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RESUMO

O presente trabalho objetiva a sulfatacdo da galactomanana de Caesalpinia pulcherrima
(GCP). Foram utilizados dois métodos para sulfatacdo, um com o uso de piridina (Py),
gerando os derivados GCPS-O, e o outro com o uso de N, N-dimetilformamida (DMF),
gerando os derivados (GCPS-P). Foram empregados diferentes volumes de 4cido
clorossulfonico (7 e 13 mL) buscando um aumento do teor de grupos sulfato na estrutura do
polissacarideo. A sulfatacdo foi confirmada pelo aparecimento de uma banda intensa em 1250

cm’!

no espectro de absorcao na regido do infravermelho. A cromatografia de permeagdo em
gel revelou que das gomas sulfatadas uma (GCPS-O7) preservou a mesma ordem de grandeza
da massa molar de pico da GCP. As demais tiveram suas massas reduzidas em até 100 vezes.
Ap0s a sulfatacio, o potencial zeta torna-se mais negativo indicando um aumento de grupos
sulfato. Os espectros de RMN de 'H mostram que a razio manose:galactose aumentou para os
derivados sulfatados, indicando que durante a reacdo de sulfatacdo ocorreu a saida de
unidades de galactose da estrutura do polissacarideo. A sulfatacdo realizada com Py resultou
em grau de sulfatacio 1,7 vezes maior do que a ocorrida em DMF. Porém € razoavel a busca
por melhorar a reacdo com DMF, ja que a piridina além de ser mais toxica possui odor muito
desagraddvel. Os testes antimicrobianos mostraram que a galactomanana sulfatada nao
apresentou atividade antiftingica, porém a galactomanana ndo modificada manifestou efeito
fungistatico contra Colletotrichum sp. Em vista desses resultados se faz necessdria uma

investigacdo mais detalhada da atividade antifingica da galactomanana de Caesalpinia

pulcherrima, pois esse efeito foi inusitado.

Palavras-chave: Caesalpinia pulcherrima. Galactomanana. Sulfatacdo. Piridina. Atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

The present work aims at the sulfation of Caesalpinia pulcherrima galactomannan (GCP).
Two methods were used for sulfation, one with the use of pyridine (Py), generating GCPS-O
derivatives, and the another with use of N,N-dimethylformamide (DMF), generating
derivatives (GCPS- P). Different amounts of chlorosulfonic acid (7 and 13 mL) were used
seeking for an increase in the content of sulfate groups on the polysaccharide structure. The
sulfation was confirmed by the appearance of an intense band at 1250 cm™! in the absorption
spectrum in the infrared region. The gel permeation chromatography revealed that GCPS-O7
preserved the same order magnitude of peak molar mass of the GCP. The others had masses
reduced up to 100 times. After sulfation, zeta potential becomes more negative, indicating an
increase of sulfate groups. The 1H NMR spectra show that the ratio mannose: galactose
increased to sulfated derivatives, indicating that during sulfation reaction occurred output
galactose units of polysaccharide structure. The sulphation performed with Py resulted in a
degree of sulfation greater than 1.7 times that occurred in DMF. However it is reasonable to
search for improving the reaction with DMF, because pyridine as well as being more toxic has
very unpleasant odor. Antimicrobial tests showed that the sulfated galactomannan presented
no antifungal activity, but the unmodified galactomannan expressed fungistatic effect against
Colletotrichum sp. In view of these results a more detailed investigation of the antifungal
activity of galactomannan Caesalpinia pulcherrima is necessary, because this effect was

unusual.

Keywords: Caesalpinia pulcherrima. Galactomannan. Sulfation. Pyridine. Antimicrobian

activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Galactomananas

Galactomananas podem ser definidas como polissacarideos neutros obtidos,
geralmente, do endosperma da semente de vdrias plantas pertencentes a familia das
leguminosas. A estrutura polimérica de uma galactomanana cldssica pode ser entendida como
uma sequéncia de unidades de B-D-manose unidas por ligacdes do tipo éter 1—4, formando
uma cadeia principal. As ramificagdes laterais sdo constituidas por uma unidade de a-D-
galactose que se encontra ligada a cadeia principal por meio de uma ligagdo do tipo 1 — 6
(CERQUEIRA et al, 2009).

A representacdo de um segmento de galactomanana pode ser observada na Figura
1. A quantidade de residuos de galactose em relagdo a quantidade de residuos de manose tem
papel fundamental nas propriedades fisico-quimicas do polimero, principalmente a
solubilidade, pois a medida que a razdo M/G diminui, a solubilidade aumenta (AZERO e

ANDRADE, 1999; SIERAKOWSKI et al., 2000).

Figura 1 - Estrutura genérica de um segmento de galactomanana

Galactose

Manose

Fonte: adaptado de DAKIA; WATHELET; PAQUOT (2007)

Nas sementes das plantas, além de serem substrato de reserva, as galactomananas
também sdo osmoprotetoras, pois ajustam o potencial osmético das sementes durante a
germinacdo em resposta a adversidades do meio. A galactomanana regula a hidratacao do
embrido no intervalo em que a semente ndo recebe dgua (MEIR, 1981). As sementes das
leguminosas sdo compostas basicamente por casca, endosperma e cotilédone, como pode ser

observado na Figura 2.
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Figura 2 — Corte longitudinal de semente de leguminosa contendo endosperma

y Casca

R = Endosperma

% == Embrido

Fonte: adaptado de SECOUARD, GRISEL, MALHIAC (2007)

Para melhor apreciar-se a estrutura das galactomananas tem-se que levar em
consideragdo como os residuos de galactose (G) se distribuem ao longo da cadeia principal de
manose (M). A proposi¢do de Dea e Morrison (1975) de trés modos de distribui¢do dos
residuos galactose ajuda a compreender melhor a estrutura desses polissacarideos:

a) Arranjo regular
M— 1Y[— M— 1\|/[—M— M—M—M—M—M—M
G

| | |
G G G G

b) Arranjo irregular
M—M—M—M—M—M—M—-—M—M—-M—M
) Y
G G G G G G

¢) Arranjo em blocos
R e
G G G G G G

As galactomananas mais utilizadas na industria de alimentos sd@o: a goma guar de
Cyamopisis tetragonolobus com razao manose:galactose 1,7:1 e a goma alfarroba de
Ceratonia siliqgua com razao manose:galactose 3:1 (CUNHA, PAULA, FEITOSA, 2009). Na
indudstria alimenticia, galactomananas podem ser utilizadas como espessante, estabilizante,
emulsificante, agente firmador (PRADO et al., 2005). Contudo, o consumo de alimentos que
contenham galactomananas pode dificultar o diagndstico de aspergilose, doenca que afeta o

trato respiratério e € causada por fungos do género Aspergillus. O paciente suspeito deve
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interromper o consumo de galactomananas, pois os sinais clinicos e radioldgicos para
deteccao da aspergilose podem ser muito inespecificos e a galactomanana torna positivo o
teste (ACETIL, CORVAGLIA e FALDELLA, 2008).

Na industria de cosméticos, as galactomananas sdo utilizadas em fixadores de
cabelo, cremes e outros produtos de beleza e na farmac€utica em emulsodes, pastilhas e outros
preparos (MANTELL, 1990). Ha também constatacdes de galactomananas modificadas com
atividade contra os virus da febre amarela (ONO et al., 2003) e da herpes (CHRESTANI et
al., 2009).

