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RESUMO

A espécie Herbaspirillum rubrisubalbicans é uma bactéria diazotrofica e
endofitica, possuindo a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico contribuindo para a
promocdo do crescimento vegetal, associando-se principalmente a gramineas tais como
arroz, milho, trigo, sorgo e cana-de-agucar, bananeira e abacaxizeiro. Com o intuito de
se obter um melhor entendimento sobre a interacdao entre planta e micro-organismo,
varios estudos envolvendo expressao génica de procariotos e eucariotos sao realizados
constantemente, como também, relacionando constituintes da superficie bacteriana,
como os exopolissacarideos (EPS). Conhecendo a importancia do EPS para a interacao
planta-bactéria, e sabendo que a caracterizacdo dos EPS microbianos é importante na
determinacdo da aplicabilidade desses biopolimeros, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar a producdo de EPS por nove estirpes de Herbaspirillum rubrisubalbicans
em meio NFb-malato como também em fontes de carbono alternativas e determinar a
estrutura dos EPS purificados, utilizando métodos quimicos, espectrométricos e
espectroscépicos. Para isto, as estirpes foram crescidas em meio NFb-malato sendo
posteriormente realizadas as determinac¢des de acUcares através do método de Dubois,
e quantificacdo de proteinas através do método de Bradford. As estirpes M4, BA15 e
BA16 se destacaram por obter a maior eficiéncia de transformacdo do malato em
carboidrato. A cromatografia em camada delgada demonstrou glucose e galactose como
componentes principais de todos os EPS analisados e também a presenca de rhamnose
na estirpe M1. Na composicdo monossacaridica, as amostras também apresentaram
quantidades significativas de glucose e galactose exceto pela estirpe M1 que apresentou
4,7% de Gal e mostrou a presenca de Xyl (24,2%) e Rha (28,9%) em quantidades muito
superiores as demais estirpes analisadas. As nove estirpes também foram crescidas em
diferentes fontes de carbono e obtiveram um perfil de rendimento heterogéneo, onde
as estirpes que obtiveram a maior relagao carboidrato:proteina foram BA11 e BA15 em
citrato de sédio; M1 em frutose, glicerol e manitol; BA15 em galactose; BA149 e M4 em
glucose e M4 e BA10 em malato. A estirpe M1 obteve a maior producdao de EPS e por
isso foi selecionada para o cultivo em grande escala. Foram realizados os cultivos em
grande escala no meio glicerol, manitol e malato e, por cromatografia em camada
delgada pode ser visualizada banda dos monossacarideos de glucose e galactose no
meio contendo glicerol como fonte de carbono e a presenca de manose no meio
contendo manitol como fonte de carbono. A andlise da composicdo monossacaridica
corrobora os resultados e ainda ressalta a presenca de fucose (14%) e galactose (7%) em
glicerol e arabinose (2%), manose (67%) e Rha (17%) em manitol. Os dados PMAA da
estirpe M1, apresentaram-se muito semelhantes, sendo os principais derivados
observados 2,3,6-Mes-Glc, 2,3,4-Mes-Glc e 2,3-Mey-Glc em ambas as amostras. As
amostras também se apresentaram semelhantes nas andlises de RMN, com a exce¢ao
dos sinais atribuidos as unidades de Rha no EPS produzido no cultivo com manitol.

Palavras-chave: Exopolissacarideos. Herbaspirillum rubrisubalbicans. Interagdao Planta-
Bactéria.



ABSTRACT

Herbaspirillum rubrisubalbicans is a diazotrophic and endophytic bacterium,
which has the hability to fix atmospheric nitrogen by contributing to plant growth
promotion, and are associated mainly with grasses such as rice, corn, wheat, sorghum
and sugarcane, along with banana and pineapple. In order to obtain a better
understanding of the interaction between plant and microorganism, several studies
involving prokaryotes and eukaryotes gene expression are performed constantly, as well
as relating bacterial surface constituents such as exopolysaccharides (EPS). Knowing the
importance of EPS for plant-bacterial interaction, and having knowledge that the
characterization of microbial EPS is important in determining the applicability of these
biopolymers, the objective of this work was to evaluate EPS production of nine strains of
Herbaspirillum rubrisubalbicans in NFb-malate medium, as well as on alternative carbon
sources and determine the structure of the purified EPS using chemical, spectrometric
and spectroscopic methods. For this, the strains were grown in NFb-malate medium and
the sugar determinations were performed by Dubois method, and protein quantification
by Bradford method. The strains M4, BA15 and BA16 stood out for obtaining the
greatest efficiency of turning malate into carbohydrate. Thin-layer chromatography
demonstrated glucose and galactose as major components of all EPS analyzed and also
the presence of rhamnose in strain M1. In monosaccharide composition analysis, the
samples also presented significant amounts of glucose and galactose except for M1
strain which presented 4.7% of Gal and showed the presence of Xyl (24.2%) and Rha
(28.9%) in quantities much higher to other analyzed strains. The nine strains were also
grown at different carbon sources and obtained a heterogeneous yield profile, where
the strains that obtained the highest carbohydrate:protein ratio were BA11 and BA15 in
sodium citrate; M1 in fructose, glycerol and mannitol; BA15 in galactose; BA149 and M4
on glucose and M4 and BA10 on malate. The M1 strain obtained the highest EPS
production and therefore was selected for large-scale cultivation. Large-scale cultures
were carried out in glycerol, mannitol and malate medium and, by thin-layer
chromatography glucose and galactose monosaccharide bands could be visualized in the
medium containing glycerol as the carbon source and also the presence of mannose in
the medium containing mannitol as carbon source. Monosaccharide composition
analysis corroborates the results and also emphasizes the presence of fucose (14%) and
galactose (7%) in glycerol and arabinose (2%), mannose (67%) and rhamnose (17%) in
mannitol. The PMAA data from strain M1 were very similar, with the main derivatives
being 2,3,6-Mes-Glc, 2,3,4-Mes-Glc and 2,3-Me,-Glc in both samples. The samples were
also similar in the NMR analyzes, with the exception of the signals assigned to the
rhamnose units in EPS produced in the culture with mannitol.

Keywords: Exopolysaccharides. Herbaspirillum  rubrisubalbicans.  Plant-bacterial
interaction.
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1 INTRODUCAO

A associagdo entre plantas e microrganismos é motivo de estudo ndo apenas
em relacdo aos fundamentos da coexisténcia e interacdao de diferentes organismos,
mas também por causa do seu uso na pratica da producdao de produtos agricolas
orientada para a agricultura sustentavel.

A crescente dependéncia da agricultura em relacdo aos fertilizantes quimicos
vendo sendo cada vez mais motivo de preocupacdo e cautela, visto que o setor
agricola, ano apds ano, é pressionado a adotar novas tecnologias para manter e/ou
produzir altos rendimentos. Essa busca por alta producdo leva a decorréncia do
possivel uso indiscriminado desses fertilizantes, podendo resultar na eutrofizacdo das
aguas subterraneas e do solo, como também a emissdo de gases causadores do efeito
estufa (Marks et al., 2013).

Dentre as alternativas existentes, visando diminuir o uso de fertilizantes
quimicos em culturas agricolas, adotando uma pratica sustentdvel, foram
desenvolvidos inoculantes que contém bactérias promotoras do crescimento vegetal
(BPCV).

A utilizacdo dessas bactérias vem sendo uma alternativa promissora que
possui baixo impacto ambiental, garantindo elevada produtividade com melhor
relacdo custo-beneficio (Spolaor et al., 2016). BPCV sdo conhecidas por melhorar o
crescimento das plantas quando comparado a fertilizantes sintéticos. Elas aprimoram o
crescimento vegetal e podem ajudar na sustentabilidade e produtividade das culturas
(Singh et al., 2013). Algumas possuem a capacidade de fixar nitrogénio, solubilizar
fosfatos, produzir hormonios vegetais, além de outros efeitos benéficos para a planta,
constituindo assim, uma alternativa biotecnoldgica para controlar o uso demasiado de
fertilizantes quimicos, aumentar a producdo e diminuir os danos ambientais e custos
(Glick, 2012).

Descoberto por Martinus Beijerinck, em 1901, o processo conhecido como
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), compreende a conversdao de N (dinitrogénio
molecular) gasoso, encontrado em abundancia na atmosfera da Terra, em amonia
(NHs), que pode entdo ser utilizada pelas plantas como uma fonte assimildvel para o

seu crescimento e produtividade.
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A interacdo entre plantas e microrganismos, em geral, é caracterizada por ser
uma relacdo simbiOntica, benéfica, onde ambos sdo beneficiados. Atualmente, o
exemplo melhor elucidado na literatura sobre interagdo simbidtica faz mencao a
bactérias do solo pertencentes aos géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Phylorhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium, comumente conhecidos como
rizébios e suas plantas hospedeiras, no qual resulta na formacdo de nédulos
radiculares. Nodulos sdo novos orgdos, altamente especializados, que consistem
principalmente de células infectadas das plantas com bacteroides. Dentro dos nédulos,
as bactérias assumem uma forma endo-simbidtica, os bacterioides, que sdo capazes de
reduzir o dinitrogénio atmosférico a amdnia. Como a amonia é téxica para a planta, ela
é rapidamente convertida em amidas e/ou ureidos que nutrem a planta hospedeira
(Broughton et al., 2006).

Portanto, essa associacdo interespecifica traz vantagens para ambos os
individuos, pois enquanto a bactéria se beneficia dos nutrientes liberados pelas raizes
da planta e da sua protecdo, a planta por sua vez, pode se beneficiar da secrecao de
fitohormonios e da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) produzidos pela bactéria, que
causam aumento da absorc¢do de nutrientes, afetando positivamente o crescimento do
vegetal e o ganho de biomassa, além de reduzir sua exposicdo a infeccdes patogénicas
e agindo como controlador de doengas (Balsanelli et al., 2016; Xia et al., 2015; Santos
et al., 2014).

