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RESUMO

CALEGARI, Gabrielle Cristina. Lasiodiplodana (1—6)-B-D-glucana: Bioproducéo,
obtencdo de moléculas derivatizadas por sulfonacdo e caracterizacdo. 2016. 34 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso — Bacharelado em Quimica, Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2016.

Polissacarideos microbianos sdo macromoléculas cujo interesse industrial vem
crescendo consideravelmente em funcdo de suas propriedades biologicas e
tecnoldgicas. Dentre estes, destacam-se as p-glucanas, as quais tém demonstrado
diferentes funcionalidades biologicas, incluindo propriedades anticoagulantes,
antioxidantes, antivirais e anticarcinogénicas. Além de apresentarem potencial no
tratamento de doencas cardiovasculares, diabetes e dislipidemias. Modificacfes
quimicas na estrutura primaria destas macromoléculas tém demonstrado ser uma
ferramenta importante na potencializacdo de suas funcionalidades biolégicas, e
dentre as modificacdes descritas na literatura cientifica tem-se a sulfonagdo, onde
grupos sulfonato (S*O20H) séo inseridos em sua estrutura. Nesse contexto, no
presente estudo a lasiodiplodana ((1—6)-p-D-glucana), produzida pelo fungo
Lasiodiplodia theobromae MMPI, foi derivatizada por sulfonacdo. Esta modificacéo
foi conduzida utilizando dimetilsulféxido (Me2SO) como solvente e piridina como
catalisador. Os grupamentos sulfonato que substituem na molécula os grupos
hidroxila, foram obtidos utilizando o acido clorosulfénico como agente derivatizante.
As condicbes de sulfonacdo levaram a obtencdo de um derivado com grau de
substituicdo de 0,24. Analises por FT-IR confirmaram a introducdo de grupos
sulfonato na estrutura primaria da B-D-glucana , sendo verificado o surgimento de
trés bandas caracteristicas nas faixas espectrais de 1186 cm™ e 1240 cm?, as quais
correspondem a vibracdo de estiramento simétrico e assimétrico (forte) S=0,
respectivamente, e banda na regido de 810 cm™, indicativa de vibragéo simétrica C-
O-S, associado ao grupo C-O-SOs. Microscopia eletrbnica de varredura mostrou
mudancas morfoldégicas na macroestrutura polimérica da lasiodiplodana apos
derivatizacdo, com o surgimento de microfibrilas ao longo da estrutura, e a analise
por DRX revelou o surgimento de regides com certa organizacdo molecular apés
derivatizacdo, com surgimento picos em 11,64°, 19,63°, 29,15° e 31, 15° em 26.

Palavras-chave: Derivatizacdo. Exopolissacarideo. Glucanas.



ABSTRACTS

CALEGARI, Gabrielle Cristina. Lasiodiplodia (1—6)-B-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 Parana. 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 B-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*O20H) are inserted in their structure. In this
context, the present study Lasiodiplodia ((1—6)-p-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 cmt and
1240 cm, which correspond to symmetric stretching vibration and asymmetric
(strong) S=0O, respectively, and the band in the region of 810 cm, indicative
symmetric vibration C-O-S, associated with the group C-O-SOs. 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 26.

Keywords: Derivatisation. Exopolysaccharide. Glucan.
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1 INTRODUCAO

O interesse comercial em polissacarideos de origem bioldgica esta associado
a suas propriedades reoldgicas, bem como a efeitos benéficos a saude humana, os
quais tem sido descritos na literatura cientifica. Polissacarideos com diferentes
estruturas sdo produzidos por algumas bactérias, fungos filamentosos, além de
serem extraidos de plantas, grados de cereais, algas, cogumelos e leveduras (1).

Dentre os polissacarideos que apresentam func¢des biologicas, destacam-se
as B-glucanas fungicas. Algumas pB-glucanas sdo produzidas como
exopolissacarideos em cultivos submersos e apresentam atividades biolégicas como
acdo anticoagulante, antioxidante, anticarcinogénico e hipocolesterolémica,
auxiliando ainda na reducéo de riscos cardiovasculares (2).

