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RESUMO

Os exopolissacarideos (EPS) sdo polimeros produzidos por uma grande variedade de
microrganismos e podem possuir propriedades fisicas, estruturais e quimicas diferentes.
Considerando o interesse crescente das industrias na busca de polissacarideos que apresentem
comportamento reoldgico compativel com sua aplicagdo, tanto nos setores de alimentos como
farmacéutico, cosmético e téxtil, pesquisas vém sendo realizadas com a esperanca da
descoberta de novas moléculas promissoras para tais aplicacdes. O objetivo deste trabalho foi
determinar as caracteristicas reologicas do exopolissacarideo (botriosferana) produzido pelo
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 em trés fontes de carbono: glucose (EPSgru), sacarose
(EPSsac) e frutose (EPSgry). A andlise da composi¢do monossacaridica, apos hidrdlise 4cida,
mostrou que todos os polimeros sdo constituidos exclusivamente por glucose e a
cromatografia de filtracdo em gel indicou baixo grau de polidispersividade. Experimentos
com o corante Congo Red evidenciaram a presen¢a de tripla hélice nos trés polimeros
produzidos pelo fungo B. rhodina MAMB-05. Os trés polissacarideos comportaram-se como
fluidos ndo-Newtoniano com caracteristicas de solu¢des pseudoplasticas e tixotrdpicas € com
diminui¢do da viscosidade quando em presenga de NaCl. As solucdes aquosas de EPSgLu,
EPSsac € EPSgry apresentaram comportamento viscoeléstico, com caracteristicas de gel forte
em 5 e 25°C, ndo sofrendo mudancas no comportamento, mesmo em presenga de NaCl, a
25°C. As solugdes polissacarideos mantiveram as caracteristicas de géis fortes, com
propriedades termoestaveis e termorresistentes, entre 5 a 95°C de temperatura. Esses
resultados permitiram concluir que os EPS produzidos pelo fungo B. rhodina MAMB-05
possuem propriedades quimicas e fisicas, passiveis de utilizagdo nas industrias de alimentos,

farmacéutica, cosmética e biomédica.

Palavras chaves: Exopolissacarideos; Botryosphaeria rhodina MAMB-05; Botryospherana;

Andlises reoldgicas.



ABSTRACT

Exopolysaccharides (EPS) are polymers produced by a great variety of microorganisms and
can possess different physical and chemical properties, and structural features. Considering
the growing interest in commercial applications of polysaccharides that show rheological
compatible behavior within the application, as in the food, pharmaceutical, cosmetic and
textile sectors, research have been developed in attempts to discover new promising
biomolecules for such applications. The objective of the work presented was to determine the
rheological characteristics of the exopolysaccharide botryosphaeran produced by
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 on three different sole carbon sources: glucose (EPSgLu),
sucrose (EPSgyc) and fructose (EPSgry). The analysis of monosaccharide composition, after
acid hydrolysis, showed glucose as the only component and the gel permeation
chromatography indicated that the EPSs have an excellent purity grade. All three biopolymers
produced by B. rhodina MAMB-05 were found to exist in the triple helix conformational
state. The three exopolysaccharides showed non-Newtonian behavior, with pseudoplastic and
thixotropic characteristics, and showed a slight decrease in viscosity in presence of NaCl. The
three biopolymer gels showed viscoelastic behavior, with characteristics of strong gelling at 5
°C and 25 °C, without suffering behavioral changes, even in the presence of NaCl at 25 °C.
The polysaccharide solutions kept the strong gel characteristics possessing thermo-stable and
thermo-resistant properties when evaluating the influence of temperature (5 — 95 °C) over the
viscoelastic behavior of solutions. The results concluded that the EPS’s produced by fungus
B. rhodina MAMB-05 have physical and chemical properties amenable for use in the food,

pharmaceutical, cosmetic and biomedical industries.

Key Words: Exopolysaccharides; Botryosphaeria rhodina MAMB-05; Botryosphaeran;

Rheological analyses.
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1. INTRODUCAO

Os exopolissacarideos (EPS) sdo polissacarideos extracelulares produzidos
por uma variedade de bactérias e fungos e s@o secretados no meio de cultivo ou ligados a
superficie das células. Essas moléculas possuem a caracteristica de formar solucdes viscosas,
mesmo em baixas concentragdes. Os EPS vém substituindo progressivamente o0s
polissacarideos obtidos de fontes convencionais, como plantas e animais. Devido as suas
propriedades de geleificantes, espessantes, estabilizantes, agentes modificadores de textura,
emulsificantes e formadores de filmes de revestimento ou embalagens, t€ém sido aplicados nas
industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética, téxtil e biomédica.

O uso potencial de biopolimeros nos diferentes ramos industriais ja ¢
consenso na literatura existente e, neste contexto, novas fontes microbianas tém sido
investigadas com o objetivo de se encontrar polissacarideos com propriedades fisicas e
quimicas que permitam as suas aplicagdes. Essas pesquisas concentram-se nos polissacarideos
extracelulares, pois sdo de facil extragdo e purificacdo e apresentam, geralmente, um alto
rendimento na producao.

Os biopolimeros microbianos podem diferir quanto a composicio
monossacaridica e, conseqiientemente, em suas propriedades fisicas e quimicas. Para o
polissacarideo ser comercializado € importante que possua algumas caracteristicas reoldgicas
interessantes, tais como: formar solugdes viscosas em baixas concentragdes, possuir alta
solubilidade, manter a viscosidade e estabilidade em ampla faixa de pH, temperatura e em
presenca de sais.

Segundo alguns autores uma outra propriedade importante em biopolimeros
caracterizados como glucanas com ligacdo do tipo P, ¢ a estrutura em tripla hélice,
fundamental tanto para a atividade biologica quanto para a manuten¢do da viscosidade das
solugdes polissacaridicas.

O fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05 quando cultivado
em glucose como fonte de carbono produz um exopolissacarideo denominado botriosferana,
cuja estrutura possui uma cadeia principal formada por unidades -D-glucopiranosidicas 1,3
ligadas, com cerca de 20% de substitui¢do em C-6, por unidades de glucose e gentiobiose.

O exopolissacarideo botriosferana pode ser obtido, a partir do mesmo fungo,

cultivado em outras fontes de carbono tais como frutose, manose, sacarose, melaco de cana de
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acucar, entre outras. A diferenca bésica entre o botriosferana produzido nas diversas fontes de
carbono estd no grau de ramificacdo.

Considerando-se a auséncia de informag¢des na literatura cientifica sobre
estudos reoldgicos dos EPS produzidos pelo Botryosphaeria rhodina MAMB-05, este
trabalho foi concebido com o objetivo de iniciar esse estudo no botriosferana produzido em
trés diferentes fontes de carbono: glucose, frutose e sacarose, que j4 possuem sua estrutura

quimica, anteriormente, determinada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O presente estudo tem por objetivo geral avaliar a conformagdo e algumas
propriedades reoldgicas do botriosferana, exopolissacarideo produzido pelo fungo ascomiceto

Botryosphaeria rhodina MAMB-05.

2.2 Objetivos especificos

a) Produzir os exopolissacarideos do Botryosphaeria rhodina MAMB-05 em
meio de cultivo quimicamente definido com trés diferentes fontes de carbono: glucose, frutose
e sacarose.

b) Verificar a homogeneidade dos polimeros por cromatografia de filtracio
em gel de Sepharose CL-4B.

