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RESUMO

Bactérias do génerBhizobiumsao conhecidas por manterem uma relacédo simbidtica
com determinadas plantas leguminosas e atuam como fixadores biologicos de
nitrogénio. Elas vém sendo estudadas em relacdo a producdo de exopolissacarideos
(EPS), o qual acredita-se estar relacionado com o processo de reconhecimento e invasao
do microrganismo na planta hospedeira. Estas moléculas apresentam propriedades
fisico-quimicas e reologicas interessantes para a industria alimenticia, podendo ser
aplicadas como estabilizantes, emulsificantes ou gelificantes. Estudos da estrutura
guimica realizados em quatro EPS produzidosRtvzobuim tropic{em dois meios de
cultivos diferentes) Mesorhizobiume Rhizobiumsp os caracterizaram como sendo
heteropolimeros. Esses polimeros sao constituidos principalmente por glucose e
galactose, com tragos de manose, apresentando acido urbnico, acetila e piruvato com
substituintes. Por cromatografia de gel permeacédo e eletroforese em gel de
poliacrilamida apenas 0s polimeros produzidos Bdrizobium tropici (Ry) e
Mesorhizobium(R3) comportaram-se como moléculas homogéneas com baixo grau de
polidispersividade. Estes EPS foram paracialmente caracterizados utilizando-se técnicas
de FT-IR, RMN déH e*C.

Palavras chave:Exopolissacarideo, Rhizobeacea, Rhizobium tropici, Mezorhizobium



ABSTRACT

Bacteria of theRhizobiumgenus are known to maintain a symbiotic relationship with
certain leguminous plants and they act as biological nitrogen fixation. They have been
studied as exopolysaccharides (EPS) producers, which may be related to the recognition
process and to the microorganism invasion into the host plant. These molecules exhibit
interesting physical-chemical and rheological properties for the food industry since
they can be used as stabilizers, emulsifiers or gelling agents. Studies of the chemical
structure of four EPS produced Bhizobium tropici(in two different culture media),
MesorhizobiumandRhizobiumsp have characterized them as heteropolymers. The EPS
are constituted mainly by glucose and galactose with traces of mannose besides uronic
acid, pyruvate and acetyl as substituents. Gel permeation chromatography and
polyacrylamide gel electrophoresis showed that the polymers producRdibybium

tropici (R2) and Mesorhizobium(Rs) behaved as homogeneous molecules with low
polydispersity. Thus these two EPS were partially characterized by the techniques of
FT-IR, 'H and">C NMR.

Keywords: Exopolysaccharide, Rhizobeacea, Rhizobium tropici, Mezorhizobium
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1. INTRODUCAO

Exopolissacarideos (EPS) sdo macromoléculas excretadas, no meio de
cultivo, por alguns microrganismos. A possibilidade de utilizacdo desses compostos nas
industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica incrementou a pesquisa nesse campo. A
rapidez de obtencdo, producdo independente do clima e reprodutibilidade de
propriedades fisico-quimicas sédo algumas das vantagens da substituicdo dos polimeros
de origem vegetal por exopolissacarideos de microrganismos.

Uma das principais propriedades dessas macromoléculas é a
capacidade de alterarem as caracteristicas fisicas do meio onde se encontram, atuando
como estabilizantes, espessantes, gelificantes, agentes modificadores de textura e crio
protetores, justificando, portanto, o interesse dos diferentes setores industriais. Os EPS
podem formar solugbes aquosas altamente viscosas, mesmo em baixas concentragdes, 0
que € considerado um atrativo a aplicacéo industrial.

Bactérias diazotroficas, fixadoras de nitrogénio, sdo capazes de
sintetizar EPS durante o processo de infeccdo e nodulacdo nas raizes das plantas
hospedeiras, numa relagédo considerada simbidtica, na qual utilizam a fonte de carbono
proveniente da fotossintese realizada pela planta e fornecem nitrogénio inorganico ao
organismo hospedeiro. Entre 0s microrganismos que apresentam essa relacao simbidtica
estdo as bactérias dos géndrbizobiume Mesorhizobiumque sdo capazes de produzir
grandes quantidades de EPS.

Neste trabalho foram selecionados alguns exopolissacarideos
produzidos por bactérias dos géneRisizobiume Mesorhizobiumque, depois de
isolados, foram caracterizados quimicamente, pelas técnicas convencionais utilizadas na
qguimica de carboidratos como hidrolise, espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de carbono e préton, entre outras. A caracterizagdo quimica associada ao estudo
das propriedades fisico-quimicas fornece subsidios para a possibilidade de aplicacéo

industrial dessas macromoléculas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente projeto tem como objetivo geral caracterizar
estruturalmente os exopolissacarideos produzidos pelas bad@i@sbium tropici
(EPS-R) e MesorhizobiunfEPS-R).

2.2. Objetivos especificos

» Detectar e quantificar os componentes constituintes, carboidratos e ndo
carboidratos, dos EPS estudados

» Efetuar hidrolise acida para determinacdo e quantificacdo dos
constituintes monossacaridicos dos EPS

» Determinar a configuracéo e posicao da ligacéo glicosidica por FT-IR e
RMN-°C e'H

» Determinar a massa molecular por cromatografia de excluséo estérica
de alta eficiéncia (HPSEC) e a homogeneidade por GPC e eletroforese
em gel de poliacrilamida.

* Analisar a conformacdo estrutural dos EPS produzidos pelas duas

estirpes de rizobios.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polissacarideos

Juntamente com 0s acidos nucléicos e as proteinas, os polissacarideos
determinam a funcionalidade e especificidade de uma espécie, encontram-se
amplamente disseminados na natureza e possuem uma estrutura altamente organizada.
(KAJIWARA; MIYAMOTO, 2005)

A grande maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorre
como polissacarideos, que sao biopolimeros de elevada massa molecular, denominados
também de glicanos. Diferem entre si na identidade de suas unidades
(monossacarideos), nos tipos de ligagdo glicosidica que as unem, no comprimento de
suas cadeias e no grau de ramificacdo das mesmas. S&do formados a partir da eliminagéo
de uma molécula de agua entre o grupo hidroxila hemiacetal de um residuo e um grupo
hidroxila priméaria ou secundaria de outro residuo adjacente, com suas massas molares
variando de milhares a milhdes de daltons (PAZUR, 1994, NELSON; COX, 2002).

As unidades monomeéricas dos polissacarideos sdo denominadas
sacarideos, também chamados de acucares ou carboidratos, devido a sua férmula
molecular G(H20)x ou GH2Ox onde x normalmente varia entre 5 e 6 representando
um hidrato de carbono (FOX; WHITESELL, 1994).

Estruturalmente podem ser classificados como homopolissacarideos,
guando todos os mondémeros sao iguais, e heteropolissacarideos, quando existem dois
ou mais monémeros diferentes (MARGARITIS; PACE, 1985; NELSON; COX, 2002).
Como exemplo de homopolimero pode-se citar o dextrana, constituido unicamente por
glucose, produzido pela bactéti@uconostoc mesenteroid€SANTOS; TEIXEIRA;
RODRIGES 2000; NAESSENS et al. 2005); e exemplo de heteropolimero a goma
gelana, formada por glucose, acido glucurénico e ramnose, sintetizada pela bactéria
Sphingomonas paucimobiligBANIK; KANARI; UPADHYAY, 2000).

Os polissacarideos sédo produzidos por todos 0s organismos Vivos,
exibindo diferentes tipos de funcdes fisiologicas e aplicacdes. (ZOHURIAAN;
SHOKROLAHI, 2004). Por apresentarem caracteristicas reoldgicas interessantes como
estabilidade em altas temperaturas, em ampla faixa de pH e de concentracdo ionica, a
demanda por esses biopolimeros vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos,

sendo utilizados como emulsificantes, gelificantes e estabilizantes em diferentes
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segmentos industriais, em especial nos ramos alimenticio, cosmético e farmacéutico
(VUYST; DEGEEST, 1999; BUENO; GARCIA CRUZ, 2001; SELBMAN®&t al.,
2002;CERNA et al., 2003; KUMAR; MODY; JHA, 2007). Diversasicroorganismos

sdo capazes de sintetiza-los e excreta-los como polimeros solUveis ou insolUveis em
meio aquoso (KUMAR; MODY; JHA, 2007).

3.2 Polissacarideos bacterianos

A producédo de polissacarideos de origem microbiana vem emergindo
como uma importante fonte de matéria prima para diversos segmentos industriais,
inclusive na induastria alimenticia onde essas macromoléculas podem ser usados “in
natura” como aditivos seguros (VIJAYENDRA et al., 2008). Polissacarideos
bacterianos ja sdo aplicados industrialmente, podendo se equiparar as gomas produzidas
por outras fontes naturais como de algas marinhas e de plantas (KUMAR, MODY;
JHA, 2007).

Muitos polissacarideos empregados na industria sdo provenientes de
plantas e algas devido ao baixo custo de producdo, uma vez que a obtencédo de
polissacarideos por microrganismos ainda € considerada dispendiosa, entretanto a
atencdo que estes materiais vém recebendo tem crescido nos ultimos 50 anos
(SUTHERLAND 2001; CANILHA et al., 2006, ASKER, SHAWKY, 2010). Esse
interesse é atribuido ao fato dessas moléculas apresentarem propriedades fisicas e
quimicas reprodutiveis, uma vez que os microrganismos séo cultivados em condi¢des
controladas e pré-estabelecidas, gerando moléculas estruturalmente semelhantes
(TONELI; MURR; PARK, 2005; LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009). Somam-se a
esses beneficios uma producéo independente do clima, rapida obtencdo do produto e a
necessidade de pouco espaco fisico (SOUZA E GARCIA-CRUZ, 2004).

Na industria alimenticia, os polissacarideos de plantas e algas sao
utilizados como espessantes e gelificantes. Porém, as quantidades disponiveis ndo sao
suficientes para atender a demanda, por isso polissacarideos de origem microbiana tem
sido obtidos e utilizados tais como as gomas xantana produzidaXaetbomanas
campestrifGARCIA-OCHOA et al., 2000) e gelana, p&phingomonas paucimobilis
(SUTHERLAND, 1999; BANIK; KANARI; UPADHYAY, 2000).

ApoOs estabelecidas as condicdes, a facilidade na obtencdo de muitos

polissacarideos faz com que os custos de producéo sejam reduzidos se comparados aos
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custos dos polimeros sintetizados artificialmente (NISHINARI; TAKAHASHI, 2003;
COVIELLO, 2007). Além disso, os polimeros naturais sdo biodegradaveis e podem ser
facilmente convertidos em diferentes derivados devido a sua reatividade frente a muitos
compostos (RENAUD; BELGACEM; RINAUDO, 2005).

Nos microrganismos, os polissacarideos podem ser constituintes da
parede celular na forma de lipopolissacarideos (LPS), podem estar ligados a parede
celular como polissacarideos capsulares (CPS) ou ainda serem secretados para 0 meio
extracelular na forma de exopolissacarideos (EPS) (SUTHERLAND, 1998; BOELS et
al., 2001). Os EPS séao polimeros de cadeias longas produzidos principalmente pelas
bactérias e pelas microalgas no meio de cultivo e ndo sédo conectados, por ligacdes
quimicas, a superficie celular microbiana. Outro grupo de polissacarideos muito
semelhantes aos EPS, entretanto quimicamente ligados a superficie da célula séo
classificados como polissacarideos capsulares (LAWS; GU; MARSHALL, 2001;
KUMAR, MODY; JHA, 2007)

Muitas bactérias gram-negativas e gram-positivas sdo conhecidas como
produtoras de EPS (KUMAR, MODY e JHA, 2007) os quais vém sendo estudados e
produzidos comercialmente, tais como dextrana, levana, gelana e xantana
(SELBMANN, 2002).

3.2.1. Dextrana

O termo dextrana descreve uma familia de homopolissacarideos
bacterianos extracelulares, constituidos majoritariamente por unidae®s
glucopiranosidicas unidas por ligacdées do tipe>@) com até 5% de ramificacdes do
tipo a-(1-3) (figura 1). E um polissacarideo solivel em &agua, utilizado ha mais de
cinco décadas, sintetizado principalmente pelas bactéiasonostoc mesenteroides
Leuconostoc dextranicuem processo fermentativo descontinuo, com massa molecular
variando entre 1 a 20 x 10a. E sintetizado pela atuacdo de diversas enzimas como as
dextranassacarases, glucanassacarases e glicosiltransferases, a partir de sacarose como
substrato (MEHVAR, 2000; STENEKES; TALSMA; HENNINK, 2001; GIL et al.,

2008, VIET; BECK-CANDANEDO; GRAY, 2008; PATEL et al., 2010).
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Figura 1: Fragmento da estrutura quimica de um polimero de dextrana contendo uma

substituicao.

O principal uso industrial da dextrana é a producdo de géis com
diferentes graus de porosidades, resultantes de ligagdes cruzadas. Pode ser utilizada
como fase estacionaria em colunas de separacdo por exclusdo de tamanho
(MARGARITIS; PACE, 1985). Na industria de alimentos pode ser utilizada como
inibidor de cristalizacdo e como biofilmes. A industria denominada Pharmacia (Suécia)
€ a maior produtora mundial de dextrana e solu¢cdes de dextrana. Outras empresas
produtoras deste polimero séo: Fisons (Reino Unido), Meito (Japéo), Pfeiffer & Langen
e UEB Sermwerke (Alemanha) e Polfa (Polénia). Alguns produtores de dextrana
clinica, utilizada como espessante do plasma sanguineo, sdo Pharmacia (EUA e Suécia),
Knoll/Schiwa (Alemanha), Abbott (EUA), Travenol (EUA) e Fisons (Reino Unido)
(CRUZ PRADELA, 2006).

3.2.2. Levana

A goma levana é um polimero atoxico e biologicamente ativo
constituido de unidade$-D-frutofuranosidicas em ligacdes (&) com uma
ramificacdop(2 - 1) a cada nove unidades da cadeia principal (figura 2). E sintetizada
atraves de reacdes de transfrutosilacdo por muitas espécies de bactéria8aoihaso
subtilise oZymomonas mobilijsnas também pode ser encontrada em diversas plantas;
€ considerada subproduto do processo de fermentagdo para producdo de etanol,
responsavel pela elevacédo da viscosidade do xarope de cana-de-acucar. Na industria de
alimentos a goma levana é utilizada como emulsificante, estabilizante, agente
encapsulante e veiculo para corantes e aromas. A alta solubilidade e a baixa viscosidade

das solucdes aquosas de levana, quando comparada com outras gomas, postulam-na
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como uma possivel substituta da goma arabica (WENDT, 2001, MELO, et al., 2008;
BAE, et al., 2008; SHIH; CHEN; WUB, 2010),

e _
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Figura 2: Estrutura quimica de um polimero de levana.

