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RESUMO 

 

 

CALEGARI, Gabrielle Cristina. Lasiodiplodana (1→6)-β-D-glucana: Bioprodução, 
obtenção de moléculas derivatizadas por sulfonação e caracterização. 2016. 34 f. 
Trabalho de Conclusão de Curso – Bacharelado em Química, Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná. Pato Branco, 2016. 
 
 
Polissacarídeos microbianos são macromoléculas cujo interesse industrial vem 
crescendo consideravelmente em função de suas propriedades biológicas e 

tecnológicas. Dentre estes, destacam-se as -glucanas, as quais têm demonstrado 
diferentes funcionalidades biológicas, incluindo propriedades anticoagulantes, 
antioxidantes, antivirais e anticarcinogênicas. Além de apresentarem potencial no 
tratamento de doenças cardiovasculares, diabetes e dislipidemias. Modificações 
químicas na estrutura primária destas macromoléculas têm demonstrado ser uma 
ferramenta importante na potencialização de suas funcionalidades biológicas, e 
dentre as modificações descritas na literatura científica tem-se a sulfonação, onde 
grupos sulfonato (S+O2OH) são inseridos em sua estrutura. Nesse contexto, no 
presente estudo a lasiodiplodana ((1→6)-β-D-glucana), produzida pelo fungo 
Lasiodiplodia theobromae MMPI, foi derivatizada por sulfonação. Esta modificação 
foi conduzida utilizando dimetilsulfóxido (Me2SO) como solvente e piridina como 
catalisador. Os grupamentos sulfonato que substituem na molécula os grupos 
hidroxila, foram obtidos utilizando o ácido clorosulfônico  como agente derivatizante. 
As condições de sulfonação levaram a obtenção de um derivado com grau de 
substituição de 0,24. Análises por FT-IR confirmaram a introdução de grupos 
sulfonato na estrutura primária da β-D-glucana , sendo verificado o surgimento de 
três bandas características nas faixas espectrais de 1186 cm-1 e 1240 cm-1, as quais 
correspondem a vibração de estiramento simétrico e assimétrico (forte) S=O, 
respectivamente, e banda na região de 810 cm-1, indicativa de vibração simétrica C-
O-S, associado ao grupo C-O-SO3. Microscopia eletrônica de varredura mostrou 
mudanças morfológicas na macroestrutura polimérica da lasiodiplodana após 
derivatização, com o surgimento de microfibrilas ao longo da estrutura, e a análise 
por DRX revelou o surgimento de regiões com certa organização molecular após 

derivatização, com surgimento picos em 11,64°, 19,63°, 29,15° e 31, 15° em 2. 
 
Palavras-chave: Derivatização. Exopolissacarídeo. Glucanas. 

 



 
 

ABSTRACTS 

 

 

CALEGARI, Gabrielle Cristina. Lasiodiplodia (1→6)-β-D-glucan – Bioproduction, 
obtaining molecules derived by sulfonation and characterization. 2016. 34 f. Final 
Work for the Undergraduation – Bachelor of Chemistry, Federal Technological 
University of Paraná. Pato Branco, 2016. 
 

Microbial polysaccharides are macromolecules whose industrial interest has grown 
considerably in terms of their biological and technological properties. Among these, 
there are the β-glucans, which have shown different biological features, including 
anticoagulant properties, antioxidant, antiviral and anticarcinogenic. In addition to 
presenting potential in the treatment of cardiovascular diseases, diabetes and 
dyslipidemias. Chemical modifications in the primary structure of these 
macromolecules have been shown to be an important tool in potentiation of their 
biological functions, and of the modifications described in the scientific literature has 
sulfonation where sulphonates groups (S+O2OH) are inserted in their structure. In this 
context, the present study Lasiodiplodia ((1→6)-β-D-glucan) produced by the fungus 
Lasiodiplodia theobromae MMPI was derivatized by sulfonation. This modification 
was conducted using dimethyl sulfoxide as a solvent (Me2SO) and pyridine as 
catalyst. The sulfonate groups that replace hydroxyl groups in the molecule, were 
obtained by derivatizing agent chlorosulfonic acid. The sulfonation conditions led to 
obtain a derivative with degree of substitution of 0,24. Analysis by FT-IR confirmed 
the introduction of sulfonate groups in the primary structure of the glucan, and 
verified the appearance three characteristic bands at wavelengths 1186 cm-1 and 
1240 cm-1, which correspond to symmetric stretching vibration and asymmetric 
(strong) S=O, respectively, and the band in the region of 810 cm-1, indicative 
symmetric vibration C-O-S, associated with the group C-O-SO3. Scanning electron 
microscopy showed morphological changes in the polymeric macrostructure of 
lasiodiplodana after derivatization, with the emergence of microfibrils along the 
structure and XRD analysis showed the appearance of regions with a certain 
molecular organization after derivatization with emergence peaks at 11,64°, 19,63°, 

29,15° e 31, 15° at 2. 
 

