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RESUMO

SANCHEZ, William. Acetilagdo do exopolissacarideo (1—6)-B-D-Glucana
(Lasiodiplodana): derivatizagdo quimica e caracterizagdo. 2016. 79 f. Dissertagao —
Programa de Pés-Graduagao em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos,
Universidade Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco, 2016.

A lasiodiplodana é uma B-glucana exocelular que apresenta funcionalidades
biolégicas como atividade antioxidante, antiproliferativa, hipocolesterolémica,
atividade protetora contra danos no DNA induzidos por doxorubicina e atividade
hipoglicémica. A derivatizacdo quimica de macromoléculas polissacaridicas tem sido
considerada como um mecanismo potencializador de bioatividade. Neste cotexto, o
presente trabalho propds a derivatizacao da lasiodiplodana por acetilacdo. Anidrido
acético foi utilizado como agente derivatizante e piridina como catalisador e meio
reacional. Os derivados obtidos foram avaliados quanto a hidrossolubilidade, grau de
substituicdo (DS), potencial antioxidante, e caracterizados por espectroscopia no
infravermelho (FT-IR), analise termogravimétrica, calorimetria diferencial de
varredura, difratometria de raios X e microscopia eletrénica de varredura. Derivados
acetilados com diferentes graus de substituicdo (1,26; 1,03; 0,66 e 0,48) foram
obtidos, havendo correlagado entre a concentragao do agente derivatizante e o DS. A
andlise de espectroscopia FT-IR confirmou a inser¢do de grupos acetil nas
biomacromoléculas derivatizadas (LAS-AC) através de bandas especificas
referentes a grupo carbonila (C=0) e aumento na vibragdo C-O. Analise por MEV
indicou que a lasiodiplodana nativa apresenta estrutura morfolégica na forma de
filme fino, com aspecto translucido e dobras ao longo de sua extensdo. A
derivatizagado levou a mudangas morfolégicas no polimero, incluindo aspectos de
espessura, translucidez e aglomeragdo do filme. A analise térmica indicou que a
amostra nativa e o derivado com DS 0,48 apresentaram trés estagios de perda de
massa. O primeiro estagio ocorreu até 125 °C (perda de agua) e houve dois eventos
consecutivos de perda de massa (200 °C - 400 °C) atribuidos a degradagao da
molécula. As amostras com DS 1,26; 1,03 e 0,66 apresentaram quatro estagios de
perda de massa. O primeiro estagio ocorreu até 130 °C (perda de agua), na
sequencia dois eventos consecutivos de perda de massa (200°C — 392 °C)
atribuidos a degradacao do biopolimero foram verificados. O quarto estagio ocorreu
entre 381 °C e 532 °C (decomposigao final) com picos exotérmicos entre 472 °C e
491 °C. Os padrboes da difracdo de raios X demonstraram que a lasiodiplodana
nativa e acetilada apresentam estrutura amorfa com regides semicristalina. A
derivatizacdo nao contribuiu para a solubilidade da macromolécula mas
potencializou sua capacidade antioxidante. A acetilacdo da lasiodiplodana permitiu a
obtencao de uma nova biomacromolécula com maior potencial antioxidante do que a
molécula nativa e com propriedades tecnoldgicas aplicaveis em diversos setores
industriais.

Palavras- Chave: Atividade bioldgica. Biopolimero. Derivatizagéao.
Exopolissacarideo. Modificacdo quimica.



ABSTRACT

SANCHEZ, William. Acetylation of exopolysaccharide (1—6)-B-D-Glucan
(Lasiodiplodan): chemical derivatization and characterization. 2016. 79 p.
Dissertagdo — Programa de Pds-Graduagao em Tecnologia de Processos Quimicos
e Bioquimicos, Universidade Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco, 2016.

Lasiodiplodan is an exocellular -glucan with biological functionalities such as
antioxidant, antiproliferative, hypocholesterolemic, protective activity against DNA
damage induced by doxorubicin and hypoglycemic activity. Chemical derivatization of
polysaccharide macromolecules has been considered as a potentiating mechanism
for bioactivity. In this context, this work proposes the derivatization of lasiodiplodan
by acetylation. Acetic anhydride was used as derivatizing agent and pyridine as
catalyst and reaction medium. The derivatives obtained were evaluated by its water
solubility, degree of substitution (DS), antioxidant potential, and characterized by
infrared spectroscopy (FT-IR), thermal analysis, differential scanning calorimetry,
X-ray diffraction and scanning electron microscopy. Acetylated derivatives with
different degrees of substitution (1.26; 1.03; 0.66 and 0.48) were obtained, and there
was correlation between the concentration of derivatizing agent and DS. FT-IR
spectroscopy analysis confirmed the insertion of acetyl groups into derivatized
macromolecules (LAS-AC) through of specific bands concerning to carbonyl group
(C= 0O) and increase in C-O vibration. SEM analysis indicated that native
lasiodiplodan presents morphological structure in the form of thin films with
translucent appearance and folds along its length. Derivatization led to morphological
changes in the polymer, including aspects thickness, translucency and
agglomeration. Thermal analysis indicated the native sample and derivative with DS
0.48 presented three weight loss stages. The first stage occurred until 125 ° C (loss
of water) and there were two consecutive events of weight loss (200 ° C - 400 ° C)
attributed to molecule degradation. Samples with DS 1.26; 1.03 and 0.66
demonstrated four weight loss stages. The first stage occurred until 130 ° C (loss of
water), following by two consecutive events of weight loss (200 ° C - 392 ° C)
attributed to degradation of the biopolymer. The fourth stage was between 381 ° C
and 532 ° C (final decomposition) with exothermic peaks between 472 ° C and 491 °
C. X-ray diffraction patterns showed that native and acetylated lasiodiplodan have
amorphous structure with semicrystalline regions. Derivatization did not contribute to
increased solubility of the macromolecule, but potentiated its antioxidant capacity.
Acetylation of lasiodiplodan allowed to obtaining a new macromolecule with higher
antioxidant potential than the native molecule and with technological properties
applicable in various industrial sectors.

Keywords: Biological activity. Biopolymer. Derivatization. Exopolysaccharide.
Chemical modification.
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1 INTRODUGAO

Exopolissacarideos (EPS) sao biomoléculas produzidas por algumas espécies
de fungos e bactérias e liberadas no meio liquido de cultivo na forma de polimeros
soluveis ou insoluveis. A produ¢cado microbiana de EPS tem despertado o interesse
de varios grupos de pesquisa no mundo, uma vez que sado biopolimeros de elevado
valor agregado com amplo campo de aplicagdes industriais. Tais macromoléculas
sdo exploradas pelas industrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos como
biofloculantes, bioabsorventes, agentes removedores de metais pesados, agentes
formadores de filme, agentes de suspensdo, agentes de liberagdo controlada de
drogas, gelificantes, espessantes, coagulantes, lubrificantes e estabilizantes.

Alguns exopolissacarideos, em especial as p-glucanas, apresentam
atividades bioldgicas e fazem parte de um grupo de macromoléculas naturais com
potencial farmacoldgico. Muitas destas macromoléculas apresentam atividade anti-
inflamatoria, antimutagénica, antioxidante, antiviral, anticoagulante e antitrombdtica.
Diferentes propriedades farmacologicas conferem a estas biomacromoléculas
importancia tecnoldgica e um potencial e promissor mercado.

B-Glucanas tém sido empregadas como ingredientes na formulacdo de
produtos alimenticios para melhorar algumas propriedades fisicas (caracteristicas
reoldgicas, textura) e sensoriais. Além de melhorias tecnolégicas no produto podem
promover beneficios a saude do consumidor devido suas fungdes bioldgicas em
especial sua capacidade de estimulagao do sistema imunoloégico.

As B-Glucanas fazem parte da constituicao da parede celular de cereais como
cevada e aveia e da parede celular de muitos microrganismos. A maioria das
B-glucanas disponiveis no mercado sédo extraidas da parede celular de leveduras
como a Saccharomyces cerevisae.

Recentemente, relatos na literatura tratam de alguns fungos filamentosos que
produzem glucanas extracelulares, quando cultivados em cultivos submersos. A
produgdo extracelular de glucanas em meios liquidos tém algumas vantagens
quanto comparadas a extracdo dessas glucanas da parede celular, especialmente
pela maior facilidade de recuperacao do biopolimero do meio de cultivo.

As B-glucanas extracelulares de origem fungica mais comumente descritas na
literatura sdo as do tipo (1—3)- e (1-53;1—-6)-B-D-glucanas. (1—6)- B-D-glucanas

sao encontradas na parede celular de ascomicetos e basidiomicetos, no entanto, a



producao extracelular deste tipo de glucana é bastante incomum. Neste contexto, a
cepa MMPI do ascomiceto Lasiodiplodia theobromae (isolado de fruta-do-conde,
Annona squamosa) tem se mostrado um promissor produtor desta glucana.

Além dos aspectos técnicos e de engenharia bioquimica envolvidos na
producao biotecnoldgica de polissacarideos extracelulares, mais recentemente tem
sido reportados trabalhos cientificos descrevendo a derivatizagdo quimica destas
biomacromoléculas. A obtengdo de moléculas modificadas quimicamente através da
introducdo de grupos quimicos na estrutura tem revelado ser estratégico para a
obtencao e potencializagédo de propriedades biologicas.

No presente projeto foi proposto a produgado biotecnolégica da lasiodiplodana
em cultivo submerso, a derivatizagdo da biomolécula por acetilagcédo, bem como a

caracterizagao quimica e avaliagao do potencial antioxidante dos derivados.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar derivados  acetilados de lasiodiplodana
(B-(1—6)-D-glucana) produzida em cultivos submersos pelo ascomiceto

Lasiodiplodia theobromae MMPI.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Produzir lasiodiplodana em sistema submerso descontinuo;

2. Recuperar a macromolécula do meio liquido por precipitacdo etandlica e
posterior didlise e desidratagcao por liofilizacdo, obtendo um biomaterial na
forma solida;

3. Avaliar a influéncia da concentragdo do agente derivatizante (anidrido acético)
sobre o grau de substituicdo (DS) da macromolécula;

4. Avaliar e correlacionar o grau de substituicdo dos derivados com a solubilidade
em agua e a atividade antioxidante;

5. Caracterizar os derivados acetilados por analises de FT-IR, DRX, DS, Analise
térmica (TG, DTG e DSC) e MEV.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos s&o polimeros compostos de unidades monossacaridicas,
contendo dez ou mais unidades monoméricas, sendo alguns compostos por até
milhares delas. As unidades estdo unidas por ligacdes glicosidicas (Figura 1), as
quais ocorrem entre um grupo hidroxila de um monossacarideo e o carbono
anomérico de outro. Podem possuir cadeias lineares ou ramificadas, bem como
diferentes fung¢des e propriedades bioldgicas. Os polissacarideos constituem a maior
parte dos carboidratos encontrados na natureza e diferenciam-se em relagado as
unidades de monossacarideos repetidas, grau de ramificagao, tipos e configuragao
das ligagdes, além do tamanho da cadeia. Como possuem grupos hidroxila, as
ligacdes de hidrogénio desempenham papel importante no dobramento da estrutura
linear, promovendo consequentemente, maior estabilidade a estrutura da
macromolécula (NELSON; COX, 2009).

H OH
B-D-Glicopiranose B-D-Glicopiranose

Hidréfe/‘ @densagéo

H,0 H,0

B-D-Glicopiranosil-(1—>4)-D-Glicopiranose

Figura 1 - Representacdo esquematica de um dissacarideo (B-D-Glicopiranosil-
(1—4)-D-Glicopiranose) formado a partir da condensagdo dos respectivos
mondmeros



Os polissacarideos podem ser agrupados em dois grupos: os que sao
produzidos naturalmente como os oriundos de algas, plantas, microrganismos e
animais e os polissacarideos semissintéticos. Os semissintéticos sao produzidos por
modificagdo quimica ou enzimatica a partir de uma molécula mae. Dependendo de
sua estrutura quimica, diferentes propriedades fisico-quimicas como solubilidade,
efeito osmotico e gelificagdo sdo observadas (ZONG et al., 2012). Devido a grande
diversidade estrutural, fazem parte de diversos processos biolégicos, como os
processos de armazenamento de energia, de sinalizagao celular, participando nos
processos do sistema imune, fertilizagdo, prevencdo de patogéneses e
desenvolvimento celular (CHANDRA et al., 2011).

