAS DE EXTRACAO E ANALISE ESTRUTURAL

1.7.1 EXTRACAO

Desde que se descobriu, na década de 1960, que o principio ativo responsavel
pela atividade antimunoestimuladora da levedura Saccharomyces cerevisiae é uma
glucana presente na parede celular, muitos processos para o isolamento e purificacéo
de polissacarideos foram desenvolvidos. ** A maioria desses processos utiliza agua,
solucéo alcalina ou acida.

Mizuno® realizou a extracdo de polissacarideos de 13 espécies de cogumelos
utilizando agua quente, solucdes de oxalato de amoénia 1% e hidroxido de sédio 5%. A
purificacado foi feita pela combinacdo de técnicas, incluindo precipitacdo fracionada com
etanol, precipitacdo com solucdo acida, cromatografia de troca ibnica, filtracdo em gel e
cromatografia de afinidade.

Freimund* desenvolveu uma metodologia para extracdo de uma glucana linear,
com cadeia principal B-(1—-3) da levedura Saccharomyces cerevisiae combinando
extracdo com agua quente e solventes organicos com tratamento enzimatico. Além da
glucana, obtida com alto teor de pureza, foi obtido também um complexo manoproteina
como subproduto.

Existem duas metodologias principais para extracdo de Lentinan de cogumelos
shiitake. Primeiramente, CHIHARA, 3¢ em 1970, desenvolveu um método a partir da
extracdo com agua, por 16h a 100°C, seguida de sucessivas precipitacdes com etanol,

com o surfactante hidroxido de cetiltetrametilaménio (CTA-OH), com &cido acético e,
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por fim, desproteinizacdo pelo método de Sevag. *® Foram obtidos 4mg de Lentinan,
com 99,23% de pureza, para cada 100g do cogumelo fresco.

Yap, ** 30 anos depois, desenvolveu uma metodologia muito mais simples, sem
0 uso de reagentes, baseada na extracdo com agua quente, precipitacdo com etanol e
liofilizacdo 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 CARACTERIZACAO ESTRUTUTAL

Para a completa elucidacdo da estrutura molecular de um polissacarideo, as
principais caracteristicas estruturais a serem determinadas séo: tipo de
monossacarideo, nimero de residuos por molécula ou grau de polimerizacdo (DP),
posicado da ligacdo glicosidica entre os residuos, seqiéncia dos monossacarideos na
cadeia e configuracdo anomérica da ligaco glicosidica. *"*®
Dentre as técnicas analiticas utilizadas comumente para a caracterizacdo de

polissacarideos destacam-se a ressonancia magnética nuclear, a espectrometria de

infravermelho, o espalhamento de luz e a viscosidade.
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1.7.2.1 VISCOSIDADE

A viscosimetria pode fornecer informagdes importantes a respeito da morfologia da
particula hidrodindmica, refletindo a contribuicdo do soluto para a viscosidade do
solvente. *° A simplicidade desta técnica permite sua ampla utilizacdo na caracterizacéo
de macromoléculas.

A viscosidade de um fluido é a medida de sua resisténcia ao escoamento quando
uma forca de cisalhamento € aplicada. Em um viscosimetro rotacional, a viscosidade [n]
€ a derivada do gréfico da forca de cisalhamento por unidade de érea entre dois planos
paralelos de liquido em movimento relativo (tensdo de cisalhamento, t) versus o
gradiente de velocidade dv/dx (taxa de cisalhamento, y) entre os planos, *° onde:

dt _ F/A
dy dv/dx

n= Pa.s (pascal segundo) (1)

A partir dessas medidas fisicas sdo determinados varios parametros:

» Viscosidade relativa (n,): parametro adimensional

n= 2)

= Viscosidade especifica (nesp): parametro adimensional

Mesp =Mr- 1 (3)

» Viscosidade reduzida (nreq): tem como unidade o inverso da concentracao

Nred = n ce;sp 4)



37

A solucdo de um polimero pode ser dividida em trés regimes de concentracdo. Em
um regime diluido, as cadeias do polimero estdo separadas e isoladas uma das outras.
Com o aumento da concentracéo, as cadeias comecam a se sobrepor e a entrelacar-se,

e, finalmente, sdo empacotadas em solucées mais concentradas. *>** Uma mudanca na

inclinacdo do grafico da viscosidade reduzida pela concentracdo do polimero (% VS.

C), indo de um regime diluido para um regime semidiluido, ocorre em torno da
concentracdo de sobreposicdo. A concentracdo de sobreposicdo (C*), ou concentracdo
critica, € inversamente proporcional ao efetivo volume ocupado pela macromolécula em
solucdo. Zhang>® determinou a concentracdo de sobreposicdo para a o-(1—3)-D-
glucana extraida do Lentinula edodes. A C* encontrada para a amostra L-FV-lIl em

solucdo aquosa de NaOH 0,5M foi 1,2 x 103g/cm?.