As funcionalidades biologicas e tecnoldgicas das p-glucanas podem ser
potencializadas por modificacdes quimicas na estrutura primaria da macromolécula.
Dentre as modificagcbes existentes tem-se a sulfonacdo, onde grupos sulfonato
(S*0O20H) séo inseridos na estrutura, a fim de mudar e aperfeicoar as propriedades
bioldgicas da molécula.

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

caracterizacao da lasiodiplodana (1—6)-p-D-glucana sulfonada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obtencéo e caracterizagao de lasiodiplodana (1—6)-p-D-glucana derivatizada

por sulfonagéo.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

» Producéo biotecnoldgica de lasiodiplodana (1—6)-p-D-glucana;

e Recuperacéo e precipitacdo em etanol do biopolimero, seguido de purificacdo
por didlise;

e Liofilizacdo do biopolimero e modificagdo quimica por sulfonacéo;

e Avaliacdo do grau de substituicdo e solubilidade da molécula;

e Caracterizacdo do biopolimero por espectroscopia de FT-IR, microscopia
eletrOnica de varredura e difratometria de raios-X.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FUNGO LASIODIPLODIA THEOBROMAE

O Lasiodiplodia theobromae € um fungo filamentoso pertencente a familia
Botryosphaeriaceae, género Lasiodiplodia, anteriormente designado como
Botryodiplodia theobromae (3). Este fungo é a representacdo do estado assexuado
do Botryosphaeria rhodina porém, sado isolados diferentes e podem apresentar
caracteristicas variaveis quanto a coloracdo e velocidade de crescimento (2). O L.
theobromae apresenta abundante micélio aéreo e a colora¢do das colbnias, como
demonstrado na figura 1, pode variar de branco a cinza e até negro, dependendo do
substrato (4).

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

Fonte: Autoria propria.

L. theobromae é um fitopatégeno tipico das regides tropicais e subtropicais,
gue causa S€rios prejuizos a numerosas espécies vegetais cultivadas. Este fungo
tem sido associado a manchas foliares, necrose, gomose e até mesmo a morte de
plantas, incluindo herbaceas e plantas lenhosas. Estudos revelam que o
Lasiodiplodia theobromae pode causar doencas em cajueiros (5), abacateiros (6) e
flores como a Rosa rugosa (7). Menos frequentemente, também tem sido associado
a micoses e pneumonia em humanos (3). Entretanto, o fungo tem se mostrado um
eficiente produtor de (1—6)-p-D-glucana extracelular quanto cultivado em meio

submerso (8).
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3.2 PRODUCAO DE EXOPOLISSACARIDEOS POR FUNGOS

Polissacarideos sdo polimeros constituidos de unidades monossacaridicas
unidas por ligacdes glicosidicas que podem diferir entre si na unidade monomeérica,
grau de ramificacéo, tipo de ligacdes e no comprimento de suas cadeias (2).

Além dos polissacarideos oriundos de plantas, alguns microrganismos
possuem a capacidade de sintetizar polissacarideos com diferentes estruturas, como
€ o0 caso dos fungos Poria cocos (9), Pleurotus tuber-regium (10) e Russula
virescens (11), dentre outros.

Ha polissacarideos que permanecem ligados a parede celular e os
exopolissacarideos (12), os quais sdo excretados para o meio extracelular (13). E
interessante ressaltar que alguns fungos produzem diferentes exopolissacarideos
(EPS) e que uma mesma cepa é capaz de produzir EPSs com propriedades
variadas. Um fator importante a ser considerado € que a composicdo do meio e as
condi¢cdes de cultivo interferem diretamente na producdo dos exopolissacarideos
microbianos.