3.2.3. Gelana

Outro polissacarideo empregado na industria de alimentos € a goma
gelana, produzida pela bactégphingomonas elodea, constituida por unidades de
glucose, acido glucurénico e L-rhamnose nas relacbes molares de 2:1:1,
respectivamente, como mostrado na figura 3. Foi produzida em laboratorio pela
primeira vez em 1978 nos Estados Unidos e liberada para uso, em alimentos, no Japéao
em 1988 e, em 1992, teve seu uso como aditivo alimentar aprovado pela FDA - Food
and Drug Administratio(SYLVAIN; LACROIX, 1999; JAMPEN; BRITT; TUNG,

2000; BAJAJ et al., 2007).

Possui boa estabilidade na faixa de pH de 3,5 a 8. A estabilidade em
valores baixos de pH permite que esta goma seja empregada em produtos a base de
frutas (SYLVAIN; LACROIX, 1999). Outras aplicacbes da gelana na induastria
alimenticia sdo em alimentos congelados, por apresentar excelente capacidade de
dilatacdo e em geléias, gelatinas e iogurtes devido a sua estabilidade e resisténcia
(CRUZ PRADELA 2006). Também pode ser usada como texturizante, estabilizante,
espessante, emulsificante e agente gelificante (JIN et al., 2003).

A goma gelana produzida pela bacté8ahingomonagpaucimobilis
pode ser usada em menor concentracdo na presenca de alguns cations para produzir um

gel transparente e termorreversivel. Foi, inicialmente, comercializada pela empresa
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norte americana Kelco, sendo oferecida como um substituto do Agar (TRIVENI;
SHAMALA; RASTOGI, 2001).

OH HQ
OH OH

o O I~

2 o) o)
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Figura 3: Estrutura quimica de um polimero de gelana.

3.2.4. Xantana

Dentre os polissacarideos bacterianos, a xantana, produzida pelo
cultivo da bactéria fitopatogénicéanthomonas campestris a goma mais utilizada
comercialmente, com uma producdo mundial de cerca de 50.000 (2006) toneladas por
ano, sendo que cerca de 65% deste montante € utilizado na industria de alimentos. Em
diversos paises € a Unica goma bacteriana a possuir autorizagdo para ser utilizada na
industria alimenticia (GARCIA-OCHOA et al., 200DIAZ; VENDRUSCOLO;
VENDRUSCOLO, 2004; CRUZ PRADELLA, 2006; BORGES; BASTOS;
VENDRUSCOLO, 2007; LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009).

A xantana é um heteropolissacarideo constituido por unidades de
glucose, manose e &cido glucurdnico na propor¢ao de 2:2:1 (Figura 4), com pequenas
quantidades dé-acetil e residuos de piruvato. A cadeia principal do polimero é
formada por dimeros de unidades D-glucopiranosifiths 4) ligadas, sendo uma das
unidades 32-substituida pelo trissacarideo-D-manopiranose (1 -3); éacido
glucurénicof(1 -2) e B-D-manopiranose(14). A unidade terminal ndo redutora da
ramificacdo pode sd&D-substituida em 4 e 6 por um grupo piruvato enquanto a manose,
ligada a cadeia principal, pode apresentar-se acetilad@D-€&m Os teores destes
substituintes podem variar de 30 a 40% para o piruvato e de 60 a 70% para a acetila,
entre as gomas produzidas pelas diferentes espécies do g&aetilomonas
(COVIELLO, 2007). Os substituintes, presentes na ramificacdo, influenciam

diretamente na formacdo e estabilizacdo de uma estrutura espacial ordenada e,
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consequentemente, na viscosidade (KUMAR, MODY e JHA, 2007); a massa molecular
pode variar de 2 a 12 x 9Da (ROLLER; DEA, 1992; KATZBAUER, 1998).

Figura 4: Estrutura da unidade pentassacaridica repetitiva da xantana.

A solugdo aquosa de xantana € estavel, viscosa, apresentando
caracteristicas pseudoplasticas com capacidade para formar géis mesmo em baixas
concentracdes, estavel em ampla faixa de pH, temperatura e na presenca de sais (KIM;
TAKEMASA; NISHINARI, 2006). Aléem destas propriedades, a goma xantana pode
interagir de modo sinergistico com galactomananas, resultando em uma solugdo com
maior viscosidade, mesmo a temperatura ambiente (LUVIELMO; SCAMPARINI,
2009). Empregada na industria alimenticia, € utilizada no controle da viscosidade,
textura, retencdo de aromas, suspensdo de solidos e em emulsdes, também pode ser
utilizada no preparo de molhos prontos, alimentos congelados, suco de frutas e
coquetéis e em sobremesas instantaneas (MAUGERI FILHO, 2001).

Além da industria de alimentos, a goma xantana também encontra
aplicacbes como agente de suspensdo, espessante e quelante de metais pesados
(KATZBAUER, 1998; KUMAR, MODY e JHA, 2007)
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3.2.5 Outros exopolissacarideos bacterianos em estudo

O exopolissacarideo denominado Kefiran é produzido pela bactéria
Lactobacillus kefiranofaciengjue foi isolada de granulos de kefir. Esse polimero é
formado por unidades de glucose e galactose numa relagdo molar de 1,00:1,05. A
unidade repetitiva € formada por uma cadeia principal-d&{-D-Glcp-(1 - 6)--D-

Galp-(1 -»4)-a-D-Galp-(1 - 3)-p-D-Galp(1 - 4)-p-D-Glcp-(1 -] com ramificagaop-D-
Glcp-(1-2) ligada a primeira galactose da unidade repetitiva. Testes de reducao de
colesterol foram realizados com este polimero e mostraram que grupos de ratos
alimentados com kefiran apresentaram menores niveis de colesterol total, LDL-
colesterol e triglicérides no sangue, quando comparados com O grupo controle,
mostrando que ele pode ser usado como aditivo alimentar (MAEDA et al., 2004).

Algumas bactérias da espécttreptococcus thermophilusmuito
utilizadas em culturas mistas para a producdo de iogsée, produtoras de
exopolissacarideos por fermentacdo latica (DEGEEST; MOZZI; VUYST, 2002;
FABER, et al., 2002; VUYST et al., 2003; PURWANDARI; SHAH; VASILJEVIC,
2007). O EPS produzido pet thermophilu8S e estudado por Faber e colaboradores
(2002), foi caracterizado como um polimero linear constituido de galactose, glucose,
ribose e N- acetil glucosamina na propor¢cdo de 3:2:1:1 formando uma unidade
heptassacaridica, com o acido perlagbnico (acido nonanetdgd;), em ligacado éster
a uma das unidades de glucose da cadeia principal.

O Streptococcus macedonicuScl136, uma bactéria latica gram
positiva, € capaz de sintetizar um EPS com elevada massa molecular e grande
capacidade de texturizacdo, que foi caracterizado por Vincent e colaboradores (2001),
utilizando técnicas de ressonancia magnética nuclear e espectroscopia de massa. O
polimero constituido por glucose, galactode-acetil glucosamina, nas proporcdes de
3:2:1, mostrou-se com uma cadeia principal de4)-a-D-Glcp-(1- 4)-3-D-Galp-

(1 -4)-B-D-Glcp-(1 -] substituida enD-3-Gab por uma cadeia lateral dg-pP-Galf-
(1 -6)-B-D-Glcp-B-D-GlcpNAc(1 -] .

A bactéria marinha Rhodococcus erythropolis conhecida pela
capacidade de metabolizar diversos alcanos também é produtora de exopolissacarideos.
Urai e colaboradores (2007) caracterizaram um EPS esterificado a um acido graxo
produzido pela estirpe PR4 como sendo um polimero linear constituido de galactose,

glucose, manose e acido glucurdnico na proporcdo de 1:1:1:1, sendo as unidade de
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glucose e manose unidas por ligacdes dofi{fe- 3) enquanto as demais ligagdes séo
do tipo B(1-4). Apresentam em sua estrutura acidos esteérico — 2,9% (m/m) — e
palmitico 4,3 % (m/m).

Kambourova e colaboradores (2009) estudaram a producdo de EPS
pela bactéridgGeobacillus tepidamang264 e o caracterizaram como sendo constituido
por glucose, galactose, fucose e frutose unidas por ligagbes dorigp@roporgéo de
1:0,07:0,04:0,02, respectivamente, contendo cerca de 0,2% de acido urdnico. A massa
molecular encontrada foi superior a 1 »® Ta, sendo determinada a partir de uma
curva de calibracédo utilizando padrbes de dextrana, como referéncia.

A estirpe 8-37-0-1 da bactérgacillus licheniformisé conhecida pela
sua grande capacidade de producdo de polissacarideos, aproximadamente 47,0 g/L de
meio de cultivo. Liu e colaboradores (2010) isolaram um novo tipo de EPS produzido
por este microrganismo durante processos fermentativos e o caracterizaram como uma
levana com ligacdds(2 - 6) na cadeia principal e uma ramificacdo de frufge— 2)
a cada sete unidades de frutose da cadeia principal, apresentando massa molecular de
2,8 x 10 Da.

3.3 EPS produzidos por bactérias do género Rhizobium

Dentre as bactérias gram-negativas produtoras de EPS, encontram-se
as do género Rhizobium e Mesorhizobgue infectam as raizes de plantas leguminosas
em uma relagdo simbiodtica resultando na formacdo de nodulos nas raizes da planta, nos
quais as bactérias produzem enzimas sensiveis ao oxigénio, denominadas nitrogenases,
que promovem a conversao do nitrogénio moleculay &nosférico em ions amonio
(NH,"), em um processo denominado fixacg&o biologica de nitrogénio (F.B.N.), podendo
ser utilizado como fonte de nitrogénio pela planta. Em contrapartida, a bactéria utiliza
os carboidratos produzidos pela fotossintese do organismo hospedeiro, como fonte de
energia.(HER et al., 1989; WALLEY; STEPHENS, 2002; TORTORA, FUNKE e
CASE, 2005).

Estes microorganismos produzem grandes quantidades de
polissacarideos extracelulares que atuam no processo de F.B.N. funcionando como
marcadores bioldgicos que facilitam o processo de simbiose (BREEDVELD; MILLER,
1994; GONZALEZ; YORK; WALKER, 1996; YORK; WALKER, 1998; DATTA;
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BASU, 1999). Na agricultura, os rizobios mais importantes sao aqueles que se associam
com leguminosas (WALLEY; STEPHENS, 2002).

A familia Rhizobiaceae, composta pelas bactérias dos géneros
Rhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobiem
Azorhizobium, é conhecida como produtora de diferentes exopolissacarideos, desde
simples glucanas até complexos heteropolimeros (WERNER; NEWTON; 2005). Varios
EPS produzidos por diferentes linhagens de rizobios j& foram caracterizados
estruturalmente. O Rhizobiwsp. NGR234 sintetiza um EPS que foi caracterizado como
uma succinoglicana com unidades repetitivas contendo galactose e glucose nha
proporcdo de 1:7 com ligacoggl —3), B(1-4) e B(1-6), contendo residuos de
succinil, acetil e piruvil e, com esta composicdo, foi denominado como
exopolissacarideo tipo 1 (EPS I). Este mesmo microorganismo sintetiza um outro
exopolissacarideo, denominado tipo 2 (EPS II), constituido por unidades repetitivas de
glucose e galactose na proporcéo 1:1 unidos por ligagdes3) e 3(1- 3) contendo
residuos de acetil e piruvil (BECKER; PUHLER, 1998). Acredita-se que os dois EPS
estejam associados com a infec¢do das raizes de leguminosas (RIDOUT et al., 1997).

Dentre os polissacarideos produzidos por bactérias diazotroficas
(fixadoras de B da familia Rhizobiaceae, os mais estudados sdo de estirges de
leguminosarum, R. etli, S. meliloti, B. japonicam. elkanii. Exemplos de estruturas de
alguns desses EPS sao mostrados na tabela 1 (CARLSON et al., 1999).

A estrutura de um dos EPS produzidos p&hezobium japonicurilA
foi elucidada por Dudman (1978), atraves de técnicas de metilacdo e RMN, como uma
cadeia repetitiva constituida por um trimero de L-ramnose com uma ligd¢&e3)
para cada duas ligactegl —4). Unidades de acido glucurénicd34metilado estariam

unidos por ligacao-f1 - 3) a alguns monémeros delL-ramnose, da cadeia principal.
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Levery e colaboradores (1991) caracterizaram um dos polissacarideos
excretados pela estirpe Rm70Rkizobium meliottcomo sendo uma sequéncia de [4,6-
O-Pyr$-Glcp(1-3)- B -Glecp(1-3)- B -Glep(1-6)- B -Glep(1-6)] —-4)- B -
Glcp(1-4) - B -Glcp(1-4) - p -Glep(1 -3) - B -Glep(l — através do uso combinado
das técnicas de metilagdo, cromatografia gasosa e espectrometria de massa para
determinacdo dos monossacarideos constituintes e posicdes das ligagbes. A
determinacdo da configuracdo anomérica, bem como a confirmacdo dos resultados
obtidos pelas demais analises foram efetuadas com o uso de técnicas de RMN uni e
bidimensionais.

Simsek e colaboradores (2009) estudaram as propriedades quimicas e
reologicas de diferentes exopolissacarideos produzidos por quatro estirpes de
Sinorhizobium meliotiNRG185, NRG247, NRG34 e Rm41l. Através de analises de
HPSEC e RMN concluiram que a massa molecular e a natureza da substituicdo das
succinoglucanas podem variar para cada estirpe. As quatro cepas foram capazes de
produzir succinoglucanas com diferentes graus de substituicéo e distribuicdes de massa
molecular.

Nem todos os géneros dehizobium produzem os dois tipos de
polimeros. Pesquisas realizadas dmmelilotie Agrobacteriumsp indicam que essas
produzem apenas moléculas do tipo | (succinoglucana), com uma cadeia principal
semelhante a encontrada em EPS produzidos por outros microrganismos da familia
Rhizobeaceae, contendo residuos de glucose e galactose (HISAMATSU et al., 1980).
Linhagens deRhizobium leguminosariumproduziram polissacarideos do tipo Il, com
cadeia principal formada de residuos de glucose e acido glucurénico (AMEMURA,;
HARADA 1983).

Algumas espécies de bactérias da famHiaizobiaceaeproduzem
também glucanaB (1- 2) ciclicas, exclusivas desta familia, que estdo associadas ao
papel de adaptacéo destes microorganismos durante o processo de infecgdo na raiz da
planta hospedeira (BREEDVELD; MILLER, 1994).