1.7.2.2 ESPALHAMENTO DE LUZ

O espalhamento de luz (LS) € um fendbmeno que relaciona varias técnicas
experimentais e tem sido largamente empregado na analise de inUmeros sistemas nos
ultimos anos. Em face do seu constante desenvolvimento, o espalhamento de luz se
estabeleceu como uma valiosa ferramenta para o estudo da dindmica e da estrutura de
macromoléculas, especialmente em sistemas poliméricos. A técnica permite medir

dimensées entre 1 A e 1um, que cobrem uma grande faixa de massa molar (20.000 até

véarios milhdes), além de ndo necessitar de padrdes de calibracdo. *°
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1.7.2.3 ESPALHAMENTO DE LUZ ESTATICO

Nos experimentos de espalhamento de luz estatico (SLS), considera-se apenas a
intensidade média da luz espalhada em uma direcao, sem levar em conta as flutuagbes
ou distribuicées da freqiiéncia da luz. *°

E um dos métodos mais utilizados para a caracterizagdo de polimeros.
Conhecendo-se o incremento do indice de refracdo (dn/dc) do sistema polimérico-
solvente, o método é capaz de relacionar em um Unico experimento, por meio da
equacdo de Zimm (equacdo 5), a massa molar média ponderada (Mw) e o0 segundo
coeficiente virial (Az), com a intensidade de luz espalhada em diferentes angulos de
espalhamento e em varias concentracdes para uma dada amostra. *>** Se o raio do
polimero apresentar-se maior que A/20, A € 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 trés parametros fundamentais descrevem a cadeia em detalhes; ademais,
medidas concomitantes ndo sdo possiveis com qualquer outro método de

caracterizagao.

KC_1 [, 16ng
Re Mw g

<R§>sen2ﬂ + 2AC (5)

Aplica-se 0 método tracando-se o grafico de Zimm, conforme Figura 6, que é um

grafico de KC/R, versus sen® (0 /2) + k . C, sendo K a constante de contraste 6tico, Rg
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a razdo de Rayleigh, dada pela relacdo entre o excesso de luz espalhada e a
intensidade da radiacdo incidente no sistema, e k uma constante arbitraria utilizada
para a separacdo grafica das curvas de espalhamento individuais. > A intensidade de
luz espalhada por uma série de solugcdes de diferentes concentragdes de soluto (C) &
medida em diferentes angulos de espalhamento (0).

A extrapolacdo das curvas das diferentes concentracfes para angulo zero permite
a obtencdo de Mw e A, ao passo que a extrapolacéo das curvas dos diferentes angulos

para concentrac&o zero permite a obtencdo de Mw e Ry. >

1.6x10°

1.4x10°

1.2x10°

1.0x10°

(Kc/R,)"™1g"mol™

8.0x10” - S + -
0.0 0.4 08 1.2 16 20

sin’(@/2) + 4190 ¢

Figura 6. Representacdo de um grafico de Zimm.
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1.7.2.4 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A espectroscopia de RMN é utilizada como uma técnica ndo-destrutiva para a
determinacgédo da estrutura de polissacarideos.

A anélise de RMN de carbono (RMN-*C) n&o fornece apenas informacdes sobre a
configuragcdo anomérica ou sobre a presenca de ramificacdes na cadeia, mas também
fornece informacdes sobre o mondmero da cadeia, sua sequéncia, e a conformacao
completa da molécula. *"*° A espectroscopia de RMN-"*C também é (til para verificar o
grau de pureza das extracdes de polissacarideos.

A caracterizacdo de polissacarideos por RMN-'3C pode ser exemplificada pela
Figura 7, que mostra o espectro caracteristico de uma glucana sintetizada in vitro, de
cadeia linear com ligagcbes glicosidicas do tipo B-(1—3). O espectro apresenta 0s

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

103.1
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Figura 7. Espectro de *C de uma B-(1—3)-D-glucana sintetizada in vitro, 75,5 MHz,
295K, em DMSO-d6. **
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O espectro de RMN-'H fornece poucas informacdes estruturais, devido a
dificuldade de separacdo dos sinais de hidrogénio obtidos para moléculas de

polissacarideos.

2. JUSTIFICATIVAS

O plano de trabalho desenvolvido no periodo de fevereiro de 2003 a agosto de
2005 tratou de uma nova linha de pesquisa implantada no Grupo de Catélise e
Mecanismos de Reag¢fes Organicas do Departamento de Quimica da UFSC.

Como mostrado acima, os cogumelos shiitake vém despertando interesse
comerciial também no mercado brasileiro, devido as suas propriedades nutritivas e
terapéuticas. O Lentinan, principio ativo desses cogumelos, nunca foi isolado e
caracterizado em cogumelos produzidos no Brasil. Sempre que se faz referéncias as
propriedades do shiitake, essas estdo baseadas na literatura internacional. Dai a
necessidade de se proceder um estudo detalhado qualitativo e quantitativo desse
constituinte do shiitake produzido em territério nacional, mais especificamente, em
Santa Catarina. Além disso, ha que se destacar que cogumelos shiitake provenientes
de diferentes regides apresentam diferencas em sua composi¢do, 0 que justifica a

prospeccao e a caracterizacdo 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

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

Catarina. Para a caracterizacdo estrutural serdo utilizadas técnicas de analise por RMN,

IV, espalhamento de luz e hidrélise acida.

b)

d)

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair o polissacarideo Lentinan por duas metodologias diferentes existentes na
literatura — adaptando-as na medida do possivel — e determinar
experimentalmente a melhor delas.

Caracterizar a cadeia principal e as ramificacées do polissacarideo por RMN-*C.
Determinar a configuracéo da ligacao glicosidica por IV.

