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RESUMO

Os exopolissacarideos (EPSs) sdo produzidos por uma grande variedade de micro-organismos
e possuem propriedades fisicas, quimicas e estruturais bastante homogéneas. Os polissacarideos
de origem microbiana vém emergindo como um importante bioproduto para diversos
segmentos industriais, inclusive na industria alimenticia, onde essas macromoléculas podem
ser usadas como emulsificantes, estabilizantes, ligantes, agentes gelificantes, coagulantes,
lubrificantes, formadores de filme, espessantes e agentes suspensores. Estudos recentes tém
mostrado que as bactérias diazotroficas, da familia Rhizobiaceae, sdo capazes de utilizar
residuos industriais como fonte de carbono e produzir EPSs, como o glicerol residual oriundo
da produgdo do biodiesel. Por outro lado, a caracterizacdo quimica associada ao estudo das
propriedades reologicas fornecem informagdes sobre as possiveis aplicagdes desses polimeros.
Este trabalho teve como objetivo caracterizar o EPS produzido pela bactéria diazotréfica
Mesorhizobium loti Semia 816, a partir de glicerol residual como fonte de carbono, em termos
de propriedades reologicas, perfil de textura, sinérese dos géis e capacidade emulsificante. As
propriedades foram comparadas com as gomas comerciais xantana e gelana. O cultivo foi
realizado em frascos agitados, conduzidos em incubadora rotatéria a 30°C e 200 rpm utilizando
meio de cultivo com a seguinte composicio (g L1): 12,2 glicerol residual; 0,4 KH>PO4; 0,1
K>HPO4; 0,2 MgS04.7H20; 0,1 NaCl; 0,4 extrato de levedura; 0,12 MnCl».4H,O; 0,15
CaCl,.2H,0; pH ajustado em 7,0. O EPS foi recuperado por precipitacdo com etanol 96%,
purificado parcialmente por didlise e liofilizado. A solucdo a 1% m/v do EPS produzido pela
bactéria M. loti Semia 816, assim como as gomas comerciais xantana e gelana, apresentaram
um comportamento ndo-newtoniano. O ajuste ao modelo de Ostwald-de-Waele, com valores
de “n” menores que 1 para todas as gomas, confirmaram o comportamento pseudoplastico. As
viscosidades observadas para uma taxa de cisalhamento de 38 s™! foram de 772 mPa.s, 2895
mPa.s e 570 mPa.s, respectivamente, para xantana, gelana e EPS de M. /oti Semia 816. A adicao
de sais aumentou a viscosidade aparente das amostras de xantana e do EPS de M. loti Semia
816, independente do sal adicionado, enquanto que para a goma gelana houve redugdo da
viscosidade. O EPS foi capaz de formar emulsdes com diferentes oleos vegetais (arroz, soja,
girassol, milho e canola), com valores de indice de emulsificacdo em 24 h superiores a 65%,
com destaque para o oleo de soja (84,1%) e girassol (79,02%). Quanto a sua composi¢do, 0
EPS de M. loti Semia 816 apresentou teores de proteinas bem superiores (11,31%) aos
encontrados na gelana (3,23%) e xantana (5,04%), enquanto que o teor de acidos urdnicos
(3,90%) foi similar ao encontrado para xantana (3,50%). Os teores encontrados para acucares
totais foram 82,54% para o EPS de M. loti Semia 816, similar ao da xantana (87,78%), mas
diferindo da gelana (91,03%). Os gé¢is de xantana e EPS (1% m/v) demonstraram
comportamentos similares quanto aos parametros de textura instrumental (dureza, adesividade,
elasticidade, coesividade, gomosidade e mastigabilidade), entretanto os géis de gelana (1%
m/v) mostraram-se de forma geral mais resistentes. A sinérese dos géis foi baixa, com valores
inferiores a 3% apds 7 dias de armazenamento. Desta forma, o EPS de M. /oti Semia 816
mostrou propriedades similares a goma xantana, portanto com potenciais aplicacdes em
diversas areas, demonstrando poder constituir uma alternativa a produtos ja existentes.

Palavras-chaves: biopolimeros, gomas microbianas, bactérias diazotroficas, reologia,
emulsoes, textura.



CHARACTERIZATION OF EXOPOLYSACCHARIDE PRODUCED BY
Mesorhizobium loti SEMIA 816 FROM RESIDUAL GLYCEROL

ABSTRACT

Exopolysaccharides (EPSs) are produced by a wide variety of microorganisms and have fairly
homogeneous physical, chemical and structural properties. Microbial polysaccharides have
emerged as an important bioproduct for several industrial segments, including the food
industry, where these macromolecules can be used as emulsifiers, stabilizers, binders, gelling
agents, coagulants, lubricants, film formers, thickeners and suspending agents. Recent studies
have shown that diazotrophic bacteria from the Rhizobiaceae family are capable of using
industrial wastes as a source of carbon in order to produce EPSs, such as residual glycerol from
biodiesel production. On the other hand, the chemical characterization associated with the study
of rheological properties provides information about the possible applications of these
polymers. This work aimed to characterize the EPS produced by the diazotrophic bacteria
Mesorhizobium loti Semia 816, from residual glycerol as a carbon source, in terms of
rheological properties, texture profile, gel syneresis, emulsifying capacity, as well as chemical
composition. The properties were compared with the commercial xanthan and gellan gums.
Cultivation was performed in shaken flasks, carried out in a rotary shaker at 30°C and 200 rpm
using culture medium with the following composition (g L-1): 12.2 residual glycerol; 0.4
KH;PO4; 0.1 K2HPOg; 0.2 MgS04.7H20; 0.1 NaCl; 0.4 yeast extract; 0.12 MnCl,.4H>0; 0.15
CaCl2.2H>0O; pH adjusted to 7.0. EPS was recovered by precipitation with 96% ethanol,
partially purified by dialysis and lyophilized. The 1% w/v solution of the EPS produced by M.
loti Semia 816, as well as the commercial xanthan and gellan gums, presented a non-newtonian
behavior. The adjustment to the Ostwald-de-Waele model, with values of “n” lower than 1 for
all gums, confirmed the pseudoplastic behavior. The viscosities observed at a shear rate of 38
s! were 772 mPa.s, 2895 mPa.s and 570 mPa.s, respectively, for xanthan, gellan and EPS of
M. loti Semia 816. The addition of salts increased the apparent viscosity of the samples of
xanthan and EPS samples of M. loti Semia 816, independent of the added salt, whereas for the
gellan gum there was a reduction of the viscosity. The EPS was able to form emulsions with
different vegetable oils (rice, soybean, sunflower, corn and canola), with values of
emulsification index in 24 h above 65%, with emphasis on soybean oil (84.1%) and sunflower
oil (79.02%). In relation to its composition, the EPS of M. /oti Semia 816 had higher protein
content (11.31%) than those found in gellan (3.23%) and xanthan (5.04%), whereas the uronic
acid content (3.90%) was similar to that found for xanthan (3.50%). The total sugars content
was 82.54% for the EPS of M. loti Semia 816, similar to xanthan gum (87.78%), but different
from gellan gum (91.03%). The gels of xanthan and EPS (1% w/v) showed similar behavior
regarding the parameters of instrumental texture (hardness, adhesiveness, elasticity,
cohesiveness, gumminess and chewing), however gellan gels (1% w/v) were generally more
resistant. The syneresis of the gels was low, with values lower than 3% after 7 days of storage.
In this way, the EPS of M. /oti Semia 816 showed similar properties to xanthan gum, therefore
with potential applications in several areas, demonstrating that it could be an alternative to
commercial products.

Key words: biopolymers, microbial gums, diazotrophic bacteria, rheology, emulsions, texture.
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1 INTRODUCAO

Os exopolissacarideos (EPSs) sdo produzidos por uma grande variedade de micro-
organismos, sendo sintetizados por fungos, leveduras e varias classes de bactérias. Sao
definidos como gomas hidrossoluveis ou biopolimeros que possuem propriedades fisicas,
estruturais e quimicas diferentes (CANUTO, 2006; FREITAS; ALVES; REIS, 2011,
HUSSAIN et al., 2016). Esses polissacarideos sdo conhecidos como gomas devido a sua
capacidade de formar solugdes viscosas e géis em meio aquoso, mesmo quando aplicados em
baixas concentracdes. Um grande ntimero desses polissacarideos estd sendo estudado, mas
relativamente poucos sao comerciais (CASTELLANE; LEMOS 2007; HUSSAIN et al., 2016).
Quatro polissacarideos bacterianos sdo aprovados pela FDA (Food and Drug Administration)
para uso alimentar. Dentre esses se encontram a goma gelana (produzido pela bactéria
Sphingomonas paucimobilis), curdulana (produzida pela bacteria Alcaligenes faecalis var.
mixogenes), xantana (produzida por bactérias do género Xanthomonas) e a dextrana
(produzidos por bactérias pertencentes a familia Lactobacillaceae) (MONTEIRO, 2011).

Diversos outros micro-organismos sdo capazes de sintetizar e secretar
polissacarideos, os quais sao produzidos durante o crescimento microbiano. Dentre eles estao
as bactérias diazotroficas da familia Rhizobiaceae, constituida pelos géneros Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium, que nos Gltimos anos vem
sendo investigadas por produzirem quantidades consideraveis de EPSs (FRIZZO, 2007,
MONTEIRO et al., 2012; RIBEIRO, 2015; RIBEIRO; BURKERT, 2016).

Os polissacarideos de origem microbiana tém despertado crescente interesse, visto
que, em comparagdo as outras fontes, apresentam vantagens como: producao independente de
fatores climaticos e necessidade de espaco relativamente pequeno, possibilidade do uso de
diferentes matérias-primas e menor variagdo da qualidade, ou seja, das propriedades fisico-
quimicas e maior rapidez na obtencao do produto acabado (FARIA, 2002; FREITAS, ALVES;
REIS, 2011; OLIVEIRA, 2010; SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004).

A maioria dos processos de produgdo emprega preferencialmente glicose e sacarose
como fontes de carbono na elaboragdo dos meios de producdo. Porém, o emprego de matérias-
primas alternativas de baixo custo, tais como subprodutos ou rejeitos agroindustriais, pode nao
sO reduzir custos do processo, como também minimizar os problemas ambientais (OLIVEIRA,
2010). No caso de bactérias diazotroficas, subprodutos e residuos agroindustriais tém sido

utilizados como substratos, como, por exemplo, o glicerol residual (RIBEIRO, 2015),
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hidrolisado de farelo de arroz (DEVI; VIJAYENDRA; SHAMALA, 2012) e soro de leite
(ZHOU et al., 2014).

Conforme pesquisas desenvolvidas nos ultimos anos, o glicerol possui como
componente principal carbono de facil assimilagao, sendo que no Laboratério de Engenharia
de Bioprocessos da FURG seu emprego vem sendo estudado no cultivo de micro-organismos
visando a obtencdo de produtos de interesse comercial, tais como biossurfactantes (ROSA et
al., 2010; ROSA et al., 2015), proteinas (SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2013), lipidios
(MACHADO JR. et al., 2015; SPIER; BUFFON; BURKERT, 2015), carotenoides (RIOS et
al., 2015; SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2016) e EPSs (RIBEIRO, 2015; TRINDADE;
MUNHOZ; BURKERT, 2015). O glicerol residual ¢ um subproduto da produgdo do biodiesel,
sendo que cada 100 kg de biodiesel produzido gera cerca de 10 kg de glicerol residual (SILVA;
MACK; CONTIERO, 2009).

Os EPSs de bactérias fixadoras de nitrogénio, os rizdbios, sdo possiveis
biopolimeros para aplicacdes industriais. A possibilidade de aplicacdo desses compostos na
saude humana, assim como em outras areas, como alimenticia, farmacé€utica, petrolifera e
cosmética, tem levado a intensivos estudos relacionados a sua obtengdo e caracterizagdo. O
estabelecimento das condi¢des de cultivo, a determinagdo das caracteristicas fisico-quimicas e
a sua estrutura quimica, bem como o comportamento reoldgico, sdo essenciais para permitir a
sua utilizagdo (RIBEIRO; BURKERT, 2016).

A maioria das aplicagdes dos polissacarideos na industria alimenticia esta associada
a capacidade que eles possuem de alterar, drasticamente, as suas propriedades fisicas, podendo
resultar solugdes de alta viscosidade ou criando redes intermoleculares coesivas. Nesses casos,
o conhecimento do comportamento reologico destas solucdes ¢ fundamental (MARCOTTE;
TAHERIAN; RAMASWAMY, 2001). Também podem apresentar a capacidade de formar e
estabilizar emulsdes com compostos de natureza hidrofébica (OZTURKL; MCCLEMENTS,
2016). Além disso, os polissacarideos microbianos tendem a ser relativamente estaveis a mudancas
no pH, forca idnica, temperatura e concentracdes salinas (NITSCHKE; COSTA, 2007;
OZTURKL; MCCLEMENTS, 2016; YADAV; RAHI; SONI, 2014).

Visando esse mercado crescente, nos ultimos anos foram realizados diferentes
estudos para o desenvolvimento de novos EPSs com o uso de fontes de carbono renovaveis na
fase de produgdo, buscando caracteristicas reologicas melhoradas e outras propriedades de
interesse. Desta forma, propde-se um estudo a fim de conhecer e compreender as propriedades
do EPS sintetizado pela bactéria Mesorhizobium loti Semia 816 em meio a base de glicerol

residual, que foi primeiramente investigado por Ribeiro (2015).
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Desta forma, esta dissertagdo tem como objetivo principal caracterizar o EPS
produzido pela bactéria diazotrofica M. loti Semia 816, em termos de propriedades reologicas,

perfil de textura instrumental, capacidade emulsificante, bem como composi¢ao quimica.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o EPS produzido pela bactéria diazotroéfica Mesorhizobium loti
Semia 816, em termos de propriedades reologicas, perfil de textura dos géis formados e

capacidade emulsificante.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Produzir o EPS a partir da bactéria M. loti Semia 816 utilizando como fonte de
carbono glicerol residual;

- Caracterizar o EPS produzido, quanto a sua composi¢do quimica (proteinas,
acidos urdnicos, carboidratos totais e cinzas);

- Verificar o comportamento reologico das solucdes aquosas e o efeito da adicao de
sais na viscosidade;

- Determinar o indice de emulsificacdo na presenca de diferentes dleos vegetais
comerciais;

- Avaliar as propriedades de textura do gel de EPS comparando-o com as gomas

comerciais xantana e gelana, bem como avaliar a sinérese destes géis.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 GLICEROL

O glicerol puro ¢ um liquido viscoso, incolor, inodoro e higroscoépico amplamente
utilizado como matéria-prima na industria de cosméticos, alimentos, farmacéutica, téxtil,
quimicos, entre outras (RAMOS, 2011; SILVA; MACK; CONTIERO, 2009).