A producédo de EPS por fungos filamentosos depende principalmente do tipo
de cepa utilizada, bem como das condi¢Bes de fermentacéo, tais como: composicao
do meio de cultivo; disponibilidade de oxigénio; pH do meio; temperatura (entre 22
°C e 30 °C); tempo de incubacéao; tipo e concentracao da fonte de carbono (glucose,
sacarose, maltose, entre outros); suplementacdo de nitrogénio (podendo ser fonte
organica como peptona e inorganica como sais de amonio); e fontes de fosfato
(KH2PO4, K2HPO4, MgS0a4-7H20) (12).

3.2.1 Glucanas

As glucanas sdo polimeros 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 ligagdo glicosidica, podendo apresentar
configuracdo a ou B e estrutura linear ou ramificada (14).

As B-glucanas séo constituidas de unidades repetidas de glicose em
configuracdo B, unidas por diversos tipos de ligacGes glicosidicas, a depender da
posicdo dos monbmeros tais como: (1—3); (1-4); (1-3; 1-56) e (1-6),

representadas na figura 2 (8).

(a) W) o w© |
o ﬁ_g_"”; e
HO - o o o
< = N T
N HoN AN
. OH QH OH

Figura 2 - Exemplos de tipos de conformag¢des das B-glucanas, (a) B-1,3, (b) B-1,4 e (c) B-1,6.
Fonte: Autoria propria.

B-glucanas é a forma carboidratica predominante em fungos, nos quais atuam
na manutencao da rigidez e integridade da parede celular (15). As B-glucanas tém
ganhando importancia no mercado mundial por apresentarem capacidade de atuar
como modificadores de resposta biologica (BRM) (8), . Estas demonstram possuir
importante atividade imunomoduladora e toxicoldgica (16), sendo eficazes no
tratamento de infeccbes microbianas, diabetes e na reducdo de riscos

cardiovasculares (17).

3.3 DERIVATIZACOES QUIMICAS

A atividade biologica que as glucanas podem desempenhar esta diretamente
relacionada a sua estrutura molecular, incluindo a composicdo monomeérica, a
ligacdo glicosidica da cadeia principal, monossacarideos que a compde, o grau de
ramificacéo, o grau de substituicdo e a conformacgao das principais cadeias. Por isso,
modificacdes quimicas de polissacarideos, com a finalidade de sintetizar derivados
com atributos funcionais desejaveis tem atraido cada vez mais atencéo (16, 17, 18),
além de expandir suas aplicacbes, aumentando também seu valor comercial.

Desta forma, modificagbes quimicas vém se tornando um meio eficiente para

potencializar a capacidade de resposta biologica de biopolimeros, como as f-
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glucanas. Nestas modificagbes s&o substituidos, na estrutura primaria da
macromolécula, grupos hidroxila por grupos funcionais, tais como: grupos sulfonato
(S*O20H) para sulfonacdo, grupos carboximetilicos (*CH2COOH) para a
carboximetilagédo, grupos fosfato ((HO2)POH") para a fosforilagdo e grupos acetila

(CH3COO") para a acetilacdo. Tais modificacbes estdo representadas na figura 3

(8).

(b)

f} | o |
(c) (d)
— o |
HOHD s HO 0O
o L HO 0
HO O OH
SN o HO o |
[}
! OH N P
HO“_ﬁ"—OH S OH

Ho” Y

Figura 3 - Representacdo estrutural de B-glucanas modificadas por: (a) Acetilagdo, (b)
Carboximetilagéo, (c) Fosforilagdo e (d) Sulfonacéo.

Fonte: Autoria propria.

Cada modificacdo tem a capacidade de melhorar algumas propriedades
desses polissacarideos. Em derivados carboximetilados por exemplo, tem sido
reportada na literatura, o aumento da solubilidade, diminuicdo da viscosidade e
aumento da atividade antioxidante (21). A fosforilacdo pode potencializar a
capacidade de inibicdo de células tumorais (22); a acetilacdo pode promover
aumento nas propriedades antioxidantes (23) e derivados sulfonados comumente

apresentam grande capacidade anticoagulante (19, 13).

