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RESUMO

Estudos tém mostrado que polissacarideos extraidos de cogumelos estimulam o sistema
imunologico e apresentam atividades antiviral, anti-inflamatdria e antinociceptiva. A
presente pesquisa estuda os polissacarideos (glucanas) extraidos dos cogumelos
Agaricus blazei Murill e Lentinus edodes objetivando o isolamento, a caracterizacdo
quimica, as propriedades em solucdes e sua atividade bioldgica diante do herpes. Neste
trabalho, polissacarideos constituintes do corpo frutifero dos cogumelos A. blazei e L.
edodes foram isolados em meio aquoso. Os materiais isolados foram caracterizados
através da espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) e ressonancia magnética
nuclear (RMN) e sugerem uma estrutura compativel com glucanas (proteoglucanas )
apresentando-se predominante a configuracdo beta de reconhecida atividade biologica.
A analise elementar mostrou um teor de nitrogénio maior para o material extraido do A.
blazei, 0 que caracteriza um maior teor de proteinas se com parado aos polissacarideos
obtidos do L. edodes. O comportamento reoldgico dos polissacarideos purificados foi
avaliado em Redmetro TA Instruments modelo AR 550 em sensor do tipo cone-placa de
diametro de 40 mm e angulo de 0°59°°1° e taxas de cisalhamento de 40 a 800 s ™. As
medidas das solu¢bes em concentracfes variadas (1, 3, 5, 7 e 10%) foram realizadas em
triplicata a 25°C e mostram que para os polissacarideos extraidos do A. blazei, para cada
concentracdo em particular, praticamente ndo se observa variacdo na viscosidade,
indicando comportamento Newtoniano, porém parece haver uma tendéncia a elevacgéo
quando sdo aplicadas taxas de cisalhamento mais baixas. Os polissacarideos do
L.edodes mostraram comportamento pseudoplastico e uma menor concentracdo micelar
critica. A andlise de cromatografia de permeacdo em gel revelou uma maior massa
molecular média ponderal (Mw) para os polissacarideos isolados do A. blazei,
condizente com os resultados da massa molar viscosimétrica. Os dados do AFM
revelaram uma estrutura na forma de novelo para a fita polissacaridica obtida do
A.blazei e uma fita polissacaridica ramificada para o L.edodes, o que pode justificar uma
menor viscosidade e uma menos concentracdo micelar critica para a solugdo
polissacaridica do A.blazei. Os diagramas de fases mostram que a presenca do
polissacarideo diminui a faixa de temperatura em que o F127 permanece na fase gel,
sendo tal efeito mais evidente nos polissacarideos extraidos do A. blazei. Os dados dos
diagramas foram comprovados por meio do modulo de cisalhamento dindmico ou de
armazenamento (G’) e pelo médulo de perda ou de viscosidade (G”).

Palavras chaves: Agaricus blazei Murill; Lentinus edodes; Polissacarideos;

Caracterizacdo Quimica ; Propriedades em Solugdo; Diagrama de Fases e Reologia.



ABSTRACT
Studies have shown that polysaccharides extracted from mushrooms stimulate the
system immune and exhibit antiviral, anti-inflammatory and antinociceptive activities.
This research studies the polysaccharides (glucans) extracted from A. blazei Mushroom
L. edodes and aiming isolation, chemical characterization, properties in solutions and its
biological activity against herpes. In this work, the constituent polysaccharides fruiting
body of the mushroom Agaricus blazei and L. edodes were isolated in the aqueous
medium. The isolated materials were characterized by infrared spectroscopy (FTIR) and
nuclear magnetic resonance (NMR) and suggest a compatible glucans (proteoglucanas)
structure presenting the predominant beta of recognized biological activity setting. The
elemental analysis showed the highest level of nitrogen to the material extracted from A.
blazei, which features a larger protein content with standing to polysaccharides obtained
from L. edodes. O rheological behavior of the purified polysaccharides was evaluated in
rheometer TA Instruments model AR 550 in the cone-plate type sensor 40 mm in
diameter and angle 0°59 1" 'and shear rates 40-800 s -1. The measurements of solutions
in various concentrations (1, 3, 5, 7 and 10%) were carried out in triplicate at 25 ° C and
to show that polysaccharides extracted from A. blazei for each particular concentration,
almost no variation observed in viscosity, indicating Newtonian behavior, but there
seems to be a tendency to increase when lower shear rates are applied. Polysaccharides
L. edodes showed pseudoplastic behavior and a lower critical micelle concentration.
The analysis of gel permeation chromatography revealed a higher weight average
molecular weight (Mw) to the polysaccharides isolated from A.blazei, consistent with
the results of viscosimetric molecular weight. The AFM data show a structure in the
form of ball for polysaccharide obtained from A.blazei tape, which may explain the
lower viscosity. The phase diagrams show that the presence of the polysaccharide
lowers the temperature range in which the F127 remains in the gel phase, which is a

more obvious effect on the polysaccharide extracted from A.blazei.

Keywords: Agaricus blazei Murill; Lentinus edodes; polysaccharides; Chemical

Characterization; Phase Diagram and Rheology.
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1. INTRODUCAO

1.1 Reino Fungi

O reino Fungi apresenta uma grande variedade de representantes encontrados
nos mais diversos ambientes (Sterflinger et al., 2012). Sdo seres heterotréficos e
eucaridticos, podendo apresentar-se sob a forma levuriforme, formar um pseudomicélio
ou constituir hifas (Esposito; Azevedo, 2004). Diferente dos vegetais, que apresentam
amido como reserva energeética, nos fungos tal papel é desempenhado pelo glicogénio.
A parede celular dos fungos apresenta hexoses e hexoaminas como componentes
principais, que formam mananas, ducanas e galactanas, ja outras espécies tém parede
rica em quitina (N-acetilglucosamina) e outros possuem complexos glicoprotéicos
(Putzke; Putzke, 1998).

Esse reino apresenta divisdes, sendo que o filo Basidiomycota agrupa 0s seus

representantes mais desenvolvidos.

1.2 Cogumelos

Os cogumelos sdo as formas mais conhecidas pertencentes ao filo Basidiomycota,
apresentando, em sua maioria, uma frutificagdo macroscopica, constituida por hifas
modificadas que formam pseudotecidos, os quais se diferenciam em auréola, anel,

estipe, lamelas e bulbo basal, como representado na Figura 1. (Putzke; Putzke, 1998).

Figura 1. Desenho esquematico das principais estruturas dos cogumelos.

Auréola / Lamelas

Anel

Basididosporos

Estipe

Bulbo Basal wa

Basidio

Fonte: Autor.
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Considerando as especies ainda ndo identificadas e o foto de sequéncias
moleculares entre esses fungos mostram que uma Unica “espécie” pode agrupar 20
espécies distintas, o nimero de espécies de cogumelos catalogadas ultrapassa os 21.000.
(Kirk, 1998).

Cogumelos comestiveis sdo amplamente consumidos em muitos paises como um
alimento devido ao seu sabor atraente, aroma e carater nutricional, j& que possuem
teores significativos de proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais conteidos e um
nivel baixo de lipideos. Além disso, os cogumelos comestiveis caracteristicamente
contém muitos compostos bioativos diferentes, tais como os compostos fenolicos e a
eritadenine, esta com carater hipocolesterémica (Guillamon et al, 2010).

Muitas das acGes farmacoldgicas dos cogumelos sdo atribuidas a substancias
constituidas de polissacarideos de ligagdo B-glicosidica, como é o caso da B-glucana,
que estimulam uma resposta do sistema imunoldgico (Guillamén et al, 2010). As
estruturas das principais glucanas com propriedades terapéuticas (Surenjav, 2006) séo
representadas nas Figuras 2 e 3.

Figura 2. Representagio das estruturas de glucanas a (1—4) (a) e a (1—6) (b).

| 0 @ 7 m b () ]

Glucana a (1—4) Glucana a (1—6)

Fonte: Autor.

Figura 3. Representa¢ao das estruturas de glucanas p (1—3) (a) e p(1—6) (b).
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oH ! Glucana B (1—>3)

Fonte: Autor.
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1.3 Agaricus blazei

A.blazei é um cogumelo brasileiro popularmente conhecido como cogumelo do
sol, e é frequentemente consumido como alimento ou chd em diversas partes do mundo,
com destaque para China e Japdo (Kaneno et al., 2004), devido a seus efeitos
medicinais. No Brasil, principalmente no estado de Sdo Paulo, o cultivo comercial vem
sendo realizado desde o inicio da década de 90, sendo realizado nas épocas de
primavera e verdo (Ferreira.1998). Seu cultivo ndo pode ser feito pelo usando troncos de
arvores, uma vez que nao podem degradar componentes lignocelulésicos complexos,
sendo mais adequada a técnica de producdo intensiva chamada de axénico, onde o
substrato é preparado a base de serragem, adicionado de farelos de cereais e calcarios
(Eira et al, 1997). Este cogumelo é utilizado no combate ao estresse fisico e mental, na
melhora do sistema imunoldgico, reducdo do colesterol, tratamento de problemas
circulatérios e digestivos, além da atividade antitumoral (Bellini, 2006). Segundo
estudos tais propriedades estdo relacionadas a presenca de glucanas de cadeia linear
com configuragdes B(1—3) e B(1—6) (Yamanaka, 2012; Dong, 2002).

O A. blazei apresenta, quanto aos aspectos morfolégicos, a auréola com
coloragdo marrom, lamelas de coloragdo creme e hifas com coloragdo branca, como

mostrado na Figura 4.