Como mostrado nesta revisdo ha diferengas estruturais que certamente
justificam os diferentes comportamentos e propriedades fisico-quimicas das solucdes
polissacaridicas. Portanto, a caracterizagdo quimica dos polimeros € fundamental para
se entender as diferencas apresentadas por suas solucdes.
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3.4 Caracterizacdo quimica estrutural de polissacarideos

A estrutura quimica determina as caracteristicas fisico-quimicas e
reologicas apresentadas pelos polissacarideos. Portanto a determinacdo da estrutura
guimica destes polimeros € o primeiro passo para a compreensao destas propriedades e
suas aplicagcbes (GARESH, et al., 2002, TONELI, MURR, PARK, 2005), mesmo assim
sdo poucas as informacgdes estruturais disponiveis na literatura sobre os diversos tipos
de EPS bacterianos (KAMBOUROVA et al.,, 2009). Para um EPS ser caracterizado
quimicamente, € necessario primeiro, verificar a sua pureza. Uma vez considerado a
auséncia de contaminantes, a caracterizagdo quimica se obtém pela determinacdo da
massa molecular, identificacdo da composicdo em monossacarideos, configuracdo e a
posicdo da ligacdo glicosidica, bem como a sequéncia dos monossacarideos ao longo do
polimero, este ultimo, um processo complexo, para heteropolimeros (LAWS; GU;
MARSHALL, 2001).

Alguns métodos podem ser utilizados para a determinacdo da massa
molecular de um polimero. Entre eles encontra-se a cromatografia de gel permeacéao
com detector de indice de refracdo ou HPSEC/RID (High Perfomance Size Exclusion
Chromatography — Refractive Index Detection). Para a determinagcdo da massa
molecular por HPSEC € necessario que um “pool” de padrdes de polimeros, da mesma
classe quimica do material em estudo, esteja disponivel para a analise. A partir da
construcdo de uma curva de calibracdo fornecida pelo logaritrmasisa molecular de
cada padrao x tempo de eluicdo de cada padréo, é possivel chegar a massa molecular
aparente do material em estudo. Como muitos EPS formam grandes complexos
moleculares com massas elevadas, excedendo os limites de exclusdo das colunas, a
utilizacdo combinada dos detectores de IR com espalhamento de luz proporciona uma
massa molecular média mais precisa (LAWS; GU; MARSHALL, 2001).

Os polissacarideos sao constituidos por inumeros residuos de iguais ou
diferentes tipos de mondmeros interligados um ao outro, em diferentes posicdes, por
ligacBes glicosidicas do tipe e/oup, que podem influenciar consideravelmente na
velocidade e eficiéncia da hidrélise acida. Os procedimentos empregados para a
determinacéo destes constituintes incluem hidrolise acida, metilagdo seguida de analise
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS), anélises por
espectroscopia no infravermelho acoplado por transformada de Fourier (FT-IR) e

ressonancia magnética nuclear (RMN) de carbono '43) (e de prétons H)
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(SCAMPARINI et al., 2000: LAWS: GU: MARSHALL, 2001: GONZAGAt al,
2005).

3.4.1. Hidrélise acida

A hidrélise éacida total é o primeiro passo para determinar a
composicdo em monossacarideos do polimero e consiste na quebra de todas as ligacdes
glicosidicas que unem os monémeros, sem degrada-los. Entretanto, algumas ligacoes
glicosidicas sdo mais susceptiveis ao ataque acido do que outras. Por exemplo, ligacdes
envolvendo anéis furanosidicos e deoxiagUcares sdo geralmente menos resistentes e
podem ser facilmente hidrolisadas por &cido, a hidrélise de um deoxiagUcar é cerca de
cinco vezes mais rapida que o seu correspondente hidroxilado. De modo analogo, a
presenca de grupos acidos como o acido urdnico pode dificultar a hidrélise do
mondmero em que esta ligado. Deste modo é muito importante o estudo da cinética de
hidrolise acida para cada polissacarideo, considerando-se o tipo de acido, diferentes
concentracdes do catalisador e tempo de reacédo (PAZUR, 1994; CUI, 2005).

Muitos acidos podem ser usados na hidrolise das ligacdes
glicosidicas, entre eles acido cloridrico (HCI), acido sulfaricss(®) e trifluoracético
(CRCO;H), sempre associados a temperaturas elevadas. O HCI utilizado na hidrélise de
B glucanas, apresenta bons resultados para poligda@arsoliveis em agua, como a
maioria das gomas. Para polissacarideos insoluveis em agesQOp dmais utilizado
devido a possibilidade de ser empregado em uma maior concentracdo, quando
comparado com o HCI, proporcionando a solubilizacdo destes materiais em meio acido,
entretanto € de dificil remocao necessitando de neutralizacéo e da adicdo de resinas para
eliminacao de cétions e anions gerados na reacdao (JOHANSSON et al., 2005).

O TFA (&cido trifluoroacético) é excelente para hidrélise de
polissacarideos soluveis em agua; € geralmente preferido devido a sua volatilidade e,
consequentemente, facil remocdo por evaporacdo a baixa pressao (PAZUR, 1994;
JOHANSSON et al., 2005).

3.4.2. Metilagao

A metilacdo € uma derivatizacdo quimica muito utilizada na

caracterizacao de polissacarideos. Apesar de empregada ha mais de um século ainda € o
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método mais utilizado para determinar a posicéao das ligagdes glicosidicas, presentes na
estrutura do polimero. Esta andlise se resume em substituir todos os hidrogénios de
hidroxilas livres por grupos metilicos. O polissacarideo totalmente metilado é
submetido a hidrolise acida para rompimento das ligacdes glicosidicas. Os hidrolisados
sao, entdo, reduzidos para obtencdo de alditois parcialmente metilados e, em seguida,
acetilados para obtencdo de acetatos de alditois parcialmente metilados (Figura 5),
compostos volateis que podem ser analisados por CG-MS. As posi¢cdes dos grupos
acetil presentes na molécula - excluindo-se aquele do carbono 5 (que é responsavel pelo
ciclizacdo do monossacarideos quando na forma piranosidica) - corresponderao aos
carbonos envolvidos nas ligagdes glicosidicas do polimero original (JANSSON et al.,
1976; PAZUR, 1994; CUI 2005).

OH
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HO' Hom o DMSO

L — OH
OH NaOH
H
- —an L dn
Polissacarideo nativo
CHgl
OCH, OCH, OCH,
o) Hidrdlise o) Q
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HO OH . o Son O
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Alditol parcialmente metilado Acetato de alditol parcialmente metilado

Figura 5: Esquema mostrando a sequéncia de reacOes para obtencdo de acetatos de
alditéis parcialmente metilados, a partir de um polissacarideo nativo (a metilagdo segue
o procedimento de Ciucanu e Kerek)
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O procedimento quimico de metilacdo, apesar de eficiente para
homopolimeros, principalmente se pouco ramificados, pode torna-se ineficaz para
heteropolimeros ramificados e substituidos, provavelmente porque o0s substituintes
ocupam posi¢cdes que dificultam, por impedimento estérico, a entrada dos grupos
metilas.

A metilagé@o pode ser realizada por diferentes métodos, entretanto todos
apresentam em comum um ambiente de elevada alcalinidade para a formacao de ions
alcoxidos e de um composto fornecedor de grupos metilas (CUI 2005).

Dentre os métodos existentes, os mais citados sdo os de Haworth
(1915), que consiste na solubilizagcdo do material em uma solugcdo de NaOH 40% (m/v)
e 0 uso de DMS (sulfato de dimetila) como composto doador de grupo metila; o0 método
de Ciucanu (CIUCANU; KEREK, 1984) onde o analito a ser metilado € solubilizado
em DMSO (Dimetil sulfoxido), adicionada uma base forte, geralmente NaOH ou KOH,
gue remove os prétons das hidroxilas do carboidrato e o iodeto de metila ¢@iHo
grupo doador de metila. A selecdo de um dos dois métodos deve-se, basicamente, a
solubilidade do material a ser metilado, se em agua ou em DMSO.

Para analise dos derivados metilados a cromatografia gasosa € o

método de eleicao.

3.4.3. Métodos cromatograficos

z

A cromatografia € um método de separacdo que se baseia nas
propriedades fisico-quimicas e interacdes de duas ou mais substancias. A separacao
ocorre devido a diferente interacao entre duas fases imisciveis denominadas de moével e
estacionaria. Esta técnica pode ser utilizada para identificar compostos desconhecidos,
sempre comparando com padrdoes especificos e, também, para a purificacdo de
substancias. Pode ser classificada em cromatografia planar, onde se encontram as
cromatografias de papel e camada delgada; cromatografia em coluna, que pode ser
liquida a pressdo ambiente, a alta pressdo ou ainda a gas. (DEGANI, CASS, VIEIRA,
1998).

A cromatografia liquida de alta pressao utiliza colunas muito eficientes
na separacao e bombas de alta pressao para a eluicdo da fase movel, que deve ser isenta
de gases reativos, como 0 oxigénio, e ser preparada com reagentes de alto grau de

pureza.
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As colunas utilizadas séao constituidas de aco inoxidavel com diametro
interno de 0,45 cm e 2,2 cm para separacgdes analiticas e preparativas, respectivamente,
com comprimento variando entre 10 a 30 cm. A separacdo pode ser por adsor¢cao ou
particdo, conforme a fase estacionaria utilizada, que pode variar desde silica tratada até
géis eletricamente carregados.

Os sistemas de HPLC (high-pressure liquid chromatography) séo
equipados com detectores que variam conforme a substancia a ser separada, sendo o0s
mais comuns de ultravioleta, fluorescéncia, indice de refracdo, eletroquimico e de
polarimetria. (DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998).

Na caracterizagdo de carboidratos a cromatografia liquida de ions de
alta pressado associada ao detector de amperometria pulsada (HPAEC/PAD) € utilizada
para analisar os mondémeros obtidos a partir da hidrélise acida total de oligo- e
polissacarideos. (VASCONCELOS et al., 2008; FUKUDA et al., 2009). Este sistema
também é eficiente para separacdo de oligo- e polissacarideos com grau de
polimerizacéo de até 40 unidades monomeéricas.

Outro sistema bastante utilizado é a cromatografia gasosa (GC), na qual
0 principio de separacdo estad na particdo dos componentes da amostra entre a fase
estaciondaria presa na coluna e o gas de arraste. Esta técnica possui elevado poder de
resolucdo que permite detectar amostras em escala de nano a pico graaaoi£@).

Devido a esta alta resolucéo os gases de arraste devem ter elevado grau de pureza. Esta
técnica apresenta uma limitacdo que é a necessidade do analito ser volatil ou poder ser
transformado quimicamente em um composto volatil, para ser carregado pelo gas de
arraste.

Uma das maiores diferencas entre as colunas da GC e da HPLC é o
comprimento das colunas do primeiro sistema, que pode chegar a dezenas de metros
com o diametro variando de 0,15 a 0,75 mm. Os detectores usados séo de ionizagao de
chama, condutividade térmica ou, ainda, estar acoplado a um espectrometro de massa
(DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998). Para acucares, os derivados metilados e

parcialmente metilados, sdo sempre analisados por cromatografia gasosa.
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3.4.4. Espectrometria no infravermelho

Na ultima década, a espectroscopia no infravermelho tem emergido
como uma ferramenta importante para auxiliar na determinacdo da configuracdo e no
tipo de ligacdo glicosidica dos polissacarideos, na presenca de substituintes como
grupos acetil e acido urbénico, bem como detectar possiveis contamina¢des ou ainda a
presenca de glicoconjugados (KACURACOVA et al., 2002; WOLKERS et al. 2004;
CORRADI DA SILVA et al., 2005). Esta técnica detecta variacbes nos estados de
energia vibracional das ligacbes que compdem uma determinada molécula, associadas
aos movimentos de tor¢do, rotacdo e vibracdo (KACURACOVA et al., 2002;
WOLKERS et al., 2004).

O espectro de infravermelho é caracteristico da molécula como um
todo, porém certos grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos
na mesma freqiiéncia, o que possibilita identificar estes grupos de atomos (SANDULA
et al., 1999). Como exemplo, a carbonila de acidos carboxilicos que, quando presentes
na molécula, provoca o aparecimento de uma banda na regido de 1750 cm
(FRINGANT; DESBRIERES; RINAUDO, 1996).

No FT-IR a molécula é exposta a um feixe de radia¢éo infravermelho.
Cada ligacdo que constitui a molécula ira absorver parte dessa energia promovendo sua
vibracdo. Considerando-se que as frequiéncias vibracionais sdo especificas para cada
grupo funcional e sédo sensiveis ao ambiente molecular, conformacdo e caracteristicas
das cadeias, a espectroscopia torna-se um método eficiente para analises preliminares de
biopolimeros (CAMPBELL E WHITE, 1989).

A determinacéo da estrutura de uma molécula orgéanica a partir de um
espectro de FT-IR baseia-se na observacdo de sinais presentes na regido de frequéncias
de grupos, compreendida para compostos organicos, entre 3600 a 120festa
regido sdo encontrados sinais que estao associados a cada grupo funcional. A analise da
regido de frequéncias de grupo, auxiliada por uma tabela de correlacéo, permite fazer
estimativas dos grupos presentes e ausentes na molécula em estudo (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

Uma segunda etapa nas analises de FT-IR consiste na comparacdo da
regido compreendida entre 1200 e 600'coenominada regido de impressdo digital.
Levando-se em consideracéo que cada ligacdo presente na molécula ndo esta isolada das

demais € natural que ocorra uma pequena interferéncia entre grupos vizinhos, resultando
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em pequenas distorcdes vibracionais que sdo registradas nesta regido, formando uma
combinagdo que depende exclusivamente da estrutura da molécula, € essa complexidade
gue proporciona perfis Unicos nesta regiao (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Nos polissacarideos a ligacéo éter que une os monossacarideos (ligacao
glicosidica), pode estar presente na molécula de dois modos espacialmente diéerentes,
elou B, que geram igualmente bandas préximas a 1256 porém sinais diferentes na
regido de impressao digital, 850 e 890’ciparaa e B, respectivamente (ZHBANKOV:;
ANDRIANOVA; MARCHEWKAB, 1997; MOHACEK-GROSEV; BOZAC;
PIPPELS, 2001; SYNYTSYA et al., 2003; ZHAO et al., 2005; CAO et al., 2006;
ZHAO et al., 2006; HE et al., 2007; CORRADI DA SILVA et al., 2008).

Apesar das informacfOes obtidas com os espectros de FT-IR para
elucidar a estrutura quimica dos carboidratos, o0 método espectroscopico mais
empregado para o estudo dessas moléculas é o ressonancia magnética nuclear (GORIN;
MAZUREK; SPENCER, 1968, GORIN, SPENCER, 1970; GORIN, 1983, RUTHES et
al, 2010).

3.4.5 Ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) pode ser
usada para o estudo das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas de diversos
compostos. Ela é um fendmeno que ocorre quando o ndcleo de certos atomos é
colocado em um campo magnético definido, promovendo o alinhamento do momento
angular do nucleo a favor ou contra o sentido do campo originando, respectivamente,
nacleos com spi e 3, como mostrado na figura 6. Este fenbmeno foi inicialmente
estudado pelos fisico-quimicos, ganhadores do premio Nobel de Fisica de 1952, Edward
Mills Purcell e Felix Bloch (KAISER, 1999; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002;
BRUICE, 2006) e aplicado ao estudo de estruturas de carboidratos por Gorin e Mazurek
a partir de 1963.

