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Os polissacarideos microbianos tém recebido camdsieleatencéo devido ao seu potencial
de uso em uma ampla variedade de areas induspriaiendo ser aplicados como imunomoduladores,
emulsificantes, estabilizantes ou biofilmes. Algemspolissacarideos (EPS), como os do tipe3-
glucanas, ja sdo aceitos e aplicados biotecnologiote, enquanto outros ainda estdo em fase de
estudo. O uso de cada polimero varia bastanteeriste um grande interesse nesses compostos como
potenciais substitutos das gomas derivadas deaglantalgas marinhas (SUTHERLAND, 1998).

Embora alguns EPS tenham sido descritos, nem tdoi@n ainda caracterizados.
Consequentemente, sua diversidade quimica e pdades funcionais ainda sdo pouco entendidas.
Diferentes técnicas sao utilizadas para caractgiizdestes biopolimeros, que incluem cromatografia
de filtracdo em gel, hidrolise acida, metilagaogrddacdo de Smith, analises por espectroscopia de
infra-vermelho acoplado ao transformador de FoR&rIR), ressonéncia magnética nuclear (RMN)
de °C e'H e a cromatografia de gel permeacdo (GPC) paraterminacdo da massa molecular
(GONZAGA et al., 2005). Essas informacdes sdo importantes patiizacdo dessas substancias.

Fungos do grupo dos ascomicetos, como os do gé@wtrgosphaeria, ndo sdo muito
explorados quanto ao seu potencial de producagapmbissacarideos, principalmente no Brasil, onde
a biodiversidade microbiana ainda € pouco aprad@itaa area biotecnoldgica. Entretanto, para a
utilizacdo dessas moléculas, € importante, alémnddom microrganismo produtor, o isolamento,
com subsequiente purificacdo e andlise estrutusaindééculas produzidas.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi deiteema composi¢cdo em monossacarideos,
tipo de ligacdo e conformacgéo estrutural dos ER8yazidos por isolados do géndBotryosphaeria,
obtidos de diferentes fontes vegetais (laranja,gaagraviola e pinha), denominados de ERR
EPSiangarrute EP&ravios  EP$inna respectivamente, e d&otryosphaeria rhodina (EPS. rhodina),
microorganismo de referéncia neste trabalho, quanttovados em sacarose comercial como Unica
fonte de carbono, utilizada devido ao seu baixtocaigacil obtencao.

A producédo dos EPS foi realizada segundo a metgidottescrita por Steluti e col. (2004)
com aliquotas de cada material sendo quantificad@sacucares totais (método de Dubois), redutores
(método de Somogyi-Nelson) e proteinas (métodorddfBrd) (CORRADI DA SILVAet al, 2005).

Para a determinagdo da composi¢do monossacatidieaporcdo de cada material (5@)
foi submetida & hidrélise acida total com TFA 5M f6 horas a 100°C e apds remocao total do 4cido,
analisadas por HPAEC/PAD. Para a determinacao igasdkes glicosidicas que compdem o EPS
foram feitos espectros de FT-IR. A estrutura canfmional, importante dado para aplicagéo
biologica, foi analisada através do ensaio comrarte Congo Red (complexo CR/EPS) que consiste
no deslocamento do comprimento de onda maxixyax) causado pela interacdo do corante com a
estrutura conformacional da molécula, na preseadgifdrentes concentracdes de NaOH (0,1 a 0,5M).

Os resultados observados nas quantificacGes daraglmtais, redutores e proteinas para
quase todos os isolados (Tabela 1), com exce¢ddP&ngarue dEMONStraram uma concentragao
significativa de EPS e baixo percentual de acUaaehstores e ainda que a fonte de carbono utilizada
(sacarose) ndo apresente caracteristica redutoderip estar sendo biologicamente degradada,
gerando acUcares redutores. A quantificacdo deeipext forneceu valores muito baixos quando
comparados a massa total, podendo ser atribuidesé@nga de uma glicoproteina secretada no meio de
cultivo, denominada lacase, produzida constitutiat@ peloB. rhodina (DEKKER & BARBOSA,
2001).



TABELA 1: Peso seco (liofilizado) e quantificacdes de a@gtotais, aglcares redutores e proteinas dos EPS
produzidos pelos isolados de botriosferaceos obtilo diferentes fontes vegetais (laranja, mangajiaa,
pinha) e dd. rhodina, crescidos em sacarose comercial como Unica fantadono.