O glicerol residual resultante da sintese do biodiesel usualmente apresenta de 55-
90% de glicerol (SILVA; MACK; CONTIERO, 2009). Possui baixo valor agregado, ja que
contém residuos de metanol, triacilglicerdis nao convertidos, hidroéxido de sodio, acidos graxos
livres, sais de acido graxo, ésteres, compostos de enxofre, minerais e proteinas (AMARAL et
al., 2009; RAMOS, 2011). O rapido crescimento na produgdo do biodiesel e a obrigatoriedade
de adicdo ao diesel no Brasil ja resultam na acumulacdo de grandes quantidades de glicerol
residual (CHATZIFRAGKOU et al., 2011).

Para ser usado em industrias de alimentos, farmacéuticas e de cosméticos, deve
passar por um processo de purificagdo, sendo o seu uso condicionado ao seu grau de pureza,
que deve estar usualmente acima de 95% (FERREIRA, 2009), o qual ndo ¢ vidvel, pois ¢ um
processo de alto custo. Sendo assim, a utilizagao deste, na forma impura, sem tratamentos, em
processos biotecnologicos, pode constituir uma oOtima alternativa de aproveitamento, pois
contém em sua composi¢ao fonte de carbono de facil assimilagcdo pelos micro-organismos
(RAMOS, 2011), agregando valor a este coproduto, além de diminuir os custos do processo
(FREITAS et al., 2010).

Spier, Buffon e Burkert (2015) estudaram 12 diferentes cepas de leveduras para
avaliar a sua capacidade de acumular lipidios usando glicerol residual como fonte de carbono,
evidenciando que este pode ser uma alternativa sustentdvel e renovavel. As leveduras
selecionadas apresentaram composic¢ao de acidos graxos similares aos 6leos vegetais utilizados
na sintese de biodiesel.

Outro estudo, onde se investigou a possibilidade de usar o glicerol residual como
principal substrato para a produgao de biomassa de levedura como uma fonte de proteinas, foi
conduzido por Santos et al. (2013), no qual a substituicao de glicerol puro por glicerol residual
ndo apresentou impacto sobre o teor de proteina e a producdo de biomassa, indicando que ¢é
possivel utilizar o glicerol sem purificagdo prévia.

Sousa et al. (2014) realizaram um estudo utilizando Bacillus subtilis ATCC 6633 e
glicerol como fonte de carbono, na producao de compostos tenso-ativos bioldgicos. O composto

produzido por este micro-organismo foi capaz de emulsionar n-hexadecano e 6leo de soja.
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Machado et al. (2015) estudaram a produgdo de biomassa por Yarrowia lipolytica
NRRL YB-423 em diferentes condi¢des de aeracao e agitagao, com o objetivo de obter lipidios,
utilizando um meio a base de glicerol residual. Foi possivel obter 19,14 g L' de biomassa com
um teor lipidico de 7,87%, e em relagdo ao perfil de 4cidos graxos poli-insaturados, o acido
linoleico foi predominante, com 49,16%. Portanto, esta levedura poderia constituir uma
alternativa sustentavel e renovavel de fonte de acidos graxos essenciais, usada, por exemplo,
em formulagdes de alimentos para animais.

Ribeiro (2015) avaliou dez bactérias diazotroficas produtoras de EPSs a fim de
selecionar a linhagem bacteriana com o maior potencial de excretar EPSs usando o glicerol
residual como fonte de carbono. M. loti Semia 816 alcancou a concentracdo maxima de

biomassa (1,89 + 0,12 g L) e produgio maxima de EPS (4,90 + 0,21 g L") em 96 h de cultivo.
3.2 EXOPOLISSACARIDEOS

H4 na natureza plantas e micro-organismos que secretam polissacarideos,
denominados exopolissacarideos (EPS). As gomas naturais, por exemplo, sdo polissacarideos
obtidos de exsudados de troncos de arvore, sementes, algas ou por cultivo microbiano. Esses
polimeros podem ser classificados como homopolissacarideos (normalmente polimeros
compostos de D-glicose) e heteropolissacarideos (unidades repetidas e alinhadas desde
dissacarideos até octassacarideos), compostos de dois a quatro tipos de monossacarideos
diferentes e muitos contendo grupos acetila e piruvato (ARANDA-SELVERIO et al., 2010;
SUTHERLAND, 2001). Heteropolissacarideos sdo constituidos por varios tipos de
monossacarideos, como gelana ou xantana, e s3o, em sua grande maioria, polianidnicos, devido
a presenca de acidos urdnicos que compdem a maioria dos EPSs bacterianos. Polissacarideos
sintetizados por bactérias podem, de acordo com sua localizagdo celular, apresentar-se como
constituintes da parede celular (lipopolissacarideos ou LPS), associados covalentemente a
superficie celular (polissacarideos capsulares ou CPS), ou secretados para o meio extracelular
(exopolissacarideos ou EPS), facilitando sua recuperacdo (ARANDA-SELVERIO et al., 2010;
CANILHA etal., 2006; DONOT et al., 2012; KUMAR et al., 2004; SOUZA; GARCIA-CRUZ,
2004).

Os EPSs sao produzidos por uma grande variedade de micro-organismos, sao
definidos como gomas hidrossoluveis ou biopolimeros que possuem propriedades fisicas,
estruturais e quimicas diferentes. Dentre esses biopolimeros destacam-se: goma gelana
(produzido pela bactéria Sphingomonas paucimobilis, antes conhecida como Pseudomonas

elodea), curdulana (produzida pela bacteria Alcaligenes faecalis var. mixogenes), xantana
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(produzida por bactérias do género Xanthomonas) (CANUTO, 2006; FREITAS et al., 2011).
Estes foram descobertos depois de um trabalho pioneiro de um grupo de cientistas dos Estados
Unidos, em meados dos anos 50 (CANUTO, 2006).

Devido a essa ampla diversidade em estruturas e propriedades fisicas, os
polissacarideos microbianos possuem muitas aplicacdes em industrias de alimentos,
farmacéutica, petrolifera, cosmética, téxtil, de tintas, produtos agricolas, entre outras.
Dependendo de sua estrutura quimica, algumas aplicagcdes podem incluir seu uso como
emulsificantes, estabilizantes, ligantes, agentes gelificantes, coagulantes, lubrificantes,
formadores de filmes, espessantes e agentes suspensores (ACHAYUTHAKA;
SUPHANTHARIKA; RAO, 2006; BAJAIJ et al., 2006; CANUTO, 2006; FARIA et al., 2011;
LOPES; ANDRADE, 1995; LOPES; ANDRADE; MANO, 1991; PALANIRAJ;
JAYARAMAN, 2011; SILVA et al., 2009).

As gomas microbianas podem ser produzidas pelo cultivo em meio liquido na
presenga de micro-organismos, contendo uma fonte de carbono renovavel, geralmente um
carboidrato derivado da cana-de-agucar, milho, batata, trigo ou beterraba (ACHAYUTHAKA;
SUPHANTHARIKA; RAO, 2006; FARIA et al., 2011); um 6leo vegetal extraido de soja,
girassol, palma ou outra planta oleaginosa (PRADELLA, 2006); ou até mesmo residuos como
o soro de leite (PALANIRAJ; JAYARAMAN, 2011) e soro de queijo (SILVA et al., 2009),
juntamente com sais minerais. Além disso, hd estudos em que podem ser produzidos através de
via enzimatica (MOREIRA; DEL PINTO; VENDRUSCOLO, 2003) e com bactérias Gram-
negativas, as quais tém sido apontadas como as mais eficientes em produzir polissacarideos
extracelulares (SANDFORD, 1979; SILVA et al., 2009).

A produgdo de polissacarideos pode ser induzida, como parte de uma resposta ao
estresse, ou variacdes ambientais, incluindo pressdo, temperatura e intensidade de luz, sendo
sua producdo geralmente favorecida por excesso da fonte de carbono, concomitante com
limitag¢do de outro nutriente (DONOT et al., 2012; FREITAS et al., 2010).

Devido a grande diversidade de suas propriedades reologicas e estruturais a
producdo de EPSs de origem microbiana vem emergindo como uma importante fonte de
matéria-prima para diversos segmentos industriais, pois fazem parte de uma classe de polimeros
soluveis em agua que possuem diversas aplicagdes, inclusive na induastria alimenticia, onde
essas macromoléculas podem ser usadas in natura como aditivos seguros. Suas propriedades e
caracteristicas funcionais estdo relacionadas a capacidade de espessar, de manter particulas em
suspensdo e reter agua (BAJAJ et al., 2006; CANUTO, 2006; MONTEIRO et al., 2012;
SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004).



22

Os EPSs mais estudados sdo os de origem microbiana, devido algumas vantagens
de obtencdo em relacdo as outras gomas, visto que sdo independentes das condi¢des climaticas
e sao produzidos em condigdes controladas. Ha a possibilidade de utilizacdo de matérias-primas
regionais e até mesmo residuos industriais, maior rapidez na obten¢do do produto acabado e
necessidade de espago relativamente pequeno. Além disso, apresentam maior uniformidade em
suas propriedades fisico-quimicas devido a especificidade do micro-organismo utilizado e a
possibilidade de um rigido controle dos parametros de cultivo, como pH, temperatura, taxa de
aeracdo, velocidade de agitagcdo, tempo de cultivo e composicdo do meio (FARIA, 2002;
FREITAS; ALVES; REIS, 2011; OLIVEIRA, 2010; SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004).

Para que se tenha uma producdo de EPSs eficiente deve-se considerar desde a
escolha adequada do micro-organismo até a determinacdo dos pardmetros de cultivo, onde se
destaca o meio de cultura e sua influéncia na sintese, no rendimento e na composi¢ao dos EPSs
(FARIA, 2002; VETTORI; FRANCHETTI; CONTIERO, 2012). Nos ultimos anos sucederam-
se descobertas de polissacarideos produzidos por micro-organismos, a maioria dos quais por
bactérias. A Tabela 1 apresenta alguns biopolimeros microbianos, indicando a fonte de carbono,
micro-organismo produtor e suas respectivas propriedades e aplicagdes.

Bactérias gram-negativas e gram-positivas sdo conhecidas como produtoras de EPS
(KUMAR, MODY e JHA, 2007). Algumas vém sendo estudadas e outras ja sdo produzidos

comercialmente, tais como gelana, xantana e levana (MONTEIRO, 2011).

3.2.1 Gelana

Produzida pela bactéria Sphingomonas, constituida por unidades de glicose, acido
glicurénico e L-ramnose nas relagdes molares de 2:1:1, respectivamente, como mostrado na
Figura 1. Foi produzida em laboratério pela primeira vez em 1978 nos Estados Unidos e
liberada para uso, em alimentos, no Japao, em 1988. Em 1992 foi aprovado pela FDA — Food
and Drug Administration como aditivo alimentar (BAJAJ et al., 2006; MONTEIRO, 2011).
Segundo Triveni, Shamala e Rastogi (2001) a goma gelana produzida pela bactéria
Sphingomonas paucimobilis pode ser usada em menor concentragdo na presenca de alguns
cations para produzir um gel transparente e termorreversivel. Foi, inicialmente, comercializada

pela empresa norte-americana Kelco, sendo oferecida como um substituto do agar.



23

Figura 1 - Estrutura quimica de um polimero de gelana

Fonte: MONTEIRO (2011).

3.2.2 Xantana

A xantana ¢ um heteropolissacarideo constituido por unidades de glicose, manose
e acido glicurdnico na proporcdo de 2:2:1 (Figura 2), com pequenas quantidades de O-acetil e
residuos de piruvato (KUMAR; MODY; JHA, 2007). A cadeia principal do polimero ¢ formada
por dimeros de unidades D-glicopiranosidicas unidas por ligagcdes B(1->4), sendo uma das
unidades 3-O-substituida pelo trissacarideo B-D-manose-(1,4)-B-D-acido glicurénico-(1,2)-a-
D-manose. A unidade terminal ndo redutora da ramificag@o pode ser O-substituida em 4 e 6 por
um grupo piruvato enquanto a manose, ligada a cadeia principal, pode apresentar-se acetilada
em O-6. Os teores destes substituintes podem variar de 30 a 40% para o piruvato e de 60 a 70%
para a acetila, entre as gomas produzidas pelas diferentes espécies do género Xanthomonas
(COVIELLO, 2007).

Os substituintes, presentes na ramificacao, influenciam diretamente na formagao e
estabilizacdo de uma estrutura, portanto, na viscosidade (KUMAR; MODY; JHA, 2007). A
massa molecular de um biopolimero de xantana pode variar de 2 a 12 x 10° Da (ROLLER;

DEA, 1992; KATZBAUER, 1998).

Figura 2 - Estrutura quimica de um polimero de xantana
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Tabela 1 - Propriedades e aplicagdes de alguns EPSs bacterianos.

Micro-organismo EPS Fontes de carbono Propriedades Aplicacoes Referéncias
- Caldo de cana de -Viscosidade alta em baixas -Industria de alimentos FARIA et al. (2011)
agucar concentragoes ¢ farmacéutica PALANIRAJ;
Xanthomonas Xantana -Sacarose -Estabilidade em concentragdes salinas -Petroleo JAYARAMAN (2011)
campestris -Soro de leite (150 g L' de NaCl) -Cosméticos MESOMO et al. (2009)
-Soro de queijo -Eficiéncia em elevadas temperaturas -Agricultura SILVA et al. (2009)
(até 90°C) e niveis de pH (2-11) -Industria de tintas ACHAYUTHAKA;
-Estabilidade em ampla faixa de SUPHANTHARIKA; RAO
concentracoes salinas (NaCl, CaCl; e (2006)
KCI)
-Glicose -Viscosidade intrinseca em dgua a -Substituinte de agar
- Sacarose 25°C; em meios microbianos
Sphingomonas Gelana -Lactose -Gel termo-reversivel -Aplicagdo em
paucimobilis -Maltose -Agente de alta viscosidade e alimentos congelados, BAJAIJ et al. (2006)
- Melaco gelificacao geleias, iogurtes FREITAS; ALVES; REIS
-Amido soltvel -Estabilidade em pH 2-10 - Alimentos para (2011)
-Maleabilidade animais PRADELLA (2006)
-Forma géis em concentragdes baixas  -Industria farmacéutica
(<0,1%)
- Caldo de cana de - Alta solubilidade em 4gua - Alimentos
Zymomonas Levana acucar -Capacidade de formar filme (prebioticos) ERNANDES; CRUZ (2011)
mobiis -Glicose - Atividade antitumoral ¢ inflamatoria - Cosméticos FREITAS; ALVES; REIS
-Sacarose -Baixa viscosidade -Medicina (2011)
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3.2.3 Levana

A goma levana ¢ sintetizada por varias espécies de bactérias como Bacillus subtilis
e Zymomonas mobilis. E considerada subproduto do processo de fermentagio para produgio de
etanol, responsavel pela elevagdo da viscosidade do xarope de cana-de-agticar. E considerada
um polimero atoxico e biologicamente ativo constituido de unidades B-D-frutofuranosidicas
unidas por ligagdes (2->6) com uma ramificacdo P(2—>1) a cada nove unidades da cadeia
principal (Figura 3). Na industria de alimentos ¢ utilizada como estabilizante, emulsificante e
agente encapsulante. A alta solubilidade e a baixa viscosidade das solugdes aquosas de levana,
quando comparada com outras gomas, a colocam como uma possivel substituta da goma arabica

(BAE et al., 2008; MELO et al., 2008; SHIH; CHEN; WUB, 2010).