Determinar a massa molar e a conformacdo do polissacarideo por meio da

técnica de espalhamento de luz.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados no processo de extracdo do polissacarideo foram os

seguintes:

balanca Precisa XB 120-A;

banho termostatizado Microquimica MQBTZ99-20;

liofilizador Edwards, modelo MICRO MODULYO;

centrifuga Du Pont, SORVALL RT6000B.

4.2 EXTRACAO PELO METODO DE YAP*

A metodologia inicial empregada na extracdo do Lentinan foi a desenvolvida por
Yap, *® com modificacdes.

Em um baldo de 2L foram refluxados, por 24h, 100g do chapéu de cogumelo
shiitake fresco, homogeneizados em um liquidificador com 600mL de agua destilada.
Apbs o téermino do refluxo, a solucéo foi filtrada e concentrada por evaporacdo da agua
a um volume de 300mL. A solucio restante adicionou-se igual volume de etanol
absoluto, filtrando-se o precipitado gelatinoso formado. O precipitado foi dissolvido em
100mL de &gua a 80°C, sob agitacdo, e centrifugado a fim de se retirar matrizes

insoltveis. A solucao foi entéo liofilizada. Esse processo de solubilizacéo, precipitacéo
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com etanol e liofilizagdo foi repetido por mais duas vezes. Por fim, a amostra foi

dissolvida em solucdo 1,0mol.L™ de NaOH e dialisada em agua por trés dias e, em

seguida, novamente liofilizada. Foram obtidos 0,115g do polissacarideo,

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

100g Lentinula edodes (shiitake fresco)

\

Homogeneizagdo com agua destilada

Extragcdo com agua a quente(100°)

\J U
Sobrenadante Precipitado

Concentracdo por evaporacdo de dgua

Precipitacdo com etanol 50%

I
Y
Sobrenadante Precipitado

\

Solubilizacdo em agua a 80°C

Centrifufgacéo

Liofilizagcao

Solubilizacdo em agua a 80°C

\

Dialise (3 dias)

Liofilizacado

\

LENTINAN (115,0mg)
Figura 8. Fluxograma da metodologia de Yap. *

Trés vezes

com
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4.3 EXTRACAO PELO METODO DE CHIAHARA®

Em um baldo de 2L foram refluxados, por 24h, 100g do chapéu de cogumelo
shiitake fresco homogeneizados em um liquidificador com 600mL de agua destilada.
Ap6s o término do refluxo, a solugédo foi filtrada e concentrada por evaporacdo da agua
a um volume de 300mL. A solugio restante adicionou-se igual volume de etanol
absoluto e filtrou-se o precipitado gelatinoso formado. O precipitado obtido foi dissolvido
em 100mL de agua a 80°C, sob agitacdo. Centrifugou-se a solucdo para retirada de
impurezas sélidas, e foram adicionados 50mL de solucdo 0,2mol.L™ de CTA-OH.
Filtrou-se o precipitado formado, ao qual foram adicionados, sob agitacdo, durante 30
min, 20mL de acido 20%. Filtrou-se novamente a solucdo, adicionando-se, sob
agitacdo, 20mL de acido acético 50%, num periodo de 10min. O filtrado foi dissolvido
em 30mL de NaOH 6%. Centrifugou-se a solucdo, adicionando-se, em seguida, 45mL
de etanol ao sobrenadante. Obteve-se um precipitado em forma de p6 branco, que foi
fitrado em membrana de nylon. Possiveis residuos de proteina na amostra foram
retirados pelo método de Sevag, lavando-se o precipitado com solucdo 4:1 de
cloroférmio:butanol, e, posteriormente, com metanol seguido de éter. A amostra foi
dialisada em agua, por trés dias, com posterior liofilizacdo. A massa do polissacarideo

obtida foi de 0,061g, rendimento de 0,061% em relacdo ao cogumelo fresco.
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100g Lentinula edodes (shiitake fresco)

Homogeneizagcdo com agua destilada

E xtracdao com adgua quente (100°C)

\

Concentragao por evaporacao de agua

Precipitacdo com etanol 50%

l
v
Sobrenadante Precipitado

\

Solubilizagao em agua a 80°C

Precipitagdo com CTA-OH 0,2M
Lavagem do precipitado com &cido acético 20%

Lavagem do precipitado com acido acético 50%
Solubilizacdo do precipitado em NaOH 6%
Precipitacdo com 50% de etanol

Dialise (3 dias)

v

Liofilizagcé&o

v

LENTINAN (61,0mg)
Figura 9. Fluxograma da metodologia de Chihara. *

4.4 HIDROLISE TOTAL

A uma amostra de 20mg do polissacarideo foram adicionados 5mL de uma
solucdo 2mol.L™* de H,SO,. A mistura foi posta em um tubo kimax selado e colocado em

um banho de 6leo, a 100°C, por 6 horas. Ao término, neutralizou-se o sobrenadante

com BaCOj3; e centrifugou-se a solucéo.
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4.4.1 ANALISE DO HIDROLISADO POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

(CCD)

As solucdes hidrolisadas foram analisadas por cromatografia de camada delgada,
utilizando-se silica gel G 60 como fase estacionaria e, como fase movel, uma solugéo
de isopropanol:acetato de etila:nitroetano:acido acético:agua hnha proporcao
45:25:10:1:19. O revelador utilizado foi uma solu¢cdo de anisaldeido:acido sulfurico,
tendo-se aquecido a placa para revelar as manchas. Como padrao utilizou-se glicose
(Rf. 0,39), manose (Rf. 0,45), xilose (Rf. 0,45), galactose (0,44) e acido glucurénico

(0,12).