3.2 EXOPOLISSACARIDEOS MICROBIANOS

A biossintese de polissacarideos em microrganismos, comumente ocorre na
fase de crescimento microbiano. Estes bioprodutos podem ser classificados em
funcdo de sua localizacdo celular, como polissacarideos citosélicos (fornecem
recursos energéticos a célula), polissacarideos de parede celular (peptidoglicanos e
lipopolissacarideos) e o0s polissacarideos extracelulares também chamados
exopolissacarideos (EPS). Os EPS estdo divididos em dois grupos principais:
homopolissacarideos e heteropolissacarideos. Os homopolissacarideos sao
constituidos por unidades monoméricas (monossacarideos) unidas por ligagdes
glicosidicas, como a dextrana (unidades de a-D-glicopiranose) ou a levana
(unidades de B-D-frutopiranose). Ja, os heteropolissacarideos sao constituidos por
varios monossacarideos como as gomas xantana (unidades de [(-D-glicopiranose,
B-D-manopiranose, acido 3-D-glucurénico e a-D-manopiranose) e gelana (unidades
de B-D-glicopiranose, a-L-ramnose e acido (-D-glucurénico) (DONOT et al., 2012).

O processo de biossintese dos EPS microbianos € composto por trés partes
principais: assimilagao do carbono, sintese intracelular e a exsudagao para fora da
célula. Este processo depende da fonte de carbono e nitrogénio disponivel no meio
de cultivo, em geral a produgdo do EPS aumenta em condigdes em que ha excesso
de substrato (fonte de carbono) e uma maior relagéo carbono/nitrogénio. A produgéo
de EPS em organismos microbianos tem diferentes fun¢gdes, como a promogao do
ataque inicial por adesdao das células a superficie solida a ser utilizada como



substrato, formacdo e manutencdo da microcolonia e a protecdo das células por
biofilmes (CZACZYK; MYSZKA, 2007).

Em funcdo da diversidade em estrutura e propriedades reoldgicas, o0s
exopolissacarideos tém encontrado amplo campo de aplicagbes nas industrias de
alimentos e farmacéutica como agente espessante, estabilizante, emulsificante,
texturizante, gelificante (NAMPOOTHIRI et al., 2003), floculante de particulas e
encapsulador de materiais (SELITRENNIKOFF, 1995). Além disso, comumente
apresentam atividades bioldgicas como agao antitumoral, antiviral e anti-inflamatéria
(ISHIBASHI et al., 2004; SARANGI et al., 2006).

Outras aplicagcbes de EPS produzidos microbiologicamente incluem as
industrias de petréleo e o campo médico, sendo produtos da biotecnologia
amplamente aceitos (ONBASLI; ASLIM, 2009). Estas propriedades tornam essas
biomoléculas tecnologicamente importantes, com um mercado promissor.
Atualmente, os polissacarideos extraidos de plantas (tais como, goma guar, goma
arabica ou pectinas), de algas marinhas (como alginato, goma carragena ou agar) e
de crustaceos (quitina) ainda dominam o mercado, com polissacarideos microbianos
(como goma xantana, gelana, pullulana e alginato bacteriano) representando
somente uma pequena fragdo do mercado de biopolimeros (FREITAS et al., 2009).
No entanto, nos ultimos anos tém havido um crescente interesse no isolamento e
identificacdo de novos polissacarideos microbianos que podem competir com
polissacarideos tradicionais devido a suas propriedades fisico-quimicas e reoldgicas.

A produgao microbiana de polissacarideos € uma alternativa de pesquisa
atrativa e estratégica, ja que tais produtos possuem propriedades similares a dos
obtidos a partir de plantas e algas. Em alguns casos sao obtidos polissacarideos
com caracteristicas especificas para o desenvolvimento de novos produtos. Além
disso, produtos microbianos podem ser produzidos através de técnicas e processos
controlados, sendo obtidos produtos com qualidade mais uniforme comparando-se

aos processos de extracao quimica.
3.3 B-GLUCANAS
As B-glucanas sao polissacarideos homogéneos compostos exclusivamente

por mondmeros de D-glicopiranose com ligagdes glicosidicas em configuragao 3. As

caracteristicas moleculares destes biopolimeros dependem quase que



exclusivamente da fonte de obtencdo e do método de purificagdo. A glucana mais
reportada na literatura é a (1—3)-B-D-glucana, a qual tem sido encontrada tanto em
organismos procarioticos como eucarioticos. Outro grupo de [(-glucana bastante
mencionada e estudada é a (1—3; 1—-4)-B-D-glucana, encontrada na parede celular
de cereais e graos. As B-glucanas podem variar em termos de frequéncia e numero
de atomos de carbono nas ramificagdes, grau de ramificagcdo, massa molecular (de
10° até 10° Da), carga polimérica, solubilidade, bem como a estrutura
conformacional em solugdo aquosa, a qual pode apresentar-se como espiral
aleatdéria com hélice tripla ou simples. Todas essas caracteristicas tém influéncia
direta nas propriedades biolégicas que tais biomoléculas podem apresentar
(KHOURY; CUDA, 2011).

As paredes celulares dos fungos sdo compostas tipicamente por 80-90% de
polissacarideos associados com outros componentes como lipideos, proteinas,
polifosfatos e ions inorganicos que compdem a matriz da parede celular. A
compreensao da composi¢do quimica da parede celular dos fungos € importante
para a exploragdo e bioprospecc¢ao futura do fungo. Além disso, a composi¢cao
quimica da parede celular dos fungos tem sido determinante na classificagdo destes

para pesquisa ou para propositos industriais (MADIGAN et al., 2009).

g Ei S‘ g } Mannoproteins
..

v p-(1,6)-glucan
: WA B-(1,3)-glucan
..

S S Chitin

]. Phospholipid bilayer
of cell membrane

Ergosterol @  B-(13)glucan synthase

Figura 2 - Parede celular de alguns fungos. A parede celular do fungo esta composta principalmente
por polissacarideos como a quitina que é usada como base para conectar as (1-3; 1-6)-p-D-
glucanas, as quais servem como unidades estruturais

Fonte: http://www.doctorfungus.org/thedrugs/images/drug-targets.jpg “Fungal Cell Wall” (2014)

Volman et al. (2008) destacam que as [-glucanas sdo os principais
polissacarideos que compdem a parede celular de alguns microrganismos como 0s
fungos filamentosos, as leveduras e algumas bactérias. Alguns microrganismos,
também contém na parede celular a quitina, um polimero com unidades do derivado

da glicose N-acetilglicosamina. A quitina esta organizada nas paredes celulares em



feixes microfibrilares, como a celulose nas paredes celulares das plantas, junto com
as (1-3, 1-4 ou 1-56)-p-glucanas e as manoproteinas (Figura 2).

As B-glucanas tém despertado interesse devido a sua relagdo entre a
estrutura quimica, potenciais fungbes bioldgicas e propriedades bioativas e
funcionais que tém sido demonstradas tais como atividade anti-tumoral,
imunomoduladora, estimulacdo da hematopoiese, antioxidante e anti-inflamatéria
(LEI et al., 2015). Outra propriedade que tem atraido a atencéo é o fato de que as
B-glucanas séo fibras dietéticas, apresentando resultados satisfatérios na prevengao
e tratamento de sindromes metabdlicas e controle da obesidade (KHOURY et al.
2011).

3.3.1 B-glucanas e atividade imunomoduladora

De acordo com Chan et al. (2009) as B-glucanas encontradas em paredes
celulares de fungos e bactérias ou como polissacarideos extracelulares tém
envolvimento na iniciagcdo da resposta imune antimicrobiana. Estudos in vitro e in
vivo, demonstram que as [-glucanas atuam sobre varios receptores imunes,
incluindo dectina-l, CR3 e TLR 2/6 e desencadeiam o funcionamento de um grupo
de células imunes como macréfagos, neutrofilos, mondcitos, células Killers naturais
e células dendriticas.

Como pode ser verificado na Figura 3, as -glucanas exercem a fungao da
estimulagédo imune pelo reconhecimento da dectina-1 e TLR que reconhecem o
polissacarideo, o qual € encapsulado pelo endossomo do macréfago e é digerido em
pequenos fragmentos aos granulécitos, onde sdo unidos ao CR3. Deste modo,

promovendo toxicidade nas células cancerosas iC3b-revestidas (BONIFACIO, 2014).

B-Glucans

Manoclonal
f Tumor

ITLR -2/ i Antibody n
1 with ic3p ~ Specific

[-Glucans
fragment bind

Tumor Cells

£4£ Granulocytes
Macrophages p-Glucan Fragments

Figura 3 - Reconhecimento das 3-glucanas por células imunoldgicas
Fonte: Bonifacio (2014)



Como consequéncia a resposta imune inata e adaptativa podem ser ativadas
pelas B-glucanas e, de fato, podem melhorar a fagocitose opsénica e nao opsoénica.
Muitas B-glucanas ingressam na parte préxima do intestino delgado e algumas delas
sdo capturadas pelos macrofagos, fragmentadas intracelularmente e esses
fragmentos s&o transportados a medula 6ssea e ao sistema endotélio reticular. Os
pequenos fragmentos sao liberados pelos macréfagos e tomados por outras células

imunes liderando outras respostas (Figura 3).

A habilidade para que o sistema imune inato possa reconhecer rapidamente
um organismo patdgeno invasor € imprescindivel para o controle da infecgcdo. A
dectina-l € uma proteina transmembranar do tipo Il, que reconhece e liga-se a
glucanas do tipo B-(1—3) e B-(1—6) iniciando a resposta imune. Esta proteina
reconhece glucanas presentes na parede celular de fungos e bactérias com a
grande vantagem das B-glucanas estarem ausentes nas células humanas.

No desencadeamento dos efeitos da resposta imune estdo incluidos a
fagocitose e producado de fatores pro-inflamatérios para conduzir o processo de
eliminacdo de agentes infecciosos. A porgdo caudal da dectina-l no citoplasma
contém um imunoreceptor que é ativado por um motivo tirosina (ITAM) o qual é
sinalizado pela tirosina quinase com a colaboragcdo dos receptores Toll-like 2 e 6
(TLR-2/6). Embora o mapa metabdlico ndo seja elucidado por completo ainda
existem varios sinais moleculares reportados, entre eles NF-kB, o adaptador de
sinalizacdo CARD9 e o fator nuclear de ativacdo das células T. Tais sinais
moleculares podem conduzir a liberagdo das citoquinas como a interleucina IL-12,
IL-6, o fator de necrose tumoral (TNF-a) e a IL-10 (Figura 4).

Em células dendriticas as proteinas ICAM-3 e SIGNR1 junto com a dectina-I
cooperam no reconhecimento ndo opsoénico das B-glucanas para realizar a
fagocitose. Outro mecanismo de agdo das B-glucanas € mediado pela via de
ativagdo do receptor complemento 3 (CR3) o qual se encontra em células killers
naturais, neutroéfilos e linfocitos e é responsavel pelo reconhecimento opsoénico das

B-glucanas, conduzindo assim, a fagocitose e lise celular (CHAN et al., 2009).
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Na ultima década as B-glucanas tém despertado o interesse por suas
potenciais aplicagdes bioldgicas e médicas. Existem estudos sobre a capacidade
imunoestimuladora da (1—6)-B-D-glucana oriunda dos fungos Agaricus bisporus e
Agaricus brasiliensis sobre macréfagos humanos THP-1 (SMIDERLE et al., 2013).
Nesta pesquisa as biomoléculas foram colocadas no meio de cultivo dos macrofagos

e assim foi avaliado por Real time -PCR o nivel de expressdo do mRNA dos genes
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pro inflamatdrios IL-18 e TNF-a, sendo observado um aumento na expressao desses
genes.Segundo Chen et al. (2014) polissacarideos extraidos do Ganoderma atrum
apresentaram atividade antioxidante e atividade imunomoduladora depois da
obtencdo de derivados acetilados e carboximetilados. A atividade antioxidante foi
avaliada por ensaios de redugao do ion férrico, acido B-caroteno/acido linoleico e
pela captura do radical DPPH. A atividade imunomoduladora foi avaliada pela
atividade pinocitica e pela quantificacdo da citoquina pré-inflamatéria TNF-a. Além
disso, pesquisas em cultivos in vitro e com animais tém demonstrado que
(1—>3)-B-glucanas de levedura e de fungos sdo capazes de incrementar a resposta
ou a fungao de células imunes, embora estudos em humanos sejam relativamente
escassos (VOLMAN et al., 2008).