Figura 4. A. blazei

Fonte: Autor

1.4 Lentinus edodes

L.edodes, conhecido como shiitake, ¢ a segunda mais importante especie de
cogumelo comestivel cultivada no mundo, ficando atras apenas do “"champignon™ de
Paris (Agaricus bisporus). A producdo mundial é crescente, sendo a China o principal
pais produtor. No Brasil, a producédo de shiitake estd se expandindo, principalmente nas

regides sul e sudeste (Ishikawa, Kasuya e Vanetti, 2001).
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O L.edodes é um basidiomiceto cujo corpo de frutificacdo é muito utilizado na
culinéria asiatica devido ao valor nutritivo significativo e seu consumo vem crescendo a
nivel mundial, incluindo o Brasil. Seu cultivo pode ser feito em troncos de arvores,
como € o caso do abacateiro, mangueira, carvalho e eucalipto, ou utilizando o sistema
axénico (Eira et al, 1997). Este cogumelo apresenta influéncia em varias propriedades
fisiologicas como a imunoprotecdo (estimulando a maturacdo, diferenciacdo ou
proliferacdo de células envolvidas nos mecanismos de defesa), prevencédo e tratamento
de doencas coronarias e cancerigenas (Carbonero, 2008). Segundo estudos tais
propriedades estdo relacionadas a presenca de glucanas com configuracbes PB(1—3) e
B(1—6) (Xu, 2012; Liu, 2012).

O L.edodes apresenta aspectos morfoldgicos semelhantes ao A. Blazei porém
com uma tonalidade de cor mais escura e uma auréola enrugada com pigmentos

brancos, como representado na Figura 5.

Figura 5. L. edodes

Fonte: Autor

1.5 Extracdo em Meio Aquoso e Propriedades dos Polissacarideos em Solucéo
Estudos com polissacarideos e glicoproteinas, soliveis em agua, extraidos de
cogumelos, tém demonstrado possuir atividades farmacoldgicas (Surenjav e col., 2006;
Yamanaka, 2012). A solubilizacdo desses polissacarideos em &gua é uma propriedade
importante quando se trata de testes farmacoldgicos, uma vez que favorece a absorgéo e
atuacdo dessas substancias, além de permitir uma reducdo da tensdo superficial,
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caracteristica favoravel para a solubilizacdo da substancia em determinado solvente
(Gonzaga, 2006).

Outro fator importante para os testes farmacolégicos é o estudo da viscosidade,
uma vez que pode interferir na qualidade da atuacdo das substancias, ao considerar
velocidade de absorcdo e consequente acdo. No entanto, nenhuma consideracéo é feita
acerca da relacdo da viscosidade desses polissacarideos e a eficiéncia das suas
atividades bioldgicas. (Gonzaga, 2006)

As glucanas sdo os homopolissacarideos mais comuns em basidiomicetos,
podendo ser lineares ou ramificadas, e apresentar diferentes configuragfes e massa
molar. B-glucanas com a mesma composicao quimica podem apresentar conformacéo de
hélice simples, tripla hélice ou em forma de espiral (Young et al, 1998). As hélices sdo
compostas por uma, ou trés cadeias de polissacarideos que permanecem unidas por
ligacbes de hidrogénio (Lipke, 1998), formando uma estrutura helicoidal, sendo as de
hélices simples e as triplas hélices consideradas biologicamente ativas (Ko et al., 2004).
Além disso, podem ser sollveis ou insollveis em &gua, dependendo da conformagéo,
ligacbes quimicas e massa molar (Zhang et al., 2007).

O mecanismo de agdo imunomodulatéria das PB-glucanas ainda ndo esta
totalmente esclarecido, mas parece estar relacionado a massa molar, tipo de ligacOes
glicosidicas, residuos presentes, solubilidade em agua, conformacdo espacial e grau de
polimerizacdo (Ohno et al., 1996; Kubala et al., 2003). Além do arranjo estrutural e
viscosidade (Wood, 2007).

1.6 Geleificacao e termorresponsividade

Copolimeros correspondem a uma classe de polimeros que apresentam duas ou
mais unidades monomeéricas diferentes. De acordo com a disposicdo de seus
mondmeros, os copolimeros podem ser divididos em quatro classes: em bloco,
alternado, estatistico, e enxertado (Yokoyama, 1992). Os copolimeros em bloco sdo
formados por uma sequéncia de monémeros A ligados covalentemente a uma sequéncia
de monémeros B. Os copolimeros em bloco podem ser classificados em grupos, de

acordo com a disposicédo de seus blocos, como mostra a Figura 6:
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Figura 6. . Diferentes tipos de copolimeros em bloco: (a) dibloco, (b) tribloco, ()
multibloco e (d) estrela.

a) COOICCOO Setesesesss b) oocooooreesesed o OCCOC0 c) ..&Jw d)
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Fonte: Kumar, Ravikumar e Domb, 2001.

O copolimero em bloco mais simples € o tipo AnB,, onde o homopolimero An,
estdo ligado ao homopolimero B, recebendo o nome de copolimero dibloco (Figura
6.a). O segundo tipo de copolimero, chamado de tribloco (Figura 6.b), é constituido do
homopolimero B, com as terminages ligadas a homopolimeros An. No terceiro tipo, 0s
segmentos An, e B, ligados sdo repetidos muitas vezes e é chamado de multibloco
(Figura 6.c). O quarto tipo de copolimero em bloco é chamado de estrela (Figura 6.d),
onde a unidade A, com muitos bragos funcionalizados copolimeriza em bloco com o0s

blocos By, e apresenta-se na forma de estrela. (Kumar, Ravikumar e Domb, 2001).

A utilizacdo de copolimeros na dissolucdo de farmacos vem sendo estudada,
devido, principalmente, a sua eficiéncia no processo de solubilizacdo, baixa toxicidade e
capacidade em controlar a liberagcdo de farmaco no organismo (Oliveira e Lima, 2006),
em especial, os copolimeros em bloco de carater anfifilico, por formarem micelas em
solucdo aquosa (Letchford e Burt, 2007), o0 que torna possivel seu uso como carreadores

de farmacos.

Nesse contexto, estudos de misturas binarias de copolimeros que possuem bloco
hidrofilico de polioxietileno (Myers, 1992) mostram-se promissores como
nanocarreadoras de farmacos. Um exemplo sdo poliéteres do tipo E.PnE, (Figura 7),
onde E denota a unidade monomérica oxido de etileno e P a unidade de oOxido de
propileno, conhecidos como Pluronics®.
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Figura 7. Estrutura geral dos Pluronics®.

FREE I

Fonte: Autor.

A medida que a concentracdo desses copolimeros aumenta, suas solucdes
comegam a tornar-se mais viscosas até atingir um estado de gel imoével. Wanka,
Hoffman e Ulbricht (1990) propuseram que a geleificacdo acontece pelo
empacotamento das micelas em mesofases cristalinas cubicas, hexagonais ou lamelares,
dependendo da forma das micelas. Os Pluronics apresentam uma propriedade
interessante, a termorresponsividade, que é a formacédo de gel imével com o aumento da
temperatura.

Essa transicdo sol-gel € uma consequéncia de uma diminuicdo na
solubilidade do copolimero em &gua com o aumento da temperatura, aonde o sistema
vai se tornando viscoso até atingir o estado de gel im6vel. A menor concentracdo a
partir da qual se verifica esse fenbmeno é a concentracdo critica de formacéo de gel.
Essa transicdo € reversivel quando se diminui a temperatura ou, em algumas
concentrages, o estado de gel possui uma temperatura maxima, acima da qual ele volta
a ser sol. Esse comportamento termorresponsivo tem sido estudado a fim de usar o
copolimero como matriz para a administracdo subcutanea de farmacos, objetivando uma
liberacdo controlada e prolongada.

Uma das técnicas utilizadas no estudo do comportamento de formacédo de
gel desses copolimeros em funcdo da temperatura e da concentracdo € o método de
inversdo de tubo (Chaibundit et al., 2007), onde solucBes dos copolimeros em diferentes
concentracdes sdo analisadas quanto a formacdo de gel numa faixa de temperatura que
normalmente varia de 10 a 90°C. Os dados do estudo sdo representados em um grafico
de concentracdo versus temperatura (diagrama de fases). Nesse diagrama as fases séo:
solugdo ou fluido (“sol” ou “mobile”) e gel duro ou imodvel (“gel”, “hard gel” ou
“imobile”).

No estudo dos géis outro estudo importante € o das caracteristicas
reoldgicas, que sdo propriedades importantes a serem consideradas na fabricacao,

estocagem e aplicagéo topica (Martin, 1993).
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Os géis, por apresentarem comportamento hibrido elastico e viscoso, sao
viscoelasticos, podendo ser avaliados por diferentes métodos reologicos, tais como:
fluxo continuo, tensdo constante e oscilatéria. Ou seja, a medida da viscoelasticidade
pode ser feita por métodos estaticos e dindmicos, porém somente por meio de ensaios
oscilatdrios, as propriedades podem ser medidas ao mesmo instante (Braseq, 2007).

No método dindmico oscilatério, o material é submetido a variacdo de
tensdo ou deformacdo harmonicamente com o tempo e os resultados séo influenciados
pela estrutura fisica do material e composicdo quimica, ou seja, a resposta obtida pode
ser usada para fornecer informacdo sobre o aspecto estrutural de um sistema a
nivel molecular ou predizer o comportamento macroscopico, desde que 0 ensaio seja
feito dentro do intervalo de viscoelasticidade linear (Steffe, 1996).

As andlises oscilatorias permitem determinar a energia elastica armazenada
e a energia perdida pelo fluxo viscoso. Sdo determinados através do calculo dos
maodulos eléstico, viscoso, complexo e outros parametros, utilizados para estudo da
viscoelasticidade de sistemas complexos (Dolzm; Hernandez; Delegido, 2008).

No teste de deformacdo aplica-se uma tensdo baixa e constante sobre a
amostra por certo periodo de tempo. A resposta do material a tensdo aplicada, quanto a
distancia e velocidade com que se moveu em fungdo do tempo é a propriedade de
deformacdo do material. Quando a deformacdo é pequena, ou é aplicada de forma
muito lenta, os arranjos moleculares estdo proximos ao equilibrio. Assim, esta resposta
mecanica € a uma reflexao dos processos dindmicos a nivel molecular que se modificam
constantemente, 0s quais ocorrem mesmo quando o sistema esta em equilibrio. Este é o
dominio da viscoelasticidade linear. (Braseq, 2007).