Keywords: Derivatisation. Exopolysaccharide. Glucan. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O interesse comercial em polissacarídeos de origem biológica está associado 

a suas propriedades reológicas, bem como a efeitos benéficos à saúde humana, os 

quais tem sido descritos na literatura científica. Polissacarídeos com diferentes 

estruturas são produzidos por algumas bactérias, fungos filamentosos, além de 

serem extraídos de plantas, grãos de cereais, algas, cogumelos e leveduras (1). 

Dentre os polissacarídeos que apresentam funções biológicas, destacam-se 

as -glucanas fúngicas. Algumas -glucanas são produzidas como 

exopolissacarídeos em cultivos submersos e apresentam atividades biológicas como 

ação anticoagulante, antioxidante, anticarcinogênico e hipocolesterolêmica, 

auxiliando ainda na redução de riscos cardiovasculares (2). 

As funcionalidades biológicas e tecnológicas das -glucanas podem ser 

potencializadas por modificações químicas na estrutura primária da macromolécula. 

Dentre as modificações existentes tem-se a sulfonação, onde grupos sulfonato 

(S+O2OH) são inseridos na estrutura, a fim de mudar e aperfeiçoar as propriedades 

biológicas da molécula. 

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo a obtenção e 

caracterização da lasiodiplodana (16)--D-glucana sulfonada.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Obtenção e caracterização de lasiodiplodana (16)--D-glucana derivatizada 

por sulfonação. 

 

 

2.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

 

  Produção biotecnológica de lasiodiplodana (16)--D-glucana; 

 Recuperação e precipitação em etanol do biopolímero, seguido de purificação 

por diálise; 

 Liofilização do biopolímero e modificação química por sulfonação; 

 Avaliação do grau de substituição e solubilidade da molécula; 

 Caracterização do biopolímero por espectroscopia de FT-IR, microscopia 

eletrônica de varredura e difratometria de raios-X. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

 

3.1 FUNGO LASIODIPLODIA THEOBROMAE 

 

 O Lasiodiplodia theobromae é um fungo filamentoso pertencente à família 

Botryosphaeriaceae, gênero Lasiodiplodia, anteriormente designado como 

Botryodiplodia theobromae (3). Este fungo é a representação do estado assexuado 

do Botryosphaeria rhodina porém, são isolados diferentes e podem apresentar 

características variáveis quanto a coloração e velocidade de crescimento (2). O L. 

theobromae apresenta abundante micélio aéreo e a  coloração das colônias, como 

demonstrado na figura 1, pode variar de branco à cinza e até negro, dependendo do 

substrato (4). 

 

 

Figura 1 - Fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI cultivado em ágar sabouraud com 
cloranfenicol, evidenciando o abundante micélio aéreo.  

Fonte: Autoria própria. 

 

 L. theobromae é um fitopatógeno típico das regiões tropicais e subtropicais, 

que causa sérios prejuízos a numerosas espécies vegetais cultivadas. Este fungo 

tem sido associado a manchas foliares, necrose, gomose e até mesmo a morte de 

plantas, incluindo herbáceas e plantas lenhosas. Estudos revelam que o 

Lasiodiplodia theobromae pode causar doenças em cajueiros (5), abacateiros (6) e 

flores como a Rosa rugosa (7). Menos frequentemente, também tem sido associado 

à micoses e pneumonia em humanos (3). Entretanto, o fungo tem se mostrado um 

eficiente produtor de (16)--D-glucana extracelular quanto cultivado em meio 

submerso (8). 
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3.2 PRODUÇÃO DE EXOPOLISSACARÍDEOS POR FUNGOS 

 

 

Polissacarídeos são polímeros constituídos de unidades monossacarídicas 

unidas por ligações glicosídicas que podem diferir entre si na unidade monomérica, 

grau de ramificação, tipo de ligações e no comprimento de suas cadeias (2). 

