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RESUMO

THEIS, Thais Vanessa. Obtencdo e caracterizacdo de (1-6)-B-D-
glucana (Lasiodiplodana) carboximetilada com diferentes graus de
substituicdo. 2018. 61p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de
Processos Quimicos e Biogquimicos) - Universidade Tecnholdgica Federal
do Paranéa. 2018

As diversas possibilidades de aplicacdes tecnoldgicas e biolégicas das B-
glucanas tém despertado o interesse das industrias quimicas, farmacéuticas e de
alimentos. Algumas se destacam por apresentarem atividades anticoagulante,
antitrombdtica, antioxidante, anti-inflamatéria, sendo outras efetivas no tratamento
de doencas virais e infecciosas. O potencial biolégico das B-glucanas esta
diretamente associado a estrutura primaria da macromolécula, e portanto pequenas
modificagdes estruturais podem potencializar ou conferir funcionalidades a esta
biomacromolécula. Neste contexto, o presente trabalho propds a carboximetilacao
da (1—6)-B-D-glucana (lasiodiplodana) produzida pelo fungo Lasiodiplodia
theobromae MMPI, avaliando a influéncia de diferentes concentracées do agente
derivatizante no grau de substituicdo. As macromoléculas derivatizadas foram
caracterizadas por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR), Analise Térmica (TG/DTA), difracdo de raios-X (DRX), Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), atividade antioxidante e solubilidade em &agua.
Derivados carboximetilados com diferentes graus de substituicdo (DS: 0,32; 0,47;
0,51; 0,58 e 0,68) foram obtidos, havendo correlagédo entre a concentracdo do
agente derivatizante e o DS. A analise por FT-IR indicou a insercdo de grupos
carboximetila na estrutura da macromolécula pelo surgimento de bandas de
intensidade forte em 1600 cm™ e banda de absorcédo em 1421 cm™, resultantes das
vibracdes de estiramento assimétrico e simétrico do grupo COO" da carboximetila. A
Andlise Térmica (TG/DTA) demonstrou que a lasiodiplodana nativa (LN) e os
derivados carboximetilados (LC) apresentaram elevada estabilidade térmica (200-
210 °C). O perfil difratografico das amostras de LN e LC demonstrou que as
amostras apresentam natureza predominantemente amorfa. A analise por MEV
revelou que a carboximetilacdo promoveu alteracdes morfolégicas na superficie do
biopolimero, sendo observado o surgimento de porosidade e estruturas alveolares
ao longo da superficie. A introducdo de grupos carboximetila na lasiodiplodana
potencializou a capacidade de remocéo do radical hidroxila, parecendo haver uma
correlacdo concentracdo-dependente. A carboximetilagdo também promoveu
aumento da solubilidade da lasiodiplodana em agua sendo obtidos derivados com
solubilidade entre 45,5 a 67,9 mg.100 mL™.

Palavras-chave: Exopolissacarideo. Derivatizacdo quimica. Carboximetilacédo.
Atividade antioxidante.



ABSTRACT

THEIS, Thais Vanessa. Preparation and characterization of
carboxymethylated (1—6)-B-D-glucan (Lasiodiplodan) with diferent
degrees of substitution. 2017. 61p. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Universidade
Tecnologica Federal do Parana. 2017

The diverse possibilities of technological and biological applications of (-
glucans have aroused the interest of the chemical, pharmaceutical and food
industries. Some of them are notable for their anticoagulant, antithrombotic, anti-
inflammatory and anti-inflammatory activities, while others are effective in the
treatment of viral and infectious diseases. The biological potential of B-glucans is
directly associated with the primary structure of the macromolecule, and therefore
structural chemical modifications may potentiate or confer functionalities to the
biomacromolecule. In this context, the present study proposed the chemical
derivatization of (1—6)-B-D-glucan (lasiodiplodan) by carboxymethylation and the
evaluating of the influence of diferent concentrations of the derivatizing agent on the
degree of substitution. The derivatized macromolecules were characterized by
Fourier Transform-Infrared (FT-IR) spectroscopy, thermal analysis (TG/DTA), X-ray
diffractometry (XRD), scanning electron microscopy (SEM), antioxidant activity and
water solubility. Carboxymethyl derivatives with different degrees of substitution (DS
0.32; 0.47; 0.51; 0.58 and 0.68) were obtained and there seems to be a correlation
between concentration of the derivatizing agent and the DS. The (FT-IR)
spectroscopy analysis indicated the insertion of carboxymethyl groups in the
macromolecule structure by the appearance of bands of strong intensity at 1600 cm™
and the band at 1421 cm™ resulting from the asymmetric and symmetrical stretching
vibrations of the COO" group of carboxymethyl. Thermal analysis (TG/DTA) showed
that native lasiodiplodan (LN) and carboxymethylated derivatives (LC) presented high
termal stability (200-210 °C). The diffractive profile of the LN and LC samples
demonstrated that the samples have a predominantly amorphous nature. SEM
analysis revealed that carboxymethylation promoted morphological changes on the
surface of the biopolymer, arising porosity and alveolar structures along the surface.

The introduction of carboxymethyl groups in the lasiodiplodan potentiated the



hydroxyl radical removal ability, and there appears to be a concentration-dependent
correlation. Carboxymethylation also promoted increased solubility of lasiodiplodan in
water and derivatives with solubility between 45.5 a 67.9 mg/100mL were obtained.

Keywords: Exopolysaccharide. Chemical Derivatization. Carboxymethylation.
Antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Polissacarideos naturais oriundos de plantas, algas, bactérias e fungos tém
despertado o interesse das industrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos devido
a diferentes propriedades tecnoldgicas e biolégicas que apresentam. Pesquisas
revelam que alguns polissacarideos podem atuar sobre o sistema imunolégico,
sendo estes denominados de Modificadores da Resposta Bioldgica (BRM). Tais
biomoléculas podem apresentar atividade anticoagulante, antitrombatica,
antioxidante, anti-inflamatoria e tém sido descritas como efetivas no tratamento de
varias enfermidades, como cancer, diabetes, alteracbes dos niveis de colesterol,
infeccbes microbianas e ainda, auxiliar na reducdo de riscos de problemas
cardiovasculares.

Dentre os polissacarideos com fungéo biolégica, destacam-se as B-glucanas,
as quais, em escala comercial, sdo extraidas da parece celular de cereais como
aveia e cevada ou da parede celular de leveduras como a Saccharomyces
cerevisae. Podem também ser extraidos da parede celular de hifas e de corpos de
frutificacdo (basideocarpo). Alguns estudos recentes demonstram a producéo
extracelular de pB-glucanas por fungos filamentosos em cultivos submersos.
Acucares simples como glicose ou sacarose podem ser empregados como
substratos eficientes para a producdo de glucanas por fermentacdo submersa.
Nesse caso, as glucanas podem ser recuperadas do caldo fermentado por
processos simples e relativamente baratos, como precipitagdo com etanol,
centrifugacéo e secagem (liofilizacdo ou por calor).

ModificagBes na estrutura quimica das glucanas por carboximetilacdo podem
contribuir para aumentar a solubilidade da molécula, bem como potencializar
algumas propriedades bioldgicas, especialmente associadas a mecanismos de acao
antioxidante e imunomoduladores.

Os agentes oxidantes e antioxidantes apresentam-se normalmente em um
estado de equilibrio no interior das células. Esse equilibrio pode ser alterado quando
ocorre aumento na producao de radicais livres ou quando os niveis de antioxidantes
sdo diminuidos; causando o chamado estresse oxidativo, que resulta em efeitos
danosos em proteinas, lipidios, hidratos de carbono e até mesmo no DNA. Tais

danos podem levar ao desenvolvimento de aterosclerose, doengas auto-imunes e
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neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson. Estes efeitos nocivos podem ser
reduzidos pela presenca de substancias antioxidantes, capazes de impedir a
oxidacdo de outras substancias através da eliminacao de radicais livres, produzidos
naturalmente pelo metabolismo.

Nesse contexto, foi proposto no presente trabalho a obtencéo de (1—6)-B-D-
glucana (lasiodiplodana) produzida em cultivo submerso pelo fungo Lasiodiplodia
theobromae MMPI e o estudo da carboximetilagdo do biopolimero avaliando
diferentes concentracbes do agente derivatizante. Os derivados obtidos foram
caracterizados por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR), Analise Térmica (TG/DTA), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Andlise por Difratometria de Raios X (DRX). A influéncia dos diferentes graus de
substituicdo da biomolécula sobre a solubilidade e o potencial antioxidante também

foram avaliados.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Obtencédo e caracterizagdo de derivados carboximetilados de (1—6)-B-D-

glucana (lasiodiplodana) produzida pelo fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Carboximetilar a lasiodiplodana produzida em cultivo submerso por L.
theobromae MMPI usando diferentes concentragbes de &cido
monocloroacético como agente derivatizante.

e Determinar o grau de substituicdo dos derivados obtidos.

e Caracterizar os derivados através de analises por Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), Analise Térmica
(TG/DTA), Difracdo de Raios-X (DRX) e Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV).

¢ Avaliar a solubilidade em a4gua dos derivados obtidos.

e Avaliar a atividade antioxidante da lasiodiplodana original e dos derivados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 POLISSACARIDEOS

A grande maioria dos carboidratos encontrados na natureza estdo na forma de
polissacarideos, com peso molecular variando de médio a alto. Estes polimeros séo
formados a partir da condensacdo de mais de dez unidades monossacaridicas
atraves de ligacOes covalentes denominadas ligacdes glicosidicas. O que difere uns
dos outros € a natureza das unidades monossacaridicas (constituidas por um unico
ou por diversos tipos de unidades monomeéricas); o comprimento das cadeias, o tipo
de ligacdo entre os monossacarideos e o grau de ramificagdo (NELSON et al. 2011;
WANG et al. 2016a; ALVES DA CUNHA et al. 2017).

Estas macromoléculas desempenham diversas funcdes fisiolégicas em plantas,
em microrganismos e demais organismos Vvivos, seja como forma de
armazenamento de energia em plantas (amido) ou como agente estruturante da
parede celular e da matriz extracelular (celulose, quitina e peptidoglicanos)
(NELSON et al. 2011).