4.4.2 ANALISE DO HIDROLISADO POR HPLC

A andlise da solugédo hidrolisada por HPLC foi feita em um cromatografo
Shimadzu, modelo LC-10AD, em uma coluna Supelcogel C-610H (30cm x 7,9mm ¢). O
solvente utilizado foi uma solucdo de H3zPO4 0 1%, com fluxo de 0,5mL/min. Usou-se

um refratdbmetro modelo RID-10A a uma temperatura de 25°C.
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451V

As anadlises de Infravermelho foram realizadas em um espectrobmetro ABD,
BOMEM INC., Modelo FTLA 2000. Os espectros foram feitos em pastilha de KBr, com
cerca de 3,0mg de amostra.

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

4.6 RMN

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN '°C) das
amostras obtidas pelos métodos de Chihara e de Yap foram realizados em um
equipamento Varian, modelo Mercury Plus , 400MHz, a 25°C, em um tubo de 5mm. O
pulso utilizado foi de 45° com um tempo de relaxacéo de 1,3s. O tempo de aquisi¢ao foi
de 14h38min, equivalendo a 40.524 aquisicbes. As amostras foram preparadas com
uma concentragdo de 12mg/mL, em DMSO-d6.

A anélise quantitativa dos espectros de RMN **C foi realizada alterando-se o pulso
para 90° e o tempo de relaxacdo para 10s. O tempo de aquisi¢cdo foi de 54h, o que

equivale a 19.440 aquisicoes.
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4.7 VISCOSIDADE

O comportamento e as propriedades reologicas das solu¢des aquosas de NaOH
do Lentinan, item 4.7.1, foram determinados, a 25°C, com um Redmetro Brookfield
LVDV-IIICP, do tipo cone-prato, utilizando-se um cone CP-40 (volume da amostra de
0,5mL; angulo do cone de 0,8° e diametro do cone de 24mm). O rebmetro estava
equipado com banho termostatizado para controle da temperatura, acoplado a

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

4.7.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Para verificar a mudanca na conformacgédo do polissacarideo, foram preparadas
solugdes aquosas de NaOH nas concentragdes 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 55,0; 60,0; 65,0;
70,0; 80,0; 90,0 e 100,0mmol.L™* de NaOH, sendo a concentracéo do Lentinan em cada
solugéo de 1,0mg/mL.

A concentracdo de sobreposicao foi determinada analisando-se solugcfes aquosas
de NaOH 20mmol.L™?, contendo as seguintes concentracdes 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 Espectrometro da
Brookhaven Instruments, utilizando-se uma fonte de luz laser He-Ne, 35mW, Spectra
Physics (modelo 127), com A,=632,8nm, nos seguintes angulos: 30°, 35°, 40°, 45°, 50°,
55°, 60°, 65°, 70°, 75°, 80°, 85°, 90°, 95°, 100°, 110°, 120°, 130°, 140°. As amostras,
preparadas segundo o item 4.8.1, foram centradas em uma cuba 6tica, termostatizada
por um banho de agua, contendo decalina, Os dados coletados no espalhamento de luz
estatico foram tratados no software BI-ZP, versdo 4.0. As coletas foram realizadas a
uma temperatura de 25°C. Usou-se o tolueno como liquido de referéncia para

calibracdo do aparelho.

4.8.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As solucdes foram preparadas com quatro concentracdes de NaOH: 20mmol.L™,
60mmol.L™", 100mmol.L™ e 500mmol.L™*. Para cada solucdo de NaOH, variou-se a
concentracdo do Lentinan de 0,025mg/L, 0,05mg/L, 0,1mg/L, 0,2mg/L e 0,3mg/L. A
filtracdo foi feita utilizando-se filtros Millipore de éster de celulose, porosidade 1,0um e

13mm de didmetro. Cada solucao foi centrifugada por 2h a 4.000rpm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO

O principal objetivo do isolamento de um polissacarideo — como, alias, de qualquer
outro tipo de macromolécula — é obter um material com um alto rendimento e
guimicamente puro. A metodologia a ser escolhida deve isolar o composto sem
degradéa-lo e garantir que a amostra esteja livre de material contaminante, como lipidios,
proteinas, acidos nucléicos, ou de outro polissacarideo com cadeia polimérica
semelhante.

Como mencionado anteriormente, os dois principais métodos de extracdo do
Lentinan de cogumelos shiitake s&o os desenvolvidos por Chihara® e Yap*®. Em ambos
os métodos, o fracionamento baseia-se na diferenca de solubilidade dos
polissacarideos extraidos em fase aquosa, ou seja, o fracionamento €& feito por
precipitacdes seletivas, sem o0 uso de procedimentos cromatograficos. Neste trabalho,
foram reproduzidos esses dois métodos, com o intuito de compara-los quanto a pureza
do isolado, ao rendimento e ao tempo de extracdo. As extragbes para ambos o0s
métodos foram realizadas em triplicata. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 6.

A metodologia desenvolvida por Chihara é anterior a de Yap. Caracteriza-se,
experimentalmente, pela extracdo com agua quente, seguida de precipitacdo fracionada
de polissacarideos por meio de um derivado de aménio quaternario, o CTA-OH, e

posterior precipitacdo com acido 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 extracao e purificacéo, foi de sete dias.

