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Isolamento de oligossacarideos de xiloglucano de dicotiledoneas atraves de
hidrolise enzimatica e cromatografia de excluséo molecular

CLOVIS JOSE FERNANDES DE OLIVEIRA JUNIOR?, MARCIA REGINA BRAGA?e
MARCOSSILVEIRA BUCKERIDGE?**

(recebido: 2 defevereiro de 2006; aceito: 20 dejulho de 2006)

ABSTRACT - (Isolation of xyloglucan oligossacharides from dicots using enzymatic hydrolyses and gel permeation
chromatography). Oligosaccharides from xyloglucan, a plant cell wall polysaccharide, have been considered as signaling
molecules capabl e of regulating cell growth and expansion. The purification of such oligosaccharidesisan essential requirement
to evaluate their biological activity. In the present work, xyloglucans extracted from seeds of copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf.) and bean cell suspension cultures (Phaseolus vulgaris L.) were hydrolyzed with cellulase (endo-glucanase) to obtain
xyloglucan oligosaccharides (OXGs). The OXGs were separated by gel permeation chromatography and analysed by high
performance anion exchange chromatography with pul se amperometric detector (HPAEC/PAD). Theresultsindicate that these
procedures were suitable for purification of OXGs since XLLG and XXXG were 90% and XXFG 80% pure, showing the
expected biological activity.
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RESUMO - (Isolamento de oligossacarideos de xil oglucano de dicotil eddneas através de hidrolise enzimética e cromatografia
de exclusdo molecular). Oligossacarideos derivados do xiloglucano, um polissacarideo constituinte da parede celular vegetal,

vém sendo considerados como molécul as capazes de sinalizar €/ou regular eventos rel acionados ao crescimento e a expansao
celular. A purificagdo desses oligossacarideos € imprescindivel paraarealizago de ensaios rel ativos a sua atividade biol dgica

Neste trabalho, xiloglucanos foram extraidos a partir de sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) e suspensdes
celulares defeij&o (Phaseolus vulgaris L.) e hidrolisados com celulase (endo-glucanase) para obtengéo dos oligossacarideos
dexiloglucano, 0s OX Gs. Osresultados obtidos mostram que atécni cade cromatografiaduplaem gel de exclusdo molecular foi

eficiente parapurificacdo dos oligossacarideos, apresentando OX Gsdostipos XLLG e XXX G com grau de pureza proximo a
90%, edo tipo X XFG proximo de 80%.

Palavras-chave - oligossacarideos, parede celular, purificacdo, xiloglucano

de celulose (Hayashi 1989). O xiloglucano pode ser
encontrado em sementes de muitas dicotileddneas, nas
guais pode ser acumulado como a principal fonte de
reservade carboidratos (Buckeridge & Reid 1996). Os

Introducéo

O xiloglucano é um polissacarideo ramificado
presente na parede celular dos vegetais superiores

(Albersheim et al. 1996), sendo a hemicelulose
predominante na parede priméaria de dicotiledéneas e
monocotileddneas ndo-gramineas (Carpita & Gibeaut
1993). Este polissacarideo é formado por uma cadeia
principal composta por glucoses ligadas £3,1-4 com
ramificacOes laterais de xilose, xilose-galactose ou
xilose-gal actose-fucose, e apresentaafuncdo estrutural
e arquiteténica de conectar e espacar as microfibrilas
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xiloglucanos s@o importantes como produtos
biotecnol 6gicos e, recentemente, foi demonstrado que
aqueles obtidos a partir de sementes podem ser
utilizados, por exemplo, para aumentar a qualidade do
papel (Limaet al. 2004).