Além dos polissacarídeos oriundos de plantas, alguns microrganismos 

possuem a capacidade de sintetizar polissacarídeos com diferentes estruturas, como 

é o caso dos fungos Poria cocos (9), Pleurotus tuber-regium (10) e Russula 

virescens (11), dentre outros. 

Há polissacarídeos que permanecem ligados à parede celular e os 

exopolissacarídeos (12), os quais são excretados para o meio extracelular (13). É 

interessante ressaltar que alguns fungos produzem diferentes exopolissacarídeos 

(EPS) e que uma mesma cepa é capaz de produzir EPSs com propriedades 

variadas. Um fator importante a ser considerado é que a composição do meio e as 

condições de cultivo interferem diretamente na produção dos exopolissacarídeos 

microbianos. 

A produção de EPS por fungos filamentosos depende principalmente do tipo 

de cepa utilizada, bem como das condições de fermentação, tais como: composição 

do meio de cultivo; disponibilidade de oxigênio; pH do meio; temperatura (entre 22 

°C e 30 °C); tempo de incubação; tipo e concentração da fonte de carbono (glucose, 

sacarose, maltose, entre outros); suplementação de nitrogênio (podendo ser fonte 

orgânica como peptona e inorgânica como sais de amônio); e fontes de fosfato 

(KH2PO4, K2HPO4, MgSO4⋅7H2O) (12). 

 

3.2.1 Glucanas 

 

 

As glucanas são polímeros de glicose geralmente encontrados nas paredes 

celulares de microrganismos (bactérias, leveduras e fungos filamentosos) e de 

cereais, como aveia e cevada, ou ainda serem produzidas e excretadas para o meio 

de cultivo por alguma bactérias e fungos (8). Estas macromoléculas podem ser 
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classificadas de acordo com o tipo de ligação glicosídica, podendo apresentar 

configuração α ou  e estrutura linear ou ramificada (14). 

As -glucanas são constituídas de unidades repetidas de glicose em 

configuração , unidas por diversos tipos de ligações glicosídicas, a depender da 

posição dos monômeros tais como: (13); (14); (13; 16) e (16), 

representadas na figura 2 (8). 

 

Figura 2 - Exemplos de tipos de conformações das β-glucanas, (a) β-1,3, (b) β-1,4 e (c) β-1,6. 

Fonte: Autoria própria. 

 

-glucanas é a forma carboidrática predominante em fungos, nos quais atuam 

na manutenção da rigidez e integridade da parede celular (15). As -glucanas têm 

ganhando importância no mercado mundial por apresentarem capacidade de atuar 

como modificadores de resposta biológica (BRM) (8), . Estas demonstram possuir 

importante atividade imunomoduladora e toxicológica (16), sendo eficazes no 

tratamento de infecções microbianas, diabetes e na redução de riscos 

cardiovasculares (17). 

 

3.3 DERIVATIZAÇÕES QUÍMICAS 

 

 

A atividade biológica que as glucanas podem desempenhar está diretamente 

relacionada a sua estrutura molecular, incluindo a composição monomérica, a 

ligação glicosídica da cadeia principal, monossacarídeos que a compõe, o grau de 

ramificação, o grau de substituição e a conformação das principais cadeias. Por isso, 

modificações químicas de polissacarídeos, com a finalidade de sintetizar derivados 

com atributos funcionais desejáveis tem atraído cada vez mais atenção (16, 17, 18), 

além de expandir suas aplicações, aumentando também seu valor comercial. 

 Desta forma, modificações químicas vêm se tornando um meio eficiente para 

potencializar a capacidade de resposta biológica de biopolímeros, como as -
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glucanas. Nestas modificações são substituídos, na estrutura primária da 

macromolécula, grupos hidroxila por grupos funcionais, tais como: grupos sulfonato 

(S+O2OH) para sulfonação, grupos carboximetílicos (+CH2COOH) para a 

carboximetilação, grupos fosfato ((HO2)POH-) para a fosforilação e grupos acetila 

(CH3COO-) para a acetilação. Tais modificações estão  representadas na figura 3 

(8). 

 

 

Figura 3 - Representação estrutural de β-glucanas modificadas por: (a) Acetilação, (b) 

Carboximetilação, (c) Fosforilação e (d) Sulfonação. 