3.4 SULFONACAO
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As modifica¢des na estrutura quimica das D-glucanas por sulfonagédo, podem
contribuir para o melhoramento de suas propriedades biolégicas como a atividade
anticoagulante e antitrombdtica (24).

A sulfonacdo consiste na substituicdo dos grupos hidroxila presentes nas
unidades monoméricas de glicose por grupos sulfonato (S*O20H). A Figura 4

representa a estrutura da (1—6)-B-D-glucana modificada por sulfonacéao.

HO o

HO o
OH

HO%VOA/
(@] e} L
\\S/
OH
HO/ \\o

Figura 4 — Representacao da estrutura priméria da lasiodiplodana sulfonada.

Fonte: Autoria prépria.

No ano de 1955, O'Neill apresentou em seu trabalho a relacdo entre a
atividade anticoagulante e o grau de sulfonacdo em polissacarideos. Além disso,
mostrou que a alteracdo do grau de substituicdo pode ser realizada por meio de
variacfes nas propor¢cdes do agente derivatizante utilizado, como por exemplo, o
acido clorossulfénico (25). A partir de entdo, muitos outros pesquisadores em todo
mundo estudaram os efeitos da sulfonacdo sobre a atividade bioldégica de
polissacarideos.

Tong et al. (2010) avaliaram a atividade antiviral de a-glucanas sulfonadas
sob a infeccdo do virus da dengue sorotipo 2 (DV2). Tal resultado revelou que o
modo de acdo estudado exerceu efeito inibitorio potente sobre DV2 (26). Ja Mendes
et al. (2009), e Vasconcelos et al. (2013) avaliaram o poder anticoagulante de -
glucanas sulfonadas, ambos apresentando resultados positivos em relacdo a esta
atividade biolégica (19, 13).

Zhang et al. (2016) realizaram estudos com polissacarideos sulfonados
oriundos de Streptococcus thermophilus e verificaram que derivados sulfonados com
grau de substituicdo (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)-p-D-glucanas sulfonadas, oriundas da Russula virescens, com



18

diferentes graus de sulfonacdo. Tais estudos, demonstraram que a macromolécula
nativa nao apresentou atividade antitumoral, em contra partida, os derivados

sulfonados tiveram tal atividade biologica melhorada (11).

3.4.1 Métodos de caracterizagcdo de biopolimeros

O potencial comercial e o interesse cientifico das modificagdes quimicas
sobre as glucanas tém feito com que pesquisadores desenvolvam investigacoes
acerca das propriedades bioativas que tais moléculas adquirem apds as
derivatizacoes.

Chang et al. (2006) realizaram modificacdo por sulfonacdo em p-glucanas
extraidas da parede celular de aveia e obtiveram grau de substituicdo de 0,68. Além
disso, a confirmacdo da insercdo de grupos sulfonato na molécula foi realizada por
FT-IR por meio da identificacdo de bandas caracteristicas. Outros métodos de
caracterizagcOes realizados foram a determinagcdo da massa molecular da glucana
sulfonada (68 kDa), viscosidade e solubilidade (diminuiram e aumentaram,
respectivamente em comparac¢ao a glucana nativa), e atividade anticoagulante (28).

Vasconcelos et al. (2013) caracterizaram uma f-glucana derivatizada por
sulfonacdo 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
conteudo de enxofre (11,73%) e grau de substituicdo (14).

Moura Neto et al. (2011) caracterizaram goma de cajueiro sulfonada.
Realizaram analise por FT-IR, no qual houve a confirmacdo da sulfonacéao,
determinaram a porcentagem de enxofre o grau de substituicdo (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 METODOS

4.1 PRODUCAO DO EXOPOLISSACARIDEO LASIODIPLODANA

4.1.1 Cepa fungica

No presente trabalho foi utilizado o fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI
isolado da fruta do conde (Annona squamosa). O fungo foi conservado em meio
agar sabouraud com cloranfenicol a 4 °C. Repigues do micélio fungico foram feitos

periodicamente para a manutencéo da cultura.