3.3.2 B-glucanas e atividade anticancerigena

Alguns polissacarideos e, especificamente, algumas p—glucanas, tém
apresentado atividade positiva sobre a prevencao e tratamento do crescimento de
células cancerosas. Alguns estudos demonstram que certos proteoglicanos tém
demonstrado resultados efetivos na antiproliferacdo de células cancerigenas em
ensaios in vitro (SARANGI et al., 2006). Segundo Smiderle et al. (2013) os
polissacarideos ativos, incluindo B-glucanas, sao reconhecidos por receptores da
membrana celular dos leucécitos e os macrofagos, como o CR3, dectina-1e TLR
(Figura 4), os quais induzem a proliferacéo e diferenciagcao das células imunes; tais
atividades sao responsaveis pela resposta imune inata mediada por células,
expressando genes pro-inflamatérios, e assim, a indugdo de efeitos antitumorais.
Existem evidéncias que sugerem que alguns polissacarideos, principalmente as -
glucanas, podem inibir o crescimento tumoral através de diferentes mecanismos:
1) atividade anticancerigena direta, como a indugdo da apoptose de células
tumorais; 2) prevengdao da genesis tumoral pelo consumo oral de preparagdes
ativas; 3) atividade imunopotenciadora quando combinada com quimioterapia;
4) inibicdo da metastase tumoral (ZONG et al.,, 2012). Tem sido reportado na
literatura que glucanas oriundas de fungos apresentam alguns dos mecanismos
mencionados acima, mas principalmente as glucanas do tipo B-(1—3; 1—6)
(STELUTI et al., 2004).
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Pesquisa desenvolvida por Chen et al. (2010), mostrou evidéncias da
atividade antitumoral de [—glucanas carboximetiladas e sulfatadas extraidas da
planta Poria cocos sobre células tumorais Sarcoma 180.

Também tem sido estudado o uso de [—glucanas extraidas da levedura
Saccharomyces cerevisiae como agente inibidor da metastase. Yoon et al. (2008)
analisaram células de carcinoma do colon 26-M3.1, melanoma B16-BL6 e linfoma
L5178Y-ML25 em ratos e relataram atividade antiproliferativa de tais
macromoléculas (YOON et al., 2008).

3.3.3 B-glucanas e atividade antioxidante

O dano celular pode ser induzido pelas espécies reativas de oxigénio (ROS)
que sao anions reativos que contém atomos de oxigénio ou moléculas que contém
atomos de oxigénio que podem produzir radicais livres. Como exemplo podem ser
mencionados o radical hidroxila, os superdxidos, o peroxido de hidrogénio e o
peroxinitrito. O principal recurso de ROS provém da respiracdo aerdbia, da
B-oxidacdo dos acidos graxos, do metabolismo dos compostos xenobidticos,
estimulacéo da fagocitose por patégenos ou por lipopolissacarideos, metabolismo da
arginina, etc. O maior dano celular ocorre quando os ROS induzem a alteragdo de
macromoléculas como acidos graxos poliinsaturados nas membranas lipidicas,
proteinas essenciais € DNA. Adicionalmente o estresse oxidativo tem sido associado
com maleficios como o alzheimer, parkinson, cancer e também ao envelhecimento
(BEDARD; KRAUSE, 2007 e NEWSHOLME et al., 2012).

Em condi¢gées normais os radicais livres presentes na célula sdo inativados
pela agao da superédxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GSH-Px). A SOD catalisa a redugao do anion superoxido a perdxido de hidrogénio;
a CAT catalisa a decomposi¢céo do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio; a
GSH-Px catalisa a reacao da glutationa a glutationa oxidada usando o perdxido de
hidrogénio.

A literatura reporta iniUmeras pesquisas em relacdo a atividade antioxidante
das B-Glucanas. Um grupo de pesquisa da Sérvia (USKOKOVIC et al., 2013)
verificou que a administragcdo de um extrato comercial de cereal com alta quantidade
de B—Glucana em ratos preveniu o diabetes relacionado com a peroxidagao lipidica.

Nandi et al. (2014) verificaram potencial antioxidante de B-Glucana produzida pelo
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fungo Russula albonigra, através dos ensaios in vitro do radical hidroxila, radical

superoxido, poder de reducio do ion férrico e pelo ensaio com [—caroteno.
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Yuan et al. (2009) avaliando a atividade antioxidante in vivo de uma B-glucana
extraida de Phellinus ribis, verificaram niveis reduzidos de TBARS e niveis de
atividade enzimatica maiores de superdxido dismutase e glutationa peroxidase
(GSH-Px) em amostras de sangue de ratos tratados com a -glucana.

Nosso grupo de pesquisa (GTBio) verificou recentemente que a
lasiodiplodana (1—6)-B-D-glucana) produzida pelo ascomiceto Lasiodiplodia
theobromae MMPI apresenta atividade antioxidante, a qual foi avaliada pelos
métodos ABTS*, DPPH e poder redutor do ion férrico (KAGIMURA et al., 2015).
No referido trabalho foi verificado que a modificagdo quimica da glucana por
carboximetilacdo contribuiu para o aumento do potencial antioxidante da

macromolécula.
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3.4 MODIFICACAO QUIMICA DE POLISSACARIDEOS

A atividade biolégica dos polissacarideos depende da sua estrutura
molecular: composi¢cdo do monossacarideo, tipo de ligagdo glicosidica da cadeia
principal, grau de substituicdo, grau de ramificagdo e conformacgdo estrutural das
cadeias principais. Tem crescido a atencdo sobre a modificacdo molecular e a
relagao entre atividade biologica e a estrutura dos polissacarideos. A introdugao de
grupos ibnicos com o apropriado grau de substituicdo pode potencializar as
atividades biologicas (MA et al., 2012).

As modificagées quimicas nos polissacarideos sédo ferramentas importantes
para a obtencdo de novos agentes antioxidantes e imunomoduladores.
Basicamente, tem sido sugerido que os derivados dos polissacarideos séao
biologicamente ativos, isso € atribuido a seus grupos hidroxila e a introdugédo de
novos grupos substituintes como -SH, -COOH, -C-O- e NH;, os quais podem mudar
a estrutura dos polissacarideos nativos (incluindo a massa molecular, composi¢cao
do monossacarideo e configuragao espacial) e diminuir as ligagdes intramoleculares
e intermoleculares (CHEN et al., 2014).

Além disso, muitas B-glucanas oriundas de fontes bioldgicas sado insoluveis
em agua, o que dificulta a ingestdo na dieta alimenticia e utilizagdo como possivel
farmaco. Entdo, a derivatizagdo quimica desses polissacarideos pode favorecer a
solubilidade e facilitar o processo de metabolizacdo e potencializar a atividade

biolégica que apresentam (BAl et al., 2014).

3.5 ACETILACAO

A acetilacdo de polissacarideos como celulose e amido usando acido acético
ou anidrido acético como agente derivatizante € bem conhecida ha décadas
(CHENG et al., 2009). Nesse contexto, a acetilagdo de polissacarideos € um tipo de
modificagdo que pode aumentar suas aplicacdbes no campo médico e industrial, visto
que pode melhorar propriedades fisico-quimicas e biolégicas (XU et al., 2010). Esta
modificagdo consiste basicamente na esterificacdo de grupos hidroxilas livres dos
mondmeros constituintes do polimero através de uma reagdo com anidrido acético.
Os grupos hidroxila s&o, portanto, convertidos em acetatos (Figura 6). Tais

modificagcdes quimicas sofrem influéncia de diferentes parametros como o pH,
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temperatura, tempo de reacdo, quantidade de anidrido acético e o grau de
substituicdo (SOARES LAROTONDA 2002; SONG; YANG; ZHANG; DUAN; ZHOU,;
NI 2013; SOUZA et al. 2015 e ZHANG et al. 2014).

Na reacao de acetilagdo, trés elementos destacam-se: o polissacarideo, o
anidrido acético e o catalisador que pode ser a piridina (XU et al., 2010), a iodina
(REN et al., 2007), o acido perclorico e o acido sulfurico (CHENG et al., 2009; HU et
al., 2011), a 4-dimetilaminopiridina (4-DMAP) e a N-bromosuccinimida (NBS). A
piridina e a 4-DMAP tém sido os catalisadores mais empregados no processo de
esterificacdo. A piridina tem demonstrado bons resultados nas reacdes, mas além
de apresentar odor desagradavel, € toxica e ndo adequada para ser implementada
em larga escada. Por outro lado, a 4-DMAP é demasiadamente cara o que dificulta
seu uso a nivel industrial. Neste contexto, tem sido reportada a N-bromosuccinimida
(NBS) como um novo e altamente efetivo catalisador para acetilacdo de uma longa
variedade de alcodis com anidrido acético em condicbes suaves e existem
evidéncias de que a NBS pode ser usada em reagdes de acetilagdo em
polissacarideos (ZHANG et al., 2014).

Na Figura 6 esta representada a reagédo de acetilagdo de uma glucana com
ramificagbes conhecidas e a utilizagdo do anidrido acético como agente
derivatizante. O anidrido transfere um grupo acetila a uma das hidroxilas dos
carbonos livres de cada monémero.

A acetilagao dos polissacarideos tem sido amplamente usada para melhorar e
potencializar diferentes propriedades destes polimeros. Chen et al. (2014)
derivatizaram mediante acetilacdo e carboximetilagdo um polissacarideo extraido do
fungo Ganoderma atrum e verificaram que a acetilagdo com o grau de substituicdo
adequado promoveu melhorias nas atividades antioxidante e imunomoduladora.

Ma et al. (2012) realizaram a derivatizacado de polissacarideos (extraidos do
fungo Inonotus obliquus) por acetilagéo, carboximetilagéo e sulfatagéo e verificaram
que o polissacarideo acetilado teve a menor distribuicdo de peso molecular, menor
viscosidade intrinseca, conformacao hiper ramificada, além de elevada atividade

antioxidante.
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Figura 6 - Reacdo de acetilacdo da lasiodiplodana. Usado o software ACD/Chemsketch (Advanced
Chemistry Development Inc. ACD/Labs 2014)

Song; Yang; Zhang; Duan; Zhou; Ni; et al. (2013) modificaram quimicamente
polissacarideos soluveis da Cucurbita pepo por acetilagdo com uso do anidrido
acético e piridina como catalisador. Os autores encontraram um significativo
aumento da atividade antioxidante das amostras acetiladas em relagdo as nao
acetiladas e inibigdo da morte celular induzida por H,O,, mesmo da apoptose celular
em linfécitos de timo de ratos.

Shibakami et al. (2012) estudaram a modificagdo da superficie do paramilo,
uma (1—-3)-B-glucana de armazenamento da microalga Euglena gracilis. A
modificagao foi feita mediante acetilagdo e os autores destacam que a forma original
do polissacarideo era de esfera e que a modificacdo por acetilagdo promoveu a
mudanga para a forma de donut, melhorando assim a fungdo granular da
macromolécula.

As [-glucanas modificadas quimicamente por acetilagcdo tém grande
aplicabilidade a nivel biologico, farmacéutico e industrial, como novas moléculas

com propriedades antioxidantes, imunomoduladores e anticancerigenas ou como
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novos materiais como biofilmes ou microgranulos com ampla aplicabilidade

industrial.

3.6 Lasiodiplodia theobromae

O fungo Lasiodiplodia theobromae pertence ao filo Ascomycota, classe
Dothydeomycetes, ordem Botryosphaeriales, familia Botryiosphaeriaceae e género
Lasiodiplodia (GLOBAL BIODIVERSITY INFORMATION FACILITY, 2014) e
representa o estado assexuado do Botryosphaeria rhodina. Esta distribuido em
diferentes regides tropicais e subtropicais do mundo e infecta diferentes hospedeiros
como plantas lenhosas e culturas de frutas (MOHALI et al., 2005), dissemina-se pelo
vento, insetos e pelas praticas agricolas que permitem que fungo penetre nas
plantas. Segundo Oliviera et al. (2013) os principais sintomas da infecgdo sdo a
seca-descendente; cancro em ramos, caules e raizes; e lesdes em estacas, folhas,
frutos e sementes.

O fungo L. theobromae tem sido utilizado como modelo biolégico e de
pesquisa para a produgéo de trés substancias de grande interesse na agricultura e
na industria, como o acido jasménico (TSUKADA et al., 2010), que € um hormoénio
que controla a resposta ao estresse do meio ambiente e o desenvolvimento das
flores nas plantas; o theobroxido, um metabdlito do tipo epdxi ciclo-hexano que induz
o crescimento das flores, o crescimento do tubérculo na batata e estimula a
biossintese do acido jasmonico (LI et al., 2007); e as lasiodiplodinas (SULTAN et al.,
2014) compostos derivados do acido orselinico, do qual tem sido reportadas
atividades antimicrobiolégicas, anti-leucemia, inibigdo da biossintese das

prostaglandinas e producéo de microtubérculos.

3.7 Lasiodiplodana

Recentemente na literatura foi reportado o uso do fungo Lasiodiplodia
theobromae na producgao de polissacarideos e sua possivel aplicabilidade biologica
(CUNHA et al. 2012). A lasiodiplodana é uma (1—6)-B-D-glucana (Figura 7)
extracelular com conformacdo de tripla hélice. As glucanas do tipo B-(1—6) s&o

estruturas importantes nos fungos, pois fazem parte da parede celular junto com as
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glucanas B-(1—3) e a quitina (Figura 2) (VOLMAN et al., 2008), porém n&o é comum

encontrar tais moléculas secretadas no meio extracelular.

