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Com a descoberta de microrganismos capazes deizsintpolissacarideos extracelulares,
pesquisagém se voltado para o cultivo des®adm o interesse de conhecer a composi¢cdo quimica e
estrutura da parede celular desse microrganismyI(BER et al. 1992, SELBMANN, et al.,2002, KIM
et al.,2003).A parede celular € uma estrutura rigida, essepaial a sobrevivéncia do fitopatégeno, e o
conhecimento da estrutura quimica de seus compemeutlissacaridicos podera ser util para o
desenvolvimento de novas drogas antifingicas, qdergo inibir a biossintese e/ou alterar a esautur
da parede celular, bem como obtencdo de matérimppara aplicacdo na industria cosmético-
farmacéutica.Portanto, o objetivo deste trabalho foi extrair wifirar algumas fracGes ricas em
acucares utilizando a biomassa micelial do fitogat@Botryosphaeria rhodina.

O fitopatdgend. rhodina, foi cultivado em glucose como unica fonte de cad(STELUTI
et al, 2004). O cultivo foi interrompido por centrifugar obtendo-se o sobrenadante contendo
exopolissacarideos e o precipitado contendo a lsisana

Para obtencéo desses polissacarideos a biomatsafta com agua, exaustivamente, até que
nenhum residuo de agucar livre fosse detectadogpsmio do fenol-acido sulfurico, garantindo altota
remocao do EPS. A massa micelial foi liofilizadagimentada e submetida, consecutivamente, a trés
diferentes procedimentos extrativos: 4gua fria,(agua fervente (4x) e hidroxido de potassio a 2%,
100°C (2x). Os extratos de cada uma das extracOes feeparados de seus respectivos residuos por
filtracdo e centrifugagdo. Em seguida, foram redheia pequeno volume sob baixa pressdo, em
evaporador rotativo e entéo refrigerados@. s extratos concentrados foram precipitadostanok
absoluto e ap6s centrifugacdo e solubilizacdo ema,&iveram aliquotas retiradas para dosagem de
proteinas e agUcares totais. Aliquotas de todatapas de extracdo e purificacdo foram hidrolisados
para acgucares neutros com TFA 5,0M, 16 horas a°C0€, aminados com TFA 2,0 M, 1 hora a
121°C e analisadas por HPAEC/PADORRADI DA SILVA et al, 2005).

Os resultados observados nos precipitados etaspliemonstraram que as extracfes aquosas
a frio (R e R3) e a primeira extracdo aquosa a quent® &presentaram grande quantidade de agucar
total de 93%, 93% e 99%, respectivamente e um npaicrentual de proteinas de 07%, 07% e 06%.
As demais extracfes a quente e alcalina, apreaeniama alta concentracdo de agUcar, porém com
menor proporgéo de proteina. Os resultados dalisielifcida mostraram que galactose (Tabela 1) é o
acUcar majoritario nos quatro primeiros extratas b, Fs e Q) e a glucose nos demais.

Selecionou-se para dar continuidade aos estuslgsimeiras extragdes, aquosa a quenig (Q
e alcalina a quente (Knéo sé por serem guantitativamente majoritamaseus respectivos extratos,
mas também pela grande diferenca percentual decsaistituintes monossacaridicos. A fracdo Q
rica em galactose, foi aplicada a coluna de filitcagm gel Sepharose CL-4B. De acordo com o
principio do método o material eluiu como quatrcopi em ordem decrescente de massa molecular,
denominados sub-fracdes A, B, C e D (Figura 1), fquem submetidos a hidrélise acida obtendo as
composi¢oes percentuais indicados na Tabela 2a¢&dr kg, rica em glucose, foi submetida ao gelo e
degelo, até que nenhum precipitado fosse detectadsmbrenadante do degelo. Este procedimento
rendeu duas fragcbes denominadas g (soluvel) e KP (precipitado) que também foram submetidos
a hidrélise acida (Tabela 2).

As fracOes A, B, C e D, provenientes dg m como KS e K P, provenientes de;oram
analisados por FT-IR, na forma de pastilhas de KBrresultados dessa andlise, mostrados na figura
2, indicam uma banda de absor¢do de 834 mana a sub-fracdo A, que corresponde a presenca de
ligacéo glicosidica do tipa (MOHACEK-GROSEVet al., 2001). As demais sub-fragcdes (B, C e D)
apresentaram, também uma banda em 880 amibuida & ligacd@. O mesmo comportamento foi
verificado na fracdo solavel (&) obtida no extrato alcalino.1R, rica em glucose, apresentou um



unico sinal em 890 ch sugerindo a existéncia de unflglucana provavelmente pura.
(GUTIERREZet al., 1996).

Tabela 1: Composicao percentual dos acUcares neutros olpidlosidrolise acida* nos diferentes
extratos da biomassa do fitopatég@utryosphaeria rhodina por HPAEC/PAD.

Fracoes Fucose Galactose Glucose Manose
(%) (%) (%) (%)
F1 04 72 05 19
F, 02 54 26 18
Fs 03 60 19 18
Q. 03 57 27 13
Q> 02 28 61 09
Qs 01 23 68 08
Qs 01 18 74 07
Ky 01 19 78 02
K, 01 19 78 02

*Condicbes de hidrélise: TFA 5.0 M, 16 h, 100 ®Condicdes de andlise: Isocratica (NaOH 14mM,
25 minutos); Coluna: CarboPac PAL.

Tabela 2: Composi¢do percentual dos acucares neutros oljimlokidrélise acida* nas sub-fracbes
dos extratos selecionados da biomassa do fitopaddeytryosphaeria rhodina por HPAEC/PAD.

Sub-fracdes Galactose Glucose Manose

(%) (%) (%)

A 20 64 16

B 66 14 20

C 83 05 12

D 67 25 08

K,S 30 65 05
KiP 7 93 e

*Condicbes de hidrdélise: TFA 5.0 M, 16 h, 100 ®Condicdes de andlise: Isocratica (NaOH 14mM,
25 minutos); Coluna: CarboPac PAL.
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Figura 1: Cromatografia de filtracdo em gel Sepharose CLdd4Brimeira extragdo a quente;Q@a
biomassa d®. rhodina. Total de material aplicado: 10 mg; Fluxo: 1,2minnEluente: 4gua; Fracao:
5 mL; Volume da coluna: 225,7 mL.
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FIGURA 2: Espectro de infravermelho acoplado ao transform&aarrier (regido de 1800 a 600 ¢ndas
subfracdes das extracdes a quente (l) e da extadcd@ima (1) da biomassa micelial do ascomid&tohodina.
Pico A, Pico B, Pico C e Pico D: Fracdes obtidasxteacao a quente apds a filtracdo em gel CL-4B. &KKP:
Sobrenadante e precipitado da extracdo alcaling @pdocesso de gelo e degelo.



Portanto, de acordo com os resultados encontradusssivel observar que os diferentes
procedimentos extrativos separam o0s polissacarfeadasses, como Bs glucanas, provavelmente
B, no extrato alcalino e as galactomananas ricagadactose, no extrato aquoso a quente.
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