1.2 Caesalpinia pulcherrima

A Caesalpinia pulcherrima (CP) € uma planta ornamental de pequeno porte que
pode atingir de 3 a 4 metros de altura na fase adulta. Pertence a familia Leguminosae e é
conhecida popularmente como flamboyanzinho, flor-de-pavao, orgulho-de-barbados, flor-do-
paraiso, chagueira, barba de barata ou brio de estudante (EUFRASIO et al., 2009). No Brasil,
a CP encontra as condi¢cdes necessarias ao desenvolvimento de seus frutos e sementes, que
sdo produzidos em grande quantidade e durante o ano inteiro (LORENZI et al., 2003). Suas
sementes apresentam altas porcentagens de germinacdo em uma larga faixa de temperatura
(15 a 40°C). A faixa otima encontra-se entre 20 e 40°C e a temperatura 6tima é 35°C
(FONSECA, JACOBI, 2011).

Indios da floresta amazdnica conhecem essa planta e a denominam de ayoowiri. O
suco das folhas € usado para combater a febre. O suco das flores € utilizado para tratar feridas.
E o das sementes para o tratamento de tosse, dificuldades respiratérias e dores tordcicas. As
raizes dessa arvore apresentam propriedades abortivas (PATEL et al., 2010). Yodsaoue et al.
(2011) 1isolaram das raizes dessa planta quinze novos diterpenos do tipo cassane e 0ito
compostos ja conhecidos. Dos vinte e trés compostos isolados, quatorze apresentaram potente
atividade anti-inflamatdria. Da parte aérea da CP extrairam-se flavondides que apresentaram
de moderada a boa atividade bactericida e moderada atividade antifingica (SRINIVAS et al.,
2003). Sudhakar et al. (2006) verificaram que o extrato etandlico de frutos (Figura 3a) de CP
possui atividade antibacteriana e antifingica. As fotografias das vagens e das sementes dessa

planta podem ser observadas na Figura 3.
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Fonte: O préprio autor

Das sementes (Figura 3b) € possivel extrair uma mucilagem que pode servir para a
inddstria farmacéutica como excipiente em mucoadesivo oral para liberacdo controlada de

farmacos (SUDARSHAN, et al. 2010).
1.3 Galactomanana da Caesalpinia pulcherrima

Azero e Andrade (1999) extrairam e caracterizaram galactomanana das sementes
de CP coletadas no estado do Rio de Janeiro. A galactomanana apresentou razao
manose/galactose igual a 3,1, massa molar viscosimétrica média com valor de 1,7 x 10° g/mol
e viscosidade intrinseca de 11,2 dL/g (em dgua a 25 °C). A composi¢do da goma depois de
purificada foi a seguinte: 90% de galactomanana, 9,1% de umidade, 0,6% de proteina e 0,3%
de cinzas. Os autores destacaram que a viscosidade intrinseca calculada (11,2 dL/g) foi
superior a maior dentre aquelas indicadas para amostras comerciais de goma guar (10,0 dL/g),
a galactomanana comercial mais utilizada (Apud. DOUBLIER; LAUNAY, 1981).

Alves (2013) analisou a viscosidade intrinseca da galactomanana de CP (9,20
dL/g), Adenanthera pavonina (6,58 dL/g), Delonix regia (8,11 dL/g), Tamarindus indica
(5,32 dL/g), Mucuna sloanei (7,28 dL/g) e Hymenae courbaril (6,74 dL/g), e constatou que a
galactomanana de CP apresentou maior viscosidade entre as seis espécies de plantas
avaliadas.

Azero e Andrade (2002) observaram que métodos de purificagdo que utilizam
filtragdo reduzem a viscosidade intrinseca das solucdes de galactomananas (0,5 g/L) de
Cassia javanica e de goma alfarroba quando comparados com os métodos que utilizam
centrifugacdo. Porém, a galactomanana de CP ndo tem sua viscosidade intrinseca reduzida

durante a filtracdo, mesmo as trés galactomananas possuindo semelhantes razdes
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manose/galactose (M/G). A redug@o da viscosidade intrinseca indica diminuicdo do volume
hidrodinamico.

Reducdes de volumes hidrodindmicos de macromoléculas de polissacarideos
causadas pela filtracdo devem ser consideradas em caracterizacdes por Cromatografia de
Permeacdo em Gel (GPC), pois antes de serem injetadas as solugdes sdo filtradas. Azero e
Andrade (2002) sugeriram que esse comportamento das galactomananas se deve as suas
estruturas finas. A estrutura fina da galactomanana de CP revela distribui¢cao de ramificacdes
de galactose, em grande parte estatisticamente aleatéria (DEA, CLARK, MCCLEARY,
1986).

Cerqueira et al. (2009) constataram que a galactomanana de CP possui a seguinte
composi¢do monossacaridica: 69,1% de manose, 24,0% de galactose, 0,8% de ramnose, 0,8%
de fucose, 3,0% de arabinose, 1,2% de xilose e 1,2% de glucose. Seu grau de polimerizacdo
de manose e seu grau de ramificacdo de galactose, encontrados por Cerqueira et al. (2011),
foram, respectivamente, 252 e 0,60.

Andrade et al. (1999) verificaram que a galactomanana de CP (GCP) possui
viscosidade em solucdo aquosa semelhante a da galactomanana de Ceratonia siliqua que €, ao
lado da goma guar, extensamente isolada para fins comerciais. Cerqueira et al. (2009)
combinaram GCP com glicerol para formulacdo de cobertura comestivel de seriguela. Franca
et al. (2012) adicionaram a mesma em suco de caju e ndo verificaram alteragdes significativas
no conteudo de vitamina C, no pH e nas caracteristicas microbioldgicas. Houve mudanca
apenas na aparéncia e na viscosidade do suco, que se tornou mais espesso. Essa
galactomanana, quando hidrolisada parcialmente, pode ser utilizada para melhorar a qualidade
nutricional e sensorial de bebidas probidticas fermentadas a base de leite de cabra e soro de
queijo (BURITI et al., 2014). Também pode ser utilizada como modificadora de viscosidade e
agente espessante, tanto na industria de alimentos como na industria farmacéutica devido as
suas caracterfsticas reologicas (THOMBRE, GIDE, 2013). O uso da GCP como espessante €
estabilizante foi patenteado por Renato de A. Moreira (2011).

Solugdes de GCP, preparadas em dgua a temperatura ambiente, foram expostas
em ambiente contaminado por fungo por 30 minutos. Apds 72 horas ndo se constatou a
presenca de colonias de fungos visiveis a olho nu. A solucdo de galactomanana de
Parkinsonia aculeata, que também foi exposta ao mesmo ambiente apresentou muitas
coldnias do fungo (MESQUITA et al., 2002).