Diversos polissacarideos naturais demonstram efeitos terapéuticos benéficos e
propriedades promotoras da saude. O alginato e a laminarina (algas pardas), a
fucoidana (algas marrons) e a carragenana (algas vermelhas) sdo exemplos de
polissacarideos extraidos de algas marinhas com amplas aplicacées biologicas e
biomédicas, sendo empregadas na cicatrizacao de feridas, na engenharia de tecidos
vivos, como veiculo de liberacdo controlada de drogas e ainda em biossensores
(WANG et al. 2016a). Um grande numero de polissacarideos tém sido estudado por
apresentarem diversas atividades biol6gicas, sendo muitos considerados
modificadores da resposta biolégica (BRM). A acdo biol6gica provocada pelo
polissacarideo esta diretamente relacionada com sua estrutura molecular, incluindo
a composicdo monomeérica, o tipo de ligagdo glicosidica da cadeia principal, os
monossacarideos que o compde, o grau de ramificacdo, o grau de substituicdo e sua
conformacao estrutural (KAGIMURA et al. 2015a; ALVES DA CUNHA et al. 2017).
Por isso, a modificacdo da estrutura quimica dos polissacarideos com a finalidade
de sintetizar derivados com atributos funcionais desejaveis tem atraido cada vez
mais atencdo, em especial da industria de farmacos (WANG et al. 2010; MA et al.
2012; CHEN et al, 2017).
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Dentre as respostas biolégicas que tais macromoléculas podem apresentar,
estdo incluidas atividades anti-inflamatdria, antioxidante, anti-hipertensiva,
antitumoral, hipoglicemiante, além de serem consideradas imunoestimuladoras e
imunomoduladoras. Além dos inumeros beneficios de tais macromoléculas, é
importante ainda destacar a auséncia ou baixa toxicidade e poucos efeitos
colaterais, quando existentes (BAI et al. 2017; MENG et al. 2017; ZHENG et al.
2017).

Produzidos por fungos e bactérias, os exopolissacarideos (EPS) sdo definidos
como polissacarideos extracelulares. Alguns sdo produzidos e permanecem
aderidos a superficie celular formando capsulas e tornando-se parte da parede
celular. Outros séo secretados para o0 meio na forma de limos que se difundem e
provocam mudancas no meio de cultivo, alterando a viscosidade e a reologia do
sistema. Microrganismos com maior potencial de producdo de EPS sdo capazes de
gerar meios de cultivo com elevada viscosidade (MAHAPATRA & BANERJEE 2016;
BHUNIA et al. 2018; DU et al. 2017).

Estudos in vitro sugerem que a atividade biolégica esta ligada ao peso
molecular do biopolimero, sendo que B-glucanas de baixo peso molecular de cadeia
muito curta sdo geralmente consideradas biologicamente inativas (OLIVEIRA et al.
2015).

B-D-Glucanas

As B-glucanas pertencem a um grupo heterogéneo de polimeros de glicose e
todas sdo formadas por uma cadeia linear composta de unidades de bp-glucose
unidas entre si através de ligacdes beta glicosidicas, contendo ou ndo ramificacdes
(ALVES DA CUNHA et al., 2017). Comumente, as ligacdes glicosidicas séo do tipo
(1—3), mas também podem ser do tipo (1—3;1—6), (1—6) e (1—3;1—4). Diferencas
na estrutura quimica e conformacional podem ter grandes implicagcbes na
bioatividade das B-glucanas, incluindo também a massa molecular (KAGIMURA et
al. 2015a).

B-glucanas provenientes de diferentes fontes apresentam variacbes na sua
estrutura. Podem ser encontradas na parede celular de alguns cereais, como aveia e
cevada, além de outros organismos como algas, bactérias, leveduras e fungos

filamentosos; e ainda podem ser produzidos e secretados para 0 meio de cultivo.
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S&o constituintes da parede celular de diversos microrganismos, como
Pneumocystis carinii, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Histoplasma
capsulatum, Candida albicans, e também de fungos ndo patogénicos como a
levedura Saccharomyces cerevisiae (KHAN et al. 2016).

Conhecidas pela capacidade imunomoduladora (ZHOU et al. 2013), tais
macromoléculas sdo consideradas modificadoras da resposta biologica (BRM), pois
sao inofensivos ao organismo, mas o auxiliam na adaptacdo ao ambiente frente aos
estresses bioldgicos (CHEN et al. 2010). A literatura demonstra que as respostas
imunitarias especificas e ndo especificas de mamiferos sdo estimuladas pelas B-
glucanas, através de mecanismos de a¢do que incluem a ativacdo de macréfagos,
neutroéfilos e 0 aumento da fagocitose (ZHOU et al. 2013).

A atividade bioldgica do grupo das biomoléculas B-glucanas é influenciada por
diferentes pardmetros quimicos, incluindo a solubilidade, peso molecular, estrutura
molecular e ramificacdes. Esta diversidade resulta em inUmeras propriedades,
possibilitando uma ampla gama de aplicacBes para tais biomoléculas em alimentos,
nos setores comerciais biomédicos, farmacéuticos e cosméticos (KAGIMURA et al.
2015a).

3.2 FUNGO Lasiodiplodia theobromae

O fungo ascomiceto Lasiodiplodia theobromae (Figura 1) pertencente a familia
Botryosphaeriaceae e ao género Lasiodiplodia (GLOBAL BIODIVERSITY
INFORMATION FACILITY, 2014). Apresenta forma reprodutiva mitospdrica ao
contrario de seu teleomorfo Botryosphaeria rhodina. Estando amplamente
distribuido em regibes tropicais e subtropicais, esta espécie esta associada a 500
plantas hospedeiras, sendo em muitas culturas considerado o principal patégeno
(OLIVEIRA et al. 2015; PAOLINELLI-AFONSO et al. 2016).

Este fungo tem sido associado a manchas foliares, necrose, gomose e até
mesmo a morte de muitas plantas hospedeiras, incluindo herbaceas como mandioca
e beringela, e plantas lenhosas como mangueira, coqueiro, eucalipto e
pessegueiros. E ainda, a contaminacdo dos frutos pode levar a perda da sanidade e
reducdo do tempo de armazenamento (CHEN et al. 2016). Menos frequentemente
também tem sido associado com micoses e pneumonia em humanos (MUNIZ et al.

2011; CHE et al. 2015). Em plantas, podem estar presentes nos tecidos vegetais
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colonizando endofiticamente, porém a patogenicidade pode ser desencadeada
quando os hospedeiros sado submetidos a estresse abiotico (PAOLINELLI-AFONSO
et al. 2016). A cultura de caju sob as condi¢cdes semiaridas do Nordeste do Brasil
pode apresentar comprometimento no transporte de agua e nutrientes decorrente da
infeccdo de L. theobromae no caule, reduzindo a fotossintese e podendo ocasionar
a morte da planta. Contudo, eventualmente quando os fatores que induzem o
estresse cessam, mecanismos de resisténcia sdo ativados através da manutencao
da homeostase celular, cicatrizando o caule infectado e inibindo a proliferacdo
fungica no tecido vegetal (CIPRIANO et al. 2015).

A frequente associacdo com doencas em inumeras culturas ndo € o Unico
estimulo das pesquisas com espécies de L. theobromae. Eles tém sido amplamente
estudados sobretudo pela capacidade de biossintese de compostos bioativos.
Sendo que, alguns destes metabdlitos apresentam importantes atividades
biolégicas, destacando-se o &cido jasmonico, o teobrdoxido e as lasiodiplodinas.
(TSUKADA et al. 2010). O acido jasmoénico € um hormonio vegetal que coordena as
respostas de defesa de plantas frente a estresses ambientais além de aspectos de
crescimento e desenvolvimento, sendo ainda, capaz de acelerar a senescéncia das
plantas (TSUKADA et al. 2010; ANDOLFI et al. 2014). Teobréxido é um metabdlito
do tipo epoxi cicloexano, capaz de induzir a floracdo e estimular a biossintese do
acido jasmonico nas plantas (LI et al. 2007), e ainda induzir a formacéao de flores e
tubérculos em batatas (Solanum tuberosum) em condi¢cdes geralmente né&o
indutoras (YOSHIHARA et al. 2000). Classificadas como lactonas de acido
resorcilico, as lasiodiplodinas sao micotoxinas capazes de funcionar como potentes
inibidores do crescimento vegetal. Também tem sido atribuida a elas uma variedade
de propriedades bioldgicas, incluindo atividade antileucémica e antimicrobiana
(KASHIMA et al. 2009; SULTAN et al. 2014).
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Figura 1 - Fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI cultivado em agar sabouraud com cloranfenicol

Foto: Autoria propria.

3.3 LASIODIPLODANA

Descrita recentemente na literatura, a lasiodiplodana € uma (1—6)-p-D-glucana
(Figura 2) produzida extracelularmente pelo ascomiceto Lasiodiplodia theobromae
MMPI (VASCONCELOS et al. 2008, CUNHA et al. 2012). As (1—6)-B-D-glucanas
sdo comumente encontradas como compostos insollveis da parede celular de
ascomicetos e basidiomicetos (LESAGE; BUSSEY, 2006). O isolamento destas é
complicado e envolve mdltiplas etapas de extracdo com hexano (remocdo de
lipidios), seguida por extracdo com agua quente e fria e com alcali (CORRADI DA
SILVA et al. 2008). No entanto, a lasiodiplodana é secretada no meio de cultivo
(cultivo submerso) e é facilmente precipitada com etanol, sendo seu isolamento mais

simples e econdmico do que a extracéo da parede celular de fungos.
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Figura 2. Representacédo estrutural de (1—6)-B-
D-glucana.
Fonte: ALVES DA CUNHA et al. 2017

Tarmina et al. (2012) avaliaram os efeitos da lasiodiplodana em ratos albinos

suicos (Mus musculus) alimentados por gavagem durante 28 dias. Os autores
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relataram ndo haver sinais de toxicidade, alteracbes hematologicas ou
histopatolégicas (rins, baco, figado e coracdo), além de haver atividade
hipoglicemiante em machos e reducdo de transaminases em machos e fémeas.
Cunha et al. (2012), demonstraram atividade antiproliferativa dose dependente da
lasiodiplodana frente a células de cancer de mama (MCF-7) em ensaios in vitro.
Vasconcelos et al. (2013) avaliaram a atividade anticoagulante de lasiodiplodana
oriunda da cepa MMLR de Lasiodiplodia theobromae apds sulfonacao,
demonstrando que, a derivatizacdo da molécula resultou em atividade
anticoagulante. Kagimura et al. (2015b), investigaram a atividade antioxidante da
lasiodiplodana bruta e carboximetilada e relataram que a carboximetilagéo contribuiu

para melhorar a solubilidade em agua e o potencial antioxidante do polissacarideo.