¢) Estudar a conformagao dos exopolissacarideos

d) Analisar o comportamento reoldgico dos exopolissacarideos produzidos

nas trés diferentes fontes de carbono.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polissacarideos

Polissacarideos sdo biopolimeros versateis que podem ser encontrados na
natureza sob as mais diversas formas, exercendo diferentes fung¢des. Nos vegetais podem ser
extraidos de raizes, tubérculos, caules e sementes, nos quais atuam como reserva de energia,
como ¢ o caso do amido e da inulina; outras vezes, podem ser encontrados na estrutura celular
de tecidos vegetais, onde contribuem para a integridade estrutural e para a for¢a mecénica,
formando redes hidratadas tridimensionais, como é o caso das pectinas, em plantas terrestres,
e das carragenanas, agar e alginato, em plantas marinhas (TONELI; MURR; PARK, 2005, p.
189).

Os polissacarideos sd@o polimeros com massa molecular relativamente alta,
com caracteristicas especificas de identidade nas suas unidades monossacaridicas, nos tipos
de ligacdo que as unem, no comprimento das suas cadeias ¢ no grau de ramificacdo destas.
Podem ser classificados como homopolimeros ou heteropolimeros (NELSON; COX, 2000, p.
247).

Segundo Goémes e colaboradores (2007) os polimeros de carboidrato
possuem grande aplicabilidade na industria de alimentos. O uso mais freqiiente estd associado
a sua capacidade de espessar, estabilizar, emulsificar e geleificar solugdes, sendo aplicados
para melhorar e padronizar a qualidade dos alimentos processados, bem como o0 uso como
filmes comestiveis (LOPES; ANDRADE; MANO, 1991; MAIA; PORTE; SOUZA, 2000;
ARAUJO; ALVES, 2003).

O termo “hidrocoloide ou goma” compreende todos os polissacarideos
hidrossoluveis, que podem ser obtidos de plantas, algas marinhas e fontes microbianas
(Tabela 1), bem como gomas derivadas de exsudatos de plantas e biopolimeros produzidos
por tratamento quimico ou enzimatico do amido ou celulose (DICKINSON, 2003).

O uso de polissacarideos como espessante estd associado a capacidade que
possuem de aumentar a viscosidade de um liquido, resultando em caracteristicas
organolépticas e texturas desejaveis nos alimentos. Sdo freqlientemente utilizados para
eliminar efeitos indesejaveis tais como: liberagdo de dgua em alguns alimentos processados
(CEREDA; VILPOUX; DEMIATE, 2003, p.357), substitutos de gordura e integrantes na
formulacdo de produtos de baixa caloria /ight (MONTEIRO et al., 2006), uma vez que
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possuem menos ‘“calorias” quando comparados com a gordura e, em alguns casos, ndo sio
absorvidos pelo organismo humano, promovendo efeitos benéficos a saide (SGARBIERI;
PACHECO, 1999; ALVAREZ; SANCHEZ, 2006).

As B-glucanas sdo uma classe de polissacarideos constituidos por unidades
repetitivas (mondmeros) de glucose, unidas por ligacdes do tipo B, presentes nos vegetais e
microrganismos. Constituem-se como o principal tipo de expolissacarideos produzidos por
fungos (BARBOSA et al., 2004, p.30). Lazaridou e Biliaderis (2007) relatam que esses
polimeros, quando provenientes de cereais, combinam propriedades de hidrocoldides com
propriedades fisioldgicas de fibras dietéticas. Pifiero e colaboradores (2004) e Monteiro e
colaboradores (2006) propdem o uso das B-glucanas de cereais, de baixo conteudo calorico
uma vez que ndo sdo absorvidas no intestino delgado, como substitutos de gorduras em
alimentos.

Segundo Saad (2006) as P-glucanas de cereais possuem, também, a
capacidade de retardar a absor¢do de glucose, modulando os niveis plasmaticos de insulina e
da glucose. Ressalta ainda que o consumo desses polissacarideos pode resultar em diminui¢ao
de lipideos plasmaticos, diminuindo o risco de cancer de colon, redugdo da fome e/ou
aumento da saciedade e possivel diminui¢do de pressdo sanguinea.

A maioria das pesquisas na area de alimentos concentra-se na busca de
novas moléculas com propriedades para melhorar a qualidade dos alimentos, causando ainda
efeitos benéficos ao consumidor. As linhas de produtos funcionais ou nutracéuticos sdo bons
exemplos do crescimento cientifico visto nos ultimos anos. Os alimentos funcionais sdo
definidos como compostos que oferecem varios beneficios a saude, além do valor nutritivo
inerente a sua composicdo quimica, podem também desempenhar um papel potencialmente
benéfico na reducdo do risco de doengas cronico-degenerativas, quando ingerido como
alimento. J& os produtos nutracéuticos sdo definidos como parte de um alimento, e
proporcionam beneficios médicos e de saide, incluindo a prevengdo e/ou tratamento da
doenca, podendo estar na forma de suplementos dietéticos ou na constituicdo de outros
alimentos. Exemplificando essas definicdes a aveia pode ser considerada um alimento
funcional e as B-glucans, presentes em sua constitui¢do, como alimento nutracéutico.

Do ponto de vista dos carboidratos as fibras apresentam grandes
propriedades funcionais, sendo os oligossacarideos e as P-glucanas bons exemplos de

ingredientes nutracéuticos.
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3.2 Exopolissacarideos

Os exopolissacarideos (EPS) s3o definidos como polissacarideos
extracelulares, produzidos por alguns fungos e bactérias, os quais sdo encontrados ligados a
superficie das células ou sdo excretados para o meio de cultivo na forma de material viscoso
(CANILHA et al., 2006, p.32). Como resultado da produgdo do exopolissacarideo, ocorre
mudanga na viscosidade do meio de cultivo, comegando como um fluido Newtoniano de
baixa viscosidade e finalizando como um fluido nido-Newtoniano, de elevada viscosidade
(MOREIRA et al., 2005; CHO et al., 2006).

Os exopolissacarideos de origem microbiana apresentam algumas vantagens
de obtencdo em relagdo as outras gomas, tais como: ndo dependéncia das condigdes
climaticas, possibilidade de utilizagdo de matérias primas regionais, maior rapidez na
obtenc¢do do produto acabado e necessidade de menor espaco fisico das instalagdes fabris.
Além disso, as gomas de origem microbiana apresentam maior uniformidade em suas
propriedades fisico-quimicas, devido a especificidade do microrganismo utilizado e a
possibilidade de um rigido controle dos pardmetros de fermentacdo como pH, temperatura,
taxa de aeracdo, velocidade de agitagdo, tempo de fermentagdo e composicdo do meio de
cultivo (BARBOSA et al., 2004, p.30).

