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RESUMO 

 
PASQUALI, Eloísa Cristina. Obtenção e caracterização parcial de Lasiodiplodana 
((1→6)-β-D-glucana) sulfonada com baixo grau de substituição. 2018. 54 f. Trabalho 
de Conclusão de Curso – Bacharelado em Química, Universidade Tecnológica Federal 
do Paraná. Pato Branco, 2018. 
 

Exopolissacarídeos (EPS) são polissacarídeos extracelulares produzidos por 
microrganismos como bactérias e fungos. Estas macromoléculas têm ganhado o 
cenário industrial devido a suas aplicações em diversos setores da indústria, como 
farmacêutica e alimentícia, atuando como estabilizantes, gelificantes e emulsionantes. 
Entre a enorme variedade de polissacarídeos existentes, as β-glucanas destacam-se 
devido a suas propriedades demonstradas por recentes estudos. Tais propriedades 
possibilitam sua aplicação como agente anticarcinogênico, anticoagulante e 
antitumoral. A modificação química demonstrou ser uma alternativa para potencializar 
as atividades biológicas intrínseca destes polissacarídeos, além de, em alguns casos, 
criar novas propriedades. Entre estas modificações está a sulfonação, que consiste 
na inserção de grupamentos sulfonato (S+O2OH) na molécula de interesse. A presente 
pesquisa estudou a modificação química da molécula de lasiodiplodana ((1→6)-β-D-

glucana), EPS produzido pelo fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI, por sulfonação 
utilizando dimetilsulfóxido (Me2SO) como solvente, piridina como catalisador e ácido 
clorosulfônico como agente derivatizante, para a substituição dos grupamentos 
hidroxila por sulfonato. As condições experimentais de derivatização estudada 
possibilitaram a obtenção de um derivado com baixo grau de substituição (DS) de 
0,17. As análises antioxidantes não demonstraram resultados significativos nas 
concentrações utilizadas, tanto para a lasiodiplodana nativa quanto para a molécula 
sulfonada. A sulfonação contribuiu para o surgimento de atividade antimicrobiana. 
Lasiodiplodana sulfonada apresentou atividade de inibição contra C. albicans (MIC 
0,71 mg mL-1), atividade bacteriostática contra S. typhimurium, L. monocytogenes e 
E. Coli e fungistáticas contra C. tropicalis. 
 
 
Palavras-chave: Derivatização química, biopolímero, antimicrobiana.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
ABSTRACTS 

 
PASQUALI, Eloísa Cristina. Obtention and partial characterization of sulfonated 
Lasiodiplodan ((1→6)-β-D-glucan) with low degree of substitution. 2018. 54 p. Final 
Work for the Undergraduation – Bachelor of Chemistry, Federal Technological University 
of Paraná. Pato Branco, 2018. 

 
 
 
Exopolysaccharides are extracellular polysaccharides produced by microorganisms 
such as bacteria and fungi. These macromolecules have getting industry attention due 
to their applications in several sectors, including pharmaceutical and food industries, 
where they act as stabilizers, gellifiers and emulsifiers. Among the huge variety of 
existing polysaccharides, β-glucans stand out due to their properties demonstrated by 
recent studies. Such properties make it possible to be used as anticarcinogenic, 
anticoagulant and antitumor agents. The chemical modification proved to be an 
alternative to potentiate the intrinsic biological activities of these polysaccharides, 
besides, in some cases, to create new properties. Among these modifications is 
sulfonation, which consists of the insertion of sulfonate groups (S+O2OH) in the 
molecule of interest. The present study studied the chemical modification of 
lasiodiplodane (1 → 6) -β-D-glucan molecule (EPS produced by the fungus 
Lasiodiplodia theobromae MMPI) by sulfonation using dimethylsulfoxide (Me2SO) as 
solvent, pyridine as catalyst and chlorosulphonic acid as derivatizing agent, for the 
substitution of hydroxyl groups by sulfonate. The experimental conditions of 
derivatization studied allowed to obtain a derivative with a low degree of substitution 
(DS) of 0.17. The antioxidant analyzes did not show significant results in the 
concentrations used for both the native lasiodiplodan and the sulfonated molecule. 
Sulfonation contributed to the appearance of antimicrobial activity. Sulfonated 
lasiodiplodan showed inhibition activity against C. albicans (MIC 0.71 mg mL-1), 
bacteriostatic activity against S. typhimurium, L. monocytogenes and E. coli, and 
fungistatic activity against C. tropicalis. 
 
 
Keywords: Chemical derivatization, biopolymer, antimicrobial. 
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1 INTRODUÇÃO 

Polissacarídeos estão presentes em diferentes fontes de recursos naturais e 

comumente apresentam propriedades biológicas e tecnológicas relevantes, as quais 

têm despertado o interesse de setores industriais como farmacêutico e alimentício. 

Algumas aplicações clássicas dos polissacarídeos incluem o uso como emulsificantes, 

estabilizantes em sistemas alimentares, aglutinantes, gelificantes, coagulantes, 

lubrificantes, formadores de filmes, espessantes e agentes suspensores de alimentos 

(TONELLI et al., 2005).  

Entre os diferentes polissacarídeos naturais existentes, destacam-se as β-

glucanas, que são polímeros compostos por monômeros de D-glicose unidos por 

ligações β-glicosídicas. As β-glucanas apresentam variadas aplicações industriais, 

especialmente nas indústrias de alimentos, onde tem sido utilizada como agente de 

textura, umectante, mimetizador de gordura, fibra alimentar e ingrediente pré-biótico. 

Algumas propriedades biológicas como atividade antitumoral, antioxidante, antiviral, 

quelante, atividade imunoprotetora e potencial para auxiliar no tratamento de doenças 

como hipercolesterolemia, diabetes e problemas cardiovasculares, tornam estas 

macromoléculas atrativas para as indústrias farmacêuticas (BAUERMEISTER et al., 

2010; KHOURY et al., 2012; SILVA et al, 2006).  

β-glucanas são encontradas como agente estruturante da parede celular de 

leveduras e fungos filamentosos, onde contribuem para a resistência mecânica e 

proteção contra estresses ambientais (SILVA et al, 2006). Entretanto, é importante 

destacar que alguns microrganismos tem a capacidade de produzir β-glucanas de 

forma extracelular, quando cultivados em culturas submersas.  A lasiodiplodana, uma 

glucana do tipo (1→6)-β-D-glucana, é um exemplo de polissacarídeo extracelular 

produzido pelo fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI. Trabalhos descritos da 

literatura científica demonstram algumas propriedades da lasiodiplodana como 

atividade antioxidante, atividade protetora contra danos no DNA induzidos pela 

doxorrubicina, atividades hipoglicêmica e transaminase e atividade antiproliferativa 

contra células de câncer de mama MCF-7 (CUNHA et al., 2012; TURMINA et al., 

2012). Outro aspecto importante é que modificações químicas na estrutura primária 

das β-glucanas tem demonstrado ser uma ferramenta interessante para a 
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potencialização de suas propriedades, e mesmo indução de novas atividades 

biológicas.  