Figura 3 - Estrutura quimica de um polimero de levana
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Fonte: MONTEIRO (2011).

3.3 EPSs PRODUZIDOS POR BACTERIAS DIAZOTROFICAS DA FAMILIA Rhizobiaceae

Diversos micro-organismos sdo capazes de sintetizar e secretar polissacarideos
como compostos soltiveis ou insoliveis em meio aquoso (KUMAR; MODY; JHA, 2007). Sao
produzidos durante o crescimento de varios géneros de bactérias (CANUTO, 2006). Dentre eles
estao os correspondentes as bactérias diazotroficas, que sdo responsaveis pela fixacao bioldgica
de nitrogénio, convertendo o nitrogénio molecular atmosférico (N2) em ion aménio (NH4") ou
aminoacidos. As bactérias diazotroficas da familia Rhizobiaceae sdo constituidas pelos géneros
Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium (CASTELLANE,
2011; FRIZZO, 2007, MONTEIRO et al., 2012).

Os rizobios sdo bactérias do solo que sdo capazes de estabelecer uma simbiose
fixadora de nitrogénio com plantas da familia das leguminosas (PROME et al., 2002) e sio

investigadas por produzirem quantidades consideraveis de EPSs (CASTELLANE, 2011;
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CASTELLANE; LEMOS, 2007; MONTEIRO et al.,, 2012; RIBEIRO, 2015). Dentre os
polissacarideos secretados encontra-se desde simples glicanas até complexos heteropolimeros
(MONTEIRO, 2011). Na literatura, consta que esses polimeros sao constituidos por D-glicose,
D-galactose, e também foram detectados tracos de manose e acido D-glicurdnico, podendo
apresentar piruvato, geralmente ligado aos residuos terminais das ramificagdes, e grupos O-
acetil (CASTELLANE, 2011; CASTELLANE; LEMOS, 2007). Nao hd um produto comercial
a partir desses polissacarideos, apenas héa informacdes de produgdao de EPSs com o nome de
succinoglicanas e galactoglicanas (CASTELLANE; LEMOS, 2007; SUTHERLAND, 2001,
YOUNES et al., 2000).

Estudos realizados em camundongos mostraram que o polissacarideo produzido
pela bactéria Rhizobium sp. N613 possuia atividade antitumoral (ZHAO et al., 2010). Ding e
colaboradores (2014) extrairam um EPS obtido a partir de Rhizobium sp. N613 (REPS)
modificado por selénio, usando cloreto de bario como catalisador, verificando que a bactéria
possuia atividade antitumoral. Os polissacarideos acidos sdo os mais investigados por
apresentarem propriedades reoldgicas e farmacoldgicas diferenciadas, o que desperta o
interesse das industrias alimenticia e farmacéutica (MONTEIRO et al., 2012).

A composi¢do quimica de um numero consideravel de EPSs rizobianos ja foi
determinada (CASTELLANE, 2011; CASTELLANE; LEMOS, 2007; CASTELLANE,;
LEMOS, 2016; CASTELLANE et al., 2017; KACI et al., 2005; KARR et al., 2000, RIBEIRO,
2015). A estrutura, composicdo, biossintese e propriedades funcionais dos polissacarideos
extracelulares podem variar dependendo da cepa utilizada, do substrato e das condi¢des de
producao (FREITAS; ALVES; REIS, 2011; SILVA et al., 2009). As caracteristicas fisico-
quimicas dependem da sequéncia em que os agucares estdo dispostos na molécula, da forma
como as cadeias se entrelacam e da presenca de residuos i6nicos (ARANDA-SELVERIO et al.,
2010; KUMAR et al., 2004). A solubilidade desses polimeros tende a ser maior quando grupos
acidos ionizaveis estdo presentes na molécula. Solu¢des aquosas de polissacarideos contendo
sais inorganicos podem ter suas viscosidades modificadas (ARANDA-SELVERIO et al., 2010;
DIAZ; VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2004).

Monteiro e colaboradores (2012) realizaram alguns estudos reoldgicos com
solucoes de EPSs produzidos pelas bactérias Rhizobium tropici (diferentes cepas) e
Mesorhizobium sp. e verificaram que essas solugdes apresentaram comportamento de fluxo e
viscosidade distintas, sendo, provavelmente, a composicdo quimica desses compostos

responsavel por essas diferencas.
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Kaci et al. (2005) isolaram e identificaram um EPS produzido por uma cepa de
Rhizobium, de solos aridos no sul da Argélia, como um polimero formado por glicose, galactose
e acido manuronico na propor¢do molar de 2:1:1. Analises reoldgicas mostraram que as
solucdes do EPS tinham comportamento de fluido pseudopléstico, o qual pode ser utilizado
como agente espessante, com propriedades polieletroliticas.

A diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa de deformagdo e temperatura
¢ uma caracteristica comum dos biopolimeros bacterianos (CASTELLANE; LEMOS; LEMOS,
2014; MORAES et al., 2011). Segundo Beyer, Meldon e Kennedy (1987), solugdes a 1% m/v
do EPS produzido por Rhizobium CB744, quando submetidas a temperatura de 65°C e elevadas
taxas de deformacao, apresentaram decréscimo da viscosidade. Outro estudo foi realizado com
Rhizobium radiobacter S10 isolado a partir de Kefir, investigando suas propriedades quimicas
e reologicas. O rendimento em EPS chegou a 2.834,2 mg L, e as solugdes de EPS com 0,1%
e 1,0% m/v apresentaram pseudoplasticidade. Géis fracos foram obtidos com concentragdes de
EPS de 0,75% a temperatura ambiente (25°C), indicando que o aquecimento e o resfriamento
ndo influenciaram na capacidade de gelificagdo (ZHOU et al., 2014).

Ribeiro (2015) avaliou o potencial de producao de EPSs com bactérias dos géneros
Rhizobium, Mesorhizobium e Bradyrhizobium cultivadas em meio contendo o glicerol residual
como fonte de carbono, sendo que trés destacaram-se como produtoras de EPSs: Rhizobium
leguminosarum bv. vicae Semia 344, Mesorhizobium loti Semia 816 € Mesorhizobium huakuii
Semia 4779, obtendo 2,32+0,44 g L', 4,90+0,21 g L' e 1,75+0,14 g L', respectivamente. Os
EPSs apresentaram uma composi¢do em monossacarideos similar entre si, compostos por
glicose, galactose e manose, € em relacdo aos grupos funcionais presentes também se
apresentaram similares. O comportamento térmico dos EPSs, avaliado a partir de Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC) e Analise Termogravimétrica (TGA), foi similar ao das gomas
comerciais gelana e xantana.

Castellane e colaboradores (2017) estudaram a producdo de EPSs por cepas de
Rhizobium tropici (Semia 4080 e MUTZC3) com o objetivo de analisar as estruturas e
determinar algumas das propriedades fisico-quimicas. Ambos foram cultivados utilizando o
meio PSYL (sacarose) com ou sem adi¢@o de 6leo diesel. A adicdo de dleo diesel (0,1% v/v)
no meio de cultura resultou em indices de emulsificagdo superiores, constituindo uma

alternativa de produto biotecnologico interessante para a indistria petrolifera.
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3.4 PROPRIEDADES REOLOGICAS DOS EPSs BACTERIANOS

O primeiro passo para a compreensdo das propriedades e aplicacdes destes
polimeros bacterianos € a determinagao da estrutura quimica (TONELI; MURR; PARK, 2005),
mesmo assim sao poucas as informacgdes estruturais disponiveis na literatura sobre os diversos
tipos de EPSs bacterianos (KAMBOUROVA et al.,, 2009). A caracterizagdo dos EPSs
microbianos ¢ importante na defini¢do da aplica¢do desses biopolimeros. A avaliagdo reologica
destaca-se por fornecer informagdes a respeito das possiveis aplicagdes biotecnologicas desses
polissacarideos (KACI et al., 2005). Além disso, as medidas reologicas possibilitam a
caracterizacdo de polimeros em solugdes e géis, fornecendo dados importantes para o
desenvolvimento de processos tecnologicos, controle de qualidade das matérias-primas e
produtos finais (TOSIN, 2008).

A reologia ou ciéncia do fluxo ¢ o estudo da deformacdo e do escoamento da
matéria. A deformagdo ocorre na matéria solida e o escoamento na matéria liquida. A
propriedade reoldgica de interesse no caso dos solidos ¢ a sua elasticidade, e nos liquidos ¢ a
viscosidade, que pode ser interpretada como a resisténcia que um fluido oferece para escoar ou
também como medida da fric¢do interna de um fluido (CANUTO, 2006; PASQUEL, 1999;
ROTTAVA, 2005). Viscosidade ¢ a capacidade do fluido de resistir ao escoamento, sendo que
tal resisténcia ¢ causada pelo atrito interno das particulas (RAMOS, 2011).

Os fluidos sdo divididos em duas categorias: newtonianos e nao-newtonianos. O
fluido newtoniano caracteriza-se pela viscosidade constante, independentemente da velocidade
que se aplica no cisalhamento. O fluido ndo-newtoniano apresenta uma mudanga na viscosidade
com o aumento da taxa de cisalhamento. Estes valores de viscosidade sdo considerados como
viscosidade aparente, definida como razdo entre a tensdo de cisalhamento medida e a taxa de
cisalhamento (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000). Nos sistemas nao-newtonianos, a
extensdo das interagdes entre as particulas € a principal responsavel pela complexidade do
comportamento reoldgico das preparagdes. Desta forma, os fluidos podem assumir varios
comportamentos, tais como: plastico, pseudopléastico ou dilatante. Na Figura 4 pode ser
visualizado um reograma representando os comportamentos.

Fluidos que ndo necessitam de tensdo de cisalhamento inicial para escoar sdo
representados pelo modelo mais comum que ¢ descrito pela lei de poténcia ou equacao de
Ostwald-de-Waele, classificando-se em pseudoplasticos (n>1) e dilatantes (n<1)

(BERWANDER, 2005).
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Figura 4 - Reograma representando os comportamentos reologicos em fungao da velocidade
de cisalhamento versus tensdo de cisalhamento.

plastico

pseudoplastico

dilatante

Tensio de cisalhamento

newtoniano

Velocidade de cisalhamento

Fonte: AULTON (2005).

A viscosidade pode fornecer importantes informagdes a respeito das mudangas
fundamentais na estrutura do fluido durante um determinado processo, como polimerizagao,
emulsificagdo e homogeneiza¢do. Do ponto de vista industrial, a pseudoplasticidade, a
viscoelasticidade e a tensdo residual elevada constituem propriedades reoldgicas interessantes
das solugdes de biopolimeros bacterianos (SUTHERLAND, 2001). Dos parametros que
interferem na viscosidade dos polimeros, pode-se citar o tipo de estrutura molecular e a
concentragdo de polimero (DIAZ; VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2004;
SUTHERLAND, 2001).

As propriedades reologicas das solu¢des oriundas de um polimero bacteriano sdo
dependentes de sua massa molar, estrutura molecular e dos grupos acetil ou piruvato
(ROTTAVA, 2005). Outro fator importante quando se fala em viscosidade ¢ a temperatura,
sendo, portanto, importante controla-la durante as determinagdes experimentais. Em geral, os
liquidos tém sua viscosidade diminuida com o aumento da temperatura (BERWANGER, 2005).
Alguns pesquisadores ainda relatam que o aumento das ramificagdes aumenta a viscosidade
(DIAZ; VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2004).

A maioria das aplicagdes dos hidrocoloides na industria alimenticia estd associada
a capacidade que eles possuem de alterar, drasticamente, as suas propriedades fisicas, podendo
resultar solucdes de alta viscosidade ou criando redes intermoleculares coesivas. Nesses casos,

o conhecimento do comportamento reologico destas solucdes ¢ fundamental, na avaliacdo e na
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modelagem de processos. Além disso, as propriedades reoldgicas sdo um indicador da
qualidade do produto e desempenham papel fundamental na andlise das condigdes dos
processos aplicados nos alimentos, como pasteurizagdo, evaporacao e secagem (MARCOTTE;
TAHERIAN; RAMASWAMY, 2001).

Segundo Miles et al. (1985), a viscosidade aumenta em altas concentragdes de
polimero ou quando ¢ adicionada uma larga quantidade de sais. Este efeito ocorre
provavelmente pelas interacdes entre as moléculas de polimero. Diaz (2002) estudou a adi¢ao
de cloreto de potassio e de sodio em solucdes de xantana produzida por Xanthomonas
campestris pv pruni 24, verificando que a maior viscosidade aparente apresentada pela solugao
foi com a adi¢do de cloreto de potassio na concentra¢io de 0,1 mol L.

Aranda-Selverio (2009) efetuou um estudo comparativo da viscosidade das
solugdes aquosa com e sem adi¢do de 0,2 M de NaCl, para cada um dos biopolimeros de
Rhizobium e Mesorhizobium, nas concentra¢des de 5 g L', escolhendo as taxas de deformagio
de 10, 50 e 100 s'. Os resultados mostraram que maiores valores de viscosidade foram
encontrados em baixas taxas de deformagio (10 s™). Dois EPSs, R1 e R2, solubilizados em
solu¢do aquosa de NaCl (0,2 M) apresentaram maior viscosidade quando comparados com os

EPSs sem adicao de sais.

3.5 FORMACAO DE GEIS COM EPSs

As propriedades de textura estdo intensamente relacionadas a deformacao,
desintegra¢do e ao escoamento do alimento sobre aplicagdes de um dado sistema de forgas. Sao
definidas como medidas pelas funcdes de tempo, for¢a, massa e distancia (COSTA, 2015;
GEISE, 1995).