Os homopolissacarideos (Figura 1, pg. 23) extracelulares tais como dextrana
(NAESSENS et al., 2005), curdlana (CUNHA; GOMEZ; AMORIM, 2003), pululana (LIN;
ZHANG; THIBAULT, 2007) e levana (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005), sdo
constituidos por somente um tipo de monossacarideo e, geralmente, produzidos por uma so
enzima ou por um sistema simples de enzimas, diferente dos heteropolissacarideos (Figura 1,
pg. 23), que contém duas ou mais unidades monoméricas diferentes, e sdo sintetizados por
sistemas enzimaticos mais complexos, exemplo das gomas gelana (BANIK; KANARI;
UPADHYAY, 2000) e xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Os exopolissacarideos produzidos por uma grande variedade de
microrganismos possuem propriedades fisicas, estruturais e quimicas diferentes possibilitando
suas aplicacdes em industrias de alimentos, como anteriormente citado, mas também na
industria farmacéutica, petrolifera, cosmética, téxtil e de tintas (COLTRO, 2003, p.32) e vém
substituindo, progressivamente, os polissacarideos obtidos de fontes convencionais, como

plantas e animais (LIN; CHANG, 2005, p.1419).
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Tabela 01 — Fontes de origem dos “hidrocoloides ou gomas” com aplicacdes industriais.

Tipo Origem Goma

Exsudatos vegetais (terrestres) Goma ardbica
Goma karaia
Sementes Goma guar
Goma Locusta ou alfarroba
Extratos de plantas Pectina
Arabinogalactana
Agar
Extratos de algas marinhas Alginato
Carragena
Natural Furcelana
Graos (milho,trigo,arroz,) Amidos
Tubérculos (batata,mandioca)

Xantana
Natural Gelana
(Produtos Bacterianos Dextrana
microbianos) Curdlana
Levana

Fungicos Escleroglucana
Pululana

Celulose Carboximetilcelulose
Metilcelulose
Hidroxipropilcelulose
Metiletilcelulose
Modificadas Amidos modificados com variagdes
Amido de estabilidades, viscosidade e de
dogura.

Extratos de algas marinhas Alginato de propileno glicol

Fonte: (LOPES; ANDRADE; MANO, 1991, p.66; KIMURA et al., 2003, p.22; NAESSENS
et al., 2005, p.845; GARCIA-OCHOA et al., 2000, CRUZ PRADELLA, 2006;
YAMAMOTO et al., 1999; ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005; CUNHA; GOMEZ;
AMORIM, 2003; CORRADI da SILVA et al., 2006)

3.2.1 Exopolissacarideos bacterianos

A xantana (Figura 1-A, pg. 23) é um polimero formado por uma cadeia
principal constituida de unidades B-D-glucopiranosidicas 4-O substituidas, assemelhando-se a
celulose. Unidades pentassacaridicas repetitivas se dispdem ao longo da cadeia principal; elas
se constituem por unidades de glucose alternadas com substituigdo em O-3 por uma
ramificacdo trissacaridica: manose: acido glucurdnico: manose (GARCIA-OCHOA et al.,

2000, p.550). A massa molecular da xantana pode variar de 2 a 12 x 10° Da, dependendo do
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processo fermentativo e linhagem utilizada (ROTTAVA, 2005, p.14): ela € soluvel em agua
fria, produz solu¢des de elevada viscosidade em baixas concentragcdes e seu gel apresenta
excelente estabilidade a variagdo de temperatura (0 a 100°C), mantendo as caracteristicas de
gel em ampla faixa de pH (1 a 13) (LOPEZ et al., 2004, p.115).

A xantana € produzida pelo Xanthomonas campestris em meio contendo
glucose ou sacarose como fonte de carbono e recebeu permiss@o de uso em alimentos pelo
“Food and Drug Administration”- FDA, em 1969. Comercialmente, a goma xantana ¢ um dos
mais importantes polissacarideos microbianos com uma producdo mundial anual de cerca de
30.000 toneladas, movimentando um mercado de aproximadamente 408 milhdes de dolares.
As principais industrias produtoras de goma xantana sdo Kelco (EUA), Rhone-Poulenc
(Franga), Pfizer (EUA) e Mero-Rousselot-Santia (Franga) (CRUZ PRADELLA, 2006, p.38).

Um outro polissacarideo aplicado na industria ¢ a dextrana constituido por
unidades a-(1—6) D-glucopiranosidicas (Figura 1-C, pg. 23). A sintese de dextrana ocorre
extracelularmente, sendo o substrato transformado em polissacarideo sem ser interiorizado na
célula. Isso é possivel gracas a uma enzima denominada dextrana-sacarase (HONORATO et
al., 2005, p.02), que ¢ excretada pelo microrganismo no meio de cultura, na presenca de
sacarose. A dextrana-sacarase atua na molécula de sacarose, liberando a frutose e transferindo
a glucose a uma molécula receptora, no caso moléculas de dextrana em expansio
(NAESSENS et al., 2005, p.845).

Vérios microrganismos sintetizam dextrana a partir de sacarose, destacando-
se a bactéria Leuconostoc mesenteroides, cuja producdo industrial € feita a partir de uma unica
linhagem NRRL B-512(F), que sintetiza um polissacarideo com 95% de ligacdes a (1—6) e
5% de a (1—3) (SANTOS; RODRIGUES; TEIXEIRA, 2005, p.01).

A dextrana possui aplicag@o na industria farmacéutica atuando como matriz
para imobilizacdo de drogas e enzimas, como modificador de viscosidade e material para
suportes em cromatografia hidrofobica (NAESSENS et al., 2005; GIL et al., 2008). E
metabolizada naturalmente, ndo é tdxica e ndo provoca reagdes adversas no organismo
(CRUZ PRADELLA, 2006, p.39). E utilizada na industria de alimentos como estabilizante e
agente de viscosidade (CANILHA et al., 2006, p.36).

Levana, um exopolissacarideo constituido por unidades de frutose f (2—6)
ligadas (Figura 1-G, pg. 23) (ARVIDSON; RINEHART; GADALA-MARIA, 2006. p.144),
pode ser sintetizado por varios grupos de bactérias, entre elas a Zymomonas mobilis; é obtido

pela transfrutosilagdo em meio fermentativo a base de sacarose, extrato de levedura e sais
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minerais. E utilizado nas indéstrias de comésticos, alimentos e farmacéutica (ERNANDES;
GARCIA-CRUZ, 2005, p.72).

Segundo Yoo e colaboradores (2004) as levanas possuem propriedades
biologicas com capacidade de melhorar e ou reparar alguns processos no organismo humano,
despertando o interesse da 4rea médica. Podem atuar como: agentes prolongadores da acdo de
farmacos, prebioticos que s@o definidos como substancias que promovem o crescimento de
bifidobactérias no intestino humano (KAUR; GUPTA, 2002), agente hipocolesterolémico
(YAMAMOTO et al., 1999), imunomodulador e anticarcinogénico (CALAZANS et al., 2000;
YOON et al., 2004). Na industria de alimentos a levana ¢ usada como espessante, fixador de
cores e sabores e em produtos dietéticos. Além disso, sua hidrolise produz frutose que tem
poder adogante superior a sacarose.

Gelana é um polissacarideo complexo cuja estrutura molecular consiste de
unidades tetrassacaridicas repetitivas: glucose, dcido glucurdnico e raminose (na propor¢do de
2:1:1), dispostas como B (1—3)-D-glucose, f (1—4)-D-glucuronato, B (1—3)-D-glucose ¢ o
(1—4)-L-raminose (Figura 1-B, pg. 23). E produzido pela bactéria Sphingomonas
paucimobilis, anteriormente denominada de Pseudomonas elodea, gram-negativa, aerdbia e
de pigmentacdo amarela (BANIK; KANARI; UPADHYAY, 2000, p.408).