4.1.2 Preparo do indculo

Para o preparo do in6culo, o micélio fungico foi transferido assepticamente
para placas de Petri contendo agar sabouraud com cloranfenicol. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa bacteriologica a 28 °C. 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* de glicose. Estes frascos foram incubados a
28 °C sob agitacdo (150 rpm) por 48 horas, com a finalidade de adaptar o
microrganismo ao meio de producdo. Esta pré-cultura foi centrifugada de modo a
recuperar o micélio fungico e entdo os pellets foram homogenizados e

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

4.1.3 Producdo de lasiodiplodana em cultivo submerso e recuperagdo do

exopolissacarideo

A producéo 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
fermentacao foi composto pelo meio de sais minerais de Vogel (VOGEL, 1956), 20
g.Ltde glicose e 15 mL de in6culo composto pelo micélio flngico ressuspendido. Os
frascos foram incubados sob agitacéo de 150 rpm, a 28 °C por 72 horas (17).

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

centrifugagédo (1500 x g, 15 min.) e entdo a lasiodiplodana foi precipitada com 3
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volumes de etanol resfriado a 4 °C (overnight). A lasiodiplodana precipitada foi
ressolubilizada em agua destilada até 60 °C, e entdo submetida a intensa dialise
contra agua destilada por aproximadamente cinco dias (com trés trocas diarias de
agua). Por fim, o material dialisado foi desidratado por liofilizacdo e nomeado como
LAS-N. Para quantificagéo da lasiodiplodana produzida, amostra de EPS precipitado

foi desidrata até massa constante a 50 °C em estufa com recirculacdo de ar.

4.1.4 Derivatizacdo quimica por sulfonacéo

A derivatizacdo do exopolissacarideo foi realizada seguindo protocolos
descritos por Wang e Zhang (2009) e Mendes et al. (2009) com adaptacdes.
Inicialmente, 50 mg do EPS nativo liofilizado foi solubilizado em 10 mL de
dimetilsulféxido (Me2SO) com o uso de agitacdo magnética intensa por 24 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 10 mL de piridina e entdo a
solucdo permaneceu sob agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente. Na
sequéncia, 4 mL de acido cloro sulfénico foram adicionados sobre a solucéo, gota a
gota, mantida em banho de gelo por um periodo de 2 horas e entdo, a mistura foi
armazenada a 4 °C por 15 horas. A sulfonacéo foi interrompida pela adicdo de agua
refrigerada (4 °C, 5 mL) e neutralizada com adicdo de NaHCOs (10% v.v!) até
completa eliminacdo de CO2. A solugdo resultante foi extensivamente dialisada
contra agua destilada por aproximadamente seis dias, com varias trocas de agua
(29, 19). Por fim, o produto dialisado foi submetido a liofilizacdo. A amostra
sulfonada seca foi nomeada como LAS-S.

4.2 DETERMINACAO DO GRAU DE SULFONACAO (DS)

Para a determinag&o do grau de sulfonacdo da LAS-S, foi utilizado protocolo
descrito por Mendes et al. (2009) com adaptacdes. Amostras de lasiodiplodana
sulfonada (1 mg) foram submetidas a hidrolise com HCI concentrado, em banho
termostatizado a 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 acido
tricloroacético (TCA, 3% m.vl), e entdo 1,0 mL de solucéo protetora (NaCl 6 g, HCI

conc. 0,5 mL, gelatina 0,1 % m.vl, 47 mL de 4gua destilada) e 0,03 g de BaClz
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foram adicionados. ApOs a mistura ser agitada por um minuto, esta foi deixada em
repouso por 15 minutos. O sulfato de bario resultante foi quantificado por leitura
espectrofotométrica a 420 nm (24). O DS que designa o numero médio de grupos
sulfonil em cada residuo de acucar foi estabelecido a partir do contetudo de enxofre,