No processo de comunicacdo e interacdo planta-bactéria varias biomoléculas
estdo envolvidas, entre elas os exopolissacarideos (EPS) produzidos pelos
microrganismos, que conferem auxilio na sobrevivéncia do vegetal em varias situacdes
de estresses ambientais, como estresse salino, hidrico, variacdes de temperatura,
entre outros. Estes polimeros de carboidratos possibilitam a bactéria aderir e colonizar
superficies sélidas onde os nutrientes se acumulam, além de formar uma camada
hidratada que envolve as células, protegendo-as do dessecamento. Também podem
ajudar na fixacdo de minerais e nutrientes proximos a bactéria (Barreto et al., 2011; Liu
etal., 2013).

Determinar a estrutura primaria dessas moléculas é fundamental para que se
tenha o entendimento do intimo processo de comunicacdo intercelular que ocorre

entre esses microrganismos e suas plantas hospedeiras.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a producdo de exopolissacarideos (EPS) por nove estirpes da bactéria
Herbaspirillum rubrisubalbicans, isoladas de diferentes plantas hospedeiras e realizar a

caracterizacdo estrutural dessas moléculas.

1.2.2 Objetivos Especificos

= Avaliar a producdo de EPS pelas estirpes de H. rubrisubalbicans
crescidas em meio liquido na presenca de diferentes fontes de carbono;

= Selecionar as estirpes e condi¢cbes de crescimento que apresentam
maior producdo de EPS para crescimento em grande escala;

= |solar e purificar os EPS das estirpes selecionadas de H. rubrisubalbicans
e submeter a andlises quimicas e estruturais;

= Determinar a estrutura dos EPS purificados, utilizando métodos

guimicos, espectrométricos e espectroscépicos.

1.3 JUSTIFICATIVA

Comumente os microrganismos, em especial, as bactérias ainda sdo
associadas como seres microscopicos causadores de patologias, pois apesar dos
avancos medicinais e tecnoldgicos, ainda ha ocorréncia de muitos casos de infec¢des
oportunistas, principalmente com pacientes acamados e/ou com o sistema
imunoldgico debilitado. Essa correlacdo entre microrganismo-patologia acontece ndo
apenas no ramo medicinal, mas também no agronegécio, onde os fatores de viruléncia
dos microrganismos podem causar enfermidades em animais, plantas e alimentos.
Contudo, essa visdo negativa sobre os microrganismos vem sendo desconstruida a
medida que substancias quimicas e/ou aplica¢cdes biotecnoldgicas estdo sendo

conhecidas e desenvolvidas, constituindo fontes promissoras com potencial aplicacdo
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na medicina (farmacos), agricultura (agroquimicos) e nos estudos de processos
bioldgicos (biologia quimica).

Segundo Lopes, Guimardes e Pupo (2011), as substancias quimicas produzidas
pelos microrganismos sao utilizadas como farmacos ou como estruturas-modelo para
o planejamento e desenvolvimento de farmacos, como também diversos antibidticos,
anti-cancerigenos, imunossupressores e agentes redutores do colesterol sanguineo,
tém suas origens em produtos naturais microbianos, visualizando assim, uma
importante capacidade de produzir substancias quimicas com elevada poténcia
bioldgica.

De fato, a pesquisa envolvendo microrganismos que vivem em simbiose
interespecifica vem sendo cada vez mais explorada na quimica de produtos naturais
como uma alternativa na busca de moléculas com atividade bioldgica.

Percebe-se portanto, a importancia dos estudos de bioprospeccdo de
microrganismos endofiticos, principalmente bactérias, que estdo envolvidas no
crescimento vegetal e que sdo produtoras de polimeros naturais, como os EPS, com a
finalidade de obter biomoléculas de interesse industrial, desenvolvendo tecnologias
mais limpas e sustentdveis, encontrando novas aplicagdes, e também representando
fontes promissoras para exploragao desses microrganismos na interagao planta-
bactéria.

Conjuntamente, a escassez de informagdes estruturais na literatura sobre os
EPS de Herbaspirillum rubrisubalbicans demonstra a importancia do conhecimento da
caracterizacdo estrutural, capacidade de producdo e composicdo quimica dos EPS
dessa espécie, a fim de poder obter aplicagdes biotecnoldgicas. Segundo Serrato
(2008) o conhecimento detalhado da estrutura de um polissacarideo é fundamental
para que se tenha um completo entendimento de suas propriedades, fung¢des e
aplicacoes, sendo que, o conhecimento da estrutura primaria dessas moléculas pode
ser de suma importancia para o entendimento do processo de interacao entre planta-

bactéria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Herbaspirillum

Bactérias do género Herbaspirillum s3o pertencentes a classe das B-
proteobactérias, sendo gram-negativas, com motilidade flagelar e com formato
geralmente vibrioide ou, dependendo das condicbes de crescimento, espiraladas.
Possuem de um a trés flagelos em um ou ambos os polos, diametro de
aproximadamente 0,6 a 0,7 um e podem utilizar diversas fontes de carbono com
preferéncia para acidos organicos como malato e lactato (Baldani et al., 1986; Baldani
etal., 1996).

Atualmente o género é composto por diversas espécies, entre elas: H.
seropedicae (Baldani et al., 1986); H. rubrisubalbicans (Baldani et al., 1996); H.
frisingense (Kirchhof et al., 2001); H. lusitanum (Valverde et al., 2003); H.
chlorophenolicum (Im et al., 2004); H. huttiense subespécie Huttiense (Ding e Yokota,
2004); H. hiltneri (Rothballer et al., 2006); H. rhizosphaerae (Jung et al., 2007), H.
huttiense subespécie putei, H. autotrophicum e H. aquaticum (Dobritsa et al., 2010), H.
massiliense (LAGIER et al., 2012), H. canariense, H. aurantiacum e H. soli (CARRO et al.,
2012); H. psychrotolerans (Bajerski et al., 2013); H. seropedicae AU14040 (MARQUES et
al., 2015) e H. piri (Xu et al., 2018).

O género Herbaspirillum é raramente relacionado como um agente patogénico
humano, visto que associa-se principalmente a gramineas, tais como arroz, milho,
trigo, sorgo, cana-de-agucar (Baldani et al., 1986b), bananeira e abacaxizeiro (Cruz et
al., 2001) todos vegetais de relevancia econOmica. Entretanto, a bactéria ja foi
relacionada com celulite (infeccdo de pele e partes moles) e bacteremia (Tan e Oehler
2005), encontrada em cultura de isolados clinicos de pessoas com fibrose cistica (FC)
(Spilker et al., 2008), cultura de sangue de pacientes com leucemia linfobldstica aguda
(LLA) (Chen et al., 2011) e septicemia (Liu et al., 2018). Esse género, portanto, pode ser
considerado um  patégeno  oportunista, principalmente em  pacientes
imunocomprometidos, colonizando vias aéreas, como também causando bacteremia e

sepse. Contudo, ainda é muito pouco conhecido a patogénese das infeccdes por
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Herbaspirillum spp ou o modo de exposicdo que levam a infeccdo humana (Chemaly et

al., 2015).

2.2 Herbaspirillum rubrisubalbicans

O género Herbaspirillum foi descrito primeiramente através da descricdo da
espécie Herbaspirillum seropedicae (Baldani et al., 1986) com varias estirpes isoladas
de diferentes gramineas, caracterizando-se por fixar nitrogénio (diazotrdfica) e
colonizar plantas, sendo consideradas bactérias endofiticas obrigatérias e
apresentando baixa sobrevivéncia no solo. Mais tarde, em 1996, uma segunda espécie
diazotrdéfica, Pseudomonas rubrisubalbicans foi reclassificada pelos mesmos autores,
com o nome de H. rubrisubalbicans apds analise e sequenciamento da por¢do 16S de
seu rRNA.

Essa espécie possui a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico em
condi¢cdes microaerdbias, promovendo o crescimento vegetal, mas também pode
atuar como um fitopatégeno onde coloniza as raizes, caules, e principalmente folhas
em algumas variedades de sorgo e cana-de-agUcar (Baldani et al., 1996; James et al.,
1998; Olivares et al., 1997), causando a doenca da estria mosqueada na variedade
norte-americana B4362 de cana-de-agUcar e na variedade chinesa Taiwang de cana de
acucar, e estrias vermelhas em variedades de sorgo (Tan et al., 2010, Pimentel et al.,

1991).

2.3 Exopolissacarideos

Durante o processo de colonizacdo com a planta, diversas biomoléculas estdo
envolvidas, onde ocorrerd o contato bactéria-hospedeiro e a ligacdao das bactérias a
raiz da planta. Esse processo de colonizacao é mediado por constituintes da superficie
bacteriana e hospedeira, entre eles estdo os exopolissacarideos (EPS) (Balsanelli et al.,
2010, 2013).

O género Herbaspirillum faz parte dos microrganismos que possuem
representantes que tém a capacidade de produzir EPS. A fitopatologia conhecida como

estria mosqueada é um exemplo resultante da produgdo excessiva de EPS pelo
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endéfito H. rubrisubalbicans, que acaba por obstruir o limen do xilema de cana-de-
acucar (Baldani et al., 1992) ou sorgo (James et al., 1997).

Dentre as fungdes dos EPS produzidos por bactérias fixadoras de nitrogénio
esta o seu papel na interacdo planta-bactéria (Leigh & Coplin, 1992), onde a producao
de EPS por linhagens bacterianas, juntamente com a formacdo de biofilme,
contribuem para a fertilidade do solo e o crescimento das plantas (Qurashi & Sabri,
2012). O termo “biofilme” citado por Costerton (1987) refere-se a células microbianas
que se ligaram a uma superficie ou se agregaram umas com as outras.

A composicdo do EPS depende do ecossistema do biofilme (microrganismos
presentes, forcas de cisalhamento, temperatura e disponibilidade de nutrientes)
podendo apresentar muitas variacdes, porém, no geral, o EPS é constituido
majoritariamente por polissacarideos, e em menor proporcdo, proteinas, dacidos
nucléicos e lipidios, e varios compostos organicos de distintos grupos funcionais, além
de constituintes inorganicos (Singh et al., 2011). Essa mistura de biomoléculas confere
resisténcia a matriz e um certo grau de viscoelasticidade e flexibilidade ao biofilme,
por meio de interagdes fisico-quimicas fracas (por exemplo: Van der Waals, acido-base
de Lewis e interagdes eletrostaticas). Curiosamente, parece ser principalmente os
exopolissacarideos na matriz que fornecem esse recurso ao biofilme (Flemming &
Wingender, 2010; Peterson et al., 2015). Também, as diferencas estruturais quimicas
dos EPS sdo responsaveis pelo desempenho funcional da molécula, como protecao da
célula microbiana contra dessecacdo, estresse osmético e acao de anticorpos, entre
outros.

