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Avaliacao do potencial antioxidante e
antimicrobiano da lasiodiplodana sulfonada
(B-1,6-D-Glucana)

RESUMO

OBIJETIVO: As B-glucanas sdo polissacarideos encontrados na parede celular de alguns
microrganismos e cereais e também podem ser produzidas extracelularmente por
determinados fungos filamentosos. Estas macromoléculas podem apresentar
propriedades bioldgicas, como atividade anticoagulante, antioxidante, anticarcinogénica,
hipocolesterolémica, além de auxiliarem na redugdo de riscos cardiovasculares e diabetes.
Tais propriedades podem ser potencializadas a partir de modificagbes quimicas na
molécula, incluindo a derivatizagdo por sulfonagdo, onde grupos sulfonatos sdo inseridos
na estrutura. No presente trabalho a (1—6)-B-D-glucana (lasiodiplodana) produzida pelo
fungo L. theobromae MMPI foi derivatizada por sulfonagdo e o derivado obtido foi
caracterizado quanto ao potencial antioxidante e antimicrobiano. O protocolo de
sulfonagdo empregado levou a obten¢do de um derivado sulfonado com baixo grau de
substituicdo (DS: 0,24). A sulfonagdo contribuiu para a potencializagdo da atividade
antioxidante, sendo verificada aumento da capacidade de remocdo de perdxido de
hidrogénio do meio e do potencial redutor. Lasiodiplodana sulfonada apresentou
atividade bacteriostatica em concentragGes acima de 325 ug.mL'1 frente a S. aureus.
Estudos posteriores sdo importantes para obtengdo de derivados com maior grau de
sulfonagdo, os quais possivelmente apresentardo maior atividade antioxidante, habilidade
antimicrobiana, além de outras funcionalidades bioldgicas.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade bioldgica. Derivatizagdo quimica. Exopolissacarideo.
Sulfonacdo.
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INTRODUGCAO

O interesse comercial em polissacarideos vem crescendo consideravelmente
e inumeros estudos relativos a investigacdo de suas propriedades tem sido
verificada na literatura cientifica. Dentre os polissacarideos que apresentam
fungdes bioldgicas destacam-se as [-glucanas, que apresentam diversas
atividades como potencial anticoagulante, antioxidante e anticarcinogénico.
Além de auxiliarem no tratamento de doencas cardiovasculares, diabetes e
dislipidemias (WENG et al., 2011; KAGIMURA et al., 2015). As B-glucanas sdo
polissacarideos encontrados na parede celular de alguns microrganismos e
cereais e também podem ser produzidas extracelularmente por determinados
fungos filamentosos (KAGIMURA et al., 2015).

Diferentes parametros fisico-quimicos podem influenciar as atividades
bioldgicas que as B-glucanas podem apresentar. Afim de potencializar tais
atividades bioldgicas, modificagdes quimicas na estrutura primaria destas
macromoléculas vém sendo estudadas. Dentre as modificacdes descritas até o
momento, hd a sulfonacdo, onde grupos sulfonatos (S'0,0H) s3o inseridos na
estrutura da biomolécula e atuam como uma ferramenta para aperfeicoar ou
introduzir algumas propriedades biolégicas (KAGIMURA et al., 2015).

Neste contexto, este trabalho apresenta como objetivo a derivatizacdo
quimica por sulfonagdo da lasiodiplodana ((1—6)-B-D-glucana), bem como sua e
avaliagdo da capacidade antioxidante e antimicrobiana (MIC) do derivado.

METODOLOGIA

1. PRODUCAO E DERIVATIZAGAO QUIMICA POR SULFONAGAO.

O fluxograma a seguir apresenta as etapas experimentais realizadas desde a
conservacdo do fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI, passando pelo preparo
do indculo, produgdo por cultivo submerso em shaker de bancada da glucana até
derivatizacdo quimica por sulfonacgdo.

Figura 1 — Fluxograma da metodologia adotada para cultivo da cepa fungica, preparo
do inéculo, bioprocesso e recuperagdo do EPS e sulfonagdo (CUNHA et al., 2012;
VASCONCELOS et al., 2013).