/O

o O

OH oH 0 o)
HO
OH OH

HO
OH

n

Figura 7 - Representagdo molecular da lasiodiplodana. A lasidiplodana € um polissacarideo linear,
sem ramificagdes do tipo B glucana com ligagdes glicosidicas 8 (1—6). Elaborado a partir do software
ACD/Chemsketch (Advanced Chemistry Development Inc. ACD

A extracao e purificagao das glucanas de parede celular envolve uma série de
passos como a extragcdo sequencial por meio de solventes (como o hexano),
esfriamento—aquecimento e tratamento alcalino (CORRADI et al., 2008).

Os resultados reportados por Cunha et al. (2012) revelam as condigbes
o6timas de crescimento para a producdo da lasiodiplodana a partir do fungo
Lasidiplodia theobromae MMPI. Na pesquisa foram avaliadas diferentes fontes de
carbono (glicose, frutose, maltose, sucrose) e nitrogénio (KNO3,(NH4)2SOq4, ureia,
extrato de levedura, peptona), parametros reoldgicos, além da avaliagdo da
atividade antiproliferativa. Os autores descreveram a glicose como fonte de carbono
e o extrato de levedura como fonte de nitrogénio que proporcionaram maior
rendimento em lasiodiplodana. A lasiodiplodana apresentou um comportamento
pseudoplastico e atividade antiproliferativa contra células de cancer de mama
(MCF-7).

Pesquisa conduzida por Turmina et al. (2012) avaliou os efeitos toxicoldgicos
do tratamento sub-crénico da lasiodiplodana em ratos através da avaliagdo de
alteragdes bioquimicas, hematoldgicas e histopatoldgicas. Os autores descreveram
que o tratamento com lasiodiplodana n&o indicou sinais de toxicidade, ndo sendo
verificado nenhuma alteragdo hematoldgica nem histopatologica. Os autores
descreveram ainda efeito hipocolesterolémico da lasiodiplodana quando

administrada em doses de 50 mg.Kg'1.
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Vasconcelos et al. (2013) descreveram resultados da derivatizagdo de
lasiodiplodana (produzida por L. theobromae MMLR) por sulfonagéo e sua atividade
anticoagulante mediante o método do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
(APTT), Tempo de Trombina (TT) e o Tempo de Protrombina (TP) usando a
heparina como controle. Os resultados obtidos mostram que a lasiodiplodana
derivatizada apresentou um incremento dose-dependente de APTT e TT do que a
lasiodiplodana nativa, além de nao apresentar inibigdo no teste de coagulacao
controle.

Recentemente foi reportada a modificacdo quimica da lasiodiplodana por
carboximetilagdo, a qual melhorou sua solubilidade em agua e sua capacidade
antioxidante (KAGIMURA et al., 2015).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ORGANISMO E REAGENTES

No presente trabalho foi utilizado o fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI
isolado de Pinha (Annona squamosa). O fungo foi mantido em Agar Sabouraud com
cloranfenicol sob refrigeragdo a 4°C, sendo feito repiques peridédicos do micélio
fungico para tubos de ensaio contendo meio agar Sabouraud com cloranfenicol.

Os reagentes foram adquiridos comercialmente com grau de pureza

adequado aos experimentos.
4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Na Figura 8 esta descrito um fluxograma esquematico dos procedimentos
experimentais. A primeira etapa corresponde aos procedimentos envolvidos no
processo de producido da lasiodiplodana. Na sequéncia estdo representadas as
atividades envolvidas na derivatizacdo por acetilagdo. Em seguida, sao
demonstradas as etapas de caracterizacdo do biopolimero original e modificado e

por fim, as atividades de avaliagado do potencial antioxidante.
4.2.1 Producéo Biotecnoldgica da Lasiodiplodana
4.2.1.1 Preparo do In6culo

Para o preparo do indculo, inicialmente foi transferida uma alcada de micélio
do fungo para placas de Petri contendo meio Agar Sabouraud com cloranfenicol. As
placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 28 °C por 96 horas. O micélio
crescido na superficie das placas foi transferido para frascos Erlenmeyers de
250 mL contendo 100 mL de meio de sais minerais de Vogel VMSM (VOGEL 1954)
e glicose (5 g.L™") e cultivado por 48 horas a 28 °C sob agitacéo (180 rpm).

A pré-cultura foi homogeneizada assepticamente em mixer por 30 segundos.
O homogeneizado de células foi centrifugado e sobre o micélio recuperado foi
adicionada solugao fisioldgica esterilizada para originar uma solugdo padrédo com
absorbancia entre 0,4 e 0,5 a 400 nm (STELUTI et al. 2004).
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4.2.1.2 Cultivo Submerso de Lasiodiplodia theobromae e Recuperagdo da

Lasiodiplodana.

Os cultivos foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 250 mL em
incubadora orbital (shaker) a 28 °C, 150 rpm por 72 horas. O pH inicial do meio
fermentativo foi ajustado para 5,5 através de adicdo de solugédo de acido cloridrico
(1 mol.L™"). Foi empregado meio minimo de Vogel (VOGEL 1954) com glicose
(20 g. L™") como fonte de carbono (100 mL) e o volume de inéculo foi de 10 mL.

No final do processo foram quantificados a biomassa celular, o conteudo de
acucares redutores e o conteudo de lasiodiplodana produzida e determinado os

seguinte parametros de processo:
a) Fator de conversao (rendimento) do substrato em EPS (Yps)

Foi determinado pela relacdo entre a quantidade de EPS produzido e a

correspondente variagao do substrato (fonte de carbono).

AP (Pf_Pi)

YP/S:EZW (1)
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b) Fator de conversao (rendimento) do substrato em biomassa celular (Yxss)

Foi determinado pela relacdo entre a quantidade de biomassa celular

produzida e a correspondente variagao do substrato (fonte de carbono).

AX_(Xf_Xi)
AS  (S,-S))

YX/S =

(2)

c) Produtividade volumétrica em biopolimero (Qp)

Foi determinada pela razdo entre a quantidade de EPS produzido e o

intervalo do tempo correspondente.

(P, —F) 3)

_ i
Op A7

d) Percentual de consumo de substrato (Yo,)

O percentual de consumo de substrato foi determinado pela relacdo entre o

conteldo de substrato consumido e o conteudo inicial do mesmo.

_S=5) (4)

Y 100

i

O conteudo de agucar residual (consumo de substrato) presente no caldo de
fermentacdo foi estimado através da quantificagdo de acgucares redutores pelo
método DNS (MILLER, 1959). A produgédo do EPS foi determinada pela diferenga
entre o conteudo de acucares totais e agucares redutores. O conteudo de agucares
totais foi estimado pelo método de fenol sulfurico (DUBOIS et al. 1956).

A biomassa fungica foi quantificada gravimétricamente. O caldo de
fermentagdo foi separado da biomassa por centrifugagao (1500 x g 30 min.). A
biomassa fungica foi intensamente lavada com agua destilada a 80 °C até completa
remocao do EPS e seca a 50 °C até massa constante.

No final do processo fermentativo o EPS foi recuperado para ser empregado
na etapa de modificacdo quimica. Para tanto, o caldo fermentado foi intensamente
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dialisado contra agua destilada (4°C) usando tubos de dialise (1.3 in. MW 11331, da
Sigma-Aldrich). Posteriormente, o EPS foi precipitado com etanol absoluto a 4 °C
(overnight em geladeira). O precipitado foi separado por filtragdo em papel filtro e foi
ressolubilizado em agua destilada a 60 °C sob agitagdo. O material obtido foi

novamente submetido a intensa dialise contra agua destilada e liofilizado.
4.2.2 Acetilagcado da Lasiodiplodana

A acetilagdo do exopolissacarideo foi realizada seguindo protocolo descrito
por Ma et al. (2012) com pequena adaptagdo. O exopolissacarideo liofilizado (1,5 g)
foi disperso em 300 mL de piridina, e a mistura foi agitada a 60 °C durante 30 min,
em seguida 300 mL de uma solugao de piridina e anidrido acético (AC0), (180:120,
240:60, 270:30 e 185:7,5 mL.mL™") foram adicionados. A mistura de reacdo foi
mantida a 60 °C durante 4 h. Agua destilada (250 mL) foi adicionada para reagir com
0 excesso de acido acético, e a mistura foi concentrada sob pressao reduzida.
Etanol anidro foi adicionado a solugdo concentrada e a mistura mantida sob
refrigeragcdo a 5 °C (toda a noite). O precipitado foi, entdo, filtrado em papel filtro e
lavado trés vezes com etanol anidro. O precipitado resultante foi suspenso em agua

destilada e liofilizado. Estas amostras foram nomeadas como LAS-AC.

O percentual de grupo acetila (AG) e o grau de substituigdo (DS) foram

determinados conforme descrito por Das et al. (2010):

(b—s) X M X 43]

AG (%) =L X100  (5)
Onde, b é o volume de HCI 0,2 mol.L™" utilizado para titulagdo em branco (L), s é o
volume de HCI 0,2 mol.L™" utilizado para titulacdo da amostra (L), M é a
concentracdo de HCl em mol.L™', W é a massa da amostra (g, base seca) e 43 é a
massa molecular (g.mol™") do grupo acetil.

O grau de substituigao (DS) foi determinado como segue:

_ 162XAG
DS = 4300—42AG (6)
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Onde, 42 a massa molecular (g.mol™”) do grupo acetil desprotonado e 162 é a

massa molecular (g.mol™') da unidade monomérica de glicose da lasiodiplodana.

4.3 CARACTERIZACAO E ANALISE ESTRUTURAL DA LASIODIPLODANA
NATIVA E MODIFICADA

4.3.1 Analise por Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR)

Os espectros de infravermelho das amostras foram obtidos em
espectrofotometro (FT-IR Spectrometer Frontier, Perkin Elmer, USA) na regido de
4000-400 cm'1, com 32 acumulagdes e resolugao de 4 cm'1, usando o método de
discos de KBr com concentragao final de amostra de 1% e refletancia total atenuada
(ATR).

4.3.2 Analise Térmica

Amostras liofilizadas de lasiodiplodana nativa e acetilada foram submetidas a
Analise Térmica Diferencial (DTA), Analise Termogravimétrica (TGA) e
Termogravimétrica Derivada (DTG), realizadas em equipamento SDT Q600 (TA
Instruments, USA). A perda de massa foi acompanhada entre 26 °C e 800 °C com

taxa de aquecimento de 10°C min™ e ar sintético com fluxo de 50 mL.min™
4.3.3 Analise por Difragdo de Raios-X

Para obtencado dos padrbes de difragao de raios-X (DRX) das amostras foi
utilizado difratbmetro Rigaku, modelo MiniFlex600, com fonte de radiacédo de
lampada de cobre (CuKo= 1,5418 A), corrente de 15 mA e tensdo de 40 kV, angulo

de varredura de 10° a 60° (26), velocidade de 5 °.min™' e passo de 0,02 graus.
4.3.4 Microscopia eletronica de varredura
Microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para analisar a

morfologia superficial da lasiodiplodana nativa e dos derivados. As micrografias

foram obtidas em microscopio eletronico de varredura de bancada (Hitachi, modelo
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TM3000, USA) a partir das amostras liofilizadas. As amostras foram dispostas no
suporte do equipamento aderidas em fitas de carbono e as micrografias foram

obtidas com amplitudes de 400 vezes, 800 vezes e 1500 vezes.
4.3.5 Analise da solubilidade em agua

Para analisar a hidrossolubilidade da lasiodiplodana nativa e dos derivados
empregou-se o protocolo descrito por Wang et al. (2012) com adaptagdes. As
amostras (100 mg) foram suspensas em agua destilada (8 mL) e a suspensao foi
agitada a 25°C por 24 horas. Apos centrifugacédo a 3000 X g por 15 minutos, o
sobrenadante foi coletado e quantificado o conteudo de agucares totais pelo método
de Fenol-Sulfurico (DUBOIS et al. 1956). O conteudo de acgucares totais foi
diretamente relacionado com a quantidade de carboidratos soluveis, considerando o

grau de pureza do biopolimero (95 % de carboidrato).
4.4 Atividade Antioxidante

O potencial antioxidante das amostras de lasiodiplodana nativa e modificada

foi avaliado através dos seguintes protocolos analiticos in vitro.