A maioria dos hidrocoloides espessa e confere viscosidade as dispersdes aquosas,
porém alguns destes também possuem outra propriedade, o poder de formar géis. A formacao
de gel ¢ um fendmeno envolvendo a associagdo ou a reticulagdo das cadeias do polimero para
formar uma rede tridimensional que aprisiona ou imobiliza a 4gua dentro dela, formando uma
estrutura rigida que € resistente ao fluxo. Em outras palavras, torna-se viscoeléstico, exibindo
ambas as caracteristicas de um liquido e um soélido. As propriedades de textura dos géis, por
exemplo, eldsticos ou quebradigos, longos ou extensiveis, mastigaveis ou cremosos, variam
amplamente com o tipo de hidrocoloide utilizado. As outras propriedades sensoriais, como
opacidade e sensagdo pegajosa na boca, também dependem do hidrocoloide empregado. Os
hidrocoloides que sdo comumente usados como espessantes sdo: amido, xantana, goma guar,

goma de alfarroba, goma karaya, goma arabica e derivados de celulose. Os hidrocoloides do
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tipo gelificante sdo: alginato, pectina, carragenana, gelatina e 4agar (SAHA;
BHATTACHARYA, 2010).

Entre os métodos para a avaliacdo da textura instrumental em alimentos destaca-se
a analise instrumental do perfil de textura (TPA), onde ¢ possivel gerar um grafico de forga x
tempo (Figura 5). Entendendo que os parametros de textura sdo bastante importantes para géis
em geral, ¢ interessante verificar seu comportamento em relagdo a diferentes sistemas. As
propriedades avaliadas na andlise instrumental do perfil e textura (TPA) sdo apresentadas
detalhadamente na Tabela 2.

No caso especifico para géis de amido as propriedades mecanicas de textura dos
géis dependem de fatores como: constituintes do amido, volume e deformacao dos granulos, da
interagcdo entre as fases continuas e dispersas e retrogradacdo do gel em associacdo com a

sinérese (COSTA, 2015; CHOI; KERR, 2003; YAMIN et al., 1999).

Figura 5 - Gréfico tipico de andlise instrumental do perfil de textura

Primeira compressio Segunda compressio
& - < >
T Coesividade: A2/Al
Forca
Dureza Elasticidade: Distincia 2/Distincia 1
\ Adesividade: A3
Mastigabilidade:
Dureza*Coesividade*Elasticidade
Fraturabilidade Gomosidade: Dureza*Coesividade
Areal
>
= o i — * Tempo
Distincia 1 Adesividade Distancia 2

Fonte: Adaptado de HLEAP; VELASCO (2010).
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Tabela 2 - Propriedades avaliadas na anéalise instrumental do perfil de textura (TPA).

Propriedade Definicao fisica Definicao sensorial
E a forca necessaria Forca requerida para
para deformar o compressdo do alimento entre
Dureza produto em uma os dentes molares.
determinada distancia.
Forma com que o Grau para o qual um produto
produto retorna a sua volta a sua forma original,
Elasticidade condig¢do inicial depois da compressao com os
depois de ter sido dentes.
deformado durante a
primeira compressao.
Trabalho necessario  Forga requerida para remover
Adesividade para puxar o émbolo o material que adere a boca
de compressdo forada durante o processo normal de
amostra. comer.
A taxa na qual o Grau ao qual uma substancia
Coesividade material se desintegra ¢ comprimida entre os dentes
em acdo mecanica. antes de romper.
Forga com que o Forga pela qual uma amostra
Fraturabilidade material se fratura. esmigalha ou quebra.
Tempo necessario para
mastigar uma amostra
Mastigabilidade Forca necessaria para  (velocidade constante) para
desintegrar o material. reduzi-la a consisténcia
adequada para degluticao.
Forga necessaria para
desintegrar a massa do
Gomosidade Forga necessaria para alimento, obtida durante a

desintegrar o material.

mastigagao, até que atinja o
ponto de engolir.

Fonte: BOURNE (2002); COSTA (2015) com adaptagdes.

Em estudos da influéncia de biopolimeros microbianos na textura de gel de amido

de milho, Munhoz, Weber e Chang (2004) verificaram que, ao serem incorporadas ao amido de
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milho com 71 % de amilose, as gomas guar e xantana promoveram a diminui¢ao da dureza do
gel apds 120 h de armazenamento, sendo a goma xantana com efeito mais pronunciado.
Segundo Costa (2015), isso ocorre por que os hidrocoloides apresentam a capacidade de reduzir
a retrogradagdo dos géis, o que, com o tempo, promove uma diminui¢do da rigidez em relagao
as amostras controle.

Combinagdes de amido-hidrocoloide tém sido usadas em alimentos processados
(muito utilizados em produtos de confeitaria) desde, pelo menos, 1950. Além do polissacarideo
microbiano proteger os granulos de amido contra o cisalhamento durante a gelatinizagdo, tem
capacidade de melhorar a textura/reologia do produto, manter a umidade e proteger contra a
sinérese (BEMILLER, 2011). As combinagdes amido/polissacarideo microbiano podem trazer
esses beneficios e até mesmo evitar o uso dos termos em alimentos de amidos modificados
(COSTA, 2015).

Héa estudos de que certos biopolimeros promovem maior estabilidade de
determinados géis de amidos (HEYMAN et al, 2014). Kim, Patel e BeMiller (2013)
verificaram que alguns biopolimeros microbianos em combinac¢do com certos amidos fornecem
melhoria de algumas propriedades como a retrogradacdo, sinérese, textura e reologia.
Chaisawang e Suphantharika (2006) propdem que a goma xantana, por envolver os granulos do
amido nativo, dificulta o inchamento dos mesmos e consequentemente influencia na

gelatinizagdo.

3.6 FORMACAO DE EMULSOES COM EPSs

Emulsdes de o6leo em agua sdo vastamente utilizados em muitos processos
industriais em alimentos, cosméticos e farmacéuticos, pois sao a base de muitos produtos. As
emulsdes sdo termodinamicamente instaveis, porque o contato entre as moléculas de agua e
6leo ¢ energeticamente desfavoravel (MCCLEMENTS, 2000). Na formulagdo de sistemas de
emulsdo estavel, normalmente se distingue dois tipos de ingrediente: agentes emulsionantes e
os estabilizadores. Emulsionantes sdo moléculas tensoativas que reduzem a tensdo superficial
e evitam que as goticulas de floculagdo se formem. Estabilizadores normalmente sdo
biopolimeros, proteinas ou polissacarideos, e estes conferem a estabilidade da emulsdo em
longo prazo. A principal agdo de estabilizacdo dos polissacarideos € através da modificacao de
viscosidade aquosa (DICKINSON, 2003).

Ao estudar a atividade de emulsificagdo de uma solu¢ao de R-PS18 produzido por
Rhizobium sp. PRIM-18 0,5% m/v em 4gua com um volume igual de substratos hidrofobicos

(6leo de oliva, 6leo de girassol, gasolina, querosene, hexano, xileno e tolueno), Priyanka e
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colaboradores (2015) constataram que o indice de emulsificagdo foi superior a 84% para todos
os substratos testados, destacando-se 6leo de girassol (96%), azeite e hexano (91%).

Krstonosic et al. (2009) avaliaram a influéncia da adi¢do de goma xantana na
reologia, caracteristicas de dispersdao e estabilidade da emulsdao de 6leo de milho em agua.
Durante 15 dias de armazenamento com a adi¢do de xantana os resultados mostraram a
diminui¢do do raio médio de gota e aumento nas propriedades elasticas das emulsdes. Todas as
emulsdes, com e sem xantana, mostraram comportamento pseudoplastico.

A capacidade do EPS de emulsionar os hidrocarbonetos também pode ser explorada
para uma melhor recuperacdo do petrdleo e para a remediagdo do azeite. Esse estudo, com duas
cepas de mutantes de R. tropici Semia 4077, foi realizado por Castellane, Campanharo e Lemos
(2015). A pesquisa verificou a estabilidade das emulsdes formadas com 6leo de soja, 6leo diesel
e tolueno, utilizando concentracdes de EPS purificados de 1 e 5 g L. Cada solugio foi
misturada ao 6leo na proporc¢ao 3:2 v/v. Para fins de comparacio usou-se a goma xantana. Os
resultados demonstraram que o EPS produzido pela cepa selvagem de R. tropici Semia 4077
possuia a capacidade de estabilizar emulsdes com tolueno, soja e 6leo diesel, com indices de
emulsificagdo superiores a 50% utilizando 5 g L' de EPS, enquanto o EPS produzido pelo
mutante 4077:Z04 provou possuir capacidade de estabiliza¢do da emulsdo com tolueno, com
um indice de emulsificacao de 51,83% na mesma concentragao.

Maalej e colaboradores (2015) investigaram a capacidade emulsionante de um novo
EPS (EPS22) produzido por Pseudomonas stutzeri AS22, o qual foi capaz de emulsionar varios
6leos alimentares e compostos hidrofobicos, especialmente azeite e hexano, com indices de
emulsificacdo de 100% a uma concentracdo de 0,6%. Também demonstrou sua atividade
emulsionante durante a exposi¢do a temperaturas elevadas (20-100°C) e pH (4 e 10).

Prasanna et al. (2012), analisaram os EPSs purificados de Bifidobacterium longum
subsp. infantis CCUG 52486 e Bifidobacterium infantis NCIMB 702205, na concentracgdo de 1
mg mL™!, comparando-os com a goma guar e a goma xantana. Os EPSs de B. infantis NCIMB
702205 e B. longum subsp. infantis CUG 52486 produziram emulsdes mais estaveis com 6leo
de laranja, 6leo de semente de girassol, 6leo de coco e xileno, quando comparado com a goma
guar e goma xantana.

Freitas et al. (2011) verificaram a capacidade de formagdo e estabilizagdo da
emulsdo de um EPS produzido por Enterobacter, cepa A47 DSM 23139, comparando com
fucogel, goma xantana, goma guar, alginato, pectina e carboximetilcelulose (CMC), para
avaliar seu potencial em 6leos de milho, girassol, farelo de arroz, madeira de cedro e 6leo de

silicone, na proporcao de 3:2 v/v. Apresentou uma elevada capacidade de estabilizacdo da
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emulsdes para os 6leos alimentares testados, 6leo de girassol, milho e 6leo de farelo de arroz,
com indices de emulsificagcdo de 60, 64 ¢ 80%, respectivamente. O EPS demonstrou indices de
emulsificacdo mais elevados que a xantana, alginato e pectina, para a maioria dos compostos

testados.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Engenharia de
Bioprocessos da Escola de Quimica de Alimentos (EQA) da Universidade Federal do Rio

Grande, utilizando também a estrutura de outros laboratérios da unidade.
4.1 MATERIAL

4.1.1 Micro-organismo

Foi utilizada a bactéria Mesorhizobium loti Semia 816 fornecida pelo Banco de
Culturas da Fundagdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria (Fepagro, Porto Alegre, Brasil),

Secdo de Microbiologia Agricola da Secretaria da Agricultura do Rio Grande do Sul.

4.1.2 Glicerol residual

O glicerol residual proveniente da obtencao de biodiesel a partir do 6leo de soja por
via metanolica foi fornecido pela empresa BS Bios Industria e Comércio de Biodiesel Sul Brasil
S/A (Passo Fundo - RS), apresentando a seguinte composi¢do: glicerol, 82,09%; umidade,
11,38%; cinzas 5,94%; matéria organica nao gliceridica, 0,59%; pH, 5,14.

4.1.3 Outros materiais

A xantana foi adquirida de Pra Vida (Santa Cruz do Sul, RS, Brasil) e a gelana foi
fornecida pela CP Kelco Company (Atlanta, GA, Estados Unidos), sendo usadas para fins de
comparag¢ao com o EPS produzido por M. loti Semia 816. Para a forma¢ao de emulsdes foram
utilizados cinco oleos vegetais, adquiridos no comércio local: milho, girassol, arroz, soja e

canola.

4.2 METODOS

Um fluxograma demonstrando as etapas de obteng¢do do EPS desde a manutengao

da cultura até a liofilizagdo esta apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Fluxograma do processo de obtencao do EPS produzido pela bactéria M. loti
Semia 816.
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4.2.1 Manutencio da cultura

A partir da cultura refrigerada a 8°C, fornecida pela Fepagro, foram realizados
repiques sucessivos, sendo utilizado o meio YMA (Yeast Manitol) (g L™"): 10 manitol; 0,5
K>HPOy4; 0,2 MgS04.7H20; 0,1 NaCl; 0,4 extrato de levedura; 15 agar. A bactéria foi incubada
em estufa bacteriologica (Quimis QE316M2, Brasil) a 30°C por 48 h. A cepa foi mantida

refrigerada (8°C), sendo realizados repiques trimestrais.

4.2.2 Ino6culo e condi¢oes de cultivo

O in6culo foi preparado partindo de um tubo contendo a cultura microbiana
reativada, sendo raspada com 10 mL agua peptonada 0,1%, a fim de resultar em uma suspensao
de células. Esta foi transferida para frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 90 mL de meio
YMA (g L): 10 manitol; 0,1 KxHPOs; 0,4 KH2POs; 0,2 MgSO47H20; 0,1 NaCl; 0,4 extrato de
levedura. Os frascos foram mantidos em incubadora refrigerada com agitacdo orbital (Tecnal
TE-424, Brasil) a 30°C e 200 rpm, até atingir a densidade 6tica (DO) de 0,8 a 600 nm
(STAUDT; WOLFE; SHROUT, 2012).

4.2.3 Cultivos em frascos agitados

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL
de meio com a seguinte composicio (g L!): 12,2 glicerol residual; 0,1 K;HPOu; 0,4 KH2POu;
0,2 MgS04.7H>0; 0,1 NaCl; 0,4 extrato de levedura; 0,12 MnCL.7H>0; 0,15 CaCl,.2H»O; pH
ajustado em 7,0. Os frascos foram incubados a 30°C e 200 rpm por 96 h, adicionando-se 10%

v/v de inoculo (RIBEIRO, 2015).
4.2.4 Recuperacao do EPS

A recuperagdao do EPS do meio de cultivo foi realizada através da centrifugacao
(Eppendorf modelo 5804-R, Alemanha) a 13.000 x g por 30 min a 4°C para remogao de células,
seguido de precipitagdo do EPS pela adi¢do de alcool etilico 96% (1:3 v/v). Essa solugdo ficou
em repouso por 24 h a + 4°C, sendo novamente centrifugada a 13.000 x g a 4°C por 15 min
(RIBEIRO, 2015).

