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RESUMO

Método simplificado foi desenvolvido para deteccao
de monossacarideos e seus acidos derivados que
fazem parte da composicao de biopolimeros bacterianos
obtidos por fermentacdo. Biopolimeros foram
hidrolisados com &cido cloridrico 2N [3:100 (m/v)] em
tubo fechado a 80°C por 16h, seguindo-se concentracdo
em evaporador rotatério a 50°C e ressuspensdo do
concentrado em metanol. Esse material, apoés
evaporagdo expontdnea em capela de exaustdo por
24h, foi cromatografado no sistema
cloroférmio:metanol:acido  acético:dgua  40:40:10:10
(viviviv) e gel de silica Fys4, utilizando-se anizaldeido
sulfarico como revelador. A co-cromatografia dos
padrbes e amostras (gelanald, xantanall e clairana), no
sistema desenvolvido, proporcionou boa separacdo e
diferenciagdo colorimétrica dos monossacarideos e seus
acidos derivados, possibilitando a identificacdo dos
componentes majoritarios dos bhiopolimeros analisados.
O sistema mostrou-se capaz de detectar a presenca da
maioria dos agUcares comuns aos biopolimeros
bacterianos.
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ABSTRACT

METHODOLOGY FOR ANALYSIS OF BACTERIAL
BIOPOLYMERS FOR THIN LAYER
CROMATOGRAPHY. A simplified methodology it was
developed for the detection of the monossacarides and
its derived acids commonly found in bacterial
biopolymers obtained by fermentation. The biopolymers
were hidrolysedes (total hidrolyse) with hydrochloric acid
2N [3:100 (w/V)] in closed tube for 80°C by 16h; were
concentrated in rotating evaporador under vacuum at
50°C and the residues were suspended in methanol.
After, the samples were left in rest, in a fume hood for
24h following through chromatography in the system
chloroform:methanol:acetic  acid:water,  40:40:10:10
(v/iviviv) on silica gel F4, being used sulfuric
anyzaldeide as discloser. The co-chromatography of the
patterns and samples (geland, xanthand and clairan,

polymers that are still in study phase) in the developed
system, it provided a good separation and colorimetric
differentiation of the monossacarides and its derived
acids, facilitating the identification of the majority
components of the analyzed biopolymers. The system
was shown capable to detect the presence of the most
common sugars of the bacterial biopolymers.
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INTRODUCAO

Os  biopolimeros de  origem bacteriana,

polissacarideos obtidos por fermentacdo, como a
xantanall e gelanal, encontram vasto campo de
aplicacdo (MILAS et al., 1986 e SANDERSON, 1990).
Podem ser utilizados como agentes espessantes,
estabilizantes, geleificantes e emulsificantes e vém
progressivamente  substituindo os polissacarideos
convencionais, como o amido e outros, principalmente
em produtos da linha light e diet (RINAUDO, 1993;
MARIUZZO et al., 1993).

Os biopolimeros bacterianos, em razdo de sua
origem, para serem utilizados em produtos para
consumo humano, como farmacos, cosméticos e
alimentos, devem, além de ter a aprovagéo prévia dos
O6rgdos competentes, passar por rigoroso controle de
qualidade. Devido ao constante surgimento de novos
biopolimeros, a tendéncia é que varios deles venham a
ter seu uso liberado e regulamentado. Surge dai a
necessidade de metodologias rapidas, eficientes, de
baixa toxicidade, econémicas e polivalentes para a
analise da composicdo quimica de biopolimeros.

A grande semelhanga estrutural existente entre
alguns monossacarideos como glicose e manose faz
com que seus Rf sejam muito préximos, dificultando a
separagdo destes nos métodos cromatograficos
classicos, como a cromatografia em camada delgada
comparativa. No entanto, estes métodos sdo os mais
simples e econ6micos, indicados quando o volume e
freqiéncia de andlises ndo justificam o emprego de
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métodos instrumentais complexos, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Os carboidratos em geral, por serem extremamente
hidréfilos, requerem eluentes polares, que apresentam
migracdo lenta. A maioria dos sistemas preconizados
para cromatografia em papel de misturas de aclcares
de baixo peso molecular, apesar de eficientes, exigem
um tempo de desenvolvimento de 10h a30h. Ja os
sistemas que utilizam gel de silica como suporte séo
mais rapidos, com 40min a 4h de desenvolvimento, mas
a resolucdo € limitada (MENZIES E SEAKINS, 1976).

Varios sistemas e eluentes foram testados com o
objetivo de se obter uma rotina de analise
cromatografica adequada as necessidades e condi¢des
disponiveis em industrias e laboratérios de pequeno
porte, tornando economicamente viavel a andlise de um
grande nUumero de amostras. A literatura classica
referente a cromatografia em camada delgada (CCD)
(MENZIES & SEAKINS, 1976; STHAL, 1965 e
CONGREGADO, 1985) preconiza o uso da piridina,
substancia altamente téxica, na maioria dos eluentes
recomendados para a andlise de agUcares.