Tabela 6. Comparacdo dos resultados obtidos para as metodologias de extragdo de
Yap e Chihara para 100g do cogumelo fresco.

CHIHARA YAP
Tempo consumido na extragédo 7 dias 8 dias
Rendimento 61,0mg 115,0mg

Considerando que ao longo do processo de extracdo e purificagdo do Lentinan
foram usados varios reagentes, pode ter acontecido algum processo de contaminacao
por adsorcdo de espécies do meio pela cadeia polimérica do Lentinan, por meio das
ligagbes de hidrogénio. Observou-se um elevado grau de insolubilidade do polimero
extraido, quando em agua e em DMSO. Por isso, foi necessario purificar o polimero por
dialise.

O principal método espectrométrico de analise do Lentinan foi a RMN *3C (Figura
10). Observa-se no espectro da amostra obtida pelo método Chihara, além dos sinais
caracteristicos do Lentinan, a presenca, em 79,9ppm, de um sinal caracteristico de C-4
de uma glucana ligada, lateralmente, em posicdo 1—4. Andlise completa do espectro

de 13C do Lentinan sera realizada no item 5.3.
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Figura 10. Espectro de RMN de '*C da amostra obtida pelo método de Chihara,
em DMSO-d6.

O método de Yap baseia-se simplesmente no fracionamento do extrato por
precipitacdo com etanol, seguida de liofilizacdo da amostra. O tempo de extracao,
incluindo a purificacdo 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, ndo havendo presenca de sinais caracteristicos de
impurezas no espectro de RMN C*2. Este resultado determinou que esta amostra fosse
utilizada em todos os testes de caracterizacao estrutural do Lentinan.

O Lentinan obtido € um sdlido de cor branca, com textura esponjosa. Apresentou
melhor solubilidade em solugdo aquosa de NaOH. Mostrou-se pouco soluvel em agua e

DMSO, observando-se a formagdo de uma solucdo bastante viscosa a baixas
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concentracdes, 10mg/mL, o que é caracteristico de Glucanas de alto peso molecular.

Em outros solventes organicos e soluces aquosas 4cidas a amostra foi insoluvel.

5.2 HIDROLISE TOTAL

A hidrolise total do polissacarideo Lentinan, obtido neste trabalho, foi realizada em
acido sulfirico 2mol.L™, a 100°C. Realizou-se, também, a hidrélise com a utilizac&o de
acido trifluoroacético (TFA); porém, mesmo apos horas de reacdo, podia-se observar a
presenca de material insoltvel.

A hidrélise acida ocorre pelo ataque do fon H3O" ao oxigénio da ligagdo O-
glicosidica, seguida da adicdo de uma molécula de agua a um dos carbonos do grupo
éter, provocando a quebra da ligacdo entre os mondmeros, que podem, entdo, ser
analisados (Figura 11). A analise do hidrolisado foi realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia de camada delgada (CCD). Como os
acucares em geral ndo absorvem na regido do UV, utilizou-se como revelador uma
solucdo de acido sulfurico/anisaldeido. Foram analisados os padrdes de todos os
acucares comumente encontrados em polissacarideos como D-glicose, D-manose, D-
galactose, D-xilose e o0 &cido D-glucurbnico. Todavia o mondmero obtido foi
exclusivamente o da D-glicose (Rf. 0,39), confirmando que o polimero isolado € uma

glucana, consistente com o Lentinan.



55

y OH
HO H20
HO
H
H
OH
H OH H " OH
H o H o
HO H H o
HO ) OH —> 2 Ho
H OH ] H OH HO O\H
H H‘>H H H H  “oH
.o. H H
H/ \H D-glicose
Figura 11. Mecanismo de hidrélise de um dissacarideo.
5.3 RMN *C

A amostra foi preparada com uma concentracdo do polissacarideo de 12mg/mL de
DMSO-ds. Nesta concentracdo, a solucdo torna-se muito viscosa, com textura de um
gel. Por isso, mesmo num aparelho de 400MHz e com elevado niumero de aquisi¢cdes,
em torno de 40.000, o espectro apresentou uma baixa relacdo sinal/ruido, devido a
imobilidade da cadeia do polimero em solucdo. Esse problema € caracteristico de
polissacarideos de alta massa molar, com conformacao ordenada®®?.

O espectro de RMN *C de um polissacarideo, contendo ligacdes glicosidicas em
diferentes posicoes, pode ser interpretado tomando-se como referéncia o espectro de
homopolimeros. A Tabela 7 apresenta uma relacdo de a e B-D-glucanas com os
respectivos sinais de **C.

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

método de Yap. Observa-se a presenca de um Unico sinal para o carbono anomeérico,
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C-1, em 103,0ppm. Esse sinal é o mais caracteristico de glucanas com configuracéo 3,

sendo que as com configuracdo o tém o C-1 em 101,0ppm.