Ao ser medido o angulo de fase (8) entre tenséo e deformacdo tem-se uma
medida do grau do comportamento sélido ou liquido, quantificados através do médulo
de cisalhamento dindmico ou de estocagem G’ e modulo de perda G” (Freitas, 2003),
onde um menor J representa uma maior resposta elastica.

O modulo de cisalhamento complexo (G*), que representa a resisténcia total

a deformacdo do sistema, € definido como (Equacéo 1)
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Equacdo 1. Modulo de cisalhamento

o

« T
G¥r= T _

7

Onde:

T° = tenséo total
v° = deformacéo
O G* também pode ser subdividido em dois componentes (Equacéo 2):

Equacao 2. Modulo complexo

G*=G’+ G”
G’ = modulo de cisalhamento dindmico ou de armazenamento
G” =modulo de perda ou de viscosidade

Figura 8. Mddulo complexo | G* |.

A
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)
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Fonte: autor

Um alto modulo de cisalhamento complexo G* representard maior rigidez.

A varredura de tensdo ou deformacdo, a uma frequéncia constante, é utilizada
para determinar o limite da viscoelasticidade linear pela identificacdo do valor critico
deste pardmetro de varredura. Na regido viscoelastica linear, ndo é observado
dependéncia da deformacdo e da tensdo em relacdo a frequéncia (Lapasin; Pricil, 1995).

Um material mais estavel apresenta uma regido viscoelastica linear mais ampla.

1.7 Polissacarideos Sulfatados
Atualmente, hd um grande interesse na busca de substancias que apresentem

acao anticoagulante, ou seja, que possam ser uma alternativa a heparina. Tal atividade
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bioldgica deve-se, em grande parte, aos grupos sulfatos existentes na heparina, uma vez
que estes potencializam a acdo de inibidores das proteases plasmaticas, tais como AT
(antitrombina) e HCII (cofator 11 da heparina), ou inibi-las diretamente (Pomin, 2009).
Porém, a atividade anticoagulante destes compostos depende da massa molar e da
composicado quimica, especialmente dos contetdos de sulfato e fucose (Nishino; Aizu;
Nagumo, 1991).

O potencial anticoagulante despertou interesse na busca de novos
polissacarideos naturalmente sulfatados e de estratégias para sulfatar polissacarideos
neutros. Polissacarideos sulfatados sdo amplamente distribuidos na natureza, sendo
encontrados como componentes de matriz extracelular, na superficie de células de
vertebrados ou séo sintetizados por organismos marinhos (Alban; Schauerte; Franz,
2001). Dentre os polissacarideos naturalmente sulfatados, destacam-se os polimeros
isolados de algas marinhas, como carragenanas e fucoidanas.

Alguns polissacarideos de liquens foram isolados e sulfatados. Stuelp (1997)
avaliou a atividade anticoagulante de uma a- e uma B-glucana isolada de Ramalina
celastri. A a-glucana apresentou uma atividade maxima para os testes de aPTT (tempo
de tromboplastina parcialmente ativada) e TT (tempo de trombina) nas doses de 13 e 18
pug/ml de plasma, respectivamente. Em outro estudo com polissacarideos de liquens,
uma galactoglucomanana isolada de Cladonia ibitipocae, apds sulfatacdo quimica,
apresentou 42,2 % de sulfato e inibiu totalmente a formacdo de trombo in vivo, apés
administracdo intravenosa de uma solucdo a 2 mg/kg do animal (Martinichen-Herrero et
al., 2005b). No mesmo modelo animal de trombose, uma B-glucana com ligagdes (1—6)
isolada de Parmotrema mantiqueirense, contendo 76,8% de sulfato ap6s modificacdo
quimica, também inibiu a formacdo do trombo (Martinichen-Herrero et al., 2005a).
Apesar de polissacarideos de liquens apresentarem uma boa atividade anticoagulante,
seu uso € limitado, ja que estes organismos ndo sdo encontrados em grande quantidade
na natureza.

Além das atividades anticoagulantes, polissacarideos sulfatados também podem
apresentar atividades anti-arterioesclerotica, antiproliferativa, antiangiogénica, antiviral,

anti-inflamatoria e antimetastatica (Yoshida et al., 1995;Alban; Schauerte; Franz, 2002).
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1.8 Absorcao de gordura

A principio, a agua é o veiculo de escolha para as prepara¢des medicamentosas,
uma vez que € a substancia de maior abundancia no corpo humano e sem risco de
toxicidade (Gonzaga, 2006).

Solug¢des viscosas de B-glucanas promovem inibicdo da digestdo e absorcao de
gordura da dieta por influenciar na emulsificacdo das gorduras através do aumento do
tamanho das goticulas, atuando como cardioprotetoras pela diminui¢do dos niveis de
colesterol sanguineo (Wood, 2007).

Além dos seus efeitos hipocolesterolémicos, a B-glucana também possui efeito
regulador sobre os niveis sanguineos de glicose e insulina. A B-glucana tem acdo na
reducdo da glicose sanguinea po6s-prandial, pela diminuicdo do fluxo de glicose através
do aumento da viscosidade e capacidade de ligacdo com agua que confere ao contetdo
gastrointestinal, interferindo na digestdo enzimatica e absorcdo dos nutrientes na

mucosa intestinal (Bae et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Isolar e caracterizar os polissacarideos e/ou glicoproteinas dos cogumelos A.
blazei e L. edodes, quanto as suas caracteristicas estruturais, propriedades em solugéo e
formacdo de géis, na tentativa de contribuir para o conhecimento destes materiais e

propor alternativas para ampliar sua area de aplicacao.

2.2. Objetivos especificos:

« Utilizar procedimento de extracdo e isolamento para obtengédo dos polissacarideos e/ou
glicoprotéicos nas suas configuracdes especificas;

* Caracterizar os polissacarideos e/ou complexos glicoprotéicos;

« Estudar as propriedades dos polissacarideos e/ou glicoprotéinas em solucdo através de
medidas de viscosidade, reologia, cromatografia de permeacdo em gel, microscopia de
forca atbmica e concentracdo micelar critica, e, bem como seu potencial na absorcao de
gordura.

« Avaliar suas propriedades termorresponsivas, por meio do diagrama de fases, de géis
desenvolvidos a partir da combinacdo do copolimero F127 e polissacarideos e/ou
glicoprotéicos.

« Modificar quimicamente os polissacarideos e/ou glicoproteinas por sulfatacéo.

« Avaliar o potencial dos polissacarideos e/ou glicoproteinas em absorver gordura.
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

Os cogumelos A. blazei e L. Edodes foram fornecidos por Nilo Martins
Guimardes (Suzano, Sdo Paulo) e pela Profa. Rosa Elisa Linhares (Universidade
Estadual de Londrina — Pr), respectivamente. Os cogumelos foram cultivados em
estufas climatizadas, reproduzindo as condigdes de cultivo in natura. As amostras foram
enviadas sem raizes, desidratadas, cortadas em fatias e embaladas em sacos plésticos a
vacuo. Para os experimentos, os cogumelos foram secos, na estufa, e pulverizados
utilizando-se liquidificador industrial.

Todos os reagentes utilizados sdo de grau analitico.

3.2 Metodologia e procedimentos

3.2.1 Extracéo e isolamento dos polissacarideos

O mesmo procedimento de extracdo e isolamento foram aplicados para 0s
cogumelos isoladamente, onde partindo-se do cogumelo seco e pulverizado, preparou-se
uma suspensao aquosa 5% (m/v) (10 g de cogumelo em 200 mL de agua destilada), que
foi submetida a 100°C por 5 h. Apods este periodo, a suspenséo foi centrifugada (8000
rpm/10 min) e em seguida filtrada em papel para remocdo do residuo, obtendo-se um
extrato limpido de coloracdo alaranjada (pH ~5,0) para o A. blazei e um extrato limpido
de coloracdo amarelada (pH ~5,0) para o L. edodes. O extrato foi neutralizado com
solucdo diluida de NaOH (0,1 M). Nesta etapa adicionou-se 1% (m/v) de NaCl (sendo,
“m” a massa do sal e “v” o volume de extrato) para facilitar a precipitacdo dos
polissacarideos e/ou do complexo glicoproteico na etapa seguinte. Posteriormente, o
extrato foi adicionado ao etanol na propor¢éo 1:5 (v/v) (extrato/ etanol) e sob agitacdo
moderada. Por centrifugagdo (8000 rpm/durante 10 min), o precipitado foi retirado do
meio etanolico e lavado em seguida com etanol e posteriormente com acetona para
remocao de eventuais tracos de acidos graxos. Desde que o material isolado apresentou
uma coloragdo escura, tornou-se necessario uma clarificagdo utilizando-se peréxido de
hidrogénio 40%, na forma de uma mistura etanol/peréxido 1:1 v/v, por
aproximadamente 15 h a temperatura ambiente, para evitar que a presenca de

pigmentacdo comprometa algumas analises. Em virtude da parcial solubilizagdo do
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precipitado no meio clarificante, submeteu-se o material a uma segunda precipitacdo em
etanol, usando-se a proporcdo de 1:4 v/v (meio clarificante /etanol), para recuperagéo
méaxima do precipitado. Por centrifugacdo (8000 rpm/10 min), o precipitado foi
separado e em seguida lavado com etanol e acetona, nesta ordem, sendo seco em banho
de areia a 40°C por aproximadamente 2 h. O precipitado final obtido foi quantificado.
Ap0s seco e pesado, o precipitado foi colocado em um recipiente com &gua destilada a
1% m/v e submetido a aquecimento de 40°C, sob agitacdo por 48 h, sendo em seguida
centrifugado por 15 min a 8000 rpm, para remogdo da parte insoltvel, a qual foi seca a
40°C e pesada. A porcdo sollvel foi liofilizada e posteriormente pesada. O fluxograma

das etapas € mostrado na Figura 9.