Um ndcleo com spim, de menor energia, pode ser promovido a spin
B, de maior energia, ao receber uma energia quaati@ds). Quando estes nucleos
retornam ao seu estado natural € liberada uma quantidade de energia eletromagnética
proporcional aAE recebida e é nessas emissdes que se baseiataossppia de RMN.

A energia necessaria para promover o nucleo decspiaraf3 € diferente para cada

ambiente quimico que o envolve, sendo possivel detectar nudcleos de um mesmo
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elemento em diferentes ambientes quimicos. (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002;
BRUICE, 2006).

£
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\ J spin o
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Nicleos na auséncia Nucleos na presenga
de campo magnetico de campo magnetico

Figura 6: Representacédo esquemética dos nucleos de &tomos na auséncia e presenca de
campo magnético. (Adaptado de BRUICE, 2006)

O efeito da blindagem do nucleo pelo ambiente quimico no qual ele
estd inserido € medido como deslocamento quiniyoH uma medida relativa e
adimensional que tem como ponto de partidAE dos atomos de um composto de
referéncia que apresenta apenas um ambiente quimico para o proton e outro para o
carbono-13. Para medidas efetuadas em baixas temperaturas o composto de referéncia é
o tetrametilsilano (TMS, figura 7-a) e para aquelas realizadas em temperaturas elevadas
€ o hexametildisiloxano (HMDS, figura 7-b). Os valoresddedo calculados pela
diferenca de energia eletromagnética entre a amostra e o padrdo sobre a frequéncia
aplicada. Esta divisdo resulta em um valor adimensional (Hz/Hz) e muito pequeno,
apresentando-se como parte por milhdo (ppm), para facilitar a manipulagcdo dos dados
(BECKER, 2000; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; BRUICE, 2006). Conhecendo-
se quanto um nucleo se desloca para campo baixo (da direita para a esquerda), devido a
efeitos de blindagem de grupos proximos a este ndcleo, € possivel, através de
informacBes disponibilizadas na literatura, identificar o grupo responsavel pelo
deslocamento do nucleo para aquele determinado deslocamento (BECKER, 2000;
SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; BRUICE, 2006).
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Figura 7: Estruturas quimicas dos compostos a) TMS e b) HMDS

Mesmo atuando como uma poderosa ferramenta, a RMN
unidimensional possui limitacbes para estudos de estruturas de compostos mais
complexos como proteinas e polissacarideos, devido ao acumulo de sinais dificultando
sua correta atribuicdo e o grande nimero de acoplamdphmsadtentes nas moléculas.
Como alternativa foram desenvolvidas as técnicas de RMN bidimensionais (RMN-2D),
que apresentam vantagens como a distribuicdo dos inumeros sinais do espectro de
ressonancia em um plano 2D e a oportunidade de correlacionar os pares de
ressonancias. Muitas técnicas de RMN-2D tém sido propostas na literatura, mas a
maioria destes experimentos pode ser considerada como variacdes de um numero
bastante pequeno de abordagens basicas (BRUICE, 2006).

As andlises de RMN-2D baseadas na ressonancia de um unico nucleo
(homonuclear) sdo denominadas espectroscopia de correlagdo (COSY - COrrelation
SpectroscopY) e aquelas nas quais hd interacdo de dois nucleos (heteronuclear) sé&o
chamadas de correlacdo heteronuclear (HETCOR — HETeronuclear CORrelation)
(KAISER, 1999; BECKER, 2000).

As andlises de COSY séo efetuadas pela aplicagcdo de uma sequéncia
de pulsos magnéticos, a 90°, em diferentes temppg(oduzindo uma dnica linha de
ressonancia com a mesma frequéncia em ambos os tel2papié se apresenta como
uma unica reta na diagonal principal do espectro 2D. Porém, se a magnetizacdo dos
spins for transferida de um para outro spin, com uma frequéncia de ressonancia
diferente, havera picos fora da diagonal, indicando acoplamento. Os picos fora da
diagonal mostram padrbes de acoplamento entre os prétons (BECKER, 2000).

As possiveis ligacdes de prétons estdo limitados a 4, no maximo, e dao

informacbes sobre sua estrutura. Entretanto, outros dados importantes podem ser
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obtidos por interacdes de maior alcance, para isso pode-se usar outra técnica de RMN-
2D denominada espectroscopia de correlacdo total (TOCSY — TOtal Correlation
SpectroscopY) onde observa-se, de modo analogo aos espectros de COSY, as
correlagbes entre um determinado préton e os demais protons proximos a ele (KAISER,
1999).

As andlises HETCOR séo realizadas de modo similar as de COSY e
sdo usadas para determinar a correlagdo existente entre os atomos de carbono e
hidrogénio, através dos acoplamentos destes dois atalpgs O experimento é
conduzido com diversas sequéncias de pulsos magnéticos. O primeiro pulso excita
nacleos de prétons, cujo deslocamento quimico é detectado durante o periodo de
evolucdotl; o ultimo pulso de magnetizacao é transferido para os nucleos do carbono,
cuja intensidade sera modulada pelo deslocamento quimico do proton. Nesta técnica, €
possivel identificar todos os atomos de carbono, caso os prétons ja tenham sido
atribuidos pela anélise do espectro de RMIN-Da mesma forma todos os prétons
poderdo ser identificados caso os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono
tenham sido atribuidos na RMRE (KAISER, 1999).

Obter espectros de RMN diretamente de atomos pouco sensiveis, como
o carbono, em amostras diluidas € muito dificil, como ocorre nos experimentos de
RMN-1D. Para resolver este problema de resolucao, foram criadas técnicas de RMN-2D
que utilizam pulsos onde a deteccao € feita de modo indireto, usando os canais de
atomos mais sensiveis, como 0 de protons por exemplo. Sequéncias de pulsos
envolvendo transigcdes multiplo-quanticas sdao denominadas de coeréncia multiquantica
heterenoclear (HMQC - Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) e coeréncia multi
vinculo heteronuclear (HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Coherence). Os espectros
HMQC e HMBC séao plotados cotdo préton no eixo horizontal &do carbono no
eixo vertical (KAISER, 1999).

A caracterizagdo quimica dos carboidratos é cada vez mais efetuada
com os resultados obtidos das analises espectroscopicas da ressonancia magnética
nuclear de carbono e proton, uni e bidimensionais. Esta técnica tem, sobre as demais, a
vantagem adicional de ndo promover nenhum tipo de degradacdo no material estudado,
oferecendo a oportunidade de reutilizacdo do mesmo. Ye e colaboradores (2009)
determinaram a estrutura de um heteropolissacarideo utilizando apenas espectros uni- e
bidimensionais de RMN como HMQC, COSY e TOCSY, mostrando assim o potencial

da técnica para a caracterizacdo de compostos complexos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1. Obtencéo do exopolissacarideo

Os EPS estudados neste trabalho foram fornecidos pela Prof2 Dr2
Eliana Gertrudes de Macedo Lemos, do departamento de tecnologia da faculdade de
ciéncias agrarias e veterinarias, UNESP, campus de Jaboticabal, produzidos por trés
diferentes estirpes de bactérias do gémdrzobium A bactériaRhizobium tropicifoi
submetida a duas condicbes de cultivos distintas, gerando dois exopolissacarideos
denominados Re R.. O EPS R foi produzido a partir de uma linhagem denominada
Mesorhizobiume o EPS R4 a partir dehizobiumsp. As condi¢gdes de cultivo ndo sao
descritas pois estdo sob patente (PI0304053-4).

4.1.2. Reagentes

Os principais reagentes quimicos utilizados para o preparo das

solucdes e os experimentos foram de grau analitico, obtidos da Merck, Fluka ou Sigma.

4.1.3. Equipamentos

Cromatografo Liquido de Troca lénica (HPAEC) com detector
Eletroquimico modelo ED 40, Bomba Gradiente modelo GP 40 e Integrador modelo
4600 da Dionex

Espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV-VIS 1601

Cromatografo de exclusdo estérica de alta pressdao (HPSEC)
SHIMADZU, equipado com um detector de indice de refracéo diferencial SHIMADZU
modelo RID 10A .

Sistema de eletroforese HOEFER® mini VE PHARMACIA
BIOTECH
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4.2. Métodos

4.2.1. Preparo dos exopolissacarideos

AplOs o recebimento, estes polimeros que se encontravam secos e
triturados, foram solubilizados em agua, dialisados em tubos de dialises com limites de
exclusdo molecular de 12000 Da, contra agua destilada, por 72 horas para eliminacéo de
possiveis resquicios do meio de cultivo e da fonte de carbono. Apds a didlise, seus
volumes foram reduzido em evaporador rotativo a baixa pressdo e entdo congelados e
liofilizados. Foram mantidos em congelador até 0 momento do uso para evitar qualquer
espécie de degradacao.

O processo de solubilizacdo dos EPS foi realizado pela alternancia de

agitacdo mecanica, aquecimento controlado (35 °C) e, quando necessério, ultrassom.
4.2.2. Determinacao de agucares totais - método do fenol - acido sulfarico

O método de fenol-acido sulfurico (DUBOIS; GILLES; HAMILTON,
1956) foi utilizado para determinar a concentracao de carboidrato total em cada uma das
solugcbes dos quatro EPS. O método consiste na formacdo do derivado furfural, na
presenca de 1$0, concentrado, que reage com o fenol formando um complexo de cor
amarela. Foi seguido o protocolo original do método, conforme descrito:

Reagentes: solucao de fenol 5% (m/wW$SB, concentrado.

Procedimento: foram adicionados 0,5 mL da solucdo de fenol a 0,5
mL da amostra seguido da adicéo de 2,5 mL gieChiconcentrado em um Unico jato.
Apés 10 minutos em repouso, a leitura foi realizada em um colorimetro da marca
Micronal a 480 nm.

Para calcular a concentracdo de carboidratos, uma curva padrao de
glucose (Img/mL) com faixa de linearidade de 5 aug(b00 uL foi realizada. As

analises foram realizadas em triplicatas.

4.2.3. Determinacgdo dos agucares redutores - método de Somogyi — Nelson

A presenca de acucar redutor nas amostras foi determinada pelo
método de Somogyi (1945) e Nelson (1944). Neste método, os acgucares redutores

reduzem o reativo cupro-alcalino de Somogyi formando 6xido cuproso, que na presenca
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do reativo arseno-molibdico de Nelson forma um complexo de 6xido de molibdénio de
cor azul estavel.

Reagentes: reativo arseno-molibdico de Nelson (NELSON, 1944) e
reativo de Somogyi (SOMOGY]I, 1945).

Procedimento: a 0,5 mL da amostra contendo de 10 ag8de
acucares redutores foi acrescentado 0,5 mL do reativo de Somogyi. Os tubos foram
cobertos com pérolas de vidro, para evitar a evaporacdo do solvente e levados ao
aquecimento, em banho fervente, por 10 minutos. ApGs este periodo os tubos foram
resfriados e adicionado 0,5 mL do reagente de Nelson, seguido de 3,5 mL de agua
destilada. Os tubos foram agitados e lidos em espectrofotdmetro Shimadzu a 540 nm.

Para calcular a concentracdo de acucares redutores nas amostras foi
usada uma curva padrdo de glucose na concentracdo de 1mg/mL. A curva de calibracdo
foi desenvolvida na faixa de linearidade de 10 a @@®00 pL, de acordo com a
estimativa do teor de carboidratos da amostra. As analises foram realizadas em

triplicata.

4.2.4. Determinacao de proteinas - método de Bradford

A determinacdo da concentracdo de proteinas nas amostras foi
realizada pelo método de Bradford (1976) que se baseia na ligacdo do corante
(Coomassie Blue G-250) com a proteina, formando um complexo de cor azul. O corante
reage preferencialmente com residuos de arginina e, em menor extensédo, com residuos
de histidina, lisina, tirosina, triptofano e fenilalanina.

Solugao estoque: 40 mg de Coomassie Blue G-250 foram dissolvidos
em 20 mL de etanol absoluto e adicionados 40 mL de acido fosférico 85% e agua
destilada para completar 100 mL de solucéo.

Solucédo de uso: foi realizada uma diluicdo (1:4, v/v) da solucéo
estoque em agua e, em seguida, filtrada em papel de filtro.

Procedimento: 1 mL da solug&o diluida do corante foi adicionado a
100 uL da amostra e em seguida sua absorbancia foi medida em espectrofotbmetro
Shimadzu a 595 nm.

A concentracdo de proteina foi calculada através de uma curva de
calibracdo com albumina bovina (BSA) com concentracdo de 1mg/mL, na faixa de

linearidade de 10 a 5@)/100 |L. As analises foram realizadas em triplicata.
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4.2.5. Determinacao de acidos urdnicos - método de Blumenkrants modificado

A dosagem de acido urénico foi realizada pelo método colorimétrico
descrito por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991).

Procedimento: em 4QGL de amostra (40Qdg/mL) foram adicionados
40 pL de uma solucéo de acido sulfamico-sulfamato dégsod 4 M (pH 1,6) e 2,4 mL
de solucédo de tetraborato de sodio 75 mM, e®Q4d concentrado. ApOs aquecimento
em banho com ¥D fervente por 20 min, os tubos foram resfriados e entdo adicionados
80 uL da solugédo de m-hidroxi-bifenil a 0,15% (m/v) ela®H 0,5% (m/v) para a
producdo do complexo colorido. A absorbancia da solucéo, estavel até 1 hora apds sua
formacdo, foi medida imediatamente em 525 nm em espectrofotdmetro Shimadzu.

A gquantificacao foi realizada com o auxilio de uma curva padrdo de
acido glucurdnico na concentracdo de 0,1mg/mL dentro da faixa de linearidade do
método (0,97 a 38,89/400 uL de acido urdnico). As analises foram realizadas em

triplicata.

4.2.6. Determinagéo do teor de piruvato

O teor de piruvato foi determinado pelo método descrito por Sloneker e
Orentas (1962).

Procedimento: foram dissolvidos 10 mg da amostra liofilizada em 2,5
mL de agua destilada e adicionados 2 mL de HCI 1M, em seguida as soluc¢des foram
transferidas para tubos de hidrélise e levadas a estufa, pré aquecida, a 100 °C por 3
horas. Apos este periodo, os hidrolisados foram resfriados e entédo adicionados 2 mL de
uma solucéo a 0,5% (m/v) de 2,4 dinitrofenil-hidrazina em HCI 2M e homogeneizados
por 5 minutos. Na mistura se formou um sal de hidrazona que foi extraido com 4 mL de
acetato de etila e lavado com 3 porc¢des de 4 mL de uma solucéo de carbonato de sodio
10% (m/v). Foi efetuada a leitura em espectrofotdmetro Shimadzu a 375 nm, utilizando
como branco a solugéo de carbonato de sédio 10% (m/v).

