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RESUMO - Os fungos despertam interesse devido seu valor gastrondmico, sendo
considerados nutricionalmente completos, e devido a possibilidade de extragdo de
substancias bioativas. Entre estas estdo polissacarideos da parede celular destes fungos,
que apresentam atividades bioldgicas. O objetivo do trabalho foi extrair os polissacarideos
presentes na biomassa micelial, obtida de cultivo submerso de Pleurotus sajor-caju. Apos
a producdo de biomassa por cultivo submerso, foi realizada a extracdo aquosa a frio e a
quente dos polissacarideos. Estes extratos foram fracionados e purificados por diferentes
métodos e analisados quanto composicdo monossacaridica e homogeneidade. Os
resultados obtidos demonstram que o extrato aquoso frio possui fracBes formadas por
unidades de galactose e manose e 0 extrato aquoso quente apresentou fragdes formadas
por unidades de manose e glucose.

1. INTRODUCAO

Os cogumelos do género Pleurotus possuem elevado teor de proteinas com a presenca de
aminodacidos essenciais, fibras, carboidratos, baixo teor de gorduras, presenca de vitaminas do
complexo B e de minerais (Manzi e Pizzoferato, 2000; Bonatti et al., 2004; Rampinelli et al., 2010).

Entre os carboidratos estdo os B-glucanos, polissacarideos encontrados na parede celular de
fungos, amplamente estudados em funcdo de seu valor medicinal (Synytsya e Novak, 2013). Entre as
atividades farmacologicas relatadas para os B-glucanos estdo antimicrobiana (Wisbeck et al., 2002;
Iwalokun et al., 2007), antinociceptiva (Iwalokun et al., 2007; Smiderle et al., 2008), antitumoral
(Dalonso et al.,, 2010), antioxidante e antihepatotoxico (Ajith e Janardhanan, 2002) e pro-
imunomodulatéria (Bao et al., 2001).

Colleoni-Sirghie et al. (2003) relatam que a aplicacdo terapéutica destes polissacarideos parece
depender da estrutura quimica e da conformacdo espacial de cada macromolécula, sendo que
pequenas diferencas estruturais de cada polimero resultam em caracteristicas peculiares para novas
aplicac0es.

Portanto, informacdes sobre isolamento, estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas e
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bioatividades sobre estes polimeros sdo essenciais para pesquisas futuras e aplicagdo destes
polissacarideos (Zhang et al., 2003).

Assim, este trabalho teve como objetivo extrair, fracionar, purificar e analisar a composicao
monossacaridica dos polissacarideos presentes na biomassa micelial de Pleurotus sajor-caju, usando
agua quente e fria como solvente.

2. METODOLOGIA

Pleurotus sajor-caju CCB 019 foi obtido do Centro de Cultivo de Basidiomicetos da
Universidade de Séo Paulo. A linhagem foi mantida em meio s6lido TDA (Trigo Dextrose Agar)
(Furlan et al., 1997), sob refrigeracdo (4°C) e os repiques feitos a cada trés meses.

2.1. Producéo de biomassa por cultivo submerso

O cultivo submerso foi realizado em biorreator de mistura completa, com volume de
trabalho de 4L, utilizando meio POL modificado (Assis et al., 2013), com concentragdes iniciais
de glicose e CaCOg3 de 20 e 1 g/L, respectivamente. O pH foi fixado em 4,0 e a temperatura em
30°C. O fluxo de ar foi mantido em 0,4 vvm (volume de ar por volume de meio por minuto) e a
agitacdo em 350 min™, resultando no valor de K a (coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio) igual a 15 h™ no inicio do cultivo. O cultivo foi finalizado apds a verificacdo do
consumo total da glicose, através de metodo enzimatico. Apos, o caldo de cultivo e a biomassa,
obtidos do cultivo submerso, foram separados por filtracdo a vacuo.

2.2. Processos de extracéo e fracionamento dos polissacarideos da biomassa

A biomassa foi liofilizada e o conteudo lipidico foi extraido por refluxo em aparelho
Soxhlet utilizando-se como solvente uma mistura de cloroférmio: metanol (2:1, v/v) por 24
horas. O micélio proveniente da deslipidificacdo (residuo 1) foi solubilizado em agua destilada e
mantido sob agitacdo a 10°C por 24 horas. Apds, o extrato aquoso frio foi recuperado por
centrifugacdo e ao residuo foi adicionado agua, sendo o processo de extracdo repetido por 10
vezes. Os extratos provenientes dos 10 processos foram juntados, concentrados em
rotaevaporador a vacuo e liofilizados, obtendo-se o extrato aquoso frio (CW). Os procedimentos
de fracionamento e purificacdo do extrato aquoso frio estdo apresentados na Figura 1.
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Cultivo submerso de P. sajor caju

| Filtrac&o e centrifugacéo

Caldo de cultivo Biomassa micelial (24,16 g)