Produgio da Sulfonagio
lasiodiplodana [Vasconcelos et al.,
[Cunha et al., 2012] 2013]
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Fonte: Autoria prépria

2. DETERMINAGAO DO GRAU DE SULFONAGAO.
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A determinacao do grau de substituicao seguiu o protocolo adotado por Vasconcelos
et al. (2013), no qual utiliza o método cloreto de bario-gelatina.

3. POTENCIAL ANTIOXIDANTE.

Para avaliagcdo da capacidade antioxidante da biomolécula foram empregadas as
metodologias baseadas na habilidade de remog¢do do radical H,0, e poder redutor, ambas
baseadas no protocolo seguido por Liu et al. (2010), utilizando como agente diluente
dimetilsulfoxido (DMSQ) 20%. Os resultados dos ensaios de atividade antioxidante foram
expressos como médias, as quais foram comparadas entre si pelo teste de Tukey.

4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA (MIC).

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram conduzidos conforme protocolo
descrito por KRICHEN et al. (2015), utilizando como agente diluinte DMSO 20%. As
concentragdes de amostra de lasiodiplodana nativa ou derivatizada utilizadas nas analises
foram de 825, 725, 625, 525, 425, 325, 225, 125 ug.mL'l. Neste estudo, foram testadas
quatro linhagens bacterianas (Staphylococcus aureus ATCC 25923; Salmonella
typhimurium ATCC 0028; Escherichia coli ATCC 25922 e Bacillus subtilis) e duas leveduras
(Candida tropicalis ATCC 13803 e Candida albicans ATCC 118804).

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. DETERMINAC/T\O DO GRAU DE SULFONACZ\O (DS).

A lasiodiplodana derivatizada (figura 2) neste trabalho apresentou DS igual a 0,24, ou
seja, existem 0,24 sitios substituidos a cada molécula de glicose, em um total de trés
sitios de substituicdo, apresentando dessa forma uma eficiéncia de 8% da derivatizagdo.
Possivelmente o uso de condi¢Ges reacionais mais drdsticas seja necessaria para
obtencdo de derivados com maior grau de sulfonagdo. Maiores tempos reacionais ou
maiores concentragbes de agente derivatizante no processo de derivatizacdo possa
contribuir para maior eficiéncia do processo. No entanto, é importante salientar que tal
reacao é bastante intensa e precisa de bastante controle, de forma a evitar uma possivel
hidrdlise e degradagdo na macromolécula nativa.

Figura 2 — Representacdo da lasiodiplodana derivatizada por sulfonacdo.
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Fonte: Autoria prépria

2. POTENCIAL ANTIOXIDANTE
HABILIDADE DE REMOCAO DO RADICAL H,0, E PODER REDUTOR.
O perfil de remocdo do perdxido de hidrogénio e poder redutor referente as

amostras de lasiodiplodana nativa (LAS-N), lasiodiplodana sulfonada (LAS-S),
glicose (Gli) e acido ascérbico (AC) estdo apresentados na figura 3.
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Figura 3 — A esquerda: potencial de remocgdo de H,0,, e a direita: potencial de poder
redutor. Acido ascérbico (AC), glicose (Gli), lasiodiplodana nativa (LAS-N) e sulfonada
(LAS-S).
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Fonte: Autoria propria

O monbmero glicose apresentou uma baixa capacidade de remocdo do
perdxido de hidrogénio (1,58%), ja a macromolécula lasiodiplodana nativa ndo
demonstrou efetividade em sua remocdo nas condicées do ensaio. Por outro
lado, apds sulfonacdo a lasiodiplodana foi capaz de remover 4,8% do perdxido de
hidrogénio, embora tal potencial ainda seja inferior ao verificado com o
antioxidante padrdo acido ascérbico (22%).