Tabela 7. Deslocamento quimico dos sinais de RMN de **C de D-Glucanas lineares.
Deslocamento Quimico (ppm)

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

(1-3)-p-D-Glucana?* 1032 729 863 685 764 61,0
(1-6)-p-D-Glucana® 104,2 742 76,8 70,7 76,1 70,0
(1-4)-p-D-Glucana® 1034 743 76,1 79,9 754 615
(1-3)-a-D-Glucana® 101,3 72,2 832 71,7 737 622

O deslocamento do C-2 nas moléculas de glicose ligadas em posicdo 13,
73,0ppm, € menor que o deslocamento do C-2 quando as ligacbes sdo em posicao
16, 73,9ppm, devido & mudanca na vizinhanca do C-2. '

Os sinais na regido em torno de 86,0ppm séo referentes aos carbonos C-3,, C-3; e
C-3;; do mondmero de glicose quando ligado em posicdo 1—3. Pela comparacéo da
intensidade destes sinais com a intensidade do sinal do carbono C-3,,, que ndo se
encontra substituido, em 77,0ppm, pode-se confirmar a cadeia principal como sendo
1-3.

Os atomos 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—6, substituido. Isso evidencia a presenca da
ramificacdo 1—6. Os atomos de carbono C-6 livres, ou sem ramificacao, aparecem em
61,1ppm.

Como dito anteriormente, a presenca de sinais em 80ppm caracteriza a existéncia
de impurezas na amostra. Observa-se, na tabela 7, que o carbono 4, quando
substituido, desloca-se para 79,9ppm o que comprova tal afirmacéao.

Em outro experimento de *C, alteraram-se as condicbes experimentais
aumentando-se o tempo de relaxacao para 10s, com pulsos em 90°. Nessas condicdes,
os nucleos de *C, cujas constantes de tempo de relaxacdo (T;) variam em uma ampla
faixa, sofrem o mesmo grau de relaxacdo e a integracdo das areas dos sinais
correspondem ao ndmero correto de &tomos de carbono®. Assim, relacionando-se a
area do sinal em 103,0ppm, referente a todos os C-1 da molécula, com a &rea do sinal
em 86,0ppm, referente a todos os C-3 substituidos, pode-se obter o grau de ramificacao
da molécula. Para os C-1, a area obtida foi igual a 1,00, estabelecida como sendo
100%, enquanto que para os C-3 substituidos foi de 0,71; portanto, a razdo 1,0:0,71
implica dois mondémeros de glicose ligados 1—6 a cada cinco mondémeros da cadeia
principal 1—3. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Saito®® para a

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

5.4 INFRAVERMELHO

A andlise por espectroscopia de Infravermelho (IV) permite observar e classificar
algumas bandas relativas a vibragbes caracteristicas dos grupos funcionais presentes
na estrutura do polissacarideo. As atribuicbes das principais absor¢bes sao
caracteristicas de estruturas glicosidicas. A Figura 13 € 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 estdo apresentados na
Tabela 8. O sinal entre 3.000 e 3.600cm™ é caracteristico da deformacdo axial da
ligacdo O-H. Sendo largo e intenso, evidencia a presenca de ligacdes de hidrogénio
intermolecular. Outras bandas relativas & deformacdo angular da hidroxila de alcoois
primarios e secundarios aparecem na regido de 1.639cm™; entretanto, essas bandas
ndo contribuem significativamente para a caracterizagdo do composto por
espectroscopia de infravermelho. Outra banda presente no espectro de carboidratos € a
relativa ao estiramento de ligacdo entre carbono e oxigénio proxima a 1.000cm™. As
ligacbes C-O-C, caracteristicas da funcdo éter presentes na cadeia polimérica,

apresentam banda de média intensidade em 1.161cm™.
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Tabela 8. Principais bandas de absor¢cdo no Infravermelho observadas para D-
glucanas.

Numero de onda (cm™) Tipo de observacgao

3600-3000 deformacao axial O-H

2950-2900 estiramento assimétrico C-H (metileno)

1639 deformacéo angular O-H

1400-1300 deformacéo angular C-H (metileno)

1161 estiramento C-O-C

1041-1078 deformacao axial C-H (C anomérico)
890 deformacao angular C-H (C anomérico)

As bandas relativas as vibragfes das ligacdes entre carbono e hidrogénio também
auxiliam na caracterizacdo. A banda de estiramento assimétrico do grupo metileno
(CH,) encontra-se na regido de 2.900 a 2.950cm™. Na regido entre 1.300 a 1.400cm™
aparecem as bandas de deformacao angular dessas ligacoes.

As vibracdes que fornecem os sinais mais valiosos para este trabalho sdo aquelas
referentes a deformacgéo angular e axial da ligagdo C-H do carbono anomérico (C-1). A
banda em 890cm™, causada pela deformacdo angular dessa ligacéo, é caracteristica da
configuracéo P da ligacdo glicosidica®®. Gonzaga® (2005) atribuiu, para a configuracéo
o, sinais em 930 e 850cm™. Os sinais em 1.041 e 1.078cm™ sdo referentes a
deformacao axial da ligacdo C-H no carbono anomérico (C-1). O sinal em 1.041cm™ é

caracteristico da ligacdo 16, enquanto que o sinal em 1.078cm™ é da ligacdo 1—»3%.
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O nao-aparecimento de sinal em 1.733cm™ elimina a possibilidade da presenca de

acido glucurénico na cadeia**.

5.5 VISCOSIDIDADE

A 25°C, a viscosidade relativa dos sistemas 1,0mg/mL de Lentinan/NaOH 20mM e
1,0mg/mL de Lentinan/NaOH 500mM, n/no, estd apresentada na Figura 14. O grafico
mostra a dependéncia da viscosidade relativa com a taxa de cisalhamento.