3.4 CARBOXIMETILACAO

Diversos relatos publicados nos ultimos anos tém demostrado que as
atividades biolégicas tém sido relativamente melhoradas com a modificacdo da
estrutura quimica de polissacarideos (MA et al. 2012). Derivados sollUveis em agua
preparados a partir de sulfonacédo e carboximetilacdo de polissacarideos insolaveis
tém apresentado acao antiviral e antitumoral relativamente mais elevada (WANG et
al. 2009). A introducdo de grupos quimicos com apropriado grau de substituicéo,
pode influenciar a bioatividade das glucanas, para tal, comumente sdo preparados
derivados por sulfonacéo, carboximetilacéo, acetilacéo e fosforilagdo (KAGIMURA et
al. 2015a).

E recente o interesse quimico na modificac&o da estrutura dos polissacarideos,
mas tem atraido muitos pesquisadores, uma vez que as derivatizacbes quimicas
podem intensificar a bioatividade e/ou criar novas propriedades funcionais.
Derivatizagdo por carboximetilagdo tem sido estudada pois favorecem diversas
funcbes fisiolégicas, incluindo atividade antitumoral, anticoagulante, antioxidante,
atividade de inibicdo de peroxidagdo lipidica e capacidade de ligagdo a &acidos
biliares de maneira dose-dependente (KAGIMURA et al. 2015a; WANG et al. 2012).

A reacdo de carboximetilagdo consiste em uma reacdo de eterificagcdo que
objetiva a substituicdo nas hidroxilas presentes nas unidades monoméricas de
glicose por grupos carboximetila ("CH,COOH) MACHOVA et al. 2014a). Tal reacéo

consiste em formar grupos alcoxidos e reagi-los com um agente alquilante.
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Os grupos alcoxidos séo formados pela reacéo entre o hidroxido de sodio e os
hidrogénios dos grupos hidroxilas presentes na macromolécula polissacaridica

(lasiodiplodana) (Figura 3).
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Figura 3. Representacéo da reacao de formacédo dos ions alcéxidos.
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Em meio alcalino, o &cido monocloroacético é convertido a sal

monocloroacetato de sodio (Figura 4).
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Acido monocloroacético Sal monocloroacetato de sédio

Figura 3. Converséo do acido monocloroacético em seu sal monocloroacetato de sédio.

Na sequéncia, 0os grupos carboximetila sdo formados através da sintese de
Williamson, pela reacao de substituicao nucleofilica bimolecular (SN;) entre os ions
alcoxidos formados (agente nucleofilico) e o substrato (sal monocloroacetato de
sédio) (WANG et al. 2016b; LI et al. 2017). Nesta etapa, o par de elétrons do
oxigénio dos ions alcdxidos ataca o carbono alfa carbonila do substrato. O CI°
comeca a se afastar com o par de elétrons que o ligava ao carbono, formando um
estado de transicdo (Figura 5). A reacdo é finalizada pela saida do ion CI" e a

formacao da ligacdo entre o carbono do substrato e o oxigénio do alcoxido.
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Figura 4. Esquema da sintese da carboximetilglucana via mecanismo SNs.

Na Figura 6 estd demonstrada a representacdo estrutural da (1—6)-B-D-

glucana modificada por carboximetilacéo.

R=H ou CH,COONa

Figura 5. Representacéo estrutural de (1—6)-p-D-glucana modificada através de carboximetilacéo.

Reacdes de substituicdo geralmente promovem uma melhora significativa nas
propriedades funcionais do derivado (TATONGJAI & LUMDUBWONG, 2010).
Estudos tém demonstrado que as propriedades funcionais de polissacarideos
modificados séo influenciadas pelo grau de substituicdo (DS) resultante da reacéo.
O DS de um derivado corresponde ao numero médio de grupos substituintes da
hidroxila ligados a uma unidade de glucose (LIU et al. 2012).

Machova et al. (2014b), derivatizou por carboximetilacdo trés polissacarideos
(manana, B-glucana e dextrana) e verificou que a atividade antioxidante de todos os
derivados foi superior a seus respectivos polissacarideos originais. Wiater et al.
(2012) avaliaram a (1—3)-a-D-glucana produzida pelo fungo Ganoderma lucidum
apos carboximetilacdo, e observaram um decréscimo na atividade metabdlica de
células de carcinoma cervical. De acordo com esses autores, tal propriedade esta
baseada na ativacdo do sistema imune com consequente acdo na morfologia,

metabolismo e viabilidade das células tumorais.
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3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As espécies reativas de oxigénio, tais como o ion superéxido (O3), radical
hidroxila (OH+), e peréxido de hidrogénio (H.0,) sdo gerados por processos
metabdlicos normais ou por fatores exégenos (XU et al. 2009; LEI et al. 2015). Tais
espécies reativas sao fundamentais para muitos processos bioquimicos, como
regulacdo na transducao de sinal e expressao génica além de desempenhar papel
vital na fagocitose (CHEN et al. 2014; ALVES DA CUNHA et al. 2017). No entanto, a
acumulacdo excessiva destas espécies pode causar varios efeitos patoldgicos,
como danos oxidativos ao DNA, as proteinas e a outras macromoléculas, além da
degeneracéo celular. O excesso de producéo de radicais livres esta relacionado com
a inducdo de varias doencas como cancro, aterosclerose, diabetes, artrite
reumatoide, asma, doencas cardiovasculares, carcinogénese (XU et al. 2009; LIU et
al. 2009). Compostos antioxidantes naturais e alimentos que contenham altas
concentracbes de antioxidantes ajudam a reduzir os danos oxidativos e assim
apresentam efeito imunoestimulador (CHEN et al. 2014).

O intenso uso de substancias antioxidantes sintéticas, como hidroxianisol
butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT) na conservacdo de alimentos, tem
sido considerado responséavel por danos ao figado e causador de cancer. Por isso, é
essencial a obtencdo de antioxidantes alternativos e atdéxicos como os antioxidantes
naturais para proteger o corpo humano contra o ataque de radicais livres e no
tratamento de doencas crbnicas. Em testes in vitro, alguns polissacarideos tém-se
mostrado efetivos no sequestro de radicais livres, sendo que a bioatividade dos
polissacarideos depende principalmente de sua solubilidade (XU et al. 2009;
SHENG; SUN, 2014).

A atividade antioxidante de polissacarideos depende geralmente de varios
parametros estruturais como grau de ramificacdo, peso molecular, composi¢cao
monossacaridea e presenca de grupos funcionais. A derivatizacdo quimica altera
varios parametros fisico-quimicos e com isso pode melhorar a atividade antioxidante
dos polissacarideos, sendo o grau de substituicdo (DS) fator primordial (CHEN et al.
2014).

Giese et al. (2015) avaliaram a atividade antioxidante de diferentes
biomacromoléculas, como botriosferana ((1—3,1—6)-p-glucana) produzida pelo

ascomiceto Botryosphaeria rhodina, da lasiodiplodana ((1—6)-B-glucana), da
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laminarina ((1—3,1—6)-B-glucana) e da curdlana ((1—3)-B-glucana). Os autores
relataram que todos o0s polissacarideos avaliados apresentaram atividades
antioxidantes, sendo que a botriosferana mostrou melhor capacidade em relacéo
aos demais.

Kagimura et al. (2015b) avaliaram a atividade antioxidante do polimero (1—6)-
B-glucana e de seu derivado carboximetilado (DS 1,27) e relataram que ambos
apresentam atividade antioxidante, porém, a carboximetilacdo contribuiu para

potencializar tal bioatividade.
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4 MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foi utilizado o fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI
isolado de Pinha (Annona squamosa). O fungo foi mantido em meio agar Sabouraud
com cloranfenicol sob refrigeracédo a 5 °C, sendo feito repiques periddicos do micélio
fungico para tubos de ensaio contendo meio novo. Os reagentes utilizados foram

adquiridos com o grau de pureza adequado aos experimentos.

4.1 PREPARO DO INOCULO

Para o preparo do inoculo, o micélio fungico foi transferido para placas de
Petri contendo meio agar sabouraud com cloranfenicol. As placas foram incubadas
por 72 horas em estufa bacterioloégica a 28 °C. O contetdo micelial crescido nas
placas foi transferido para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de Meio
de Sais Minerais de Vogel - VMSM (VOGEL, 1956) e glicose (5 g.L!) e entdo
cultivados a 28 °C sob agitacdo (150 rpm) por 48 horas. Esta pré-cultura foi
centrifugada e o micélio recuperado foi suspendido em solucdo fisioldgica
esterilizada e triturado em mixer para obtencdo de uma suspensdo celular com

absorbancia entre 0,4 e 0,5 em 400 nm.

4.2 OBTENCAO DE LASIODIPLODANA EM CULTIVO SUBMERSO

A producdo da lasiodiplodana (LN) foi realizada por cultivo submerso em
frascos de Erlenmeyer (72 horas, 150 rpm e 28 °C). Foram utilizados frascos de 500
mL com volume de trabalho de 200 mL e como meio de cultivo foi empregado meio
de sais minerais de Vogel (VOGEL, 1956) contendo 20 g L™ de glicose e 20 mL de
volume de inéculo. O pH inicial do meio fermentativo foi ajustado para 5,5 através de

adicéo de solucBes de &cido cloridrico 1 mol L™.
4.3 RECUPERACAO DO BIOPOLIMERO
O caldo de cultivo foi centrifugado (1500 x g, 30 min) e separado da biomassa

micelial. Posteriormente, foi adicionado etanol absoluto (3 volumes) ao caldo para

precipitacdo do exopolissacarideo (EPS) a 5 °C durante 12 horas. O precipitado foi
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entdo separado por filtracdo e na sequéncia solubilizado em agua destilada sob
agitacdo e aquecimento (60 °C). A solucéo obtida foi submetida & intensa dialise
contra agua destilada (5 dias) usando tubos de dialise MW 12000 (Sigma-Aldrich) e

entdo liofilizada.