4.4.1 Avaliagao do poder de redugao do ion férrico (FRAP)

A atividade antioxidante total foi determinada pelo método de FRAP, o qual
avalia a capacidade antioxidante de redugédo do ion férrico. Este ensaio mede a
mudanca na absorbancia a 593 nm devido a formacdo de coloragdo azul de
Fe (I)-tripiridiltriazina gerada a partir do composto Fe (lll) oxidado por doagéo de
elétrons de um antioxidante. O reagente FRAP foi preparado pela mistura de
10 volumes de tampao de acetato (300 mmol.L”", pH 3,6), 1 volume de TPTZ
(2,4 ,6-tripiridil-s-triazina, 10 mmol.L™") dissolvido em solugdo de HCI (40 mmol.L™") e
1 volume de FeCls (20 mmol.L™"). O reagente de FRAP (1,5 mL) foi aquecido a 37 °C
e a leitura do branco do reagente foi feita a 593 nm. Em seguida, 50 yL de amostra e
150 pL de agua deionizada foram adicionados ao reagente de FRAP. A dilui¢ao final
da amostra na mistura de reacao foi 1:34. A analise foi feita em ftriplicata. Apds a

adicdo da amostra ao reagente FRAP, uma segunda leitura a 593 nm foi realizada
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apos 8 min. A leitura do branco inicial foi subtraida da leitura final do reagente FRAP
com a amostra para determinar o valor da amostra de FRAP. Uma curva padrao foi
preparada utilizando-se diferentes concentragdes (100-1000 pmol.L") de
FeS0,4.7H,0. O resultado final foi expresso como a concentragdo de antioxidantes
com capacidade de reduzir o ion férrico equivalente ao de 1 pmol.L" de
FeS04.7H,O. As leituras espectroscopicas foram determinadas mediante
espectrometro  UV-visivel (Thermo scientific  Evolution, 60S UV-Visible

spectrophotometer).

4. 4.2 Poder redutor

O poder redutor foi avaliado de acordo com Liu et al. (2010), utilizando uma
mistura de 2,5 mL das solugdes com amostra ou acido ascérbico (150 mg.L™)
incubado com 2,5 mL de ferricianeto de potassio (1% m.v™") a 50 °C por 20 minutos.
A reacao foi finalizada por adigdo de 2,5 mL de solugdo TCA (acido tricloroacético
10% m.v'") seguido da adicdo de 5 mL de agua deionizada e 1 mL de solugdo de
cloreto férrico (0,1% m.v"'). A absorbancia foi mensurada a 700 nm. Uma maior

absorbancia da mistura indica maior poder redutor da amostra.
4.4.3 Atividade de sequestro do peroxido de hidrogénio (H205)

A capacidade de remogéao do peroéxido de hidrogénio (H20O;) foi mensurada de
acordo com Liu et al. (2010). O reagente continha 1 mL de H,O, (0,1 mmol.L™,
recém preparado), 1 mL de suspensdo da amostra (150 mg.L"), 0,1 mL de
molibdato de aménio (3% m.v™"), 10 mL de solugdo de H,SO4 (2 mol.L™), e 7 mL de
KI (1,8 mol.L"). A mistura foi titulada com NayS;0s; (5mmol.L™") até que a cor
amarela desaparecesse. A atividade de remocéo foi calculada como:

% Remocdo de H,0, = (VO‘;OW) X100 (7)

Sendo que, Vq corresponde ao volume da solugcdo de Na,S,0; utilizada para
titular a mistura controle e V1 corresponde ao volume da titulacdo das misturas

contendo as amostras.
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4.4.4 Atividade de sequestro do radical hidroxila (HO¢)

A atividade de sequestro do radical hidroxila (HO-) foi analisada seguindo
procedimento de Liu et al. (2010) com pequena adaptagdo. Os radicais hidroxila
foram gerados a partir de FeSO,4 e H,O, e detectados pela capacidade de hidroxilar
o salicilato. A mistura reacional (2mL) continha 0,5 mL de FeSO4 (1,5 mmol.L™"),
0,35 mL de H,O, (6 mmol.L™"), 0,15 mL de salicilato de sodio (20mmol.L™") e 1 mL
das diferentes amostras. Acido ascérbico (1g.L™) foi utilizado como controle positivo.
Apos incubacgao por 1 hora a 37 °C, a absorbancia do complexo salicilato-hidroxilado
foi medido em espectrofotbmetro a 562 nm. A porcentagem de remocao foi

calculada conforme equacgao abaixo:

% de Remocdo de HO o = [1 — (Al_OAZ) ] X100 (8)

A
Sendo que: A1 representa a absorbancia da amostra ou do acido ascorbico.
AO a absorbancia do controle e A2 a absorbancia do branco reagente com salicilato

de sadio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Perfil cinético da producgéo da lasiodiplodana

As condi¢des nutricionais fornecidas pelo meio de cultivo associada as
condigbes de temperatura e agitagdo promoveram elevado crescimento celular e
boa producdo do exopolissacarideo conforme pode ser observado no grafico da
Figura 9. Os dados descritos no grafico da cinética de cultivo demonstram que
houve efetivo consumo do substrato glicose até 36 horas de cultivo, sendo verificado
consumo de quase todo o substrato (Yc: 98.7%) neste periodo. A taxa global de
consumo de substrato (Qs) em 72 h de cultivo foi 0,31 g.L'h™?, a qual foi
acompanhada por um rendimento em EPS (Yps) de 0,08 g.g" e produtividade

volumétrica em EPS (Qp) de 0,02 g.L".h™" conforme descrito na Tabela 1.

~- 10
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Figura 9 - Cinética da producéo da lasiodiplodana em cultivos conduzidos em
frascos agitados. Consumo de glicose (A), Crescimento da biomassa micelial
(), Producao de lasiodiplodana (m)

O consumo do substrato glicose verificado nos cultivos submersos
conduzidos em frascos Erlenmeyer no presente trabalho sdo superiores aos

descritos por Kagimura et al. (2015) em ensaios conduzidos em biorreator de



30

bancada. Tais autores também empregaram glicose como substrato limitante na
concentracdo de 20 g.L™ e verificaram um percentual global de consumo de glicose
de 81,3%. Similarmente, Cunha et al. (2012) também observaram menor consumo
do substrato glicose tanto em cultivos em frascos agitados (69,6%) como em
ensaios em biorreator (69,5%), entretanto tais autores empregaram concentragao
bem superior de glicose (40 g.L™") no meio de cultivo.

Por outro lado, tanto Kagimura et al. (2015) e Cunha et al. (2012) obtiveram
melhores resultados de rendimento em EPS (0,58 g.g' e 0,25g.9",
respectivamente) e produtividade volumétrica (0,13 g.L".h" e 0,06 g.L'h",
respectivamente).

Concomitantemente a producdo do exopolissacarideo ocorreu intenso
crescimento celular, sendo observado aumento linear do conteudo de biomassa
micelial até 48 horas de cultivo (9,57 g.L™"). Possivelmente ha uma correlagdo entre
crescimento celular e producdo do biopolimero. Este comportamento foi descrito por
Kagimura et al. (2015) em cultivos conduzidos em biorreator de bancada, o qual foi
mais pronunciado e portanto melhor visualizado pelas curvas de ajustes de
crescimento celular e producao do biopolimero. Por outro lado, pouco crescimento
celular foi verificado apds 48 h, atingindo um contetido maximo de 9,9 g.L™" em 72 h,
0 que pode ser explicado pela exaustdo do substrato no meio apos este periodo.
Maiores contetidos de biomassa celular (17,2 g.L™") foram descritos por Cunha et al.

(2012) em ensaios em frascos agitados mas em cultivos usando 40gL™.

Tabela 1 - Parametros fermentativos do processo de produgao da lasiodiplodana

Parametros fermentativos Valores
P, (gL™) 1,65+ 0,10
Pe(gL™ 9,91+ 0,07
Yus (@97) 0,44
Yos (907 0,08
Yo (997 0,17
Q,(gL'hT) 0,02
Q(gL"hT 0,14
Qs (gL"h™ 0,30

P, - Produgéo de Lasiodiplodana, Py - produg&o de biomassa, Y, - Fator de conversdo de substrato
em Biomassa, Y, - Fator de converséo de substrato em produto, Y - Produto formado por unidade
de células, Q, - Produtividade volumétrica em produto, Q, - Produtividade volumétrica em biomassa,
Qs - Taxa global de consumo do substrato.
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Em 72 h de cultivo foi observado uma conversao de substrato em biomassa
celular (Yxs) de 0,44 g.g”" e produtividade volumétrica em biomassa (Qx) de
0,14 g.L"'"h"". Maiores valores de rendimento em biomassa (0,62 g.g”') foram
encontrados por Cunha et al. (2012), entretanto tais autores obtiveram valores
similares de produtividade em biomassa celular (0,14 g.L™'h™") considerando que o
tempo de cultivo foi superior (120 h). No entanto, Kagimura et al. (2015)
descreveram menores valores de rendimento em biomassa (0,23 g.g'1) e
produtividade volumétrica em biomassa (0,05 g.L'h™).

No final do bioprocesso foi observado o surgimento de pigmentagédo escura
junto a biomassa micelial (Figura 10 B). Tal pigmentacdo pode estar associada a
possivel producdo de melanina como resposta a uma condicdo de estresse do
microrganismo (DONG; YAO 2012 e KAGIMURA et al. 2015) em funcao de possivel

limitagdo da disponibilidade de oxigénio e limitagdo nutricional.

Figura 10 - Cultivo submerso do Lasiodiplodia theobromae
MMPI (A). Aspecto da biomassa celular no final do cultivo,
72 h (B)

O acumulo de biopolimero no caldo de cultivo promove grande aumento da
viscosidade do meio e consequentemente limita a transferéncia de oxigénio para as
células. Da mesma forma, o acumulo de biomassa celular também contribui para
mudangas nas condi¢gdes da dinamica de transferéncia de massa. O surgimento de
pigmentagao escura junto a biomassa celular ou mesmo junto ao biopolimero como

resultado de possivel condicao de estresse microbiano é descrito na literatura.
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5.2 Caracterizagao estrutural da lasiodiplodana nativa e modificada

5.2.1 Grau de acetilagao dos derivados

O grau de substituicdo (DS) é definido como a média do numero de sitios por
unidade de glicose que tem um grupamento substituinte, neste caso grupamentos
acetila (DAS et al. 2010).

O método da hidrdlise alcalina foi utilizado para a determinacdo do DS dos
derivados acetilados obtidos, considerando que este € um método simples e
amplamente descrito na literatura cientifica. O método baseia-se na hidrdlise
completa das ligacbes éster presentes na macromolécula com solugédo de hidroxido
de sodio e a posterior titulagdo do excesso de NaOH com HCI. Conforme
demonstrado na figura 11, a carga parcial negativa do carbono 4 (considerado
apenas como um exemplo) gerada pela ligacdo éster de acetato é desestabilizada

pelo grupamento hidroxila da molécula NaOH, produzindo acetato de sodio.

o

I OH
0

Na o
o—{
CH,

Figura 11 — Representacado esquematica da hidrdlise alcalina da ligagdo éster
pela solugao de hidroxido de sddio



33

Como as moléculas de NaOH reagem com os grupos acetila das
macromoléculas acetiladas, a quantidade de HCI para neutralizar o meio alcalino
deve ser menor que o controle branco (MULJANA et al. 2010), visto que nédo ha
esterificacdo na molécula nativa.

Na Tabela 2 estdo demonstrados os resultados referentes ao percentual de
grupos acetila (AG) e o grau de substituigao (DS) verificados nas amostras
acetiladas obtidas nas reacgbes de derivatizagdo usando diferentes quantidades do

agente derivatizante.

Tabela 2 - Percentual de grupamentos acetila (AG) e valores de DS

Volume de NaOH . NaOH . HCI § Massa AG DS
Anidrido Acético 0,1 mol.L”" 0,45 mol.L"" 0,2 mol.L LAS-AC
(mL) (mL) (mL) (9)

Branco 0,1 25,0 58,0 N. A N. A N. A
120 mL 0,1 25,0 52,1 0,2009 25,256 1,263
60 mL 0,1 25,0 52,9 0,2020 21,713 1,038
30 mL 0,1 25,0 54,4 0,2071 14,949 0,660
7,5 mL 0,1 25,0 55,3 0,2022 11,484 0,487

N.A: Nao se aplica; AG: % Grupos acetila; DS: Grau de Substituicao.

Os resultados do percentual de grupos acetila e DS de cada amostra
acetilada, demonstram que a quantidade de anidrido acético influencia diretamente o
grau de substituicdo do derivado. Considerando que o valor maximo tedrico do DS
na glucana estudada é 3, devido a existéncia de trés grupos hidroxila livres por
mondmero de glicose constituinte do polimero, a eficiéncia da reac¢ao foi calculada.
Os valores de eficiéncia da acetilagdo observado foram 16% (DS 0,48), 22% (DS
0,66), 34,3% (DS 1,03) e 42,1% (DS 1,26). O aumento do conteudo de anidrido
acético empregado no protocolo de derivatizagdo levou ao aumento do grau de
substituigao.