Na Tabela 1 podem-se observar as aplicagdes da GCP em diversas areas.
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TABELA 1 — Aplicacdes da galactomanana de C. pulcherrima

Aplicacdo da GCP Referéncia

Coberturas para frutas CERQUEIRA et al., 2009, LIMA et al., 2010
Espessante em suco de caju FRANCA et al., 2012

Qualidade sensorial em bebidas probidticas BURITI et al., 2014

Revestimento de queijo coalho TEIXEIRA et al., 2010

Substituto a gordura em alimento AZEVEDO et al., 2012

Matriz cromatografica GARROS-ROSA, SILVA, SANTANA, 2002

1.4 Polissacarideos sulfatados e suas aplicacoes

Polissacarideos sulfatados podem ser encontrados em algas e animais. Estdo
presentes na parede celular de algas, como fucoidan e carragenanas, € em animais, na matriz
extracelular de tecidos, como fluido sinovial, ligamento e cartilagem (APUD RASHID et al.,
1990). Devido as propriedades biolégicas dos polissacarideos sulfatados, € valido realizar a
sulfatacdo quimica desses biopolimeros para estudo das potenciais aplicacdes dos derivados
(CUNHA, 2006).

O esquema da reacdo de sulfatacdo de polissacarideos estd representado na Figura
4. Nela observa-se primeiramente a formacdo do complexo piridina-trioxido de enxofre, que
na etapa seguinte reage com a hidroxila do carbono 6 da unidade monossacaridica para
finalizar a sulfatacdo. Se a base utilizada na reacdo for dimetilformamida, a mesma substitui a

piridina no esquema e o complexo dimetilformamida-triéxido de enxofre é formado.
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Figura 4 — Representacdo da reacdo de sulfatacio de unidade monossacaridica com &cido

clorossulfonico (agente sulfatante) e piridina (base)

N (l)l N+\ N\
e 2

) ‘ + CI—S—OH —> ol + SO3.©
= |C|) / =

Ho OH X 0SO,H
AN
H 7 + so,. | i
HO\_H H = O
H  OHon H OHon

Fonte: o préprio autor

Os reagentes que geralmente sdo utilizados para sulfatar polissacarideos sao:
acido monoclossulfonico em piridina (GERESH, MAMONTOV, WEINSTEIN, 2002), 4dcido
N-sulfonico em piperidina (YOSHIDA, NAKASHIMA, YAMAMOTO, URYU, 1993), ou
complexo de piridina-trioxido de enxofre (WU et al., 1998). Os solventes usados
frequentemente sdo: formamida (FA), dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO) e
piridina (YANG et al., 2003).

Polissacarideos sulfatados possuem vdrias aplicacdoes, dentre as quais:
anticoagulante (ALBAN et al., 2000), antitrombdtico (BUCHANAN, BRISTER, 2000),
antiviral (AMORNRUT et al., 1999), antiinflamatério (WINKELHAKE, 1991), inibidores de
angiogénese (PAPER, VOGL, FRANZ, HOFFMAN, 1995), antiproliferativo de células
cancerosas (HOFFMAN, PAPER, 1993).

Alguns autores realizam a sulfatacdo de galactomananas com o objetivo de
verificar suas propriedades bioldgicas. Pires et al. (2001) verificaram que a galactomanana de
Senna macranthera sulfatada possui atividade anticoagulante. Monteiro (2014) observou que
a GCP quando sulfatada apresenta propriedade anticoagulante semelhante a da heparina.
Gemim (2008) e Chrestani et al. (2009) demonstraram que a goma guar sulfatada manifesta
atividade contra o virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1). Ono et al. (2003) concluiram que as
galactomananas sulfatadas de Mimosa scabrella e Leucaena leucocephala t€m atividade

contra os virus da febre amarela e da dengue. Hussein, Helmy e Salem (1998) mostraram que
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galactomananas de Leucaena sp., Medicago sativa, Glycine Max e Phoenix dactylifera tém as
suas atividades fibrinoliticas melhoradas quando sulfatadas. Wang et al. (2012) demonstraram
que a galactomanana de Cyamopsis tetragonolobus possui grande poder antioxidante quando

sulfatada em alto grau e com baixas massas molares.

1.5 Doencas fiingicas em plantas e polissacarideos sulfatados

A seca da mangueira, oidio, morte descendente ou seca de ponteiros, malformacao
floral e vegetativa e antracnose, sdo as principais doencas fungicas que afetam mangueiras na
regido do Submédio Sdo Francisco (Bahia). A seca da mangueira € causada pelo fungo
Ceratocystis fimbriata e pode ser letal para a planta. O fungo Oidium mangiferae é o causador
do oidio, doenca que causa sérios abortamentos de flores. A morte descendente causa queima
de inflorescéncia, abortamentos de frutos e podriddo penduncular. O fungo causador €
Lasiodiplodia theobromae. Malformacdo floral e vegetativa pode ocasionar perdas de
producdo de até 86%. Fusarium subglutinans é o fungo causador (BATISTA, 2010). A
antracnose causa a forma¢do de manchas negras irregulares na casca da manga que podem
crescer e cobrir toda superficie do fruto. A infec¢do ocorre no campo. Entretanto, os fungos
podem permanecer em quiescéncia até que haja condicdes ideais para seu desenvolvimento
(PLOETZ, 2003). Os fungos causadores sdo espécies do género Colletotrichum, dentre as
quais encontram-se C. asianum, C. dianesei, C. fructicola, C. karstii e C. tropicale.

Na literatura consta referéncia a dois modos de acdo de polissacarideos sulfatados
contra agentes causadores de doencas fungicas em plantas. Um € por meio da acdo elicitora,
aumentando a resisténcia da planta ao patégeno. E o outro, pela acdo antifingica diminuindo
ou eliminando a populacdo de patégenos na planta.

O polissacarideo sulfatado obtido de Ulva fasciata apresentou atividade elicitora
contra antracnose de feijdo, reduzindo a severidade da doenca em 38% (PAULERT et al.
2009). Galactanas sulfatadas denominadas carragenanas extraidas de Gigartina acicularis e
Gigartina pistilla (algas vermelhas) manifestaram atividade elicitoras em folhas de fumo 24
horas ap6s a aplicacio (MERCIER et al., 2001). Mercier et al. (2001) levantaram a hipétese
da relagdo entre o elevado teor de grupos sulfato na A-carragenana com sua atividade elicitora.
Borsato (2009) observou reducdo do didmetro das pustulas de Uromyces appendiculatus em

plantas de feijao ap6s a pulverizacdo das mesmas com polissacarideo sulfatado extraido de
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Ulva fasciata. Este também foi capaz de reduzir o crescimento de lesdes de antracnose em
feijoeiro (FERNANDES, 2007).

Polissacarideos sulfatados extraidos da pele dos peixes gray triggerfish (PSGT) e
smoothhound (PSSH) manifestaram atividade antifingica. Tanto PSGT como PSSH exibiram
boa atividade contra Alternaria solani (KRICHEN et al., 2015). Este fungo causa pintas
pretas em tomateiros e Abreu (2006) sugere seu controle por meio de 6leos essenciais. PSGT
apresentou atividade moderada contra Fusarium solani (KRICHEN et al., 2015) que causa
podridao vermelha da raiz em cultivo de soja e € estudado por Guimaraes (2010) com foco na
soja brasileira. Polissacarideos sulfatados obtidos a partir da pele de Loligo vulgaris (uma
espécie de lula) revelaram atividade fungicida moderada contra Fusarium solani e Botrytis
cinerea ¢ boa contra Alternaria solani (ABDELMALEK, 2015). Botrytis cinerea causa
doenca do mofo cinzento em diversos alimentos de origem vegetal como repolho, alface,
brocolis, feijdo, uva, morango e framboesa (WILLIAMSON, 2007). Na Tabela 2 constam

alguns polissacarideos sulfatados e suas atuacdes no controle de doengas de plantas.