A concentracdo de piruvato foi calculada através de uma curva de
calibracdo com padrao de acido piravico, dentro da faixa de linearidade do método (5 a

100 1g/2,5mL de acido piravico). As analises foram realas em triplicata.
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4.2.7. Determinacao do teor de acetila

O teor de acetila foi determinado pelo método de Hestrin (1949).

Reagentes: Solucbes de cloreto de hidroxilamoénio 2M, hidroxido de
sodio 3,5M, acido cloridrico 4,1M e cloreto de ferro Ill 0,37M em &cido cloridrico
0,1M.

Procedimento: em 1,0 mL (400 pg/1mL) da amostra foram adicionados
2 mL de uma mistura 1:1 das solucdes de cloreto de hidroxilaménio 2M e hidroxido de
sédio 3,5M e homogeneizado, seguido da adicdo de 1,0 mL da solugdo de acido
cloridrico 4,1M e 1,0 mL da solucéo cloreto de ferro Ill 0,37 M formando assim um
complexo colorido que foi lido em espectrofotdmetro Shimadzu, em 540 nm.

A concentracdo de acetil foi calculada através de uma curva de
calibracdo com padréo cloreto de acetilcolina (Lmg/mL), dentro da faixa de linearidade
do método (5 a 50gimL de acetil). As andlises foram realizadas eptideta.

4.2.8. Hidrolise Acida Total

Preparo da Amostra: aliquotas das amostras, contepdpdeOacucares
totais, foram distribuidas em tubos préprios para hidrélise, congeladas e liofilizadas.

Hidrélise: foram realizadas diferentes condicdes de hidrolise para
determinar a melhor condicdo para a obtencdo dos monossacarideos constituintes de
cada EPS.

Condicdo 1. 300 puL de TFA 4M foram adicionados a amostra
liofilizada. ApOs solubilizacdo, os tubos contendo as amostras foram selados e
aquecidos a 100°C por 4 horas.

Condicdo 2: 300 puL de TFA 5M foram adicionados a amostra
liofilizada. ApOs solubilizacdo, os tubos contendo as amostras foram selados e
aquecidos a 100°C por 12 horas.

Condicdo 3: 300 puL de TFA 2M foram adicionados a amostra
liofilizada. ApOs solubilizacdo, os tubos contendo as amostras foram selados e
aquecidos a 121°C por 2 horas.

Apos a hidrdlise, o acido foi removido por evaporagdo a baixa pressao,

com consecutivas trocas de(Hdeionizada. Em seguida, o material foi solubilizado em
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500 pL de HO deionizada e analisado por cromatografia liquida de ions, em alta
pressao (HPAEC).

4.2.9. Analise da composicao de monossacarideos por cromatografia liquida de alta

presséao e coluna de troca ibnica (HPAEC)

Para analise dos monossacarideos, obtidos na hidrélise acida total dos
polissacarideos, foi utilizado um sistema Dionex DX500 (cromatografia liquida de ions)
e um detector de amperometria pulsada (PAD). Os cromatogramas foram registrados em
um integrador modelo 4600. Os aguUcares neutros foram separados isocraticamente,
usando uma coluna analitica CarboPac PA1 (4x250 mm) equipada com guarda coluna
PA1, ao fluxo de 1 mL/min. As condicfes de eluicdo foram produzidas utilizando 93%
de HO deionizada (eluente 1) e 7% NaOH 200 mM (eluente 2), resultando em um fase
moével com NaOH 14 mM, com corridas de 25 minutos.

A coluna foi regenerada por 10 minutos, apos o término da corrida, com
100% do eluente 2 e, em seguida, submetida as condi¢des iniciais (93% do eluente 1 e
7% do eluente 2) da analise por um periodo de 15 minutos (para equilibrar a coluna)
antes da injecdo da amostra.

Procedimento: 2%lL da solu¢gdo em estudo, contendpdlde agucares
totais, foram injetados no cromatégrafo liquido

Padrbes: utilizou-se como padrdo uma mistura de aclUcares neutros
contendo 200 ng/2mL de cada um dos seguintes monossacarideos: L-fucose, L-

ramnose, D-galactose, D-glucose e D-manose totalizargt@34l. de acUcares totais.

4.2.10. Analise das Ligacdes Glicosidicas dos Polissacarideos
4.2.10.1. Metilagdo dos EPS pelo método de Ciucanu e Kerek (1984)

Dez (10) mg de cada EPS foram dissolvidos separadamente em 1,0 mL
de dimetilsulfoxido (DMSO), foi utilizada agitacdo magnética alternada com banho em
ultrassom para assegurar total solubilizacdo. Foram adicionados 20,0 mg de hidroxido
de sodio (na forma de micro pérolas, previamente pesado e guardado até o momento de
uso em dissecador) a cada amostra. Foi mantida agitacao vigorosa por mais 15 minutos

em agitador de tubos, e entéo foi adicionado 1 mL de iodeto de metila, seguido de mais
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30 minutos de agitacdo vigorosa e entdo deixado “overnight” em ambiente isolado de
luz e, no dia seguinte a reacao foi interrompida com a adicao de gelo picado.

Os materiais metilados foram transferidos para frascos de dialise com
limite de exclusdo de 12000 MWCO e mantidos em dialise conta agua corrente por 48
horas e em agua destilada por mais 24 horas. O material dializado foi entdo congelado e
liofilizado. O procedimento de metilacao foi repetido 3 vezes. Apds a segunda e terceira
metilagdo foram separadas aliquotas (correspondente a 1,0 mg) para acompanhar a

substituicdo dos grupos hidroxila por grupos metila usando FT-IR.

4.2.10.2. Hidrdlise e reducao quimica

Os polissacarideos completamente metilados foram submetidos a
hidrolise, acrescentando 0,5 mL de acido sulftrico a 50% (v/v), em banho de gelo, até
total dissolucédo do material, seguido da adicdo de 4 mL de agua destilada, de maneira
gue a concentracao final da solucéo ficasse proxima de 5,5 % para evitar a carbonizacao
do material durante o aquecimento. Esta solucdo foi mantida em estufa a 100°C por 18
horas (SAEMAN et al.,, 1954). O excesso de acido sulfarico foi neutralizado com
carbonato de bario e o precipitado resultante foi removido da solucdo por filtracdo, o
filtrado foi deionizado por meio de resina catiénica IRA-120 Amberlit (forif)aApos
uma nova filtracéo para remocao da resina, a solucéo resultante foi evaporada a pequeno
volume e tratada com boroidreto de sédio, durante 15 horas, a temperatura ambiente
(BLAKENEY et al., 1983). Decorrido o periodo de reduc¢do quimica, os ions sddio
foram eliminados da preparacao pelo tratamento com a resina IRA-120 Amberlit (forma
H") e o acido bérico formado foi removido, na forma de borato de trimetila, por co-

destilacdo com metanol.

4.2.10.3. Acetilagcéo

A reacdo para formacdo dos acetatos a partir dos alditéis parcialmente
metilados foi efetuada pela adicdo de 1,2 mL de anidrido acético e 1,2 mL de piridina
permanecendo a temperatura ambiente por 16 horas (WOLFROM; THOMPSON,
1963). A reacéo foi interrompida pela adicdo de gelo moido, e os acetatos de alditois

foram extraidos com cloroformio. A piridina residual da fracdo cloroférmica foi
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extraida por sucessivas lavagens com solucdo aquosa de sulfato de cobre a 5% (m/v). A
fracdo cloroférmica, isenta de piridina, foi adicionado sulfato de sédio anidro e em
seguida submetida a filtracdo. Os acetatos de alditéis parcialmente metilados foram
evaporados a secura e analisados por cromatografia gasosa e espectrometria de massa
(GC-MS).

4.2.11. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foi
realizada usando o espectrometro BRUKER modelo Vector 22. A aquisicdo dos
espectros foi feita pelo programa OPUS.

Procedimento: 1 mg de cada EPS nativo e metilado foi macerado com
250 mg de KBr, seco previamente em estufa a 75°C por 24 horas para garantir a isencao
de &gua. As pastilhas utilizadas para as andlises foram feitas com a aplicacdo de uma
presséo de 5,5 toneladas por 3 minutos. Os espectros foram realizados na faixa de 3800
a 500 cnit, com resolucao de 4 ém

4.2.12. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de prétons e carbono 13

Os espectros de RMN monodimensionais foram obtidos em
espectrometro Bruker, modelo Avance-DRX-400. Os EPS foram solubilizados@m D
(6xido de deutério). As solucdes resultantes (1mL) foram armazenadas em cilindros
coaxiais, introduzidas em tubos de 100 x 10 mm d.i. e mantidas a 70 °C para serem
analisadas. Os espectros foram obtidos em 400 MHz em relac&o ao n(te(Lae
MHz em relac&o ao nicleo ).

Os deslocamentos quimicos foram expresso$ gupm) relativos aos

sinais de*C e'H da acetona em30,20 e 2,22, respectivamente.

4.2.13. Andlise da homogeneidade e determinagcdo de massa molecular por
cromatografia de gel permeagadgHPSEC).

Para andlise da homogeneidade foram preparadas amostras contendo
1mg de cada EPS em 1mL de solugédo de cloreto de sodio (NaCl 0,9%). As solucdes
obtidas foram filtradas em membranas MILLIPORE (acetato de celulose) 0,22 um e
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analisadas em HPLC acoplado ao detector de indice de refracdo, com fluxo de 0,6
mL/min.

Injecéo: foram injetados, separadamente, 200 pL de solu¢des contendo
200 ng de material de cada um dos EPS e dos padrdes.

As corridas cromatograficas foram efetuadas em cromatégrafo
SHIMADZU, equipado com um detector de indice de refracdo diferencial SHIMADZU
modelo RID 10A. Foram utilizadas 4 colunas de gel permeacao da marca WATERS,
com limites de exclusdo de 7°1@.1C, 8.1¢ e 5.16, dispostas em série. O eluente
utilizado foi uma solucédo de nitrato de sodio (NaNILM) contendo azida soOdica
(0,03%), pressao de 1422 psi a 37°C e aquisicdo de dados no programa LC Solution
(SHIMADZU CORPORATION).

Para determinar a massa molecular dos EPS estudados foram usados
seis padrdes de dextrana com massas moleculares de 8,4DxPX10, 2,66x16,
4,10x16, 1,10x16 e 2,10x16 Da. Com os tempos de retencdo referentes aos padrées
foi plotado um grafico do logaritmo das massas moleculares pelos tempos de retencéo, e
através de uma regresséao linear foi obtido a equacao da reta que melhor se ajustou aos
pontos obtidos. A partir do tempo de retencdo dos EPS e da equacéo da reta foi possivel

estimar massas moleculares de cada EPS estudado.

4.2.14. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

As analises eletroforéticas foram realizadas em sistema HOEFER®
mini VE (Pharmacia Biotech), utilizando gel de poliacrilamida com espessura de 75mm,
constituido de uma zona de gel concentrador (4%) de 14mm de altura com tampao tris-
HCI 0,5M pH 6,8, e uma zona de gel separador (6 a 10%) de 83mm com tampao tris-
HCI 1,5M pH 8,8.

Preparo de amostras: aliquotas de 5mg de cada um dos EPS foram
solubilizadas em 0,75mL de agua destilada seguidas da adicdo de 125uL de solucéo
tris-HCI 0,5M pH 6,8; 0,1mL de glicerol e 25uL de azul de bromofenol 0,5%,
totalizando um volume final de 1 mL. A solugéo resultante foi aquecida a 100°C por
dez minutos. Foram aplicados 5uL das amostras correspondendo a 25ug de cada
material.

Com a finalidade de obter uma condicdo adequada de pH foram

ensaiadas trés condicdes de corridas variando-se o tipo de tampéao e o pH.
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Condicao 1:tampao tris-glicina 0,02M pH 8,8 com tempo de corrida de 1h45min.
Condicao 2:tampéo fosfato 0,02M pH 7,6 com tempo de corrida 1h45min.
Condicao 3:tampéo fosfato 0,02M pH 6,7 com tempo de corrida de 2h15min.

Para todas as condicdes foi aplicado uma tensdo de 110V (corrente
continua) e o tempo de corrida foi determinado pela deslocamento do corante azul de

bromofenol (por trés quartos do gel separador).

Para a visualizacdo das corridas eletroforéticas os géis foram corados

por dois diferentes métodos a fim de visualizar os polissacarideos.

Coloracao pelo método &cido periddico — Schiff (PA83pecifico para
coloracao de carboidratos. O principio do método € a reacao entre os aldeidos formados
na presenca do acido periddico como o reagente de Schiff (fucsina-acido sulfuroso)
formando um composto colorido com intensidade variando entre rosa e vermelho
parpura.

Reagentessolucao 1-acido acético, metanol e agua na proporcdo de
2:7:11; solucdo 2-acido periédico 0,7% (m/v) em acido acético 5% (véolucédo 3-
bissulfito de sddio 0,2% (m/v) em acido acético 5% (VReativo de Schiff-conforme
descrito por Fukuda e Kobata (1993).

Procedimento: O gel foi lavado com a solucdo 1 por duas horas para
descorar o azul de bromofenol, em seguida foi deixado imerso na solugcdo 2 por uma
hora, e ao término desse tempo foi lavado duas vezes com a solucdo 3. Apos as
lavagens, o gel foi deixado por uma hora no reativo de Schiff para o aparecimento das
bandas coradas e entdo foi lavado com agua destilada até a remocao do excesso do

corante.

Coloracdo pelo método azul de toluidina azul de toluidina € um
corante que se liga a compostos negativamente carregados, formando um complexo
colorido com intensidade variando do azul claro ao roxo, dependendo do tipo de grupo
negativamente carregado presente.

Procedimento: O gel foi submerso em uma solucéao 0,1% (m/v) de azul
de toluidina em acido acético 5% (v/v) por aproximadamente 5 minutos e, entéo, foi

lavado com agua destilada até a remocao do excesso de azul de toluidina, aderida ao

gel.
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Apoés a coloracao, os geéis foram fotografados e deixados por uma hora
em solucédo de glicerina 10% (v/v), em seguida colocados entre duas camadas de papel
celofane e ap6s estarem secos, foram guardados.

4.2.15. Analise conformacional

A verificacdo da conformacédo ordenada dos EPS quando em solucéo
aquosa pode ser realizada através da complexacdo com o corante vermelho Congo
(OGAWA et al, 1972), cuja estrutura quimica € mostrada na figura 8.

Reagentes: Solucéo de vermelho congadlNaOH 5M.