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

BaS0,(ug) = 0,1374 = 100

S5(%) =
amostra (ug) (1)
162=5
ns=—-—oe0mo
3200 —102= 5 (2)

4.3 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE EM AGUA

Para avaliacdo da solubilidade em agua, foi empregado o protocolo descrito
por Wang et al (2012), com algumas adaptacdes. As amostras de lasiodiplodana (10
mg) foram suspensas em agua destilada (10 mL) e agitadas por 24 horas a 25 °C
(32). Em seguida, foram centrifugadas a 3000 x g por 10 minutos. O sobrenadante
foi coletado e foram quantificados aclUcares totais, sendo este, diretamente
relacionado com a quantidade de amostra solavel. A solubilidade em &gua foi

expressa em porcentagem de massa soluvel % do EPS soluvel (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 espectrometro Frontier, Perkin Elmer® (USA) na faixa espectral
compreendida entre 400 a 4000 cm™, com resolucdo de 2 cm™, nimero de
acumulacdes de 16 varreduras para cada espectro, utilizando a técnica de disco de
KBr.

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)
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As micrografias foram obtidas em microscopio eletrénico de varredura de
bancada (Hitachi, modelo TM3000, USA) a partir das amostras liofilizadas de LAS-N
e LAS-S.

4.6 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

Para obtencdo dos difratogramas das amostras de lasiodiplodana nativa e
sulfonada foi utilizado difratbmetro MiniFlex600 (Rigaku, USA), com fonte de
radiacdo de lampada de cobre (CuKa= 1,5418 A), corrente de 15 mA e tens&o de 40
kV, angulo de varredura de 10° a 60° (26), velocidade de 5 °.min e passo de 0,02

graus (26).
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5 RESULTADOS E DICUSSAO

5.1 DETERMINACAO DO GRAU DE SULFONACAO (LAS-S)

A LAS-S apresentou grau de substituicdo (DS) de 0,24, o que corresponde a
0,24 sitios substituidos a cada residuo de glicose, em um total de trés potenciais
sitios de substituicdo existentes, em cada unidade monomeérica presente na
macromolécula, como representado na figura 5 (supondo uma substituicdo no
carbono 3). Dessa forma, o grau de sulfonacdo obtido pelas condi¢gbes reacionais
empregadas corresponde a uma eficiéncia de 7,6%.

HO O
HO ©
OH
HO O
(@] e} L
\\S/
OH
v
HO \\o

Figura 5 - Representac¢ao da estrutura priméria da lasiodiplodana derivatizada por sulfonagéo.

Fonte: Autoria prépria.

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram encontrados por
Zhang et al. (2016), os quais sugeriram que a sulfonacéo pode ser um eficaz método
de modificacdo para melhorar a bioatividade de polissacarideos (27). Os autores
sulfonaram polissacarideos oriundos de Streptococcus thermophilus, empregando
dimetilformamida e complexo trioxido de piridina e obtiveram derivado com grau de
substituicao de 0,26.

Estudos desenvolvidos por Wang, Li e Chen, (2009) indicaram que variaveis
como a propor¢cdo molar entre o agente derivatizante e o catalisador piridina, a
temperatura e o tempo reacional influenciam diretamente no grau de substituicdo
(33). Desta forma, derivatizados com maior DS poderiam ser obtidos através de
protocolos de ressulfonacdo ou por modificagbes na proporcdo 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 insercdo de heteroatomos na estrutura de polimeros alteram suas
propriedades fisico-quimicas como, por exemplo, sua solubilidade. Neste estudo, a
lasiodiplodana nativa (LAS-N), em temperatura de 25 °C apresentou solubilidade de
2,80%. Em contrapartida, apés a sulfonacdo (LAS-S), a biomolécula apresentou
solubilidade de 0,42%.