Fonte: Autoria própria. 

 

Cada modificação tem a capacidade de melhorar algumas propriedades 

desses polissacarídeos. Em derivados carboximetilados por exemplo, tem sido 

reportada na literatura, o aumento da solubilidade, diminuição da viscosidade e 

aumento da atividade antioxidante (21). A fosforilação pode potencializar a 

capacidade de inibição de células tumorais (22); a acetilação pode promover 

aumento nas propriedades antioxidantes (23) e derivados sulfonados comumente 

apresentam grande capacidade anticoagulante (19, 13).  

 

3.4 SULFONAÇÃO 
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As modificações na estrutura química das D-glucanas por sulfonação, podem 

contribuir para o melhoramento de suas propriedades biológicas como a atividade 

anticoagulante e antitrombótica (24). 

A sulfonação consiste na substituição dos grupos hidroxila presentes nas 

unidades monoméricas de glicose por grupos sulfonato (S+O2OH). A Figura 4 

representa a estrutura da (16)--D-glucana modificada por sulfonação. 

 

 

Figura 4 – Representação da estrutura primária da lasiodiplodana sulfonada. 

Fonte: Autoria própria. 

 

No ano de 1955, O’Neill apresentou em seu trabalho a relação entre a 

atividade anticoagulante e o grau de sulfonação em polissacarídeos. Além disso, 

mostrou que a alteração do grau de substituição pode ser realizada  por meio de 

variações nas proporções do agente derivatizante utilizado, como por exemplo, o 

ácido clorossulfônico (25). A partir de então, muitos outros pesquisadores em todo 

mundo estudaram os efeitos da sulfonação sobre a atividade biológica de 

polissacarídeos. 

 Tong et al. (2010) avaliaram a atividade antiviral de α-glucanas sulfonadas 

sob a infecção do vírus da dengue sorotipo 2 (DV2). Tal resultado revelou que o 

modo de ação estudado exerceu efeito inibitório potente sobre DV2 (26). Já Mendes 

et al. (2009), e  Vasconcelos et al. (2013) avaliaram o poder anticoagulante de -

glucanas sulfonadas, ambos apresentando resultados positivos em relação a esta 

atividade biológica (19, 13). 

 Zhang et al. (2016) realizaram estudos com polissacarídeos sulfonados 

oriundos de Streptococcus thermophilus e verificaram que derivados sulfonados com 

grau de substituição (DS) de 0,26, apresentaram atividades antimicrobianas contra 

S. aureus, E. coli e S. typhimurium (27). 

 Além disso, estudos desenvolvidos por Sun et al. (2009) avaliaram a atividade 

antitumoral de (1→3)-β-D-glucanas sulfonadas, oriundas da Russula virescens, com 
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diferentes graus de sulfonação. Tais estudos, demonstraram que a macromolécula 

nativa não apresentou atividade antitumoral, em contra partida, os derivados 

sulfonados tiveram tal atividade biológica melhorada (11). 

 

3.4.1 Métodos de caracterização de biopolímeros 

 

 O potencial comercial e o interesse científico das modificações químicas 

sobre as glucanas têm feito com que pesquisadores desenvolvam investigações 

acerca das propriedades bioativas que tais moléculas adquirem após as 

derivatizações. 

 Chang et al. (2006) realizaram modificação por sulfonação em -glucanas 

extraídas da parede celular de aveia e obtiveram grau de substituição de 0,68. Além 

disso, a confirmação da inserção de grupos sulfonato na molécula foi realizada por 

FT-IR por meio da identificação de bandas características. Outros métodos de 

caracterizações realizados foram a determinação da massa molecular da glucana 

sulfonada (68 kDa), viscosidade e solubilidade (diminuiram e aumentaram, 

respectivamente em comparação a glucana nativa), e atividade anticoagulante (28). 

 Vasconcelos et al. (2013) caracterizaram uma -glucana derivatizada por 

sulfonação e avaliaram seu potencial anticoagulante. A estrutura da molécula 

sulfonada foi investigada por UV-VIS, FT-IR e 13C RMN, além de serem avaliados o 

conteúdo de enxofre (11,73%) e grau de substituição (14).  

 Moura Neto et al. (2011) caracterizaram goma de cajueiro sulfonada. 