CHCl;- MeOH (2:1, viv)
50°C, 24h (2 vezes)

Residuo 1(21,99) Extrato lipidico

Extrag&o com é&gua fria
4°C, 24h (10 vezes)

Residuo I Extrato aquoso frio (8,3 g)
(8,8 0) cw
EtOH (4:1, viv)
Didlise (tamanho de excluséo de 2 kDa)

Fracao retida (1,7 g) Frag&o eluida (6,6 g)
ICW

Processo de congelamento e descongelamento
Centrifugacao

Frac&o insoluvel (1,13 g) Fracdo solavel (470 mg)
SICW

Ultrafiltrac&o
100 kDa

Frac&o retida (70 mg) Fragdo eluida (400 mg)
ESICW

Ultrafiltrac&o
10 kDa

Fracéao retida (100 mg) Fracdo eluida
Manogalactana

Figura 1 — Fluxograma de extracdo aquosa a frio de biomassa micelial de P. sajor-caju.

O residuo da extracdo aquosa a frio (residuo Il) foi novamente solubilizado em agua
destilada a 100°C sob agitacdo por 24 horas (sob refluxo). O extrato aquoso quente foi separado
do residuo por centrifugacdo, e novo processo de extracdo com agua quente foi realizado com o
residuo por 10 vezes. Os extratos obtidos foram reunidos, concentrados e liofilizados obtendo-se
entdo o extrato aquoso quente (HW). Os procedimentos de fracionamento do extrato aquoso
guente estdo apresentados na Figura 2.
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Residuo 11 (8,8 g)

Extragéo com Agua gquente
100 °C, 24 h (10 vezes)

Residuo Il Extrato aquoso quente (1,7 g)
(6,19) HW
EtOH (4:1, viv)
4°C,24h

Didlise (tamanho de exclusao 2 kDa)

Fracg&o retida (630 mg) Frag&o eluida (1,0 g)
IHW

Processo de congelamento e descongelamento
Centrifugacao

Fracéo soluvel (390 mg) Fracao insolivel (235 mg)

SIHW
Extrac@o com Me,SO
80°C, 5h

I
Fracao soluvel Me,SO (280 mg) Fracao insolavel Me,SO

Figura 2 — Fluxograma de extracdo aquosa a quente a partir do residuo da extracao aquosa
a frio de biomassa micelial de P. sajor-caju.

2.3. Analises de composi¢cdo monossacaridica e homogeneidade dos
polissacarideos

A cada etapa de fracionamento, tanto do extrato aquoso frio quanto do extrato aquoso
quente, foram realizadas analises de composicdo monossacaridica. Apds 0 processo de
congelamento e descongelamento, as amostras obtidas a partir da fracdo soltvel foram analisadas
guanto a sua homogeneidade.

Para composicdo monossacaridica, amostras de 2 mg foram colocadas em tubo de ensaio,
com adicdo de 1 mL de TFA 1M e deixadas a 100 °C por 12 h (Gorin et al., 1996). O excesso de
acido foi evaporado, foi adicionado 1 mL de &gua e boridreto de sédio até pH 9-10, sendo
deixado reagir por 24 h a temperatura ambiente, para ocorrer a reducdo. Apds, foi adicionado
acido acético até pH 3-4. O contetdo foi vertido em baldo e evaporado a vacuo (Fisatom) a 40°C
até secura. O contetdo do baldo foi lavado 3 vezes com metanol. Apds, foi adicionado 1 mL de
metanol, o contetudo vertido em tubo e este deixado aberto para evaporacdo do excesso de
metanol. Apos, foi adicionado 300 pL de piridina e 300 pL de anidrido acético e deixado por 12 h
para ocorrer a acetilacdo (Wolfrom e Thompson, 1963b, Wolfrom e Thompson, 1963a). Ao tubo
foi adicionado 1 mL de cloroférmio e a fase cloroférmica foi lavada com sulfato de cobre 5%.
Em seguida, a solucao foi filtrada e os alditdis acetilados foram analisados em um cromatografo a
gas (Varian Saturn 2000R — 3800) acoplado a um espectrometro de massa (Varian lon-Trap
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2000R), utilizando uma coluna capilar de silica fundida DB-225 (30 m x 0,25 mm) e hélio
ultrapuro, a um fluxo de 1 mL/min, como gés de arraste. Os acetatos de alditdis foram analisados
em rampa de temperatura de 50 a 220°C (40°C/min).