Quando hidrolisado com endoglucanases (figural),
o Xiloglucano é reduzido a blocos (oligossacarideos de
xiloglucano - OX Gs) contendo quatro residuosde glucose
na cadeia principal, trés residuos de xilose ligados
lateralmente as glucoses 1, 2 e 3, e estes residuos de
xilose podem ou n&o estar ramificados com residuos de
galactose ou galactose e fucose (Hayashi 1989). Fry
et al. (1993) propuseram uma nomenclatura ndo
ambiguaparaosoligossacarideos de xil oglucano, naqual
cada glucose da cadeia principal que ndo possui
ramificagéo é denominadapelaletraG ede acordo com
0 Ultimo monossacarideo a elaligado recebe umaletra
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XXXG XXFG.XLLGXXLGXLXGXXFG. XLLG.XXXGXLXGXXXG
polimero de XILOGLUCANO
(os pontos representam ligagGes susceptiveis a agdo da endo-glucanase

hidrélise com endo-glucanase

XXFG XXXG
XXXG XXFG XLLG

XLLGXXLGXLXG XXXGXLXG

(acima os fragmentos produzidos pela agéo enzimética)

G- glucose na cadeia principal
X 5 glucose na cadeia principal com ramificagéo lateral composta por xilose
L= glucose na cadeia principal com ramificag&do lateral composta por xilose e galactose

F > glucose na cadeia principal com ramificagéo lateral composta por xilose, galactose e
fucose

Figura 1. Esquema representando a hidrolise enzimética da
molécula de xiloglucano com endo-glucanase e 0s
oligossacarideos gerados.

Figure 1. Scheme showing enzymatic hydrolysis of the
xyloglucan molecule with endo-glucanase and the
oligosaccharides generated.

diferente. Se 0 monossacarideo ligado for a xilose, a
unidade recebe a letra X, ser for uma galactose uma
letra L, e caso exista um residuo fucosil ligado a
galactose, esta recebe uma letra F.

Além das fungdes acima citadas, alguns estudos
tém demonstrado que oligossacarideos derivados do
xiloglucano podem desempenhar fungdes regulatorias
e/ou sinalizadoras na expansdo e crescimento celular.
Durante o metabolismo da parede celular ocorre a
liberac&o de fragmentos deste polissacarideo, 0s OXGs.
Quando 0s OX Gs contém gal actose em suacomposi ¢ao
parecem atuar sinergisticamente as auxinas e quando
apresentam fucose na suaestrutura, podem antagoni zar
0 crescimento induzido por esses reguladores de
crescimento (Fry 1986, McDougall & Fry 1988, 1989a
e b, Emmerling & Seitz 1990, Lorences et al. 1990,
Augur et al. 1992, Cutillas-Iturralde & Lorences 1997,
Vargas-Rechiaet al. 1998, Oliveira Junior et al. 2006).

Em sementes de copaiba (Copaifera langsdorffi
Desf.), o xiloglucano é altamente galactosilado, sendo
composto principalmente por XLLG e em menores
proporgdes, por outros tipos como XXXG, XXLG e
XLXG, enquanto queem feijéo (Phaseolus vulgaris L.)
predominam XXXG e XXFG, com menores propor¢des
dostiposgalactosilados.

No presente trabalho é descrita metodologia para
obtencdo de diferentes tipos de oligossacarideos de
xiloglucano, de forma que estes possam ser utilizados
como padrdes ou em experimentosrel ativos ao seu papel
nasinalizac&o e/ou regul acdo dos eventos rel acionados
a expansdo e ap crescimento celular.

Material e métodos

Extracdo do xiloglucano de copaiba— Sementes de Copaifera
langsdorffii Desf. foram coletadas de arvores cultivadas no
Jardim Boténico do Instituto de Boténica de S&o Paulo e
secas a 60 °C até peso constante e depois moidas. Ao pé
resultante foi adicionada &gua destilada aquecida a 80 °C
(100 mL g* de p0), com agitagdo continua durante 6 horas.
Ap0s a extragdo em &gua quente, o material foi filtrado em
nailon tipo pele de ovo e ao filtrado foram adicionados 3
volumes de etanol para precipitagdo do xiloglucano. O
precipitado foi mantido a4 °C durante 16 horas. Ap6s nova
filtrac8o para separagéo do xiloglucano, este foi lavado com
etanol e acetona e depois seco em estufaa 50 °C. O material
seco foi solubilizado em égua destilada, centrifugado (para
retirada de impurezas), congelado e liofilizado (Buckeridge
etal. 1992).