O EPS recuperado foi solubilizado em dgua Milli-Q e dialisado em sacos de dialises
com limite de exclusdo molecular de 12.000 Da, contra agua destilada, por 72 h a 4°C para
eliminacdo de impurezas. Apos a didlise, seus volumes foram congelados, liofilizados e

conservados congelados (RIBEIRO, 2015).
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4.2.5 Solubiliza¢cdo das amostras

Para o preparo das amostras, tanto para determinagao da viscosidade quanto para
determinagdo do indice de emulsificacao, foi adotado o procedimento de acordo com Xuewu et
al. (1996) com adaptagdes. O EPS e as gomas comerciais foram diluidos, na concentracao de
1% m/v, em agua destilada, agitando-se em vortex por 5 min e apos aquecimento a 60°C por 40

min.
4.2.6 Determinacao da viscosidade

Para determinacao da viscosidade do EPS e das gomas comerciais (1% m/v), estas
foram solubilizadas de acordo com o item 4.2.5, ¢ mantidas na temperatura ambiente (£25°C)
por 24 h. Foi utilizado um redmetro digital rotacional cone/Plate DV- III Ultra (Brookfield
cone/Plate version, EUA), acoplado a um banho-maria a 25°C, com adaptador para pequenas
amostras, determinando-se as curvas de viscosidade aparente (cP) em fungdo da taxa de
cisalhamento (s'). As leituras foram em 300 s e a taxa de cisalhamento variou de 30 a 800 s™..

O spindle foi o CP51.
4.2.6.1 Analise reologica

A descrigdo do comportamento reoldgico das amostras foi realizada a partir do
modelo matematico de Ostwald-de-Waele (Lei da Poténcia) (ARANDA-SELVERIO et al.,
2010; HAMINIUK et al., 2006), o qual relaciona a taxa de deformacdo e a tensdo de
cisalhamento. Para confirmag¢do do comportamento pseudoplastico da solu¢do de EPS
produzido e das duas gomas comerciais, foi realizado o ajuste do modelo de Ostwald-de-Waele
(Equacdo 1) aos dados experimentais, a partir de regressdo linear, usando o software Statistica
5.0 (StatSoft Inc, EUA). Plotou-se Ln da taxa de deformag¢do x Ln da tensdo de cisalhamento,
obtendo-se os valores de K (indice de consisténcia) e n (indice do comportamento do fluxo),
podendo-se, entdo, demonstrar o ajuste do modelo aos dados experimentais (ARANDA-

SELVERIO et al., 2010).
=K.y (D
Onde:

T = tensdo de cisalhamento (mPa)

y = taxa de deformacdo (s™!)
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K = indice de consisténcia (mPa.s")

n = indice do comportamento do fluxo (adimensional)

4.2.7 Efeito da adicao de sais na viscosidade

Para verificar o efeito da adigdo de sais na viscosidade, foram adicionados a solugdo
1% m/v do EPS de M. loti Semia 816 e das duas gomas comerciais, cloreto de potassio e cloreto
de sédio nas concentracdes de 0,1 e 1 mol L.

As amostras foram solubilizados em solu¢des de NaCl e KC1 0,1 e 1 mol L' em
60°C por 40 min. Foram mantidas por 24 h em temperatura ambiente (+25°C) para a medida da
viscosidade em redmetro digital rotacional cone/Plate DV-III Ultra (Brookfield cone/Plate
version, EUA). Os parametros adotados foram: taxa de deformagio aplicada de 30 a 800 s,
tempo de 300 s e temperatura de 25°C. Os ensaios foram realizados de acordo com metodologia

adaptada de Diaz (2002).
4.2.8 indice de emulsificacdo (IE24)

O indice de emulsificacdo (IE24) foi determinado para o biopolimero produzido,
usando como referéncias a goma xantana e a goma gelana comerciais, baseando-se no método
de Cooper e Goldemberg (1987). Foram utilizados cinco 6leos vegetais: milho, girassol, arroz,
soja e canola. A suspensao de goma (1% m/v) e cada 6leo foram adicionados na proporg¢ao de
2:3 v/v, em tubos de ensaio com rosca, € logo apds os tubos foram agitados em vortex durante
2 min. Apds 24 h de repouso, foi medida a altura da camada emulsionada e a altura total da

camada liquida.

O IE4 foi calculado de acordo com a Equagao (2):

altura camada emulsionada
IE,, = 100% )

altura total

4.2.9 Caracteriza¢ido quimica

Foi realizada a caracterizagao quimica do EPS produzido, como também das gomas

comerciais, gelana e xantana, para fins de comparacao.
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4.2.9.1 Agucares totais

O conteudo de agtcares totais foi determinado através do método fenol-acido
sulftrico, que se baseia na formagao do derivado furfural, na presenca de H>SO4 concentrado,
que reage com o fenol formando um complexo de coloragao amarela (DUBOIS; GILLES;
HAMILTON, 1956).

Em um tubo de ensaio foi adicionado 0,5 mL de amostra convenientemente diluida,
0,5 mL de fenol 5%, seguido da adi¢ao de 2,5 mL de H>SO4 concentrado. Apds 30 min em
repouso, a temperatura ambiente, foi realizada a leitura da transmitancia a 480 nm em
espectrofotometro visivel (Bioespectro SP-22, China). A concentracdo do teor de agtcares foi
determinada através de uma curva padrio de glicose (1 g L), apresentada no Apéndice 1

(Figura I). As andlises foram realizadas em triplicata.

4.2.9.2 Proteinas Totais

O contetdo de proteinas totais foi determinado através do método de Kjeldahl
(Método 920.87), segundo AOAC (2003). O contetido de proteinas foi calculado multiplicando

por 6,25. As andlises foram realizadas em triplicatas.
4.2.9.3 Acidos urdnicos

A dosagem de 4cidos urdnicos foi realizada pelo método colorimétrico descrito por
Filisetti-Cozzi e Carpita (1991), onde a 400 pL. de amostra foram adicionados 40 pL. de uma
solucdo de acido sulfamico-sulfamato de potassio 4 M (pH 1,6) e 2,4 mL de solugdo de
tetraborato de so6dio 75 mM, em H2SO4 concentrado. Apds aquecimento em banho com H>O
fervente por 20 min, os tubos foram resfriados e entdo adicionados 80 puL da solugdo de m-
hidroxi-bifenil a 0,15% m/v em NaOH 0,5% m/v para a producao do complexo colorido. A
absorbancia da solucdo, estavel até 1 h apos sua formacao, foi medida imediatamente em 525
nm em espectrofotometro visivel (Bioespectro SP-22, China). A quantifica¢do foi realizada
com o auxilio de uma curva padro de 4dcido glicurénico na concentragio de 0,1 mg mL™! dentro
da faixa de linearidade do método (0,97 a 38,8 ug 400 uL! de 4cido urdnico), apresentado no

Apéndice I (Figura II). As analises foram realizadas em triplicata.
4.2.9.4 Umidade

O conteudo de umidade foi determinado usando a metodologia da AOAC (2003)

(Método 925.10). As anélises foram realizadas em triplicata.
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4.2.9.5 Cinzas

Os teores de cinzas do EPS e das gomas comerciais foram determinados por

incineragao em mufla (AOAC, 2000).

4.2.10 Perfil de textura instrumental dos géis formados

Para o preparo dos géis, foram usados agua e hidrocoloides (goma xantana, goma
gelana e EPS liofilizado), para um total de 50 g. Assim foram preparados géis com adicao de
hidrocoloides na concentracdo de 1,0% m/m. As suspensdes foram solubilizadas a 85°C em
banho termostatizado por 10 min com agitagdo manual suave, seguido de resfriamento até
temperatura ambiente (£25°C). As amostras foram transferidas para recipientes de vidro de 50
mL (forma cilindrica de + 45 mm de diametro interno e + 60 mm de altura), ajustando a altura
do gel para aproximadamente 30 mm, sendo resfriadas em temperatura ambiente (+£25°C)
durante 24 h.

Apos o periodo de armazenamento as amostras foram submetidas a analise de perfil
de textura (TPA) (dureza, elasticidade, coesividade, gomosidade, adesividade e
mastigabilidade), com texturdmetro TA—XT Plus Texture Analyzer (Stable Micro Systems,
Surrey, Reino Unido), equipado com um probe cilindrico de P/0.5R, com as seguintes
condi¢des experimentais para todos os ensaios: velocidade de pré-teste 2,0 mm s'; velocidade
de teste 2,0 mm s™!; velocidade de pds-teste 2,0 mm s™'; compressdo de 50% e um periodo de
repouso de 5 s entre os dois ciclos; forca de disparo 5 g (adaptado de Costa, 2015).

Os resultados obtidos da curva forga x tempo foram calculados pelo programa

Texture Expert para TPA (Stable Micro Systems, Reino Unido).
4.2.11 Sinérese dos géis com adicio dos biopolimeros microbianos

Para medida da sinérese das amostras de géis na presenca de biopolimeros foi
utilizada a metodologia descrita por Costa (2015) e Banerjee e Bhattacharya (2011), com
adaptagoes.

As amostras ja preparadas (mesmo procedimento utilizado no item 4.2.10) foram
vertidas em tubos graduados de centrifuga de 50 mL e suas massas (mi) foram determinadas.
Estas dispersdes foram resfriadas até a temperatura ambiente (+25°C) para fixagdo dos géis e
apos armazenadas em estufa a 4°C por periodo que variou de 1 a 7 dias. Ao término de cada
tempo de armazenamento as amostras foram retiradas da estufa e centrifugadas a 13.000 x g

por 15 min a 4°C em centrifuga (Eppendorf modelo 5804-R, Alemanha). Apds separar e
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descartar a dgua, os géis, juntamente com os tubos, foram pesados (m2) novamente. A sinérese

do gel foi calculada conforme a Equacdo 3 e os resultados expressos em (%) de agua liberada.

ml—-m2

Sinérese (%) = — 100% 3)

4.2.12 Analise estatistica dos resultados

Os ensaios com o EPS e as gomas comerciais nas diferentes condigdes foram
realizados em triplicata, sendo os dados tratados por andlise de variancia e teste de Tukey
(MONTGOMERY, 2004), a fim de verificar a existéncia de diferencas significativas entre os
polissacarideos, a 95% de confianca (p < 0,05). O tratamento estatistico dos dados foi feito com

o software Statistica 5.0 (StatSoft Inc, EUA).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO E RECUPERACAO DO EPS
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A produgdo do EPS em 96 h, ainda nao submetido a dialise, ¢ apresentada na Tabela

3, em comparagao com a literatura. O EPS apresentado corresponde ao material extracelular

precipitavel por etanol, conforme descrito por Staudt, Wolfe, Shrout (2012).

Tabela 3 - Produgao de EPSs por bactérias diazotroficas

Bactéria Fonte de carbono Producio de EPSs Referéncia
diazétrofica
STAUDT; WOLFE,
SHROUT (2012)
Rhizobium tropici Sacarose 4,08 gL'
CIATS899
Rhizobium Soro de leite 2,83 gL! ZHOU et al. (2014)
radiobacter S10
Rhizobium tropici Manitol 7,45 gL CASTELLANE et
Semia 4077 al. (2015)
Rhizobium sp. Sacarose 6,63 gL MORETTO et al.
(2015)
Rhizobium tropici Sacarose 4,51 gLt CASTELLANE et
Semia 4080 al. (2017)
Sacarose + Diesel 526gL!
Mesorhizobium loti  Glicerol residual 491 gL! Este trabalho

Semia 816

Observa-se pela Tabela 3 que M. loti Semia 816 produziu quantidades expressivas

de EPSs quando comparado com outras bactérias do género Rhizobium cultivadas com outros

substratos. Cabe salientar ainda que este resultado foi possivel usando um substrato de baixo

custo e grande disponibilidade (glicerol residual proveniente da producao de biodiesel), ao

contrario, por exemplo, do manitol, fonte de carbono usual no cultivo deste grupo de bactérias,

que mostrou resultado superior ao obtido no presente trabalho com R. tropici Semia 4077

(CASTELLANE et al., 2015). Cabe ressaltar que o resultado obtido para M. loti 816 (4,91+0,38
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g L) correspondeu ao encontrado para o mesmo micro-organismo por Ribeiro (2015), que foi
4,90+0,21 g L.

O pH ¢ um parametro importante para o crescimento de organismos. Durante os
cultivos foi observada uma acidificac¢ao, na qual o pH diminuiu de 6,72 + 0,05 (0 h) para 6,26
+ 0,11 (24 h), 5,98 £ 0,25 (48 h) e 4,77 £ 0,10 no final do periodo de incubagdo (96 h). Para
Castellane et al. (2017), o pH do meio de cultivo influencia significativamente a producao de
EPS. Em geral, o pH médio ideal para a producao de EPS varia de 5 a 7. Segundo Lindstrom,
Barry e Braddock (1998), a acidificagao ¢ caracteristica desta bactéria, pois provavelmente esta
associada ao fato de que bactérias do género Rhizobium produzem uma reagao acida em meio
contendo sais minerais.

A recuperacao do EPS do meio de cultivo foi realizada através da centrifugagao por
30 min a 4°C para remogao de células, seguido de precipitagdo do EPS pela adi¢do de éalcool
etilico 96%. O EPS recuperado (Figura 7A) foi colocado em placas de Petri e em seguida foi
solubilizado em &4gua e dialisado (72 h). Apds a dialise, seus volumes foram congelados e
liofilizados (Figura 7B) (MONTEIRO, 2011). Castellane, Lemos e Lemos (2014), Caltellane et
al. (2017), Moretto et al. (2015), Priyanka et al. (2015) e Ribeiro (2015) utilizaram a mesma
metodologia na recuperacdo do EPS. O processo de didlise tem como finalidade remover
compostos de baixa massa molar, pois segundo Souza (2009) estes podem interferir na

formacao da rede de gel.

Figura 7 - (A) EPS recuperado apods 24 h em alcool etilico; (B) EPS liofilizado

5.2 DETERMINACAO DA VISCOSIDADE

Como caracteristica expressiva dos polissacarideos, as propriedades reoldgicas das
gomas influenciam diretamente no processamento, estabilizagdo e textura, tanto nas industrias

alimenticias, quanto téxtis ou farmacologicas (SUN; HUANG; WU, 2014).
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Para verificar a qualidade do biopolimero sintetizado pela bactéria M. loti Semia
816, foi determinada a viscosidade em uma solu¢do aquosa a 1% (m/v), utilizando para fins de
comparagdo a goma gelana e a goma xantana comerciais.