Segundo Yamamoto e Cunha (2007) o polissacarideo gelana possui boa
estabilidade em ampla faixa de pH, produzindo um gel termorreversivel que vem substituindo
o agar (SUTHERLAND, 1998). Devido a estabilidade em pH acido, a goma gelana vem
sendo utilizada pela industria de alimentos principalmente em produtos a base de frutas
(CANILHA et al., 2006; FREITAS et al., 2006).

As propriedades fisico-quimicas encontradas na gelana proporcionam sua
utilizagdo pelas industrias alimenticia, farmacéutica e outras, pois pode ser usada como
texturizante, estabilizante, espessante, emulsificante e agente geleificante (BANIK; KANARI;
UPADHYAY, 2000; SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004).

Curdlana, um polissacarideo produzido pelas bactérias Alcaligenes faecalis
variedade myxogenes e Agrobacterium radiobacter (CUNHA; GOMEZ; AMORIM, 2003,
p.380), faz parte do grupo de moléculas conhecidas como B (1—3)-D-glucanas (Figura 1-E,
pg. 23).

Funami e colaboradores (1999) relataram que a curdlana, em suspensdo
aquosa, ¢ capaz de formar gel por aquecimento e, de acordo com a temperatura de

aquecimento, hd formagao de dois tipos de géis. O gel “low-set” se forma quando a suspensao
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aquosa de curdlana é aquecida entre 50 °C a 60 °C e, entdo, resfriada a temperaturas inferiores
a 40 °C; o gel ¢ termorreversivel, similar ao dgar e a gelatina. Quando a suspensdo aquosa de
curdlana € aquecida em temperaturas superiores a 80 °C, forma-se o gel “high-set”, que se
caracteriza como um gel firme, resistente, ndo termorreversivel e bastante estdvel a uma
ampla faixa de temperatura de congelamento.

Segundo Cunha e colaboradores (2004) a curdlana ¢ um hidrocoldide
microbiano que apresenta propriedades fisico-quimicas interessantes do ponto de vista
industrial, tendo potencial para ser utilizada como aditivo alimentar, em pequenas
quantidades, contribuindo para a melhoria da estabilidade e da qualidade de inimeros

produtos alimenticios, podendo ser utilizada no desenvolvimento de novos produtos.

3.2.2 Exopolissacarideos fungicos

Existe uma variedade de polissacarideos produzidos por fungos, porém
poucos foram adequadamente explorados, € um numero pequeno tem sido produzido em
escala industrial. Segundo Barbosa e colaboradores (2004) a maioria dos exopolissacarideos
fingicos sdo B-glucanas.

As B-glucanas de fungos sdo polissacarideos com fungdo estrutural. Podem
ser encontradas na parede celular do micélio, no corpo de frutificacdo ou ser excretadas como
exopolissacarideos. S@o estruturas altamente ordenadas, formadas principalmente por
unidades de glucose, diferenciando-se pelo tipo de ligacdo glicosidica e massa molecular,
caracteristicas estas que conferem agdes biologicas e reoldgicas distintas a essa classe de
biomoléculas (CALAZANS et al., 2000; CORRADI da SILVA et al., 2006; MORADALI et
al., 2007).

Os polissacarideos fungicos tém despertado interesse na area médica, devido
a algumas atividades evidenciadas, tais como: uso como matriz hidrofilica para a liberagao
controlada de drogas (MATRICARDI et al., 2006; PALLESCHI, et al., 2006), para o
desenvolvimento de vacinas bacterianas, como um agente anti-HIV (CHEN; SEVIOUR,
2007), modulador do sistema imunologico (ZHANG et al., 2007), agente cicatrizante
(COELHO et al., 2002) e no controle de tumores (ZHANG et al., 2005a; CHEN; SEVIOUR,
2007).
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Acredita-se que a atividade anti-tumor apresentada pelas B (1—3)-D-
glucanas, tais como escleroglucana (Sclerotium glucanicum), esquizofilana (Schizophyllum
commune), cinereana (Botrytis cinerea) e pestalotana (Pestalotia sp), estd relacionada a
organizagdo da estrutura em tripla hélice (Figura 2), mantida pelas ligagdes de hidrogénio
(ZHANG et al., 2005b), bem como pela complexidade da ramificagdo lateral e da massa
molecular (CORRADI da SILVA et al., 2005; PALLESCHI et al., 2005).

Dentre os EPS produzidos por fungos, os que apresentam destaque do ponto
de vista comercial e industrial sdo a escleroglucana, produzido por fungos do género

Sclerotium e a pululana, produzida pelo Aureobasidium pullulans.

Unidade de glucose

Ligagdes glicosidica

Ligagao de hidrogénio

Figura 2 — (A) Ilustragdo da conformag¢do em hélice simples da B(1—3)-D-glucanas (TAVARES,
2006), (B) Simulagdo tridimensional em tripla hélice da B (1—3) (1—6) glucana
(escleroglucana) (PALLESCHI et al., 2005).

Escleroglucana ¢ um polimero composto por unidades glucopiranosidicas
B(1—3)-substituidas com ramificagdes de glucose em C-6 (Figura 1-F, pg. 23), as quais
podem estar ligadas regular ou randomicamente, com freqiiéncias diferentes. Variagdes no
grau de ramificacdo afetam a solubilidade da molécula. Possuem diversas aplicagdes, uma vez
que a viscosidade do EPS em solu¢do se mantém em uma ampla faixa de temperatura e de pH

(FARINA et al., 2001, p.45; COLINET et al., 2007, p. 66).
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Este polimero apresenta atividade antitumoral, antimicrobiana, antivirética e
moduladora do sistema imune (ZHANG et al., 2007, p.5). Estudos mais recentes propdem a
aplicacdo do escleroglucana como carreadores de drogas (FRANCOIS; ROJAS; DARAIO,
2005; MATRICARDI et al., 2006; COVIELLO et al., 2007).

Vidarta e colaboradores (2006) aplicaram o escleroglucana, produzido pelo
fungo Sclerotium rolfsii, para minimizar a sinérese (separacdo da fase aquosa) em solucdes de
amido de milho. Apos 20 dias de refrigeracdo, os autores observaram 91% de reducdo da
sinérese, a0 mesmo tempo em que foram mantidas as caracteristicas de gel, dureza e
coloragdo das misturas, indicando futuro uso do EPS para melhorar a qualidade dos alimentos,
passivel de utilizag@o pela industria de alimentos.

Pululana ¢ um exopolissacarideo linear de glucose produzido pelo
Aureobasidium pullulans. E constituido por unidades de maltotriose, a (1—4), alternadas por
residuos glucopiranosidicos a (1—6) ligados (Figura 1-D, pg. 23), cuja relacdo depende da
linhagem fungica estudada (LIN; ZHANG; THIBAULT, 2007, p.820). Dependendo da
proporcao dessas ligagdes na cadeia do polimero, as propriedades fisicas da molécula variam,
tais como: flexibilidade da estrutura, aumento da solubilidade em 4gua e capacidade de
formacao de filme e fibra.