Peso Seco (g) Acucar Total (g) Acucar Redutor (gProteinas (g)

EPSvanga 0,338 0,319 0,007 0,019
EPS_aranja 1,800 1,791 0,010 0,009
EP&raviola 1,542 1,477 0,013 0,065
EPSinna 1,312 1,294 0,014 0,018
EPS. rhodina 1,136 1,085 0,019 0,051

A estrutura primaria de um EPS é definida pela somposicdo monossacaridica, a
sequéncia do tipo de anel dos monossacarideostaintss, tipo de ligacdo glicosidica, entre outras
caracteristicas (PAZUR, 1994). A andlise dos hisladlos por HPAEC/PAD (Figura 1) mostrou a
predominancia de glucose como monémero base daScutas$, portanto os EPS produzidos séo
glucanas.
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Figura 1. Andlise dos hidrolisados de EPS produzidos peifesethites isolados de botriosferaceos e lo
rhodina por HPAEC/PAD. Condi¢Bes da corrida: isocratica @Nal4mM, 25 minutos). Coluna: CarboPac
PA10. CondicBes de hidrolise: TFA 5M, 16 horas, 200 Quantidade de material: $@. Tempo de 10.94
corresponde ao padréo de glucose.



Espectros de FT-IR de todos os EPS produzidos foemtizados para determinar quais
tipos de ligacdo glicosidicas unem os mondmerogyldeose. Os resultados obtidos (Figura 2)
demonstraram bandas de absorcdo em 891ech871 crit, que sdo caracteristicas de ligagdesde
B-glucanas (GUTIERREZt al., 1996), respectivamente. Estas bandas indicaresemca de ligacdes
glicosidicas em configuracgonos diferentes isolados de botriosferaceos B. dbodina. A auséncia
de banda em 843 ¢hindica que ligaces com configuracdo @mé&o estéo presentes nas moléculas.
A auséncia de absor¢do em 1535'cmtribuida ao agrupamento amida, sugere a nitéesia de
proteinas em quantidades consideraveis nas awostnalisadas. As bandas em 1150, 1110 e
1040 cm sdo tipicas de residuos de glucose (GUTIERREZal., 1996). Estes resultados
demonstraram que EPS produzidos pelos isoladBstdgosphaeria séo do tipg-glucanas.
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Figura 2: Espectro de infravermelho acoplado ao transform&earier (regido de 1800 a 600 ¢ndos EPS
produzidos pelos diferentes isolados de botrioséersi e pel®. rhodina.

Outra informacdo importante para a aplicacdo emnadg areas, como a medicinal por
exemplo, é a conformacdo adotada pela moléculaohmdes aquosas. Entre as possiveis estruturas
encontradas, a tripla hélice é a que apresentdhmmesposta biolégica (MUELLER al., 2000).

Segundo Ogawa e colaboradores (1972), com congéasantre 0,01 e 0,19M de NaOH
existe uma perda gradual da rigidez da estrutweduzindo a viscosidade, o que facilitaria a
complexacéo com o Congo Red. Com concentracdes @i® a 0,24M ocorre a quebra das pontes de
hidrogénio, dando inicio a transicdo da conformagélicoidal para a randémica, perdendo assim a
capacidade de formar complexos com o corante. Encermtracdes acima de 0,24M existe
predominancia de conformacdes randémicas.

A relagao entre complexo CR/EPS, conformacéo equt¢ ger acompanhada pela mudanca
do comprimento de onda maximiyax) em cada uma das concentragdes de NaOH (FiguRona8g-
se ver que dentre os cinco EPS analisados, o qasesmpou um maior deslocamentoXigx foi o
EPSaanja, Sugerindo que em sua estrutura existe uma npaigydo tripla hélice que nos demais
isolados. Os ERRQuioia € EP$inna apresentam resultados semelhantes ag ERS. sugerindo assim
que suas conformages séo similares. OvERSuomanteve certa linearidade com a variagéo do pH,
mas com um valor superior aos do padrdo de dex{réia causando deslocamentoXiy) e do



controle com Congo Red, o que pode ser explicadaima maior quantidade de hélice simples que
nao contribui para a formacao do complexo.
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Figura 3: Analise conformacional dos diferentes isoladobateiosferaceos.

Portanto, estes resultados indicaram que existee ergt isolados analisados um bom
potencial para producdo de exopolissacarideos pdoptglucanas. Os resultados de conformagéo
também demonstraram que o ERR. possui estrutura em tripla hélice, o que podes#itir futuros
estudos de atividade bioldgica deste polimero.

Para a confirmacdo dos resultados de estrutura, d@mo para determinar tipo de
ramificacdo das moléculas produzidas, outras asafie rotina da quimica de carboidratos ainda serdo
realizadas, tais como metilacdo, degradacdo dehSenitessonancia magnética, para posterior
aplicagc&o do biopolimero do melhor produtor escalhi
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