Figura 9. Fluxograma do procedimento de extracdo e isolamento dos
polissacarideos.

COGUMELO BRUTO (seco e pulverizado)

*10g/200 mL (5 %)
*Aquecimento (100°C/5 h)

Residuo solido Extrato

*Adicao de NaCl 1% (m/v)

15 h/temp. ambiente

v

Precipitado parcialmente solivel
no meio clarificante

clarificante/etanol)

*Secagem (400C/ ~2h)

v

*Centrifugacao (8000 rpm/10min)/Filtragdo (em papel)

*Neutralizacdo (sol. NaOH 0,1M)

*Precipitacdo em etanol (1:5 v/v extrato/etanol)
*Centrifugacao (8000 rpm/10 min)

*Lavagem do precipitado(etanol/acetona)
*Clarificagdo (H,O,/etanol 1:1 v/v

2% Precipita¢do em etanol (1:4 v/v meio

*Centrifugacao (8000 rpm/10 min)
*Lavagem do precipitado (etanol/acetona)
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POLISSACARIDEOS

* Solubilizagdo em agua
*Agitacao sob aquecimento
*Centrifugacao

Porcao insoluvel Sobrenadante
*Liofilizacao

POLISSACARIDEOS
SOLUVEIS EM AGUA
Fonte: Autor. (ISOLADOS)

3.3. Analise e Caracterizacdo dos Polissacarideos e ou Glicoproteinas

3.3.1 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho (FT-IR)

As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr e analisadas em equipamento
FT-IR 8300 da Shimadzu.

3.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear ( **C - RMN, **C -RMN-DEPT e *H- RMN )

Para obtencdo dos espectros de *C - RMN, *C -RMN-DEPT e 'H- RMN as
amostras foram solubilizadas em D,0. Os espectros foram obtidos em equipamento
Bruker modelo Avance DRX-500.

3.3.3 Analise Elementar

A pesquisa dos elementos carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre, nos
polissacarideos e ou glicoproteinas isolados foi realizada em um microanalisador

CHNS/0, modelo 1110 (Carlo Erba), equipado com detector de condutividade térmica.
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A amostra foi submetida a combustdo a 1000°C, em atmosfera de oxigénio, usando
hélio como gas de arraste e uma coluna cromatografica empacotada com silica. Os
teores de nitrogénio foram utilizados para determinacdo de proteinas, multiplicando-se
esses valores pelo fator 4,38, o qual é estabelecido para algumas espécies fungicas
(Manzi et al., 1999; Chang et al, 2001).

3.4 Propriedades dos Polissacarideos em Solugéo

3.4.1 Determinacéo da viscosidade intrinseca e massa molar

Solucdo aquosa dos polissacarideos e/ou glicoprotéinas isolados a 5% (m/v) foi
submetida a aquecimento (= 50°C) sob agitacdo por 15 h. As medidas de viscosidade
foram realizadas em viscosimetro capilar do tipo Ubbelohde, a 25 + 0,1°C. A
viscosidade intrinseca [n], em mL/g, foi determinada a partir do gréfico da viscosidade
reduzida versus concentracdo, extrapolando a reta para concentracdo zero. A massa
molar viscosimétrica média (Mv) foi calculada usando-se a equacdo de Mark-Houwink
(Equacéo 3):

Equacdo 3.Viscosidade intrinseca

nl=k. Mv?
Onde, k e a sdo constantes dependentes da natureza do soluto e do solvente. Os fatores k
=6,7.10" cm® g™ e 0 expoente a = 0,75 foram usados para os calculos envolvendo os
polissacarideos isolados do A. blazei (Varum, Martnsen e Smidsrod, 1991). Para o e L.
edodes os fatores k e 0 expoente a foram respectivamente 2,94 . 107 cm®. g* e o
expoente a = 1,58 (Zhang et al., 2005).

3.4.2 Estudo Reoldgico

O comportamento reoldgico dos polissacarideos e/ou glicoprotéinas isolados do
A. blazei e L. edodes foi avaliado no Redmetro da TA Instruments modelo Advanced
Rheometer 550 (AR 550) em sensor do tipo cone-placa de diametro de 40 mm e angulo
de 0°59°1°, & 25°C e uma taxa de cisalhamento de 40 a 800 s™. As medidas das

solugdes em concentragdes variadas (1, 3, 5, 7 e 10%) foram realizadas em triplicata.
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Alguns parametros de fluxo envolvidos nas medidas foram avaliados atraves da
equacédo da lei da poténcia dos fluidos, usando o modelo Power-law representado pela
equacao 4 (Marcotte, 2001).

Equacdo 4.Tensdo de cisalhamento

c=my"

onde o é a tensdo de cisalhamento, y é a velocidade de cisalhamento, m é o coeficiente

de consisténcia e n o indice de fluxo.

3.4.3 Cromatografia de Permeacéo em Gel

O perfil cromatografico dos polissacarideos e/ou glicoprotéinas foi determinado
em um cromatografo SHIMADZU LC-10AD com detector de indice de refragdo RID-
10 a 25°C. A anadlise foi realizada com uma coluna PolySep-GFC-P linear 7,8 x 300
mm, fase mével de NaNOz 0,1 mol/L, fluxo de 0,5 mL/min e o volume de amostra
injetada foi de 20 puL. A curva de calibragdo foi construida utilizando-se de padrdes de

pululana com massas molares em intervalo de 10% a 10° g/mol.

3.4.4 Avaliacéo da Conformacéao Estrutural por Microscopia de Forga Atdbmica

As imagens de MFA foram obtidas por meio do microscopio Nanoscope
Ila (Veeco, CA), no modo de varredura intermitente (tapping mode), no qual a ponta de
prova do equipamento varre a superficie da amostra com “batidas” intermitentes
produzidas numa frequéncia proxima a de ressonancia do cantilever, evitando assim,
danos na superficie de amostras frageis. A sonda utilizada € feita de silicio e possui
constante de mola de aproximadamente 46 N/m (modelo TESP - Bruker). As imagens
foram obtidas com resolugédo de 512 x 512 linhas, e velocidade de varredura de 1 Hz.

A preparacdo das amostras teve inicio com a dissolucéo dos polissacarideos
e/ou glicoprotéinas isolados do A. blazei e L.edodes em agua Milli-Q, concentracdo de
1%, sob agitacdo magnética, durante 12 horas. Apos dissolucdo, as amostras foram
centrifugadas (8000 rpm/10 min) para remog¢ao de possiveis particulas suspensas. Em
seguida, foram depositadas em um substrato de mica (aproximadamente 2 ul) e

deixadas em repouso em temperatura ambiente por aproximadamente 4 horas. A
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superficie da mica foi previamente clivada com ajuda de uma fita adesiva e
posteriormente inserida em solucGes levemente &cidas, seguida por copiosa lavagem em
agua destilada. Finalmente as amostras sdo levadas para analise no MFA em

temperatura ambiente.

3.4.5 Tensao superficial para Determinacédo da Concentracdo Micelar Critica

Solucdes dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do A. blazei e L.edodes, em
concentracdes variadas (1,5 a 1 x 107% m/v), foram submetidas a medidas de tensdo
superficial através do método de du Nouy. As solu¢des analisadas foram preparadas
usando-se agua Mili-Q e filtradas para realizacdo das medidas, que foram feitas a
temperatura de 25°C em um tensidmetro TD 2 LAUDA devidamente calibrado
conforme o manual de operacdo do aparelho. O procedimento consiste na aplicacdo da
forca necessaria para remover um anel de platina previamente mergulhado na solucéao
em estudo. A forca é aplicada através do brago do tensidmetro, que suspende lentamente
o anel até desprendé-lo da superficie do liquido. O valor da tensdo superficial no

momento do deslocamento do anel é lido diretamente na balanca, em mN.m™.

3.5 Propriedades termorresponsivas
3.5.1 Método de inverséo de tubo

Os geis foram preparados misturando-se diferentes concentracdes de F127 (15 a
32% m/m) com polissacarideos e/ou glicoprotéinas extraidos do A.blazei e L. Edodes (1
a 2% m/m), acrescentando agua Milli-Q até a massa de 0,5 g em tubos pequenos
(diametro interno de 10 mm). Apds mistura, os géis foram agitados (vortex) e deixados

em repouso, sob refrigeracdo (£4°C), por 10 dias até atingir o equilibrio.

Foi observada a possivel modificacdo de fase dos sistemas, enquanto lentamente
aquecidos (10 — 90°C, a uma velocidade de aguecimento de + 1° min™) num banho de
agua termostatizado. A reprodutibilidade foi + 2°C para as temperaturas de transicao
fluido/gel e = 2 °C para as temperaturas de transi¢cdo gel/fluido. Essa relacdo entre
temperatura e modificacdo de fase permite a construcdo do diagrama de fases,

observando assim as propriedades termorresponsivas dos géis.
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Para verificar a influencia dos polissacarideos e/ou glicoprotéinas no processo
de gelificacdo foi feito o diagrama de fases do F127 nas concentragdes de 15 a 32%

m/m.

3.5.2 Estudo Reoldgico

Os géis foram preparados misturando-se diferentes concentragcdes de F127 (16,
18 e 20% m/m) com polissacarideos e/ou glicoprotéinas extraidos do A.blazei e L.
Edodes (1% a m/m), acrescentando agua Milli-Q até a massa de 2,0 g (quantidade
suficiente para analise em triplicata) em frascos pequenos (didmetro interno de 20 mm).
Ap0s mistura, os geis foram agitados (vortex) e deixados em repouso, sob refrigeracao
(£4°C), por 10 dias até atingir o equilibrio.