4.4 DERIVATIZACAO QUIMICA

A carboximetilacdo do exopolissacarideo foi realizada de acordo com
protocolo descrito por Wang et al. (2012), com pequenas adaptacoes.
Lasiodiplodana (1,5 g) foi suspensa em 65 mL de isopropanol com vigorosa agitacao
por 15 minutos. Em seguida 25 mL de NaOH 20% (m/v) foi adicionado gota a gota e
a mistura foi mantida sob agitacdo por 3 horas em temperatura ambiente.
Posteriormente, foi adicionado lentamente, sob agitacdo, uma solucéo do agente de
carboximetilagdo (uma mistura de 2,5 g ou 3,75 g ou 5,0 g ou 6,25 g ou 8,75 g de
acido monocloroacético dissolvido em 12,5 mL de NaOH a 20% (m/v) e 31,5 mL de
isopropanol) visando a obtencéo dos derivados denominados LC1, LC2, LC3, LC4 e
LC5 com diferentes DS. A reacdo foi mantida a temperatura ambiente por 3 horas,
em seguida a temperatura foi elevada para 60 °C por 30 minutos. A seguir,
novamente adicionado uma solucdo de acido monocloroacético contendo as
mesmas e respectivas quantidades do agente de carboximetilagdo dissolvidos em
12,5 mL de NaOH a 20% (m/v) e 31,5 mL de isopropanol. A mistura reacional foi
mantida a 60 °C sob agitacdo durante 1 hora. A reacdo foi encerrada através do
resfriamento da mistura até a temperatura ambiente e neutralizacdo com solucdo de
acido cloridrico 1,5 mol L™ até pH 7. Na sequéncia o isopropanol foi removido da
mistura sob pressao reduzida em rotaevaporador. As solucdes resultantes contendo
as lasiodiplodanas carboximetiladas foram dialisadas por 7 dias contra agua
destilada em tubos de dialise MW 12000 (Sigma-Aldrich) e liofilizadas, sendo obtidos

cinco derivados carboximetilados da lasiodiplodana.
4.5 DETERMINACAO DO GRAU DE SUBSTITUICAO (DS)
O grau de substituicdo (DS) dos derivados foi determinado pelo método de

titulacdo por neutralizagcédo, segundo Tatongjai e Lumdubwong (2010). Uma massa

de 150 mg da molécula carboximetilada foi dissolvida em 100 mL de agua ultra pura
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(Milli-Q), homogeneizada vigorosamente por 3 minutos e centrifugada. O
sobrenadante na forma de um sal (EPS-C-Na) foi convertido para a forma &cida
(EPS-C-H) em coluna de troca ibnica (Amberlite IR-120) empregando fluxo de 3 mL
min™. A coluna foi construida usando uma seringa de 10 mL, empacotada com a
resina (6 cm x 1,5 cm). Apés a eluicdo da solucdo de EPS-C-H, a coluna foi lavada
com 400 mL de &gua ultra pura (Milli-Q) e toda solucéo eluida foi coletada (500 mL)
e posteriormente a agua foi removida através de secagem a 60 °C em estufa com
circulacao de ar. O produto resultante foi dissolvido em 100 mL de agua destilada e
misturado com 3 gotas de fenolftaleina, 2 mL de metanol e 15 mL de NaOH 0,1 mol
L. A mistura foi titulada com HCI 0,1 mol L™ e 4gua foi utilizada como branco. O DS

foi calculado pela seguinte equacéo:

cxMcx*(Vb—Vs)*100%
m
We * Ma
= (100% — Wc) * Mc

Wce =

DS

Sendo que:

Wc: contetido de grupos carboximetil na solugdo da amostra (m/m %).

c: concentracdo da solucdo de HCI (0,1 mol L™) utilizado na titulac&o.

Mc: massa molar do grupo funcional carboximetil que reagiu com o LN (58 g mol™).
Ma: massa molar de uma unidade de glicose anidra (162 g mol™).

Vb: volume de HCI usado para titulagdo do branco (mL).

Vs: volume do HCI utilizado para titulacdo da amostra (mL).

m: massa correta da amostra LC (mg).

DS: grau de substituicdo de grupos carboximetil na amostra.

4.6 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (FT-IR)

Os espectros de infravermelho de lasiodiplodana nativa (LN) e das amostras
de lasiodiplodana modificados (LC) foram obtidos em espectrofotometro Frontier
(Perkin Elmer Inc, USA) com varredura na regido de 4000-400 cm™, resolucédo
espectral de 4 cm™, 32 acumulacdes e usando o método de discos de KBr

(proporcéo de amostra: KBr de 1 : 100).
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4.8 ANALISE TERMICA

Amostras liofilizadas do EPS bruto e derivatizados foram submetidas a Analise
Térmica Diferencial (DTA) e Andlise Termogravimétrica (TGA), realizadas em
equipamento SDT Q600 TA (TA Instruments, USA). A perda de massa foi
acompanhada entre 30 °C e 800 °C, sendo empregada uma taxa de aquecimento de

10°C min* e ar sintético com fluxo de 50 mL min™.

4.9 ANALISE POR DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

Para obtencdo dos padrdes de difracdo de raios-X (DRX) das amostras foi
utilizado um difratdmetro MiniFlex600 (Rigaku), com fonte de radiacdo de lampada
de cobre (CuKa = 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 (26).

4.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para analisar a
morfologia superficial do polimero nativo e seus derivados. As micrografias foram
obtidas em Microscépio Eletrénico de Varredura de bancada (Hitachi, modelo
TM3000, USA) a partir das amostras liofilizadas. As amostras foram dispostas no
suporte do equipamento aderidas em fitas de carbono e imagens foram obtidas com
amplitude de 200 vezes, 600 vezes e 1200 vezes.

4.11 ANALISE DE SOLUBILIDADE EM AGUA

A solubilidade em agua da lasiodiplodana bruta e modificada foi determinada
com base no conteudo de carboidratos sollveis levando-se em consideracdo a
pureza da glucana obtida. Foram suspendidos aproximadamente 10 mg das
amostras em 10 mL de agua ultrapura (Milli-Q), permanecendo sob agitacdo por 24
horas a 25 °C. ApoGs centrifugacdo a 8000 X g por 15 minutos, foi determinado o
contetdo de carboidratos totais no sobrenadante. O contetdo de carboidratos totais
foi relacionado com a quantidade de amostra soluvel e o resultado foi expresso

como porcentagem (m/v) de EPS dissolvidos em 100 mL de agua. Os carboidratos
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totais do sobrenadante foram determinados pelo método Fenol — Sulfurico (DUBOIS
et al. 1956). A analise foi realizada em triplicata.

4.12 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante da molécula bruta e dos derivados carboximetilados
foram avaliados através da determinacdo da capacidade de sequestro do radical
hidroxila (HO¢), da capacidade de eliminacédo do peréxido de hidrogénio (H.O;) e do
poder redutor. A atividade antioxidante das amostras foram avaliadas nas
concentracdes de 1,0 e 2,0 mg mL™.

4.12.1 Atividade de sequestro do radical hidroxila (HO*)

A atividade de sequestro do radical hidroxila (HO-) foi analisada seguindo
procedimento de Liu et al. (2010a) com modificacdes. Os radicais hidroxila foram
gerados a partir de FeSO,4 e H,O, e detectados pela capacidade de hidroxilar o
salicilato. A mistura reacional (2 mL) continha 0,5 mL de FeSO, (1,5 mmol L), 0,35
mL de H,O; (6 mmol L), 0,15 mL de salicilato de sédio (20 mmol L) e 1 mL das
diferentes concentragcdes do polissacarideo. Acido ascorbico foi utilizado como
controle positivo. Apos incubacéo por 1 hora a 37 °C, a absorbancia do complexo
salicilato-hidroxilado foi medida em espectrofotdbmetro a 562 nm. A porcentagem de

remocao foi calculada como:

(Al_ A

% de Remogdo de HO « = l1 - Z)l x 100%

0

Onde, A; representa a absorbancia da amostra ou do acido ascorbico. Ag a

absorbancia do controle e A, a absorbancia do branco sem salicilato de sodio.
4.12.2 Atividade de remocéo de H,0,
A capacidade de remocéo de H,O, foi mensurada de acordo com Liu et al.

(2010a). A mistura reacional continha 0,5 mL de H,O, (0,1 mmol L™, recém

preparado), 0,5 mL da LN ou derivados (na concentracdo desejada), 0,05 mL de
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molibdato de aménio (3% m/v), 5 mL de H.SO4 (2 mol L), e 3,5 mL de Kl (1,8 mol L’
Y. A mistura foi titulada com NayS,0s; (2,5 mmol L") até que a cor amarela

desapareca. A atividade de remocéo foi calculada como:

« _ W =W)
Remocado de H,0, = v X 100%
0
Onde Vj é volume da solucdo de Na,S,03 utilizada para titular a mistura controle e

V1 0 volume da titulagdo das misturas contendo amostras.

4.12.3 Poder Redutor

O poder redutor foi avaliado de acordo com Liu et al. (2010a). Volume de 1
mL de solucdo de amostra (LAS ou derivados) ou &cido ascorbico (padrao
antioxidante) foi misturado com 1 mL de ferricianeto de potassio (1% m/v) e
incubado a 50 °C por 20 minutos. A reacao foi finalizada pela adicdo de 1 mL de
solucdo TCA (&cido tricloroacético 10% m/v) seguido da adicdo de 2 mL de agua
ultra pura (Mili-Q) e 0,4 mL de solucéo de cloreto férrico (0,1% m/v).