A Figura 8 apresenta o comportamento da viscosidade aparente (cP) em fungao da
taxa de cisalhamento (s™!) para a goma produzida por Mesorhizobium loti Semia 816 e as duas

gomas comerciais, xantana e gelana.

Figura 8 - Variagdo da viscosidade versus taxa de cisalhamento em solugdo aquosa (1% m/v)
do EPS produzido por M. loti Semia 816 em comparagdo as duas gomas comerciais
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A solugdo do EPS produzido pela bactéria M. loti Semia 816, assim como as gomas
comerciais xantana e gelana, apresentaram um comportamento ndo-newtoniano quando
utilizada uma solucao de concentra¢dao 1% m/v, no qual a viscosidade decresce com o aumento
da taxa de cisalhamento. Especificamente, o comportamento de um polissacarideo em solugdo
corresponde ao de um fluido pseudopléstico (FARIA 2002; FERNANDES JUNIOR et al.,
2010; XU et al., 2015). O decréscimo da viscosidade, com o aumento da taxa de cisalhamento,
mostrada na Figura 8, se explica através da orientacao das moléculas na dire¢dao do fluxo, da
deformacao das cadeias flexiveis e da diminui¢dao das interagdes intermoleculares, tornando
menor a resisténcia ao escoamento (TONELI et al., 2005).

A resisténcia ao escoamento de muitas particulas resulta na elevada viscosidade.

No entanto, essas particulas serdo destruidas a medida que a taxa de cisalhamento aumenta,
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dispersando macromoléculas ao longo da dire¢do do fluxo, fazendo com que a viscosidade
aparente diminua (XU et al., 2015). Fernandes Junior et al. (2010) e Priyanka et al. (2015)
analisaram as solucdes de EPSs produzidos pela bactéria Rhizobium nas concentragdes de 10%
e 0,25% m/v, respectivamente, ¢ do mesmo modo observaram um decréscimo na viscosidade
(mPas) com o aumento da taxa de cisalhamento (s!), indicando o comportamento
pseudopléstico caracteristico dos polimeros bacterianos.

De acordo com a Figura 8, utilizando a concentragdao de 1% m/v, a viscosidade
aparente da gelana ¢ a mais alta, seguido da xantana e do EPS produzido. A viscosidade
aparente da gelana (2.895 mPa.s) € cerca de 4 vezes maior que a da xantana (772 mPa.s) e do
EPS (570 mPa.s), para um taxa de cisalhamento de 38 s™\. A capacidade de espessamento da
goma gelana comercial ¢ maior, o que pode ser atribuido a diferenca significativa no seu arranjo
de cadeia. Porém, observando a Figura 8, nota-se que praticamente ndo houve diferenca entre
o EPS de M. loti Semia 816 ¢ a goma xantana comercial.

Oliveira (2010) caracterizou a reologia do biopolimero pululana de duas cepas
isoladas de Aureobasidium pullulans, nao purificado e parcialmente purificado, sendo
preparadas solugdes aquosas nas concentragdes de 0,05; 0,1; 0,3 ¢ 0,5 g L'!, com diferentes
taxas de cisalhamento, variando de 300 a 800 s™!, nas temperaturas de 10, 25 e 35°C, observando
um comportamento pseudoplastico.

Castellane, Lemos e Lemos (2014) investigaram as propriedades reoldgicas do EPS
de R. tropici Semia 4080, cepas mutantes (MUTZC3 e MUTPAY7) e isolados de rizobios (JABI
e JABO). R. tropici Semia 4080 tem as vantagens da ndo-patogenicidade e produtividade rapida
e, portanto, mostrou ser um modelo de organismo celular muito promissor para a produgdo de
EPS microbiano. Os ensaios reoldgicos foram conduzidos a 25°C, com taxa de cisalhamento
de 0,1 até 100 s '. Os EPSs apresentaram comportamento no newtoniano tipico.

Moretto et al. (2015) caracterizaram os EPSs de quatro isolados de Rhizobium
(LBMP-CO1 e LBMP-C04) e Ensifer (LBMP-C02 e LBMP-CO03), apresentando
comportamento pseudoplastico para taxa de cisalhamento de 0,1 a 100 s

O modelo de Ostwald-de-Waele (Lei da poténcia) ¢ bastante utilizado para
descrever o comportamento reologico de fluidos pseudoplasticos. Os coeficientes deste modelo
para as solugdes analisadas sdo apresentados na Tabela 4. O coeficiente de consisténcia 'K'

descreve o intervalo geral de viscosidades em toda a parte modelada da curva de fluxo.
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Tabela 4 - Parametros reoldgicos obtidos pela anélise das solu¢des de EPSs, goma xantana e
gelana, pela aplicacdo do modelo da Lei da Poténcia (Modelo de Ostwald-de-Waele).

Indice de indice do Coeficiente

EPS consisténcia comportamento de regressio
K (mPa.s") de fluxo(n) (R?)
M. loti 816 78,93 0,26 0,99
Xantana 186,77 0,12 0,99
Gelana 414,46 0,24 0,93

Pode ser observado na Tabela 4 que a solugdo do EPS produzido neste estudo e a
goma xantana, bem como a goma gelana, apresentaram n<l, confirmando o perfil
pseudoplastico. Para Faria (2009), Almeida (2010) e Castellane et al. (2017) esse
comportamento ¢ caracteristico dos biopolimeros bacterianos. Castellane et al. (2015)
encontraram para EPS de R. tropici Semia 4077 e EPS do mutante Z04 (5 g L'!) valores de K
de 3,7 € 2,9 Pa.s", respectivamente. Zhou et al. (2014), ao estudar o comportamento reoldgico
do EPS (1% m/v) produzido por R. radiobacter S10 utilizando taxas de cisalhamento de 0,01
s1a 1000 s!, encontraram valores para indice de consisténcia (K) de 338,85 e nigual a 0,87, a
partir do ajuste ao modelo de Williamson.

O comportamento pseudoplastico foi relatado para outros EPSs bacterianos, tais
como o EPS 450, produzido por Bacillus sp. (ROTTAVA, 2005), EPSs de bactérias do género
Rhizobium (ARANDA-SELVERIO et al., 2010; MORETTO et al., 2015) e xantana produzida
por Xanthomonas campestris (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Ribeiro (2015) caracterizou parcialmente o EPS produzido pela bactéria M. loti
Semia 816 quanto ao comportamento das solugdes aquosas do EPS dialisado e ndo dialisado e
de duas gomas comerciais xantana e gelana, a 1% m/v, a 25°C, com spindle 51, tempo 300 s,
com taxa de cisalhamento de 5 a 100 s'. As amostras apresentaram um comportamento nio-
newtoniano, e uma variagao de 13,15% na viscosidade maxima do EPS nao dialisado (4.540,70
mPa.s) para o EPS dialisado (5.138,16 mPa.s), tendo superado a viscosidade da goma xantana
comercial (3.067 mPa.s), utilizada para fins de comparacgao.

Zhou e colaboradores (2014) investigaram as propriedades reologicas do EPS
produzido pela bactéria R. radiobacter S10, utilizando taxas de cisalhamento de 0,01 s a 1000
s'a 25°C. A viscosidade aparente de todas as solugdes testadas diminuiu com o aumento da
taxa de cisalhamento, indicando comportamento tipico de EPSs bacterianos

(pseudoplasticidade).
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Variando a taxa de cisalhamento de 0,01 a 1000 s!, durante 400 s, com 100 pontos
de aquisi¢do, Klaic e colaboradores (2016) relatam valores para indice de comportamento de
fluxo menores que 1 ao investigar a viscosidade de xantana produzida por X. arboricola pv
pruni na mesma concentragao (1% m/v).

Na industria de alimentos, polimeros com caracteristicas pseudoplasticas sao
utilizados para melhorar a qualidade sensorial, como também propriedades de suspensao de
produtos alimentares. A preparacao de formulacdes tanto em alimentos como em cosméticos,
usando EPS, permite uma elevada viscosidade, tornando-os mais firmes e estaveis (MAALEJ

et al.,, 2014; PRASANNA et al., 2012).

5.3 EFEITO DA ADICAO DE SAIS NA VISCOSIDADE

Estudos sobre o efeito de adi¢do de sais na viscosidade das solucdes de
polissacarideos sdo importantes para predizerem a sua utilizagdo em alimentos, ja que a grande
maioria, como sopas, maionese, molhos, entre outros, sdo adicionados de eletrdlitos. Os
resultados das curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento para o EPS de M. loti Semia
816 e das gomas comerciais xantana e gelana com adi¢ao de cloreto de potassio e cloreto de

s6dio nas concentragdes de 0,1 mol L' e 1 mol L! sdo apresentados nas Figuras 9, 10, 11 e 12.

Figura 9 - Variagdo da viscosidade versus taxa de cisalhamento em solugdo aquosa (1% m/v),
na presenga de KC10,1 mol L', do EPS produzido por M. loti Semia 816 em comparagao as
duas gomas comerciais
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Figura 10 - Variacdo da viscosidade versus taxa de cisalhamento em solucao aquosa (1%
m/v), na presenca de KCI 1 mol L', do EPS produzido por M. loti Semia 816 em comparacio
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Figura 11 - Variacdo da viscosidade versus taxa de cisalhamento em solucao aquosa (1%
m/v), na presenca de NaCl 0,1 mol L™!, do EPS produzido pelo M. loti Semia 816 em
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Figura 12 - Variacdo da viscosidade versus taxa de cisalhamento em solu¢do aquosa (1%
m/v), na presenca de NaCl 1 mol L™, do EPS produzido pelo M. loti Semia 816 em
comparacao as duas gomas comerciais
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O estudo reoldgico dos materiais, tanto no estado solido quanto em solucao aquosa,
permite obter informagdes muito importantes a respeito das propriedades de escoamento e
deformacao.

Os resultados obtidos demonstram que a adi¢ao de sais mostram uma tendéncia de
aumento da viscosidade aparente das amostras de xantana e do EPS de M. loti Semia 816, sendo
a concentracdo que resultou em maior viscosidade para o EPS produzido pela bactéria M. loti
foi a de 1 mol L', independente do sal adicionado.

Verificou-se que a xantana apresentou uma tendéncia de valores superiores, quando
comparada com o EPS produzido pela bactéria M. loti 816, com a adi¢do de sais, conforme esta
evidenciado nas Figuras 9, 11 e 12. Segundo Liu e Norisuye (1988), a xantana comercial ¢
vendida adicionada de ions, sendo cloreto de potassio geralmente o sal presente em maior
concentragdo, que, conforme Morris (1996), pode ser utilizado para facilitar o processo de
solubilizacao e ocasionalmente a modifica¢ao da viscosidade.

Na Figura 10, constata-se que o EPS da bactéria M. loti 816 apresentou viscosidade
superior  goma xantana e 4 goma gelana, na presenga de KCI 1 mol L'!, o mesmo relatado por
DIAZ (2002), que adicionou KCI1 em EPS produzido por X. campestris. Por outro lado, estas
concentracoes elevadas de ions provocaram a diminui¢ao na viscosidade aparente da xantana,

pois provavelmente a mesma j& vem adicionada de KCl e possivelmente a concentracao
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(1 mol L) ultrapassou a concentragdo critica. Conforme Pelletier et al. (2001) isso provoca a
desordenacdo da estrutura da molécula.

Na Tabela 5, pode-se observar que na concentracdo de NaCl 1 mol L' o
comportamento foi semelhante para a goma xantana e o EPS do M. loti Semia 816. As duas
gomas tiveram sua viscosidade aparente aumentada com a adigdo deste eletrélito nessa
concentragdo, a qual passou de 772 mPa.s para 1921 mPa.s e 570 mPa.s para 1502 mPa.s,
respectivamente.

O EPS produzido pela bactéria M. loti Semia 816 sem a adi¢ao de sais apresentou
viscosidade aparente de 570 mPa.s a uma taxa de cisalhamento de 38 s™!, e com a adi¢io de KCI
1 mol L' e NaCl 1 mol L', apresentou viscosidade de 823 mPa.s e 1502 mPa.s,

respectivamente, sendo trés vezes superior com a presenca do eletrolito NaCl (Tabela 5).

Tabela 5 - Viscosidade aparente das solucdes aquosas e salinas do EPS de M. /oti Semia 8§16
e gomas comerciais xantana e gelana para a taxa de cisalhamento de 38 s™!

Viscosidade (mPa.s)

EPS Sem 0,imolL! 1,0molL! 0,1 molL! 1,0 mol L!
adicao KCl KCl NaCl NaCl
M. loti
Semia 816 570 715 823 373 1502
Xantana 772 1310 539 984 1921
Gelana 2895 559 585 62 777

Quando a concentracdo de ions na solugdo ¢ alta pode ocorrer a desordem na
conformacao da estrutura, onde a cadeia lateral nao esta associada com as demais cadeias ¢ sim
projetada distante da cadeia principal (LIU; NORISUYE, 1988). A adi¢dao de NaCl e KCl nas
duas concentragdes molares possivelmente afetou a estrutura da goma gelana, talvez
provocando um estiramento das cadeias, ocasionado também pelo cisalhamento aplicado (30 a
800 s™), causando um desordenamento ou modificagdes em sua estrutura, o que levou a uma
diminui¢do na viscosidade (Figura 9, 10, 11 e 12). Segundo Rinaudo e Milas (1987), a
diminui¢do da viscosidade ap6s a adigdo de cloreto de sodio € comum com o comportamento
de polieletrdlitos devido a presenga do residuo de 4cido manurdnico. Entretanto, Xu e
colaboradores (2015) adicionaram as solugdes aquosas Al** e K*, as quais resultaram em
aumento da viscosidade aparente e viscoelasticidade de xantana e gelana, promovendo a

gelificacao.
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Andhare et al. (2017) caracterizaram e analisaram o comportamento reoldgico do
succinoglicana produzida por R. radiobacter em solugdo a 1% em funcdo da taxa de
cisalhamento (0,01 a 1000 s!) a 25°C. Para verificar os efeitos de cations monovalentes e
divalentes, usaram NaCl (1% e 30%), MgCl,, KCl e CaCl; (2% a 10%). Apos a validagao dos
dados, a viscosidade se mostrou estdvel na presenca de sal em todas as concentragdes testadas.
O mesmo foi verificado por Carmona et al. (2014), usando concentra¢des de NaCl até 0,5% em

amostras de xantana.

5.4 INDICE DE EMULSIFICACAO (IE24)

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados [E24 do EPS de M. /oti Semia 816 em
24 h, utilizando 6leo de arroz, soja, milho, girassol e canola, comparando com a goma xantana

¢ a goma gelana comerciais na mesma concentragdo (1% m/v).