O pululana pode ser usado como aditivo em alimentos de baixa caloria. Tem
a capacidade de formar filmes soliveis em agua, com baixa permeabilidade ao oxigénio,
atuando como revestimento de alimentos, apresentando capacidade de reter o sabor e
aparéncia. Também ¢ utilizado como excelente adesivo, espessante e pode ser usado na
preparacdo de algumas fibras, sendo comestivel e biodegradavel (LAZARIDOU;
BILIADERIS; KONTOGIORGOS, 2003, p.152). Para o crescimento do Bifidobacterium spp,
um microrganismo benéfico da flora intestinal humana (SAAD, 2006), sugere-se a
incorporagdo do pululana como prebidtico, que ¢ uma substidncia capaz de promover o
crescimento de bactérias desejaveis no célon intestinal (SHIN et al., 2004).

Ja é consenso entre os pesquisadores que os biopolimeros de origem flingica
sejam alvo de investigagdo cientifica devido as suas caracteristicas quimicas e reologicas que
poderdo possibilitar suas aplicagdes nas industrias de alimentos, petrolifera, farmacéutica,

cosmética e médica, entre outras.
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3.2.3 Botriosferana, exopolissacarideo produzido pelo fungo Botryosphaeria rhodina

MAMB-05.

Fungos do género Botryosphaeria ssp. sdo ascomicetos que podem ser
encontrados em diferentes ambientes, causando doengas em varias espécies de plantas, como
eucalipto (SLIPPERS et al., 2004; BARBER et al., 2005) e, em algumas espécies de arvores
frutiferas como cacaueiro, coqueiro, mamoeiro, bananeira, abacateiro (VIANA et al., 2003),
macieiras (LUNARDI et al., 2002; VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2005) e videiras
(GARRIDO; SONEGO; GOMES, 2004; URBEZ-TORRES, 2006).

O Botryosphaeria rhodina MAMB-05 tem sido investigado por um dos
grupos de Bioquimica Aplicada do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da UEL,
desde 1996. Este microrganismo foi descrito como produtor de lacases por Dekker e Barbosa
(1996). Esses autores (2001) relataram que o microrganismo também secretava no meio de
cultivo um exopolissacarideo (EPS) do tipo B-glucana. Posteriormente foi caracterizado como
uma B (1—-3;1—6)-D-glucana (Figura 3), com cerca de 22% de ramificagdes no carbono 6
(BARBOSA et al., 2003) e denominado de botriosferana (Figura 3).

Em 2004, Steluti e colaboradores analisaram a influéncia de diferentes
fontes de carbono (glucose, frutose, galactose, manose, manitol, sorbitol, lactose, sacarose,
sacarose comercial e melaco de cana de acticar) sobre a producdo de botriosferana pelo B.
rhodina, e concluiram que a sacarose comercial favorecia a formagdo do exopolissacarideo
em comparag¢do a outras fontes de carbono estudadas.

Corradi da Silva e colaboradores (2005) caracterizaram oS
exopolissacarideos quando o microrganismo foi cultivado, separadamente, em sacarose e
frutose como fonte de carbono. Verificaram que o grau de ramificagdo era menor no EPS
produzido em sacarose (21%) do que em frutose (31%); esta caracteristica quimica conferia
diferentes viscosidades as suas solugdes.

Posteriormente, Miranda (2006) demonstrou que o botriosferana nio ¢
mutagénico, apresentando atividade hipoglicemiante e hipocolesterolémica.

O conhecimento das propriedades reoldgicas bem como do peso molecular
do botriosferana, produzido em diferentes fontes de carbono, sdo imprescindiveis para o

emprego do polimero pelos diferentes setores da industria.
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Figura 3 - Botriosferana: f-(1—3,1—6)-D-glucana

3. 3 Reologia

Segundo Schramm (2006), a reologia descreve a deforma¢do de um corpo
sob a influéncia de tensdes. Corpos, neste contexto, podem ser sélidos, liquidos ou gases.
Sélidos ideais deformam-se elasticamente e a energia requerida para a deformacgido &
completamente recuperada quando a tensdo ¢ removida. Fluidos ideais, como os liquidos e
gases deformam-se irreversivelmente, eles escoam e, neste caso, a energia requerida para a
deformacdo ¢é dissipada dentro do fluido na forma de calor e ndo pode ser recuperada
simplesmente pela remogao das tensdes.

Nas areas da ciéncia dos alimentos a reologia possui grande importancia.
Segundo Haminiuk (2007) muitas das propriedades texturais que os humanos percebem
quando consomem alimentos sdo basicamente reologicas, isto é, cremosidade, suculéncia,
maciez, suavidade e dureza. Segundo Campos e colaboradores (1989), os dados reoldgicos em
alimentos sdo essenciais para:

a) Calculos em engenharia de processos, envolvendo grande variedade de
equipamentos, tais como bombas, tubulagdes, extrusores, misturadores, trocadores de calor,
dentre outros;

b) Determinagdo da funcionalidade de ingredientes no desenvolvimento de
produtos;

c¢) Controle intermediario ou final da qualidade de produtos;

d) Testes de tempo de prateleira;

e) Avaliacdo da textura de alimentos e correlacdo com testes sensoriais.

A industria de alimentos vem inovando com inimeros produtos para atender

as necessidades do consumidor. Umas dessas inovagdes foi o desenvolvimento de uma linha
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de produtos /ight e diet. Alimentos pertencentes a esta classe possuem menor quantidade de
calorias (/ight), ou auséncia de algumas substancias, ex: lipideos, actcares e sodio (dief). Com
1sso cresceu a utilizagdo dos polissacarideos microbianos, a fim de se tentar manter as
caracteristicas reologicas como viscosidade, fluidez, textura e cremosidade encontradas nos
produtos originais, geralmente mantidas pelas gorduras (BARONI; FREITAS, 1999, p.22). O
alto indice de obesidade e os possiveis disturbios metabdlicos, decorrentes do aumento de
peso, fizeram com que a industria disponibilizasse esses novos produtos.

A reologia considera dois materiais como ideais: o solido eléstico e o liquido
viscoso. No solido eldstico a propriedade de maior interesse ¢ a elasticidade, ou seja, um
material com forma definida, quando deformado por uma forca externa, sob determinadas
condi¢des, retornara a sua forma e dimensdes originais, apds a remog¢do dessa forga. J4, no
liquido viscoso a propriedade de maior interesse € a viscosidade, que tem como caracteristica
ndo possuir forma definida, escoando irreversivelmente com a aplica¢do de uma forga externa

(BRETAS; D’AVILA, 2005, p.69).

3.3.1 Reologia de fluidos

Isaac Newton foi o primeiro cientista a expressar a lei basica da
viscosimetria, descrevendo o comportamento de fluxo de um liquido ideal, equacdo [1], onde
T ¢ a tensdo de cisalhamento, m ¢ a viscosidade dindmica ou aparente e ¥ ¢ a taxa de

cisalhamento ou deformacao.

T=m.7 [1]

A deformacao dos fluidos pode ser estudada como a realizacdo de uma forca
continua a uma taxa constante. Essa condi¢do pode ser idealizada com a utilizacdo de duas
placas paralelas com o fluido colocado no espago entre elas, como mostra a figura 4. A placa
inferior ¢ fixa e a superior se move a uma velocidade constante.