A absorbancia foi mensurada a 700 nm. Uma maior absorbancia da mistura

indicava maior poder redutor da amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO DA LASIODIPLODANA

O fungo ascomiceto L. theobromae MMPI demonstrou elevada eficiéncia tanto
no crescimento micelial como na producdo do exopolissacarideo. A producao média
(Pe) de lasiodiplodana nos cultivos submersos foi de 6,99 + 0,06 g L*, sendo
observado um rendimento em exopolissacarideo (Yp;s) de 0,49 + 0,55 g/g, uma
produtividade volumétrica em EPS (Qp) de 0,09 + 0,02 g L™ h e consumo de
substrato (Y¢c) de 72%, acompanhado por uma taxa global de consumo de substrato
(Qs) de 0,11 g L™ h™*. Elevada producdo de biomassa micelial (Px = 16,8 g L) e
produtividade volumétrica em biomassa (Qx = 0,23 g L™ h™) também foi observada

nos cultivos.

5.2 CARACTERIZACAO DA LASIODIPLODANA NATIVA E CARBOXIMETILADA

5.2.1 Avaliagdo do grau de carboximetilagdo dos derivados

O tempo de reagéo e a concentragdo do agente derivatizante sdo parametros
gue influenciam fortemente o grau de substituicdo (DS) de uma molécula. O grau de
substituicdo (DS) de uma macromolécula corresponde ao niumero médio de grupos
funcionais introduzidos em cada mondmero de glicose constituinte do
polissacarideo. A avaliacdo do DS é importante para a compreensdo da nova
estrutura obtida, bem como para a otimizacdo das condi¢cbes reacionais de
derivatizacao (CHEN et al. 2014).

A concentragdo do agente derivatizante influenciou o conteddo de grupos
carboximetila inseridos na estrutura primaria da macromolécula. O aumento da
concentracdo do acido monocloroacético na reacdo de modificacdo quimica levou a
obtencao de derivados com maior grau de substituicdo. As relacées de massa LN :
acido monocloroacético empregadas nas derivatizagcbes foram de 1:3, 1.5, 1:6,5, 1:8
e 1:11,5 e tais relacdes massicas levaram a obtencéo dos derivados LC1, LC2, LC3
LC4 e LC5, respectivamente (Tabela 1).
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Na Tabela 1 estdo demonstrados os resultados referentes ao grau de
substituicdo (DS) encontrados nas amostras carboximetiladas obtidas nas condi¢des

reacionais.

Tabela 1 - Percentual de grupamentos carboximetila e valores de DS

Amostra Relacédo lasiodiplodana/ Grupos carboximetila DS
agente derivatizante (%)*
(9/9)
LAS-C1 1:3 10,28 0,32
LAS-C2 1:5 14,40 0,47
LAS-C3 1.6,5 15,44 0,51
LAS-C4 1:8 17,19 0,58
LAS-C5 1:11,5 19,58 0,68

Fonte: Autoria propria

percentual de grupos carboximetila introduzidos na macromolécula.

Segundo Wang et al. (2016b), o aumento da quantidade do agente
derivatizante no meio reacional proporciona a potencializacdo da reacdo com o
polissacarideo, com isso promovendo a obtencdo de derivados com maiores DS.
Considerando que o valor teérico maximo do grau de substituicdo na (1—6)-B-D-
glucana (lasiodiplodana) € 3, uma vez que existem 3 grupos hidroxilas
potencialmente livres em cada residuo de glicose da macromolécula, a eficiéncia da
derivatizacdo foi calculada. Os valores de eficiéncia da carboximetilacado
encontrados foram 10,7% (DS 0,32), 15,7% (DS 0,47), 17% (DS 0,51), 19,3% (DS
0,58) e 22,7% (DS 0,68%).

Lasiodiplodana carboximetilada com maior grau de substituicdo (DS = 1,27)
foi obtida por Kagimura et al. (2015b) empregando relagcdo polissacarideo/agente
derivatizante (1:12) similar a maior relacdo massica empregada no presente trabalho
(LC5 - 1:11,5). Entretanto, € importante destacar que tais autores empregaram maior
tempo reacional (8 horas) do que o empregado no presente estudo (4,5 horas).

Diversas metodologias sao encontradas na literatura para obtencdo de
polissacarideos derivatizados por carboximetilagdo, as quais comumente utilizam os
mesmos agentes quimicos (acido monocloroacético e hidroxido de sédio), porém

com diferentes concentracbes e condicbes reacionais. A obtencdo de
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carboximetilglucanas a partir de diferentes concentragcdes do agente derivatizante
tem sido amplamente reportada. Bai et al. (2014), produziram derivados de -
glucana, oriunda de parede celular de Saccharomices cerevisae, com graus de
carboximetilacdo crescentes (0,325, 0,449, 0,771 e 0,945) em funcdo da quantidade
de agente derivatizante empregado na reacdo. Tais autores utilizaram quantidades
de &cido monocloroacético entre 2,25 g e 10,05 g para 10 g de glucana.

Similarmente, Wang et al. (2016b) descreveu que 0 uso de maiores
concentracbes de agente derivatizante na carboximetilacdo do polissacarideo
extraido de folhas de Cyclocarya paliurus também promoveu a obtencdo de
derivados com maiores graus de substituicdo (0,025, 0,171 e 0,193). Neste trabalho
0 polissacarideo foi derivatizado empregando 1,0 g, 2,0 g e 3,0 g de acido
monocloroacético para 0,5 g de polissacarideo.

Wang et al. (2015) também obtiveram polissacarideos carboximetilados com
diferentes graus de substituicdo. As condi¢cdes reacionais empregadas por tais
autores consistiram de 5 g do extrato polissacaridico extraido do corpo de
frutificagdo do fungo Tremella fuciformis e concentragbes acido monocloroacético
entre 9,45 g e 23,63 g. As condi¢cdes reacionais levaram a obtencdo de quatro
derivados com DS de 0,36, 0,47, 0,54 e 0,70.

5.2.2 Andlise dos espectros de Infravermelho (FT-IR)
Na Figura 7 estdo demonstrados o0s espectros de infravermelho

(normalizados) da lasiodiplodana nativa (LN) e dos derivados carboximetilados (LC1,
LC2 e LC3, LC4 e LC5).
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Figura 6. Espectros de infravermelho (IV) da lasiodiplodana nativa (LN) e
derivados carboximetilados LC1 (DS: 0,32), LC2 (DS: 0,47), LC3 (DS: 0,51),
LC4 (DS: 0,58) e LC5 (DS: 0,68).

A banda larga de intensidade forte na regido entre 3311 cm™ e 3424 cm™ em
todos os espectros € atribuida a vibracdes de estiramento O—-H (RANI & AHUJA
2017; SHARMA & RANA 2017). A absorcéo correspondente a frequéncias inferiores
a 3000 cm™ (3000-2840 cm™) é atribuida ao estiramento C—H sp® (PAVIA et al.
2010; WANG et al. 2016b).

A banda de intensidade forte em 1600 cm™ e a banda de absorcéo em 1421
cm™ s&o resultantes das vibracdes de estiramento assimétricos e simétrico do grupo
COO " respectivamente e indicam a carboximetilacdo do polimero (XU et al. 2009;
WANG & ZHANG, 2009; WANG et al. 2016b).

As vibracfes de alongamento simétricas e assimétricas das ligagbes C-O-C
(grupo caracteristico de aglcares) sdo atribuidas as bandas entre 1246 cm™ e 1276
cm™ para as vibracdes assimétricas e entre 1071 cm™ e 1078 cm™ para as simétricas

(XU et al. 2009). A banda em 1650 cm™ verificada na amostra LN é atribuida a



35

adsorcdo de agua (ASHORI et al. 2014; WU et al. 2014), estando esta banda
sobreposta pela banda de vibragdo de estiramento assimétrico do grupo COO™ nas
amostras derivatizadas. Wang et al. (2013) atribui as absorcdes entre 542 e 705 cm™
as vibracdes de balanco (wag) da ligacdo simples C—H. A absorcao na regido 890
cm™ indica a configuracdo do tipo B- da lasiodiplodana, sendo enfraquecida nos
derivados carboximetilados (TANG et al. 2017; WANG et al. 2011; WANG & ZHANG,
2009; VASCONCELOS et al. 2008; KAGIMURA et al. 2015b). As ligacdes
glicosidicas de configuracéo - também sé&o atribuidas por Vasconcelos et al. (2008)
e por Corradi da Silva et al. (2008) a banda de absorcdo de fraca intensidade em
1378 cm™ presente em todos 0s espectros.

5.2.3 Anélise Térmica

Os parametros termofisicos analisados forneceram informacdes sobre a
estabilidade térmica do biopolimero, o que é importante com relacdo a
possibilidades de aplicagfes industriais.

Nas Figura 8a e 8b estdo descritos as curvas termogravimétrica (TGA) e
termogravimétrica diferencial (DTA) das amostras de lasiodiplodana nativa e dos

derivados carboximetilados.
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Figura 7. Curvas de Analise Termogravimétrica (A) e Termogravimétrica Diferencial (B) da
lasiodiplodana nativa e derivados carboximetilado.

De acordo com os dados de andlise térmica, verifica-se que a lasiodiplodana
nativa e os derivados carboximetilados com graus de substituicdo 0,47 (LC2), 0,51
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(LC3) 0,58 (LC4) e 0,68 (LC5) apresentaram quatro estagios de perda de massa,
enquanto que o derivado com DS 0,38 (LC1) apresentou cinco estagios.

Na amostra de LN, o primeiro estagio de perda de massa ocorreu até 120 °C,
sendo observado através de um pico exotérmico em 41 °C pela curva de DTA. Tal
perda de massa é atribuida a eliminacdo de 4gua de hidratacdo. Fendbmeno similiar
foi relatado por Li et al. (2010) em amostra de amido, o qual descreveu um primeiro
pico de agua de hidratacao entre 60 °C e 120 °C e um segundo pico correspondente
a degradacao do amido entre 252—-378 °C.