Dentre as modificações químicas comumente empregadas em polissacarídeos, 

encontra-se a sulfonação. Esta derivatização consiste em uma reação onde há 

substituição de grupos hidroxila presentes na molécula, por grupos sulfonatos 

(S+O2OH). Polissacarídeos sulfonados tem sido descritos como agentes 

anticoagulantes e antitrombóticos, além de alguns demonstrarem atividade 

antimicrobiana (LI et al., 2017; WANG et al., 2015). 

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a obtenção de 

moléculas de lasiodiplodana, ((1→6)-β-D-glucana), modificação química por 

sulfonação, e avaliação do potencial antioxidante e antimicrobiano do derivado obtido. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Derivatização química da lasiodiplodana por sulfonação e avaliação do 

potencial antioxidante e antimicrobiano do polissacarídeo nativo e sulfonado. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Produção de lasiodiplodana a partir de cultivo do fungo L. theobromae MMPI, 

em sistema descontínuo; 

 Modificação estrutural da glucana por sulfonação, utilizando como agente 

sulfonante o ácido clorossulfônico; 

 Avaliação do grau de substituição e solubilidade da molécula derivada; 

 Avaliação da atividade antioxidante pelo uso do radical DPPH, redução do íon 

férrico e sequestro de peróxido de hidrogênio; 

 Avaliação da atividade antimicrobiana (MIC) contra bactérias e leveduras. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 POLISSACARÍDEOS  

 

Polissacarídeos são biopolímeros encontrados na natureza sobre diversas 

formas nos organismos vivos (TONELLI et al., 2005), sendo constituídos por unidades 

monossacarídicas unidas por ligações glicosídicas. O que diferencia estas 

macromoléculas entre si, são o tipo de unidades monossacarídicas constituinte, o grau 

de ramificação da estrutura, tipos de ligações entre os monômeros e o comprimento 

de cadeia. São denominados heteropolissacarídeos, os que possuem duas ou mais 

unidades monoméricas diferentes, e como homopolissacarídeos, os que são 

constituídos por apenas um tipo de unidade monomérica, como a celulose (CORRADI 

et al., 2006). 

Os polissacarídeos são muito versáteis, atuando como reserva de energia e 

constituinte da parede celular de vegetais, onde ajudam a fortalecer a força mecânica 

de plantas terrestres e marinhas (LAPASIN, PRICL, 1999). Na indústria, destacam-se 

os amidos, seus derivados e os polissacarídeos não-amiláceos. O uso industrial 

destes está relacionado à diferentes propriedades como capacidade espessante, 

gelificante, estabilizante de emulsões, além da possibilidade de modificar a 

viscosidade de um líquido e eliminar efeitos indesejáveis da liberação de água em um 

alimento (TONELLI et al., 2005).  

Polissacarídeos microbianos, chamados de biopolímeros, tem ganhado 

destaque devido algumas características de produção como produção independente 

de condições climáticas, possibilidade de utilização de matérias-primas regionais, 

maior rapidez na obtenção do produto acabado e necessidade de espaço 

relativamente pequeno (DE SOUZA, GARCIA CRUZ, 2004).  

Seu custo comparado com polissacarídeos vegetais ainda é elevado, mas suas 

características físico-químicas aumentam seu custo-benefício, como a alta 

compatibilidade com diversos sais em ampla faixa de pH e temperatura, a estabilidade 

em elevadas concentrações iônicas e ação em conjunto com outros polissacarídeos 

(SILVA et al., 2006) 

 



10 
 

 

3.2 EXOPOLISSACARÍDEOS  

 

Polissacarídeos extracelulares (EPS) são produzidos por alguns tipos de 

fungos e bactérias e possuem como principal função a proteção contra estresses 

ambientais (DONOT et al., 2012). São encontrados na superfície das células ou 

excretados para o meio extracelular (SUTHERLAND, 1998). 

Os EPS afetam diretamente a maneira como o microrganismo interage com o 

ambiente externo, e sua produção tem relação com fatores de estresse bióticos e 

abióticos, e adaptação do microrganismo a um ambiente de condições extremas. 

Alguns tipos de exopolissacarídeos podem formar cápsulas ao redor da célula com 

alto teor de água, protegendo-a de dessecação e ataque de protozoários (DONOT et 

al., 2012). 

Entre as aplicações industriais dos EPS, têm-se o uso destes como 

emulsificantes, estabilizantes, aglutinantes, gelificantes, lubrificantes, formadores de 

filmes e espessantes (SOUZA, CRUZ 2004). 

O exopolissacarídeo produzido pelo microrganismo pode permanecer solto no 

meio extracelular como muco, ou podem fazer ligações covalentes com lipídio ou 

fosfodiéster presentes na superfície da célula (DE SOUZA, GARCIA CRUZ, 2004) 

Destaca-se também que a natureza aniônica da camada de exopolissacarídeo que 

envolve algumas células microbianas, possibilita a captura de minerais e nutrientes 

essenciais, degradação e capacidade de quelar alguns metais e íons e, regular a 

difusão de certas moléculas entre o ambiente extracelular e intracelular, possibilitando 

que algumas bactérias resistam a surfactantes e antibióticos (DONOT et al., 2012). 

As condições de cultivo em que o microrganismo se encontra interferem 

diretamente na quantidade e variação da estrutura do exopolissacarídeo (BARBOSA 

et al., 2004). Fatores como a composição do meio de cultivo, o pH, a temperatura de 

incubação, volume de ar e de meio, presença ou ausência de agitação, o volume do 

inóculo, a quantidade e a composição de micronutrientes e principalmente a relação 

entre carbono e nitrogênio, são essenciais para um bom rendimento do processo de 

obtenção do polissacarídeo (FARIA, 2002). 

 

3.3 GLUCANAS 
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As glucanas são polímeros compostos por centenas ou milhares de unidades 

monossacarídicas. Elas diferem entre si pelas ligações glicosídicas entre as unidades 

monoméricas, comprimento das cadeias polissacarídicas e grau de ramificação, 

quando presente (BAUERMEISTER et al., 2010). 

As β-glucanas são grupos heterogêneos de macromoléculas, sendo a mais 

simples a β-(1,3)-D-glucana encontrada em procariontes e eucariontes. Há diversas 

fontes naturais destes polissacarídeos, como leveduras, cogumelos, bactérias, algas 

e cereais como cevada e aveia (KHOURY et al., 2012). Sua função nos corpos 

fúngicos ainda não está completamente elucidada, mas estudos sugerem que a 

principal função seria auxiliar na manutenção da rigidez e integridade da parede 

celular (SILVA et al, 2006). 