O comportamento reoldgico dos géis foram avaliados no Redmetro da TA
Instruments modelo Advanced Rheometer 550 (AR 550) em sensor do tipo cone-placa
de didmetro de 40 mm e angulo de 0°59°1°. O médulo de armazenamento (G’) e o
modulo de perda (G”), foram determinados por testes oscilatorios em frequéncia de
1Hz, tensdo de 30Pa (determinada por meio da regido de linearidade) e uma faixa de

temperatura de 15-50°C (méaxima variacdo permitida pelo aparelho).

3.6 Modificacdo quimica dos polissacarideos e/ou glicoproteinas por sulfatacédo
3.6.1 Procedimento de Sulfatacao

O procedimento experimental adotado foi adaptado da metodologia
proposta por (O’Neill, A.N,1955) e (Singh, V; Srivastava, A; Tiwari, A, 2009) no qual
300 mg dos polissacarideos e/ou glicoproteinas extraidos do A.blazei foram adicionadas
em uma mistura de piridina e N,N-dimetilformamida (50 : 10 v/v), com agitacédo
magnética a 25 °C por 12 horas. Apos esse procedimento, a mistura foi condicionada,
em sistema fechado, a temperatura de 4°C e acido clorossulfénico (4mL) foi adicionado
lentamente a mistura com agitacdo, em banho de gelo. Com o término da adicdo do

acido, a mistura reacional ficou em repouso a 4°C por 24 h, e em seguida neutralizada
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com uma solucdo saturada de bicarbonato de sodio. O produto obtido foi dialisado

(membrana de corte 12.000 g/mol) por 120 horas e posteriormente liofilizado.

3.6.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FT-IR)

As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr e analisadas em equipamento
FT-IR 8300 da Shimadzu.

3.6 Ensaio para investigacao da capacidade de absorcao de gordura

Uma amostra de 100 mg polissacarideos e/ou glicoprotéinas extraidos do
A.blazei e L. Edodes foi dispersa em um tubo de ensaio contendo 2,0 g de 6leo de soja.
A mistura foi mantida em contato, a temperatura de 25°C, durante 1 hora com agitacdo
por 15 minutos. Em seguida, a mistura foi submetida a centrifugacdo por 20 min a 8000
rpm, o sobrenadante descartado e o residuo pesado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracdo e Isolamento dos Polissacarideos e/ou Glicoproteinas

4.1.1 Rendimento dos polissacarideos e/ou glicoproteinas solUveis em agua

Através dos procedimentos de extracdo e isolamento realizados obteve-se um
rendimento médio de 11% para o A. blazei e de 7% para o L. edodes. Apds
procedimento de separacdo da por¢do insoldvel em &gua, os polissacarideos e/ou
glicoproteinas isolados do A. blazei e L. edodes, apresentaram rendimentos de 10% e 6.
Rendimento muito semelhante (10,5%) foi obtido para polissacarideos e/ou
glicoproteinas extraidos do A. blazei cultivado no Ceard, utilizando-se das mesmas
condigdes de extracéo trabalhadas (100°C/5 h), e em torno de 9,5% para polissacarideos

e/ou glicoproteinas isolados (Gonzaga, 2006).

4.1.2 Rendimento da porc¢éo insoluvel

A porcdo insolivel em agua, obtida a partir dos precipitados isolados dos dois
cogumelos, mostrou rendimento percentual de aproximadamente 12% para a amostra do
A. blazei, enquanto um percentual médio de 10% foi obtido para o material isolado do
L. edodes.

4.2 Caracterizacao Estrutural dos Polissacarideos e/ou Glicoproteinas

4.2.1 Espectroscopia na regido do Infravermelho

Os espectros dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados, Figuras 10 e 11,
revelaram frequéncias de absorcéo caracteristicas de carboidratos referentes aos grupos
OH (3000-3500 cm™), aos grupos CO (1034 cm™), a ligacéo glicosidica C-O-C (1150
cm™) e ao carbono anomérico C1H (1079 cm™) (Brondsted, Hovgaard e Simonsen,
1995). A indicacdo da ligacdo C-H em configuracéo B foi confirmada pela presenca da
frequéncia de deformacao em torno de 887 cm™ (Seefeldt, 2009), j4 a de configuracio o

na regido em torno de 871 cm™ (Seefeldt, 2009) . A presenca de proteina também foi
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identificada através das frequéncias em 1653 cm™ (ions carboxilato e amida 1), 1411
cm™ (ions carboxilato) e 1562 cm™ (amida I1) (Grosev, Bozac e Puppels, 2001; Carey,
1992; Payne e Veis, 1988). Estiramento de NH absorve frequentemente em 3400 cm™
(Silvestein, Bassler e Morrill, 1994), o qual, certamente, esta sobreposto a larga banda
de OH. As andlises revelaram natureza glicoproteica no material isolado. A Tabela 1
mostra as atribui¢es das principais frequéncias caracteristicas dos polissacarideos
isolados.

Figura 10. Espectro infravermelho dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados
do A. blazei, em pastilha de KBr.
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Figura 11. Espectro infravermelho dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados
do L. edodes, em pastilha de KBr.
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Tabela 1. Atribuigdes das frequéncias das principais bandas dos polissacarideos
e/ou glicoproteinas.

N° de onda (cm™)

3396
2930
1653
1562
1411
1242

1150
1079
1034
887
871

Atribuicbes
v(O-H)e(N-H)
v(C-H)
vas (COO-), Amida | (v C=0)
Amidall (vCNedNH)
vs (COO-)

Proteina ndo ordenada
Amida lll (vCN e dNH)

v (C-O-C ) éter da ligagdo glicosidica
v (C1-H) carbono anomérico
v ( C-0) alcool primério
B-glucana

a-glucanas

4.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear *C e 'H
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Os polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do A. blazei e L. edodes foram
analisados por **C - RMN, **C -RMN-DEPT e '*H- RMN.

Figura 12. *C - RMN (a) e *C -RMN-DEPT (b) dos polissacarideos e/ou
glicoproteinas isolados do A. blazei.
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Figura 13. *C — RMN (@) e *C -RMN-DEPT (b) dos polissacarideos e/ou
glicoproteinas isolados do L. edodes.
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Os polissacarideos e/ou glicoproteinas presentes foram identificados nos
espectros de RMN predominantemente como glucanas de configuragdo B(1—6).
Glucanas de configuracdo a(1—4), foram identificadas de maneira mais representativa
apenas nos espectros do A. blazei. Os deslocamentos quimicos caracteristicos para 0s
carbonos C1 a C6 do anel glicosidico séo apresentados nas Tabelas 2 e 3. Para 0 A.
blazei observou-se um pronunciado pico representativo de carbono anomérico em
configuracdo B(1—6) evidenciando uma maior concentragdo desta glucana em relagéo

a de configuracdo a. Em relacdo ao L. edodes, glucanas de configuracdo o(1—4) nédo
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foram claramente identificadas e, portanto neste método de extracdo e isolamento as

glucanas B(1—6) foram predominantes.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos caracteristicos das glucanas g (1—6) e a (1—4)
presentes nos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do A. blazei.

Configuragdes Deslocamento Quimico
C1 Cc2 C3 C4 C5 C6
B(1—6) 102,7 727 753 696 746 679

a(1—4) 995 714 751 785 70,0 590

Tabela 3. Deslocamentos quimicos caracteristicos de glucana p (1—6) presentes
nos polissacarideos isolados do L. edodes.

Configuracdes Deslocamento Quimico
C1 C2 C3 C4 C5 C6
B(1—6) 1035 73.73 7638 7039 7558  69.53

Figura 14. 'H - RMN dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do A. blazei.
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Figura 15. *H - RMN dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do L. edodes.
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Os espectros de RMN *H apresentaram as mesmas caracteristicas representativas
de protons de grupos glicosidicos de carboidratos. Os deslocamentos na faixa de 3,20 a
4,20 ppm foram atribuidos aos prétons dos carbonos (C2 a C6) do anel glicosidico
(Saito e col., 1994). Os deslocamentos quimicos na regido dos hidrogénios anoméricos
estdo presentes na faixa de 4,44 a 5,50 ppm. Foi detectadoo H (C1l- o) H(C2aC6 a e
B) H (C1- B) dubleto registrado a 4,13 e 4,17 ppm, que é caracteristico de configuracdo
B(1—6) (Mizuno e col., 1990), e na regido de 4,90 a 5,40 ppm foram registrados 0s
picos representativos de uma configuracdo a (Mizuno e col., 1990). A configuracdo
a(1—4) esta representada pelo deslocamento em 5,30 ppm. Observa-se que no espectro
de 'H do L. edodes a regifio caracteristica de o ¢ bem inferior a de P, confirmando
predominancia de configuracdo B por parte dos polissacarideos e/ou glicoproteinas
obtido do L. edodes.

Sabe-se que o0s registros de hidrogénio dos grupamentos N-CH; e N-H
normalmente s&o observados em torno de 2,78 ppm e na faixa de 0,5 a 3,0 ppm,
respectivamente (Silvestein, Bassler e Morrill, 1994). Analisando-se esses dados, pode-
se considerar que os picos registrados no intervalo de 0,8 a 3,0 ppm podem ser
atribuidos aos referidos protons, caracterizando assim a presenca de proteinas, o que
contribui para a indicagdo de um conjugado glicoprotéico. Segundo Kawagishi e col.,
1990, a baixa intensidade ou auséncia de picos de deslocamentos relativos a residuos de
aminoacidos de proteinas nos espectros, deve-se ao fato da razdo molar dos residuos das

glucanas ser consideravelmente maior que a dos residuos de cada aminoacido.



4.2.3 Analise Elementar

Os resultados da anélise elementar nos polissacarideos e/ou glicoproteinas
isolados para o A. blazei e L. edodes séo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Anélise elementar dos polissacarideos isolados obtidos do A. blazei e L.
edodes.