Extrac8o do xiloglucano de feijdo — Sementes de feij&o
(Phaseolus vulgaris L. cv. Carioquinha) adquiridas no
comércio local foram germinadas in vitro em meio MS
(Murashige & Skoog 1962), sem adicéo de reguladores de
crescimento. Folhas e segmentos de caule foram utilizados
para formagdo de calos e, a partir destes, foram iniciadas
suspensdes celulares, conforme descrito por Stella & Braga
(2002) para Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg. As
suspensdes foram filtradas em tela de nailon tipo pele de
ovo, para separacdo das células e do meio extracelular
(filtrado). As paredes das células foram extraidas de acordo
comametodologiadeKarr & Albersheim (1970), fracionadas
segundo Gorshokova et al. (1996) e analisadas em sua
composicdo de monossacarideos através de cromatografia
liqguida de alta resolucdo com deteccdo por pulso
amperométrico (HPAEC/PAD). A frag8o extraidacom 4 M de
KOH foi utilizada para obtencéo do xiloglucano.

Hidrdlise paraobtencéo dos oligossacarideos de xiloglucano
— Solugdes dos xiloglucanos de copaibaefeijéo (1 mg mL 1)
foram hidrolisadas separadamente com celulase
(Megazyme®) (20 uL de celulase por mL da amostra), em
tampdo acetato de sddio 0,1 M, pH 5,0, e incubadas a 30 °C
por 48 horas. A hidrolise foi acompanhada a cada 12 horas
por cromatografia de camada delgada (placa de silica gel
60 F,., em aluminio - Merck) desenvolvida em solucéo de
n-propanol: nitrometano: agua (5/2/3 v/viv) e revelada por
aspersdo com H,SO, 5% em etanol, para verificacdo da
hidrélise maximado xiloglucano.

Andlise dos oligossacarideos de xiloglucano por
cromatografia anidnica de alta resolucdo com detecgdo por
pulso amperométrico (HPAEC/PAD) — Os oligossacarideos
dexiloglucano foram analisados em cromatografialiquidade
ataresolucdo em sistemaDionex DX-500, utilizando coluna
Carbo Pak PA100, eluida com um gradiente de acetato de
s0dio (35-70 mM em 50 minutos) e hidroxido de sbdio 88 mM
constante, com fluxo de 0,9 mL min?. A identificacdo dos
picosfoi realizadaconforme Tinéet al. (2000).
Cromatografia em gel de exclusdo molecular — Os
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oligossacarideos de xiloglucano resultantes da hidrolise com
celulase foram cromatografados em coluna de excluséo
molecular em BioGel P4 (com 2 cm de didmetro e 150 cm de
altura), eluida com agua deionizada, sendo coletadas em
fragbes de 2 mL. Cada frag&o foi quantificada quanto aos
teores de agUcares totais (segundo Dubois et al. 1956) e
analisada por cromatografia liquida de alta resolucéo e
deteccdo por pulso amperomeétrico (HPAEC/PAD), conforme
descrito acima, paraverificagdo daproporcdo dos diferentes
tipos de oligossacarideos de xiloglucano.

Resultados e Discussao

A extracdo do xiloglucano de copaibaresultou em
rendimento de 46,7% do peso de p6 seco da semente,
contendo 0,4% de proteinas como contaminantes, ndo
sendo detectada a presenca de &cidos urdnicos. 1sso
indica que o polissacarideo obtido apresentou grau de
pureza bastante elevado. Neste caso, foi obtido grau
de pureza maior e também maior rendimento de
xiloglucano a partir as sementes de copaiba, em
comparacdo aos dados obtidos por Buckeridge et al.
(1992).