As propriedades biológicas das glucanas estão associadas à sua massa 

molecular, portanto, sua origem tem influência em suas atividades. Glucanas com 

elevada massa molecular tem menor permeabilidade nas células e são mais viscosas 

(LEI et al., 2015). As que possuem menor massa molecular demonstram propriedades 

biológicas de grande utilidade industrial, como, por exemplo β-glucanas derivadas de 

aveia, que apresentam atividade antitumoral, sem toxicidade para as células normais 

(CHOROMANSKA, 2015) e capacidade de redução de parâmetros de estresse 

oxidativo (BŁASZCZYK, 2015).  

Glucanas de origem microbiana ainda possuem algumas barreiras para uso 

clínico, em função da insolubilidade em água. Porém, já demonstram enorme gama 

de aplicações como agentes antitumorais, efeito anticancerígeno por impedir 

colonização por células cancerígenas, controle da formação de leucócitos, tendo 

efeito anti-inflamatório, entre outros usos de valiosa importância (SILVA et al, 2006). 

As glucanas oriundas de cogumelos (basidiomas) apresentam atividade antioxidante, 

com habilidade de eliminação de radicais livres e capacidade quelante do íon Fe2+ 

(LIU et al., 2010).  

 

3.4 LASIODIPLODIA THEOBROMAE 

L. theobromae é um ascomiceto cosmopolita, pertencente à família 

Botryosphaeriaceae e ao gênero Lasiodiplodia (MUNIZ et al., 2011). Sua colônia pura 
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em meio Agar Batata Dextrose (BDA) apresenta coloração acinzentada a negra, 

foscas, com abundante micélio aéreo, e tem seu pleno desenvolvimento em 

temperaturas entre 12 °C e 25 ºC (RODRIGUES, 2003). As características 

morfológicas e fisiológicas de isolados de L. theobromae, como coloração da colônia 

e crescimento micelial, podem variar de acordo com o hospedeiro e a região 

geográfica que se encontra (PEREIRA et al., 2006). 

Encontrado em regiões de clima tropical e subtropical, este fungo é considerado 

um fitopatógeno leve, porém de grande importância. Sua enorme gama de 

hospedeiros torna difícil o controle de sua proliferação, resultando na perda de 

diversas culturas. Pode afetar plantas e frutas que estão submetidas a estresse ou 

por meio de ferimentos, tanto os naturais como os provocados por animais, insetos, 

entre outros (PEREIRA et al., 2006; TORRES et al., 2008). 

Importante patógeno da madeira, Lasiodiplodia theobromae tem sido 

frequentemente relatado como responsável pela morte de plantas por dificultar o 

transporte de nutrientes e água, causando a redução do processo de fotossíntese, 

além de murcha e podridão basal de seus frutos e raízes, infectando-os também por 

meio das sementes, causando problemas pós-colheita em mais de 500 hospedeiros, 

incluindo árvores perenes de frutas e nozes, hortaliças e plantas ornamentais. 

(TORRES et al., 2008; CIPRIANO et al., 2015). Entretanto, é importante ressaltar que 

algumas moléculas biológicas de interesse industrial são obtidas a partir de 

microrganismos fitopatógenos como a goma xantana (PETRI et al., 2015) e obtidas 

em bioprocessos a partir da bactéria Xanthomonas campestris. 

 

3.5 LASIODIPLODANA 

 

A lasiodiplodana, cuja a estrutura está representada na Figura 1, é um 

polissacarídeo extracelular, do tipo (1→6)-β-D-glucana produzido pelo fungo 

Lasiodiplodia theobromae MMPI quando em cultivo submerso. Glucanas do tipo 

(1→6)-β-D-glucana são mais comuns de serem encontradas como componente 

insolúvel da parede celular de fungos, onde o processo de isolamento é mais difícil 

quando comparado a produção extracelular (CUNHA et al., 2012).  
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Figura 1- Representação da molécula do polissacarídeo lasiodiplodana. 

Fonte:  LUNA (2016) 

 

Diferentes propriedades biológicas da lasiodiplodana produzida pelo 

ascomiceto L. theobromae MMPI tem sido descrita na literatura. Turmina et al., 2012 

demonstrou que ratos tratados com lasiodiplodana por 28 dias apresentaram 

significativa diminuição dos níveis glicose no sangue, sem alterações hematológicas 

e histopatológicas. Cunha et al., (2012) verificou atividade antiproliferativa da 

lasiodiplona contra células cancerígenas MFC-7 em ensaios in vitro. Giese et al. 

(2015) reportaram que a lasiodiplodana apresenta atividade antioxidante. 

 

3.6 SULFONAÇÃO: MODIFICAÇÃO QUÍMICA E ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

 

Modificações químicas na estrutura de polissacarídeos podem ser obtidas pela 

substituição de grupos hidroxila presentes na macromolécula por algum grupo de 

interesse, a fim de criar ou potencializar algumas funcionalidades biológicas 

(KAGIMURA et al., 2015a).  

A reação de sulfonação consiste na substituição de grupos hidroxila por grupos 

sulfonato (S+O2OH), como demonstrado na Figura 2, e tal derivatização tem 

promovido a potencialização de propriedades biológicas de alguns polissacarídeos (LI 

et al., 2017; WANG et al., 2015).  
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Figura 2- Representação de uma D-glucana modificada por sulfonação. 

Fonte: KAGIMURA et al., (2015b). 

 

A derivatização por sulfonação comumente é conduzida com o uso de ácido 

clorossulfônico, ácido sulfúrico anidro ou complexos de trióxido de enxofre-piridina 

como agentes de derivatização. O grau de substituição da reação é dado pela 

quantidade de grupos hidroxila substituído pelo grupo sulfonato (WANG et al., 2015).  

A sulfonação de polissacarídeos tem ganhado destaque após estudos 

revelarem sua influência na solubilidade de macromoléculas e alteração da 

conformação da cadeia, atuando diretamente na melhoria da atividade anticoagulante, 

antiviral, antioxidante e antitumoral (WANG et al., 2009). Esse processo de 

derivatização química ainda possibilita o uso destes polissacarídeos industrialmente 

como agentes texturizantes em alimentos, como suplementos alimentares e no 

desenvolvimento de novas drogas (JINDAL et al., 2013).  

Vasconcelos et al., 2013, avaliou os efeitos antitumorais de lasiodiplodana 

produzida por L. theobromae e sulfonada com DS de 0.95 e verificou atividade 

anticoagulante. Tao et al. (2006), também estudou atividade antitumoral de 

polissacarídeo fúngico sulfonado, bem como suas características físico-químicas e 

constatou que a sulfonação contribuiu para a atividade antitumoral.  

 

3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

A oxidação pode ser descrita como um processo metabólico de geração de 

energia para as células. Esse processo, e outros fatores externos como poluição, 

fumaça de cigarro, radiação e medicação contribuem para a geração de radicais livres 

nos sistemas celulares (ADEGOKE et al., 1998; MCCORD et al., 1994; FREEMAN, 
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CRAPO, 1982). Radicais livres podem causar severos danos através do processo 

denominado estresse oxidativo, desencadeando doenças como câncer, malefícios 

cardíacos e doenças degenerativas como Alzheimer e Parkinson (CHRISTEN, 2000; 

AMES et al., 1993; AMES et al., 1995).  