Padré&o utilizado: dextrana (65 a 74 kDa)

Procedimento: foi preparada uma solucdo denominada CR/EPS
misturando-se as solucdes de Vermelho Congo e de EPS na propor¢cdo de 1:10. Dez
aliquotas de 1mL foram separadas e, em seguida, adicionados a essa solucdo NaOH 5M
e H,O deionizada a fim de variar a concentragédo de NaOH de 0 a 0,4M em um volume
final de 1,1 mL por tubo, como observado na tabela 1. A solugao final resultante
permaneceu em repouso por 3 horas e, apds esse tempo, foi obtido o espectro de
absorcédo no intervalo de 470 a 540 nm, em um espectrofotbmetro Shimadzu. A
aquisicdo dos dados foi realizada usando o software UVprobe (SHIMADZU
CORPORATION)

NH,
9 0P
N S—O Na*

Figura 8: Estrutura quimica do corante vermelho congo.



Tabela 2 - Ensaio analitico para a formac&o do complexo.

Tubo CR/IEPS NaOH 5M (L) Agua (ulL)
1 1mL 0 100
2 1mL 10 90
3 1mL 20 80
4 1mL 30 70
5 1mL 38 62
6 1mL 42 58
7 1mL 46 54
8 1mL 50 50
9 1mL 60 40
10 1mL 80 20

50
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Quantificacdo dos polissacarideos

Durante a sintese dos EPS pelos microrganismos, diversos parametros
podem influenciar no rendimento e na composicdo monossacaridica dos polimeros
produzidos (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004), que podem acarretar diferencas nas
propriedades fisico-quimicas de suas solu¢cdes. Nampoothiri e colaboradores (2003)
mostraram que o tempo de incubacgao, pH do meio de cultivo e fontes de carbono
interferem diretamente na estrutura dos polissacarideos sintetizados. Partindo-se da
premissa que o objetivo deste trabalho sera conhecer a estrutura dos exopolissacarideos
produzidos por algumas estirpes de rizobios, o primeiro passo foi realizar a
quantificacdo de acUcares totais, agucares redutores e proteina; detectar, bem como
quantificar, a presenca de residuos de piruvato, acetila e &cido urénico (Tabela 3),
sabidamente presentes na maioria dos polissacarideos produzidos por esse grupo de
microrganismo (HEYRAUD et al., 1993; WERNER 2005).

Os teores de acgucares totais, compreendidos entre 80 a 86%, e 0 baixo
percentual de acucar redutor (préximo de 0,1% para todos os EPS) indicam que,
praticamente, todo o carboidrato presente nas amostras encontra-se na forma de
macromolécula, excluindo a possibilidade de residuos da fonte de carbono do meio de
cultivo, que certamente foi eliminada durante o procedimento de dialise. A deteccado de
proteina (4%) pode estar relacionada com a producdo de alguma exoenzima produzida

pelo microrganismo que, entretanto, ndo foi investigada neste trabalho.

Tabela 3: Quantificacdes de agUcares, proteinas e grupos substituintes presente nos
EPS produzidos por diferentes linhagens de bactérias dos géRbizsbiume

Mesorhizobium

EPS tgt%lljif%) re,dé\ltj;tuocra(g@ Pr%'f/f-):)lnas Piruvato (%) A((:;Ot)lla Amdo((;i)ronlco
R; 86,1+0,2 ~0,1 3,210,1 5,9+0,2 3,9+0,3 0,8+0,1
R, 84,8+0,3 ~0,1 4,0+£0,3 6,2+0,1 2,7+0,2 1,7+0,1
Rs 81,1+0,1 ~0,1 3,8%0,2 1,1+0,1 1,8+0,2 12,7+0,4
R, 84,1+0,3 ~0,1 3,90,2 6,1+0,3 3,7x0,4 1,6+0,2

R; — EPS produzido pdRhizobium tropici(12 condi¢éo); R— EPS produzido pdRhizobium tropici(22
condicdo); R— EPS produzido pdviesorhrizobiumR, — EPS produzido pdRhizobiumnsp.
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Assim como a maioria dos exopolissacarideos produzidos por rizébio,
descritos na literatura (MCNEIL et al., 1986; GONZALEZ, YORK, WALKER, 1996;
SIMSEK, et al., 2009), todos os polimeros investigados neste trabalho apresentaram
piruvato, acetila e acido urdnico. O EPS &resentou maior percentual de acido
urbnico (~13%) e menor substituicdo por residuos de piruvato (~1%) quando
comparado aos demais polissacarideos produzidofRmaobium Embora prematuro
para se afirmar, esta diferenca poderia estar relacionada ao faiseiodRoduzido por
um microrganismo de diferente género ou séj@sorhizobium.Essas diferencas
quimicas podem auxiliar na taxonomia de microrganismos, como defendido por alguns
autores (BLACK, SNYDER, HEROUX; 1997, MULDOON et al., 2003;
ZDOROVENKO et al., 2009).

Uma observacdo a respeito de, B que suas solu¢cdes sdo menos
viscosas quando comparadas as solugdes, na mesma concentracdo, dos demais EPS
estudados. Estes dados estdo de acordo com os resultados encontrados nos estudos
reologicos efetuados por Aranda-Selverio e colaboradores (2009), que mostraram que
Rs; apresenta propriedades reoldgicas diferentes dos demais, comportando-se como um
gel fraco enquanto os EPS,RR; e R, todos produzidos por bactérias do género
Rhizobium apresentam caracteristicas de gel forte. Uma provavel explicacdo para a
menor viscosidade desRpode ser relacionada ao alto teor de acido urbnico em sua
composicao (RINAUDO, 2004).

5.2. Andlise da homogeneidade dos diferentes EPS

Para que os resultados da caracterizacdo quimica dos polissacarideos
ou de qualquer outro composto biologico sejam confiaveis, € fundamental que o
material a ser estudado se apresente puro. Ha diversos métodos para verificar esta
condicdo, entretanto os cromatograficos sdo os mais utilizados. Para este propdésito,
neste trabalho, foram utilizadas as cromatografia de gel permeacdo com detector de
indice de refracdo (HPSEC - high perfomance size exclusion chromatography) e

eletroforese em gel de poliacrilamida.
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5.2.1. Anélises de homogeneidade e determinacdo de massa molecular aparente por
HPSEC

A partir do perfil cromatografico dos quatro EPS (Figura 9) € possivel
inferir que R (b)eR3(c) comportam-se como moléculas puras ou homogéneas, uma vez
que eluiram como um Unico pico na analise. A presenca de um ombro nos
cromatogramas referentes aos exopolissacaride¢a) R R, (d) sugere um segundo
composto que pode ser um outro polissacarideo, uma vez que também foi detectado por
indice de refracdo. Embora; B R, tenham sido produzidos pela mesma estirpe de
bactéria Rhizobium tropig, as condi¢cdes de cultivo utilizadas para sintese de R
favoreceram também a producdo de um segundo exopolissacarideo. Algumas espécies
de bactérias da familRhizobiaceasecretam um segundo polissacarideo, que pode ter
em sua composicdo grupos piruvato e acetila (BECKER; PUHLER, 1998) ou ainda um

glucana [(1 - 2) ciclica, exclusiva desta familia.

Figura 9: Perfil de eluicdo para os EPS R), R (b), R (c) e R, (d) por HPSEC
equipado com um detector de indice de refracdo diferencial. Colunas de gel permeacao
dispostas em série, com limites de exclusdo de 741100, 8.1¢ e 5.16. Total de EPS
aplicado: 200ug; fluxo: 0,6 mL/min. Eluente: NaNfO0,1M contendo azida sédica
0,03% (m/v), pressao de 1422 Psi a 37 °C.

De acordo com a forma do pico (base mais estreita) é possivel inferir

gue R € um material menos polidisperso, provavelmente por apresentar moléculas com
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massas moleculares aparentes mais proximas. Sabidamente, os polissacarideos sao
sintetizados, pelos organismos, sem a utilizacédo prévia de um molde, diferentemente da
sintese protéica (DNA> RNA — Proteina), portanto sdo moléculas com elevado grau
de polidispersividade. Uma das grandes vantagens em estudar polissacarideos
produzidos por microrganismos esta na possibilidade de se estabelecer condicbes de
cultivo para obtencdo de polimeros menos polidispersas, portanto, com propriedades
fisico-quimicas com menor variabilidade e maior aplicabilidade industrial.

A cromatografia de exclusédo molecular separa os compostos de acordo
com suas massas moleculares, onde as maiores eluem antes (BOYER, 1993).
Utilizando-se o HPSEC com detector de indice de refracéo, colunas seqienciadas com
géis de diferentes porosidades e um “pool” de padrdes com massas moleculares
definidas, € possivel chegar a massa molecular aparente de um composto desconhecido.
Neste trabalho foram utilizados padrdes de dextrana com massas moleculares que
variavam de 5,0 x & 2,1 x 16 Da. Através dos tempos de retencéo e dos logaritmos
das massas moleculares dos padrdes foi realizada uma regresséo linear (Figyra 10). R
Ro, Rs e R, apresentaram tempo de retencdo de 35,69; 35,55; 36,80 e 36,36 minutos,

respectivamente, tendo assim massas moleculares aparentes superiores a2al x 10

Figura 10: Curva de calibracdo de massa molecular aparente obtida por HPSEC
equipado com detector de indice de refragdo diferencial. Padrdes de massa molecular de
a) 2,1x16 Da, b) 1,4x10Da, c) 6,7x10 Da, d) 5,0x10Da, €) 2,6x10Da, f) 1,5x16

Da, g) 7,2x10Da e h) 5,0x10Da.
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Assumindo-se a linearidade da curva e extrapolando-se para 0s
tempos obtidos podemos encontrar as massas moleculares aparente para QREPS R
R; e R de 30,5x16 32,3x16, 19,2x16 e 230,5x10Da, respectivamente.

5.2.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Considerando que todos os quatro EPS apresentam-se ionizados, uma
vez que possuem grupamentos capazes de se dissociarem, em funcdo do pH, a
eletroforese foi selecionada como um segundo método para verificar a homogeneidade
dos materiais. Esta técnica estuda o movimento das moléculas carregadas quando um
campo elétrico é aplicado. A migracédo é influenciada pelo tamanho, forma, carga e
composicao quimica da molécula. A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE),
utilizada neste trabalho, tem sobre a eletroforese convencional, a vantagem de se
trabalhar com géis de diferentes porosidades pela variacdo da concentracado dos agentes
utilizados na reacdo de polimerizacdo. Este tipo de eletroforese tem melhor resolucéo
porgue a separacao baseia-se na massa molecular e na mobilidade eletroforética. Zierer
e Mourado (2000) utilizaram com sucesso a eletroforese em gel de poliacrilamida para
mostrar a homogeneidade de polissacarideos naturalmente sulfatados produzidos por
diferentes esponjas marinhas.

Para esta analise foram ensaiadas trés condi¢des de tampdes de corrida
(pH 8,8, 7,6 e 6,7) para uma separagdo mais eficiente dos componentes, de cada
amostra. O melhor resultado foi obtido em tampéao fosfato de sodio pH 7,6 (Figura 11).
Apos coloracao do gel observou-se formacéo de bandas levemente alargadas, sugerindo
polidispersividade. R (Figura 11c) apresentou-se como uma banda mais estreita,
indicando menor polidispersividade, quando comparado aos demais. Estes resultados
confirmam os dados obtidos por HPSEC. A presenca do segundo componente
visualizado em Re R;na analise do HPSEC né&o pode ser confirmada na PAGE. Isto se
deve, provavelmente, ao tipo de corante utilizado na revelagdo, uma vez que a presenca
de grupamentos &cidos € necessaria para a interacdo com o corante. Portanto, é possivel
gue o segundo componente de eRR, seja um polimero com poucos grupamentos
acidos, insuficientes para a deteccao ou, ainda, um polimero neutro que nem mesmo

migrou na corrida eletroforética e tampouco se corou.
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Na analise em pH 8,8, os EPS migraram no gel na mesma velocidade
gue o corante de corrida, independente do tempo ou da voltagem utilizadas,
provavelmente por uma maior desprotonacéo dos grupos &cidos. Em tampéo pH 6,7 ndo
ocorreu migracdo dos EPS pelo gel, indicando que nesse valor de pH ha pouco
grupamentos ionizados, inviabilizando a analise eletroforética.

Dos dois métodos de coloragéo utilizados nesta técnica, 0 que emprega
0 azul de toluidina se apresentou como melhor opgdo uma vez que poOSsSui como
caracteristica se ligar a grupos eletricamente carregados, corando de maneira eficiente
os polissacarideos aplicados. A coloracdo pelo método de Schiff, utilizado para
carboidratos, néao foi eficaz, provavelmente pela presenca de substituintes nos carbonos
C2 ou C3 dos monossacarideos, pontos essenciais para que haja a reagdo com o0 acido
periodico, presente no reativo de Schiff (MELLO; MELLO; PEREZ, 1955).

«— Origem

Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida (6%) corrida com tampéao fosfato de
sédio pH 7,6 e corada com azul de toluidina. Condi¢6es de corrida: 110V por 1h45min.
Materiais aplicados: (a) padrdo de acido poligalactourénico, (b) ERE)EPS R, (d)
EPSRe (e) EPS R

Considerando-se que para a caracterizagdo quimica de um polimero a
pureza do material € essencial, foram selecionados para dar continuidade aos estudos
apenas aqueles que se mostraram homogéneos de acordo com as analises efetuadas, ou
seja, os EPS Rproduzido peldRhizobium tropicina segunda condi¢ao de cultivo, e o

EPS R sintetizado pela bactéldesorhizobium
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5.3. Determinacao da conformacao da cadeia em solucdo

Os polissacarideos, quando em solucdo, podem apresentar trés tipos de
conformacdo: totalmente ao acaso, duplas hélices ou triplas hélices, sendo estas duas
Gltimas estabilizadas por ligacdes de hidrogénio e forcas eletrostaticas (GARCIA-
OCHOA et al, 2000; KANEDA et al, 2002; DIAZ, VENDRUSCOLO;
VENDRUSCOLO, 2004). A conformacdo de um polissacarideo, quando em solucéo,
pode ser modificada enfraquecendo as ligacdes de hidrogénio e isso pode ser
conseguido através do aumento da alcalinidade do meio, de temperaturas elevadas ou de
um solvente aprético como o DMSO (FALCH et al., 2000).

Diversos autores afirmam que xantana, um exopolissacarideo acido
estruturalmente semelhante aos estudados neste trabalho, pode apresentar estrutura em
hélice dupla ou ao acaso de acordo com a temperatura e forca i6nica da solucéo
(FERNANDES 1994; CAPRON; BRIGAND; MULLER 1997; RODD; DUNSTAN;
BOGER 2000; VIEBKE; WILLIAMS 2000; SERENO; HILL; MITCHELL 2007).

Segundo Ogawa e colaborados (1972), para o corante vermelho congo
se complexar com um determinado polissacarideo, este precisa apresentar uma
conformacdo ordenada quando em solugdo, que pode ser acompanhada pelo
deslocamento hipsocroémico (deslocamento para o azul) do maior absqigdodo
vermelho congo, que é um composto que, quando em solugédo, possui um espectro de
absorcéo UV-visivel com um dnico pico proximo a 493 nm. A formacédo do complexo
(corante/EPS) pode ser acompanhada comparando-se o deslocamento do pico de
absorcdo do complexo com o do vermelho congo (controle), em diferentes
concentracdes de NaOH (Figura 12).