Tabela 2 — Atividade antiftingica e elicitora de polissacarideos sulfatados

Polissacarideo Atividade Pat6geno Planta Referéncia
Carragenana Phytophthora Tabaco MERCIER et al.,
parasitica var. 2001
PAULERT et al.,
2009,
Ulvana Colletotrichum eYoetro FERNANDES,
Elicitora (Antracnose) 2007
U BORSATO,
romyces
e Feijoeiro 2009
appendiculatus
Gray triggerfish KRICHEN et al.,
Al ) Tomateiro 2015
ernari
Smoothhound lani a4 KRICHEN et al.,
olani
won 2015
Fungicid Soj KRICHEN et al.,
Gray triggerfish Hngleica Fusarium solani o cta
2015
ABDELMALEK,

Loligo vulgaris Botrytis cinérea Videira 2015
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1.6 Antifiingicos para controle da antracnose

No controle da antracnose sdo utilizados os seguintes fungicidas: Tiofanato-
metilico, Azoxistrobina, Difeconazol, Hidroxido de cobre, Imazalil, Mancozeb, Mancozeb +
oxicloreto de cobre, Oxicloreto de cobre, Oxido Cuproso, Piraclostrobina, Procloraz,
Trifloxistrobina, Tebuconazol, Tetraconazol Tiabendazol e Tiofanato metilico (AGROFIT,
2009).

Dinamarca, Estonia, Finlandia, Noruega e Suécia desenvolveram um projeto (A
Nordic Project) que visava analisar amostras de frutas e vegetais importados da America do
Sul. Foram detectados nesses alimentos 37 pesticidas com frequéncia maior que 1%.
Tiabendazol, Imazalil e Procloraz, fungicidas usados em pds-colheita, foram encontrados em
frutas e oleraceas, indicando a necessidade de monitoramento continuo de residuos de
pesticidas (HIORTH, 2011).

Sopefia e Bending (2013) estudaram o uso de biocarvdo como sequestrante de
Azoxistrobina, que € geralmente degradado lentamente no solo (GOSH e SINGH, 2009).
Lucini, Magistrati, Molinari (2009) relataram que difeconazol ndo se acumula no solo e
Mohapatra (2015) constatou o mesmo a respeito de outros fungicidas como trifloxistrobina e
tebuconazol. Contudo € conveniente monitorar o destino dos fungicidas aplicados, pois o
tebuconazol apareceu na concentracdo em média de 0,035 mg/L em dguas superficiais da
Argentina. Esse fungicida foi detectado em 72% das amostras de &4gua analisadas
(GERONIMO, 2014). Nos paises da América do Sul ha escassez de recursos e a legislagdo é
pouco rigorosa. Além disso, programas de formacdo de técnicos e equipamentos muitas vezes
nao existem (HJORTH, 2011). Echeverria-Sdenz et al. (2012) demonstraram os efeitos
fisiologicos prejudiciais de fungicidas triazois (como piraclostrobina e Tiabendazol) em
peixes do rio Jiménez (Costa Rica) que se localiza nas proximidades de uma plantacdo de
abacaxi que € tratada com agroquimicos. Aos fungicidas presentes nas dguas foram atribuidos
os elevados niveis de peroxidacdo lipidica nos peixes. Clorofenil ¢ um fungicida capaz de
matar anfibios e sua acdo estd associada ao aumento dos niveis de corticosterona e

abaixamento da imunidade (IMCMAHON et al., 2011).


http://www-sciencedirect-com.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0045653512015329#b0080
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Sintese e caracterizagdo de galactomanana de Caesalpinia pulcherrima sulfatada e

avaliacdo da sua atividade antifingica.

2.2 Objetivos especificos

e Extrair e caracterizar a galactomanana de Caesalpinia pulcherrima.
e Sulfatar a galactomanana de Caesalpinia pulcherrima por dois métodos.
e (aracterizar a galactomanana sulfatada.

e Avaliar a atividade antimicrobiana da galactomanana antes e apds a sulfatagdo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A galactomanana foi isolada de sementes de CP colhidas no distrito de Flores em
Russas-CE, em agosto de 2013. Para isolamento da galactomanana utilizou-se 4gua destilada,
etanol e acetona (Synth). Os reagentes usados na sulfatacdo segundo Pires et al. (2013) sdo os
que seguem: N,N-dimetilformamida (DMFA) (Dindmica, Quimica Contemporanea LTDA),
acido formico (Synth), 4cido monoclossulfonico (Vetec quimica fina LTDA), etanol e
hidréxido de sédio (Vetec quimica fina LTDA). Os reagentes usados na sulfatacdo segundo
Ono et al. (2003) sdo os seguintes: piridina (Vetec), formamida (Vetec), dacido
monoclossulfonico e bicarbonato de sdédio (Vetec quimica fina LTDA). Para didlise foi
utilizada membrana com limite de massa molar de aproximadamente 12400 g/mol (Sigma-

Aldrich).

3.2 Extracao da Galactomanana

As sementes de CP (100 g) foram lavadas e colocadas em uma placa de Petri
forrada com algodao umedecido em dgua destilada e sobrepostas por outra camada de algodao
umedecido. A placa foi colocada em autoclave durante 30 minutos sob pressdo de trabalho
(1,0 a 1,5 kgf/cm?) para o intumescimento das sementes. As mesmas tiveram suas partes
(tegumento, endosperma e cotilédone) separadas manualmente. O endosperma foi triturado
em 4gua destilada, a mistura foi centrifugada a 6000 rpm por 30 minutos a 25°C e o
sobrenadante foi coletado e precipitado em dois volumes de etanol. O precipitado foi retido
em funil de placa sinterizada n° 3, lavado quatro vezes com dlcool e duas vezes com acetona.
A galactomanana foi macerada e seca em almofariz com ar quente, e armazenada a
temperatura ambiente (LIMA, 2012).

A Tabela 3 mostra as condi¢des das reacdes de sulfatacio.
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Tabela 3 — Condi¢des experimentais da reagcao de sulfatagao

Amostra* Base Solvente Vol. de
HCISO3(mL)
GCPS-P7 DMF DMF/AF 7
GCPS-P13 DMF DMF/AF 13
GCPS-0O7 Py Py/FA 7
GCPS-0O13 Py Py/FA 13