Os chamados antioxidantes não-enzimáticos dietéticos (exógenos) atuam 

juntamente com o sistema antioxidante endógeno para eliminar radicais livres no 

corpo. Compostos naturais como ácidos fenólicos, polifenóis, flavonóides, 

carotenóides, ácido l-ascórbico, tocoferol, ácidos graxos ꭥ-3 e ꭥ-6 demonstram ter 

alta atividade de remoção de radicais livres (PAIVA, RUSSELL, 1999). Polissacarídeos 

como a lasiodiplodana também possuem a capacidade de remover diferentes radicais 

livres. 

O fungo Lasiodiplodia theobromae é grande produtor de glicosídeo colestanol, 

uma saponina com atividade antitumoral, mas principalmente, segundo Jinu et al. 

(2015) com atividade antioxidante frente ao radical DPPH. O estudo realizado por 

Calegari et al., (2017) pode ser mencionado em relação a capacidade antioxidante da 

lasiodiplodana. Neste trabalho, o EPS foi derivatizado por sulfonação e sua atividade 

antioxidante demonstrou significativa potencialização após tal modificação química. 

Chen et al. 2006 estudou a capacidade antioxidante de polissacarídeo derivado 

do fungo Cordyceps sinensis e verificou significativa atividade antitumoral e 

antioxidante .Yang et al. 2005 modificou um polissacarídeo obtido do fungo Phoma 

herbarum por sulfonação e avaliou suas atividades antioxidantes após o processo e 

constatou que a modificação química aumentou as propriedades antioxidantes do 

polissacarídeo. 

 

 

3.8 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

 

Microrganismos resistentes a antibióticos tem se tornado um problema de 

saúde mundial. De um total de 2 milhões de pessoas que chegam aos hospitais nos 

Estados Unidos com alguma infecção bacteriana, 70% dos casos envolvem alguma 

espécie que tem resistência a pelo menos um tipo de medicamento (CUSHNIE; LAMB, 

2005).  
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A formação de biofilmes por microrganismos é uma das importantes razões que 

levam a falha dos tratamentos antimicrobianos. A formação destes filmes é observada 

em diversas espécies, entre elas, Staphylococcus aureus (VAN ACKER et al., 2014). 

A modificação química da estrutura de compostos presentes em medicamentos 

na qual a resistência se desenvolveu mostrou ser uma alternativa efetiva para 

prolongar a vida útil de certos agentes que atuam nas drogas (JEU et al., 2003). 

Estudos desenvolvidos por Cushnie e Lamb (2005), demonstraram a possibilidade de 

produção de agentes quimioterapêuticos antifúngicos, antivirais ou antibacterianos a 

partir de flavonoides e ainda explana futuras produções de moléculas sintéticas mais 

potentes. Neste sentido, a modificação de biomoléculas ou aquelas produzidas 

sinteticamente, podem provocar aumento na atividade antimicrobiana.  

Atividade antimicrobiana de polissacarídeos derivados do gênero Ganoderma 

foi estudada por Ferreira et al. (2015). Goy et al. (2009) estudou a atividade 

antimicrobiana da quitosana, um polissacarídeo derivado da quitina (Figura 3). Os dois 

estudos provaram atividade antimicrobiana nos polissacarídeos fúngicos estudados, 

aumentando sua versatilidade.  

 

 

 

Figura 3- representação da molécula de quitina. 

Fonte: GOY et al. (2009) 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. BIOPRODUÇÃO DA LASIODIPLODANA E MODIFICAÇÃO POR 

SULFONAÇÃO. 

 

4.1.1  Cepa fúngica  

 

O fungo utilizado no presente trabalho (Lasiodiplodia theobromae MMPI) foi 

isolado previamente da fruta tropical Pinha (Annona squamosa), e conservado em 

meio ágar sabouraud com cloranfenicol a 5 °C.  

 

 

Figura 4: fungo repicado crescido em placa com meio Ágar Sabouraud-cloranfenicol. 

Fonte: autoria própria. 

 

4.1.2 Preparo do inóculo 

 

Uma porção do micélio fúngico foi inoculado em placas de Petri contendo meio 

Ágar sabouraud com cloranfenicol e incubadas em estufa bacteriológica a 28 °C por 

72 horas. Para o preparo do inóculo, uma alçada de micélio crescido na superfície das 
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placas foi transferida para frascos Erlenmeyer contendo 100 mL de meio Meio de Sais 

Minerais de Vogel (VOGEL, 1956) e 5 g.L-1 de glicose. Os frascos foram incubados a 

28 °C sob agitação de 150 rpm por 48 horas. O micélio fúngico foi isolado do caldo 

fermentado por centrifugação da pré-cultura e triturado em mixer de forma a produzir 

uma suspenção micelial homogênea. A suspensão micelial foi diluída em solução 

salina 0,9% de modo a ser obtidas leituras de absorção entre 0,4 e 0,5 a 400 nm 

(CUNHA et al., 2012). 

 

4.1.3 Produção por cultivo submerso e recuperação da lasiodiplodana 

  

A Lasiodiplodana foi produzida em cultivo submerso em incubadora de bancada 

(shaker). Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 

150 mL de um meio fermentativo composto por sais minerais de Vogel (VOGEL, 1956), 

20 g.L-1 de glicose e 15 mL de inóculo padronizado.  As condições de cultivo foram as 

seguintes: 150 rpm,  28 °C  e 72 horas de tempo de fermentação (CUNHA et al., 2012). 

Após fermentação os frascos foram submetidos a centrifugação para separação da 

biomassa do caldo fermentado em 1500 x g durante 15 min. O polissacarídeo 

lasiodiplodana foi isolado por precipitação com 3 volumes de etanol 95% (a 5 °C) por 

24 horas. O precipitado obtido foi ressolubilizado em água destilada a 60 °C e 

posteriormente submetido a intensa diálise contra água destilada por 

aproximadamente cinco dias, com troca de água três vezes ao dia, como demonstrado 

na Figura 3. O material dialisado foi desidratado por liofilização e armazenado em 

condições adequadas (Figura 4). O produto resultante deste processo foi nomeado 

LAS-N para uso posterior nas análises e no processo de derivatização química. 

A seguir é apresentado o fluxograma da produção: 
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Figura 5: fluxograma de obtenção da Lasiodiplodana nativa. 

Fonte: autoria própria. 
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Figura 6: Lasiodiplodana nativa  liofilizada. 

Fonte: autoria própria. 