Concentracbes de NaOH, entre 0,01 e 0,19M, levam a uma perda
gradual da rigidez da estrutura do polissacarideo devido ao aumento da forca idnica,
reduzindo assim a viscosidade e facilitando a complexacdo com o corante Vermelho
Congo. Em concentra¢fes entre 0,19 a 0,24M de NaOH ocorre o colapso das pontes de
hidrogénio que mantém a estrutura coesa em solugcdo, dando inicio a transicdo da
conformacéo helicoidal (ordenada) para a randémica (desordenada), perdendo assim a
capacidade de formar complexos com o corante. Em concentracdes acima de 0,24M h&
predominancia de conformagdes ao acaso.

Vasconcelos e col. (2008) utilizou esta técnica para determinar a

conformacédo de quatro EPS produzidos por isoladdBatiyosphaeria de diferentes
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fontes, sendo que o EPS produzido pelo microrganismo isolado de laranja apresentou

um maior deslocamento dgax,(501 nm na concentracdo de 0,2 M de NaOH).

500
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Figura 12: Analise conformacional dos EPS B R de acordo com a mudanga de
absorcdo maxima do complexo Vermelho Congo-EPS, em diversas concentracfes de
NaOH. Vermelho Congo e dextrana foram utilizados como controles

O exopolissacarideosRpresentou maior deslocamentoAdgx, (498

nm na concentracdo de 0,1 M de NaOH), sugerindo uma estrutura espacial menos

organizada, quando comparado com ER8rfa vez que em uma mesma concentragao

de hidréxido de sodio, Rapresenta uma maior complexacdo com o corante vermelho

Congo. Também pode ser observado que tanto ERBdRto EPS Rapresentaram um

pequeno descolamento quando comparados com o controle, sugerindo a existéncia de

porcbes onde a molécula assume uma estrutura conformacional ordenada,

possivelmente em hélice dupla. A estrutura organizada esta, normalmente, relacionada

com a viscosidade das solugcfes dos polissacarideos. O HitseBe, de acordo com

os resultados desta analise, ser uma molécula menos organizada gusedtindo

Aranda-Selvério e colaboradores (2010), menos viscosa que 0,EPS R
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5.3. Hidrdlise acida total e anédlise por HPAEC/PAD dos exopolissacarideeasR

em trés condicdes diferentes.

A estrutura quimica primaria de um EPS € definida por sua
composicdo monossacaridica, configuracdo e posicdo da ligacdo glicosidica e da
presenca ou nao de substituintes (PAZUR, 1994).

A obtencdo de monossacarideos, a partir de polissacarideos, consiste
na quebra das ligacOes glicosidicas que os unem, através de hidrolise acida total, que
pode ser feita com diferentes tipos de acidos, temperaturas e tempos. Os mondémeros
assim obtidos s@o posteriormente analisados por cromatografia liquida de ions em alta
presssdo (HPAEC), acoplada a um detector de Oxido reducdo (PARDIsedP
Amperometric [@tector) (BONGIOVANI, 2008; VASCONCELOS et al., 2008).

A tabela 4 mostra os resultados das diferentes condi¢cées de hidrolise
ensaiadas para os EP$ &R;, e as condicbes 1 e 3 parecem ter sido mais eficientes
para a liberagdo dos monossacarideos.

Dados da literatura (MULDOON et al., 2001) indicam que a presenca
de acucares acidos em polissacarideos dificulta a hidrolise acida, uma vez que as
ligacBes glicosidicas destas unidades sdo estabilizadas, tornando-as mais resistentes ao
ataque acido, pois a aproximacdo do protof),(iesponsavel pelo rompimento da
ligacdo, é dificultada pelo grupo acido ligado a estrutura. Segundo Van't Hoff a cada
aumento de 10 °C na temperatura de uma reacdo quimica, a velocidade da mesma tende
a se duplicar. Portanto, os melhores resultados encontrados para o03EBRGe R
apresenta 13% de &cido urdnico, foi a condicdo de temperatura mais elevada (121°C).
Para R, com 2% de &cido urdnico, a primeira condicdo de hidrolise parece ter sido um
pouco mais apropriada que a terceira condicdo por apresentar um rendimento mais
elevado. Tempos de reacdo longos associados a alta concentracdo de acidos, como o0s
utilizados para a segunda condi¢cdo parecem conduzir degradagdo nos materiais, uma
vez que os rendimentos na obtencdo dos monémeros foram os menores tanto para R
guanto para R

Os resultados da composicdo monossacaridica (Tabela 4) de;EEPS R
Rs mostraram glucose e galactose nas relagdes molares de 4:1 e 5:1, respectivamente.
Também foram detectados tracos de manose em ambos EPS (1% @8 Bara E.

De acordo com a literatura microrganismos de linhagens diferentes ou com diferencas
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apenas nas condi¢cdes de cultivos, produzem polissacarideos semelhantes nos quais a
cadeia principal, normalmente, € a mesma, com varia¢des no grau de ramificacao.

Castellane e Lemos (2007), estudaram EPS de duas estirpes de
Rhizobium tropiciSEMIA 4077 e SEMIA 4080 produzidos em quatro fontes de
carbono diferentes, estes EPS apresentaram glucose e galactose com componentes
majoritarios com relagdes molares variando entre 4:1 e 3:1, tracos de manose e ramnose
e cerca de 12% de acidos urdnicos

As trés condicdes de hidrolise acida utilizadas neste trabalho geraram
apenas monossacarideos neutros, entretanto os resultados obtidos pela quantificacdo de
acidos urdnicos mostraram a presenca de monossacarideos acidos na estrutura quimica
desses polimeros. Para obtencdo de monossacarideos &cidos, condi¢cdes diferentes de
hidrolise devem ser ensaiadas. Essas condicbes normalmente degradam os monémeros

neutros.



Tabela 4: Composicado em monossacarideos dos ERSHRem trés condi¢des diferentes de hidrolises.

Condicao 1 (TFA 4M; 100 °C; 4h)

Condicao 2 (TFA 5M; 100 °C; 12h

Condicao 3 (TFA 2M; 121 °C; 2h)

EPS/ ] Massa Percentual Porcentagem| Massa Percentual Porcentagem| Massa PerCentualPorcentagem de
monossacarideos| detectada molar (%) de recuperacédg detectada molar (%) de recuperacdp detectada molar (%) recuperacao
(ng/254L) (%) (ng/25.L) (%) (ng/25.L) (%)
Galactose 55 20 37 17 44 20
Glucose 216 79 178 81 177 79,0
R: Manose 4 1 66 5 2 61 3 1 63
Total 275 100 220 100 224 100,0
Galactose 36 17 22 16 39 16
Glucose 167 80 112 81 189 81
Rs Manose 6 3 >0 4 3 a4 7 3 06
Total 209 100 138 100 235 100,0

* Hidrdlises realizadas em triplicata

T9
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5.5. Comparacédo dos espectros de FT-IR dos exopolissacaridgeRRRnativos e

metilados

Para elucidar a posicao de ligacdes, os polissacarideos em estudo
foram submetidos a metilacéo. A eficiéncia da reacao foi efetuada pela comparacao dos
espectros de FT-IR do material ndo metilado e de seu produto apés a terceira metilagéo
(Figura 13). Durante o processo de metilagcdo, os grupos OH vao sendo gradativamente
substituidos por grupos metila (-gHEsta substituicAo provoca uma alteracdo nos
espectros de FT-IR que envolve a diminuicdo das bandas de hidroxila (regido de 3600 a
3100 cn) e um aumento dos sinais de estiramento C-H, devido a entrada do grupo —
CHs. Para uma metilacdo ser considerada efetiva toda a banda de hidroxila deve

desaparecer.

Figura 13: Espectros de infravermelho (regido de 3800 a 608) ctos EPS Re R
metilado (superior) e R R; metilado (inferior).

A presenca da banda de OH nos espectros dos metilados sugere que as
hidroxilas livres ndo foram totalmente substituidas por metila, apesar de trés reacdes de
metilacdo terem sido efetuadas. Isso pode ser atribuido ao excesso de substituintes
presentes nos EPS,;Re R, criando um impedimento estérico dificultando a

aproximacdo dos reagentes. Embora todo o procedimento tenha sido efetuado, os
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resultados por GC/MS mostraram que esta técnica € ineficiente quando os polimeros

sao muito substituidos.

5.6. Analises espectroscopicas do exopolissacarideo produzido pela bactéria
Rhizobium tropici (EPS R

As técnicas espectroscopicas de FT-IR, RMN ‘e e °C sdo
ferramentas de grande importancia para a caracterizacdo quimica, baseando-se nas
propriedades fisico-quimicas das moléculas. S&o métodos néo destrutivos e dispensam
qualquer tipo de modificagdo quimica na estrutura da molécula tornando essas técnicas
excelentes para analise estrutural.

Dentre os meétodos espectroscopicos, o FT-IR possui algumas
vantagens, incluindo a facilidade de preparacdo, a pequena quantidade de amostra
necessdaria para as analises e a relativa rapidez na obtencdo dos dados (BOULET;
WILLIANS; DOCO, 2007). A aquisicdo espectral é feita diretamente na amostra sélida
dispersa em KBr. Para carboidratos, essa técnica permite identificar alguns
componentes estruturais especificos, como a configuracdo das ligacdes glicosidicas, a
presenca de &cido urbnico e até mesmo de proteina (GRAY et al.,, 2000;
VASCONCELOS et al., 2008).

O exopolissacarideo produzido pela bact&razobium tropici(EPS
R,) foi submetido a analise por FT-IR, cujo espectro € mostrado na figura 14-a, onde se
podem observar sinais caracteristicos para carboidratos. Na regido de frequéncia de
grupo uma banda compreendida entre 3600 a 3100eanm sinal préximo a 1650 €m
foram atribuidos, respectivamente, ao estiramento e a deformacdo angular do grupo OH
(LIU et al., 2007). O sinal em 1225 ¢ne as bandas nas regides de 1200 a 1000ecm
3000 a 2800 cih foram atribuidos as deformacdes das ligagdes C-O-C (éter), aos
estiramentos C-C e aos estiramentos C-H, respectivamente (SKOOG,; HOLLER,;
NIEMAN, 2002). Também foi detectado sinal na regido préxima a 1750Q mferente
a carbonila (C=0) dos acidos carboxilicos presentes nos acidos urénico e piravico.

Um dado muito importante obtido através desta analise € a
configuracdo das ligacGes glicosidica®), que apesar de resultarem em uma mesma
banda na regido de grupos, geram sinais distintos na regido de impressao digital dos
espectros. Os polimeros que possuem ligacobes em configusag@yam sinais

proximos a 850 ci e aqueles em configuracfoapresentam sinais proximos a regiéo
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de 895 crit. A regido de impressao digital do espectro géiBura 14-b) mostra sinais
préximos a 900 cfh sugerindo que este polimero possua apenas ligacdes em
configuracdo p, uma vez que ndo ha bandas nas proximidades de c860

caracteristico de ligacéo glicosidica em configuracao a
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Figura 14: Espectro de FT-IR obtido do EPS, Rroduzido pelo microrganismo
Rhizobium tropici a) 3800 a 600 cthe b) 1200 a 600 c

As andlises de RMN dtH e *C dos polissacarideos sdo interpretadas
correlacionando-se os deslocamentos quimicos obtidos das ressonéncias dos atomos
individuais de hidrogénio e carbono, com dados previamente coletados tais como
composicdo monossacaridica. Deste modo as atribuicdes feitas sobre os sinais dos
polissacarideos séo, de certa forma, dependentes da precisdo dos experimentos
realizados anteriormente.

Os deslocamentos quimicos de protons e de carbono sdo sensiveis aos
substituintes ligados a estrutura polimérica, possibilitando determinar tipos e posi¢coes
de ligacbes presentes na molecula (DUUS; GOTFREDSEN; BOCK; 2000).

No espectro de RMN d# do EPS R (Figura 15) pode ser observado
uma grande variedade de sinais na regido compreendida entre 1,20 a 1,50 ppm, sendo o
mais intenso em 1,47 ppm, atribuido aos hidrogénios metilicos presentes no grupo
piruvato (AMEMURA; HARADA, 1983; MCNEIL et al., 1986; ERBING et al., 1995;
SIMSEK et al., 2009) e de 1,90 a 2,10 ppm, com sinal de maior intensidade em 2,06
ppm, associados aos hidrogénios metilicos do grupo ddigado (AMEMURA,;
HARADA, 1983; LEIGH et al., 1985; MCNEIL et al., 1986; COURTOIS et al., 1994;
FALK et al., 1996; TAMAKI et al., 2008; SIMSEK et al., 2009; ELBOUTACHFAITI,
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2010). Esses valores de deslocamentos quimicos confirmam a presenca de piruvato e
acetil na estrutura do EPS.R

A auséncia de sinais na regido compreendida entre 2,50 a 3,00 ppm,
relacionada a protons metilénicos (LEIGH et al., 1985; CHOULY et al., 1995; SIMSEK
et al., 2009), confirma que ndo ha grupos succinil fazendo parte da estrutura
polissacaridica, embora a presenca deste substituinte ndo seja rara em
exopolissacarideos produzidos pelas bactérias da familia Rhizobeaceae (MATULOVA,
et al., 1994; GONZALEZ, YORK, WALKER, 1996; SIMSEK et al., 2009). Entre 3,40
e 4,50 ppm sdo mostrados o0s protons que constituem o anel heterociclico dos
carboidratos, excluindo-se o préton anomérico (H-1). O intenso sinal em 3,49 ppm pode
ser resultante da sobreposicao dos sinais ressonantes referentes ao H-5 (LEVERY et al.,
1991; CHOULY et al., 1995) e aos hidrogénios dos grupos medligados que
podem estar presentes no acido glucurénico (DUDMAM 1978; MORT et al., 1983). A
confirmacédo da presenca deste substituinte pode ser realizada pelas analise de RMN de
13C onde os sinais de C-5 e do carbono metilleigado ressonam em campos
diferentes.

Na regido referente aos prétons anomericos foram detectados os sinais
(Figura 15-a) em 4,52, 4,73 e 4,81 ppm indicando um polimero com pelo menos trés
unidades com ambientes quimicos distintos. Qualquer diferenciacdo na estrutura de uma
das unidades, seja uma ligagdo ou uma substituicdo, resulta em um deslocamento do
préton anomérico, possibilitando sua diferenciacado das demais (MCNEIL et al., 1986).