Amostras (%) Elementos pesquisados — A. blazei / L.edodes
Nitrogénio Carbono Hidrogénio Enxofre
Polissacarideos 2,55/1,75 32,99/34,24 5,3716,27 0,32/0,31
e/ou

glicoproteinas

isolados
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A partir do percentual de nitrogénio foram calculados os teores de proteinas nas

amostras utilizando o fator 4,38, obtendo-se 11,17% para o A. blazei e 7,7% parao L.
edodes.

4.3 Propriedades dos Polissacarideos e/ou glicoproteinas em Solucéo

4.3.1 Determinacdo da viscosidade intrinseca e massa molar

A solucgdo aquosa dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do A. blazei

apresentou viscosidade intrinseca [n] de 4,66 mL/g e massa molar viscosimétrica média

de 1,32 x 10° g/mol, cujo valor ndo é muito diferente daquele verificado na literatura 1,6

x 10° g/mol (Gonzaga, 2002). Ja para polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do L.

edodes a viscosidade intrinseca [n] foi de 20,1 mL/g e a massa molar viscosimétrica

média 9,1 x 10*g/mol, valor préximo ao encontrado na literatura na faixa de 7,24 x 10* a

4,21 x 10° g/mol (Zhang et al, 2002).
Citacbes na literatura (Zhang et al, 2005) apresentam altos valores

de

viscosidades para solugdes de glucanas isoladas de cogumelos. Em estudos com frac6es

isoladas do Lentinan, um medicamento antitumoral constituido de B-glucanas isoladas

do cogumelo L. edodes, livre de proteina, foram observados valores de viscosidades [n]
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de 903,3 mL/g (Xu et al, 2008). Estudos (Surenjav e col, 2006) utilizando fragdes
isoladas do L. edodes com teor proteico variando de 4,6 a 15,2 %, foram obtidas
viscosidades intrinsecas com valores de 1050 a 1250 mL/g. A elevada massa molar e a
conformacdo em tripla hélice rigida foram as caracteristicas apresentadas para justificar
os altos valores de viscosidade desses polissacarideos e/ou glicoproteinas. Esses dados
sugerem que 0 comportamento viscosimétrico pode ser dependente da porcdo protéica.
Os baixos valores de viscosidade para as solu¢des dos materiais em estudo podem ser
justificados considerando a presenca de varios ions, geralmente presentes, e da proteina
conjugada, os quais, provavelmente, causam modificacGes conformacionais favoraveis a

promogéo do enovelamento da estrutura e/ou compactagéao.

Figura 16. Viscosidade reduzida x concentracdo: (a) A. blazei e (b) L. edodes.
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4.3.2 Estudo Reoldgico

As viscosidades das solucBes aquosas dos polissacarideos foram estudadas
considerando-se experimentos de fluxo continuo com variacdo da taxa de cisalhamento.
Os graficos de viscosidade absoluta versus taxa de cisalhamento, no intervalo de 40 a
800 s ! para soluges de concentragdo 1, 3, 5, 7 e 10% (m/v) apresentaram valores de
viscosidade absoluta crescentes, com o aumento da concentracdo do polissacarideo
(Figura 17). Entretanto, para cada concentracdo em particular, no caso das solucdes de
polissacarideos e/ou glicoproteinas extraidos do A. blazei, praticamente nao se observa
variacdo na viscosidade, indicando comportamento Newtoniano (Figura 17.a). O
comportamento Newtoniano é caracteristica favoravel para farmacos injetaveis, pois
esta diretamente relacionado com fluidos de baixas viscosidades. As solucdes referentes
ao L. edodes (Figura 17.b) apresentam comportamento tipico de polissacarideos e/ou
glicoproteinas, diminuindo a viscosidade rapidamente com o aumento da taxa de
deformacéo, até atingir um plat6. Para cada concentracdo em particular se oberva que
viscosidade absoluta mostrou-se mais elevada quanto menor a taxa de cisalhamento, tal
variacdo caracteriza um comportamento pseudoplastico. Matérias que apresentam
comportamento pseudopléstico sdo interessantes para formulagfes cosméticas uma vez
que tornam-se menos Vviscosos no momento da aplicacdo facilitando o uso da
formulacéo.

As propriedades reoldgicas das f-glucanas podem mudar dependendo das suas
caracteristicas moleculares (como peso molecular e estrutura), do tempo de
armazenamento, do tempo de espera que antecede as analises e dos tratamentos
térmicos realizados anteriormente. Outra razdo para as diferencas neste comportamento
pode estar baseada nas diferencas estruturais das glucanas. Estudos sugerem que as
glucanas obtidas do L. edodes apresentam conformacdo em tripla-hélice (Xu, 2012)
justificando, em parte, suas altas viscosidades. Ja pesquisas com glucanas do A. blazei
sugerem configuracdo em novelo aleatorio, contribuindo para baixas viscosidades
(Gonzaga, 2002).

Figura 17. Viscosidade absoluta x taxa de cisalhamento (40 a 800s™) dos
polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados 1% (m), 3% (@), 5% (A), 7% (V) e
10% (#). (a) A. blazei e (b) L. edodes .
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Figura 18. Tensdo de cisalhamento x taxa de cisalhamento: 40 a 800s™ dos
polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados a 1% (m), 3% (@), 5% (A), 7% (V) e
10% (#).(a) A. blazei e (b) L. edodes.
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O gréfico de tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento, para o
polissacarideo e/ou glicoproteinas do A. blazei (Figura 18.a), mostra um
comportamento linear crescente com o0 aumento da tensdo aplicada para todas as
concentracdes estudadas, caracteristico de fluxo Newtoniano. Ja o grafico de tensdo de
cisalhamento versus taxa de cisalhamento, para o polissacarideo do L. edodes (Figura
18.b), mostra um comportamento n&o-newtoniano, tal como demonstrado pela nao

linearidade entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento.

Com a finalidade de se avaliar o comportamento de fluxo das solugdes foram
calculados os parametros m e n que correspondem, respectivamente, ao coeficiente de

consisténcia e indice de fluxo.
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Tabela 5. Coeficiente de consisténcia (m) e indice de fluxo (n) para as solug¢Ges dos
polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados.

Solucdes dos A. blazei L. edodes
alcoproteinas polados ™ (M2 1 m@Pas
(%)
1 0,09 1,04 24,61 0,69
3 0,11 1,04 159,20 0,54
5 0,16 1,01 246,70 0,53
7 0,22 0,98 590,00 0,47
10 0,25 1,00 646,30 0,52

Os valores de n para as condi¢des aplicadas sdo apresentados na Tabela 5, 0s
quais foram préximos de 1,0, para solu¢bes do A. blazei, como esperado para
comportamento Newtoniano. J& para as solucdes do L. edodes ios valores de n ficaram
no intervalo de 0,47 a 0,69 sendo consideradas como liquidos nao-Newtonianos
(Dongowski et al., 2005). Solucgdes de P - glucanas de cereais, comumente utilizadas na
alimentacdo, exibem de modo geral um comportamento pseudoplastico mesmo em
solugdes de baixas concentragcbes (Burkus e Temelli, 2005). A pseudoplasticidade
dessas glucanas é prontamente estabelecida para solugbes de alta viscosidade,
apresentando altos coeficientes de consisténcia e baixos indices de fluxo (<<1), proprios
de fluidos ndo-Newtonianos.

Os valores dos coeficientes de consisténcia (m) (Tabela 5) se revelaram
crescentes com o0 aumento da concentracdo nas condicBes de cisalhamento trabalhadas.
Comportamento semelhante foi obtido para solu¢Ges das gomas xantana e carragenana e
para solugdes de amido e pectina (Marcotte et al., 2001).

4.3.3 Cromatografia de Permeacao em Gel

A andlise de cromatografia de permeacéo em gel - CPG foi utilizada para avaliar
a massa molar dos polissacarideos e/ou glicoproteinas do A. blazei e do L. edodes. O
cromatograma obtido (Figura 19) mostra uma maior a massa molecular média ponderal

(Mw) para os polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do A. blazei, condizente com



49

os resultados da massa molar viscosimétrica. A Tabela 6 mostra os dados obtidos para a
massa molecular média ponderal (Mw), a massa molecular numérica (Mn) e o indice de
polidispersidade (Mw/Mn). O valor de Mw obtido para os polissacarideos e/ou
glicoproteinas isolados do A. blazei (3,35 x 10° g/mol) ndo é muito diferente daquele
verificado na literatura 2,32 x 10° g/mol (Gonzaga, 2006). Ja para polissacarideos e/ou
glicoproteinas do L. edodes o valor de Mw foi de 9,54 x 10* g/mol, bem préximo dos
valores da literatura, na faixa de 7,24 x 10* a 4,21 x 10° g/mol (Zhang et al., 2002). Os
altos indices de polidispersidade para o0s polissacarideos e/ou glicoproteinas

caracterizam heterogeneidade, sugerindo uma necessidade de fracionamento.

Figura 19. Cromatograma para as amostras de polissacarideos e/ou glicoproteinas
isolados do L. edodes e A. blazei.
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Tabela 6. Massa molecular média ponderal (Mw), a massa molecular numérica
(Mn) e o indice de polidispersidade (Mw/Mn) obtidos dos polissacarideos e/ou
glicoproteinas isolados do A. blazei e L. edodes.

Polissacarideos Polissacarideos
isolados do A. isolados do L.
blazei edodes
M,, 3,35 x 10° 9,54 x 10*
M, 6,64 x 10° 2,04 x 10*
M,,/M,, 5,05 4,66

4.3.4 Concentragdo Micelar Critica

Os gréficos da tensdo superficial em funcdo de In da concentracdo das solucGes
dos polissacarideos e\ou glicoproteinas, realizados a 25°C, sdo apresentados na Figura

20 (a) e (b), para o A. blazei e L. edodes respectivamente.