Como pode ser observado, o monémero glicose ndo demonstrou potencial
redutor sobre o ion férrico, diferentemente das amostras de LAS-N e LAS-S.
Entretanto, houve apenas uma pequena diferenca (p<0,05) entre o potencial
redutor da amostra nativa e sulfonada. Possivelmente, é necessario um ajuste no
grau de sulfonacdo da macromolécula, para o incremento do poder redutor.

3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA (MIC).

Na tabela 1 sdo apresentados os resultados referentes ao potencial
antimicrobiano das B-glucanas sulfonada.

Tabela 1 — Potencial antimicrobiano da lasiodiplodana sulfonada

Microrganismos Inibicao Bascteriostatica/ Bactericida/Fungi
Fungistatica cida
LAS-N LAS-S LAS-N LAS-S LAS-N LAS-S ‘
Staphylococcus R >325 R >325 R R
aureus(+) pg.mL* pg.mL™’
Salmonella >525 R >525 R R R
typhimurium (-) ug.mL'1 ug.mL':l
Escherichia coli(-) R R R R R R
Bacillus subtilis R R R R R R
(+)
Candida tropicalis R R R R R R
Candida albicans R R R R R R

R: resisténcia; I: Inibigdo; (+) gram positiva; (-) gram negativa
Fonte: Autoria propria

A lasiodiplodana modificada por sulfonagdo (DS 0,24), apresentou atividade
inibitéria (bacteriostatica) nas concentracdes acima de 325 pg.mL” frente a S.

XXII SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA, 22., 2017, Londrina, PR.




XXII

Seminario de Iniciagao Cientifica e Tecnologica

Londrina-PR

Outubro de 2017 /»

Péagina | 5

aureus. Além disso, LAS-N apresentou atividade bacterostatica frente a S.
typhimurium em concentracdes superiores ou iguais a 525 pg.mL™.

Possivelmente a concentracdo da amostra tem influéncia sobre as atividades
antimicrobianas, e neste sentido concentracdes superiores poderiam demonstrar
maior capacidade inibitéria. Entretanto, a baixa solubilidade das amostras
dificulta tal estudo.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicam que a modificacdo quimica da
lasiodiplodana por sulfonacdo, possivelmente é uma ferramenta que pode
contribuir para melhorias nas propriedades biolégicas da macromolécula e
potenciais aplicacbes industriais. Estudos posteriores sdo necessarios para a
otimizacdo das condi¢des reacionais que levem a obtencdo de derivados com
maior grau de substituicdo, bem como estudos bioldgicos mais especificos para
avaliar as potenciais funcionalidades bioldgicas destes derivados.
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Evaluation of the antioxidante and
antimicrobial potential of sulfonated
lasiodiplodana (p-1,6-D-Glucan)

ABSTRACT

OBIJECTIVE: As B-glucans are polysaccharides found in the cell wall of some microorganisms
and cereals and can also be produced extracellularly by certain filamentous fungi. These
macromolecules may have biological properties, such as anticoagulant activity, antioxidant,
anticarcinogenic, hypocholesterolemic, reduction of cardiovascular risks and diabetes. Such
properties may be potentiated from chemical modifications in the molecule, including
sulphonation derivatization, where sulfonate groups are inserted into the structure. In the
present work the (1->6)-B-D-glucan (lasiodiplodana) produced by the fungus L. theobromae
MMPI was derivatized by sulfonation and the derivative obtained was characterized as to
the antioxidant and antimicrobial potential The sulphonation protocol employed led to the
production of a sulfonated derivative with a low degree of substitution (DS: 0.24). The
sulfonation contributed to the potentialization of the antioxidant activity, being verified an
increase of the hydrogen peroxide removal capacity of the medium and the reducing
potential. Lasiodiplodana sulfonated presented bacteriostatic activity in concentrations
above 325 pg.mL-1 against S. aureus. Subsequent studies are important to obtain
derivatives with a higher degree of sulfonation, which may present higher antioxidant
activity, antimicrobial ability, and other biological functionalities.

KEYWORDS: Biological activitie; Derivatization. Glucan. Sulfonation.
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