No caso do xiloglucano defeijdo, o rendimento foi
de 12,6% (fracdo KOH 4 M) em relacdo a matéria
seca de parede celular extraida das células em
suspensado e ndo foram detectados proteinas ou acidos
urénicos.

As proporcdes dos diferentes tipos de
oligossacarideos de xiloglucano (OXGs) obtidas apds
hidrélise com celulase e avaliadas por cromatografia
liquida de alta resolugdo sdo apresentadas na figura 2.
Os OX Gsextraidos de copaiba so predominantemente
galactosilados (XLLG), enquanto que os de feijdo sdo
principal mente dostipos XXX G e XXFG. Esseresultado
era esperado, uma vez que OXGs de copaiba foram
extraidos a partir de sementes, sendo originarios
principalmente de paredes secundérias, que
desempenham preferencialmente funcéo de reserva, e
para as quais tém sido descrita a presenca de
xiloglucanos ndo fucosilados (Buckeridge et al. 1992).
OsOXGsdefeijdo, por suavez, foram obtidosapartir
de células cultivadas em suspensédo, as quais sdo
compostas quase que exclusivamente de paredes
primarias, nas quais ha alta proporc¢éo de xiloglucano
fucosilado (Limaet al. 2004).

O perfil cromatografico em gel de exclusdo
molecular dos oligossacarideos de xil oglucano de copaiba
€ apresentado na figura 3A. Foram observados trés
picos distintos, sendo o pico F3 composto por OXGs
contendo trésblocos unidos (XX XGXXXGXXXG com

XXFG

Phaseolus vulgaris

Resposta do detector (nC)

\V\Copaifera langsdorffii
20 25

10 15 30

Tempo deeluigdo (min.)

Figura 2. Perfis cromatograficos dos oligossacarideos de
xiloglucano extraidos de suspensdes celulares de feijdo
(Phaseolus vulgaris L.) e de sementes de copaiba (Copaifera
langsdorffii Desf.) obtidos por HPAEC/PAD.

Figure 2. Chromatographic profiles of xyloglucan
oligosaccharides extracted from cell suspension cultures of
common bean (Phaseolus vulgaris L.) and seeds of copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.) obtained by HPAEC/PAD.

ramificagbes com galactose em diversas posicoes),
totalizando 12 glucoses na cadeia principal; o pico F2
formado por OX Gscom doisblocos (XXX GXXXG com
ramificagdes com galactose em diversas posi¢oes) e o
GR1 constituido de OXGs com apenas um bloco, com
4 glucoses nacadeiaprincipal. Os oligossacarideosde
xiloglucano contendo um bloco séo facilmente separados
de F2 e F3, porém os diferentes tipos de OX Gs dentro
de F1 tém sua separacgdo dificultada pela proximidade
de seus pesos moleculares. Assim, com base na
proporcéo relativa mostrada na figura 3B, apenas as
fragbes com predominénciade XLLG (51 a55), foram
reunidas. Este grupo, denominado GRL1, foi analisado
por HPAEC/PAD eoresultado é mostrado nafigura4A.
Como o material ainda apresentava cerca de 30% de
outros tipos de OXGs, foi ent&o recromatografado em
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gel de exclusdo molecular (BioGel P4) para obtencéo
deoligossacarideos com um grau de purezamaiselevado
(figuras 4B, C). Asfragbes de numeros 51 a55 foram
reunidas por apresentarem alta propor¢éo de XLLG,
conforme observado na figura 4C, bem como boa
guantidade de acUcares totais (figura 4B), e
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Figura3. A. Perfil cromatogréfico dos OXGs de Copaifera
langsdorffii em coluna de BioGel P4. As faixas verticais
representam o tipo de xiloglucano predominante (conforme
andlise apresentada em B). F3 e F2 representam blocos de
OXGscom 3 e 2 unidades basi cas de OX Gsrespectivamente;
B. Porcentagem rel ativados OX Gs nas fracfes provenientes
dacolunadeBioGel P4 e analisadas por HPAEC/PAD.