Pode-se observar que as solugBes possuem um comportamento diferenciado. A
viscosidade da solugdo com concentragcdo de NaOH 20mM diminui com o aumento da
taxa de cisalhamento. Esse fendmeno caracteriza a presenca de agregados em
solugdo, e o aumento da taxa de cisalhamento provoca um fracionamento desses
agregados. Shaw*® cita, para o caso de um sistema agregado, que a diminuicdo da
quantidade de liquido retida pelos agregados, devido a quebra desses agregados,
através da agitacdo, provoca uma diminuicdo da viscosidade; tal comportamento é
caracteristico para fluidos ndo-newtonianos.

Ja a solugcédo de concentragdo de NaOH 500mM mostra comportamento de um
fluido newtoniano, ou seja, a viscosidade ndo varia com o0 aumento da taxa de
cisalhamento, o que leva a conclusdo de que, em concentracbes maiores de NaOH,

ndo ha a formacao de agregados.
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Figura 14. Grafico da viscosidade relativa vs. a taxa de cisalhamento para os
sistemas Lentinan/NaOH.

O estudo da viscosidade de solucdes de Lentinan em diferentes concentracdes de
NaOH fornece a faixa de concentracdo onde ocorre a dissociacdo do agregado (Figura
15). Esse grafico mostra a dependéncia da viscosidade relativa com a concentracdo de
NaOH. Com o aumento da concentracdo de NaOH, observa-se diminuicdo da
viscosidade até a concentracdo de 80mM . Isso implica a existéncia de uma faixa de
concentracao, entre 20 e 80mM de NaOH, em que ocorre a quebra das ligacbes de
hidrogénio intra e intermoleculares que mantém as moléculas de Lentinan agregadas.
Em concentracbes acima dessa faixa, a viscosidade torna-se constante, ocorrendo

quebra completa das ligacdes de hidrogénio, com dissociacdo dos agregados.
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Figura 15. Gréfico da viscosidade relativa vs. concentracdo de NaOH, 1,0mg por
mL de Lentinan.

De acordo com a literatura, existem trés regimes dindmicos de concentracdo para
uma solucéo polimérica: diluido, semidiluido e concentrado. Basicamente, a diferenca
entre os regimes esta relacionada as interagcdes entre as macromoléculas em solucéo.
Como dito anteriormente, a concentracao critica, *C, € a concentracao de transicao
entre o regime diluido e o semidiluido®. Em valores abaixo da *C, as interacées entre
as macromoléculas em solucdo sdo muito pequenas. Para tanto, foram feitas medidas
viscosimétricas de solu¢cdes 20mM de NaOH, variando-se a concentracdo de Lentinan
(Figura 16). A quebra na inclinagéo da reta do grafico da viscosidade reduzida (nesp/C)
versus a concentracdo do Lentinan fornece a *C. O valor da *C do Lentinan para uma
concentragcdo 20mM de NaOH foi de 1,1mg/mL.

A determinacdo da concentragdo critica € fundamental para a preparacdo das

solucdes a serem analisadas por espalhamento de luz, pois essas medidas dependem
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da forma e do tamanho das particulas em solugéo. Portanto, solugbes em um regime
semidiluido proporcionariam interacdes entre as moléculas de Lentinan causando erros

nas medidas.
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Figura 16. Grafico da viscosidade reduzida vs. a concentracdo de Lentinan em
solugcdo 20mM de NaOH.

5.6 ESPALHAMENTO DE LUZ ESTATICO

Os resultados do espalhamento de luz estatico (SLS) foram obtidos pelo método
de Zimm, aplicando-se a equacao (5). A Figura 17 mostra o grafico de Zimm, obtido

para o Lentinan, utilizando-se como solvente uma solucdo 20mM de NaOH. Na Tabela
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9, encontram-se 0s parametros obtidos por SLS, como a massa molar média ponderada

(Mw), o raio de giro (Rg) e o segundo coeficiente virial (Ay).

5.9

Kc/hRea |

0 2
SinZ(e/2) + 8000 c

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

Tabela 9. Ry, Mw, A, obtidos por espalhamento de luz estatico para solugbes de
Lentinan 20, 60, 100 e 500mM de NaOH.

Rg Mw Az
[NaOH] (nm) (g.mol)(x 10  (cm®mol.g?) (x 10°)
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 polissacarideos € uma carateristica muito importante, pois,
juntamente com as caracteristicas de configuracéo, € a principal responsavel por sua
atividade biologica.

Os polissacarideos, diferentemente dos compostos puros de baixa massa molar,
nao exibem apenas uma massa molar, mas uma distribuicdo de diferentes valores.
Assim, os métodos para o calculo dessa grandeza apresentam um valor médio. Por
espalhamento de luz obtém-se a massa molar média ponderada(Mw).