As moléculas da matriz do biofilme, formam uma estrutura tridimensional que
facilita a auto-organizacdo das células em comunidades e fornece capacidade para
coordenar a comunicacao quimica célula-célula, conduzir interacdes cooperativas,
facilitando a troca de genes e fornecendo um grau de estabilidade fisica que ndo
podem ser realizadas eficientemente por células de vida livre. Algumas fun¢des do EPS
foram abordadas (Tabela 1) demonstrando extensa vantagem para o biofilme. A
secrecao de uma matriz de EPS representa, no sentido mais amplo, uma extensao da
célula (Castiblanco & Sundin, 2016; Decho & Gutierrez, 2017).

E importante salientar que o EPS ndo é um componente essencial para a vida

microbiana (ou seja, as células podem sobreviver e crescer sem eles), mas sua
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secrecao, e, consequentemente a formacdo do biofilme, aumenta grandemente a taxa

de sobrevivéncia, a eficiéncia metabdlica e a adaptacdo das células ao microambiente

(Decho & Gutierrez, 2017).

TABELA 1. Algumas fungdes dos exopolissacarideos relacionando a relevancia para o

biofilme.

Funcao

Relevancia para o biofilme

Componentes do
biofilme envolvidos

Adesao

Agregacao de células
bacterianas

Coesdo de biofilmes

Barreira protetora

Sorgao de compostos
organicos

Sorc¢ao de ions
inorganicos

Fonte de nutrientes

Permite as etapas iniciais na
colonizagdo de superficies abidticas
e bidticas por células e a fixagdo a
longo prazo de biofilmes em
superficies

Permite a ligacdo entre células, a
imobilizacdo tempordria de
populacdes bacterianas, o
desenvolvimento de altas
densidades celulares e o
reconhecimento entre células

Mantém um microambiente
altamente hidratado; tolerancia a
dessecacdo em ambientes com
deficiéncia de dgua

Confere resisténcia a defesas do
hospedeiro durante a infecgdo e
confere tolerancia a varios agentes
antimicrobianos

Permite o acumulo de nutrientes
do meio ambiente

Formacao de gel, troca ibnica,
formagao de minerais...

Fornece uma fonte de compostos
contendo carbono, nitrogénio e
fosforo para utilizagdo pela
comunidade de biofilme

FONTE: Adaptado de Flemming & Wingender (2010).

Polissacarideos,
proteinas, DNA e
moléculas anfipaticas

Polissacarideos, proteinas
e DNA

Polissacarideos neutros e
carregados, proteinas e
DNA

Polissacarideos e
proteinas

Polissacarideos
carregados e proteinas

Polissacarideos
carregados e proteinas

Todos os componentes
do EPS

Além das propriedades abordadas anteriormente, estudos envolvendo as

principais funcdes desse polimero, relatam propriedades de aplicagdo na industria

alimenticia, como aditivos, no aumento da viscosidade, elasticidade e textura dos

alimentos (Duboc & Mollet, 2001). Estes polissacarideos tornam-se vantajosos na
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aplicacdo a nivel industrial, pois apresentam caracteristicas semelhantes ao agar e
caracteristicas reoldgicas que os tornam desejaveis na industria. Também, ainda no
setor alimenticio, os EPS estdo sendo utilizados com o intuito de reduzir a sinérese e
permitir que o produto seja conservado por mais tempo, sem comprometimento de
suas propriedades funcionais e sensoriais (Santos, Cavalcanti & Celligoi 2011).

Concomitantemente, os EPS estdo sendo utilizados nas mais diversas funcgdes,
como na utilizacdo da exploracdo de déleo, favorecendo esse processo de extracdo
(Shah & Ashtaputre, 1999), na enzimologia, em técnicas de imobilizacdo enzimatica
(Cavalcante, Carvalho & Cunha, 2006); como biofloculante sendo uma alternativa para
a solucdo de problemas ambientais como por exemplo no tratamento de residuos,
processamento de minerais, bem como o tratamento da agua (Santos, Cavalcante &
Celligoi, 2011).

Apesar das vdrias func¢Ges ja relatadas e estudadas dos EPS, o interesse sobre
esse biopolimero aumentou consideravelmente nos Uultimos anos, porque esses
compostos sdo candidatos a muitas aplicagdes comerciais nos setores de saulde,
bionanotecnologia, alimentos, cosméticos e meio ambiente (Castellane et al., 2014).
As propriedades funcionais foram demonstradas em muitas aplicacdes (Tabela 2),
como incluindo produtos alimenticios, produtos farmacéuticos, bioemulsificantes (Xie
etal., 2013), biossorcao de metais pesados (Mohamad et al., 2012), entre outros.

O avanco tecnoldgico levou a descoberta da utilidade de biopolimeros
bacterianos e consequentemente, uma abundancia de aplica¢bes industriais e médicas
estdo sendo realizadas e aprimoradas. Aplicando as propriedades dos EPS
principalmente nos setores farmacéuticos e médicos, pode-se utilizar por exemplo, os
polissacarideos para revestir particulas magnéticas e conferir estabilidade as mesmas,
e utilizar em meios de contraste, para imagem de ressonancia magnética (Maciel,
2008), na liberacdo modificada de farmacos (Santos, Cavalcante & Celligoi, 2011) e
mais recentemente, os EPS estdo sendo utilizados na busca de novos tratamentos para
o cancer, como na regulacdo da proliferacdo e da apoptose das células cancerigenas

em camundongos (Zhou et al., 2017).
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2.4 Interacdo planta-bactéria

Praticamente todas as plantas vivem em intima associagdo com
microrganismos, que podem colonizar as suas superficies, sendo conhecida como
colonizacdo epifita ou ocupar espacos internos dos tecidos vegetais, conhecida como
colonizacdo endofitica (Brencic & Winans, 2005).

Especificamente, a maioria dos microrganismos associados a rizosfera tem o
potencial de estimular o crescimento das plantas e gerenciar a saude do solo,
estabelecendo uma relagcdo simbidtica compativel com a planta (Tariqg et al., 2017).

Entre os tipos conhecidos de interacdes benéficas entre planta e bactéria
entdo as interacdes simbidtica e associativa. A interacdo simbidtica, particularmente
descrita para o género Rhizobium, é caracterizada pela forma¢dao de nddulos na raiz
gue sdo colonizados por bactérias. Como um resultado, as bactérias fixam nitrogénio
atmosférico e fornecem nitrogénio para a planta (Pihler et al., 2004).

Um dos modelos de bactérias diazotréficas mais bem estudadas na interacdo
entre plantas e microrganismo envolve bactérias endossimbidticas chamadas de
rizobios, pertencentes a familia Rhizobiaceae (Oldroyd, 2013).

Embora mais conhecido por formar nddulos, os rizébios também podem
colonizar plantas sem causar nenhum tipo de patogenicidade e podem utilizar
exsudatos de plantas no auxilio ao crescimento e a divisao. Essas associagdes nao sao
dependentes dos determinantes patogénicos ou simbidticos das respectivas bactérias,
e fendbmenos semelhantes podem ocorrer nos varios membros dessa familia (Brencik
& Winans, 2005).

Estudos de expressao génica de procariotos e eucariotos sao realizados com o
intuito de se obter uma melhor compreensdo a respeito da interacdo entre planta e
microrganismo, visto que, os mecanismos moleculares envolvidos na associacao
planta-bactéria de Herbaspirillum spp. ainda sdo pouco conhecidos. Um estudo de
Pedrosa et al. (2011) identificou no genoma de Herbaspirillum seropedicae SmR1
genes homodlogos ao Sistema de Secrecdo do Tipo Il (SST3), pili tipo 1V,
adesinas/hemaglutininas e genes envolvidos na sintese de lipopolissacarideos (LPS) e
exopolissacarideos (EPS). Alguns destes mecanismos foram elucidados em

Herbaspirillum spp., como nos estudos realizados por Schmidt et al. (2012), onde foi
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mostrado que o SST3 é requerido durante a colonizagao de H. rubrisubalbicans M1 em
plantas hospedeiras.

H. rubrisubalbicans pode colonizar tecidos internos de plantas de cana-de-
acucar, incluindo o talo, no qual podem ser encontrados diferentes genes responsaveis
pelo transporte do C como substrato no metabolismo do carbono. Sabendo disso,
Polese et al. (2017) realizaram um estudo no qual observaram como os flavonoides
presentes na composicdao do suco de cana-de-aclcar afetam o nivel de expressdo
génica de acordo com a fonte de carbono testada para a estirpe HCC103.

Também, um estudo realizado por Meneses et al. (2011) correlacionou a
importancia do EPS produzido pela bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus na
interacdo com plantulas de arroz, onde foi utilizado uma estirpe mutante (MGD) de G.
diazotrophicus deficiente na producdo de EPS. Os autores abordaram fases de
associacao bactéria-planta, onde destacam-se a fase de adsor¢do, que consiste de uma
ligacdo rdpida e reversivel e a fase de ancoragem, onde as bactérias se tornam
irreversivelmente ligadas a superficie da raiz. Nesta etapa que exige a producdo de
EPS, as bactérias tornam-se firmemente aderidas e outras bactérias em suspensao,
aderem-se a esta formando agregados de bactérias no sitio de adesdo. A coinoculacdo
de EPS com o mutante MGD foi suficiente para permitir a adesdao do mutante as raizes
de arroz. Isto é interessante, dado que a cocultura de MGD com EPS permite a
colonizacdo endofitica.