*A massa da amostra de GCP foi mantidaem 1,0 g

3.3 Sulfatacao da galactomanana

A reacdo de sulfatagdo da GCP foi realizada por meio de dois métodos:

a) Pires et al. (2013) — Adicionaram-se 30 mL de N, N — dimetilformamida (DMF) a 1,00 g
de galactomanana de GCP e manteve-se o sistema sob agitacdo por doze horas. Filtrou-se a
suspensdo em funil de placa sinterizada n° 3 para retirar o excesso de solvente. Preparou-se
o complexo colocando-se 50 mL de DMF em um erlenmeyer (125 mL). O sistema foi
posto em banho de gelo. Quando o DMF atingiu a temperatura de 4°C adicionou-se 7 mL
de 4cido monoclossulfonico (HCISOs3) gota a gota. Retirou-se o sistema do banho-de-gelo
para que o mesmo atingisse a temperatura ambiente. Colocou-se o polissacarideo solvatado
em 50 mL de DMF mais 2 mL de 4cido férmico (AF) e adicionou-se o complexo
sulfatante. Deixou-se a reagdo ocorrer por 3 horas com agita¢do. Precipitou-se a mistura
em 700 mL de etanol, o polissacarideo sulfatado foi retido sob vicuo em funil de placa
sinterizada n°® 3 para ser lavado em etanol. Retirou-se o excesso de etanol do material ainda
no funil. Dissolveu-se 0 mesmo em 200 mL de dgua destilada e ajustou-se o pH para 7,0
com hidréxido de sédio (NaOH 20 % m/v). Filtrou-se a mistura para retirar o material que
ndo se dissolveu. Dialisou-se a soluc¢ao filtrada contra 4gua destilada com trocas didrias por
trés dias, tempo necessdrio para a condutividade da &4gua de didlise se igualar a
condutividade da 4dgua destilada. A solugdo dialisada foi liofilizada, obtendo-se a
galactomanana sulfatada que foi denominada GCPS-P 7. O procedimento foi repetido para
outra amostra de galactomanana, modificando somente o volume de 4cido

monoclossulfonico para 13 mL, obtendo-se o derivado GCPS-P 13.
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b) Ono et al. (2003) - Uma mistura de 160 mL de piridina e 30 mL de formamida foi
adicionada a 1,00 g de GCP e mantida sob agitacdo a 25° C por 12 horas até obter-se uma
suspensdo finamente dispersa. Resfriou-se a solucdo a 4°C e adicionou-se lentamente 7 mL
de HCISO3s. Deixou-se a mistura sob agitagdo por vinte e quatro horas a 4°C. A solugdo
resultante foi neutralizada com bicarbonato de sédio (NaHCO3) e dialisada contra dgua
destilada com trocas de dois em dois dias por 10 dias, tempo necessdrio para que a
condutividade da dgua de didlise se igualasse a da 4gua destilada. A galactomanana

sulfatada foi liofilizada e obteve-se a GCPS-O7. Depois se repetiu 0 mesmo procedimento

usando-se 13 mL, obtendo-se a GCPS-0O13.

3.4 Caracterizacao da galactomanana e seus derivados sulfatados

3.4.1 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FTIR)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho das galactomananas bruta e
sulfatadas foram obtidos em pastilhas de KBr em equipamento FTIR Shimadzu 8300, na faixa

de 400 a 4000 cm™".

3.4.2 Anadlise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica dos polissacarideos foi realizada em equipamento
modelo Q50 da TA Instruments em atmosfera de ar sintético com um fluxo de 40 mL/min em
cadinho de alumina. Foi usada uma taxa de aquecimento de 10°C/min em uma faixa de 25 a

800 °C.

3.4.3 Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

A distribuicdo de massa molar foi determinada por GPC em equipamento
Shimadzu LC-20AD acoplado a um detector de indice de refracdo (RID-10A) e coluna PolyS-
GFC-P Linear com dimensdes 300x7,8 mm. A fase movel utilizada foi NaNO3(aq) 0,1 mol/L, a
temperatura ambiente e fluxo de 1 mL/min. Para o preparo das solu¢des de polissacarideos a
0,1% (m/v), foram colocados 2 mg de goma em 2 mL de NaNO3(aq) 0,1 mol/L e deixou-se sob

agitacdo por 24 horas. As solucdes foram filtradas em membrana de celulose. O volume
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injetado das amostras foi 50 pL. A massa molar de pico (Mp) da goma ndo sulfatada foi
obtida por meio da equagdo gerada pela regressdo linear utilizando padrdes de pululana
(logMp = 14,68 — 1,07Ve). A massa molar de pico dos derivados sulfatados foi obtida por
meio da equagdo gerada pela regressado linear utilizando padrdes de Poliestirenossulfonato de

sédio (logMp=13,92 - 0,99Ve), onde Ve é o volume de elui¢cdo em mL.

3.4.4 Potencial Zeta (PZ)

As medidas de potencial zeta foram realizadas em equipamento Zeta Sizer Nano
ZS da Malvern, com comprimento de onda do laser de 633 nm e angulo de deteccao de 17°.
As solucdes com concentracdo de 0,1 % (m/v) foram preparadas em 4gua deionizada e em
seguida filtradas em membrana de celulose. As medi¢Oes foram feitas a temperatura

ambiente.

3.4.5 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de '*C e 'H das solugdes dos polissacarideos 0,1 % (m/v)
em D>0O foram feitos a 70°C em um espectrometro com Transformada de Fourier da Bruker
Avance DRX 500. Com gradiente multinuclear inverso equipado com uma sonda principal
com bobinas de gradiente blindado. 2,2-dimetilsilapentano-5-sulfonato de sédio (DSS) foi

usado como padrio interno (0.00 ppm for 'H).

3.4.6 Anadlise elementar

O conteddo de enxofre das amostras foi determinado por anélise elementar através
de um Espectrometro Otico de Emissdo Atdmica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP
OES, Radial) da marca Spectro, modelo Arcos. Os parametros operacionais do equipamento

constam na Tabela 4.
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Tabela 4 - Parametros operacionais do ICP OES

Parametro Valor Parametro Valor
Poténcia aplicada 1400 W
Radiofrequéncia do gerador de RF 27,12 MHz
Vazdo do gés do plasma 12 L min™!
Vazdo do gas auxiliar 1 L min!
Vazdo do gas de nebulizacdo 0,85 L min™!
Vazao de introdugdo de amostra 0,85 L min™!
Velocidade da bomba 30 rpm
Nebulizador Crossflow

3.4.7 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos polissacarideos e seus derivados sulfatados foi
avaliada pelo método de difusdao em dgar conforme a Norma de Desempenho para Teste de
Sensibilidade Antimicrobiana, sugerida pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2005). O meio para o crescimento de Collototrichum sp. (25°C/48-72h) foi caldo
batata dextrose (Becton Dickinson, USA). A superficie do 4dgar Mueller-Hinton (Becton
Dickinson) foi inoculada com as suspensdes de Collototrichum sp. Na mesma foram feitos
pogos com diametros internos de 5 mm com o auxilio de um perfurador estéril. Adicionou-se
em cada poco 25 pL das solugdes de cada amostra do polissacarideo e dos seus derivados
sulfatados (GCP, GCPS-P7, GCPS-P13, GCPS-O7 e GCPS-O13) e na placa de
Collototrichum sp. colocou-se 25 pL. de nistatina (100 000 UI/mL, Laboratério Teuto, BR)
em um furo central para servir como controle positivo. A avaliagdo da atividade
antimicrobiana foi realizada com base na dimensao dos halos de inibi¢do que se formaram ao

redor dos pogos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracao da galactomanana

O rendimento de extracdo de galactomanana foi de 17,75%. Alves (2013) obteve
rendimento de 18,22%, porém o mesmo ressolubilizou o residuo do endosperma vérias vezes
e isso nao foi feito neste trabalho. Azero e Andrade (1999) constataram rendimento de 25%,
contudo utilizando método diferente no qual as sementes sdo submetidas a trituracdo (ao invés
de intumescimento) e extracdo de lipideos. Com método semelhante a este ultimo Cerqueira

et al. (2009) e Sousa (2014) obtiveram rendimento de 25,70 e de 27%, respectivamente.