Decorrente do exposto objetivou-se desenvolver
metodologia simplificada para detectar as substancias
(monossacarideos e seus acidos derivados) que
comumente fazem parte da composi¢éo de biopolimeros
bacterianos obtidos por fermentacdes.

MATERIAL E METODOS

O material constou de dois biopolimeros
comerciais, gelanad e xantanall e de um produzido no
CenBiot/UFPEL, denominado clairana.

O material foi dialisado contra &gua ultrapura por
48h a 4°C e hidrolisado totalmente, em tubo fechado,
com HCI 2N [3:100 (m/v)] a 80°C por 16h, seguindo-se
concentracdo em evaporador rotatorio sob vacuo a 50°C
até consisténcia de xarope, ressuspensao em metanol e
evaporacdo expontdnea por 24h em capela de
exaustdo, segundo metodologia proposta  por
VENDRUSCOLO (1995) e modificada por MOREIRA
(1997).

A analise da composi¢ao quimica dos biopolimeros
foi realizada através de CCDC e co-cromatografia em
placas de gel de silica Fos4 com 0 seguinte eluente:
cloroférmio: metanol: acido acético: agua, 40:40:10:10
(viviviv). A revelacdo foi com anisaldeido sulfurico e
aquecimento com pistola até 200°C, seguindo-se
visualizacdo sob luz ultravioleta a 366nm. A
identificacdo dos acuUcares e acidos foi pelo
aquecimento das placas cromatograficas em duas
etapas, sendo cada etapa documentada em
cromatogramas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sistema cloroférmio:metanol:acido acético:agua
40:40:10:10 (viviviv) e gel de silica, com tempo de
desenvolvimento de 35min para placas 10x5cm,
mostrou-se rapido, se comparado aos que utilizam
papel, com migracdo de 10-30h, e eficiente na
separacdo da maioria dos componentes dos polimeros
estudados. No entanto, devido a pequena diferenciacéo
entre os Rf dos monossacarideos glicose (0,43) e
manose (0,45), esperados para a goma xantana (MILAS
et al., 1986) e galactose (0,39), presente na clairana,
utilizou-se também a técnica de co-cromatografia, onde
0 padrao (amostra auténtica) e a amostra a ser
analisada sao aplicados concomitantemente,
salientando na amostra a mancha correspondente ao
padrdo aplicado. Com esta técnica, os acUcares
galactose, glicose e manose puderam ser diferenciados
por suas coloracbes caracteristicas que foram
evidenciadas pelo incremento da mancha. A co-
cromatografia no sistema desenvolvido, aliado ao
revelador anizaldeido sulfdrico, preparado segundo
WAGNER et al., 1986, proporcionou boa separagéo e
diferenciacdo colorimétrica dos componentes dos
biopolimeros bacterianos, possibilitando a identificagdo
de seus componentes majoritarios. Foram identificados
0 acido glicurbnico (em todas as amostras) e 0s
monossacarideos esperados para a clairana (glicose,
galactose e fucose), gelana (glicose e ramnose) e
xantana (glicose e manose), como mostra a Tabela 1. O
sistema proposto detectou a maioria dos acUcares
comuns aos biopolimeros bacterianos.

Durante a revelagdo dos cromatogramas, a
diferenciagdo colorimétrica dos acUcares foi mais nitida
na fase inicial de aquecimento (MENZIES & SEAKINS,
1976); ja o acido glicurénico exige maior aguecimento,
tornando-se visivel quando a maioria dos acguUcares ja
perdeu a coloragao tipica, tornando-se marrons. Devido
a isso, a revelacdo e documentacédo dos cromatogramas
foi em duas etapas.

TABELA 1. Rf das substancias identificadas em
biopolimeros

Biopolimero
Substancia
Clairana Gelanall Xantanall

Ramnose _ 0,60 _
Fucose 0,57 _ _
Manose _ _ 0,45
Glicose 0,43 0,43 0,43
Galactose 0,39 _ _
Acido

glicurénico 0,13 0,13 0,13

Rev. Bras. de AGROCIENCIA, v.4, n° 3, 222-224, Set.-Dez.,1998 223



MOREIRA et al. Determinac@o da Composi¢éo de Biopolimero por Cromatografia em Camada Delgada: Metodologia

CONCLUSAO

Metodologia desenvolvida para determinagdo dos
componentes de biopolimeros, por cromatografia em
camada delgada com gel de silica F,54 € com seguinte
eluente: cloroférmio: metanol: &cido acético: &gua,
40:40:10:10 (viviviv), permite concluir que é eficiente,
rapida, de baixa toxicidade e adequada para a analise
preliminar da composicdo quimica e controle de
gualidade de biopolimeros bacterianos obtidos por
fermentacéo.
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