Figura 20. Tensao superficial em funcdo do In ¢ para solugbes dos polissacarideos
e/ou glicoproteinas isolados do A. blazei (a) e L.edodes (b).
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Através das medidas da tensdo superficial foi possivel obter os valores da
concentracdo micelar critica (cmc) e da fracdo molar na cmc (Xcme), que sé@o

apresentadas na tabela 07.
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Tabela 7. Valores de concentragéo micelar critica (cmc) e Fracdo molar na cmc

Solucéo do A. blazei Solucdo do L. edodes
cme (mol.L™) 2,9x 107 5,2 x 107°
Xeme 5,2 x 107 9,4x 107
Tensdo Superficial das
moléculas (MN.m™) 52,12 4908

Os polissacarideos e/ou glicoproteinas demonstraram reduzir a tensdo superficial
da 4gua que se apresenta em torno de 72 mNm™ a 25°C. A baixa concentracio de
formagdo micelar (< 1,0%) e caracteristica favordvel a aplicacdo comercial de
surfactantes (Franca, 2002).

Os valores encontrados para os polissacarideos e/ou glicoproteinas obtidos do
L.edodes foram menores se comparados aos do A.blazei. A diferenca na conformacao
estrutural, estrutura mais ramificada para L.edodes, pode contribuir para que uma menor
quantidade de moléculas ocupe a superficie para o arranjo micelar.

A cmc mostrou-se baixa quando comparada a valores apresentados em outros
trabalhos (Correia e col., 1995; Maiti e Chatterji, 2000; Franca, 2002). O fato de se
tratar de uma glicoproteina pode justificar tal comportamento, ja que as proteinas
contribuem para o espessamento da camada aquosa interfacial. Entdo, para moléculas
grandes, espera-se que uma concentracdo menor das mesmas seja necessaria no inicio

da micelizacdo (Dickinson et al, 2003).

Porém os valores obtidos para soluces de polissacarideos e/ou glicoproteinas
extraidos do A.blazei (Tabela 07) foram menores se comparados aos presentes na
literatura: cmc (6,66 x 10° M) e Xenc (1,2 x 107) para polissacarideos e/ou
glicoproteinas extraidos do A.blazei (Gonzaga, 2006). Tal diferenca pode estar
relacionada a estrutura das unidades monoméricas, massa molar e conformacao

estrutural.
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4.3.4 Avaliacédo da Conformacao Estrutural por Microscopia de Forga Atémica

Os melhores resultados de imagem foram obtidos para mica modificada a partir
de solucdes diluidas (0,1% m/v). Nessas condicdes foi possivel observar as

caracteristicas da fita molecular do polissacarideo.

Na imagem da Figura 21 sdo observadas moléculas de polissacarideo isolados
do A.blazei em diferentes conformacgdes. Na imagem verifica-se uma molécula
completamente desenovelada, com caracteristicas lineares, onde o comprimento é de
aproximadamente 500 nm com didmetro em torno de 28,3 nm. Na mesma imagem é
ainda possivel observar outras moléculas parcialmente enoveladas onde a ponta da fita

molecular avanga para fora do “novelo” molecular.

Figura 21.Imagem de MFA no modo “tapping” do polissacarideo do A.blazei em
mica. Area: 500 x 500 nm.

Digital Instruments NanoScope

Scan size 500.0 nm
Scan rate 09248 Hz
Data scale 10.00 nm

Na imagem da Figura 22 observa-se uma molécula onde a fita polimérica foi
revelada enquanto parte do enovelamento se manteve fazendo com que a imagem da

molécula apare¢a como um lago.
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Figura 22. Imagem de tapping MFA do polissarideo do A. blazei em mica.
Area:1.89 x 1.89 pm.

o.2¢  Digital Instruments NanoScope
Scan size 1.894 ym
Scan rate 1.071 Hz
Data scale 15.00 nm

A mesma imagem pode ser observada no modo 3D (Figura 23) ilustrando a

forma tridimensional do polissacarideo.

Figura 23.Imagem em 3D da Figura 22.

Digital Instruments NanoScope
Scan size 1.894 ym
Scan rate 1.071Hz
Data scale 50.00 nm
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L light angle

%
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Nas imagens das Figuras 24 e 25, que representam uma molécula do
polissacarideo isolados do L.edodes, verifica-se um aspecto morfol6gico ramificado
(Regido 02). Também pode ser observado uma regido onde as laterais das fitas se
conectam (Regido 01), que pode representar as ligacdes de hidrogénio que mantém as
cadeias unidas. A melhor resolucdo das imagens, se comparado ao do A. blazei deve-se
ao fato das imagens terem sido feitas em periodos diferentes da pesquisa, onde ocorreu

a mudanca do microscopio.
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Figura 24. Imagem de AFM no modo “tapping” do polissacarideo do L.edodes em
mica. Area: 3.255 x 3.255 pm.
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Figura 25. Imagem em 3D da Figura 24.
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Digital Instruments NanoScope
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As imagens de MFA revelam variabilidade estrutural dos polissacarideos. As

estruturas mais ramificadas, obtida a partir do L.edodes, e as mais enoveladas, obtida do
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A.blazei, podem estar relacionadas as mudancas de comportamento observadas na

viscosidade e cmc.

Algumas estruturas de glucanas com atividades bioldgicas tém sido descritas
como moléculas lineares e/ou ramificadas, com suas cadeias principais compostas de
glicose unidas por ligagdes de conformacgdes o ou 3, possuindo, quando ramificadas,

cadeias ligadas em diferentes pontos (Wasser, 2002).
4.4 Propriedades termorresponsivas pelo método da inversao de tubo
4.4.1 Diagrama de Fases

A andlise do diagrama de fases foi utilizada para avaliar a interferéncia dos
polissacarideos do A. blazei e do L. edodes no processo de gelificagdo do F127,
objetivando uma combinacdo do copolimero com os polissacarideos para ser utilizada
no desenvolvimento de géis dermatoldégico com propriedades antivirais e anti-
inflamatorias.

Na faixa de temperatura estudada (10-90 °C), o F127 comeca formar gel na
concentracdo de 15%, com uma temperatura critica de 38 °C, temperatura a partir da
qual, sob aquecimento, o fluido torna-se gel, voltando a ser fluido na temperatura de
48°C. O diagrama mostra que uma maior concentracdo de F127 proporciona um
aumento da faixa de temperatura na qual o sistema comporta-se como gel, até atingir
um estado de gel imdvel.

A transicdo sol-gel € uma consequéncia de uma diminuicdo da solubilidade
do copolimero em &gua com o aumento da temperatura, aonde o sistema vai
aumentando sua viscosidade. Entre os fatores responsaveis pelo efeito da
termorresponsividade estda a diminuicdo das ligacdes de hidrogénio entre o
polioxietileno e a 4gua. (Lilian.2012).

A presenca do polissacarideo diminui a faixa de temperatura em que o
sistema permanece na fase gel (Figura 26), ou seja, diminuindo a temperatura na qual o
sistema passa de sol para gel e reduzindo significativamente a temperatura na qual o
sistema volta a ser sol. Tal efeito pode estar relacionado ao carater hidrofilico dos
polissacarideos, permitindo a formacéo de ligacOes de hidrogénio com a agua, levando a
uma a diminuicdo das ligacOes de hidrogénio entre o polioxietileno e a agua. Essa

diminuicdo da solubilidade é mais significativa quando se aumenta a concentrag¢do dos
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polissacarideos e/ou glicoproteinas (Figuras 26.b e 26.d), logo, o que se observa é que
0 a solubilidade do farmaco em agua interfere ou afeta o perfil de solubilidade do
copolimero.

A formacdo de géis, com teores de F127 entre 16-20%, apresenta uma
temperatura de transicdo na faixa entre a temperatura ambiente e a temperatura corpérea
(25-37°C), além de ndo serem tdo rigidos, tornando-se misturas interessantes para a

administracdo de medicamentos.

Figura 26. Diagramas de fases do F127 e da sua mistura com polissacarieos e/ou
glicoproteinas: (a) Polissacarideos isolados do A. blazei — 1%; (b) Polissacarideos
isolados do A. blazei — 2%; (c) Polissacarideos isolados do L. edodes — 1%; (d)
Polissacarideos isolados do L.edodes —2%.
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4.4.2 Reologia
4.4.2.1 — Determinacéao da regido de linearidade

A determinacdo do comportamento reologico dos geis teve inicio com a
determinacdo da regido de linearidade para o F127 (18% m/m), Figura 27, para que

pudesse ser estabelecida a tensdo ideal de trabalho. A varredura de tensdo ou
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deformacdo, a uma frequéncia constante, é utilizada para determinar o limite da
viscoelasticidade linear pela identificacdo do valor critico deste pard@metro de varredura.
Na regido viscoelastica linear, ndo € observado dependéncia da deformacdo e da tenséo
em relacdo a frequéncia (Lapasin; Pricil, 1995). Sendo assim, todos os testes
oscilatérios foram executados em um valor de tensdo de 30Pa, o qual estava dentro da

regido viscoelastica linear.

Figura 27. Reograma do médulo de armazenamento (G’) pela tensao — regido de
linearidade.
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4.4.2.2 — Determinacao da temperatura de mudanca de fase sol-gel

Objetivando o possivel uso dos géis para finalidades terapéuticas 0s mesmos
foram preparados nas concentragdes de 16, 18 e 20% m/m de F127 e realizado um
estudo relacionando as propriedades viscoeldsticas com a temperatura para

determinacéo da temperatura de mudanca do estado de sol para o de gel.

Com base nos reogramas obtidos (Figura 28) foi verificada para cada uma das
misturas a temperatura na qual ocorre a transi¢ao de sol para gel, ou seja, a temperatura
na qual o G’ passa a ser superior ao G’’, passando a predominar o carater solido. Os
resultados obtidos foram iguais os do método da inversdo de tubos (Figura 26) como
mostra a tabela 08. Observa-se que o aumento da concentracdo de F127 reduz a
temperatura de inicio da gelificagéo.
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Tabela 8. Temperatura de transi¢éo de sol para gel para as misturas de F127 pelos
métodos da inversdo de tubos e reologia.