4.2 Sulfatacao da galactomanana

Avaliou-se o efeito da razdo molar de 4cido monoclorossulfonico/unidade
monossacaridica da galactomanana (HCISO3/UGCP) no rendimento da reacdao de sulfatacao.
Na Tabela 5 pode-se observar que quando se aumenta HCISO3/UGCP, o rendimento da
reacdo de sulfatacdo diminui. Esse comportamento pode ser explicado considerando-se que
quanto maior a concentracdo de dcido monoclossulfonico na reagdo, maior a degradacdo do
polissacarideo em cadeias poliméricas menores. Muitas destas sdo perdidas durante a didlise
que é feita em membrana com limite de massa molar da ordem de 1,24 x 10* g/mol. Essa
perda de massa superaria o ganho proporcionado pela aquisi¢do dos grupos sulfato. Neto
(2008) observou também o mesmo comportamento para a goma do cajueiro submetida a
sulfatacao.

Os rendimentos acima de 100% mostrados na Tabela 2 podem ser atribuidos aos
grupos sulfato que entraram na cadeia da galactomanana. Cada mol de grupos de —SO3Na que
se liga a estrutura do polissacarideo contribui com o aumento de aproximadamente 102
gramas na massa da macromolécula, pois para cada mol de —SO3Na (103 g/mol) que se une a

galactomanana um mol de H (hidrogénio) (1,00 g/mol) da hidroxila € retirado.
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Tabela 5 — Relacgdo entre HCISO3/UGCP, grau de sulfatacdo e rendimento reacional

Amostra* [Goma] Reagentes Razdo molar y

(% m/v) sulfatacdo (HCISO3/UGCP)  GS (%)

GCPS-P7 17,0 0,51 101
2 DMF/HCISO3

GCPS-P13 31,6 0,31 94

GCPS-0O7 17,0 0,82 148
0,5 Py/HCISO:s |,

GCPS-0O13 31,6 0,87 98

*A massa das amostras foi 1,0 g, y = rendimento

4.3 Caracterizacao da galactomanana sulfatada

4.3.1 Calculo do grau de sulfatacdo e rendimento

O grau de sulfatacdo dos derivados sulfatados foi calculado com base na
quantidade percentual de enxofre e de carbono presentes nas amostras. Essa quantificacdo foi
conseguida por anlise elementar em Espectrémetro Otico de Emissdo Atémica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES). A equacdo abaixo descreve as operagdes para o cdlculo

do grau de sulfatacao.

GS = (%S/MS)/(%C/6MC) onde: GS = grau de sulfatacao
%S= porcentagem de enxofre
MS = massa atdmica do enxofre
%C = porcentagem de carbono

MC = massa atdmica do carbono

O GS pode ser compreendido como o nimero de mols de enxofre, que reflete o
nimero de mols de sulfatos, para cada seis mols de carbono, que reflete um mol de unidade
monossacaridica da galactomanana. Assim o GS representa a quantidade de mols de grupos
sulfatos que estd contida em um mol de monossacarideo (galactose ou manose). Os valores
obtidos constam na Tabela 5. Na mesma também se pode observar os rendimentos reacionais

que foram calculados por meio da seguinte equagao:
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y = (ma/md) x 100 onde: y = rendimento
ma = massa da galactomanana antes da
sulfatacdo
md = massa da galactomanana depois da

sulfatacao

4.3.2 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho da galactomanana de
Caesalpinia pulcherrima (GCP) e dos derivados sulfatados pelo método de Pires et al. (2013)
(GCPS-P7 e GCPS-P13) estaio mostrados na Figura 5. Bandas caracteristicas de
polissacarideos, como 3380 cm! de O-H, 2915 de C-H (RAKHMANBERDYEVA,
FILIPPOV, 2011), 1150-950 cm! de C-O-C de ligagdo glicosidica e de C-O de dlcool
primério de estrutura glicosidica (RAZAVI et al., 2014) estdo presentes no espectro. A banda
em 1640 cm! pode ser atribuida & dgua presente na galactomanana na forma de umidade

(DODI, HRITCU, POPA, 2011) (Tabela 6).

Figura 5 - FTIR da GCP, GCPS-P 7 e GCPS-P 13
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http://www-sciencedirect-com.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0268005X13002002

31

Tabela 6 — Atribui¢des das bandas no FTIR

N° de onda (cm™) Atribuicdo Referéncia

3433 O-H (RAKHMANBERDYEVA,
FILIPPOV, 2011)

2923 C-H (RAKHMANBERDYEVA,
FILIPPOV, 2011)

1022 C-0O de dlcool RAZAVletal., 2014

1157 C-0-C RAZAVletal., 2014

1642 O-H de H20 DODI, HRITCU, POPA,

2011
1250 S=0 de sulfato PEYMAN et al., 2011

Nos espectros da Figura 5 pode-se verificar a modificacdo estrutural ocorrida na
GCP apés a sulfatacdo pelo método de Pires et al. (2013). Nota-se que a galactomanana
sulfatada apresenta absorcdo em 1250 cm™ que é atribuida ao estiramento assimétrico da
ligacdo S=0 do grupo sulfato. As bandas contidas no intervalo de 700 cm™ a 400 cm™ sdo
resultantes do alto acoplamento de bandas fracas atribuidas a vibragdes de moléculas de dgua
absorvida pelo polissacarideo (RAKHMANBERDYEVA, FILIPPOV, 2011). Essas bandas
aumentam de intensidade no espectro das gomas modificadas devido ao grupo sulfato

tornarem a goma mais higroscopica.

Figura 6 - FTIR da GCP, GCPS-O 7 e GCPS-O 13
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http://www-sciencedirect-com.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0268005X13002002
http://www-sciencedirect-com.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0268005X13002002
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Os espectros de FTIR da galactomanana nido modificada e de seus derivados
sulfatados, segundo Ono et al. (2003), sdo mostrados na Figura 6. As mesmas bandas dos
espectros dos derivados sulfatados segundo Pires et al. (2013) constam no espectro dos
derivados sulfatados segundo Ono et al. (2003) (Tabela 6). A diferenca estd na intensidade de
bandas referentes aos grupos sulfato e a umidade. A GCPS-P7 e as GCPS-O7 e GCPS-0O13

possuem semelhante intensidade da banda em 1250 cm™.
4.3.3 Anadlise Termogravimétrica (TGA)

O comportamento da massa como uma fun¢do da temperatura difere entre um
polissacarideo sem e com grupos sulfato. Por isso foi realizada a anélise termogravimétrica da
GCP e de seus derivados. Observou-se que os residuos dos derivados sulfatados sdo maiores
(em porcentagem de massa) que o residuo da GCP (Figura 7 e Tabela 7). Fazendo-se uma
relacdo com os espectros de absor¢@o na regido do infravermelho (Figuras 5 e 6), nota-se que
as gomas que apresentaram bandas mais intensas de S=0 de sulfato (GCPS-P7, GCPS-O 7 e
GCPS-O 13) também apresentaram maiores percentagens em massa de residuo (Figura 7 e
Tabela 7). E também se observam que as mesmas possuem maiores graus de sulfatacdo

(Tabela 5).