Figure 3. A. Chromatographic profileof the OXGsof Copaifera
langsdorffii Desf. on aBioGel P4 column. Thevertical stripes
represent thetype of xyloglucan that predominate (according
totheanalysis shownin B). F3 and F2 show blocks of OXGs
with 3and 2 basic units of OXGsrespectively; B. Percentage
of OXGsinthefractionsobtained from the BioGel P4 column
and analysed by HPAEC/PAD.
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Figura4. A. Proporc&o dos oligossacarideos de xiloglucano
em GR1, analisadapor HPAEC/PAD; B. Perfil cromatografico
de GR1 em BioGel P4; C. Porcentagem dos oligossacarideos
de xiloglucano nas fragfes recromatografadas de GR1,
analisadas por HPAEC/PAD.

Figure 4. A. Proportion of xyloglucan oligosaccharides in
GR1, analysed by HPAEC/PAD; B. Chromatographic profile
of GR1in BioGel P4; C. Percentage of xyloglucan
oligosaccharidesin the fractionsrechromatographed of GR1,
analysed by HPAEC/PAD.

(=O—= XXXG; -@— = XLXG; -Hll- = XLXG; —e— = XXXG).
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denominadas GR2. A andlise de GR2 em HPAEC/PAD
mostrou que este grupo apresentou cerca de 90% de
XLLG (figura5). Omaterial foi considerado apropriado
parautilizacdo nos estudos sobre ef eitos biol 6gi cos, pois
além de apresentar pureza proxima de 90%, os OXGs
contaminantes também eram galactosilados (XXLG e
XLXG). Em experimento sobre efeitos biol 6gicos em
suspensoes celulares de Rudgea jasminoides (Cham.)
Miull. Arg., o XLLG ocasionou diminui¢cdo do pH
extracelular e aumento nas atividades de enzimas do
metabolismo da parede celular (Oliveira Junior et al.
2006).

Para purificacdo de XXFG, o xiloglucano foi
extraido apartir daparede de célulasdefeijdo cultivadas
em suspensdo. A porcentagem dos varios tipos de
oligossacarideos de xiloglucano encontrados nafragéo
extraida com 4 M de KOH ¢é apresentada na figura 6.

O perfil cromatografico em coluna de BioGel P4,
baseado nos teores de agUcares totais, € mostrado na
figura7A, e aproporcdo dostipos de oligossacarideos
de xiloglucano em cada frac&o, analisada por
HPAEC/PAD, encontra-se na figura 7B. Pela figura
7A podem-se observar 2 picos distintos, um formado
por OXGs tipo F2, e outro por F1, no qual foram
agrupadas as fracbes de 51 a 55 (GR3), que
corresponderam aquel as com predominanciade X XFG
(figura7B).

O grupo GR3 foi entéo recromatografado em
BioGel P4. Asfragdes 53 a56 foram reunidas, formando
0 grupo GR4, por apresentarem alta proporcéo de
XXFG e boa quantidade de agUcares totais, de acordo
ao revelado pelas andlises apresentadas nas figuras 8A
e 8B, respectivamente. Pode-se observar que aanalise
de GR4 por cromatografia liquida de alta resolucéo
revelou a presenca de cerca de 80% de XXFG

XLXG
3,84%

XXLG
7,46%

Figura5. Proporc&o dos oligossacarideos de xiloglucano em
GR2, analisado por HPAEC/PAD.

Figure 5. Proportion of xyloglucan oligosaccharidesin GR2
analysed by HPAEC/PAD.