Posteriormente, um estudo publicado pelo mesmo autor em 2017 descreve
gue o EPS de G. diazotrophicus aumenta a tolerdncia ao estresse oxidativo causado por
perdxido de hidrogénio (H202) e faz com que a estirpe seja capaz de se proteger contra
H,0,. Portanto, pode-se sugerir que o EPS de G. diazotrophicus também pode ser de
grande importancia para proteger as bactérias colonizadoras contra a resposta de
defesa das plantas durante o processo de coloniza¢do, possuindo um papel importante
na tolerancia a estresses ambientais.

Contudo, apesar do avanco tecnoldgico permitir cada vez mais o estudo das
interagdes planta-bactéria no nivel molecular e celular, é importante dedicar um
esforco substancialmente maior para investigar como as plantas interagem com as
bactérias patogénicas, comensais e simbidticas sob condi¢cdes que simulam o seu

ambiente nativo de crescimento (Aung et al., 2018).
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2.5 Polihidroxibutirato

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) destacam-se por serem plasticos
biodegraddveis ou bioplasticos, surgindo como uma alternativa que tenta resolver a
problematica ambiental do acimulo de materiais de origem petroquimica e também a
reducdo do consumo de plasticos convencionais (Figueiredo et al., 2014). Os PHAs sao
obtidos através de técnicas de fermentacdes com a utilizacdo de microrganismos
(Chanprateep 2010), e sdo um dos compostos de armazenagem mais bem estudados
em bactérias.

Sao acumulados intracelularmente por bactérias e sdo sintetizados quando
mais fontes de carbono estdo disponiveis do que pode ser consumido pelas bactérias,
ou seja, é o resultado do excesso de fonte de carbono com concomitante limitacdo de
outro nutriente essencial ao seu crescimento, como nitrogénio, fésforo, enxofre ou
oxigénio. Portanto, PHAs servem como reserva de carbono e energia em condicoes
limitantes de nutrientes, quando sdao mobilizados durante os periodos de inanigdo e
aumentam a sobrevivéncia de bactérias (Potter & Steinbuchel, 2005; Uchino et al.,
2007).

O papel metabdlico dos PHAs é mais complexo do que apenas fornecer um
estoque de carbono intracelular. Até hoje, a sintese de PHA foi correlacionada com
mecanismos de prote¢dao contra uma diversificada gama de condigdes de estresse,
como o crescimento na presenca de oxidantes, choque osmdtico, resisténcia a
dessecacdo, calor e irradiacdo UV (Kadouri et al., 2003; Lopez et al., 2015; Koskimaki et
al., 2016; Sacomboio et al., 2017). O PHA mais comum, produzido por procariotos é o
polihidroxibutirato (PHB) (Lopez et al., 2015).

O PHB é um PHA de cadeia curta com um metil (-CHs) no seu grupo R, como
mostrado na figura 1. E um homopolimero de D-3-hidroxibutirato (3HB), altamente
esteroespecifico com carbono assimétrico apresentando configuracdo D (Steinbuchel,
1991). Pelo menos trés enzimas estdo envolvidas na sua sintese: B-cetotiolase,
acetoacetil-CoA redutase e PHB sintase codificada pelos genes phbA, phbB e phbC
respectivamente (Babel et al., 2001).

A biossintese de PHB esta ilustrada na figura 2 e esta depende do metabdlito

central de carbono acetil-CoA. Na sintese, duas moléculas de acetil-CoA sdo



28

condensadas por uma PB-cetotiolase (codificada pelo gene phbA), para formar
acetoacetil-CoA, que ¢é entdo reduzido para (R)-3-hidroxi-butiril-CoA por uma
acetoacetil-CoA redutase NADPH dependente (phbB). Finalmente, o (R)-3-hidroéxi-
butiril-CoA é polimerizado pelo PHB sintase (phbC) (Rehm, 2003; Steinbuchel, 2001).
Portanto, a biossintese de PHB é um processo regulado tanto pela disponibilidade de
acetil-CoA quanto pela disponibilidade de equivalentes reduzidos na forma de NADPH
(Sacomboio, 2014).

A sintese de PHB microbiano pode ser manipulada através das vias
metabdlicas do carbono e da melhoria da disponibilidade de NADPH, como descrito no
trabalho de Kocharin et al. (2013), onde os autores adotaram como estratégia
experimental, aumentar a oferta de acetil-CoA citosdlico, e consequentemente
aumentar a producdo de NADPH, resultando entdo no aumento de PHB em

Saccharomyces cerevisiae.

FIGURA 1. Férmula estrutural da unidade repetitiva do PHB.
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Um recente estudo, realizado por Batista et al. (2018), investigou as
consequéncias fisiolégicas da sintese de PHB em H. seropedicae, em uma linhagem
mutante de células deficientes de PhaC, sendo estas incapazes de produzir PHB. Os
autores constataram que a auséncia de PHB na linhagem mutante perturba o
equilibrio redox e aumenta o estresse oxidativo, também, o perfil transcricional do
mutante phaC afeta também, a expressao de muitos genes.

Um estudo parecido foi realizado por Alves et al. (2019) onde os autores
relacionaram a importancia do metabolismo de PHB em bactérias da espécie
Herbaspirillum seropedicae SmR1 na promocgdo do crescimento vegetal, no qual a

conclusdo do estudo teve como base a confirmacdo de que a promogdo do
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crescimento de plantas é impactado quando houve a delecdo de genes envolvidos no

metabolismo de PHB.

FIGURA 2. Via metabdlica para producdo extracelular de PHB.

Glucose
. CoA
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r" \\ NADP
, CICLO DO (R)-3-Hidroxibutiril-CoA
Isocitrato , .
ACIDO CITRICO Fumarato
3 PhbC
/
a-cetoglutarato Succinato
(D)-(-)-3-Hidroxibutirato
Succinil-CoA (PH B)

1. B-cetotiolase, 2. acetoacetil-CoA redutase NADPH dependente e 3. PHB sintase.
FONTE: Adaptado de Cardoso (2017).

O PHB possui um papel importante principalmente na resisténcia da célula ao
estresse e o seu papel no armazenamento de carbono (Kadouri et al., 2003), contudo,
ainda ndo ha relato na literatura sobre o metabolismo de PHB em H. rubrisubalbicans,
sendo que o entendimento do metabolismo do PHB é um ponto significativo para

obtencdo deste polimero em escala industrial, a partir de células bacterianas.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

As estirpes da bactéria Herbaspirillum rubrisubalbicans (Tabela 3), sdo
provenientes da colecdo de culturas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), e foram gentilmente cedidas pelo Nucleo de Fixacdo de Nitrogénio do

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana.

TABELA 3. Estirpes de Herbaspirillum rubrisubalbicans utilizadas neste trabalho.

H. rubrisubalbicans

Planta Hospedeira Referéncia
(estirpe)
AB7 Ananas sp. (abacaxizeiro) CRUZ et al., 2001
BA10 Musa sp. (bananeira) CRUZ et al., 2001
BA1ll Musa sp. (bananeira) CRUZ et al., 2001
BA15 Musa sp. (bananeira) CRUZ et al., 2001
BA16 Musa sp. (bananeira) CRUZ et al., 2001
BA149 Musa sp. (bananeira) CRUZ et al., 2001
HCC103 Saccharum sp. (cana-de-acucar) EMBRAPA
M1 Saccharum sp. (cana-de-acgucar) BALDANI et al., 1996
M4 Saccharum sp. (cana-de-agucar) BALDANI et al., 1996

As células de cada estirpe foram mantidas em suspensdao de glicerol 50% e
armazenadas a -20 °C, e também em placas de petri com meio NFb-malato sélido

armazenadas a temperatura ambiente.

3.2 MEIOS DE CULTURA

As estirpes de Herbaspirillum rubrisubalbicans foram crescidas em meio NFB-
liquido (PEDROSA & YATES, 1984), contendo: MgS04.7H,0 (0,2 g.L!), NaCl (0,1 g.L'),
CaCl; (20 mg.L?), FeS04.7H20 (20 mg.L?), biotina (100 pg.L?), NazMo04.2H,0 (2,0
mg.L'Y), MnSO4.H,O (2,4 mg.Ll?), H3BOs (2,8 mg.l?), CuS04.5H,0 (8,0 mg.L?l),
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ZnS04.7H,0 (240 pg.L't), K;HPO4 (17,8 g.Lt), KH2PO4 (159,5 g.L'Y) e NHa4Cl (20 mM)
como fonte de nitrogénio. Os sais de fosfatos e de cloreto de amoénio foram
autoclavados separadamente (120°C, 1 atm, 20 min), e adicionados ao meio de cultura
antes da inoculacdo das estirpes. Solucdes estoque (1 M) das diferentes fontes de
carbono utilizadas nos testes de fisiologia de producdo de EPS foram esterilizadas
separadamente, e adicionadas ao meio de cultura antes da inoculagdo. O pH de todos
os meios de crescimento foi ajustado para 6,5.

As diferentes fontes de carbono utilizadas foram adicionadas em diferentes
volumes a fim de garantir a mesma relacdo C/N em todos os meios de cultura, sendo
as concentragdes finais de cada fonte a seguinte: malato de sddio (23,47 g/L), acetato
de sddio (28,79 g/L), citrato de sddio (30,12 g/L), frutose (21,05 g/L), galactose (21,05
g/L), glicerol (21,55 g/L), glucose (21,05 g/L), e manitol (21,27 g/L).