Realizaram análise por FT-IR, no qual houve a confirmação da sulfonação, 

determinaram a porcentagem de enxofre o grau de substituição (0,02, 0,24 e 0,88); 

além de analisarem tal molécula por RMN, TGA e viscosidade (29). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 PRODUÇÃO DO EXOPOLISSACARÍDEO LASIODIPLODANA 

 

4.1.1 Cepa fúngica 

 

 No presente trabalho foi utilizado o fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI 

isolado da fruta do conde (Annona squamosa). O fungo foi conservado em meio 

ágar sabouraud com cloranfenicol a 4 ºC. Repiques do micélio fúngico foram feitos 

periodicamente para a manutenção da cultura. 

 

4.1.2 Preparo do inóculo 

 

 Para o preparo do inóculo, o micélio fúngico foi transferido assepticamente 

para placas de Petri contendo ágar sabouraud com cloranfenicol. As placas foram 

incubadas por 72 horas em estufa bacteriológica a 28 ºC. Em seguida, oo fungo foi 

repicado para frascos de Erlenmeyer contendo 100 mL de Meio de Sais Minerais de 

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

28 ºC sob agitação (150 rpm) por 48 horas, com a finalidade de adaptar o 

microrganismo ao meio de produção. Esta pré-cultura foi centrifugada de modo a 

recuperar o micélio fúngico e então os pellets foram homogenizados e 

ressuspendidos em solução salina 0,9% (30). 

 

4.1.3 Produção de lasiodiplodana em cultivo submerso e recuperação do 

exopolissacarídeo 

 

A produção de lasiodiplodana foi realizada por meio de cultivo submerso em 

agitador orbital de bancada (shaker), utilizando frascos de Erlenmeyer com 

capacidade de 250 mL. O volume de trabalho utilizado foi de 150 mL e o meio de 

fermentação foi composto pelo meio de sais minerais de Vogel (VOGEL, 1956), 20 

g.L-1 de glicose e 15 mL de inóculo composto pelo micélio fúngico ressuspendido. Os 

frascos foram incubados sob agitação de 150 rpm, a 28 ºC por 72 horas (17). 

 Após o bioprocesso, o meio de cultivo foi separado da biomassa por 

centrifugação (1500 x g, 15 min.) e então a lasiodiplodana foi precipitada com 3 
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volumes de etanol resfriado a 4 °C (overnight). A lasiodiplodana precipitada foi 

ressolubilizada em água destilada até 60 ºC, e então submetida à intensa diálise 

contra água destilada por aproximadamente cinco dias (com três trocas diárias de 

água). Por fim, o material dialisado foi desidratado por liofilização e nomeado como 

LAS-N. Para quantificação da lasiodiplodana produzida, amostra de EPS precipitado 

foi desidrata até massa constante a 50 ºC em estufa com recirculação de ar. 

 

4.1.4 Derivatização química por sulfonação 

 

 A derivatização do exopolissacarídeo foi realizada seguindo protocolos 

descritos por Wang e Zhang (2009) e Mendes et al. (2009) com adaptações. 

Inicialmente, 50 mg do EPS nativo liofilizado foi solubilizado em 10 mL de 

dimetilsulfóxido (Me2SO) com o uso de agitação magnética intensa por 24 horas a 

temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 10 mL de piridina e então a 

solução permaneceu sob agitação por 2 horas a temperatura ambiente. Na 

sequência, 4 mL de ácido cloro sulfônico foram adicionados sobre a solução, gota a 

gota, mantida em banho de gelo por um período de 2 horas e então, a mistura foi 

armazenada a 4 °C por 15 horas. A sulfonação foi interrompida pela adição de água 

refrigerada (4 °C, 5 mL) e neutralizada com adição de NaHCO3 (10% v.v-1) até 

completa eliminação de CO2. A solução resultante foi extensivamente dialisada 

contra água destilada por aproximadamente seis dias, com várias trocas de água 

(29, 19). Por fim, o produto dialisado foi submetido à liofilização. A amostra 

sulfonada seca foi nomeada como LAS-S. 