As anélises de homogeneidade foram realizadas no aparelho da Wyatt Technology,
equipado com um Cromatografo de Exclusdo Estérica de Alto Desempenho (HPSEC) com um
detector de indice de refracdo, modelo Waters 2410, e um detector de espalhamento
de laser multidngulo (MALLS) a 632,8 nm, modelo Dawn DSP, que promove a leitura do
espalhamento de luz, que é captado em diferentes intensidades por detectores em diferentes
angulos. Como eluente foi utilizada uma solu¢gdo de NaNO; a 0,1 M. As amostras foram
solubilizadas no eluente em concentracdo final de 1mg/mL e filtradas em membranas com
didmetro médio de poro de 0,22um.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Extrato aquoso frio

O micelio deslipidificado foi colocado em agua e mantido em agitacdo para obtencéo do
extrato aquoso frio. Etanol foi adicionado a esse extrato e, apos 24 horas, o precitado formado foi
separado  por  centrifugacdo, dialisado, e foi submetido ao processo de
congelamento/descongelamento.

A fracdo soldvel no gelo/degelo (SICW) apresentou composi¢cdo monossacaridica
formada por 3,3% de Rha, 3,6% de Ara, 2,0% de Xyl, 23,1% de Gal, 21,8% de Me-Gal, 37,4%
de Man e 8,8% de Glu, com perfil de eluicdo apresentado na Figura 3.
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Figura 3 — Perfil de eluicdo da fracdo SICW.

O perfil observado (Figura 3) demonstra uma solucdo com varias moléculas. Entdo, SICW
foi submetida a ultrafiltragdo em membrana de 100kDa. A fracdo eluida (filtrado) na membrana
de 100kDa (ESICW) apresentou composicdo monossacaridica formada por 13,1% de Me-Gal,
18,1% de Gal, 24,1% de Man e 44,7% de Glc e perfil de elui¢do apresentado na Figura 4.
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Figura 4 — Perfil de eluicéo da fracdo ESICW.

O processo de ultrafiltragdo em membrana de 100 kDa foi efetivo, pois promoveu a
separacgdo dos dois picos observado na Figura 02. Porém, ndo foi eficiente pois ainda ha presenca
de um segundo pico (menor intensidade) na fracdo eluida da membrana de 100 kDa. Entdo, a
fracdo eluida foi submetida novamente a ultrafiltracdo em membrana de 100 kDa e, em seguida,
em membrana de ultrafiltracdo de 10 kDa, para retirar picos proximos a 60 minutos.

A composigdo monossacaridica da fragdo retida em membrana de 10 kDa e permeada
(eluida) em 100 kDa (manogalactana) foi 15,8% de Glc, 22,3% de Me-Gal, 28,1% de Gal e
33,8% de Man e o perfil de eluicdo esta apresentado na Figura 5.
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Figura 5 — Perfil de eluicdo da manogalactana.

A Figura 5 demonstra um perfil homogéneo para a fracdo eluida em membrana de
ultrafiltracdo em 100 kDa e retida em 10 kDa, indicando a presenca de um polissacarideo, uma
manogalactana.

Manogalactanas similares foram isoladas de extrato aquoso frio de corpos frutiferos de P.
pulmonarius (Smiderle et al., 2008), de extrato aquoso quente de P. ostreatus (Sun e Liu, 2009),
assim como, de extrato aquoso quente de exopolissacarideos de P. ostreatoroseus (Rosado et al.,
2002).

3.2. Extrato aquoso quente

O residuo de micélio da extracdo aquosa a frio foi solubilizado em agua e mantido em
agitacdo e aquecimento para obtencdo do extrato aquoso quente. Etanol foi adicionado a esse
extrato, apos 24 horas, o precitado formado foi separado por centrifugacdo, dialisado, e foi
submetido ao processo de congelamento/descongelamento.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

A fracdo solivel em gelo/degelo (SIHW) apresentou composi¢do monossacaridica: 4,6% de
Xyl, 28,8% de Man e 66,6% de Glc, com perfil de eluigéo apresentado na Figura 6.
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Figura 6 — Perfil de eluicéo da fragdo SIHW.

A SIHW foi solubilizada em dimetilsulféxido a quente e dialisada em membrana de 6-8
kDa. A fracdo soluvel retida apresentou composicdo monossacaridica de 28,6% de Man e 71,4%
de Glc. O perfil de eluicdo (Figura 7) desta fracao foi heterogéneo, com picos pequenos proximos
a regido de 60 minutos.
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Figura 7 — Perfil de eluicdo da fracédo sollvel em Me,SO.

Zhang et al. (2007) identificaram manoglucanas obtidas de corpos frutiferos de Lentinus
edodes e de Ganoderma lucidum.

4, CONCLUSAO

Neste trabalho foi isolada uma manogalactana da biomassa micelial de P. sajor-caju através
de extracdo aquosa a frio e uma manoglucana do extrato aquoso quente. A presenca destas estruturas
ja foi relatada em outros trabalhos, isoladas de corpos de frutificacdo de cogumelos comestiveis.
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