As fontes de carbono foram calculadas e ajustadas para terem proporg¢des
aproximadas no niumero de dtomos de carbono inicial para cada meio em especifico. A
concentracdo da fonte de carbono foi calculada para manter uma relagdo de massa de
C/N igual a 30. A relacdo carbono nitrogénio foi calculada de acordo com a
concentragdo apenas de carbono do meio, sem alterar a concentracao de nitrogénio,

conforme descrito pela equacdo abaixo:

[(nCx C) MMFCY)x(C, , )

Relagio C/N = ),
clagao [(nN x N)/ MMFN]x(C, )

N

Onde:

nC = nimero de dtomos de carbono na fonte de carbono utilizada;

C = peso atébmico do dtomo de carbono;

MMFC = massa molar da fonte de carbono utilizada;

Cg/L(C) = concentrac¢do da fonte de carbono utilizada em g/L;

nN = nimero de atomos de nitrogénio na fonte de nitrogénio utilizada;
N = peso atdbmico do atomo de nitrogénio;

MMFN = massa molar da fonte de nitrogénio utilizada;

Cg/L(N) = concentracdo da fonte de nitrogénio utilizada em g/L;
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3.3 CONDICOES DE CULTIVO

As estirpes de Herbaspirillum rubrisubalbicans foram cultivadas em meio NFb
liqguido utilizando diferentes fontes de carbono conforme descrito. Todos os cultivos
foram realizados em triplicatas, sendo mantidos em shaker rotatdrio (120 rpm) a 30 °C.
Apds a recuperacdao das estirpes preservadas em glicerol 50%, as células foram
repicadas e crescidas por 24 h para gerar os pré-inéculos frescos. Apds a determinacdo
da densidade O6ptica dos pré-inéculos em 600 nm (D.O.s00), um volume calculado,
suficiente para iniciar o cultivo experimental com D.O. inicial igual a 0,05, foi
transferido o meio de cultura final e crescido por 24 ou 48 h para posterior avaliacao

da producdo de EPS, determinacdo da DO final e proteinas totais.

3.4 DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS TOTAIS E PRODUGAO DE EPS

A determinacgdo da producdo de EPS por cada estirpe de Herbaspirillum foi
realizada apds os cultivos em pequena escala contendo o meio NFb com diferentes
fontes de carbono (10 mL) e com D.O. inicial de 0,05. Apds 48 h de cultivo, as células
foram removidas por centrifugacdo (5.000 rpm, 5 min) e o meio de cultura foi
recuperado para as analises. Uma aliquota de 1,0 mL do meio de cultura livre de
células foi utilizado para determinacdo de carboidratos totais pelo método do
PhOH:H,S04 (Dubois et al., 1956). O restante do meio de cultura livre de células (9,0
mL) foi tratado com etanol (3 v/v) a -20 °C por trés vezes, a fim de precipitar os EPS.
Ap0ds cada precipitacdo, o material foi recuperado por centrifugacdo (10.000 rpm, 15
min), e ressolubilizado em 1,0 mL de d&gua, até ser liofilizado e submetido a
determinacdo de carboidratos totais. A curva de calibragdo foi realizada com solugdes
de glucose nas concentracdes de 5, 10, 25, 50, 100, 150 e 200 pg/mlL, e as
absorbancias determinadas por espectrofotometro no comprimento de onda de 495

nm.
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3.5 DETERMINAGAO DE PROTEINAS TOTAIS

A determinagdo de proteinas totais nos meios de cultura apds 48 h de
crescimento foi realizada a partir das mesmas amostras submetidas a determinacdo de
producdo de EPS. Para tanto, antes de remover as células por centrifugacdo, uma
aliguota de 100 pL da cultura foi submetida a quantificacdo de proteinas totais
realizada conforme Bradford (1976). As amostras foram tratadas com 100 pL de NaOH
0,2 N e incubadas a 37 °C por 2 h. Na sequéncia, 30 pL dessa solucdo foram
transferidos para uma placa de 96 pocos e posteriormente adicionado 170 pL do
reativo Coomassie Blue G250. As solugdes de calibracdo foram preparadas com
albumina bovina sérica em agua destilada (3 a 30 pg/mL). As medidas das absorbancias

foram realizadas em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 595 nm.

3.6 DETERMINACAO DA RELAGAO CARBOIDRATO:PROTEINA

A relagdo carboidrato:proteina (ug/ug) foi realizada como forma de avaliacdo
entre a quantidade de EPS produzido em relagdo ao crescimento bacteriano, e foi
determinada para cada uma das estirpe de H. rubrisubalbicans, cultivada na presenca
de diferentes fontes de carbono. Os valores de carboidratos totais utilizados (em pg)
foram aqueles obtidos para os precipitados etandlicos descrito anteriormente, em
relacdo com os valores de proteinas totais (em ug) presentes em cada condicdo de

cultivo.

3.7 ISOLAMENTO DOS EPS PARA ANALISES ESTRUTURAIS

A fim de se obter material suficiente para a realizagao das andlises quimicas e
estruturais, as estirpes de Herbaspirillum rubrisubalbicans selecionadas, nas condicdes
de cultivo com maior producdo de EPS, foram crescidas em 500 mL de meio NFb (D.O.
inicial 0,05). Apds 24 h, uma aliquota de 1,0 mL do meio de cultura foi utilizada para

guantificar carboidratos e proteinas totais pelos métodos descritos anteriormente. As
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células do restante do meio crescido foram removidas por centrifuga¢do (5.000 rpm, 5
min) e o meio de cultura submetido a tratamento com etanol (3 v/v) para precipitacdo
dos EPS, conforme descrito anteriormente. O precipitado resultante contendo os EPS
foi recuperado por centrifugacdo (10.000 rpm, 15 min), ressolubilizado no menor
volume de agua possivel e submetidos a didlise exaustiva (MWCO 6-8 kDa) em agua
corrente. O material retido na membrana de didlise foi congelado e liofilizado para
obtencdo do rendimento de EPS seco, posteriormente utilizado nas analises

estruturais.

3.8 ANALISE ESTRUTURAL DOS EPS

3.8.1 Cromatografia de Camada Delgada (TLC)

Os EPS obtidos das estirpes selecionadas foram submetidos a hidrélise total
com acido trifluoroacético (1 mol.L't, 100 °C, 8 h). Apds evaporacdo até a secura, 0s
hidrolisados foram analisados por cromatografia de camada delgada, utilizando placas
de aluminio revestidas com silica (SiO2). A fase movel utilizada foi uma mistura
contendo acetato de etila:1-propanol:acido acético:agua (4:2:2:1 v/v/v/v) (Hough &
Jones, 1962). Apds a corrida e a secagem das placas em estufa (5 min a 100°C), as
placas foram reveladas com uma solugdo de orcinol (2,5 g.L'!) em etanol contendo 5%
de H;SO4 e submetidas a aquecimento a 100 °C por 5 min. Solu¢des padrdo de
monossacarideos (1,0 mg.mL?) foram utilizadas para comparacdo dos R (galactose,

acido galacturdénico, glucose, manose, xylose e rhamnose).

3.8.2 Derivatizacdo dos EPS em acetatos de alditol (AA)

Para a determinag¢ao da composicao monossacaridica, 2,0 mg dos EPS obtidos
das estirpes selecionadas foram submetidos a uma hidrdlise acida total utilizando
acido trifluoroacético (TFA) 1 mol.L, durante 8 h & 100 °C. Apds evaporacdo do acido
por fluxo de ar, o hidrolisado foi submetido a reducdo com NaBHis em excesso
(WOLFROM & THOMPSON, 1963a) e acetilagdo com anidrido acético:piridina (1:1, v/v)
(WOLFROM & THOMPSON, 1963b). Os derivados alditol acetato foram extraidos por
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particio com cloroféormio (CHCI3) e o excesso de piridina removido com repetidas

lavagens com solucdo de sulfato de cobre 5% antes de serem analisados por GC-MS.

3.8.3 Derivatizacdo dos EPS em acetados de alditol parcialmente metilados (PMAA)

A determinacdo das ligacdes glicosidicas presentes nos EPS foi realizada a
partir da formacdao dos derivados alditol acetato parcialmente per-O-metilados
(PMAASs) segundo o método descrito por CIUCANU & KEREK (1984). 5,0 mg de EPS
liofilizado foram solubilizados em 1,0 mL de dimetil sulféxido (DMSO) contendo NaOH
pulverizado anidro em excesso, e deixado sob agitacdo por 12 h. Adicdes de 0,2 mL de
iodeto de metila (CHsl) foram realizadas a cada 5 min, agitando-se intermitantemente
o material em vértex no intervalo de cada adi¢do até um volume final de 1,0 mL. O
material foi deixado por 12 h a temperatura ambiente antes de ser neutralizado com
gotas de acido acético glacial, diluido em 3 volumes de agua, e submetido a didlise
exaustiva (MWCO 6.000 Da) contra agua corrente. O material retido na membrana foi
liofilizado e submetido ao procedimento de metilacdo novamente. Os EPS
permetilados foram hidrolisados com acido trifluoracético (TFA) 1 mol.L, durante 8 h
a 100 °C. O hidrolisado resultante foi liofilizado e submetido aos processos de reducdo
e acetilacdo, conforme descrito anteriormente, exceto pela substituicdo do NaBH4 por
NaBD4 (boridreto de sédio deuterado). Os derivados PMAA foram submetidos a analise
por GC-MS e identificados de acordo com o tempo de retencdo e perfil de

fragmentacdo por impacto de elétrons (Sassaki et al., 2005).

3.8.4 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo GC-MS/MS da marca Shimadzu,
modelo TQ 8040 equipado com coluna capilar (30 m x 0.25 mm d. i.) modelo SH-Rtx-
5MS. As inje¢des na coluna foram feitas partindo-se de 100 °C (mantida por 1,0 min),
seguindo-se de um aumento gradual até a temperatura atingir 280 °C sendo mantida
isotermicamente até o final da analise. Hélio ultra puro foi utilizado como gas de

arraste a um fluxo de 1,0 mL/min.
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3.8.5 Ressonancia Magnética Nuclear

Os EPS obtidos das estirpes selecionadas nas condigdes de cultivo
determinadas foram solubilizadas em 400 pL D20 99,8% (aprox. 20 mg/mL) e inseridas
em tubos de quartzo de 5 mm de diametro para serem analisadas utilizando um
espectrometro Bruker Avance 400 MHz. As andlises mono- e bidimensionais foram
realizadas a 70 °C, sendo utilizado o sinal de HOD como referéncia em & 4,22 (1H), além
do sinal de —CHs do padrdo interno de acetona em 6 2,22 (*H) e 6 30,2 (*3C). Foram
realizados experimentos unidimensionais de 'H com amplitude espectral de 8 kHz.
Experimentos de correlagdo heteronuclear 'H/'3C (HSQC) foram realizados com
amplitude espectral de 2,25 e 13,9 kHz para H e 3C respectivamente, e dataset (t1 x
t2) de 128 x 512 pontos com 32 scans. Apds aquisicdo os dados foram processados

utilizando o software Topspin, versao 3.2.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, a capacidade de producdo de exopolissacarideos (EPS) pelas
diferentes estirpes da espécie Herbaspirillum rubrisubalbicans, foi observada
utilizando-se o meio de cultura padrdo para esta bactéria, NFb-malato liquido. Os
cultivos e os experimentos colorimétricos, tanto para carboidratos quanto para
proteinas, foram realizados em triplicata, e os resultados obtidos estdo descritos na
tabela 4. A quantificacdo de acglcares totais presentes do meio de cultura apds 24 h de
crescimento mostrou a eficiéncia de transformacdo do malato em carboidratos por
esta bactéria. A maior parte das estirpes apresentou concentracdes de acucares totais
do meio de cultura que variaram de 57,07 ug/mL (estirpe M1) até 181,93 pg/mL
(estirpe M4), destacando-se as estirpes M4, BA15 e BA16 dentre as que apresentaram
maior eficiéncia na conversao de malato em agulcares, com valores observados de
181,93 pg/mL, 116,94 ug/mL e 166,56 pug/mL, respectivamente.