O tempo de reacgao e a concentracao do agente derivatizante sdo parametros
que influenciam fortemente o grau de substituicdo (DS) de uma molécula. Souza et
al., (2015) avaliaram a correlagdo entre a concentracdo do anidrido acético e o DS
de uma B-glucana derivatizada extraida de aveia e verificaram que concentragdes
maiores de anidrido acético (6%) incorporaram maior numero de grupos acetil
(DS: 0,12) do que quando usando concentragcbes menores (4%) (DS 0,06) nas

mesmas condicdes reacionais.
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5.2.2 Analise dos espectros de Infravermelho (FT-IR)

A absorcdo na regidao do infravermelho ocorre quando uma molécula que
contém ligagbes covalentes, as quais possuem momento dipolo, absorve energia
gerando uma maior vibragao (tipica para cada ligagdo em seu ambiente molecular),
em uma frequéncia especifica que pode ser detectada e estudada mediante a
geracgao de espectros (PAVIA et al. 2010).

Na Figura 12 estdo demonstrados os espectros de infravermelho

(normalizados) da lasiodiplodana nativa e dos derivados acetilados.
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Figura 12 - Espectros de infravermelho da LAS-N e dos derivados acetilados com diferentes DS

Os espectros FT-IR da lasiodiplodana nativa (LAS-N) e das amostras
derivatizadas (LAS-AC) exibiram bandas de absorgdo caracteristicas de

polissacarideos entre 4000 cm™ e 400 cm™ (Figura 13). No espectro da
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lasiodiplodana nativa a banda larga de intensidade forte na regido de 3362 cm™ é
atribuida a vibragéo de estiramento —OH (HU et al. 2011; PAVIA et al. 2010; REN et
al. 2007; DE SOUZA et al. 2015) e a banda de intensidade média na regido 2926
cm™” corresponde a vibragdo de estiramento C—H metilénico (REN et al. 2007;
THOMAS 2015).

As bandas de intensidade média na regido entre de 2892 cm™ e 2130 cm™,
correspondem a vibragdo dos acetais, incluindo os hemiacetais que s&o estruturas
tipicas de polissacarideos, os quais sao constituidos por monémeros com estrutura
piranosidica ou furanosidica. A banda presente na regido de 1650 cm™ corresponde
a adsorgao de agua (ASHORI et al. 2014; JONOOBI et al. 2009; LE TROEDEC et al.
2008).

As bandas nas regides 1541 cm™, 1428 cm™, 1316 cm™, 1202 cm™ e
1152 cm™ sd@o oriundos da vibragdo de deformagdo C-H e —OH, tipicas nos
carboidratos e podem apresentar pequenas variacdées quanto ao numero de onda e
intensidade dependendo a natureza do polissacarideo como descrito por Ren et al.
(2007).

Vibracdo de deformacdo simétrica da ligagdo éster C—O das ligagdes
glicosidicas, foram observadas na regido de 1375 cm™ e 1245 cm™ com intensidade
média (REN et al. 2007; THOMAS 2015). As bandas de intensidade média e fraca
em 1076 cm' e 1029 cm'1, respectivamente, sdo atribuidas a vibracdo de
alongamento C—O que ocorre no anel de piranose presente na glucana. A banda
com intensidade média na regido 888 cm™indica a configuracéo B da lasiodiplodana
(CORRADI DA SILVA et al. 2008; REN et al. 2007; THOMAS 2015).

Nos espectros dos derivados acetilados da lasiodiplodana observa-se a
banda de absorcdo em 3343 cm™ que corresponde & vibracdo de estiramento
prépria do grupo —OH ligado a um carbono (HU et al. 2011; DE SOUZA et al. 2015;
THOMAS 2015).

A absorcdo em 2941 cm™ corresponde a vibracdo de estiramento simétrico
CH nos grupos C—H,. Em 1751 cm™ observa-se uma banda de absorcdo com
intensidade muito alta que esta sendo atribuida ao grupo carbonila ligado ao
mondmero de glicose por ligagcao éster —O(C=0) (HU et al. 2011; REN et al. 2007;
DE SOUZA et al. 2015; THOMAS 2015).

Nas regides 1384 cm™ e 1233 cm™ bandas de absorgdo com intensidade forte

sdo atribuidos a vibragdo da ligagdes C—H de metila e da ligagdo C-O de éster
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respectivamente (REN et al. 2007). Vibragdo de alongamento simétrico é atribuida a
banda 1040 cm™ (CHEN et al. 2014). Vibragdo do carbono anomérico em
configuracao B € atribuida a banda com alta intensidade em 901 cm™ e a banda com
intensidade média em 835 cm™' ¢ atribuida & vibraco de deformagdo C—H (CHEN et
al. 2014; CORRADI DA SILVA et al. 2008; THOMAS 2015).

Conforme demonstrado na Figura 13 A, diferengas notoérias nos espectros de

infravermelho das amostras de lasiodiplodana nativa e acetilada (derivado com DS
de 1,26) sao verificadas.
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Figura 13 - Ampliacdo das regides dos espectros normalizados da LAS-N e LAS-AC
com DS de 1,26. (A) regiao 3800 - 2800 cm™, (B) regido entre 1800 e 1350 cm™, (©)
1300 e 800 cm”
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Na regido entre 3800 cm™ e 2800 cm™ pode ser verificada que a intensidade
da banda correspondente ao grupo —OH diminui bastante na LAS-AC (amostras
acetiladas). Como consequéncia desta redugdo de absorg¢do, novas bandas que
estavam escondidas por sobreposicdo aparecem (3632 cm™ e 3480 cm'1). Tal
fendmeno é justificado pela substituicdo dos grupos hidroxila por grupos acetila, o
que de fato diminui a absorgdo caracteristica do grupo —OH (HU et al. 2011),
indicando a derivatizagdo do polissacarideo por acetilagdo. Duas novas bandas de
intensidade baixa sdo encontradas nos espectros das amostras LAS-AC na regiao
de 3632 cm' e 3480 cm” e correspondem a vibragdes de interacdes
intramoleculares e intermoleculares (THOMAS 2015).

Na regido entre 1800 cm™ e 1350 cm™ (Figura 13 B) uma nova banda aparece
no espectro da LAS-AC. Banda de intensidade muito alta em 1751 cm™ atribuida a
presenga de grupos carbonila C=0 (grupo acetil substituto do grupo —OH) é
verificada. Também foi verificado que nos espectros FT-IR das amostras acetiladas
ha diminuicdo na banda correspondente a adsor¢ao de agua. Possivelmente a
introducdo de grupos acetila na lasiodiplodana pode ter contribuido para maior
organizagdo da macromolécula (cristalinidade) e consequente redugéo na adsorgéao
de agua. Contreras et al. (2010) descreve que o aumento da cristalinidade em
polissacarideo pode resultar na reducéo da adsorgéo de agua.

A ampliacdo do espectro na regido compreendida entre 1300 cm™ e 800 cm™
esta representada na Figura 13 C. As bandas verificadas nas regides 1233 cm™ e
1041 cm™ apresentam maior intensidade no espectro da LAS-AC comparado ao
espectro da LAS-N. Tal condicdo pode ser explicada pela substituigdo de grupos
hidroxilas do polissacarideo nativo por grupamentos éster do acetato —O(C=0)
(banda em 1233 cm™) presentes na molécula derivatizada, bem como ao aumento
da vibragdo (C-O) (banda em 1041 cm™).

Nova banda com intensidade baixa que corresponde ao aumento na tensao
C-H pelo grupamento acetila inserido na molécula nativa aparece em 835 cm™" nos
espectros da amostras LAS-AC (THOMAS 2015)

5.2.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
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As imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura em diferentes
amplitudes (400, 800 e 1500 vezes) das amostras de lasiodiplodana nativa e
acetiladas estdo demonstradas na Figura 14.
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Figura 14 - Micrografias (MEV) da lasiodiplodana nativa (LAS-N) e dos derivados acetilados (LAS-AC)
com diferentes graus de substituicdo (DS: 1,26; 1,03; 0,48) em amplitudes de 400 X, 800 X e 1500 X

As micrografias da LAS-N revelam que o biopolimero apresenta uma estrutura
morfologica na forma de filme fino, com aspecto translucido e dobras ao longo de
sua extensdo. Nao foram evidenciadas estruturas granulares distribuidas sobre
placas irregulares como descrito anteriormente por F. Kagimura et al., (2015) em
micrografias de lasiodiplodana nativa produzida em fermentador STR.
Possivelmente as condigdes de cultivo do fungo podem ter influencia sobre a

estrutura morfolégica do biopolimero, visto que no presente estudo as fermentagdes
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foram conduzidas em frascos agitados e portanto, as condigdes dindmicas do
sistema séo diferentes.

As amostras de LAS-AC apresentaram estrutura morfolégica um pouco
diferente da LAS-N e aparentemente o grau de acetilagdo influencia o aspecto
morfologico do biopolimero. Estrutura morfolégica na forma de filmes continua sendo
observada em todas as amostras acetiladas, independentemente do grau de
substituicdo, porém com diferencas quanto a translucidez, espessura e
homogeneidade do filme.

Filmes com menor translucidez e aparentemente mais espessos sao
verificados nas micrografias da LAS-AC com DS de 0,48. Por outro lado, filmes com
maior translucidez, aparentemente mais finos e mais aglomerados sao verificados
nas amostras LAS-AC com DS de 0,66, comparada a amostra com DS de 0,48.
Outro aspecto que chama a atencao € que as amostras com DS de 1,03 apresentam
secgdes com o filme rompido ao longo de sua estrutura, o que nao é verificado nas
demais micrografias.

Hu et al. (2011) demonstraram por meio de ensaios em MEV, que a estrutura
de nanofibras de celulose que formam uma rede ultrafina foi alterada quando
modificada quimicamente por acetilagdo, gerando superficies mais asperas. Souza
et al. (2015) analisaram a ultraestrutura de B-glucana extraida de aveia e seus
derivados acetilados e verificaram diminuicdo na porosidade, compactacdo e
suavidade na superficie dos derivados acetilados, quando comparados com a

glucana nativa.
5.2.4 Analise Térmica
Na Figura 15 estdo descritos as curvas de analise termogravimétrica (TGA),

termogravimétrica derivada (DTG) e calorimetria diferencial de varredura (DSC) da

lasiodiplodana nativa e dos derivados acetilados.
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Figura 15 - Curvas de analise termogravimétrica (A), termogravimétrica derivada (B) e calorimetria

diferencial de varredura (C) de lasiodiplodana nativa e derivados acetilados

De acordo com os dados obtidos pelas técnicas termo analiticas a

lasiodiplodana nativa apresentou 3 estagios de perda de massa. O primeiro evento
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de perda de massa ocorreu até 127 °C, sendo atribuido a eliminagdo de agua e
confirmado em 63 °C pela curva DTG e um pico endotérmico na curva DSC
(222,55 J.g'1). Em seguida, dois estagios de perda de massa sado evidenciados na
curva TG entre 200 °C e 400 °C e confirmados na curva DTG a 310 °C e 475 °C e
na curva DSC por dois picos exotérmicos (5752 J.g™). Estes tltimos dois eventos de
perda de massa foram atribuidos a degradagdo térmica do biopolimero e a
carbonizacao da amostra de LAS-N, consecutivamente.

Os derivados acetilados (com excecao do DS 0,48) apresentaram 4 estagios
de perda de massa. O primeiro evento ocorreu entre 30 °C e 130°C
(85,28 J.g" - 168,5 J.g") e foi atribuido a perda de agua, correspondente com um
pico endotérmico nas curvas DSC em todas as amostras acetiladas. O segundo
estagio ocorreu entre 200°C e 393 °C e foi atribuido a decomposi¢cao dos derivados
acetilados, sendo evidenciado pelos picos exotérmicos nos graficos DSC. O terceiro
evento de perda de massa foi atribuido a decomposi¢cao por oxidacéo e ocorreu na
faixa de temperatura entre 334 °C e 392 °C (4104 J.g"' — 6868 J.g"). O ultimo
estagio foi atribuido a decomposicao final das amostras acetiladas verificadas pelos
picos exotérmicos nas curvas DSC que ocorreram na faixa de temperatura entre
381°C e 480 °C. O derivado acetilado com menos grupos hidroxilas substituidos (DS
0,48) apresentou somente trés estagios de perda de massa, assim como observado
na amostra LAS-N. Tal similaridade de comportamento térmico possivelmente esta
associado ao fato da amostra derivada com DS 0,48 apresentar menor modificacdo
quanto a estrutura original da lasiodiplodana.