 

 

 

4.2 SULFONAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA 

 

4.2.1 Derivatização química  

 

A derivatização do exopolissacarídeo foi realizada seguindo metodologia 

descrita por ZHANG et al. (2011), com adaptação. Inicialmente, 200 mg do EPS nativo 

liofilizado foi solubilizado em 40 mL de DMSO (dimetilsulfóxido) em frasco de dois 

pescoços, sob intensa agitação por 3 horas em temperatura ambiente. Em seguida, 

foram adicionados, 40 mL de piridina, e, gota-a-gota, 16 mL do reagente sulfonante 

ácido clorossulfônico. A solução permaneceu sob agitação por 3 horas a temperatura 

de 60 °C. A solução foi resfriada e a sulfonação interrompeu-se pela neutralização do 

meio (pH entre 7 e 8) com adição de NaOH (15% m.v-1). A solução resultante foi 

extensivamente dialisada contra água destilada por aproximadamente seis dias, com 
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várias trocas de água. Por fim, o produto dialisado também foi submetido a liofilização 

e nomeado como LAS-S, como demonstrado na Figura 5.  

 

 

Figura 7: Lasiodiplodana sulfonada liofilizada. 

Fonte: autoria própria. 

 

4.2.2 Análise por Espectroscopia de Infravermelho  

 

Os espectros de infravermelho das amostras liofilizadas foram obtidos em 

espectrofotômetro Frontier (Perkin Elmer®, EUA), na região de 4000 a 400 cm-1, com 

resolução de 2 cm-1 e 16 acumulações, usando a técnica de discos de brometo de 

potássio (KBr). 

 

4.2.3 Determinação do grau de sulfonação (DS) 

 

Na determinação do grau de sulfonação, é considerada a média de grupos 

sulfonatos que são inseridos por unidade de monossacarídeo do polissacarídeo 

nativo. A amostra sulfonada foi analisada em um analisador elementar CHNS 2400 
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série II (DE MOURA NETO et al., 2011), onde o enxofre presente foi quantificado e o 

grau de sulfonação foi determinado pela equação descrita abaixo: 

 

𝐷𝑆 =  
(𝑆%

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑡ô𝑚𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑜 𝑆⁄ )

(𝐶%
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑡ô𝑚𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑜 𝐶 𝑥 6⁄ )

  ∴        𝐷𝑆 = 2,25 (
𝑆%

𝐶%
) 

 
 

Onde, S% e C% correspondem aos conteúdos percentuais de enxofre e de carbono 

presentes na amostra, e o número 6 corresponde aos grupos sulfonatos com potencial 

de adição nos carbonos de cada resíduo do monômero de glicose. 

 

4.2.4 Avaliação da solubilidade 

 

Para avaliar a solubilidade das lasiodiplodanas nativas e sulfonadas foi utilizado 

o método utilizado por WANG et al. (2012), com adaptações. Em 10 mg da amostra 

foi adicionado 10 mL de água destilada sob agitação durante 24 horas à temperatura 

ambiente.  

A solubilidade também foi testada frente ao DMSO (20%) para análise 

antimicrobiana e antioxidante. Posteriormente as soluções foram centrifugadas a 1500 

x g por 10 minutos. Foram quantificados os açucares totais do sobrenadante 

resultante por método fenol-sulfúrico (DUBOIS et al. 1956) para identificar a porção 

solúvel da amostra, que foi expressa em porcentagem de massa (GALEANE et al., 

2017). 

 

4.3 DETERMINAÇÃO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE  

 

A atividade antioxidante das amostras de lasiodiplodana nativa e sulfonada 

foram avaliadas pelos métodos do radical DPPH, íon férrico (FRAP) e com base no 

potencial de remoção de peróxido de hidrogênio. As amostras foram testadas 

utilizando como agente solubilizante DMSO 20% (v.v-1). Todas as análises foram 

realizadas em triplicata. 
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4.3.1 Determinação da atividade antioxidante utilizando o radical DPPH• 

 

 A atividade de remoção de radicais DPPH• foi realizada seguindo metodologia 

descrita por Fenglin et al. (2004), com adaptações. Todos os ensaios, bem como o 

preparo dos reagentes, foram procedidos em ambiente protegido de luz. 

 Para realização das análises, foram preparados DPPH em 0,5 mmol.L-1, 

solubilizado em etanol puro. As amostras, assim como a glicose e o Trolox, que foram 

utilizados como controle, foram preparados em concentrações de 0,3, 0,5 e 0,71 mg 

mL-1.   

 Foram adicionados, em tubos de ensaio, 500 µL de amostra, 3 mL de etanol 

80% e 300 µL de DPPH. Nos tubos controle, foram adicionados apenas 3,5 mL de 

etanol 80% e 300 µL de DPPH. Após duas horas, as leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro a 517 nm.  

 A porcentagem de atividade foi calculada pela seguinte equação: 

 

%𝐴𝐴 = 100 −  
(𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑥 100)

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 

 

 Onde 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 é a média da absorção obtida para triplicatas de cada 

concentração das amostras, e 𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 é a média da absorção obtida para os tubos 

controle.  

 

4.3.2 Determinação da atividade antioxidante utilizando íon férrico (FRAP)  
 

 A análise de poder redutor do íon férrico foi realizada seguindo metodologia 

descrita por Rufino et al. (2006) e Wootton-Beard et al. (2011), onde o ácido ascórbico 

foi utilizado como controle positivo. 

 Para o preparo da solução FRAP, foi adicionado 25 mL de tampão acetato de 

sódio (pH 3,6), TPTZ (10 mmol.L-1) solubilizado em HCl (40 mmol.L-1) e 2,5 mL de 

cloreto férrico 20 mmol.L-1. Esta solução foi aquecida a 37 °C por 15 minutos.   

 LAS-S, LAS-N, glicose e ácido ascórbico foram preparados nas concentrações 

de 0,3, 0,5 e 0,71 mg mL-1. Onde, 90 µL destas amostras foram adicionadas em tubos 
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de ensaio, 270 µL de água destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. Todos os tubos foram 

incubados a 37 °C por 30 minutos. Para a construção da curva padrão (anexos), no 

lugar das alíquotas da amostra, foram adicionados 90 µL de sulfato ferroso 4 mmol.L-

1. As leituras de absorção foram realizadas a 595 nm, utilizando o reagente FRAP 

como branco. 

 

4.3.3 Capacidade de Remoção do Peróxido de Hidrogênio 

 

Para determinação da atividade de remoção do peróxido de hidrogênio, foi 

adotada a metodologia descrita por Liu et al. (2010). Foi preparado um reagente 

contendo 1 mL de H2O2 (0,1 mmol.L-1, recém preparado), 1 mL das amostras de 

lasiodiplodana nativa e sulfonada em concentrações 0,3, 0,5, e 0,71 mg.mL-1, 0,1 mL 

de molibdato de amônio (3% m.v-1), 10 mL de solução de H2SO4 (2 mol.L-1), e 7 mL 

de KI (1,8 mol.L-1). Foi procedida titulação da solução preparada com Na2S2O3 (5 

mmol.L-1), até desaparecimento de coloração amarelada. A atividade foi calculada 

segundo a equação: 

 

% 𝑅𝑒𝑚𝑜çã𝑜 𝑑𝑒 𝐻2𝑂2 =  
(𝑣𝑜−𝑣1)

𝑣𝑜
 𝑥 100 

 

Onde, V0 corresponde ao volume da solução de Na2S2O3 utilizada para titular a mistura 

controle e V1 corresponde ao volume da titulação da mistura contendo a amostra. 