Este resultado pode estar associado ao baixo grau de substituicdo obtido na
derivatizacdo. A inser¢cdo de poucos grupos sulfonatos por unidade de glicose pode
ter facilitado a formacéo de forcas intramoleculares na macromolécula, dificultando
dessa forma as interacfes de hidrogénio com a agua. Tal comportamento poderia
ser explicado pela possibilidade do oxigénio presente nas duplas liga¢cées do grupo
sulfonato, fazer interacdes de hidrogénio com hidrogénios presentes nas hidroxilas
nao substituidas do anel de glicose. De fato, considerando que a lasiodiplodana
apresenta uma estrutura espacial na forma de tripa-helice (35), a ocorréncia de
diversas interacdes intramoleculares pode ser responsavel pela formacdo de
agregados macromoleculares, dificultando a solvatacdo da macromolécula.

Por outro lado, a introducdo de um nuamero maior de grupos S*O20H na
estrutura, poderia levar a uma maior solubilidade da molécula derivatizada. A
presenca de maior nimero de grupos sulfonatos, poderia possivelmente contribuir
para o distanciamento das hidroxilas das macromoléculas em fungdo do seu grande
volume. A presenca de maior numero de grupos S*O20H e o maior distanciamento
intramolecular poderia levar ao surgimento de uma camada polar, o que favoreceria

as interacdes de hidrogénio com a agua, e consequentemente a solvatacao.

5.3 CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA DE FT-IR

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

Fonte: Autoria propria.

Os espectros de FT-IR das biomoléculas nativa e modificada apresentaram
sinais tipicos de polissacarideos na regido entre 4000 e 400 cm™. O espectro da
amostra de lasiodiplodana nativa (LAS-N) apresentou bandas de absorcdo na regiao
de 3337 cm? provenientes do estiramento O-H e na regido de 2938 cm
correspondente a vibracdo de estiramento C-H. No espectro da amostra LAS-S
foram observadas bandas de absorcdo da regido de 3418 cm? e 2927 cm’,
correspondentes a vibracdes de estiramento O-H e C-H sp?3, respectivamente (31,
34, 35).

As bandas de absorcéo verificadas em 1640 cm™ (LAS-N) e 1646 cm™t (LAS-
S) foram atribuidas a vibragéo de estiramento do anel de glucose (38). J4 as bandas
nas regides de 1425 a 1201 cm indicam vibracdes de deformacdo de CH e OH,
tipicas de carboidratos (36). Bandas de absorcdo forte em 1068 cm™ (LAS-N) e
1074 cm? (LAS-S) correspondem a  vibracéo de alongamento
C-O do anel de piranose caracteristico das glucanas (32, 37). A banda em 886 cm™
no espectro da LAS-N foi atribuida a configuragao caracteristica do tipo B (29, 37).

Nos espectros da lasiodiplodana sulfonada, LAS-S, surgem bandas
caracteristicas nas faixas espectrais de 1186 cm™® e 1240 cm?, as quais
correspondem a vibragdo de estiramento simétrico e assimétrico (forte) S=0,

respectivamente (13, 31). Bandas nas regides 810 cm™ sdo correspondentes a



26

vibragdo simétrica C-O-S, associado ao grupo C-O-SOs, confirmando a derivatizagédo
por sulfonacéo (31, 38).

5.4 CARACTERIZACAO POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Na figura 07 estdo demostradas as micrografias da LAS-N e LAS-S em
amplitudes de 200x e 400x, nas quais € possivel verificar diferencas morfologicas
entre os biopolimeros nativo e modificado.

A amostra LAS-N apresentou macroestrutura na forma de filmes finos e
translicidos, com superficie irregular e regides com presenca de formacdes
semelhantes a dobras e tor¢ces. A derivatizacdo por sulfonacdo levou a mudancas
morfolégicas na macroestrutura do biopolimero, apresentando-se heterogénea,
contendo estruturas fibrilares ao longo da superficie. O surgimento de fibrilas
possivelmente estd associado a diminuicdo nas interacdes de hidrogénio, uma vez

gue os grupamentos sao inseridos em substituicdo de hidroxilas (41).