Tabela 6 - IEo4 para o EPS sintetizado por M. Loti Semia, comparando com a goma gelana e a
goma xantana (comerciais).

Oleo vegetal Goma Gelana Goma Xantana M. loti Semia 816

Arroz 76,2 + 2,834 78,3 +1,5%¢ 72,7 + 0,9%BC
Soja 76,9 + 4,754 91,8+ 4,5%AB 84,1 + 1,084
Milho 75,6 +0,8>A 82,1 +2,3%BC 70,2 + 1,2>€
Girassol 84,3 +2,3%A 99,3 + 0,64 79,02 + 3,4>AB
Canola 78,1 + 1,134 77,7 +2,33€ 65,6 + 0,8"C

*Valores (médias + desvio padrdo) com letras mintsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca
significativa a 95% de confianga (p<0,05); Letras maiusculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca
significativa a 95% de confianga (p<0,05).

De acordo com a Tabela 6 pode-se perceber que o [E»4 para o 6leo de arroz nao
apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre as trés gomas estudadas, sendo de 72,7%,
78,3% e 76,2% para o EPS de M. loti Semia 816, xantana e gelana, respectivamente. Resultado
esse semelhante ao encontrado para o 6leo de soja (Tabela 6), sem diferenga significativa
(p>0,05) para a goma xantana (91,8%), EPS (84,1%) e para goma gelana (76,9%).

Castellane et al. (2015) encontraram valores superiores de IE24 para goma xantana
(87,73%) quando comparado com o EPS de Rhizobium (78,5% e 51,83%), todavia usando
5 g L' e proporgio de dleo de 3:2 (v/v).

Quando avaliado o 6leo de girassol, seu comportamento foi similar ao 6leo de
milho, com um maior [E>4 encontrado com a utilizagdo da goma xantana comercial (99,3%),

diferindo significativamente a 95% de confianca (p<0,05) da goma gelana (84,3%) e do EPS
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(79,02%). Moretto et al (2015) encontraram IE24 de 78,85% com isolados de R. tropici, na
concentracio de 5 g L'! de EPS, em 6leo de girassol. J4 Priyanka et al (2015) observaram que
o EPS R-PS18 produzido por Rhizobium sp. PRIM-18P quase emulsionou completamente o
6leo de girassol (96%), usando solucdo 0,5% m/v e solucao de dleo 1:1 (v/v).

Ao avaliar o 6leo de milho, observou-se que o mesmo apresentou IEz4 de 70,2%
para o EPS de M. loti Semia 816, ndo apresentando diferenca significativa (p>0,05) em relacao
a goma gelana (75,6%) e diferindo significativamente (p<0,05) da goma xantana (82,1%). Para
o 6leo de canola, gelana (78,1%) e xantana (77,7%) nao diferiram significativamente entre si
(p>0,05), mas diferiram significativamente (p<0,05) do EPS de M. loti Semia 816 (65,6%).

Ao concluir os testes realizados com a goma gelana, verificou-se que ndo houve
diferenga significativa (p>0,05) entre os cinco 6leos estudados (Tabela 6), permanecendo uma
média de 1E24 de 78 % entre os 0Oleos.

A goma xantana comercial apresentou diferencas significativas entre os cinco 6leos
vegetais. Nao diferiram entre si o 6leo de soja (91,8%) e o 6leo de girassol (99,3%). Do mesmo
modo, comparando os resultados do 6leo de milho com o 6leo de soja, os mesmos nao
apresentaram diferenca significativa (p>0,05). Ja o 6leo de arroz, apresentou diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo ao 6leo de soja e girassol, ndo diferindo estatisticamente
(p>0,05) do 6leo de milho e canola (Tabela 6).

Segundo a Tabela 6, ao estudar os cinco oleos das diferentes fontes vegetais,
verifica-se que os mesmos apresentaram diferencas significativas quando utilizado o EPS
produzido por M. loti Semia 816 na emulsificagdo. Nota-se que o 6leo de soja com valor de
[E>4 84,1% foi semelhante ao encontrado para o 6leo de girassol (79,02%), ndo diferindo entre
si (p>0,05). Quando avaliado o 6leo de arroz, o mesmo apresentou diferenca significativa
(p>0,05) em relacdo ao 6leo de soja e ndo diferindo significativamente do 6leo de girassol,
milho e canola, com indices de emulsificacdao de 79,02%, 70,2% e 65,6%, respectivamente.

Os resultados se mostraram interessantes, uma vez que a relacdo EPS: 6leo neste
estudo foi menor (2:3 v/v) comparando ao estudado por Freitas et al. (2011) e Castellane et al.
(2015), na propor¢ao de (3:2 v/v), significando que uma menor quantidade de solucdo EPS
produzido por M. loti Semia 816 ¢ capaz de formar emulsdes de forma eficaz. Também ¢
importante destacar que ndo consta na literatura informacgdes sobre a capacidade emulsificante
de EPS produzido por M. loti.

De acordo com a literatura, as atividades emulsionantes de um EPS podem ser

atribuidas a determinadas grupos funcionais no biopolimero, como por exemplo a presenca de
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ramnose ou acetil que proporcionam um pouco de hidrofobicidade ao EPS e, posteriormente,
contribuem para a sua capacidade emulsionante (MAALEJ et al., 2016).

Para atuar como emulsificante um composto deve conter grupamentos hidrofilicos
e hidrofobicos, e quanto maior a capacidade emulsificante do material melhor a retengdo de
compostos. O EPS excretado pela bactéria M. loti Semia 816 ¢ constituido por um arranjo de
monossacarideos como a glicose, galactose, manose ¢ um teor consideravel de dacido
glicurénico, o qual influencia diretamente, pois torna o EPS altamente anidnico (polar).
Contudo ainda apresenta cerca de 12% de proteina, possivelmente ligada covalentemente a esse
arranjo molecular, o que pode contribuir para a sua capacidade emulsificante, apresentando-se
como um excelente emulsificante natural.

Um critério para determinar a capacidade de estabilizagdo de emulsdo de um
emulsionante consiste em avaliar a sua capacidade para manter pelo menos 50% do volume da
emulsdo original em 24 h ap6s a sua formagdo (WILLUMSEN; KARLSON, 1997).
Considerando este critério, o EPS produzido pela bactéria M. loti Semia 816 provou possuir
propriedades promissoras, com capacidade de estabilizar emulsdes para os Oleos testados,

permanecendo acima de 65% apos 24 h.
5.5 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EPSs

Conforme Francisco Junior (2008), informagdes adicionais sobre as estruturas
quimicas e caracteristicas fisico-quimicas dos polissacarideos ¢ de fundamental importancia
para a sua utilizagdo. A quantificagdo dos aglcares totais, proteinas totais e cinzas do EPS
recuperado ¢ apresentada na Tabela 7. Adicionalmente, também foram determinados para as
gomas comerciais xantana e gelana, para fins de comparagao.

Os teores de agucares totais do EPS produzido neste trabalho com o processo de
didlise apresentou valor de 82,54% em base seca, conforme a Tabela 7, ndo havendo diferenca
significativa (p>0,05) em relacdo a goma xantana (87,78%), mas diferindo significativamente
(p<0,05) em relagdo a goma gelana (91,03%). Entretanto, a goma gelana ndo apresentou

diferenca significativa (p>0,05) em relacdo a xantana comercial.
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Tabela 7 - Teores de agucares totais, proteinas totais e cinzas dos EPSs em base seca

Acucares Proteinas Cinzas
EPS totais totais (%)
(%) (%)

M. loti 816  82,54+0,35°  11,31+0,9°  5,99+0,87°
Xantana 87,78+2.86*°  5,04+0,62°  6,85+0,07

Gelana 91,03+£2,45°  3,23+0,93°  5,44+0,50°

*Valores (médias £ desvio padrdo) com letras mintisculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca
significativa (p<0,05).

Aranda-Selverio et al. (2010) encontraram um teor de carboidratos em torno de
94,6% e 87% para R. tropici € Mesorhizobium, respectivamente. Ja Monteiro et al. (2012)
encontraram teores de agucares totais de 85% e 80% para EPSs produzidos por Rhizobium e
Mesorhizobium, respetivamente. Zhou et al. (2014) estudaram a producao de EPSs pela bactéria
R. radiobacter S10 e encontraram um teor de agucares de 84,5%.

Em relagdo ao teor de proteinas totais (Tabela 7), o EPS em estudo apresentou
11,31% em base seca, diferindo significativamente (p<0,05) das gomas xantana (5,04%) e
gelana (3,23%). O mesmo foi verificado por Ribeiro (2015), ao encontrar 11,31% de proteinas
totais no EPS produzido pela bactéria M. /oti Semia 816. Monteiro et al. (2012) e Aranda-
Selverio et al. (2010) encontraram um teor de proteinas soliveis de 4% para espécies de
Rhizobium e Mesorhizobium.

Na determinacdo de cinzas, os biopolimeros ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (p>0,05). O EPS em estudo apresentou teor de cinzas de 5,99%, nao
diferindo (p>0,05) do encontrado para goma gelana comercial (5,44%) bem como ao
apresentado pela xantana comercial, que apresentou um valor de 6,85% de cinzas. Zhou et al.
(2014) determinaram um teor de cinzas de 0,32% no EPS de R. radiobacter S10.

Assim como a maioria dos EPSs produzidos por rizdbios, descritos na literatura
(CASTELLANE et al., 2015; MONTEIRO et al., 2012; MORETTO, et al., 2015; SIMSEK, et
al., 2009), foi possivel observar um valor consideravel de acidos uronicos. Diferenca
significativa (p<0,05) foi observada entre o EPS produzido neste trabalho e a goma gelana,
sendo encontrado teor de acidos urdnicos de 3,90+0,19% e 1,80+0,75%, respectivamente. Ja
quando comparado com a goma xantana (3,50+0,12%), ndo houve diferenca significativa entre
st (p>0,05). Castellane et al. (2015) encontraram, avaliando a composi¢do de monossacarideos
de R. tropici 4077 e mutante 4077, valores de 4,58% e 0,08%, e 7,18% e 0,06%,

respectivamente, para acido glicurdnico e galacturdnico.
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Monteiro (2011), ao caracterizar estruturalmente polissacarideos produzidos por
bactérias dos géneros Rhizobium e Mesorhizobium, encontrou teores de acido urdnico entre 0,8
e 12,7%. Moretto et al. (2015), na determinagdo da composi¢do em monossacarideos do EPS
produzido por Rhizobium EPSLBMP-CO04, encontraram quantidades de acido glicurénico de
3,57%, e para Rhizobium EPSLBMP-C02 foi encontrado 10% de acido galacturdnico e tragos
de acido glicurdnico.

A presenca de acidos urdnicos foi, desta forma, constatada para o EPS produzido
pela bactéria M. lotti Semia 816. A presenga de acidos uronicos na molécula de EPS pode
contribuir para a ionizagdo do material ¢ uma carga negativa do EPS. A presenca de acidos
urdnicos ou até mesmo piruvato determina o carater polianidnico da maioria dos EPSs
microbianos, promovendo assim alteragdes na sua conformagao molecular e aumentando a sua
solubilidade (DIAZ; VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2004; RADCHENKOVA et al.,
2013).

De acordo com Castellane, Lemos e Lemos (2014), a presenga de acidos derivados
de monossacarideos (4cido glicuronico e 4cido galacturénico), mesmo em baixas
concentracdes, torna um EPS &cido, e sua acumulacao torna o heteropolissacarideo altamente

anionico.
5.6 PERFIL DE TEXTURA INSTRUMENTAL DOS GEIS FORMADOS

A partir da observagdo visual, o gel da goma gelana apresentou cor branca, com
textura pegajosa. Contudo, era firme, mas muito fragil e tendia a quebrar facilmente (Figura
13A). Géis do EPS (Figura 13B) e da goma xantana comercial (Figura 13C) apresentaram
aparéncia fisica semelhante, transparente e textura elastica.

A transparéncia da amostra ¢ uma caracteristica atraente de muitos géis. Este
recurso pode ser modificado através de cores sintéticas, solidos soliveis e sucos alimentares
coloridos, de modo que o produto final possa possuir uma aparéncia translicida (BANERJEE;
BATTACHARYA, 2011).

A textura pode ser medida objetivamente (instrumentalmente) e subjetivamente
(sensorialmente). A primeira ¢ feita através de dispositivos instrumentais, os texturometros, que
imitam as condi¢des de mastigacdo e apresentam correlagdo significativa com medidas de

textura (SALDANA et al., 2015).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213329115000246
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Figura 13 - (A) Gel proveniente da goma gelana; (B) Gel proveniente do EPS de M. loti
Semia 816; (C) Gel proveniente da goma xantana

A partir das curvas for¢a-deformagdo calculados pelo programa Texture Expert
para TPA, cada tipo de gel mostrou diferentes caracteristicas de textura. Na Tabela 8 sdo
apresentados os valores médios com seus respectivos desvios-padrao para os atributos avaliados
na analise instrumental do perfil de textura (TPA), dureza (DR), adesividade (AD), elasticidade
(EL), coesividade (CS), gomosidade (GM) e mastigabilidade (MG) dos géis com adi¢do dos
hidrocoloides goma gelana, goma xantana ¢ o EPS de M. loti Semia 816. As respostas das
variaveis dependentes sdo médias de trés repeticdes, sendo indicada a existéncia ou ndo de

diferengas significativas a 95% de confianca.

Tabela 8 - Valores médios ¢ desvios-padrao para os parametros dureza (DR), adesividade
(AD), elasticidade (EL), coesividade (CS), gomosidade (GM) e mastigabilidade (MG),
obtidas na anélise instrumental do perfil de textura dos géis com adi¢ao de goma gelana (G),
goma xantana (X) e EPS de M. /oti Semia 816 (M) na concentragdo de 1% m/v.

Parametro
EPS DR (g) AD (N) EL (%) CS (%) GM (N) MG (N)

G 101,2243,41* -3,83+0,99* 0,93+0,90* 0,60+0,06* 60,90+9,30* 57,06+7,40°

X 6,50+£0,35°  -2,74+0,10° 1,01£0,04* 0,78+0,04° 5,12+0,27°  5,19+0,42°

M
6,09 £0,46"  -1,60+1,65* 1,35+0,32* 0,93+0,08" 5,71+0,95°  7,93+3,02°
*Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenga significativa entre os EPSs a 95% de
confianga (p<0,05).