Como pode ser verificado na Tabela 3, todas as amostras acetiladas
demonstraram menor perda de agua comparadas a lasiodiplodana nativa. Tal
fenbmeno também foi indicado pela analise por espectroscopia no infravermelho
(FT-IR) através da diminuicdo da banda atribuida a adsorgdo de agua (1650 cm™)

conforme mostrado na Figura 12.
Tabela 3 - Conteldo de perda de massa das amostras de LAS-N e LAS-AC

LAS-N % Ds126 % Dps103 % DsS066 %~ DSo048 Y

Faixa Perda Perda Perda Perda Perda
de de de de de
°C massa °C massa °C massa °C massa °C massa

1 30-125 11,88 30-128 594 30-124 7,39 30-130 10,11 30-125 55
2 200-400 75,19 200-334 36,36 216-344 60,41 205-336 66,46 230-393 97,47
3 400-500 91,76 334-386 85,85 344-392 87,98 336-381 95,08 410-480 99,6
4 N/A N/A  426-500 95,82 425-532 99,18 381-480 N/A N/A

N/A: Nao aplicavel
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Interessante destacar que tanto a LAS-N e os derivados LAS-AC
apresentaram estabilidade térmica relativamente elevada (entre 200 °C e 230 °C)
considerando os padrdes de producdo industrial da area farmacéutica e de

alimentos.

5.2.5 Analise por Difracdo de Raios-X

A difracdo de raios X é uma técnica importante para analisar a cristalinidade
da estrutura de polissacarideos (JEDDOU et al. 2016). A Figura 16 apresenta os
perfis de difragdo das amostras da LAS-N e LAS-AC. Foram identificados trés picos
de difracdo pronunciados a 26 com valores proximos a 20,9°, 23,4° e 39,4°em cada
um dos difratogramas dos derivados acetilados e da LAS-N. Tais picos sugerem que
a lasiodiplodana possui uma estrutura amorfa com regiées semicristalinas, as quais
podem ser evidenciadas com picos de alta intensidade.

Sao reportados na literatura alguns estudos que demonstram perfis de
difracdo de raios X os quais indicam uma estrutura amorfa, mas contendo algumas

regides cristalinas tipicas destas macromoléculas.
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Figura 16 - Difratograma da LAS-N e dos derivados LAS-AC com DS de 1,26; 1,03; 0,66
e 0,48
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A intensidade dos picos pronunciados aumenta principalmente a 20,9° (260) e
23,4 (20) nas amostras acetiladas. O aumento de tais picos possivelmente esta
associado a introdugdo de novos grupos funcionais (grupos acetil) nessa regiao
apo6s a derivatizagao. O perfil nos padrdes de difragao de raios X da molécula nativa
€ mantido nas amostras acetiladas. Entretanto, os grupos acetil contribuiram para o
aumento da cristalinidade, indicando que houve modificagdo quimica nos derivados,
mas sendo mantida a estrutura principal da macromolécula (Anusuya; Sathiyabama
(2014) ISLAM et al. 2015, KASAT et al. 2007 e SINGH; BALA 2014).

Em estudo prévio conduzido por Kagimura el at (2015) foi verificado
mudangas no perfil difratografico em amostras de lasiodiplodana carboximetilada em
relagdo a lasiodiplodana nativa. A amostra carboximetilada apresentou picos que
sugerem uma estrutura levemente cristalina com uma orientagdo nao preferencial.
Os autores salientaram que os difratogramas indicaram modificagbes em pontos
especificos da macromolécula apés carboximetilacdo, mas que a estrutura principal

permaneceu preservada, similarmente ao encontrado no presente estudo.
5.2.6 Andlise da solubilidade em agua

A derivatizagdo quimica de glucanas por ter influéncia direta na solubilidade
devido a inser¢do de novos grupamentos quimicos na molécula méae, com
consequente diminuicdo ou aumento da hidrofobicidade.

Como pode ser verificado na Tabela 4, a solubilidade da LAS-N a 25 °C foi de
0,93 g.L". Todas as amostras derivatizadas (LAS-AC) com diferentes graus de
substituicdo tornaram-se praticamente insoluveis a mesma temperatura apos a

insergéo de grupamentos acetila nos grupamentos hidroxila livres da LAS-N inicial.

Tabela 4 - Solubilidade da LAS-N e derivados LAS-AC a 25 °C

Massa inicial EPS Volume de agua Massa dissolvida Solubilidade
DS (mg) (mL) (mg) (g-L")
0,00 51,0 8 7,47 0,93
1,26 50,5 8 0,18 0,02
1,03 50,3 8 0,21 0,02
0,66 50,4 8 0,09 0,01
0,48 50,3 8 0,19 0,02
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E esperado que a insergdo de grupamentos quimicos, como os grupamentos
acetila, modifique a insolubilidade em agua tipica das 3 glucanas, pela possibilidade
de reducgao do numero de hidroxilas livres responsaveis por interagdes de hidrogénio
intramolecular (BAI et al. 2014 e KAGIMURA et al. 2014).

No entanto, alguns trabalhos reportam que a solubilidade dos polissacarideos
diminui apdés a modificagdo quimica por acetilagdo. Liu et al. (2012) reportaram
mudancgas na viscosidade (como consequéncia de modificagdo na solubilidade) em
bletillana (glucomanana) extraida da orquidea Bletilla striata modificada por
acetilagdo. Os autores verificaram que a viscosidade era reduzida com o aumento
do grau de substituicdo, mas em derivados com DS superiores a 0,4 o polimero
tornava-se altamente viscoso.

Teleman et al. (2003) descreveram que amostras acetiladas de
glicuronoxilana com altos graus de substituicdo (=0,6) apresentaram diminui¢do na
solubilidade em solventes polares e foram soluveis em solventes apolares como o
cloroférmio. Todas as amostras acetiladas foram soluveis em solventes polares

aproticos, ou seja, aqueles que nao podem doar ligagdes de hidrogénio.

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Relatos da literatura cientifica sobre a atividade antioxidante de
polissacarideos, indicam que estas macromoléculas exibem resultados notorios e
promissorios de atividade antioxidante, especialmente quando contém ao longo da
cadeia primaria moléculas como peptideos, proteinas lipideos, pigmentos, flavonas e
compostos fenodlicos. Tais moléculas conjugadas podem ser parcialmente
responsaveis pela bioatividade. No entanto, os mesmos polissacarideos em estado
puro apresentam atividade moderada ou baixa (WANG et al. 2016).

Kozarski et al. (2012) afirmam que o efeito antioxidante dos carboidratos é
baixo comparados aos agentes de captura classicos dos radicais livres como Trolox,
pirrolidina ditiocarbamato (PDTC) e acido ascérbico. Quando os carboidratos estédo
na forma polimérica (polissacarideos) a atividade pode aumentar, porém segue
sendo baixa.

A modificacdo quimica por acetilacdo, carboximetilacdo e sulfonagdo séao
mecanismos de derivatizagado para polissacarideos extensamente estudados e que

evidenciam que em alguns casos pode melhorar a capacidade antioxidante. Tal
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bioatividade se deve ao fato de que em geral, moléculas que contenham
grupamentos OH, -SH, -COOH, -POsH,, -C=0, -NRy, -S-, e -O-, podem atuar como
agentes quelantes (WANG et al. 2016).

5.3.1 Avaliacéo do Poder de Reducéo do ion férrico (FRAP)

O ensaio FRAP avalia o poder redutor antioxidante do ion férrico através de
reacao de transferéncia de elétrons. A reagao baseia-se na redugao do complexo
Fe(TPTZ)** ao complexo de cor azul Fe(TPTZ)** que pode ser quantificado
espectrofotometricamente. A Figura 17 apresenta o grafico do potencial de redugéo
do ion férrico expresso em pMol.L™ FeSO47H,O. Neste ensaio avaliou-se a
capacidade antioxidante da lasiodiplodana nativa, dos derivados acetilados, da D-
glicose (unidade monomérica da lasiodiplodana) e do padrdo acido ascorbico na

concentragdo de 150 mg.L™".

300
2500 i
L 250
2000 -
o 200
T 3
™. 1500 T 2
(5r T T 1 gz 150 .
%) i T B T
()] (0]
L -+ w
T, 1000 n2
= L 100~
: E
=4 O
500 | 50
0 0
(+) LASN DS=1,26 DS=1,03 DS=066 DS=048 Glicose

Figura 17 - Potencial de redugéo do ion férrico verificado nas amostras lasiodiplodana nativa
(LAS-N), lasiodiplodana acetilada (LAS-AC) e glicose

Os derivados acetilados apresentaram maior potencial de reducdao do ion
férrico a ferroso comparados a LAS-N (127,03 pMol.L" de FeS0,.7H,0). Um

aumento de 22,6% na capacidade de redugdo do ion férrico foi verificado no
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derivado acetilado com DS de 0,66 (164.13 pmol.L™' FeS0,.7H,0). Por outro lado, o
derivado com DS de 1,03 (159.42 umol.L™ FeS0O,4.7H,0) apresentou capacidade
redutora um pouco menor que o derivado com DS de 0,66.

A glicose (154.41 ymol.L”' FeS0,4.7H,0) apresentou potencial FRAP superior
a LAS-N e similar a todos os derivados acetilados, cujo potencial redutor variou de
153.53 umol.L™! FeS0,4.7H,0 a 164.13 pmol.L™' FeS04.7H,0.

Kagimura et al.(2015) também relatou aumento do potencial FRAP em
lasiodiplodana derivatizada por carboximetilagdo, sendo verificado valores entre
=200 pmolL™" FeS0,.7H,0 equivalente (concentracéo de 0,05 mg.mL™") e 536 ymolL’
' FeS0,4.7H,0O equivalente (concentracdo de 15 mg.mL™"). Chen et al. (2014)
avaliaram a atividade antioxidante de polissacarideos extraidos de Ganoderma
atrum e modificados por acetilagdo e encontraram uma relagdo direta entre o
aumento da atividade antioxidante e o grau de substituicdo. Entretanto, tais autores
descreveram que a atividade de todos os derivados acetilados foi menor do que a

molécula nativa.
5.3.2 Poder redutor

O ensaio do poder redutor baseia-se na avaliagao da habilidade de doacgao de
elétrons da amostra ao ferricianeto de potassio (KsFe(CN)s) que é reduzido a
ferrocianeto de potassio (K4sFe(CN)g), gerando coloragdo azul da Prussia que é
medida espectrofotometricamente. Na Figura 18 estdo demonstrados os resultados
da determinacao da atividade antioxidante avaliada pelo poder redutor das amostras
Giese et al. (2015) avaliaram o poder redutor de quatro diferentes B-glucanas
(botriosferana, laminarina, curdlana e lasiodiplodana). As amostras foram analisadas
em concentragdes entre 500 e 3000 mg.L", e observaram que a lasiodiplodana
apresentou dose dependéncia quanto a capacidade redutora. Acido ascérbico foi
utilizado como padrdo e também apresentou capacidade redutora superior as
glucanas avaliadas.

Deng et al. (2012) avaliaram o poder redutor de B-glucana extraida do fungo
Dictyophora indusiata em concentragées entre 100 e 1000 mg.L"'. Os autores
relataram dose dependéncia na atividade redutora e os valores de absorbancia em
700 nm das amostras de [(-glucana foram menores do que o acido ascérbico nas

mesmas concentragoes
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Figura 18 - Poder redutor do ion do ferro (lll) verificado nas amostras da
lasiodiplodana nativa (LAS-N), lasiodiplodana acetilada (LAS-AC) e glicose

O perfil geral do potencial redutor, das amostras de lasiodiplodana nativa e
acetilada, avaliado pelos métodos FRAP e usando ferricianeto de potassio foi um
pouco diferente. Entretanto, é importante considerar que o impedimento estérico de
uma molécula pode interferir fortemente nos resultados da habilidade antioxidante,
assim moléculas menores podem muitas vezes apresentar atividade antioxidante
superior a moléculas maiores (TAN; LIM, 2015). Neste contexto, o complexo Fe*"/?*-
TPTZ gerado durante o ensaio FRAP consiste em uma estrutura quimica
relativamente grande, contendo anéis de triazina em torno dos ions férrico/ferroso.
Por outro lado, o reagente Ks;Fe(CN)s empregado no protocolo de poder redutor € um
sal inorganico com estrutura mais simples que o TPTZ.

Considerando que a lasiodiplodana € uma macromolécula com rigidez
estrutural caracteristica de um polissacarideo, possivelmente tem maior
acessibilidade aos ions metalicos presentes no reagente Ks;Fe(CN)s do que no
complexo Fe?*-TPTZ, o que pode justificar as diferengas no perfil de redugao do ion

férrico verificado entre os dois métodos.
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5.3.3 Atividade de sequestro do peréxido de hidrogénio (H20>)

O peréxido de hidrogénio € um agente oxidante que esta relacionado com a
producdo de radicais livres quando reage com o ferro. Embora o peréxido de
hidrogénio ndo seja muito reativo, ele pode gerar muitos danos em sistemas de
producdo de energia devido a sua alta permeabilidade em membranas celulares
(LIU et al. 2010).