 

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

 

A atividade antimicrobiana foi analisada através da avaliação da concentração 

mínima inibitória (MIC), de acordo com o procedimento empregado por Krichen et al. 

(2015), com modificações. As amostras do polissacarídeo nativo e modificado foram 

avaliadas contra duas estirpes bacterianas Gram-positivas (Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 (SA) e Listeria monocytogenes ATCC 19111 (LM)), e duas estirpes Gram-

negativas (Salmonella enterica Typhimurium ATCC 0028 (ST) e Escherichia coli ATCC 
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25922 (EC)). A atividade antimicrobiana também foi avaliada contra as leveduras 

Candida tropicalis ATCC 13803 (CT) e Candida albicans ATCC 118804 (CA). 

Em placas de Elisa, com 96 poços, contendo 100 μL de caldo Mueller-Hinton e 

10 μL de suspensão microbiana previamente padronizada na escala de McFarland de 

0,5 (1,5 × 108 UFC mL-1), foram adicionadas alíquotas da amostra (100 μL) diluídas 

em 20% DMSO em concentrações 0,3, 0,5 e 0,71 mg mL-1.  

As placas foram incubadas a 37 °C (ensaio com bactérias) ou a 28 °C (ensaio 

com leveduras), todas por um período de pelo menos 17 horas. Após este tempo, 20 

μL do reagente corante resazurina (0,01%) foram adicionados aos tubos para 

identificar organismos vivos viáveis, os quais foram verificados após duas horas de 

reação. As amostras que apresentaram resultados positivos de inibição foram 

transferidas para placas de Petri contendo ágar nutriente (bactérias) ou ágar-sabourad 

com cloranfenicol (leveduras) e posteriormente incubadas por pelo menos 17 horas 

em estufa bacteriológica a 37 °C, para as bactérias, e a 28 °C para as leveduras, para 

então verificação da atividade bactericida e fungicida. Como controle positivo 

bacteriano foi utilizada a tetraciclina, e para controle fúngico o fluconazol. Como 

controle negativo, solução salina (0,9%) e DMSO 20% para bactéria e levedura, 

respectivamente.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Espectro de Infravermelho 

 

 Os espectros de infravermelho obtidos das amostras de lasiodiplodana nativa 

e sulfonada (LAS-N e LAS-S) pode ser observado na Figura 6: 

 

 

Figura 8- espectro de infravermelho da LAS-N e LAS-S. 

 

 As amostras de lasiodiplodana nativa e sulfonada apresentaram bandas em 

comum na região de 3337 cm-1, correspondentes ao estiramento O-H. Em 2927 cm-1, 

ambas as amostras apresentaram banda correspondente a ligação C-H em 

hibridização sp3. Na região de 1640 cm-1 houve também a formação da banda típica 

de anel de glucose (WANG, ZHANG, 2009; VASCONCELOS et al., 2008).  

 Na amostra de lasiodiplodana sulfonada, houve a formação de banda na região 

correspondente a 1240 cm-1, indicando a presença da ligação de estiramento simétrico 

e assimétrico S=O. Na região de 810 cm-1, houve presença de banda correspondente 

a vibração simétrica C-O-S, assim confirmando a inserção dos grupamentos 

sulfonatos (C-O-SO3) na macromolécula (WANG, ZHANG, 2009; XU et al., 2009). 
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5.2 Grau de sulfonação 

 

 O grau de sulfonação da lasiodiplodana foi avaliado considerando o conteúdo 

de enxofre introduzido na macromolécula, o qual foi quantificado instrumentalmente 

por análise elementar, conforme descrito por Calegari et al., (2017). 

O derivado sulfonado (LAS-S) apresentou grau de substituição (DS) de 0,17, o 

que significa uma média 0,17 grupos sulfonatos introduzidos em cada unidade de 

resíduo de glicose que compõe a lasiodiplodana. Considerando a possibilidade de 

substituição de até 3 grupos hidroxila por unidade de glicose (LUNA, 2016), a 

eficiência obtida no processo de derivatização foi de 5,67%.  

Segundo estudos realizados por Zhang et al. (2011), o volume de reagente 

sulfonante, o tempo de reação e a temperatura em que a derivatização é conduzida 

influenciam na modificação do polissacarídeo. Afirma ainda, que o volume de reagente 

derivatizante empregado na reação tem maior influência do que a temperatura em 

relação ao grau de substituição obtido.  

 Tao et al. (2006) procedeu a sulfonação do polissacarídeo solúvel em água 

produzido pelo fungo Pleurotus tuberregium, empregando piridina como catalisador e 

ácido clorossulfônico como agente derivatizante na proporção de 2:1, similar a relação 

empregada neste trabalho. Nestas condições, o autor relata a obtenção de derivado 

com DS de 0,28, pouco superior ao obtido no presente estudo (DS 0,17). 

 Para a obtenção de derivados com maior grau de substituição, mudanças no 

protocolo de derivatização são necessários, como aumento na concentração do 

agente derivatizante, tempo e temperatura reacional e mudanças na relação 

catalisador: agente derivatizante.  

 

5.3 Solubilidade 

 

A solubilidade das amostras de lasiodiplodana nativa e sulfonada liofilizadas 

foram avaliadas em água e no solvente orgânico DMSO foram avaliadas. Os 

resultados de solubilidade estão descritos na tabela 1. 
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Tabela 1- Solubilidade das amostras de lasiodiplodana nativa e sulfonada. 

Amostra 
Solubilidade (%, mg/100 mL) 

Água DMSO (20%) 

LAS-N* 25 48 

LAS-S** 57 59,3 

*Lasiodiplodana nativa 

**Lasiodiplodana sulfonada 

 

 Conforme pode ser identificado na tabela 1, a LAS-N apresentou baixa 

solubilidade em água (25 mg/100 mL). De fato, β-glucanas comumente apresentam 

pouca ou nenhuma solubilidade em água quando desidratadas. De acordo com 

estudos realizados por Bauermeister et al. (2010), classes de β-glucanas possuem 

baixa solubilidade em água, por seus grupos hidroxila interagirem entre si criando 

ligações intramoleculares e elevada viscosidade, o que dificulta a solvatação pela 

água. 

 A derivatização por sulfonação proporcionou um aumento de 128% na 

solubilidade da amostra em água (57 mg/100 mL). Segundo Xie et al. (2016), o 

aumento da solubilidade em água após derivatização por sulfonação é justificado pela 

inserção dos grupamentos sulfonatos na molécula, os quais interagem melhor com o 

solvente polar, criando ligações intermoleculares. 