XLLG

13,58%
XXLG SN
8,64% —

XLXG
632% GG

XXFG 3
28,49% Y
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Figura 6. Proporg¢&o inicial dos oligossacarideos de
xiloglucano extraido daparedesde célulasdefeijdo cultivadas
em suspensado, analisado por HPAEC/PAD.

Figure 6. Initial proportion of xyloglucan oligosaccharides
extracted from walls of common bean cells cultivated in
suspension, analysed by HPAEC/PAD.

(figura9). Apesar da porcentagem ser inferior aguela
obtida para os OXGs galactosilados de copaiba, uma
nova purificagao resultariaem redugéo no rendimento,
quejafoi considerado baixo, umavez que apenas 28%
do xiloglucano bruto defeijdo eram congtituidosde X XFG
(figura 6). Além disso, o material foi considerado
satisfatorio para uso em experimentos sobre efeitos
biologicos dos OXGs, tendo atividade biol6gica
antagbni caaquelamostrada pel os OX Gs gal actosilados
extraidos de copaiba, quando ensaiado em suspenstes
celulares de R. jasminoides (Oliveira Junior et al.
2006).

OXGs do tipo XXXG também podem ser
facilmente obtidos por este método. Conforme pode ser
observado na figura 6, os OXGs extraidos da parede
celular priméria de feij&o cultivado na forma de
suspensdo celular apresentaram cerca de 40% desse
tipo de oligossacarideo, e as fragdes da cromatografia
em BioGel P4 coletadas no final do pico correspondente
aF1foramricasem XXXG. Estetipo de OXG também
foi purificado com grau de purezaacimade 90% (dados
n&o mostrados).

Os dados apresentados indicam que a
cromatografia dupla em gel de exclusdo molecular
(BioGel P4) em associagdo com andlise das fragOes
por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPAEC/
PAD) pode ser considerada um procedimento eficiente
para a obtencéo de oligossacarideos de xiloglucano, ja
que foi possivel obter diferentes tipos de OXGs com
elevado grau de pureza e que mostraram atividade
biol 6gica. Além disso, ametodol ogiautilizadaapresentou
excel entereprodutibilidade, o que permite suautilizagcdo
paraa purificac8o de xiloglucanos de outras fontes.
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Em resumo, acredita-se que este procedimento
possa ser utilizado para obtencéo de preparactes de
oligossacarideos a serem usadas como padr8es ou em
ensaiosparaavaliacdo de suaatividade biol6gica. Além
disso, taisOX GStém potencia biotecnol égico (Urakawa
et al. 2002), podendo ser aplicados futuramente e
técnicas de nanotecnologia em setores como o
farmacéutico, alimenticio, de papel e de cosméticos.
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Figura7. A. Perfil cromatogréfico dos oligossacarideos de
xiloglucano defeijéo em BioGel P4, analisados pel osteoresde
acUcarestotais, B. Porcentagem dostipos de oligossacarideos
dexiloglucano defeijdo nasfragtes col etadas nacromatografia
em BioGel P4, analisadas por HPAEC/PAD.

Figure 7. A. Chromatographic profile of xyloglucan
oligosaccharidesfrom common bean in BioGel P4, analysed
through their levels of sugars; B. Percentage distribution of
different types of xyloglucan oligosaccharides of common
bean infractions collected after BioGel P4 chromatography,
analysed by HPAEC/PAD.
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Figura 8. A. Perfil cromatogréfico de GR3 em BioGel P4;

B. porcentagem dos oligossacarideos de xil oglucano nasfractes
recromatografadas de GR3, analisadas por HPAEC/PAD.

Figure 8. A. Chromatographic profile of GR3 in BioGel P4;
B. Percentual distribution of xyloglucan oligosaccharide in
rechromatographed fractions of GR3, analysed by
HPAEC/PAD.
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Figura9. Proporcéo dos oligossacarideos de xiloglucano em
GR4, analisado por HPAEC/PAD.

Figure9. Proportions of xyloglucan oligosaccharidesin GR4,
analysed by HPAEC/PAD.
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