Tensdo de cisalhamento (T) relaciona a forca F aplicada sobre a area A,
sendo que a interface entre a camada superior e inferior do liquido, leva a um fluxo na camada
liquida. A velocidade de fluxo que pode ser mantida por uma dada for¢a ¢ controlada pela

resisténcia interna do liquido, ou seja, pela sua viscosidade (NAVARRO, 1997, p.74).
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Figura 4 — Fluxo entre duas placas paralelas (SCHRAMM, 2006, p.29)

A tensdo de cisalhamento faz com que o liquido flua num determinado
padrdo. A velocidade maxima ¢ observada nas camadas superiores do liquido (Figura 4). A
velocidade diminui das camadas superiores para as inferiores, apresentando uma velocidade
minima na camada mais inferior que estd em contato com a superficie estacionaria. Esse
gradiente de velocidade é definido como taxa de cisalhamento (V). A ¥ é um fator decisivo

que influencia na viscosidade de muitos liquidos. O aumento da taxa de cisalhamento pode

diminuir ou aumentar a viscosidade (NAVARRO, 1997, p.78).
A tensdo de cisalhamento em solidos causa deformacdo, mas em liquidos

ela causa uma taxa de deformagao (quadrados superior e inferior da Figura 5). Isso significa,

simplesmente, que os solidos sdo elasticamente deformados, enquanto os liquidos fluem.
Com o aumento da taxa de cisalhamento (Figura 5), particulas rigidas se

orientam em direcdo ao fluxo. Nas moléculas poliméricas, os entrelacamentos entre elas

podem ser desfeitos e as moléculas se orientam em direcdo ao fluxo. Particulas esféricas

podem ser deformadas para uma forma mais alongada e com o cisalhamento, os agregados

podem ser quebrados (BRETAS; D’AVILA, 2005, p.36).
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Figura 5 - Representagdo esquematica de liquido em repouso (superior) ¢ apos a aplicagdo de uma taxa
de cisalhamento (inferior) (SCHRAMM, 2006, p.30).

A viscosidade ¢ a propriedade reoldgica definida como a medida da friccdo
interna de um fluido, ou seja, sua resisténcia a fluir. Ela se torna aparente quando uma camada
de fluido move-se em relagdo a outra camada. Assim, a medida que aumenta a viscosidade do
fluido, aumentam as forgas de atrito e é necessdrio mais energia para que haja escoamento.
Com isso, fluidos altamente viscosos requerem maior for¢a para se mover do que materiais
menos viscosos (BRETAS; D’AVILA, 2005, p.55).

A viscosidade pode ser medida pela formula matematica apresentada na
equacdo [2] , onde 1 ¢ a viscosidade dinAmica ou aparente, T é a tensdo de cisalhamento e ¥ ¢

a taxa de cisalhamento ou deformacao.

n=1t/Y [2]

Entre os parametros que interferem na viscosidade dos polimeros, podemos
citar o tipo de estrutura molecular, a temperatura e a concentracdo da solugcdo polimérica
analisada. A temperatura pode ocasionar uma diminui¢do da viscosidade, e solucdes
poliméricas concentradas tendem a ter valores maiores de mn (PINTO; MOREIRA;
VENDRUSCOLO, 2002; SILVA; GUIMARAES; GASPARETTO, 2005; TORALLES;
VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2006).
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3.3.1.1 Liquidos Newtonianos

Newton assumiu que o grafico equivalente a equacdo [1] para um liquido
ideal seria uma linha reta, com inicio na origem da curva de fluxo (t x ¥), e que esta reta
subiria com uma inclinag¢do de angulo o (Figura 6). Qualquer ponto desta reta define pares de
valores para T ¢ ¥ . Dividindo um pelo outro se obtém o valor de 1 (equagio [2]).

Como a curva de fluxo para um liquido ideal ¢ uma reta, a razdo de todos os
pares de valores de T e ¥ pertencentes a essa reta é constante (Figura 6). Isso significa que a
viscosidade (1) ndo € afetada por mudancgas na taxa de cisalhamento. Todos os liquidos para
os quais essa afirmativa é verdadeira sdo chamados de liquidos Newtonianos, ¢ o caso de
liquidos puros, solucdes verdadeiras diluidas e poucos sistemas coloidais. Ex: agua, 6leo

mineral, melaco, etc.

3.3.1.2 Liquidos ndo-Newtonianos

Todos os outros liquidos que ndo exibem esse comportamento de fluxo
““ideal’’ sdo chamados de ndo-Newtonianos (Figura 6). Os liquidos ndo-Newtonianos sdo, em
nimero, bem maiores que os Newtonianos.

Fluidos ndo-Newtonianos sdo definidos como aqueles onde a relagio t/7
ndo ¢ uma constante, ou seja, quando a taxa de cisalhamento varia, a tensdo de cisalhamento
ndo varia na mesma proporcao (ou necessariamente na mesma dire¢do) (MANO; MENDES,
1999). Assim, a viscosidade destes fluidos mudard conforme a variagdo da taxa de
cisalhamento (Figura 6). Os fluidos ndo-Newtonianos sdo classificados como viscoelasticos

ou inelasticos.
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Figura 6 — Varios tipos de comportamento de fluxo (SCHRAMM, 2006).

Os fluidos nao-newtonianos viscoeldsticos apresentam, simultaneamente,
propriedades de fluidos (viscosas) e de solidos (elasticas) (BARNES; HUTTON; WALTERS,
1989). Ja os fluidos ndo-Newtonianos inelasticos s@o classificados em independente de tempo
e dependente de tempo, conforme figura 7. Os fluidos independentes do tempo, sob condi¢des
de temperatura e composicdo constantes, apresentam viscosidade aparente dependente
somente da taxa de deformacdo ou da tensdo de cisalhamento. Nos fluidos com
comportamento dependente do tempo a viscosidade aparente também depende da duragdo
dessa taxa de deformagao.

Dentre os fluidos nao-Newtonianos independentes do tempo, temos os
pseudoplasticos, os dilatantes e os plasticos. Para os pseudoplasticos, a viscosidade diminui
com o aumento da taxa de cisalhamento (SHAW, 1975), temos como exemplos as tintas,
emulsdes e dispersdes de muitos tipos. Nos dilatantes a viscosidade aumenta com o aumento
da taxa de cisalhamento, exemplos caramelos e amidos de milho em &4gua. Os fluidos
plasticos comportam-se como so6lidos sob condigdes estaticas, apresentando forcas internas
que o impedem de fluir até certa tensdo de cisalhamento, quando entdo, comeg¢am a fluir.
Exemplos desse tipo de fluidos incluem chocolate, catchup e maionese (FARIA-TISCHER,
2006, p.43).

Os fluidos ndo-Newtonianos dependentes do tempo sdo aqueles em que

ocorrem mudangas de viscosidade com o tempo, com a taxa de cisalhamento e com a
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temperatura. Podem ser divididos em tixotrdpicos e reopécticos. Nos fluidos tixotrdpicos, a
viscosidade diminui com o tempo para uma taxa de cisalhamento constante (COSTA, 2006,
p-10) j& para os reopécticos ocorre o contrario, ou seja, a viscosidade do fluido aumenta com o
tempo para uma taxa de cisalhamento constante.

Os polissacarideos microbianos apresentam comportamento pseudopléstico
e viscoelastico caracteristicos (COVIELO et al., 2007; TONELI; MURR; PARK, 2005;
SUTHERLAND, 2001). Algumas caracteristicas dos EPS sdo esperadas para sua aplicacdo na
industria, tais como: formar solugdes viscosas em baixas concentragdes, possuir alta
solubilidade, apresentar viscosidade e estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura e na

presenca de sais.