O segundo estagio de perda de massa na amostra LN ocorreu entre 210 °C e
330 °C, sendo indicado por um pico endotérmico em 290 °C e correspondendo a
decomposicdo da molécula. Foram identificados ainda, dois eventos consecutivos
com perda de massa entre 330 °C e 500 °C, indicados por dois picos exotérmicos na
curva DTA em 340 °C e 460 °C, respectivamente. Possivelmente, a perda de massa
com pico exotérmico em 340 °C corresponde a uma degradacao oxidativa. Por fim, o
altimo estagio de perda de massa, com pico exotérmico na curva DTA em 460 °C
corresponde a decomposicao final (carbonizac&o) da amostra.

Nos derivados carboximetilados o primeiro estdgio de perda de massa
ocorreu até 160 °C. Esta perda de massa é indicada por picos exotérmicos na curva
DTA variando de 45 °C a 48 °C entre as amostras derivadas e sendo atribuida a
perda de agua da molécula.

O segundo e o terceiro estagios de perdas de massa verificados na amostra
LC1 (DS 0,32) ocorreram de forma consecutiva entre 200 °C e 400 °C e foram
indicados por dois picos exotérmicos (DTA) em 267 °C e 330 °C. O quarto e quinto
eventos ocorreram entre 400 °C e 530 °C, também de forma consecutiva, e foram
indicados por dois picos exotérmicos em 470 °C e 488 °C na curva DTA.

As demais amostras derivatizadas (LC2, LC3, LC4 e LC5) apresentaram
comportamento térmico similar entre si. O segundo estagio de perda de massa em
tais amostras ocorreu entre 200 °C e 400 °C e foram indicados por picos
exotérmicos (DTA) que variaram de 310 °C a 320 °C. O terceiro estagio ocorreu
entre 400 °C e 520 °C, indicado por picos exotérmicos da curva DTA ocorridos de
473 °C a 507 °C e atribuidos a degradacéo oxidativa das amostras. O quarto estagio
correspondente a decomposi¢cédo final dos derivados e foi identificado por picos
endotérmicos da curva DTA que ocorreram de 610 °C a 640 °C decorrentes de

perdas de massa das amostras entre 550 °C e 650 °C.
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Como pode ser verificado na Tabela 2, no primeiro estagio de decomposicao,
referente a perda de agua de hidratacdo, todas as amostras carboximetiladas
demonstraram maiores perdas de massa comparadas a lasiodiplodana nativa. Tal
fenbmeno pode ser atribuido a reducdo da hidrofobicidade apds a introducdo de
grupamento carboximetila pela derivatizacdo quimica da macromolécula. De fato, o
aumento de solubilidade dos derivados em relagdo a amostra nativa foi constatado
no ensaio de avaliacdo da solubilidade. As curvas termogravimétricas diferenciais
(DTA) da amostra LN e das amostras derivadas também indicam a obtencédo de
compostos mais hidrofilicos ap6s a carboximetilagéo, visto que houve um pequeno
deslocamento (de 41 °C para 45-48 °C) dos valores das temperaturas dos picos de
perda de agua nas curvas de DTA assim como observado por ALEKHINA et al.
2014.

Tabela 2. Contelido de perda de massa das amostras de lasiodiplodana bruta e modificada em
intervalos de temperatura determinados.

Eventos de perda de massa

10 20 30 40 50

LN (°C) 30-120 210 - 330 330 - 500 N.A. N.A.
Perda de 12,92 72,16 98,3 N.A. N.A.
massa (%)

LC1 (°C) 30 - 160 200 - 300 300 - 400 400 -480  480-530
Perda de 16,81 47,3 62,9 72,9 86,99
massa (%)

LC2 (°C) 30 -160 200 - 400 400 - 520 550 - 640 N.A.
Perda de 16,81 60,00 88,30 91,50 N.A.
massa (%)

LC3 (°C) 30 - 160 200 - 400 400 - 520 520 - 617 N.A.
Perda de 17,21 57,89 85,91 88,6 N.A.
massa (%)

LC4 (°C) 30 - 160 200 - 400 400-519 551 -641 N.A.
Perda de 16,61 61,38 90,20 94,53 N.A.

massa (%)
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LC5 (°C) 30 - 160 200 - 400 400 - 518 549 - 615 N.A.

Perda de 16,61 62,74 89,12 91,69 N.A.
massa (%)

N.A.: Nao aplicavel.

Considerando os padrées de producado industrial de alimentos e farmacos,
destaca-se que tanto a LN e os derivados LC apresentaram boa estabilidade

térmica, visto que néo ocorreu degradacao térmica até 200 °C.

5.2.4 Andlise por Difracdo de Raios-X (DRX)

A analise de Difracdo de Raios-X € amplamente empregada para avaliar a
cristalinidade, tamanho e orientacdo dos cristalitos (MITTAL & MATTU & KAUR
2016). A Figura 9 apresenta os perfis de difragdo de raios-X das amostras de LN e

carboximetiladas.
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Figura 8. Difratograma da LN e dos derivados LC com DS de 0,32; 0,47; 0,51, 0,58 e 0,68

7

O perfil difratografico das amostras de LN e dos derivados € tipico de
amostras amorfas, sem predominancia de picos agudos. Trés picos de difracéo
pronunciados a 26 com valores préximos a 21°, 23° e 39° (26) foram observados nos
difratogramas das amostras de LN e derivatizadas. Estes picos sugerem que 0S
polissacarideos (nativo e derivatizado) estudados possuem estrutura amorfa, porém
com regibes com certa orientacdo molecular. A intensidade do pico verificado a 21°
(26) aumenta nas amostras carboximetiladas, o que possivelmente esta associado a
introducdo de novo grupamento funcional (grupo carboximetila) nessa regido apos a
derivatizacao.

Em estudo anterior com a lasiodiplodana conduzido por Kagimura et al.
(2015b), foi reportado a ocorréncia de alteragdes no perfil difratografico na amostra
de carboximetilglucana (DS 1,27) comparadas a lasiodiplodana nativa. Tais autores
verificaram o deslocamento, bem como o desaparecimento de alguns picos apos
carboximetilagéo, relacionando esses fendbmenos ao possivel surgimento de regides
fracamente cristalinas com uma orientagdo molecular ndo preferencial. Entretanto,

salientam que embora tenham sido verificados modificacbes em pontos especificos
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da macromolécula apdés a carboximetilagdo, a estrutura primaria permaneceu
preservada similarmente ao encontrado no presente estudo.

O aumento da cristalinidade em polissacarideos apos derivatizacdo por
carboximetilacdo tem sido reportado na literatura cientifica. Bhatia & Ahuja, (2015)
descreveram o aumento da cristalinidade em amostras de arabinoxilana apés
carboximetilagdo. Ahuja & Kumar & Singh, (2012), verificaram difratograma de raios-
X tipico de substancia amorfa em amostra de goma xantana. Entretanto a amostra
de goma xantana carboximetilada apresentou perfil difratografico tipico de

substancia cristalina.

5.2.5 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

As imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura nas amplitudes
de 200 X, 600 X e 1200 X das amostras de lasiodiplodana nativa e carboximetiladas

estdo demonstradas na Figura 10.
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Figura 9. Micrografias (MEV) da lasiodiplodana nativa (LN) e dos derivados carboximetilados
(LC) com diferentes graus de substituicdo (DS: 0,32, 0,47, 0,51, 0,58 e 0,68) em amplitudes de
200 X, 600 X e 1200 X.

Conforme pode ser verificada na figura 10, a estrutura morfoldgica
apresentada nas micrografias das amostras de lasiodiplodanas carboximetiladas
diferiram da nativa e aparentemente o grau de substituicdo tem influéncia também
no aspecto morfolégico da macromolécula.

A amostra LN apresentou estrutura morfolégica com aspecto de filmes finos,
translicido e com dobras ao longo de sua extensdo. As estruturas granulares
distribuidas nas placas verificadas por Kagimura et al, 2015(b) nas micrografias de
lasiodiplodana nativa produzida em fermentador de tanque de mistura (STR) séo
quase inexistentes na lasiodiplodana deste estudo. Possivelmente a estrutura
morfolégica do biopolimero é influenciada pelas condi¢des de cultivo do fungo, visto
gue no presente estudo as fermentacées foram conduzidas em frascos agitados,
cujas condi¢cBes dinamicas diferem das observadas em fermentadores de tanque de
mistura.

A derivatizacdo da lasiodiplodana promoveu mudancas morfolégicas na
superficie do biopolimero. Conforme pode ser observado na figura 7, a superficie da
amostra LC1 demonstra menor homogeneidade do que a amostra ndo modificada
(LN), sendo observado rasgos e orificios ao longo de sua superficie favorecendo a
aplicacé@o na industria farmacéutica como veiculo de farmacos.

Menor uniformidade superficial foi observada a medida que o grau de
substituicdo do biopolimero aumentou. Os derivados LC4 (DS: 0.58) e LC5 (DS:
0.68) apresentaram as superficies mais heterogéneas entre as amostras analisadas.
Regides com certa porosidade e com presenca de estruturas alveolares séo
verificadas especialmente nas amostras LC3 (DS: 0.47), LC4 (DS: 0.58) e LC5 (DS:
0.68).

Mittal, Mattu & Kaur (2016) avaliaram a morfologia de uma galactomana
extraida de Leucaena leucocephala apds carboximetilagdo. Os autores verificaram
que a amostra ndo modificada apresentava granulos irregulares sobre uma
superficie lisa, e ap0s a derivatizagcdo pequenos poros que resultavam em uma
rugosidade superficial foram observados. Bhatia e Ahuja et al. (2015) observaram

que a carboximetilacdo de arabinoxilana de Psyllium promoveu mudancas
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morfolégicas na estrutura do polimero. A estrutura fibrosa e estriada inicialmente

verificada deu lugar a uma estrutura com superficie aspera e porosa.

5.2.6 Andlise da solubilidade em agua

A modificagdo quimica de polissacarideos é frequentemente relacionada com
mudancas na solubilidade da molécula. A insercdo de grupos quimicos no oxigénio
das hidroxilas podem diminuir as interacfes intramoleculares e intermoleculares,
tornando a molécula mais hidrofilica (YANG et al. 2011).

Conforme pode ser verificado na tabela 3, os resultados dos ensaios de
solubilidade em agua a 25 °C revelam que a introducédo de grupos carboximetila na

macromolécula levou a expressivo aumento de solubilidade.