A metodologia baseia-se na reagao entre o iodeto de potassio (KI) e o
peréxido de hidrogénio (H2O2), produzindo iodo (lI;) o qual tem cor amarela. A
subsequente titulagdo com o S,032, o qual reage com o |, gerando o ion diotionato
(S4062) que é incolor junto com o ion iodeto (I) que também n3o apresenta cor,
assim os candidatos a remocgao de H,O, podem atuar reagindo diretamente com
esta espécie reativa de oxigénio (HUANG et al. 2005). A Figura 19 apresenta os
resultados referentes a atividade antioxidante avaliada pela capacidade de

sequestro do perdxido de hidrogénio.
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Figura 19 - Porcentagem de remogao do H,O, verificado nas amostras da
lasiodiplodana nativa (LAS-N), lasiodiplodana acetilada (LAS-AC) e glicose

As amostras da LAS-N apresentaram capacidade de eliminagdo do peroxido
de hidrogénio de 6%. Ja os derivados acetilados demonstraram maior potencial,
sendo verificado valores de remoc¢ao de 18,0% (DS 1,26); 8,0% (DS 1,03); 6,0% (DS
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0,66) e 36,0% (DS 0,48). O mondmero glicose apresentou porcentagem de remogéao
do peroxido de hidrogénio de 44% e o antioxidante padréo acido ascorbico de 86%.

Tanto a LAS-N quanto o derivado acetilado com DS de 0,66, apresentaram a
mesma capacidade de remogdo (6%). A amostra derivatizada que apresentou a
melhor capacidade de eliminagdo do peroxido de hidrogénio foi a com DS de 0,48
(36%), demonstrando uma atividade seis vezes superior macromolécula nativa. A
glicose apresentou melhor capacidade para remover o H,O, tanto em relagdo a
LAS-N, como em relacdo as amostras acetiladas. Este comportamento pode ser
justificado, considerando que alguns monossacarideos atuam como agentes
redutores em fungdo do grupo aldeido. A atividade redutora s6 ocorre quanto estes
estdo na forma de cadeia aberta e ndo como anel, alguns deles se encontram em
equilibrio entre sua estrutura aberta e fechada, mas s6 sado responsaveis pela
reducao aqueles que estdo em estrutura aberta (SAQIB; WHITNEY 2011).

Alguns estudos demonstram que B-glucanas oriundas de fungos podem
apresentar atividade de remocdo do Hy0,. Giese et al. (2015) avaliaram a
capacidade de remog¢ao do H,O, das glucanas botriosferana e laminarina em
diferentes concentragdes (500-3000 mg.L™"). Estes autores observaram que a
botriosferana foi mais efetiva do que a laminarina, sendo verificada um conteudo
maximo de remocgao de H»O, de 38%, quando empregado 3 g.L'1 de concentragao
da glucana. Da mesma forma que observado no presente trabalho, os autores
reportaram que a atividade antioxidante da LAS-N e dos derivados foi menor que o
acido ascorbico, o qual removeu 60% do perdxido de hidrogénio.

Gao et al. (2010) extrairam uma a-glucana da planta Aconitum kusnezoffi e
avaliaram a atividade antioxidante mediante a remoc¢ao do H,0O,. Estes autores
reportaram que a atividade antioxidante estava diretamente relacionada com a
concentragdo da glucana e também verificaram menor capacidade de remogao do

H,0O, do que o acido ascorbico.
5.3.4 Atividade de sequestro de radical hidroxila (HO¢)

O ensaio realizado para determinar a capacidade de remocido do radical
hidroxila baseia-se na reagdo quimica conhecida como reagdo de Fenton. Esta
reacao ocorre quando o peroxido de hidrogénio em ambiente acido e na presenca

de metais de transicdo como catalisadores, geralmente ions de Fe?*, produz radicais



50

hidroxila (HUANG et al. 2005 e LOPEZ-ALARCON; DENICOLA 2013). A Figura 20
apresenta grafico da remogao do radical hidroxila pela lasiodiplodana nativa, pelos

derivados acetilados, D-glicopiranose e composto padrao acido ascorbico.
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Figura 20 - Porcentagem de remocao do radical hidroxila (HOe) verificado
nas amostras da lasiodiplodana nativa (LAS-N), lasiodiplodana acetilada
(LAS-AC) e glicose

As amostras de LAS-N apresentaram potencial de remoc¢ao do radical OHe
de 27,38 % e amostras acetiladas demonstraram atividades de 26,19% (DS 1,26),
23,02% (DS 1,03), 24,21% (DS 0,66) e 45,63% (DS 0,48). Diferentemente do
observado nos ensaios anteriores, a glicose apresentou menor atividade, sendo
verificado capacidade de remocédo de 13,89%. O acido ascérbico foi considerado
como padrao com atividade de remogao de 100%.

A amostra derivatizada com DS de 0,48 demonstrou a maior capacidade de
remogao do radical OHe (45,63%), sendo verificado atividade 66% superior a
observada com a macromolécula nativa. Este resultado indica que de fato o DS
pode determinar o potencial antioxidante da glucana. Assim como observado
através dos ensaios de poder redutor e remocdo do H,O,, a amostra com menor

valor de DS (0,48) apresentou maior atividade antioxidante do que os demais
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derivados acetilados. A glicose também apresentou valores baixos, sendo menores
do que a LAS-N e os derivados LAS-AC.

Lei et al. (2015) relataram comportamento similar de uma [-glucana
modificada por sulfonacédo extraida da parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae, a qual apresentou atividade de remocdo do radical HOe em
concentracdes entre 1000 mg.L™" e 5000 mg.L". O potencial de remocdo das
amostras sulfonadas foi inferior ao padrao acido ascorbico.

Maity et al. (2015) avaliaram o potencial antioxidante mediante captura do
radical hidroxila de uma B-glucana extraida do fungo Entoloma lividoalbum usando
hidroxitouleno butilado (BHT) como controle positivo (padrdo). Os autores
descrevem que a atividade antioxidante cresce a medida que a concentragcéo da
glucana é aumentada, e atribuem o mecanismo antioxidante ao fornecimento de
hidrogénio pelo polissacarideo, o qual se combina com os radicais e forma uma

estrutura estavel que finaliza a reagdo em cadeia.
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6. CONCLUSOES

O ascomiceto Lasiodiplodia theobromae MMPI foi efetivo na producido de
lasiodiplodana ((1—6)-p-D glucana) em cultivos submersos conduzidos em frascos
agitados.

Quatro derivados acetilados com diferentes graus de substituicao (1,26; 1,03;
0,66 e 0,48) foram obtidos, em funcdo da concentragdo do agente derivatizante
empregada no protocolo de derivatizagao.

Maiores concentragdes do agente derivatizante levaram a obtengao derivados
com maior grau de substitui¢ao.

Os espectros de FT-IR confirmaram a derivatizagcdo por acetilacado da
lasiodiplodana, sendo verificada nova banda em 1751 cm™ atribuida a presenca de
grupos carbonila C=0. Foram verificadas bandas de maior intensidade nas regides
1233 cm™, correspondente a grupamentos éster do acetato —O-(C=0) e em
1041 cm™, correspondente a vibragdo C-O.

A lasiodiplodana nativa e os derivados acetilados apresentaram estabilidade
térmica até temperaturas de 200°C e 230 °C, respectivamente.

Os resultados da analise de calorimetria diferencial de varredura indicaram a
presenca de dois eventos exotérmicos na amostra de lasiodiplodana nativa e no
derivado acetilado com DS de 0,48. Trés eventos exotérmicos foram verificados nos
demais derivados acetilados, sendo atribuidos a processos de decomposicao do
biopolimero.

A analise por difracdo de raios X demonstrou que a lasiodiplodana nativa e
acetilada apresentam estrutura amorfa com regides semicristalinas.

A derivatizagao por acetilagao da lasiodiplodana diminuiu a hidrossolubilidade
da macromolécula independentemente do grau de substituigéo.

O potencial antioxidante, avaliado pelos ensaios FRAP, poder redutor,
remocao do peroxido de hidrogénio e remocéo do radical hidroxila, foi superior nas
moléculas derivatizadas comparado com a lasiodiplodana nativa.

Maior capacidade antioxidante foi verificada no derivado com grau de
substituicdo de 0,48.

Os resultados apresentados no presente trabalho demonstram que a
acetilagcdo da lasiodiplodana pode ser uma ferramenta viavel para melhorar suas

propriedades bioldgicas e viabilizar futuras aplicagdes clinicas. No entanto, ainda é
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preciso serem estudadas suas propriedades imunolégicas e metabdlicas em
modelos biolégicos de pesquisa e posteriormente em humanos para uso

farmacoldégico futuro.
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7. TRABALHOS DIVULGADOS

Até o presente momento foi apresentado um trabalho na forma de resumo
(Kinetic profile of the production of lasiodiplodan: a (1—6)-B-D-glucan produced by
Lasiodiplodia theobromae MMPI) em congresso internacional (23 Congress of the
International Union for Biochemistry and Molecular Biology) e foi aceito para
publicagdo uma revisao bibliografica (STRUCTURE AND BIOLOGICAL FUNCTIONS
OF D-GLUCANS AND THEIR APPLICATIONS) que aborda a correlagdo entre
estrutura quimica de glucanas e fungdes bioldgicas, a ser publicada na edicdo do
livro "Studies in Natural Products Chemistry - Bioactive Natural Products” a ser
editado pelo professor Dr. ATTA-UR-RAHMAN e publicado pela Elsevier Science

publisher no presente ano 2016.
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APENDICES

APENDICE A —Curva Padrido DNS
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APENDICE B —Curva Padrao Fenol Sulftrico (cinética)
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APENDICE C —Curva Padrao Fenol Sulftrico (solubilidade)
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APENDICE D -. Bandas correspondentes a absorgao na regido do infravermelho das amostras
de LAS-N e LAS-AC.

LAS-N LAS-AC
Ba Numero de Intensid Ban Numerode Intensi
nda onda(cm™) ade Vibragio da onda(cm') dade Vibragio
1 3632 Baixa Pontes de hidrogénio
Interagdes intra e inter
2 3480 Baixa moleculares (OH)
Muito
1 3362 Alta OH 3 3343 Alta OH
2 2926 Média C-H simétrico OH 4 2941 Alta C-H simétrico a OH
3 2892 Baixa Acetais
5 2739 Baixa Aldeidos y Acetais
6 2464 Baixa Acetais
4 2130 Média Acetais 7 2120 Média Acetais
Muito
8 1751 Alta C=0
5 1650 Alta Adsorgdo de agua 9 1637 Alta Adsorgao de agua
C-He O-H
deformacao C-H e O-H deformacgao
6 1541 Média (carboidratos) 10 1531 Média (carboidratos)
C-He O-H
deformacéo C-H e O-H deformacao
7 1428 Média (carboidratos) 11 1437 Média (carboidratos)
12 1384 Alta C-CHs3
8 1375 Média Vibragao éster
C-He O-H
deformacéao
9 1316 Média (carboidratos)
10 1245 Média Vibragao éster 13 1233 Alta C-O (Ester de acetato)
C-He O-H
deformacéao
11 1202 Média (carboidratos)
C-He O-H
deformacéo
12 1152 Média (carboidratos)
Compostos
13 1076 Média piranose(C-0)
Compostos
14 1029 Baixa piranose(C-0)
Muito
14 1041 Alta  Vibragao simétrica C-O
15 901 Alta Compostos B-piranose

Compostos B-
15 888 Média piranose
deformagéo CH
16 835 Média carboidratos
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Apéndice E — Curva Padrao FRAP

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
b4 0,5 -
<04 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 T T . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

mM FeSO,

y=0,566x - 0,0729
R2=0,9999

Apéndice F — Caracterizagao dos picos descritos nas curvas de calorimetria diferencial de
varredura DSC.

AMOSTRA TEMPERATURA ’NATU REZA’ - ENER_(15IA
(°C) Endotérmico/ exotérmico (J.g)
LAS-N 62,78 Endotérmico 222,55
309,86 _—

47555 Exotérmico 5752

1,26 55,38 Endotérmico 85,28
323,67

359,22 Exotérmico 4104
472,67

1,03 58,01 Endotérmico 155,6
332,25

364,65 Exotérmico 6189
491,83

0,66 56,61 Endotérmico 155,51
326,56

355,69 Exotérmico 6868
473,62

0,48 49,12 Endotérmico 168,5

341,88 Exotérmico 4667

473,09