Os resultados da quantificacdo de aguUcares totais presente no precipitado
etandlico do meio de cultura e a quantificacdo de proteinas totais também estdo
descritos na tabela 4, bem como a relagdo carboidrato-proteina (CHO:proteina). Os

resultados obtidos através da relacdo carboidrato:proteina podem também ser



37

visualizados na figura 3. Quando analisadas pela relacdo carboidrato:proteina, foi

possivel observar que a estirpe M4 apresentou a maior relagdo (8,67 ug/ug) e também

a maior quantidade de carboidratos totais presentes no precipitado etandlico (113,70

ug/mL). A estirpe que apresentou a menor relagdo carboidrato:proteina (2,61 pg/ug)

foi a HCC103. E relevante destacar que a estirpe M1 foi a estirpe que apresentou a

menor concentra¢do de aglcares totais do precipitado etandlico (34,20 pg/mL) e

apresentou a menor concentracdo de proteinas totais dentre todas as estirpes

analisadas. Percebe-se que na quantificacdo de proteinas totais, 8 das 9 estirpes

apresentaram valores semelhantes (20,97 a 22,37 ug/mL),

indicando que o

crescimento celular ndo teve muita influéncia na determinacdo da producao de EPS,

observado pela relacdo carboidrato:proteina.

TABELA 4. Quantificacdo de carboidratos e proteinas totais de estirpes de H.

rubrisubalbicans apds cultivo em meio NFb-malato por 24h.

Carboidratos Carboidratos Proteinas ,
D.O.600 . . . . CHO:Proteina
ESTIRPE . totais (ppt EtOH) | totais (meio) totais 4
Final s b ] (ug/ug)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

M4 0,822 £ 0,029 113,70 £ 10,98 181,93 +1,26 20,97 +1,53 8,67
BAl16 0,908 £ 0,016 77,67 + 3,15 166,56 + 2,90 21,68 £ 0,20 7,68
BA15 0,910+ 0,017 50,00 + 4,28 116,94 + 1,08 21,53 +1,25 5,43
BA11 0,915 +0,012 45,04 £ 7,26 103,88 + 3,23 21,01 +£0,69 4,95
BA10 0,914 £ 0,011 75,03 + 2,04 88,67 + 1,87 21,13+0,94 4,20

M1 0,973 £ 0,034 34,20 + 8,84 57,07 £ 1,89 14,74 £ 0,84 3,87
AB7 0,918 £ 0,029 60,63 +10,71 82,90 + 3,19 22,37 £0,57 3,71

BA149 0,876 £ 0,031 75,46 + 2,69 83,98 + 4,08 22,25+1,18 3,39
HCC103 0,902 £ 0,092 55,29+ 2,81 61,27 £9,25 21,17 £ 0,54 2,61

a Acucares totais determinados apds repetidas precipitagbes etandlicas (3 v/v) do meio de cultura desprovido de células.

b Acucares totais do meio de cultura NFb-malato desprovido de células.

€ Proteinas totais determinadas a partir de 100 uL do meio de cultura.

d Relagdo entre carboidratos totais determinados apds precipitacdo etandlica (3 v/v) do meio de cultura e proteinas totais do meio

de cultura.
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FIGURA 3. Avaliacdo da producao de EPS por estirpes de H. rubrisubalbicans de acordo
com a relacdo carboidrato:proteina apds cultivo em meio NFb-malato.
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4.1 CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL

O material obtido apds hidrélise total dos EPS foi analisado por cromatografia
em camada delgada (Figura 4) a fim de observar a composi¢do monossacaridica dos
EPS produzidos pelas diferentes estirpes. Para tanto, foram utilizadas na cromatoplaca
solugbes padrdo de monossacarideos (1,0 mg/mL) para que fossem eluidos junto com
os hidrolisados. Apds a revelacdo, as bandas observadas corroboram os resultados
previamente obtidos na analise dos derivados alditol acetato por GC-MS. Pela
comparacao dos Rf de cada banda, observou-se que glucose é um dos componentes
principais de todos os EPS, assim como galactose. Também foi possivel observar
claramente a presenga de rhamnose na amostra da estirpe M1, através da banda com

maior Rs.
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FIGURA 4. Cromatografia em camada delgada dos EPS obtidos das estirpes de H.
rubrisubalbicans crescidas em meio NFb-malato.
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Fase movel: acetato de etila:1-propanol:acido acético:agua (4:2:2:1 v/v/v/v).

Revelador: solugdo de orcinol (2,5 g.Lt) em etanol contendo 5% de H2SOa.

O material obtido do sobrenadante dos cultivos em NFb-malato foi submetido
a andlise da composicdao monossacaridica. Os resultados sdo apresentados na tabela 5.
Todas as estirpes apresentaram quantidades significativas de Glc e Gal como
componentes principais, exceto pela estirpe M1 que apresentou apenas 4,7% de Gal
em sua composicdo, e mostrou a presenca de Xyl (24,2%) e Rha (28,9%) em
guantidades muito superiores as demais estirpes analisadas. A estirpe M4, observada
anteriormente como a maior produtora de EPS dentre as estirpes analisadas, mostrou
principalmente as hexoses Gal, Glc e Man em sua composi¢cdo, numa relacdo molar

aproximada de 4:3:2 respectivamente.
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TABELA 5. Composi¢gao monossacaridica dos EPS produzidos por H. rubrisubalbicans.

Derivados Alditol Acetato? (%)

Estirpe Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc
AB7 7,1 1,3 2,4 - 6,7 31,4 50,7
BA10 2,6 0,7 6,2 - 7,4 39,3 43,5
BA11 9,9 1,4 1,8 - 5,5 27,1 54,0
BA15 7,9 6,0 5,7 - 9,9 37,1 33,1
BA16 6,6 2,6 6,3 - 8,1 39,1 37,1

BA149 3,06 0,7 15,2 5,8 3,9 28,8 42,3

HCC103 0,7 1,9 2,7 - 4,2 22,3 67,9

M1 28,9 0,5 0,3 24,2 7,5 4,7 33,6
M4 1,8 2,8 1,9 0,1 19,6 43,8 29,8

@ Derivados alditol acetato obtidos apos hidrolise, redugdo com NaBHa e acetilagdo. Os valores para os derivados alditol acetato
estdo representados em %.

Visando avaliar a capacidade de producdo de exopolissacarideos pela espécie
Herbaspirillum rubrisubalbicans em diferentes fontes de carbono, as estirpes
estudadas foram crescidas em meio de cultura NFb contendo diferentes fontes de
carbono, como descrito anteriormente. Os cultivos e os experimentos colorimétricos,
tanto para carboidratos quanto para proteinas, também foram realizados em
triplicata, e os resultados obtidos encontram-se descritos na tabela 6. No geral, pode
ser observado uma heterogeneidade entre os resultados das fontes de carbono, que
correlacionam carboidrato:proteina, com excec¢do disso, a estirpe BA10 apresentou a
menor relacdo CHO:proteina em 3 das 7 fontes de carbono testadas, sendo elas
frutose (1,60 pg/ug), galactose (2,17 pg/ug) e glicerol (0,99 pg/ug). Com excecdo da
estirpe M1, os resultados da relagdo CHO:proteina da fonte manitol se apresentaram
homogéneos, variando apenas + 1,36 pg/ug da estirpe com menor resultado (HCC103
— 1,47 pg/ug) até a estirpe com maior resultado (M4 — 2,83 ug/ug).

As estirpes que apresentaram a maior relacdo CHO:proteina foram BA1ll e
BA15 em citrato de sédio; M1 em frutose, glicerol e manitol; BA15 em galactose;
BA149 e M4 em glucose; M4 e BA10 em malato. Com isso, podemos observar que as
condicbes e a composicdo do meio de cultivo, interferem diretamente na producdo de
EPS microbiano. Contudo, podemos verificar que as estirpes adotadas nesse trabalho

possuem a capacidade de produzir EPS em fontes de carbono alternativas.
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Um estudo realizado por Ribeiro et al. (2015), também obtiveram essa
constatacdo quando utilizaram bactérias diazotroficas de outros géneros (Rhizobium e
Mesorhizobium) e puderam concluir que elas foram capazes de produzir EPS com a
alteracdo da fonte de carbono. Portanto, a fonte de carbono é um importante fator de
influéncia no processo de biossintese de EPS (Ruas-Madiedo & Los Reyes, 2005;
Gharzouli et al., 2012).

Contudo, no meio de cultivo contendo citrato de sédio como fonte de
carbono, as estirpes se apresentaram com dificuldade maior de crescimento,
necessitando portanto de um tempo maior de incubagdo (72 h), apresentando
finalmente uma taxa de crescimento satisfatdria com D.Osoo final de = 1,500. Com
excecdo das estirpes abordadas na tabela 5, apenas HCC103, M1 e M4 ndo
apresentaram crescimento em citrato de sédio mesmo apds 72 horas de incubacdo,
sendo que ainda permaneceram 96 h e apds esse periodo essas estirpes foram
descartadas do trabalho. Ja no meio de cultivo contendo acetato de sédio como fonte

de carbono, nenhuma das 9 estirpes testadas apresentou crescimento satisfatorio.