Tabela 3. Relagéo entre o grau de substituicdo (DS) das amostras e a solubilidade em agua.

Amostras DS Solubilidade (%)*
LN - 4,02% £ 0,07
LC1 0,32 67,99 + 0,86
LC2 0,47 54,30 + 1,29
LC3 0,51 51,20° + 1,92
LC4 0,58 49,58% + 0,39
LC5 0,68 45,50° + 0,66

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca estatistica significativa (p<0,05), letras
diferentes indicam que hé diferenca estatistica significativa entre as porcentagens analisadas ao nivel
de significancia de 95%.

* Solubilidade (%) = mg de amostra / 100 mL

O derivado com menor grau de substituicdo (DS 0,32) apresentou uma
solubilidade 17 vezes superior a macromolécula nativa. Os derivados LC2 (DS 0,47),
LC3 (DS 0,51), LC4 (DS 0,58) e LC5 (DS 0,68) também apresentaram maior
solubilidade, entretanto n&o foi verificado uma correlagéo direta entre aumento do
grau de substituicdo e proporcional aumento da solubilidade.

De fato, a introducdo de grupos carboximetila na macromolécula promove

alteracdes estruturais que modificam a interacdo macromolécula-dgua, melhorando
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sua hidrofobicidade. Polissacarideos carboximetilados apresentam novo carater
polianidbnico e a repulsdo de cargas causa maior extensdo da cadeia
consequentemente provocando um aumento de tamanho hidrodinamico (MVACHOVA
et al. 2014a)

Wang et al. (2012) avaliaram a solubilidade em agua de cinco derivados
carboximetilados da pachimana, uma (1—3)-p-D-glucana extraida do esclerddio de
Poria cocos. Os derivados apresentaram diferentes graus de solubilidade em funcgéao
do grau de substituicdo e similarmente ao encontrado no presente trabalho, parece
nao haver uma correlacdo direta entre o aumento do grau de substituicdo e o
aumento da solubilidade. Os derivados com DS de 0,40 e 0,48 apresentaram
solubilidade de 0,25 mg.mL™ e 0,30 mg.mL™, respectivamente. Ja os derivado com
DS 0,63, 0,75 e 0,88 apresentaram valores de solubilidade similares (0,50 mg mL™,
0,51 mg mL?e 0,52 mg mL™, respectivamente) entre si.

Zhang, Zhang e Chen (2001) carboximetilaram B-(1—3)-D-glucana, extraida
de Ganoderma lucidum, e obtiveram cinco derivados com DS entre 0,20 e 0,63. Os
autores observaram que assim como o0 polissacarideo bruto, os derivados com DS
equivalentes a 0,20 e 0,63 eram insolUveis em agua, ao passo que os derivados
com DS 0,38, 0,43 e 0,51 eram soluveis. A insolubilidade dos derivados com DS de
0,20 e 0,63 foi justificada pela rigidez da cadeia macromolecular causada por
interacbes de hidrogénio intermoleculares e repulsdo eletrostatica dos grupos
carboximetila. De acordo com os autores, os derivados com DS relativamente mais
altos apresentam cadeias mais estendidas do que as cadeias dos derivados com DS
mais baixos. Possivelmente, a mesma justificativa pode ser aplicada aos derivados
obtidos nesse trabalho, onde foi observado decréscimo da solubilidade com o
aumento do grau de substituicdo da macromolécula. A insercdo de grupos
carboximetila possivelmente promoveu mudancgas conformacionais na estrutura

tridimensional do biopolimero, afetando diretamente sua solubilidade.

5.2.7 Atividade Antioxidante
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Diversos sdo os compostos capazes de causar 0 estresse oxidativo nas
células. Apds sua formacao, podem danificar varias biomoléculas na busca de sua
estabilizacdo, nesse sentido, compostos com potencial de combater e evitar as
reacoes em cadeias sao de grande importancia biolégica.

Os ensaios utilizados para determinar o potencial antioxidante da
lasiodiplodana bruta e dos derivados neste estudo, incluem a avaliagdo da
capacidade de eliminacdo de agentes oxidantes (radical OHe e peroxido de
hidrogénio) e avaliacdo da capacidade de reducdo (poder redutor do ion Fe")
(WANG et al. 2016a). O fon Fe?* e 0 H,0, sdo os principais precursores da formacao
dos radicais hidroxila e superéxido, considerados 0s mais agressivos em sistemas
bioldgicos. A elevada reatividade do radical hidroxila torna seu combate quase
inviavel, visto que ele necessita de poucos milissegundos para reagir com moléculas
biolégicas, ressaltando a maior importancia em evitar sua formacdo, mas nao
dispensando a promocéo de seu sequestro (SCHNEIDER & OLIVEIRA 2004).

5.2.7.1 Remocao do radical hidroxila (OHe)

A maior parte dos radicais hidroxila reativos em sistemas biologicos sé&o
gerados pela reacao entre H,O, com Fe*, conhecido por reacdo de Fenton (WANG
et al. 2016a). O radical hidroxila apresenta uma reatividade extremamente elevada e
pode promover severos danos a biomoléculas funcionais em células vivas, porém
compostos antioxidantes sdo capazes sequestrar e interromper as reacodes
radicalares desencadeadas pelo radical OH« (SHI et al. 2017).

No ensaio espectrofotométrico de sequestro do radical OHe, o salicilato
compete com a amostra pela captura do radical hidroxila, e a hidroxilagdo do
salicilato € acompanhada pela mudanca de coloracdo. Assim, a medida do conteudo
de salicilato hidroxilado reflete a competicdo de ambos os antioxidantes, ou seja, a
diminuicdo da absorbancia da mistura reacional indica aumento da atividade de
eliminacdo de radicais hidroxila pela amostra (MACHOVA et al. 2014b). Segundo
Sheng & Sun, 2014 os radicais hidroxilas podem ser eliminados através de trés tipos

de mecanismos: transferéncia de elétrons (OH* + R — OH + R"), abstracdo de
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hidrogénio (RH + OH* — R+ + H,0) e adicdo a um anel aromético ou quebra de
dupla ligacéo produzindo um produto de adi¢cdo (OH* + R=R — HO - R -R¢).

A capacidade de remocéao do radical hidroxila pela amostra de lasiodiplodana
nativa, pelos derivados carboximetilados e pelo mondémero glicose, foram
determinadas pelo ensaio de salicilato e comparados com o padrdo antioxidante
acido ascorbico, estando demonstrados na Figura 11.
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Figura 10. Porcentagem de remoc¢ao do radical hidroxila (HOe) verificado nos ensaios com

lasiodiplodana nativa (LN), lasiodiplodana carboximetiladas (LC), glicose e acido ascérbico
(padréo antioxidante).

A carboximetilacdo da lasiodiplodana potencializou a capacidade de remocao
do radical hidroxila. A habilidade de remocao do radical hidroxila variou de 23,83%
(LN) a 62,64% (LC5, DS 0,68) na concentracdo de 1,0 mg mL” e quando esta
concentracdo foi aumentada para 2,0 mg mL™, a atividade de remoc&o do radical
variou de 33,39% (LN) a 67,19% (LC5).

Comparando a habilidade de remoc¢ao do radical hidroxila entre a amostra
nativa (LN) e a amostra com DS 0,68 (LC5) foram verificados incrementos de 163%

e 101% nas concentracdes de 1,0 mg mL™* e 2,0 mg mL™, respectivamente. Parece
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haver uma correlagédo dose dependente entre a concentracdo da glucana (entre 1,0
e 2,0 mg mL™Y) e a capacidade de eliminacdo dos radicais hidroxila, especialmente
nas amostras LN, LC1 (DS: 0,32) e LC2 (DS: 0,47).

Por outro lado, a lasiodiplodana nativa (LN) apresentou moderada atividade
de remocéo do radical hidroxila, tanto na concentragdo 1,0 mg mL™ (23,83%) como
na concentracdo de 2,0 mg mL™? (33,39%). O padrdo antioxidante &cido ascérbico,
como ja esperado, promoveu 100% de remocdo em ambas concentracdes de
amostra. O mondmero glicose também demonstrou habilidade de remocédo do
radical hidroxila, removendo 33,59% deste radical na concentracdo de 1,0 mgmL’ e
49,60% na concentracdo de 2 mg mL™.

Machova et al. (2014b) avaliaram a capacidade de sequestro de radicais
hidroxila e de eliminacdo do radical DPPH por derivados carboximetilados de
mananas (extraidas de Candida albicans, Candida dubliniensis e Candida tropicalis)
glucanas (extraidas de Saccharomices cerevisiae) e dextranas (extraidas de
Leuconostoc spp.). Estes autores verificaram que as atividades antioxidantes dos
derivados foram superiores as encontradas nos polissacarideos nativos apenas
quando avaliada pelo método de sequestro dos radicais hidroxila. Tais autores
sugerem que a remocao do préton pelo radical OHe ocorre preferencialmente nos
atomos de hidrogénio ligado a carbono do anel de piranose, ao invés dos grupos
hidroxila. De acordo com os autores, a situacdo muda apés a introducao de grupos
carboximetila, sendo verificado aumento da eficacia antioxidante. Tal aumento é
atribuido ao fato dos radicais hidroxila serem preferencialmente eliminados com
porcdes do grupo carboximetila, os quais especula-se que contenham hidrogénios
de metileno adicionais que sao removidos com mais facilidade pelos radicais
hidroxilas reativos.

Shi et al. (2017) produziram derivados carboximetilados (DS 0,849) de um
polissacarideo parcialmente hidrolisado, extraido da alga Enteromorpha prolifera, e
reportaram significativa melhoria na atividade antioxidante do polissacarideo
degradado em comparacdo ao polissacarideo nativo. Os autores atribuiram tal
melhoria a uma maior exposi¢cao de por¢cdes quimicas mais ativas da macromolécula
na amostra parcialmente degradada. A atividade antioxidante também foi melhorada
apos a carboximetilagdo, sendo verificado um percentual de remocéo de radical

hidroxila de 89,4% na concentracdo de 2 mg mL™* de amostra.
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Wang, Zhang & Zhao (2015) carboximetilaram o polissacarideo insoluvel
extraido da Tremella fuciformis e obtiveram derivados com graus de substituicdo
variando de 0,36 a 0,70. A derivatizacdo contribuiu para melhoria da solubilidade e
da atividade de eliminacdo de radicais hidroxilas. A melhor capacidade de
eliminacgdo de radicais hidroxila verificada pelos autores foi de 60,2% com o derivado
com grau de substituicdo de 0,70 na concentracdo de 1,64 mg mL™.