Fluidos
Newtonianos ‘ | Nao-Newtonianos ]
| |
Inelasticos Viscoelasticos
|
| |
Independentes do tempo Dependentes do tempo ‘
| ‘ |
—  Pseudoplasticos \ Tixotrépico Reopécticos

Dilatantes

3 _Plésticos de Bin_gham_

—  Herschel-Bulkley

— QOutros

Figura 7 - Classificagdo do comportamento reoldgico de fluidos (TONELI; MURR; PARK, 2005,
p.184).
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3.3.1.3 Comportamento viscoelastico

As curvas de fluxo em regime estaciondrio sdo utilizadas para caracterizar o
comportamento reoldgico de fluidos. A viscosidade ¢ a propriedade de todos os fluidos,
independentemente se eles exibem ou ndo comportamento elastico; no entanto, muitos
fendmenos ndo podem ser descritos simplesmente em fung¢do da viscosidade e o seu
comportamento elastico deve ser levado em consideracdo. A figura 8 apresenta o
comportamento dos fluidos viscosos e fluidos viscoelasticos (viscoso e eldstico) quando
submetidos ao cisalhamento. Durante a agitacdo ou mistura, os fluidos viscoelasticos podem
subir no rotor impulsor num fendmeno conhecido como efeito Weissenberg (BRETAS;

D’AVILA, 2005, p.70).
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Figura 8 — Comportamento viscoso e viscoelastico (SCHRAMM, 2006, p.41).

O comportamento viscoeldstico de uma solucdo polimérica pode ser
conhecido a partir de estudos reoldgicos com analises dinamicas ou oscilatorias € o grau de
carater sélido e liquido pode ser quantificado. O modulo de cisalhamento elastico (G’), diz
respeito ao cardter solido do material, enquanto o modulo de cisalhamento viscoso (G”)
refere-se ao carater liquido.

A energia usada na deformag¢do de um soélido elastico € recuperada quando a
amostra retorna ao seu estado original, enquanto que para um liquido ideal n3o ha tal
recuperagdo, e a energia ¢ perdida. Assim, os moédulos G’ ¢ G” sdo também denominados
modulos de estocagem e de perda, respectivamente (SCHRAMM, 2006, p.143). Para um
material perfeitamente elastico toda a energia ¢ armazenada; a tensdo e a deformagdo
encontram-se em fase e G” ¢é igual a zero. Para um liquido que ndo possui nenhuma
propriedade elastica toda a energia ¢ dissipada como calor, G’ é igual a zero, e a tensdo ¢ a

deformacao estdo fora de fase (IAGHER, 2000; DOUBLIER et al., 1993; SHAW, 1975).



39

Os modulos de cisalhamento elastico (G’) e viscoso (G”) sdo dados pelas

seguintes equagdes:

G’=(To/ Vo) . cos O [3]
G”=(To/ Yo) . cos & [4]
G/ G = tgd [5]

onde:
G’ = modulo de cisalhamento dinamico elastico
G” = mddulo de cisalhamento dindmico viscoso
To = amplitude de tensdo
Yo = amplitude de deformagao
O = angulo de fase
A resposta de uma amostra a tensdo de deformacgdo oscilatoria pode ser
caracterizada pelo modulo de cisalhamento dindmico complexo G*, que ¢ dado pela seguinte

equacio:

G* = (G2 +G"?) 1? [6]
onde:
G* = moddulo de cisalhamento dindmico complexo
G’ = modulo de cisalhamento dindmico elastico

G”’=modulo de cisalhamento dindmico viscoso

O modulo dindmico complexo G* pode definir uma viscosidade complexa

(M™*), que descreve a resisténcia total para uma medida dindmica, e é expressa pela equacgio:

n* =G*/ f [7]

onde:
Nn* = viscosidade dinamica complexa
G* = mddulo de cisalhamento dindmico complexo

f = freqiiéncia
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A analise dindmica de um material, através dos modulos de cisalhamento
dindmico G’ e G” e da viscosidade dindmica complexa, permite caracterizd-lo como sendo
mais viscoso ou mais elastico, conforme mostra figura 9 (MORRIS, 1995, p.518).

Quando a amostra polissacaridica apresenta o modulo de cisalhamento
elastico (G’) muito maior do que o mddulo de cisalhamento viscoso (G”) (Figura 9-a), ambos
independentes da freqiiéncia na regido de viscoelasticidade, tem-se um material de carater
predominantemente solido (ZHANG et al., 2008, p.3), tratando-se, portanto, de um gel forte.

Para as solucdes poliméricas concentradas ou géis fracos o espectro revela,
principalmente em baixas freqiiéncias, valores significativamente maiores de G”, em relacdo a
G’(Figura 9-b). Em freqiiéncias mais altas, entretanto, o comportamento aproxima-se daquele
gel mostrado na figura 9-a, onde a resposta elastica (G’) predomina sobre o fluxo viscoso

(G”) e an* declina (TORRES; BEPPU; SANTANA, 2006, p.104).

108 —
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Maédulo de rigidez, de dissipagéo e viscosidade complexa (Pa)

10"

100
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Figura 9 - Representacdo grafica genérica de sistemas polissacaridicos submetidos a medidas
reolégicas dindmicas. a) gel forte, b) solugdo concentrada ou gel fraco, e c¢) solugdo
diluida (TABILO-MUNIZAGA; BARBOSA-CANOVAS, 2005, p.150).
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Em amostras com comportamento tipico de solugdes diluidas (Figura 9-a), a
viscosidade dinamica (n*) mostra pequena variacdo com a freqiiéncia (demonstrando um
comportamento essencialmente Newtoniano através da faixa de freqiiéncia alcancada) e o
modulo de perda G” ¢ substancialmente maior do que o modulo de estocagem G’. Em baixas
freqliéncias G” ¢ maior que G’, enquanto que em freqiiéncias mais altas G’ aproxima-se de
G”(STEFFE, 1996).

As variagdes de G’, G” e n* ddo importantes informag¢des para a
caracterizagdo da escala de tempo das interagdes moleculares em sistemas poliméricos, e estas
medidas reologicas podem ser aplicadas para ambos os sistemas sdlidos ou liquidos,

monitorando processos tais como a formagdo de géis fisicos constituidos por polissacarideos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Microrganismo

Foi utilizado o fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina isolado de cancro

de eucalipto por Barbosa, Dekker e Hardy (1996).

4.1.2 Reagentes

Os principais reagentes quimicos utilizados para o preparo dos meios de
cultivo, das solugdes e os experimentos foram de grau analitico, obtidos da Merck, Fluka ou

Sigma.

4.1.3 Equipamentos

Balangas Analiticas Mettler Toledo AB204, Micronal e em balangas semi-
analitica Gehaka BG-440; Gehaka BG-2000.

Autoclave vertical Fabbre, modelo 103.

Camara de fluxo laminar Veco, modelo VLFS-09.

Estufa incubadora Nova Etica 411D e incubadora orbital Cientec CT-712.

Centrifuga refrigerada Boeco U-32R

Evaporador Rotativo Buchi, modelo R-114, e banho-maria Buchi, modelo
B-480.

Centrifuga Damon, modelo HT e microcentrifuga Beckman.

Espectrofotometro Shimadzu modelo UV-1601.