TABELA 6. Avaliacao da producdo de EPS pelas estirpes de H. rubrisubalbicans apds

cultivos em meio NFb liquido contendo diferentes fontes de carbono.

FONTE DE ESTIRPE D.0.600 final Carboidratos Proteinas Relagao
CARBONO totais (ppto totais CHO:Protei
EtOH) (ng/mL) (ng/mL) na (ug/ug)
AB7 1,505 + 0,06 185,38 + 3,75 22,47 £0,42 8,25
BA10 1,442 + 0,13 179,23 + 2,54 21,79 £0,19 8,22
) BA11 1,498 + 0,01 263,48 +2,24 21,00 £ 0,52 12,55
CITRATO DE SODIO* BA15 1,518+ 0,06 | 202,80 +1,30 20,25 + 0,48 10,01
BA16 1,550 + 0,04 237,38 +2,57 24,18 + 0,60 9,82
BA149 1,560 + 0,04 127,89 + 6,27 39,08 + 4,72 3,27
HCC103 - - - -
M1 - - - -
M4 - - - -
AB7 0,542 + 0,02 33,12 £4,12 11,51+ 0,25 2,88
BA10 0,841 + 0,09 33,12 £ 3,58 20,72 £ 0,54 1,60
BA11l 0,695 + 0,01 39,97 2,38 16,66 + 0,23 2,40
BA15 0,668 + 0,10 56,42 £ 5,20 18,30 + 0,14 3,08
FRUTOSE BA16 0,812 + 0,03 24,38 + 0,83 20,74 + 0,44 1,18
BA149 0,783 £0,11 32,90 £ 1,79 19,81+ 0,79 1,66
HCC103 | 0,612 +0,03 48,06 * 6,92 20,21+ 0,49 2,38
M1 0,922 + 0,02 69,69 + 6,90 14,47 + 0,60 4,82
M4 0,878 + 0,03 58,31+ 6,64 16,37 + 0,46 3,56
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AB7 0,468 + 0,03 33,17 + 8,28 12,12 +0,33 2,74

BA10 0,272 + 0,01 22,11 +7,05 10,17 £ 0,24 2,17

BA11l 0,280 + 0,04 30,31+2,18 9,94 +0,18 3,05

BA15 0,221 + 0,00 110,79 + 2,40 10,31+ 0,41 10,74

GALACTOSE BAl6 0,237 + 0,02 98,98 + 1,54 10,22 + 0,19 9,68
BA149 0,221 + 0,03 86,14 + 3,91 10,64 + 0,36 8,10

HCC103 | 0,203 £ 0,00 85,11 + 1,38 10,09 + 0,17 8,43

M1 0,982 + 0,02 74,81+ 2,36 13,32+ 0,62 5,62

M4 0,920 + 0,08 76,97 + 1,75 17,04 +0,78 4,52

AB7 0,191 + 0,04 16,40 + 0,25 8,64 + 0,40 1,90

BA10 0,715+ 0,03 17,96 + 0,58 18,06 + 0,57 0,99

BA11 0,160 + 0,01 24,97 +2,34 12,85 +0,22 1,94

BA15 0,629 + 0,02 22,33 +3,65 17,84 +0,18 1,25

GLICEROL BA16 0,759 + 0,04 24,38+ 1,14 19,57 +0,71 1,25
BA149 0,737 + 0,03 42,50+ 2,63 18,40 + 0,21 2,31

HCC103 | 0,730 £0,04 36,35 +5,91 19,45 + 0,69 1,87

M1 0,811 + 0,10 241,05 + 7,61 13,83 +0,53 17,43

M4 0,663 + 0,03 44,98 + 3,38 13,49 £ 0,39 3,33

AB7 0,870 + 0,02 28,69 +1,19 16,50 + 0,51 1,74

BA10 0,958 + 0,01 88,30 + 1,38 19,47 +0,38 4,54

BA11 0,667 + 0,02 29,07 +5,98 13,62 + 0,85 2,14

GLUCOSE BA15 0,870 + 0,01 53,51 +5,87 16,67 +0,23 3,21
BA16 0,987 + 0,02 42,18 + 5,20 18,62 +0,56 2,27

BA149 0,918 + 0,02 119,31 + 3,27 15,03 +0,53 7,94

HCC103 | 0,883 +0,02 56,90 + 2,39 16,18 + 0,59 3,52

M1 0,981+ 0,01 47,95+ 1,10 12,53 +0,18 3,83

M4 1,127 +0,02 121,36 + 6,04 16,91 + 0,24 7,18

AB7 1,681 +0,15 132,85 + 1,54 23,96 + 1,29 5,54

BA10 1,165 + 0,11 147,84 + 1,50 22,23 +1,85 6,65

BA11 1,186 + 0,12 37,38+2,28 22,24 + 0,50 1,68

MALATO BA15 0,904 + 0,02 31,12 +1,55 16,74 + 0,32 1,86
BA16 0,515 + 0,07 62,19 + 3,90 16,48 + 1,06 3,77

BA149 1,261 + 0,05 92,56 + 4,82 23,97 £ 0,55 3,86

HCC103 1,407 + 0,02 89,10 + 6,40 30,00 + 0,99 2,97

M1 1,254 + 0,15 72,01+1,91 16,40 + 0,47 4,39

M4 1,319 + 0,05 103,18 + 3,19 18,13 +0,62 5,69

AB7 0,535 + 0,05 25,62 +1,24 12,75+ 0,43 2,01

BA10 1,021 + 0,01 43,58 + 4,42 18,30 + 0,82 2,38

BA11 1,089 + 0,09 26,81 + 2,83 17,37 +0,12 1,54

BA15 0,834 + 0,01 26,48 +2,90 15,86 + 0,28 1,67

MANITOL BA16 0,970 + 0,02 28,80 + 4,74 16,81 % 0,52 1,71
BA149 0,965 + 0,03 35,81 + 6,40 16,12 + 0,66 2,22

HCC103 | 0,992 0,01 25,08 + 8,67 17,09 £ 0,50 1,47

M1 0,993 + 0,01 75,62 + 7,20 12,58 + 0,88 6,01

M4 0,911 + 0,02 48,14 + 1,49 16,98 + 0,62 2,83

dResultados sé puderam ser obtidos apds 72h de incubacio devido a incapacidade de crescimento
bacteriano visualizado por esta fonte de carbono. As estirpes HCC103, M1 e M4 ndo apresentaram
crescimento mesmo apds esse periodo.
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Visto que a produgao de EPS é uma condigao com importante significancia nas
interacGes planta-bactéria, compreende-se a importancia de aprender a controlar sua
producdao modificando as condi¢des de crescimento (Serrato et al., 2006), pois como
abordado anteriormente neste trabalho, é sabido que existem parametros de
crescimento que afetam a producdo de EPS, como por exemplo, a fonte de carbono.

Apéds realizar o cultivo de todas as estirpes nas fontes de carbono de
interesse, os dados obtidos foram analisados e a estirpe M1 foi selecionada como
sendo a maior produtora de EPS (CHO:Proteina > 6 pg/ug), especialmente quando
crescida na presenca de glicerol e manitol. Uma vez que bactérias do género
Herbaspirillum crescem preferencialmente na presenca de acidos organicos, também
foi selecionada a estirpe M1 crescida na presenca de malato para fins de comparacao.

J4 com a finalidade de obter material suficiente para prosseguir com a
caracterizagdo estrutural, foi realizado o crescimento em grande escala da estirpe M1
de Herbaspirillum rubrisubalbicans. Os resultados obtidos estdo descritos na tabela 7 e
revalidam os resultados anteriores, onde as quantificacGes tanto de acgucares totais
como de proteinas coincidiram, apresentando apenas uma variacdo ligeiramente
pequena, onde torna-se aceitdvel uma vez que as condi¢des de cultivo em escala
podem variar em termos de oxigenacao do meio. Também, a estirpe M1 inoculada em
glicerol, mais uma vez apresentou valores expressivos na quantificacdo de agucares

totais (174,54 pg/mL).

TABELA 7. Avaliacdo da producdo em grande escala de EPS pela estirpe M1 de H.

rubrisubalbicans cultivados em manitol, malato e glicerol.
Fonte de Carboidratos totais | Proteinas totais Relagao'
carbono D.0.600 final (ppt EtOH) (pg/mL) (ng/mL) CHO:Proteina
(ng/ug)
Manitol 0,617 81,72 13,07 6,25
Malato 0,500 71,31 13,30 5,36
Glicerol 0,427 174,54 13,72 12,72




44

4.2 PRODUCAO DE POLIHIDROXIBUTIRATO (PHB)

Durante o processo de isolamento dos EPS produzidos nos cultivos de grande
escala da estirpe M1 de Herbaspirillum rubrisubalbicans em meio NFb-malato, foi
possivel observar uma grande quantidade de PHB apds o processo de precipitagao
etandlica, o que ndo aconteceu quando M1 foi cultivada na presenca de glicerol e
manitol. Este fendmeno indica que ha uma mudanga na fisiologia bacteriana, uma vez
que a bactéria é capaz de desviar diferentes fontes de carbono para a produgao de
PHB, em detrimento da biossintese de EPS. Na figura 5 é possivel observar a
comparagao entre o meio de cultura precipitado por etanol da estirpe crescida em
glicerol e em malato. Apds dialise e liofilizacdo do material precipitado, a quantidade
de EPS recuperado do meio de cultura contendo malato (42,6 mg) foi muito inferior a
quantidade obtida quando M1 foi crescida em glicerol (129 mg). O peso seco do PHB

recolhido da amostra crescida em malato foi de 35,91 g.

FIGURA 5. Comparativo entre as producdes de EPS pela estirpe M1 de H.
rubrisubalbicans crescida na presenca de glicerol e malato.