 

4.2 DETERMINAÇÃO DO GRAU DE SULFONAÇÃO (DS) 

 

 

 Para a determinação do grau de sulfonação da LAS-S, foi utilizado protocolo 

descrito por Mendes et al. (2009) com adaptações. Amostras de lasiodiplodana 

sulfonada (1 mg) foram submetidas a hidrólise com HCl concentrado, em banho 

termostatizado à 100 °C por 10 minutos. Para determinar o DS, 0,2 mL da amostra 

hidrolisada foram adicionados em tubos de ensaio contendo 3,8 mL de ácido 

tricloroacético (TCA, 3% m.v-1), e então 1,0 mL de solução protetora (NaCl 6 g, HCl 

conc. 0,5 mL, gelatina 0,1 % m.v-1, 47 mL de água destilada) e 0,03 g de BaCl2 
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foram adicionados. Após a mistura ser agitada por um minuto, esta foi deixada em 

repouso por 15 minutos. O sulfato de bário resultante foi quantificado por leitura 

espectrofotométrica à 420 nm (24). O DS que designa o número médio de grupos 

sulfonil em cada resíduo de açúcar foi estabelecido a partir do conteúdo de enxofre, 

tomando como base as equações 1 e 2, onde S = % enxofre: 

 

                                         (1) 

 

                                                (2) 

 

4.3 AVALIAÇÃO DA SOLUBILIDADE EM ÁGUA 

 

 Para avaliação da solubilidade em água, foi empregado o protocolo descrito 

por Wang et al (2012), com algumas adaptações. As amostras de lasiodiplodana (10 

mg) foram suspensas em água destilada (10 mL) e agitadas por 24 horas à 25 °C 

(32). Em seguida, foram centrifugadas a 3000 x g por 10 minutos. O sobrenadante 

foi coletado e foram quantificados açúcares totais, sendo este, diretamente 

relacionado com a quantidade de amostra solúvel. A solubilidade em água foi 

expressa em porcentagem de massa solúvel % do EPS solúvel (2). 

 

4.4 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE 

FOURIER (FT-IR) 

 

 Os espectros de infravermelho das amostras de LAS-N e LAS-S foram 

obtidos em espectrômetro Frontier, Perkin Elmer® (USA) na faixa espectral 

compreendida entre 400 a 4000 cm-1, com resolução de 2 cm-1, número de 

acumulações de 16 varreduras para cada espectro, utilizando a técnica de disco de 

KBr. 

 

4.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 
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 As micrografias foram obtidas em microscópio eletrônico de varredura de 

bancada (Hitachi, modelo TM3000, USA) a partir das amostras liofilizadas de LAS-N 

e LAS-S. 

 

4.6 DIFRAÇÃO DE RAIOS-X (DRX) 

 

 Para obtenção dos difratogramas das amostras de lasiodiplodana nativa e 

sulfonada foi utilizado difratômetro MiniFlex600 (Rigaku, USA), com fonte de 

radiação de lâmpada de cobre (CuKα= 1,5418 Å), corrente de 15 mA e tensão de 40 

kV, ângulo de varredura de 10° a 60° (2θ), velocidade de 5 º.min-1 e passo de 0,02 

graus (2θ). 
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5 RESULTADOS E DICUSSÃO 

 

5.1 DETERMINAÇÃO DO GRAU DE SULFONAÇÃO (LAS-S) 

 

 A LAS-S apresentou grau de substituição (DS) de 0,24, o que corresponde a 

0,24 sítios substituídos a cada resíduo de glicose, em um total de três potenciais 

sítios de substituição existentes, em cada unidade monomérica presente na 

macromolécula, como representado na figura 5 (supondo uma substituição no 

carbono 3). Dessa forma, o grau de sulfonação obtido pelas condições reacionais 

empregadas corresponde a uma eficiência de 7,6%.  

 

 

Figura 5 - Representação da estrutura primária da lasiodiplodana derivatizada por sulfonação. 

Fonte: Autoria própria. 

 

 Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram encontrados por 

Zhang et al. (2016), os quais sugeriram que a sulfonação pode ser um eficaz método 

de modificação para melhorar a bioatividade de polissacarídeos (27). Os autores 

sulfonaram polissacarídeos oriundos de Streptococcus thermophilus, empregando 

dimetilformamida e complexo trióxido de piridina e obtiveram derivado com grau de 

substituição de 0,26. 