 Ambas as amostras (LAS-N e LAS-S) apresentaram maior solubilidade em 

DMSO 20% (LAS-N 48%, LAS-S 58,3%), o que demonstra que a polaridade do 

solvente tem grande influência sobre a solubilidade de tais macromoléculas. Maior 

solubilidade de β-glucanas microbianas em DMSO foram reportadas por Sietsma, 

Wessels (1981). Tais autores descreveram que β-glucanas nativas originárias de 

microrganismos apresentaram melhor solubilidade em dimetilsulfóxido, por ser um 

solvente orgânico polar e poder induzir ligações intermoleculares com as hidroxilas 

presentes. A LAS-S também demonstrou melhor solubilidade em DMSO 20% devido 

a inserção de grupamentos polares (sulfonato), que afasta as hidroxilas restantes na 

molécula impedindo ligações intramoleculares, favorecendo a solubilidade pelo 

solvente mais polar.  
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Considerando a melhor solubilidade em DMSO 20%, as amostras submetidas 

às análises de atividade antioxidante e antimicrobiana foram solubilizadas em tal 

sovente.  

 

5.4 Atividade de captura do radical DPPH• 

 

 O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é um radical estável, de coloração violeta 

devido a deslocalização de um elétron, que impede a dimerização da molécula. 

Quando misturado com uma substância capaz de doar elétrons e assim reduzir o 

radical, ele perde sua coloração (MOLYNEUX et al., 2004). 

 Os resultados obtidos são demonstrados na Figura 6, a seguir:  

 

 

Figura 9: atividade de inibição do radical DPPH. 
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 De acordo com a Figura 6, é possível verificar que a LAS-S e LAS-N não 

demonstraram capacidade de captura do radical DPPH nas concentrações estudadas. 

Da mesma forma a glicose, que é o monômero constituinte da lasiodiplodana, também 

não demonstrou atividade antioxidante contra o radical DPPH, em tais concentrações. 

 Segundo Somensi (2014), a inserção de grupamentos nas moléculas de β-

glucanas poderia diminuir a capacidade de doação de hidrogênios para a 

estabilização do radical DPPH, diminuindo a quantidade de hidroxilas presentes, e 

como consequência diminuindo a disponibilidade de hidrogênios para serem doados, 

justificando a ausência de atividade da LAS-S. 

 Estudos realizados por Chen et al. (2014) com polissacarídeos extraídos do 

fungo Ganoderma atrum, mostraram que a atividade antioxidante de polissacarídeos 

está diretamente associada a concentração. Neste sentido, os resultados obtidos com 

a LAS-N podem ser justificados pela baixa concentração empregado no ensaio. 

 

5.5 Poder redutor antioxidante do íon férrico (FRAP) 

 

 Segundo Pulido et al. (2000) e Huang et al. (2012), o método de avaliação do 

Poder Antioxidante de Redução do Ferro pelo método FRAP é uma das alternativas 

de estudo de poder antioxidante do ferro em fluídos biológicos e soluções aquosas, 

por método colorimétrico, onde há a formação de Fe (II)-tripiridiltriazina (coloração 

azul) a partir de Fe (III) incolor e antioxidantes doadores de elétrons, podendo 

quantificar a atividade por espectrofotômetro.  

 Seguindo protocolo presente no item 4.3.2, obteve-se os seguintes resultados, 

descritos na Figura 8: 
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Figura 10: atividade de redução de Fe3+. 

 

 

Os resultados apresentados são expressos em mmol L-1 de Fe2+ equivalentes 

por mL de amostra. O ácido ascórbico utilizado como controle positivo, apresentou 

grande atividade frente ao ferro. 

 Nestas concentrações LAS-N não apresentou atividade de redução do íon 

férrico. Resultado condizente com estudos realizados por Du, Xu (2014), onde foi 

avaliada a atividade antioxidante pelo método FRAP de β-glucanas de diversas 

origens, e glucanas oriundas de fungos apresentaram os menores valores de 

atividade, na ordem de 1 µmol de Fe2+ por 100 gramas de amostra.  

 Os valores da atividade de LAS-S e glicose foram muito próximos, mas ainda 

de pouca relevância comparados aos valores obtidos pelo padrão antioxidante ácido 

ascórbico.   

 

5.6 Capacidade de remoção do peróxido de hidrogênio 
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 O peróxido de hidrogênio tem papel muito importante em diversas reações de 

manutenção fisiológica, porém em algumas reações pode produzir radicais mais 

reativos como a hidroxila (OH•), podendo causar danos às células (COMHAIR, 

ERZURUM, 2002), como mostra a equação química: 

 

𝐻2 𝑂2 +  𝐹𝑒2+ →  𝐹𝑒3+ +  𝑂𝐻− + 𝑂𝐻∙ 

 

A atividade de remoção de H2O2 pela LAS-N e LAS-S foi procedida seguindo o 

protocolo descrito no item 4.3.3, onde a reação entre o iodeto de potássio e o peróxido 

de hidrogênio geram iodo, que dá a coloração amarelada à solução. Ao prosseguir a 

titulação com o tiossulfato de sódio, íons diotionato são gerados, e estes são incolores. 

Os resultados obtidos são observados na Figura 9:  

 

 

Figura 11: porcentagem de remoção de peróxido de hidrogênio. 
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Como verificado, as amostras LAS-N e LAS-S não apresentaram atividade 

frente ao peróxido. O ácido ascórbico, utilizado como controle positivo, mostrou 

atividade considerável em todas as concentrações. 

 Fonseca et al. (2016), após isolar um fungo de casca de coqueiro e conduzir a 

produção de seu exopolissacarídeo por fermentação, observou atividade antioxidante 

de remoção de peróxido de hidrogênio dependente da concentração. Em 0,5 mg mL-

1 o EPS removeu apenas 1,66% de H2O2. 

 Em seus estudos, Gao et al. (2010) também conclui que a capacidade de 

remoção do peróxido por glucanas depende da concentração do EPS, e possui baixa 

capacidade quando comparada com o ácido ascórbico. 

 A atividade observada para a glicose, segundo estudos realizados por Saqib e 

Whitney (2011), deve-se ao grupamento aldeído existente na molécula e sua 

conformação em cadeia aberta. Açúcares monoméricos em soluções aquosas podem 

encontrar-se em equilíbrio entre suas cadeias abertas e fechadas, mas só atuam 

como açúcar redutor no formato de cadeia alifática.  

 Os resultados referentes ao potencial antioxidante obtidos no presente estudo 

sugerem que a sulfonação da macromolécula lasiodiplodana com baixo grau de 

substituição, não colabora para a potencialização de sua atividade antioxidante. De 

fato, em estudos conduzidos por nosso grupo de pesquisa foi verificado que 

lasiodiplodana com DS de 0,28 demonstrou atrativa capacidade antioxidante, quanto 

a capacidade de remoção do radical hidroxila, remoção de peróxido de hidrogênio e 

poder redutor (CALEGARI et al., 2017). 