Figura 7 — Termogramas das gomas GCP, GCPS-P7, GCPS-O7 e GCPS-O13

100
90
80

70

60 4

50 4

40 4

30

20

10

oL

100 200 300 400 500 600 700 800

— GCPS-P7
— GCPS-013
— GCPS-07
— GCP

Massa ( %)

Temperatura ( °C)



Tabela 7— Parametros de estabilidade térmica das gomas
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Ammostras Ti Tmax (°C) Residuo em Umidade
(°C) [ i I 800 °C (%) (%)
GCP 225 303 469 3.9 14,3
GCPS-P7 138 166 267 490 24,5 9,9
GCPS-0O7 193 213 238 389 20,8 17,8
GCPS-013 133 147 215 485 16,0 17,0

Na Figura 8 podem-se observar os grificos de DTG (derivada da curva de TGA)

que mostram as temperaturas nas quais ocorrem os eventos de perda de massa dos

polissacarideos. Nela e na Tabela 7 observa-se que as galactomananas sulfatadas possuem

mais eventos de transi¢do de massa do que a GCP. E também que os eventos de degradagdo

dos derivados sulfatados ocorrem em temperaturas menores em relagdo aos da galactomanana

ndo modificada. Esse comportamento que indica diminuicdo da estabilidade térmica €

observado também por Pires et al. (2013).

Figura 8— Curvas de DTG das GCP, GCPS-P7, GCPS-O7 e GCPS-O13
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4.3.4 Cromatografia de Permeagdo em Gel (GPC)

As posicdes dos picos cromatograficos apresentados na Figura 9 mostram que a

GCPS-013 apresenta maior volume de elui¢do em relagdio a GCP e a GCPS-O7, que

apresentam volumes que elui¢do muito préximos. Constata-se que na goma sulfatada com 13
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mL de 4cido monoclossulfénico ocorreu considerdvel degradagdo da cadeia polimérica. A
distribuicao bimodal observada € indicio da degradacdo, que tem sua magnitude confirmada

por meio do cdlculo das massas molares de pico apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8: Massas molares de pico para GCP e derivados sulfatados GCPS-O

Amostra Ve (mL) Mp (g/mol)
GCP 7,32 7,0 x 10°
GCPS-O 7 7,30 4,9 x 10°
GCPS-0O 13 9,34 4,7 x 10*
9,81 1,6 x 10*

A Tabela 8 também mostra que o derivado sulfatado com 7 mL de &4cido
monoclossulfonico (GCPS-O 7) possui massa molar de pico com a mesma ordem de grandeza
da massa molar de pico da galactomanana ndo modificada, indicando que houve pouca
variacdo do volume hidrodindmico depois da sulfatagcdo. Isso significa que o fator que gera
diminui¢do do volume hidrodindmico (degradacdo da cadeia polimérica) foi compensado pelo

fator que gera aumento do volume hidrodinamico (entrada dos grupos sulfato).

Figura 9 — Cromatogramas para GCP, GCPS-O 7 e GCPS-O 13
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Na Figura 10 pode-se observar que o volume de elui¢do aumenta com a adi¢do do
acido clorossulfonico, indicando que também ocorreu degradacdo na goma submetida a
sulfatacao segundo Pires et al. (2013). Essa degradacao foi maior quando se utilizou 13 mL de

HCISO:s.

Figura 10 — Cromatogramas para GCP, GCPS-P7 e GCPS-P13
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A degradacdo da galactomanana pode ser apreciada por meio das massas molares

de pico que constam na Tabela 9.

Tabela 9 — Massas molares de pico para a goma e seus derivados sulfatados GCPS-P

Amostra Ve (mL) Mp (g/mol)
GCP 7,32 7,0 x 10°

GCPS-P7 8,63 2,4x10°

GCPS-P13 9,18 6,8 x 10*

4.3.5 Potencial Zeta (PZ)

A andlise do Potencial Zeta foi realizada para ter-se o parametro da variacao das
cargas da galactomanana em solucdo apds passar pelos processos de sulfatacdo pela

metodologia de Pires et al. (2013) e pela metodologia de Ono et al. (2003) (Tabela 10).
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Tabela 10 — Potencial Zeta para solugdes 0,1 % de GCP e derivados sulfatados (GCPS-P e
GCPS-0O)

Amostra PZ (mV)
GCP -16,8
GCPS-P7 -47,6
GCPS-P13 -38,3
GCPS-0O7 -83,1
GCPS-0O13 -37,1

Observa-se na Tabela 10 que o potencial zeta das gomas € negativo e € maior para
as amostras submetidas a sulfatacdo. As amostras que foram sulfatadas com maior volume de
acido clorossulfonico (13 mL) apresentaram menores intensidades de cargas que as amostras
sulfatadas com (7 mL). Isso indica que as gomas sulfatadas tornam-se mais carregadas
negativamente conforme se aumenta a quantidade de agente sulfatante, porém até um limite.
Ap0s esse limite, a quantidade de cargas negativas no polissacarideo diminui. A hipdtese para
esse comportamento € que a partir de determinado volume de 4cido clorossufonico (HCISO3)
a macromolécula sofra considerdvel degradacdo e macromoléculas sulfatadas com massa
molar menor que 1,24 x 10* g/mol (limite da membrana) sejam perdidas para a dgua de

dialise. Essas cargas negativas perdidas refletem no potencial zeta.

4.3.6 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

A andlise por RMN foi utilizada para investigar a estrutura das galactomananas
sem e com modificacdo. Os espectros d¢ RMN 'H para a amostra ndo modificada (GCP),
sulfatada sem piridina (GCPS-P7), e sulfatada com piridina (GCPS-O13) sdo apresentados,
respectivamente, nas Figuras 12, 13 e 14. A identificacdo dos picos dos espectros de RMN de
'H foi conseguida com base nos dados da literatura para galactomananas (KAPOOR et al.,
1998; GANTER E REICHER, 1999; RAMESH et al.,, 2001). A razio manose/galactose
(M/G) foi obtida pela razdo entre as dreas correspondentes aos hidrogénios anoméricos da
manose (4,8 ppm) e da galactose (5,1 ppm). A M/G da galactomanana ndao modificada (2,19)
foi menor que a encontrada por Andrade et al. (1999) (2,83), por Cequeira et al. (2009) (2,88)
e por Azero e Andrade (1999) (3,1). Mas ficou muito préxima da razdo encontrada por Alves

(2013) (2,18). O derivado sulfatado (GCPS-O 13) apresentou M/G (2,76) maior do que a da
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galactomanana sem modificacdo (2,19), sugerindo perda de galactose durante a reacdo de
sulfatacdo. A amostra GCPS-P7 também apresentou M/G (3,13) superior a M/G da GCP, e
superior a da GCPS-O13, indicando maior perda de ramificaches de galactose na
galactomanana menos sulfatada (GCPS-P7, DS = 0,51) do que na galactomanana mais

sulfatada (GCPS-O 13, DS =0,87).