Gel

F127 - 16% (m/m)
F127 - 18% (m/m)
F127 - 20% (m/m)

Temperatura sol-gel pela
inversao dos tubos
33°C
26°C
24°C

Temperatura sol-gel pela
reologia
33°C
26°C
24°C

Figura 28. Relacdo entre as propriedades viscoelasticas e a temperatura para o
F127 em diferentes concentracdes: (a) - F127 16% m/m; (b) - F127 18% m/m e (c)

—F127 20% m/m.
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4.4.2.3 — Influéncia dos polissacarideos no processo de gelificacédo

A andlise dos reogramas foi utilizada para avaliar a interferéncia dos
polissacarideos e/ou glicoproteinas do A. blazei e do L. edodes no processo de
gelificacdo do F127. Nas Figuras 29 e 30 temos a combinacdo do F127 (16-20%) com
polissacarideos (1% m/m) isolados do A.blazei e L.edodes, onde se comprova as
observacOes feitas pelo diagrama de fases, Figura 26, que a presenca dos
polissacarideos e/ou glicoproteinas reduz a temperatura na qual o sistema passa de sol
para gel, ou seja, potencializa o processo de pectizacdo. A Tabela 09 representa a
reducdo de temperatura observada entre os géis. Para a mais baixa concentracdo do
F127 (16% m/m) e para a mais alta concentragdo do F127 (20% m/m) os efeitos
provocados nas propriedades viscoelasticas sdo mais significativos para 0s
polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do L.edodes. Tal resultado pode estar
relacionado a maior viscosidade das solu¢es do L.edodes e ao aspecto morfologico

ramificado das cadeias. Para a concentracdo intermediaria de F127 (18% m/m) o
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resultado foi o oposto, sendo os efeitos mais significativos para os polissacarideos

isolados do A.blazei, o que torna necessario a repeticdo do experimento. Comparando 0s

dados da reologia com os da inversdo de fases, Tabela 10, é observada uma diferenca

nas temperaturas. Tal diferenca € decorrente da maior precisdo dos experimentos

reoldgicos, ja que pode ser visualizado o inicio da gelificacdo, ou seja, quando o gel é

classificado como mole.

Tabela 9. Temperaturas de gelificacdo para o F127 e para as misturas do F127 com
polissacarideos e/ou glicoproteinas.

F127

F127 - 16% m/m
F127 — 18% m/m
F127 — 20% m/m

F127

com polissacarideos (A.blazei)

Temperatura de
gelificacdo sem

polissacarideo

33°C
26°C
24°C

Temperatura de gelificagdo

Temperatura de

gelificacdo com

polissacarideos

(A.blazei)

32°C
23°C
22°C

Temperatura de

gelificacdo com

polissacarideos
(L.edodes)
28°C
25°C
21°C
Tabela 10. Temperatura de transicdo de sol para gel para as misturas do F127 com
polissacarideos e/ou glicoproteinas pelos métodos da inverséo de tubos e reologia.

Temperatura de gelificagdo
com polissacarideos (L.edodes)

Inverséo dos Reologia Inverséo dos Reologia
tubos tubos
F127 - 16% m/m 30°C 32°C 33°C 28°C
F127 — 18% m/m 25°C 23°C 26°C 25°C
F127 — 20% m/m 23°C 22°C 23°C 21°C

Figura 29. Relacdo entre as propriedades viscoelasticas e a temperatura para 0s
géis formados pela combinacao do F127 e os polissacarideos e/ou glicoproteinas do
A.blazei: (a) - F127 16% m/m + polissacarideos 1% m/m; (b) - F127 18% m/m
polissacarideos 1% m/m e (c) — F127 20% m/m + polissacarideos 1% m/m.
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Figura 30. Relacdo entre as propriedades viscoelasticas e a temperatura para 0s
géis formados pela combinac@o do F127 e os polissacarideos e/ou glicoproteinas do
L.edodes: (a) - F127 16% m/m + polissacarideos 1% m/m; (b) - F127 18% m/m +
polissacarideos 1% m/m e (¢) — F127 20% m/m + polissacarideos 1% m/m
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4.4.2.3 — Dependéncia da frequéncia com a forca estrutural
A estabilidade dos géis foi verificada por meio da relacdo entre as propriedades
viscoelasticas e frequéncia, Figuras 31 e 32. A temperatura de 17°C, Figuras 31a e
32a, foram observados que os modulos de perda (G’”) do F127 18% m/m ¢ da mistura
do mesmo com os polissacarideos e/ou glicoproteinas foram maiores que os modulos de
armazenamento (G’), o que caracteriza uma fraca estrutura interna, ou seja, uma baixa
estabilidade. Quando os géis foram analisados a 25°C, Figuras 31b e 32b, podem ser
observados que no F127 18% m/m o modulo elastico G’ ¢ praticamente igual ao
modulo viscoso G’’, ou seja, uma estrutura fraca, porém na mistura com o0
polissacarideo o G’ foi maior que o G, caracterizando que o polissacarideo aumentou
o0 poder de gelificacdo. Ja na temperatura corporal (37°C), Figuras 31c e 32c, 0s ge€is
apresentaram uma alta estabilidade (G’ maior que G’’), pois ambos modulos sdo
aproximadamente paralelos ao eixo das abscissas em toda faixa de frequéncia medida
(Morris, 1995). Em todos os casos a presenca do polissacarideo permitiu um aumento
dos modulos elésticos, aumentando assim a estabilidade dos géis, sendo os efeitos mais

representativos nos geis de A.blazei.

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 10 15 20 25 30 35 40

45 50 55
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Figura 31. Dependéncia da frequéncia com a forca estrutural para as misturas de
F127 18% m/m com 1% m/m dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do
A.blazei: a) temperatura de 17°C; (b) temperatura de 25°C; (c) temperatura de
37°C.
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Figura 32. Dependéncia da frequéncia com a forc¢a estrutural para as misturas de
F127 18% m/m com 1% m/m dos polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do
L.edodes: a) temperatura de 17°C; (b) temperatura de 25°C; (c) temperatura de
37°C.
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4.5 Modificacdo quimica dos polissacarideos e/ou glicoproteinas por sulfatacédo

analisada por Espectroscopia de Absorcédo na Regido do Infravermelho (FT-IR).

Na figura 33, o espectro de FT-IR do polissacarideo sulfatado, revelou
frequéncias de absorcao referentes aos grupos OH (3000-3500 cm™) e uma diminuigéo
da intensidade da banda de 2930, se comparado ao polissacarideo néo sulfatado, Figura
10, o que caracteriza 0 aumento do grau de substituicdo por sulfatacdo do polimero.
Porém a regido que caracteriza a impressdo digital do processo de sulfatacdo é a de
1255 cm™, que se encontra bem intensificada em relacdo ao polissacarideo nio

sulfatado caracteristicas em torno de 3451 cm™ e 2923 cm™ referentes aos estiramentos
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vibracionais de hidroxilas e C-H, respectivamente. Devido o aumento do grau de
substituicdo por sulfatacdo do polimero, a intensidade da banda de 2923 cm™ se
apresenta diminuida. Na figura 11 mostra a regido da impressdo digital do
polissacarideo, onde a intensidade da banda de 1255 cm™, referente ao estiramento
assimétrico do grupo S=0 (Peyman et.al, 2011), caracterizando que o método escolhido
para sulfatacdo foi bem sucedido.

Figura 33. Espectro infravermelho dos polissacarideos e/ou glicoproteinas
sulfatados do A. blazei, em pastilha de KBr.
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4. 6 Capacidade de absor¢ao de gordura

Estudos preliminares mostram uma boa capacidade de absorcéo de gordura por
parte dos polissacarideos e/ou glicoproteinas. No caso do A.blazei, 100 mg do
polissacarideo foi capaz de absorver 335 mg de gordura, de um total de 2g. Para as
mesmas condic¢bes, 100mg do polissacarideo isolado do L.edodes absorveu 338mg de
gordura. Esta interacdo pode estar entre a carga positiva presente na glicoproteina e a

carga negativa presente nos acidos graxos (Silva, et. al, 2006)
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo dos polissacarideos isolados dos cogumelos A. blazei e L. edodes
demonstraram similaridade quanto as caracteristicas estruturais analisadas, havendo
predominancia de glucanas em configuracdo P(1—6) ¢ presenca da proteina,
possivelmente conjugada ao polissacarideo.

Os polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do A. blazei apresentaram maior
massa molar em relagdo aos obtidos do L. edodes. Porém as solucBes dos
polissacarideos e/ou glicoproteinas isolados do cogumelo A. blazei apresentaram baixa
viscosidade, mesmo em concentracOes elevadas, e comportamento Newtoniano. Ja as
solugdes do L. edodes apresentaram uma maior viscosidade e comportamento néo-
Newtoniano. O enovelamento da estrutura dos polissacarideos e/ou glicoproteinas
isolados do A. blazei e o aspecto mais ramificado para as cadeias do L. edodes pode
justificar tal comportamento. Os polissacarideos e/ou glicoproteinas demonstraram
reduzir a tensdo superficial da agua e os valores encontrados para os polissacarideos
e/ou glicoproteinas obtidos do L.edodes foram menores se comparados aos do A.blazei.

A combinacdo do copolimero F127 aos polissacarideos e/ou glicoproteinas
mostrou-se interessante para o desenvolvimento de géis dermatoldgicos, principalmente
0s que apresentam teores de F127 em 18%, ja que a temperatura de transicdo encontra-
se na faixa entre a temperatura ambiente e a temperatura corporea (25-37 °C), o que
permite que o sistema fique na fase sol enquanto presente na embalagem, o que facilita
sua saida, e fique na fase gel a temperatura corporal, permitindo a permanéncia do
farmaco em contato com a pele, além de apresentar uma certa estabilidade e ndo ser téo
rigido.

O método de sulfatacdo utilizado demostrou ser eficaz para os polissacarideos

e/ou glicoproteinas em estudo o que permite a continuacdo da pesquisa.
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