Estudos desenvolvidos por Wang, Li e Chen, (2009) indicaram que variáveis 

como a proporção molar entre o agente derivatizante e o catalisador piridina, a 

temperatura e o tempo reacional influenciam diretamente no grau de substituição 

(33). Desta forma, derivatizados com maior DS poderiam ser obtidos através de 

protocolos de ressulfonação ou por modificações na proporção de agentes 

derivatizantes, como mencionado por Mendes et al. (2009) e Jindal et al. (2013), 

respectivamente (19,33). 
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5.2 SOLUBILIDADE DA LASIODIPLODANA NATIVA (LAS-N) E SULFONADA (LAS-

S) 

 

 A inserção de heteroátomos na estrutura de polímeros alteram suas 

propriedades físico-químicas como, por exemplo, sua solubilidade. Neste estudo, a 

lasiodiplodana nativa (LAS-N), em temperatura de 25 °C apresentou solubilidade de 

2,80%. Em contrapartida, após a sulfonação (LAS-S), a biomolécula apresentou 

solubilidade de 0,42%. 

Este resultado pode estar associado ao baixo grau de substituição obtido na 

derivatização. A inserção de poucos grupos sulfonatos por unidade de glicose pode 

ter facilitado a formação de forças intramoleculares na macromolécula, dificultando 

dessa forma as interações de hidrogênio com a água. Tal comportamento poderia 

ser explicado pela possibilidade do oxigênio presente nas duplas ligações do grupo 

sulfonato, fazer interações de hidrogênio com hidrogênios presentes nas hidroxilas 

não substituídas do anel de glicose. De fato, considerando que a lasiodiplodana 

apresenta uma estrutura espacial na forma de tripa-helice (35), a ocorrência de 

diversas interações intramoleculares pode ser responsável pela formação de 

agregados macromoleculares, dificultando a solvatação da macromolécula.   

Por outro lado, a introdução de um número maior de grupos S+O2OH na 

estrutura, poderia levar a uma maior solubilidade da molécula derivatizada. A 

presença de maior número de grupos sulfonatos, poderia possivelmente contribuir 

para o distanciamento das hidroxilas das macromoléculas em função do seu grande 

volume. A presença de maior número de grupos S+O2OH e o maior distanciamento 

intramolecular poderia levar ao surgimento de uma camada polar, o que favoreceria 

as interações de hidrogênio com a água, e consequentemente a solvatação. 

 

5.3 CARACTERIZAÇÃO POR ESPECTROSCOPIA DE FT-IR 

 

 Os espectros da LAS-N e LAS-S estão apresentados na figura 6. 
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Figura 6 - Espectros de FT-IR da lasiodiplodana nativa (LAS-N) e derivatizada por sulfonação 

(LAS-S). 

Fonte: Autoria própria. 

 

Os espectros de FT-IR das biomoléculas nativa e modificada apresentaram 

sinais típicos de polissacarídeos na região entre 4000 e 400 cm−1. O espectro da 

amostra de lasiodiplodana nativa (LAS-N) apresentou bandas de absorção na região 

de 3337 cm-1 provenientes do estiramento O-H e na região de 2938 cm-1 

correspondente à vibração de estiramento C-H. No espectro da amostra LAS-S 

foram observadas bandas de absorção da região de 3418 cm-1 e 2927 cm-1, 

correspondentes a vibrações de estiramento O-H e C-H sp3, respectivamente (31, 

34, 35). 

As bandas de absorção verificadas em 1640 cm-1 (LAS-N) e 1646 cm-1 (LAS-

S) foram atribuídas a vibração de estiramento do anel de glucose (38). Já as bandas 

nas regiões de 1425 a 1201 cm-1 indicam vibrações de deformação de CH e OH, 

típicas de carboidratos (36). Bandas de absorção forte em 1068 cm-1 (LAS-N) e  

1074 cm-1 (LAS-S) correspondem a vibração de alongamento  

C-O do anel de piranose característico das glucanas (32, 37). A banda em 886 cm-1 

no espectro da LAS-N foi atribuída à configuração característica do tipo β (29, 37). 

Nos espectros da lasiodiplodana sulfonada, LAS-S, surgem bandas 

características nas faixas espectrais de 1186 cm-1 e 1240 cm-1, as quais 

correspondem a vibração de estiramento simétrico e assimétrico (forte) S=O, 

respectivamente (13, 31). Bandas nas regiões 810 cm-1 são correspondentes a 
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vibração simétrica C-O-S, associado ao grupo C-O-SO3, confirmando a derivatização 

por sulfonação (31, 38). 

 

5.4 CARACTERIZAÇÃO POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA  

 

Na figura 07 estão demostradas as micrografias da LAS-N e LAS-S em 

amplitudes de 200x e 400x, nas quais é possível verificar diferenças morfológicas 

entre os biopolímeros nativo e modificado. 