Figura 11 — Espectro de RMN 'H para GCP
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Figura 13 — Espectro de RMN-H' da GCPS-013
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A Figura 14 mostra os espectros de RMN bidimensional para a galactomanana e
seus derivados sulfatados.

Figura 14 - Espectro de RMN bidimensional da GCP (a) e seus derivados GCPS-P7 (b) e
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Na Figura 14 pode se observar que no espectro de RMN bidimensional das
galactomananas sulfatadas surge um novo sinal de residuo substituido, além do sinal do
residuo de manose substituida no carbono 6 por residuo de galactose (‘Gal 6). O novo sinal
foi oriundo da sulfatacdao da galactose no carbono 6 (“Gal 6) que provocou na GCPS-P7 e na
GCPS-07, respectivamente, um deslocamento de 5,2 e de 5,4 ppm no sinal do carbono 6 da
galactose (MELO et al., 2002). Na Tabela 11 observa-se a mudanca da correlacdo para o

carbono 6 da galactose.

Tabela 11 - Correlagdes de sinais para o carbono 6 da galactose (MELO et al., 2002)
Amostra Sinal do *C  Sinal do 'H

GCP 61,9 3,8
GCPS-P7 67,1 3,8
GCPS-0O13 67,3 3,7

A galactomanana apds receber grupos sulfato ou aumentar a quantidade dos
mesmos passa a apresentar espectro mais complexo (Figura 14) devido aos carbonos
diretamente ligados aos sulfatos, que s@o retiradores de elétrons, terem mudado para posi¢des
de campo inferior e aos carbonos ligados indiretamente, terem mudado para mais altas
posicoes de campo (LIU et al., 2009). Na galactomanana mais sulfatada (GCPS-O7) surgiram
novos sinais nas vizinhangas dos carbonos anoméricos indicando funcionalizac¢io (sulfatagcdo)
no carbono 2 (WANG et al., 2013). A nova correlagio ('H = 4.9 ppm ; '*C = 100.3 ppm) na
GCPS-O7 pode ser atribuida ao carbono 1 da galactose substituida no carbono 2 (“’Gal 1),
denotando que a proximidade do grupo sulfato estd aumentando a blindagem do carbono

anomérico da galactose que tem seu sinal (!*C RMN) reduzido em 1,1 ppm.
4.3.7 Atividade antimicrobiana
As galactomananas sulfatadas ndo manifestaram atividade antimicrobiana contra

Colletotrichum sp.. Porém, a galactomanana ndo modificada apresentou efeito fungistatico

que pode ser observado na Figura 15.
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Figura 15 — Placa de Colletotrichum sp. ap6s 5 dias de incubacao.

No centro da placa pode-se observar o efeito do controle positivo (nistatina) para
fungicida. Ao redor do qual os pogos foram preenchidos com solucdes da galactomanana com
as seguintes concentracdes: 0,5 %, 1 %, 1,5 %, 2,5 %, 3,5 % e 4 %. Observa-se que a solu¢cao
menos concentrada (0,5%) ndo apresentou efeito fungistatico e que a mais concentrada (4,0%)
apresentou a menor atividade. A solucdo a 3,5 % parece possuir o maior efeito, enquanto as
solucdes a 1,0%, 1,5% e 2,5% parecem possuir atividade fungistatica semelhante.

Devido a composicdo bdsica desses polissacarideos (manose e galactose) seria
normal esperar que a galactomanana in natura, ao invés de inibir, favorecesse a proliferacdo
de fungos. Mesquita et al. (2002) analisaram a possibilidade da utilizagdo das galactomananas
de C. pulcherrima e Parkinsonia aculeata como meio de crescimento de fungos. Enquanto
uma solucdo da galactomanana de P. aculeata, exposta a meio contaminado por fungos (30
min.), apresentou, apos 72 horas, uma grande quantidade de colonias de pigmentacdo verde e
salmon, uma solu¢do da galactomanana de C. pulcherrima, nas mesmas condi¢des, nao
apresentou colOnias visiveis. O experimento de Mesquita et al. (2002) parece da suporte ao

resultado obtido nesse trabalho. Porém somente este trabalho foi encontrado.
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5 CONCLUSOES

Foram obtidas galactomananas sulfatadas de Caesalpinia pulcherrima a partir de
dois métodos, um utilizando piridina e outro, dimetilformamida como base. O grau de
sulfatacdo para a galactomanana sulfatada com piridina ainda é maior, porém é vélido tentar
fazer ajustes no método que utiliza N,N-dimetilformamida como base, para evitar-se o uso da
piridina, reagente toxico e de odor muito desagraddvel. Um reajuste possivel seria evitar
formar o complexo N,N-dimetilformamida com triéxido de enxofre e adicionar o &cido
monoclossulfonico  diretamente  na  mistura  polissacarideo/dcido  férmico/N,N-
dimetilformamida.

Esta dissertacdo tinha o intento de propor a galactomanana de Caesalpinia
pulcherrima sulfatada como antifiingico (ou fungistitico) para o controle da antracnose em
mangas por meio do controle do Colletotrichum sp. Porém os resultados mostram, de modo
inusitado, que somente a galactomanana in natura apresentou alguma atividade (efeito
fungistético) contra tal patégeno.

O presente trabalho e o experimento de Mesquita et al. (2002) sinalizam a
necessidade de uma melhor compreensdo do efeito fungistitico da galactomanana de
Caesalpinia pulcherrima que por pertencerem a um grupo de polissacarideos formados por

manose e galactose, deveria funcionar como meio de cultura e ndo como fungistético.


https://www.google.com.br/search?q=colletotrichum&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiZ2OCTtbTOAhUEQpAKHSRxD4cQvwUIGygA
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APENDICE

As galactomananas sulfatadas, que ndo tiveram efeito sobre o Coletotrichum sp.,

foram testadas como bactericida contra Staphylococcus aureus.

Patogenicidade da Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria patogénica capaz de causar infeccoes
alimentares, porque produz toxinas enquanto cresce em alimentos contaminados (LOWY,
1998). Essa bactéria pode causar desde simples infec¢des na pele até maiores complicagdes a
saide como meningite e pneumonia (BALABAN et al., 1998).

Esse patégeno € um dos principais colonizadores do corpo humano, estando em
maior concentracdo nas vias nasais. Sua preseng¢a no corpo sO passa a ser um problema
quando o mesmo estd fragilizado. Pacientes hospitalizados podem desenvolver graves
doencas por causa desses micro-organismos (CAVALCANTI et al., 2005).

Na Figura 16 pode-se observar um leve efeito bactericida da solucdo de GCPS-
013 1%. Os demais polissacarideos que foram testados (GCP, GCPS-P3, GCPS-P5, GCPS-
P7, GCPS-P13, GCPS-O7 e GCPS-013) ndo apresentaram halo de inibicdo. Os derivados

Figura 16 — Placa de S. aureus mostrada de frente (a) e de verso (b) feita 3 dias apds a

incubacdo.
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sulfatados GCPS-P3, GCPS-P5 que aparecem somente nos anexos, foram sulfatados,
respectivamente, com 3 e 5 mL de 4cido monoclorosulfénico. O polissacarideo que
apresentou a leve atividade bactericida também € o derivado mais sulfatado. Por isso pode-se

relacionar a atividade contra Staphylococcus aureus com a quantidade de grupos sulfatos.
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