H D81 x400 200um

Figura 7 - Micrografias da LAS-N (a, b) e LAS-S (c, d), em amplitudes de 200x e 400x.
Fonte: Autoria prépria.
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Wang et al., (2015) demonstraram por meio da microscopia eletrbnica de
varredura que polissacarideos oriundos de Cyclocarya paliurus e sulfonados pelo
método acido clorosulfénico-piridina, podem ter sua superficie modificada pela

sulfonacéo, em funcao da utilizacdo do acido forte e temperatura utilizados (40).

5.5 CARACTERIZACAO POR DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

Na figura 8 estdo apresentados os difratogramas das amostras de LAS-N e
LAS-S.
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Figura 8 — Difratogramas (DRX) da lasiodiplodana nativa (LAS-N) e sulfonada (LAS-S).

Fonte: Autoria prépria.

Difratogramas de polissacarideos comumente apresentam picos largos,
caracteristico de material amorfo (42). Tanto nas amostras LAS-N como LAS-S
foram verificados picos mais estreitos, com valores proximos a 21,2°, 23,6° 39,9° a
26. Tais picos indicam que a lasiodiplodana apresenta regibes com certa
organizacdo molecular em uma matriz amorfa. Na amostra sulfonada houve o
aparecimento de quatro picos a 26 com valores de 11,64°, 19,63°, 29,15° e 31,15°,
sugerindo que a introdugdo de grupos sulfonatos na estrutura da [-glucana
colaborou para o surgimento de regides com maior organizacdo molecular. Além
disso, os picos pronunciados em 21 e 23,5° a 260 tem sua intensidade aumentada
apos sulfonacdo, possivelmente devido a introducdo de novos grupamentos na

estrutura.
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Possivelmente aumentando o grau de sulfonacdo da LAS-S, a organizagao
molecular poderia aumentar também. Dessa forma, o aumento da cristalidade da
macromolécula sulfonada, poderia sugerir aplicacdes a este material, pois trata-se
de um polimero que €& capaz de formar filmes. Como por exemplo, filmes

biodegradaveis ou bioadesivos ou ainda como filmes de liberagdo de farmacos.
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6 CONCLUSOES

O protocolo de derivagao da lasiodiplodana por sufonagcdo mostrou-se efetivo,
sendo obtida macromolécula sulfonada com grau de substituicio de 0,24. A
sulfonacdo ndo colaborou para o aumento da solubilidade da macromolécula,
possivelmente em funcdo do baixo grau de substituicdo obtido.

Analise por espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier
confirmou a introdugé@o de grupos S*O20H na estrutura priméaria da macromolécula.
Bandas caracteristicas nas faixas espectrais de 1186 cm?' e 1240 cm®
correspondentes a vibracdo de estiramento simétrico e estiramento assimétrico
(forte) S=0, respectivamente. Bandas nas regides 810 cm referente a vibracédo
simétrica C-O-S, associado ao grupo C-O-SOs confirmaram a sulfonacao.

Microscopia eletrénica de varredura demonstrou que a sulfonacdo promoveu
mudancas morfolégicas na macroestrutura polimérica da lasiodiplodana, com o
surgimento de microfibrilas ao longo da estrutura da LAS-S.

Andlise por difracdo de raios-X indicou que a introducao de grupos sulfonato
na estrutura da B-glucana, colaborou para o surgimento de regibes com certa
organizagdo molecular, verificada através do aparecimento de picos a 26 com
valores de 11,6°, 19,6°, 29,2° e 31,2°.

Estudos voltados para a avaliagdo das potenciais propriedades bioativas da
lasiodiplodana sulfonada s&o necessarios a fim de verificar as possiveis aplicacbes

biomédicas e tecnolégicas da biomolécula.
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