 

5.7 Atividade antimicrobiana 

 

 A atividade antimicrobiana da LAS-S e LAS-N foi avaliada seguindo protocolo 

descrito no item 4.4. Após adição do corante resazurina, poços contendo 

microrganismos vivos ficaram rosa, e onde houve inibição, ficaram azuis.  

 Nas placas onde houve a presença de poços azulados, o conteúdo foi 

assepticamente transferido para novas placas de Petri contendo ágar nutriente (para 

as bactérias) ou ágar-sabourad com cloranfenicol (para leveduras). 

 Os resultados obtidos são demonstrados nas imagens: 
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Figura 12: atividade antimicrobiana frente a S. aureus. 

 

 

Figura 13: atividade antimicrobiana frente a S. typhimurium. 
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Figura 14: atividade antimicrobiana frente a L. monocytogenes. 

 

 

Figura 15: atividade antimicrobiana frente a E. Coli. 

 

 

 



36 
 

 

 

Figura 16: atividade antimicrobiana frente a C. tropicalis. 

 

 

 

Figura 17: atividade antimicrobiana frente a C. albicans. 
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 De acordo com os resultados, é possível verificar que não houve atividade 

inibitória nem biostática pela lasiodiplodana nativa (LAS-N)sobre os microrganismos 

estudados. Por outro lado, a sulfonação da macromolécula contribuiu para sua 

atividade antimicrobiana. 

Conforme verificado na Figura 14, houve atividade de inibição da amostra LAS-

S (sulfonada) contra a levedura Candida albicans, na concentração MIC 0,71 mg.mL-

1. 

 Na placa de Elisa do microrganismo Staphylococcus aureus (SA), Figura 9, em 

todos os poços contendo amostras o microrganismo foi resistente, onde o corante 

apresentou coloração rosada. Ou seja, em todas as concentrações avaliadas, LAS-S 

e LAS-N não demonstraram efeito inibitório ou bacteriostático. 

 Nos ensaios com os microrganismos, S. typhimurium, L. monocytogenes e E. 

Coli, onde foram transferidos os conteúdos para placas de Petri novas, as amostras 

LAS-S na concentração de 0,71 mostrou efeito bacteriostático.  

 Da mesma forma, a lasiodiplodana sulfonada apresentou efeito fungistático na 

concentração 0,71 mg mL-1 contra C. Tropicalis e na concentração 0,5 mg mL-1 contra 

C. albicans. 

 Torello at al. (2010) avaliou a atividade da β-1,3-glucana nas concentrações de 

150 e 300 mg/kg contra Listeria monocytogenes, em ensaios conduzidos durante 10 

dias com ratos infectados. Os resultados obtidos demonstraram aumento de 

sobrevivência de 40%, protegendo os ratos de doses mortais do microrganismo. Por 

outro lado, doses de 50 mg/kg não demonstraram resultados. 

 Di Luzio, Williams (1978) demonstraram atividade protetora de uma glucana 

contra infecções secundárias em ratos leucêmicos, causadas por Staphylococcus 

aureus. A concentração utilizada no trabalho foi de 2,5 mg.mL-1. A administração 

intravenosa foi efetiva na modificação da morbidez e mortalidade dos ratos. Por este 

motivo, a profilaxia com glucanas se mostrou válida. 

 Huff et al. (2006) analisou a influência da alimentação com β-(1,3;1,6)-glucana 

em galinhas de corte contaminadas com Escherichia coli. As galinhas foram 

alimentadas com uma ração contendo 20 g ton-1 de glucana purificada. Após 7 dias 
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não houve melhora significativa das taxas de mortalidade, mas aumentou o peso das 

galinhas, e melhorou a conversão de alimento em peso.  

 Contra a Salmonella typhimurium, Arellano-Reynoso et al. (2005) usou 

concentrações de 1 e 2 mmol.L-1 de glucana derivada de microrganismo para modular 

a S. typhimurium em macrófagos. Com este estudo, observa-se que a glucana não 

inibe o microrganismo nestas concentrações. 

A relação entre β-glucanas e Candida albicans foi relatada no trabalho escrito 

por Quintin et al. (2012) onde, em placas de 96 poços, foram colocados monócitos, 

células de Candida e glucana purificada, buscando avaliar a atividade fungicida e 

validar o conceito de imunidade treinada. Os autores observaram que monócitos pré 

incubados com β-glucanas aumentaram sua capacidade de inibição da levedura, 

observando ainda que a concentração de Candida e glucana influencia na capacidade 

de inibição do monócito.  

 Portanto, percebe-se a direta dependência das atividades de inibição ou 

estaticidade com a concentração da macromolécula estudada. Neste trabalho com a 

relativa baixa concentração da β-glucana, obteve-se apenas resultados nas maiores 

concentrações de LAS-S. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

 

6 CONCLUSÃO  

 

A metodologia de derivatização, empregando ácido clorossulfônico como 

agente derivatizante e piridina como catalisador possibilitou a obtenção de um 

derivado com baixo grau de substituição (DS 0,17). 

As amostras de lasiodiplodana nativa e sulfonada apresentaram maior 

solubilidade em DMSO 20% do que em água. A derivatização por sulfonação 

promoveu aumento de solubilidade da lasiodiplodana tanto em DMSO (24%) quanto 

em água (128%). 

Nas concentrações estudadas, tanto a lasiodiplodana nativa quanto a 

macromolécula sulfonada não apresentaram atividade antioxidante avaliada pelos 

métodos de captura do radical DPPH, FRAP e remoção do peróxido de hidrogênio. 

A sulfonação promoveu a atividade antimicrobiana da molécula de 

lasiodiplodana. LAS-S na concentração de 0,71 mg mL-1 apresentou efeito inibitório 

contra Candida Albicans ATCC 118804, efeito bacteriostático contra Listeria 

monocytogenes ATCC 19111, Salmonella enterica Typhimurium ATCC 0028 e 

Escherichia coli ATCC 25922. Apresentou efeito fungistatico contra Candida tropicalis 

ATCC 13803. Na concentração de 0,5 mg mL-1  também apresentou efeito fungistático 

contra C. Albicans. 

A sulfonação da lasiodiplodana, mesmo em condições de baixo grau de 

substituição, contribuiu para o aumento de solubilidade da macromolécula, bem como 

para sua atividade antimicrobiana. Estudos posteriores possivelmente mostrarão a 

potencialização tanto da atividade antimicrobiana quanto atividade antioxidante em 

derivados com elevados graus de sulfonação.  
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Figura 18: curva padrão de glicose (fenol-sulfúrico). 
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Figura 19: curva padrão de sulfato ferroso (FRAP). 