A dependéncia do Mw do Lentinan com a concentracdo de NaOH em solugio
aguosa é apresentado na Figura 18. Pode-se observar claramente a diminuicdo da
massa molar com o aumento da concentracdo de NaOH. Em concentragcao de 20 mM, a
Mw obtida para o Lentinan foi de 8,14 x 10° g.mol*. A 100mM, a massa molar cai
praticamente pela metade, ficando em 4,47 x 10° g.mol®. Aumentando-se a
concentracdo de NaOH para 500mM, o Mw é de 4,43 x 10° g.mol*, mantendo-se
praticamente constante. Isso leva a conclusdo de que, em baixas concentracdes de

NaOH, diferentemente do resultado obtido por Zhang®**®

, onde a conformacéo
encontrada para o Lentinan era de tripla hélice, as cadeias do Lentinan juntam-se duas
a duas por ligacbes de hidrogénio intramolecular tomando uma conformacao de dupla

hélice.
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Figura 18. Dependéncia da Mw com a concentracdo de NaOH.

Com o aumento da concentragdo de NaOH, as ligagbes de hidrogénio
intermoleculares que mantém as moléculas juntas sao quebradas, deixando-as livres
em solucéo; ocorre, entdo, a conversado da conformacéo de dupla hélice para aleatoria.
Esse resultado é coerente com o obtido pelas andlises viscosimétricas, onde também
se observa a quebra do agregado, com mudanca de conformacdo na faixa de
concentracao de 20,0-80,0mM de NaOH.

Considerando a férmula molecular minima de um polissacarideo, CgH100s, 162
g.mol™?, e a massa molar do Lentinan, 4.430.000 g.mol™, podemos estimar o grau de
polimerizacdo (DP) do Lentinan obtido neste trabalho como 27.346, ou seja, em cada

cadeia isolada do polissacarideo encontram-se 27.346 residuos de glicose.
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5.6.2 SEGUNDO COEFICIENTE VIRIAL A;

O segundo coeficiente virial (A,) pode ser descrito em termos das forcas entre o
solvente e a cadeia polimérica, ou seja, interacdes polimero-polimero e polimero-
solvente. Se a interagdo polimero-solvente é grande, o novelo estara estendido e o
solvente é adequado e, nesse caso, A, possui um valor positivo. De modo oposto, se as
forcas polimero-polimero dominam as interagcdes na solucdo, as interacdes entre as
cadeias podem quebrar intermolecular e ou intramolecularmente. Nesse caso, 0
segundo coeficiente virial ser4 negativo. Um solvente que produz um valor negativo
para A, para uma cadeia polimérica é considerado um solvente pobre.

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

concentracao de NaOH.
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A2(x 107
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0 100 200 300 400 500
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Figura 19. Dependéncia de A, com a concentracao de NaOH.
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O aumento de A, com o0 aumento da concentracdo de NaOH da solucéo é devido
a quebra das ligacdes inter e intramoleculares, indicando um aumento na interacdo
polimero-solvente e, portanto, na solubilidade do polimero. Observa-se que para
solugbes com concentracdo superior a 50mM de NaOH, A, torna-se positivo, 0 que

indica que solucdes acima desta concentragdo sao bons solventes para o Lentinan.

5.6.3 RAIO DE GIRO Ry

A variacdo do raio de giro com a concentracdo de NaOH (Figura 20) segue um
comportamento semelhante a variacdo da Mw. A abrupta mudanca no gréfico reflete a
dissociagdo da dupla hélice em duas moléculas isoladas do polissacarideo com
conformacéo aleatoria.

Apesar de a mudanca no gréfico ser semelhante para a massa molecular ponderal
média(Mw) e para o raio de giro(Ry), @ magnitude deste decréscimo é diferente. O valor
da massa molar cai pela metade, enquanto que, para o raio de giro, este decréscimo
ndo € tédo intenso. O valor de Ry (Que é uma medida do tamanho da cadeia em
solucéo), a uma concentracdo de 20mM de NaOH, em que as cadeias do polimero
estdo em conformacédo de dupla hélice, é de 138,5nm; a concentracbes superiores a
100mM de NaOH, onde o0 Ry passa a ser de uma cadeia do polimero individual, o valor
€ de 98,5nm. Observa-se que, apesar da massa molar ponderal média cair pela

metade, 0 Ry tem um pequeno decréscimo. Isto se deve ao fato de as moléculas do
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polimero livre em solucdo encontrarem-se estendidas pela quebra das ligacdes de

hidrogénio intramoleculares.
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Figura 20. Dependéncia do Ry com a concentragéo de NaOH.
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6. CONCLUSOES

1-

Dentre as técnicas de extracdo do Lentinan empregadas neste trabalho, a
metodologia desenvolvida por Yap mostrou-se mais eficiente e seletiva:
proporcionou um maior rendimento na extracdo e uma amostra mais limpa.

A caracterizacdo estrutural do polissacarideo, feita por hidrélise &cida,
ressonancia magnética nuclear e infravermelho, revelou se tratar de uma p-D-
glucana, com cadeia principal 1—3, e cadeia lateral 1—»6. Revelou, ainda, que,
para cada cinco moléculas de glicose ligadas em posicdo 1—3, existem duas
moléculas ligadas em posi¢do 1—6.

As andlises viscosimétricas revelaram a baixa solubilidade do Lentinan e a
formagé&o, em solucéo, de agregados.

A massa molecular do Lentinan obtida neste trabalho pelo uso da técnica de
espalhamento de luz estatico foi de 4,43 x 10° g.mol™.

A baixas concentracfes de NaOH, a conformacdo do Lentinan em solucédo &
de dupla-hélice, sendo que, com o aumento da concentracdo de NaOH, esta

conformacéo € perdida.
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