FONTE: O autor.
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4.3 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

O material obtido apds hidrélise total dos EPS produzidos pela estirpe M1 no
cultivo em grande escala foi analisado por cromatografia em camada delgada (Figura
6) a fim de observar a composicgdo monossacaridica dos EPS produzidos pelas
diferentes fontes de carbono. Foram utilizadas na cromatoplaca solugbes padrao de
monossacarideos (1,0 mg/mL) para que fossem eluidos junto com os hidrolisados.
Apds a revelacdo, as bandas observadas corroboram os resultados previamente
obtidos na andlise dos derivados alditol acetato por GC-MS. Pela comparacdo dos Rr de
cada banda, observou-se que no meio de cultura contendo glicerol como fonte de
carbono, pode-se visualizar bandas dos monossacarideos de glucose e galactose.
Também foi possivel observar claramente a presenca de manose na amostra contendo
manitol como fonte de carbono. Ja a amostra contendo malato como fonte de carbono
ndo pobde ser visualizada na cromatoplaca, mesmo apds serem realizadas varias

aplicagGes, possivelmente pela baixa concentragdo da amostra.

FIGURA 6. Cromatografia em camada delgada dos EPS obtidos da estirpe M1 de H.
rubrisubalbicans cultivados na presenca de glicerol e manitol, apds hidrdlise total.

Fase movel: acetato de etila:1-propanol:acido acético:agua (4:2:2:1 v/v/v/v).
Revelador: soluc3o de orcinol (2,5 g.L'!) em etanol contendo 5% de H2S0a.
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O material obtido do sobrenadante dos cultivos em grande escala da estirpe
M1, foi submetido a analise da composicdo monossacaridica. Para isso, a analise foi
realizada por derivatizagdo quimica para formar derivados alditol acetato (AA) e
derivados alditol acetato parcialmente metilados (PMAA), seguido por andlise em GC-
MS. Os resultados dos derivados AA sdo apresentados na tabela 8. A estirpe M1
apresentou um perfil heterogéneo em relacgdo a maioria dos componentes
monossacaridicos, quando testada nas duas diferentes fontes de carbono. Como
componentes principais, a estirpe M1 apresentou quantidades significativas de Glc em
meio contendo glicerol e Man em meio contendo manitol. Mostrou também a
presenca de Fuc (14%) e Gal (7%) quando cultivada em glicerol e a presenca de Ara
(2%), Man (67%) e Rha (17%) quando cultivada em manitol. Os resultados da amostra
contendo malato como fonte de carbono ndo foram abordadas nesta tabela, pois o
resultado da composicdo monossacaridica em malato de todas as estirpes foram

explanadas na tabela 5.

TABELA 8. Composicdo monossacaridica dos EPS da estipe M1 de H. rubrisubalbicans
cultivados em manitol e glicerol.

Derivados Alditol Acetato? (%)
Fonte de carbono

Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc
Manitol 17,22 - 2,59 0,52 | 66,98 - 12,66
Glicerol - 13,64 - - - 6,98 79,37

@ Derivados alditol acetato obtidos apos hidrélise, redugdo com NaBHs e acetilagdo. Os valores para os derivados estdo
representados em % relativa.

A determinacdo das ligacGes glicosidicas dos EPS foi obtida a partir da
formacao dos derivados alditol acetato parcialmente metilados (PMAA). Os resultados
estdo compilados na tabela 9 e foram avaliados com base no perfil de fragmentacao
(dexosi, hexose e hexoses) e tempo de retencdao dos padrées. A analise das ligacOes
glicosidicas do EPS da estirpe M1 de Herbaspirillum rubrisubalbicans, mostraram que
os principais derivados PMAA presentes foram 2,3,6-Mes-Glc (36,75% e 37,25%), 2,3,4-
Mes-Glc (20,24% e 22,88%) e 2,3-Me,-Glc (21,80% e 30,24%) para manitol e glicerol
respectivamente. As duas amostras submetidas a determinacdo das ligacdes

glicosidicas nao apresentaram diferencas significativas, apresentando portanto, os
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mesmos perfis de fragmentacdo e os mesmos tempos de retengao, sugerindo a
presenca de uma glucana 4,6-ligadas. Esses dados ndo foram compativeis com a
composi¢cdo monossacaridica observada anteriormente, provavelmente devido a
presenca de outros polissacarideos insollveis que ndo foram completamente
metilados para as analises de derivados PMAA. Portanto, se faz necessario realizar
novas analises para confirmar os dados observados.

TABELA 9. Derivados alditol acetato parcialmente metilados (PMAA) de EPS da estirpe
M1 de H. rubrisubalbicans em glicerol e manitol.

Fonte de PMAA Rt i) I..igacf'ﬁ_o MY%*
carbono glicosidica

2,3,6-Mes-Glc 14,86 ->4)-Glcp-(1-> 36,75

Manitol 2,3,4-Mes-Glc 15,12 ->6)-Glcp-(1> 20,24

2,3-Me,-Glc 16,38 ->4,6)-Glcp-(1-> 21,80

2,3,6-Mes-Glc 14,87 ->4)-Glcp-(1-> 37,25

Glicerol 2,3,4-Mes-Glc 15,13 ->6)-Glcp-(1> 22,88

2,3-Me,-Glc 16,40 >4,6)-Glcp-(1-> 30,24

*Nesta tabela sdo abordados apenas os derivados que foram identificados em maior
quantidade. Nao foi possivel determinar os demais derivados presentes.

Essas fragOes também foram submetidas a analise por RMN. A figura 7 exibe o
espectro de HSQC da estirpe M1 cuja fonte de carbono utilizada foi manitol. O
espectro de HSQC mostrou sinais na regido anomérica (Fig. 7-B) em 6 4,52/103,02;
4,53/102,66; 4,71/103,15; 4,74/102,69; 4,77/103,32; e 4,79/103,13, mostrando que as
unidades monossacaridicas encontram-se predominantemente na configuracdo
anomérica 3, o que pode explicar em parte a baixa solubilidade do material.

Também foi observado o sinal em & 1,47/24,72 (Fig. 07-C), atribuido ao C-6

das unidades de rhamnose.
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FIGURA 7. Espectro de correlacdo heteronuclear *H/*3C (HSQC) do EPS produzido pela
estirpe M1 de Herbaspirillum rubrisubalbicans cultivada em manitol como fonte de
carbono.
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O espectro de HSQC obtido para o EPS produzido por M1 apds cultivo com
glicerol mostrou-se praticamente idéntico quando comparado com o espectro do EPS
cultivado na presenca de manitol (Figura 8), com exce¢do dos sinais atribuidos a
rhamnose, que ndo foram observados. Na regido anomérica, também é possivel
observar uma correlagdo em 4,74/102,69 que n3o foi observada na amostra anterior.

Devido aos dados inconclusivos obtidos na analise das ligacbes glicosidicas
através dos derivados PMAA, ndo foi possivel atribuir as correlagbes observadas a

nenhuma unidade monossacaridica até o presente momento.
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FIGURA 8. Sobreposicdo dos espectros de correlagdo heteronuclear *H/*3C (HSQC) da
estirpe M1 de Herbaspirillum rubrisubalbicans realizando um comparativo entre os
espectros contendo glicerol (azul) e manitol (vermelho) como fonte de carbono.
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5 CONCLUSOES

Através da quantificacdo de aguUcares totais presentes no meio NFb-malato,
verificou-se que as estirpes M4, BA15 e BAl16 de Herbaspirillum
rubrisubalbicans se destacaram por obter a maior eficiéncia de transformacao
do malato em carboidrato com 181,93 ug/mL, 116,94 ug/mL e 166,56 pg/mL
respectivamente.

No material analisado por cromatografia em camada delgada pode-se observar
que Glc é um dos componentes principais de todos os EPS, assim como Gal.
Observa-se também, a presenca de Rha na amostra da estirpe M1.

A andlise da composicdo monossacaridica revelou que as amostras
apresentaram quantidades significativas de Glc e Gal como componentes
principais, exceto pela estirpe M1 que apresentou 4,7% de Gal e mostrou a
presenca de Xyl (24,2%) e Rha (28,9%) em quantidades muito superiores as

demais estirpes analisadas.
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As estirpes de Herbaspirillum rubrisubalbicans obtiveram rendimento variado
guando cultivadas em diferentes fontes de carbono, indicando que a alteracao
da fonte de carbono é um importante fator de influéncia no processo de
biossintese de EPS.

As estirpes que obtiveram a maior relacdo carboidrato:proteina foram BA11 e
BA15 em citrato de sdédio; M1 em frutose, glicerol e manitol; BA15 em
galactose; BA149 e M4 em glucose; M4 e BA10 em malato, indicando que as
condicbes e composicdo do meio de cultivo interferem diretamente na
producao de EPS microbiano.

A estirpe M1 quando cultivada em meio NFb-malato obteve um rendimento de
EPS muito inferior (42,6 mg) quando comparada ao cultivo contendo glicerol
(129 mg). Indicando assim que acontece um desvio metabdlico bacteriano para
a utilizacdo do carbono da fonte de carbono na biossintese de PHB em
detrimento a sintese de EPS.

Através da cromatografia em camada delgada pode ser visualizado bandas dos
monossacarideos de Glc e Gal no meio contendo glicerol, como também é
possivel visualizar a presenca de Man na amostra contendo manitol como fonte
de carbono.

Constata-se através da analise da composicdo monossacaridica que a estirpe
M1 possui quantidades significativas de Glc em meio contendo glicerol e Man
em meio contendo manitol. Também, visualiza-se a presenga de Fuc (14%) e
Gal (7%) em glicerol e Ara (2%), Man (67%) e Rha (17%) em manitol.
Apresentando portanto, um perfil heterogéneo.

Os cromatogramas dos derivados PMAA obtidos dos EPS produzidos pela
estirpe M1 cultivada na presengca de manitol e glicerol apresentaram-se
praticamente idénticos, sendo os principais derivados observados 2,3,6-Mes-
Glc, 2,3,4-Mes-Glc e 2,3-Mez-Glc em ambas as amostras, sugerindo a presenca
de uma glucana com ligacdes em O-4 e O-6.

As analises de RMN para os EPS produzidos por H. rubrisubalbicans M1 na
presenca de manitol e glicerol mostraram que ambos s3dao bastante
semelhantes, com a excecdo dos sinais atribuidos a unidades de Rha no EPS

produzido no cultivo com manitol.
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