A amostra LAS-N apresentou macroestrutura na forma de filmes finos e 

translúcidos, com superfície irregular e regiões com presença de formações 

semelhantes a dobras e torções. A derivatização por sulfonação levou a mudanças 

morfológicas na macroestrutura do biopolímero, apresentando-se heterogênea, 

contendo estruturas fibrilares ao longo da superfície. O surgimento de fibrilas 

possivelmente está associado a diminuição nas interações de hidrogênio, uma vez 

que os grupamentos são inseridos em substituição de hidroxilas (41).  

 

 

Figura 7 - Micrografias da LAS-N (a, b) e LAS-S (c, d), em amplitudes de 200x e 400x. 

Fonte: Autoria própria. 
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 Wang et al., (2015) demonstraram por meio da microscopia eletrônica de 

varredura que polissacarídeos oriundos de Cyclocarya paliurus e sulfonados pelo 

método ácido clorosulfônico-piridina, podem ter sua superfície modificada pela 

sulfonação, em função da utilização do ácido forte e temperatura utilizados (40). 

 

5.5 CARACTERIZAÇÃO POR DIFRAÇÃO DE RAIOS-X (DRX) 

 

 

 Na figura 8 estão apresentados os difratogramas das amostras de LAS-N e 

LAS-S. 

 

 

Figura 8 – Difratogramas (DRX) da lasiodiplodana nativa (LAS-N) e sulfonada (LAS-S). 

Fonte: Autoria própria. 

 

 Difratogramas de polissacarídeos comumente apresentam picos largos, 

característico de material amorfo (42). Tanto nas amostras LAS-N como LAS-S 

foram verificados picos mais estreitos, com valores próximos a 21,2º, 23,6º, 39,9º a 

2θ. Tais picos indicam que a lasiodiplodana apresenta regiões com certa 

organização molecular em uma matriz amorfa. Na amostra sulfonada houve o 

aparecimento de quatro picos a 2θ com valores de 11,64º, 19,63º, 29,15º e 31,15º, 

sugerindo que a introdução de grupos sulfonatos na estrutura da β-glucana 

colaborou para o surgimento de regiões com maior organização molecular. Além 

disso, os picos pronunciados em 21 e 23,5º a 2θ tem sua intensidade aumentada 

após sulfonação, possivelmente devido a introdução de novos grupamentos na 

estrutura. 
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 Possivelmente aumentando o grau de sulfonação da LAS-S, a organização 

molecular poderia aumentar também. Dessa forma, o aumento da cristalidade da 

macromolécula sulfonada, poderia sugerir aplicações a este material, pois trata-se 

de um polímero que é capaz de formar filmes. Como por exemplo, filmes 

biodegradáveis ou bioadesivos ou ainda como filmes de liberação de fármacos.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 O protocolo de derivação da lasiodiplodana por sufonação mostrou-se efetivo, 

sendo obtida macromolécula sulfonada com grau de substituição de 0,24. A 

sulfonação não colaborou para o aumento da solubilidade da macromolécula, 

possivelmente em função do baixo grau de substituição obtido. 

Análise por espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier 

confirmou a introdução de grupos S+O2OH na estrutura primária da macromolécula. 

Bandas características nas faixas espectrais de 1186 cm-1 e 1240 cm-1 

correspondentes a vibração de estiramento simétrico e estiramento assimétrico 

(forte) S=O, respectivamente. Bandas nas regiões 810 cm-1 referente a vibração 

simétrica C-O-S, associado ao grupo C-O-SO3 confirmaram a sulfonação. 

Microscopia eletrônica de varredura demonstrou que a sulfonação promoveu 

mudanças morfológicas na macroestrutura polimérica da lasiodiplodana, com o 

surgimento de microfibrilas ao longo da estrutura da LAS-S.  

Análise por difração de raios-X indicou que a introdução de grupos sulfonato 

na estrutura da β-glucana, colaborou para o surgimento de regiões com certa 

organização molecular, verificada através do aparecimento de picos a 2θ com 

valores de 11,6º, 19,6º, 29,2º e 31,2º. 

Estudos voltados para a avaliação das potenciais propriedades bioativas da 

lasiodiplodana sulfonada são necessários a fim de verificar as possíveis aplicações 

biomédicas e tecnológicas da biomolécula. 
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