Tang et al. (2017) avaliaram o potencial de eliminacdo de radicais hidroxilas
de (1—3)-B-D-glucanas modificadas por sulfatacdo, carboximetilacdo e fosforilacéo.
Todos os derivados apresentaram poder de eliminacdo dos radicais hidroxila de
forma dose-dependente. A amostra carboximetilada em concentracdo 1 mg mL™
eliminou, aproximadamente 30% dos radicais, enquanto que na concentracédo de 2

mg mL™ a eliminac&o foi de aproximadamente 50%.

5.2.7.2 Atividade de remocéao de peroxido de hidrogénio (H.05)

Apesar do peroxido de hidrogénio (H2O,) ndo ser muito reativo é considerado
um dos principais indutores do envelhecimento celular, atacando sistemas de
producéo de energia celular e desempenhando importante papel como intermediario
na formac&do de moléculas ROS (Reactive Oxygen Species) ao reagir com Fe?* (LIU
et al. 2010a; LIU et al. 2010b; XU et al. 2009).

No protocolo analitico baseado na capacidade de remocdo de H,0,, o
perdxido de hidrogénio ndo removido pelas amostras, oxida o iodeto de potassio
tornando a solucdo amarela pela presenca de iodo. Apdés todo o H,O, ter reagido, a
guantidade de iodo formada € quantificada por titulacdo, utilizando o tiossulfato de
sodio (Na,S,03) o0 qual reduzira o iodo tornando a solucao incolor novamente.

O potencial de eliminacdo de H,O, pelas amostras LN, LC e monbmero
glicose foram determinadas e comparadas com o0 padrdo antioxidante acido

ascorbico. Os resultados estdo demonstrados na figura 12.
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Figura 11. Porcentagem de remocédo de H,O, verificado nos ensaios com lasiodiplodana nativa
(LN), lasiodiplodana carboximetiladas (LC), glicose e acido ascérbico (padrédo antioxidante).

Como esperado, o padrdo antioxidante acido ascorbico apresentou elevada
habilidade de remocdo de H,0, tanto na concentracédo de 1 mg mL™ (52,2%) como
na concentracdo de 2 mg mL™? (83,01%). Por outro lado, o monémero glicose
demonstrou baixa capacidade de remocdo de H,O, em ambas concentracdes
avaliadas (1,57%).

A lasiodiplodana nativa (LN) foi capaz de remover 13,41% do contetudo de
H.O, na concentracdo de 1 mg mL™ e remover 14,63% na concentracdo de 2 mg
mL™. Entretanto, a derivatizacdo da lasiodiplodana por carboximetilagdo néo
potencializou a habilidade de remoc¢édo de H,O, como encontrado no ensaio com
HOe. A habilidade de remoc¢do do conteudo de H,O, das amostras derivatizadas
(LC) variaram de 7,31% (DS 0,51) a 9,09% (DS 0,68) na concentracéo de 1 mg mL™,
e de 9,09% (DS 0,38 e 0,47) a 10,22% (DS 0,58 e 0,68) na concentracdo de 2 mg
mL™. N&o foi verificado correlacdo entre concentracdo da glucana e grau de

substituicdo em relacéo a capacidade de remocao de peroxido de hidrogénio.
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Liu et al. (2010a) avaliaram a atividade de eliminacdo do H,O, de dois
polissacarideos de baixo peso molecular (5.2 e 15,4 kDa) extraidos do corpo de
frutificacdo de Ganoderma lucidum. Os polissacarideos apresentaram elevada
atividade de remocéo de H,O, (entre 50% e 30%) na concentracéo de 8 mg mL?,
mas ainda inferiores ao verificado no padrao antioxidante acido ascoérbico (=62%).

Liu et al. (2017) verificaram que o potencial de remocdo de H,O, foi
influenciado pelo DS em amostras de quitosana carboximetilada. O potencial
aumentou diretamente com o aumento do grau de substituicdo e com o0 aumento da
concentracdo da amostra. Os autores encontraram valores superiores de remocao
de H,0,, sendo que a amostra com DS 0,34 apresentou 30% e 50% de remoc¢ao nas

concentracdes de 1mg mL™ e 2 mg mL™, respectivamente.

5.2.7.3 Poder Redutor

A habilidade de reducdo de um composto pode ser considerada como
indicador de sua potencial atividade antioxidante. Com relacdo ao fon férrico (Fe*"),
a doacdo de elétrons o converte em espécie nao reativa e mais estavel,
interrompendo a formacao e/ou encerrando a reagdo em cadeia dos radicais livres
(CHEN et al. 2014; MAITY et al. 2015). Neste ensaio, 0s compostos com acao
antioxidante convertem o fon férrico (Fe*") do cloreto férrico em fon ferroso (Fe®). A
reacdo de reducdo do Fe®* a Fe?* é acompanhada de mudanca da coloracdo
amarela para esverdeada, assim, o0 potencial antioxidante € mensurado pela
intensidade da coloracdo esverdeada da mistura reacional (NANDI et al. 2014).

O poder redutor da lasiodiplodana bruta, dos derivados carboximetilados e do
mondmero glicose foram determinadas pelo método de redugédo do ferricianeto de
potassio e comparados com o padrdo &cido ascorbico. Maiores valores de
absorbancia indicam maior poder de reducdo. Os resultados estdo demonstrados na

Figura 13.
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Figura 12. Poder redutor do ion do ferro (Ill) verificado nas amostras da lasiodiplodana nativa
(LN), lasiodiplodana carboximetiladas (LC), glicose e do padrao antioxidante (acido ascérbico).

Como pode ser observado na figura 13 o padrdo acido ascorbico apresentou
elevado poder redutor, tanto na concentracéo de 1,0 mg mL™ como na concentracéo
de 2,0 mg mL™. O aumento da concentracao de lasiodiplodana nativa de 1,0 mg mL
! para 2,0 mg mL™* promoveu um aumento de 77% da atividade redutora. Por outro
lado, assim como verificado na atividade de remocao de H,0,, a derivatizacao por
carboximetilagdo ndo potencializou o poder redutor da lasiodiplodana.

Os maiores resultados de atividade redutora foram verificados nas amostras
LN (absorvancia 0,092) e LC4 (absorvancia 0,057) na concentracdo de 2 mg mL™. O
mondmero glicose demostrou poder redutor inferior ao observado na lasiodiplodana
nativa.

O baixo poder redutor da lasiodiplodana possivelmente pode estar associado
a rigidez estrutural caracteristica da macromolécula (Vasconcelos et al. 2008), o que
poderia contribuir para menor exposicado de por¢des ativas da macromolécula (SHI
et al. 2017). Na literatura cientifica, pode ser verificado que os polissacarideos

comumente apresentam poder redutor relativamente baixos.
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Tang et al. (2017) avaliaram o poder redutor de amostras de pB-glucanas
guimicamente modificadas. A amostra modificada por sulfatacdo obteve o maior
poder redutor, sendo de 0,32 na concentracdo de 3,2 mg mL™. No mesmo estudo, a
glucana carboximetilada apresentou poder redutor bem inferior (0,072) nessa
concentragao.

Wang et al. (2016b) carboximetilaram um polissacarideo extraido da planta
Cyclocarya paliurus e avaliaram seu poder redutor, correlacionando ao grau de
substituicdo das moléculas modificadas. No referido trabalho, o aumento do DS
levou a uma diminuicdo do poder redutor das amostras, enquanto que O

polissacarideo bruto demonstrou maior potencial redutor.
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CONCLUSOES

O protocolo analitico empregado no processo de derivatizagdo quimica da
lasiodiplodana mostrou-se efetivo, promovendo a obtencdo de derivados
carboximetilados com diferentes graus de substituicéo,

O aumento da concentracdo do agente derivatizante na reacdo de
modificacdo quimica da lasiodiplodana levou a obtencdo de derivados com
diferentes graus de substituicdo (DS: 0,32, 0,47, 0,51, 0,58 e 0,68).

A introducdo de grupos carboximetila na macromolécula levou a expressivo
aumento de solubilidade. O derivado com menor grau de substituicdo (LC1, DS:
0,32) apresentou maior grau de solubilidade (67,99 mg/100mL). Por outro lado, o
aumento no grau de carboximetilacdo ndo promoveu subsequente aumento de
solubilidade.

Os espectros de FT-IR indicaram a derivatizagdo da lasiodiplodana por
carboximetilagdo, sendo verificadas bandas de intensidade forte em 1600 cm™ e
banda de absorcdo em 1421 cm™, resultantes das vibragbes de estiramento
assimétricos e simétrico do grupo COO™ da carboximetila.

A lasiodiplodana nativa (LN) e os derivados (LC) apresentaram estabilidade
térmica relativamente elevada, até temperaturas entre 200 °C e 210 °C, o que €
relevante considerando processos do setor alimenticio e farmacéutico.

A andlise difratografica das amostras de lasiodiplodana nativa (LN) e dos
derivados (LC) demonstraram que tais macromoléculas sdo biomateriais com perfil
cristalografico predominantemente amorfa tipico de polissacarideo.

A carboximetilagdo promoveu mudancas morfolégicas na microestrutura da
superficie do biopolimero, principalmente o surgimento de porosidade e estruturas
alvéolares ao longo da superficie.

A carboximentilagdo potencializou expressivamente a capacidade de remocao
de radical hidroxila pela lasiodiplodana. Entretanto, ndo promoveu aumento na
capacidade de remocé&o do perédxido de hidrogénio nem aumento do poder redutor.

Os dados obtidos neste estudo demonstraram a possibilidade de obtencéo de
derivados com diferentes graus de carboximetilacdo em funcdo da concentracdo do
agente derivatizante empregado na mistura reacional. Desta forma a reagao pode

ser guiada de acordo com o grau de substituicdo desejado.
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