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RESUMO

Trés métodos de esterilizagdo foram avaliados para um derivado insoltivel da levedura Saccharomyces cerevisiae (BGSC): calor
umido sob pressdo (CP); exposi¢do ao gas 6xido de etileno (OE) em planta industrial; e irradiagdo gama (IG) a partir de uma fonte de
cobalto-60. Analises por espectroscopia Raman, no infravermelho (FTIR) e de ressonancia magnética nuclear ('3 C-RMN) no estado
solido indicaram que a B-glucana é o principal constituinte do BGSC, com pequenas quantidades de quitina e proteinas. Os espectros
FTIR e Raman ndo apresentaram alteragdes significativas apos os tratamentos. No entanto, o CP promoveu mudangas nos espectros de
BC-RMN nos deslocamentos quimicos associados ao carbono C3 da glucana, sugerindo rearranjo conformacional. Este trabalho
propde que o tratamento com OE e IG s@o métodos de esterilizacdo promissores para BGSC na elaboracdo de formulagdes contendo

B-glucana, mas o CP pode comprometer a conformacao de ordem superior desse polissacarideo.
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Introducao

A B-glucana de levedura é um polissacarideo formado
por unidades de D-glicose unidas principalmente por ligacdes [3-
1,3 e ramificagdes B-1,6, sendo um dos principais componentes
estruturais da parede celular da Saccharomyces cerevisiae. Sua
estrutura conformacional, frequentemente organizada como
tripla-hélice, confere-lhe propriedades imunomoduladoras
amplamente documentadas (1). Derivados insoluveis de
levedura enriquecidos em B-glucana (BGSC) s@o promissores
para uso como adjuvantes imunolégicos, inclusive por via
parenteral (2). No entanto, por serem materiais so6lidos e
insoluveis, exigem processos de esterilizacdo alternativos a
filtracdo, como CP, OE e IG (3). Estes podem afetar a estrutura
quimica ou supramolecular da B-glucana, com impacto direto
sobre sua bioatividade (4). Assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar, por meio de espectroscopias FTIR, Raman e
BC-RMN no estado sélido, os efeitos de trés métodos de
esterilizagdo sobre a integridade estrutural de um BGSC
comercial utilizado como suplemento para nutrigdo animal.

Experimental

Esterilizacdo:

CP: 5 g de BGSC em béquer selado com papel pardo sob ciclos
de 115°C ou 121°C durante 15 ou 30 min em autoclave
laboratorial;

OE: 5 g de BGSC em frasco de poliestireno com tampa de
membrana de 0,22 um, submetidos a 210 min de exposi¢do ao
gas (concentragdo: 450-1200 mg/L) em autoclave industrial
(7,1-18,9 kg/ciclo);

IG: 1 g de BGSC em microtubos de 1,5 mL e exposi¢do ao
cobalto-60 com taxas de dose de 2,26 kGy/h para as doses de 1
kGy e 25 kGy e 7,71 kGy/h para a dose de 50 kGy.

Andlises espectroscopicas:

FTRaman: Bruker MultiRAM, detector de Ge resfriado a
nitrogénio liquido, excitacdo com laser Nd:YAG de 1064 nm e
200 mW, resolugdo de 4 cm™ e 512 varreduras;

FTIR: Bruker Vertex 70v com acessorio de reflectancia total
atenuada (ATR) para andlise in situ, resolucdo de 4 cm™* e 128
varreduras;

I3C-RMN: Bruker Avance III HD (400 MHz), técnica de CP-
MAS a 10 kHz, rotores de zirconia (4 mm), hexametilbenzeno
como padrdo (17,3 ppm).

Resultados e Discussao

A B-glucana € o principal componente do BGSC, com
sinais tipicos em FTIR e Raman (890 ¢cm), e sinais intensos da
cadeia glicosidica em '3C-RMN contrastando com sinais
discretos de quitina e proteinas (5).



Os espectros FTIR e Raman ndo mostraram altera¢des
significativas no perfil de bandas na [-glucana apdés os
tratamentos, indicando que sua estrutura primaria permaneceu
intacta (Figura 1). No entanto, o '*C-RMN revelou mudangas
ap6s os tratamentos a 115°C e 121°C por 30 minutos, com
alteragdes nos deslocamentos em 87 ppm e 76 ppm (Figura 2),

atribuidos ao carbono C3 (ligado e hidroxil terminal,
respectivamente) da estrutura glicosidica (6).
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Figura 1. Espectros FTIR (superior) e Raman (inferior) de
amostras de BGSC submetidas a diferentes tratamentos (para
simplificagdo, alguns tratamentos foram omitidos devido a
semelhancga dos espectros).
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Figura 2. Espectros '*C-RMN de BGSC submetido a diferentes
tratamentos, com destaque para regido de C3.
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Houve reducdo da intensidade do sinal em 87 ppm, com
incremento nos sinais vizinhos sobrepostos, indicando mudancga
do ambiente quimico em torno de C3. O pico em 76 ppm sofreu
aumento de intensidade, o que poderia indicar quebra de ligagao
B(1,3)-glicosidica, com aumento da quantidade de C3-OH
terminal, porém nao houve altera¢do do sinal para C1 (104 ppm).

Os dados indicam uma reorganiza¢do conformacional
da [-glucana apds aquecimento prolongado, possivelmente
devido a desestabilizagdo da tripla-hélice e alteracdes nas
ligagdes de hidrogénio, expondo C3 a um ambiente quimico
heterogéneo (7).

Conclusoes

Este trabalho propde que OE e IG sdo métodos
adequados para esterilizaggo do BGSC, preservando a
integridade estrutural da B-glucana. Em contrapartida, o CP por
30 min promove alteracdes conformacionais perceptiveis por
BC-RMN, que podem impactar a eficdcia imunobioldgica.
Ensaios biologicos complementares sdo recomendados para
confirmar a manuten¢do da atividade imunomoduladora apds os
tratamentos.
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