Os sinais de ressonancia com deslocamentos quimicos entre 4,30 e 4,90
ppm sao atribuidos aos prétons anoméricos em configufac@mquanto valores
superiores as 5,00 ppm correspondem a prétons em configurd®d@NEIL et al.,

1986). A partir desta informagdo supbe-se que o ERSeRha suas unidades
monossacaridicas em configuragda@onfirmando os resultados encontrados a partir do

espectro de FT-IR.
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Figura 15: Espectro de RMN aJH e b) *C obtido do EPS Rproduzido pelo
microrganismoRhizobium tropici Obtido em éxido de deutério a 70 °C utilizando-se
freqiiéncia de 400 MHz para prétons e 100 MHz pia

Os espectros de RMN d&C para hexoses podem ser divididos em trés
regides principais. De 60 a 64 ppm sao visualizados os deslocamentos quimicos
referentes ao carbono primario (C-6). Em polissacarideos constituidos por hexoses, a
auséncia de sinais nessa regido pode indicar que a hidroxila do C-6 esta envolvida na
ligacdo glicosidica ou, ainda, a presenca de um deoxi-agucar. Para polissacarideos, a
regido entre 90 a 112 ppm mostra os deslocamentos quimicos referentes ao carbono
anomeérico, variavel em funcdo do tipo de ligacdo, da conformacado (piranosidica ou

furanosidica), da configuracdax (ou B) e das série (D ou L) das unidades
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monossacaridicas. Os demais sinais, compreendidos entre 67 a 75 ppm estdo associados
aos carbonos livres, pertencentes ao anel das unidades monossacaridicas, que uma vez
substituidos sdo deslocados para campo mais baixm shift — (APPANNA,
PRESTON, 1987).

O espectro de RMN d€C do EPS R(Figura 15-b), apresenta muitos
sinais, indicando uma complexidade condizente com a estrutura de um
heteropolissacarideo. Os dois sinais em campo alto, 20,3 e 24,7 ppm foram atribuidos,
respectivamente, aos grupos metilicos (URAI et al., 2007; ZHAO et al., 2010) do acetil
e piruvato, presentes na molécula.

Quatro sinais na regido de C-6 podem indicar que o polimero possui
quatro unidades com ambientes quimicos distintos. Segundo Rinaudo e Vincendon
(1982) h&a deslocamento dos sinais de C-6 livre para campo mais dahift) quando
grupamentos acetil ou piruvato ligam-se a molécula (60,63,7 ppm, 61,1}~ 64,3
ppm). Nos exopolissacarideos dhizobium a ligacdo glicosidica do tipo 16-
geralmente esta associada aos pontos de ramificacdo, uma vez que a presenca de grupos
piruvato ligados, geralmente, em C-4 e C-6 (HER et al., 1990; LEVERY et al., 1991,
ERBING et al., 1995) limitam esse tipo de ligagao.

Os sinais em 84,8 e 85,1 ppm podem ser atribuidos aos carbonos C-3-
O-substituidos (o deslocamento quimico de um C-3 ndo substituido € cerca de 78 ppm),
sinais em 79,0 e 79,2 ppm sao referentes aoO&Sdbstituidos (YANG; ZHANG;

2009) e os sinal em 68,5 e 68,9 ppm podem ser atribuidos aos C-6 envolvidos na
ligacdo glicosidica (CUI, et al., 2005). Exopolissacarideos produzidos por bactérias da
familia Rhizobeaceaepossuem ligacdes do tipo B-e 1-4 entre os residuos
monossacaridicos de suas estruturas (HISAMATSU et al.,, 1997, GUENTAS et al.,
2000; KACI et al., 2005). Os demais sinais entre 75,8 a 63,7 ppm correspondem aos
carbonos C-2 a C-5 das diferentes unidades que compdem o heteropolimero, e portanto
ndo ha possibilidade de se atribuir os sinais de forma segura.

Na regido de carbonos anoméricos, os sinais entre 103,4 a 102,6 ppm
estdo relacionados com C-1 das unidad@sD-glucopiranosidicas, B-D-
galactopiranosidicas (substituidas ou ndo com piruvato) e acido urénico. Nessa mesma
regido do espectro encontra-se o sinal de deslocamento quimico do carbono quaternario
do piruvato (C-2) resultante da ligacdo do composto a estrutura polissacaridica,
formando um acetal (RINAUDO; VINCENDON, 1982). Os sinais 173,7 e 174,9 ppm
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foram atribuidos as carboxilas presentes nos acidos urbnico/acetato e piravico,
respectivamente (RINAUDO et al, 1983; URAI et al., 2007; ELBOUTACHFAITI et
al., 2011).

O sinal em 16,9 ppm é, geralmente, associado aos grupos metila de
deoxiacgucares. Nas condi¢cGes de hidrolise realizadas neste trabalho ndo foi detectada a
presenca de deoxiagucar, entretanto, Castellane e Lemos (2007) encontraram tracos de
rhamnose (~0,1% m/m) em polissacarideos produzidofipaobium tropiCiISEMIA
4077 e SEMIA 4080. Fortalecendo esta suposicdo o pequeno sinal em 5,40 ppm,
encontrado em no espectro de RNH-(figura 15-a), pode ser atribuido ao préton
anomérico dar-ramnose.

O sinal em 57,4 ppm é atribuido ao grupo n@tllgado ao acido
urbnico, uma vez que estas unidades sdo comuns em polissacarideos da familia
Rhizobeaceae (DUDMAM 1978; MORT et al., 1983). A determinacao da posicéo exata
dos grupos acetil na estrutura ndo pode ser realizada com a utilizacdo da RMN
monodimensionais. A tabela 5 apresenta as atribuicbes realizadas nos espectros de

RMN de prétons e carbono-13.

Tabela 5: Atribuicdes realizadas para os espectros de RMN de prétons e carbono-13 do
EPS R

Unidade RMN C-1 C-3 C-4 C-6  Carboxila Metil
i - - - : 1749 247
Piruvato ) ) .
H N - . - n 1,4
13
i c - - - - 1737 20,3
Acetil " ] _ _ _ o o
13 )
momsosmen T E T T
13 _ i
4,6)-D-Glup-(1 15 123*7 r:jj 73: 6863
13 _ i
2)3-D-Glup-(1 15 123*9 r:jj 7;2 ﬁor;z
13
peooea O e e
¥C 1034 nd nd 63,7/643 - ]
B-D-Galp-(1
'H nd nd nd nd - -

nd = ndo determinado



69

Com os resultados encontrados até o momento presente, sdo propostas
duas possiveis estruturas para o0 exopolissacarideqrétuzido pela bactéria
Rhizobium tropic{figura 16).

Figura 16: Provaveis estruturas quimicas para o EPS R
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5.6. Analises espectroscopicas do exopolissacarideo produzido pela bactéria
Mesorhizobium (EPS B

O espectro de FT-IR do EPS [Figura 17-a) foi semelhante ao EPS
R.. Foram detectadas vibracdes especificas para carboidratos nas regides de 3600 a
3100 cni, 3000 a 2800 cih 1200 a 1000 crhe o sinal em 1225 cmatribuidos aos
estiramentos do grupo OH, C-H e C-C e as deformacdes das ligagdes C-O-C,
respectivamente. O sinal na regido de 1750 dmambos os espectros, correspondente
a carboxila dos acidos urbnicos e piravico e na carbonila do grupamento acetila. A
intensidade da banda é semelhante a encontrada no espectro de FT-IR do EPS R

A figura 17-b mostra a regido de impressao digital do ER8oR
bandas de absorcdo proximas a 900" @muma leve deformacdo, entretanto sem a
formacdo de bandas detectaveis, nas proximidades de 850sogerindo que este

polimero possua majoritariamente ligagdes em configuracao 3

OH \
Estiranerto Deformagio b)
CH Estiramento c-0-C Estirgnerto

: /\/ﬂ f

r | — ——r— Tt —r
3800 3400 3000 2600 2200 1800 1400 1000 600 1200 1100 1000 900 800 700 600
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

898 cru!

Figura 17: Espectro de FT-IR obtido do EPS; Rroduzido pelo microrganismo
Mesorhizobiumnas regides de a) 3800 a 600"cenb) 1200 a 600 cm

O espectro de RMN d#1 do EPS R é mostrado na figura 18-a. Pode-
se observar sinais na regido compreendida entre 1,20 a 1,50 ppm, sendo o de maior
intensidade em 1,28 ppm, atribuida aos hidrogénios presentes no piruvato (ERBING et
al., 1995; TAMAKI et al., 2008; SIMSEK et al., 2009) e de 1,90 a 2,10 ppm associados
aos hidrogénios do grupo acetil com um sinal mais intenso em 1,93 ppm (COURTOIS
et al., 1994; SIMSEK et al., 2009; ELBOUTACHFAITI, 2010).
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Figura 18: Espectro de RMN aJH e b) *C obtido do EPS Rproduzido pelo
microrganismoMesorhizobium Obtido em o6xido de deutério a 70 °C utilizando-se
freqiiéncia de 400 MHz para prétons e 100 MHz pia

A auséncia de sinais na regido de 2,5 a 3,0 ppm indica que nédo ha
substituicdo por succinil no exopolissacarideg Produzido peloMesorhizobium
(SIMSEK et al., 2009). Os sinais compreendidos entre 3,4 a 4,5 ppm sé&o referentes aos
prétons ndo anomeéricos do anel heterociclico das unidades monossacaridicas (ERBING
et al., 1995; GUENTAS et al., 2000; LIU et al., 2008), a intensidade do sinal em 3,49
ppm, semelhante aos demais sinais desta regiéo indica que, diferentemente EeR
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produzido pela bactéritMesorhizobiumndo possui grupos meid-ligados ao acido
urdnico.

O EPS R possui seis grupos de sinais proximos a 4,69, 4,95, 5,05, 5,15
e 5,31 ppm sugerindo a existéncia de unidades monossacaridicas em cinco situacoes
distintas. O sinal em 5,31 ppm pode ser atribuido as unidades derdaidtucurdnico
e 5,15 ppm as unidad@sD-galactofuranosidicas (AHRAZEM et al., 2001). @grzhis
sinais sdo associados as unidades D-glucopiranosidicas presentes na estrutura do
polimero.

No espectro de RMNC do polissacarideo produzido pela bactéria
Mesorhizobium(Figura 18) o sinal em 60,1 ppm é atribuido ao C-6 livre da unidade de
B-D-galactofuranose e o deslocamento em 60,9 ppbuéos ao C-6 livre de unidades
D-glucopiranose. Os sinais em 69,4 e 69,9 ppm as unidade®-§ibstituidas,
indicando a presenca de ligacdes @)~Os deslocamentos quimicos em 82,4 e 81,8
ppm foram atribuidos aos CE-substituidose 79,5, 78,5 e 77,9 ppm aos @4-
substituidos (CHOULY et al., 1994).

Na regido referente aos carbonos anoméricos o sinal em 99,8 ppm
(Figura 18-b) foi atribuido ao C-1 das unidades de aawd®-glucurdonico (AONO,

1990) e em 102,7 e 103,2 ppm ao C-1 das unidgdBsglucopiranosidicas
(DELBOGO et al., 1998; CORRADI DA SILVA et al., 2008; VASCONCELOS et al.,
2008). O deslocamento quimico em 107,6 ppm foi atribuido ao carbono anomérico das
unidades B-D-galactofuranosidicas que, embora raro, pode seongrada em
polissacarideos bacterianos (LEMERCIMIER; JONES, 2006).

Os sinais de deslocamento quimico em 174,8 ppm foram atribuidos aos
grupos piruvato e 173,6 e 172,7 ppm as carbonilas dos acidos urbnicos (URAI et al.,
2007). A presenca destes dois sinais indica que ha unidades distintas de &acido
glucurénico na cadeia polissacaridica. O sinal em 20,3 ppm foi atribuido aos grupos
metilicos presentes no acetil e piruvato (URAI et al., 2007; ZHAO et al., 2010). A
tabela 6 apresenta todas as atribuicdes nas anélises de RMN de prétons e carbono-13 do
EPS R.
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Tabela 6: Atribuicdes realizadas para os espectros de RMN de prétons e carbono-13 do

EPSR

Unidade RMN C-1 C-3 C-4 C-6 Carboxila Metil
. B¢ - - - - 174,8 20,3
Piruvato
H - - - - nd 1,49
13, _ _ _ _
Acetil C 173,6 20,3
H - - - - nd 1,93
13, _ _
3)B-D-GluAp(1 C 99,8 81,8 nd 172,7
'H 531 nd nd - nd -
13, _ _
3.6)8-D-Glup-(1 C 103,2 82,4 nd 69,4
'H 505 nd nd nd - -
13,
4)-B-D-Glup-(1 C 102,7 nd 79,5/78,5/77,9 60,9
'H 4,95 nd nd nd - -
B¢ 107,7 nd nd 60,1/68,3 - -
B-D-Galf-(1
'H 515 nd nd nd - -

nd = ndo determinado.

Considerando a complexibilidade do EPSkRRm como a auséncia de
informacdo a respeito da estrutura desse polimero na literatura cientifica, ndo foi
possivel propor com confianca, com os dados até aqui obtidos, uma provavel estrutura
quimica para o exopolissacarideo produzido peorhizobiunsp. Entretanto, estudos
adicionais, com recursos de ressonancia magnética nuclear bidimensional seréo
efetuados para auxiliaram na elucidacao dessa molécula.

Vale ressaltar que a caracterizacdo quimica de polissacarideos
complexos, nos quais os EPS bacterianos se incluem, necessitam de recursos
tecnologicos mais avancados, uma vez que as técnicas convencionais da quimica de
carboidratos apresentam limitacbes para a identificacdo desses compostos. Essa
observacéao justifica porque ha tdo poucas informacdes sobre a estrutura quimica fina de

EPS bacterianos na literatura.
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6. CONCLUSOES

e Os EPS estudados apresentam &acido urbnico, acetila e piruvato em suas
composicoes, tendo em média 12% de substituintes em suas estruturas.

» Através de das técnicas de HPSEC e eletroforese PAGE os &P Roram
selecionados para dar continuidade aos estudos por se apresentarem
homogéneos.

* Os microorganismos produtores dos ER® R, possivelmente, produzem nas
condicOes estudadas mais de um tipo de polissacarideo extracelular.

* O microorganismo produtor dos EP$ &R pode produzir EPS puro ou uma
mistura de EPS de acordo com o meio de cultivo.

» Devido a presenca de acido urénico em sua estrutura, o EREEssita de uma
condicao de hidrdlise mais severa.

» Por hidrolise acida total e analise em HPAEC/PAD foi determinado geeiR
sdo constituidos por glucose e galactose nas relacbes molares de 4:1 e 5:1,
respectivamente, ambos com tracos de manose.

* Quando em solucao,f® R, adotam conformacao espacial ordenada, embgra R
parece ser mais organizada que R

e Os EPS produzidos pelas bactériRhizobium tropici e Mesorhizobium
apresentam estruturas com diferencas significantes, provavelmente responsaveis

pelas diferencas em suas propriedades fisico-quimicas.
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