5.6.1 Dureza

Segundo Bourne (2002), dureza ¢ a forga necessaria para deformar o produto em
uma determinada distincia. A dureza esta relacionada com a resisténcia da estrutura do gel sob

compressdo (LAU; TANG, PAULSON, 2000).
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O gel de gelana na concentragdo de 1% m/v claramente distinguiu-se dos outros
géis. Um pico alto de dureza (101,22 g) foi observado, seguido por um pico mais baixo durante
o primeiro ciclo de compressao. Isso esta de acordo com a curva TPA encontrada por Koliandris
et al. (2008) utilizando 0,6% de gel. Géis de xantana e do EPS de M. loti Semia 816, a uma
concentracdo de 1% m/v, resultaram em valores de 6,50 g e 6,09 g, respectivamente, nao
apresentando diferencas significativas entre si, mostrando uma semelhanga na resisténcia da
estrutura do gel sob a compressao.

Com o resultado da analise (Tabela 8), para formar uma rede de gel com uma textura
mais firme, coesa, a concentracao de xantana, bem como a do EPS em estudo, deveriam ser

superiores a 1% m/v.
5.6.2 Adesividade

E definida como o trabalho necessario para ultrapassar as forgas de atragio entre o
material e a superficie da sonda. E dado pelo valor da area correspondente & forga negativa.
Analisando a Tabela 8, para o parametro adesividade nao houve diferenca significativa (p>0,05)
entre os EPSs avaliados. Valor semelhante foi encontrado por Lima et al. (2013), ao analisar o
perfil de textura de géis aquosos elaborados a partir da iota-carragenana da alga marinha

vermelha Solieria filiformis a 1,5% m/v, em que a adesividade foi -1,37+0,001.
5.6.3 Elasticidade

E uma medida em que a estrutura do gel ¢ quebrada pela compressio inicial
(SANDERSON, 1990). Quando se fala em elevada elasticidade, se refere quando a estrutura do
gel ¢ quebrada em poucos pedacos grandes, durante a primeira compreensdo. Enquanto a baixa
elasticidade resulta do gel quebrando em pequenas pecas, em grande quantidade. Géis menos
elasticos, tais como pectina, carragenana e géis de agar quebram mais facilmente durante a
mastigacdo do que o gel de gelatina (MARSHALL; VAISEY, 1972). Os trés géis analisados
ndo diferiram significativamente a 95% de confianga (p >0,05).

Segundo Nussinovitch (1997), os agentes ndo gelificantes, como a goma xantana e
goma guar, e os agentes gelificantes, carragenana e goma de feijao de locusta, sdo usualmente
combinadas para atingir o aumento da viscosidade ou propriedades superiores de géis
alimentares, tais como uma maior elasticidade. A mistura de diferentes polissacarideos oferece

uma rota alternativa para o desenvolvimento de novas texturas. O interesse principal reside no


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3551143/#CR35
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desenvolvimento de misturas sinérgicas com gelificagio melhorada ou induzida (SAHA;
BHATTACHARYA, 2010).

Ja Nishinari et al. (1980) compararam géis de agar (4,4% m/v) com géis de gelatina
(25% m/v), e obteve uma elasticidade para os géis de dgar maior do que para géis de gelatina,
enquanto que a forga de fratura para géis de gelatina foi maior do que para géis de agar. De
acordo com Banerjee e Battacharya (2011), uma alta elasticidade ¢ indesejavel para produtos

que sao consumidos rapidamente, ou seja, produtos com vida util reduzida.

5.6.4 Coesividade

Coesividade ¢ uma medida do grau de dificuldade em que a estrutura interna do gel
¢ quebrada ou a taxa na qual o material se desintegra em acdo mecanica (BOURNE, 2002;
SANDERSON, 1990; WOLF et al.,, 1989). A goma gelana (0,60%) se diferenciou
significativamente (p<0,05) da goma xantana (0,78%) e do EPS em estudo (0,93%). Segundo
Handa, Takahashi e Froning (1998), isso indica o quanto a estrutura do gel permaneceu intacta
apoés a primeira compressao, € para Antunes, Motta e Antunes (2003) a coesividade se relaciona
com as forgas envolvidas nas ligagdes internas do produto. Sendo assim, a estrutura de géis de
xantana ¢ do EPS de M. loti Semia 816 alcancaram uma coesividade maior do que a de géis da

goma gelana.
5.6.5 Gomosidade

A gomosidade ¢ caracterizada como a energia necessaria para desintegrar um
alimento semissolido para ser engolido sem ser mastigado e também definido como a forca
necessaria para desintegrar o material (BOURNE, 2002; COSTA, 2015). Quanto maiores
concentragdes de biopolimero forem utilizadas na formulag¢ao de géis, maiores necessidades
energéticas para desintegrar os géis serdao requisitadas. Os resultados de dureza e gomosidade
apresentam uma correlagdo, ou seja, com o aumento da dureza, consequentemente havera
aumento da gomosidade. Esse comportamento ¢ conduzido pelas mesmas interagcdes que
governam a dureza e coesividade, pois a gomosidade ¢ um produto destes dois parametros.

Os géis adicionados de goma xantana e do EPS de M. loti Semia 816 nao
apresentaram diferencas significativas entre si (p>0,05), resultando em uma gomosidade de
5,12 N e 5,71 N, respectivamente. A gomosidade da goma gelana foi elevada (60,90 N), visto
que esse comportamento se deve possivelmente pelas mesmas interacdes que influenciaram a

dureza e a coesividade dos géis da gelana.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saha%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23572691
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhattacharya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23572691
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5.6.6 Mastigabilidade

Bourne (2002) define mastigabilidade como a forca necessaria para desintegrar o
material. Apresenta uma relagdo com a gomosidade ¢ a elasticidade, pois a mastigabilidade ¢
produto desses dois parametros. Tem grande relacdo com a anélise sensorial, onde € o numero
de mastigacdes necessarias para tornar o alimento com consisténcia adequada para ser engolido.
Pode-se observar na Tabela 8 que ndo houve diferenca significativa entre a goma xantana e o
EPS em estudo, com valores de 5,19 N e 7,93 N respectivamente. Ja a goma gelana comercial
apresentou uma gomosidade de 57,06 N, enfatizando que a forca e o tempo de mastigacao
necessario para desintegrar o gel ¢ quase 11 vezes maior, quando comparado com a goma
xantana e o EPS.

O gel da goma gelana parece ser um gel relativamente mais resistente, enquanto
que um gel de xantana e EPS a 1% m/v comportam-se como um gel que possui caracteristicas
de tenacidade mais baixas.

Na industria alimenticia, as gomas sao usadas em concentragdes baixas, entre 0,5 a
5% m/v, e de modo geral ndo contribuem para o aroma, paladar ou valor nutricional do produto
(MENEZES et al., 2012; ROSALAM; ENGLAND, 2006). Contudo, exercem um papel
importante no controle da textura, palatabilidade ¢ na estabilizacdo de muitos alimentos,
principalmente os industrializados. Elas previnem ou retardam uma série de fendmenos fisicos
como a sedimentacdo de particulas sélidas suspensas no meio, a cristalizacdo de aglcares, a
agregacdo ou desagregagdo de particulas dispersas colaborando para uma maior aceitacdo do
produto pelo consumidor (LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009; MENEZES et al., 2012;
PALANIRAJ; JAYARAMAN, 2011).

5.7 SINERESE DOS GEIS COM ADICAO DOS BIOPOLIMEROS

A sinérese nos géis € causada por um fendmeno natural designado pela expulsao de
agua a partir da estrutura do gel. Trata-se de um fendmeno indesejavel que pode ser reduzido
com a adi¢do de hidrocoloides adequados. Conforme Sydansk (2007), a sinérese de um sistema
gel-polimero depende de muitos fatores, do tipo e das quantidades dos componentes de
polimero em gel, das condigdes de temperatura, pH, formacao, d4gua e cations divalentes.

Os resultados obtidos na avaliacdo da gelana, goma xantana e do EPS produzido
quanto a sinérese dos géis formados encontram-se representados na Tabela 9.

Os géis tipicamente utilizados em aplicacdes de modificacao de perfil em alimentos

partilham um fendmeno comum, denominado sinérese, no qual a fase solvente (4gua) se separa
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da fase de gel, e como resultado ocorre o encolhimento do gel. A taxa desta separagdo determina

o tempo de vida do gel sob qualquer dado conjunto de circunstancias (ZHANG et al., 2015).

Tabela 9 - Sinérese (%) dos géis de xantana, gelana e do EPS sintetizado pela bactéria M. loti
Semia 816 ao longo do armazenamento.

Dia Goma Sinérese (%)
Xantana NO
1° Gelana NO
EPS NO
Xantana NO
2° Gelana NO
EPS NO
Xantana NO
3° Gelana NO
EPS NO
Xantana NO
4° Gelana NO
EPS NO
Xantana 1,99+1,40%4
5° Gelana NO
EPS 1,78+0,9284
Xantana 2,52+1,15%4
6° Gelana 0,36+0,32%4
EPS 2,25+1,3284
Xantana 2,70+1,14%4
7° Gelana 0,45+0,50%4
EPS 2,32+1,3284

*NO: Nio Ocorreu;

*Letras mintisculas iguais para o mesmo dia de armazenamento indicam que ndo ha diferenga significativa entre
os EPSs avaliados a 95% de confianga (p>0,05). Letras maitsculas iguais para o mesmo EPS em dias de
armazenamento diferentes indicam que ndo ha diferenga significativa ao longo do tempo a 95% de confianga
(p>0,05).

A taxa de sinérese € definida como a diminuig@o do gel num dado tempo em relagdo
ao peso inicial do gel (ZHANG et., 2015). Segundo a Tabela 9 todos os géis mostraram baixa
sinérese, com valores menores que 3% apods 7 dias de armazenamento nao havendo diferenca
significativa entre as gomas em estudo, bem como os dias armazenamento. Com isso 0s géis sO
apresentaram sinérese a partir do 5° dia, como foi o caso da goma xantana e do EPS. No caso
da goma gelana, apresentou agua liberada somente a partir do 6° dia.

Braga e Cunha (2005) estudaram a sinérese de géis formados por xantana, caseinato

e sacarose, onde a taxa de sinérese dos géis diminuiu a medida que as concentragdes de xantana

e sacarose aumentaram. Também foi observado um aumento da sinérese em fungao do tempo.
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A sinérese ¢ uma propriedade utilizada como um método simples para a medida da
estabilidade de géis de amido, que envolve o desenvolvimento de dgua livre na matriz deste
apos resfriamento. Posteriormente ao armazenamento a baixas temperaturas, ocorre a expulsao
de agua destes géis de amido, em consequéncia da reassociacdo das cadeias de amilose e
amilopectina, formando uma matriz de liquido por todo o gel (SWEEDMAN et al., 2013).

Do mesmo modo, a sinérese ¢ uma propriedade negativa para géis e produtos
produzidos a partir do amido vista como um indicador de deterioragdo, pois torna os géis e
produtos mais rigidos, o que pode levar a rejei¢ao destes produtos, tornando assim de grande
importancia a preven¢ao ou retardo desta (TENG; CHIN; YUSOF, 2011). Uma alternativa seria
o uso desses hidrocoloides como acompanhantes nas formulagdes a base de amido, pois alguns
tém a capacidade de envolver os granulos de amido durante a gelatinizagdo, retardando assim
a sinérese. Segundo Chaisawang e Sphantharika (2006), isso pode ser atribuido a muitos fatores
principalmente a estrutura molecular das gomas e as cargas i0nicas existentes entre ambos

(amido e goma).



65

6 CONCLUSAO

O EPS produzido a partir da bactéria diazotréfica Mesorhizobium loti Semia 816
utilizando glicerol residual como fonte de carbono foi caracterizado quanto as suas propriedades
reologicas, perfil de textura, sinérese dos géis e capacidade emulsificante, bem como
composi¢ao quimica, comparando com as gomas comerciais xantana e gelana.

Solugdes aquosas a 1% m/v do EPS e das gomas xantana e gelana apresentaram um
comportamento pseudoplastico, evidenciado pelo bom ajuste dos dados experimentais ao
modelo de Ostwald-de-Waele, com valores de “n” menores que 1 para todas as gomas. As
viscosidades observadas para uma taxa de cisalhamento de 38 s™' foram de 772 mPa.s, 2895
mPa.s e 570 mPa.s, respectivamente, para xantana, gelana e EPS de M. loti Semia 816.

A viscosidade de solucdes aquosas a 1% m/v foi afetada pela presenca de sais, com
tendéncia de redu¢do de viscosidade para gelana e aumento de viscosidade para xantana e EPS
de M. loti Semia 816. Para este tltimo, a adi¢do de KCI 1 mol L' e NaCl 1 mol L! elevou a
viscosidade aparente da solugdo a 38 s™! para 823 mPa.s e 1502 mPa.s, respectivamente, sendo
trés vezes superior com a presenga do eletrdlito NaCl.

O EPS de M. loti Semia 816 foi capaz de formar emulsdes com os Oleos vegetais
testados (arroz, soja, girassol, milho e canola), com valores de indice de emulsificagdo em 24 h
superiores a 65%, com destaque para o 6leo de soja (84,1%) e 6leo de girassol (79,02%),
indicando potencial de aplicagdo na formagao e estabilizacdo de emulsdes.

Os géis de xantana e EPS (1% m/v) demonstraram comportamentos similares
quanto aos parametros de textura instrumental (dureza, adesividade, elasticidade, coesividade,
gomosidade e mastigabilidade), entretanto os géis de gelana (1% m/v) mostraram-se bem mais
resistentes. A sinérese dos ge€is foi baixa, com valores inferiores a 3% apds 7 dias de
armazenamento, indicando seu potencial em retardar a sinérese em géis.

Quanto a sua composi¢ao o EPS de M. loti Semia 816 apresentou teores de proteinas
bem superiores (11,31%) aos encontrados na gelana (3,23%) e xantana (5,04%), enquanto que
os teores de acidos urdnicos (3,90%) e aglcares totais (82,54%) foram similares aos
encontrados para xantana (3,50% e 87,78%, respectivamente).

Desta forma, o EPS de M. loti Semia 816 mostrou propriedades similares & goma
xantana, portanto com potenciais aplicagdes em diversas areas, como alimentos, cosméticos,
produtos farmacéuticos e meio ambiente, demonstrando poder constituir uma alternativa a

produtos comerciais ja existentes.
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Absorbancia (480 nm )

Figura I. 2 - Curva padrao do 4cido glicurdnico para determinagdo de 4cido urénico.

Absorbancia (525 nm)

APENDICE I

Figura I. 1 - Curva padrao da glicose para determinagdo de aglcares totais.
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