Bloco de aquecimento Digi Block, Laboratory Devices INC.
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Cromatdgrafo Liquido de Troca Ionica (HPAEC) com detector
Eletroquimico Modelo ED 40, Bomba Gradiente Modelo GP 40 e Integrador modelo 4600; da
Dionex.

Gel de sepharose CL-4B, com auxilio de bomba peristaltica Pump P-1,
Amersham Pharmacia Biotech.

Coletor Frac-100, Amersham Pharmacia Biotech.

Liofilizador modelo E.C, da Edwards.

Agitador da Fisatom.

Destilador marca Quimis.

Deionizador Water Pro PS, Labconco.

Redmetro HAAKE RS75 Rheostress acoplado a um banho termostatizado
HAAKE K15 e termocirculador de 4gua DC5B3

4.2 Métodos Gerais

4.2.1 Manuten¢do do Microrganismo

O ascomiceto Botryosphaeria rhodina foi mantido em BDA (batata-

dextrose-agar) inclinado, a 4°C, feito repiques trimestrais.

4.2.2 Produgdo do botriosferana

b 2

A producdo do botriosferana em glucose “EPSgLy”, sacarose “EPSsac” €
frutose “EPSpry”, como fontes de carbono, foi realizada no Departamento de Bioquimica e
Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina com a colaboragdo da professora Dra.
Aneli de Melo Barbosa. Nessa etapa da pesquisa, objetivou-se somente a producdo dos EPS
segundo metodologia otimizada por Barbosa e colaboradores (2003) e STELUTI e
colaboradores (2004), para ser alvo de futuras andlises propostas nos objetivos dessa

dissertacao.
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4.2.3 Cultivo estoque do Botryosphaeria rhodina MAMB-05

O fungo foi mantido em meio s6lido de dgar-batata dextrose (BDA) a 4 *

2°C com repiques trimestrais, como mostra a figura 10-A.

4.2.4 Cultivo do Botryosphaeria rhodina MAMB-05

4.2.4.1 Pré-indculo

Uma por¢do pequena das hifas do cultivo estoque de Botryosphaeria
rhodina MAMB-05 foi transferida para placas de Petri contendo meio minimo de Vogel,
glucose 10g/L e agar 20 g/L (VGA). As placas foram incubadas por 5 dias a temperatura de
28 + 2 °C, conforme figura 10-B. Pequenas porc¢des de hifas foram transferidas para frascos
de Erlenmeyer (125 mL) modificados, com quatro inser¢des na parede, contendo meio
minimo de Vogel e glucose 5g/L. O pré-indculo foi mantido sob agitagdo constante de 180

rpm durante 48 horas a temperatura de 28 + 2°C.

4.2.4.2 Indculo

O meio liquido contendo as células foi transferido para um blender
autoclavado, onde o micélio foi homogeneizado por 30 segundos a velocidade maxima. O
homogeinato foi transferido para tubos de centrifuga de fundo conico, estéreis, e centrifugado
durante 10 minutos a 5500 x g. O precipitado foi ressuspenso em solu¢do salina fisioldgica
estéril de NaCl 0,9 % (p/v). A suspensdo de células homogeneizadas foi diluida em salina
estéril até se obter densidade Optica entre 0,4 ¢ 0,5 a 400nm, o que corresponde a

aproximadamente 200 a 260 ng de micélio/mL (BARBOSA et al., 2003, p.1695).

4.2.4.3 Preparo dos meios e cultivo
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Os cultivos liquidos foram desenvolvidos em frascos de Erlenmeyer de
2000 mL contendo 400mL de meio de Vogel (1956) e 50 g/ de glucose ou sacarose ou
frutose (individualmente), guardando a propor¢do ar/meio de 5:1. Para cada 100 mL de meio
de cultivo foram utilizados 4 mL de inoculo, com densidade 6ptica padronizada. Os cultivos

foram mantidos sob agitag¢do constante a 180 rpm, por 72 horas, a temperatura de 28 £+ 2 °C.

4.2.4.4 Interrupcao do cultivo

Cada cultivo foi interrompido através de centrifugacdo por 25 minutos a
5500 x g, (Figura 10-C). O sobrenadante foi coletado sob banho de gelo para obtencdo dos

exopolissacarideos (botriosferana) e o micélio foi reservado (Figura 10-D).

4.2.4.5 Isolamento dos exopolissacarideos

O sobrenadante de cada cultivo (glucose, sacarose e frutose), conforme
figura 10-E, contendo os exopolissacarideos, foi precipitado em etanol (3 volumes), deixado
durante 12 horas a temperatura de 4 °C (Figura 10-F), separado por centrifugagio,
solubilizado em 4gua e dialisado contra 4gua deionizada por 48 h a temperatura de 4 °C. Em
seguida os EPS foram congelados (Figura 10-G) e liofilizados (Figura 10-H). Os liofilizados
foram utilizados para estudos propostos neste trabalho.

Uma amostra de goma xantana, doada pela empresa “CPKelco”, foi

utilizada como comparacdo em algumas analises efetuadas neste trabalho.
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Figura 10 — Esquema de produg¢@o do botriosferana A) Cultivo estoque do B. rhodina; B) Pré-inoculo
em meio (VGA), depois de 5 dias a 28 = 2 °C; C) Interrupcdo do cultivo para posterior
centrifugacdo do material “EPS e micélio”; D) Micélio separado apds centrifugagdo do EPS;
E) Sobrenadante apds centrifugacdo, seguindo para precipitagdo em etanol; F) EPS
precipitado em etanol; G) EPS solubilizado em agua e resfriado; H) EPS liofilizado.
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4.2.3 Analises quantitativas nos EPS¢gpy, EPSsac, EPSgru € padrio xantana EPSxan

4.2.3.1 Determinagdo de actcares totais - método do fenol - 4cido sulftrico

O método de fenol-acido sulfurico (DUBOIS; GILLES; HAMILTON, 1956)
foi utilizado para determinar a concentragdo de carboidrato total nos respectivos EPS (GLu, sac,
rrU, xaN)- O método consiste na formacdo do derivado furfural, na presenca de H,SO4
concentrado, que reage com o fenol formando um complexo de cor amarela. Foi seguido o
protocolo original do método, conforme descrito:

Reagentes: Solugdo de fenol 5% (m/v), H,SO4 concentrado.

Procedimento: Foi adicionado 0,5 mL da solu¢do de fenol em 0,5 mL da
amostra e, em um unico jato, foram adicionados 2,5 mL de H,SO, concentrado. Apds 10
minutos em repouso, foi feita a leitura espectrofotométrica a 480 nm.

Para calcular a concentracdo de carboidratos, foi realizada uma curva padrao

de glucose (0,1 %), com faixa de sensibilidade de 10 a 100 ug.

4.2.3.2 Determinacdo dos agucares redutores - método de Somogyi — Nelson

A presenga de agucar redutor nas amostras foi determinada pelo método de
Somogyi (1945) e Nelson (1944). Neste método, os agucares redutores reduzem o reativo
cupro-alcalino de Somogyi formando 6xido cuproso, que na presen¢a do reativo arseno-
molibdico de Nelson forma um complexo de 6xido de molibdénio de cor azul estavel.

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

Procedimento: Em 0,5 mL da amostra contendo de 10 a 80 pg de actcares
redutores foi acrescentado 0,5 mL do reativo de Somogyi. Os tubos foram cobertos com
pérolas de vidro, para evitar a evaporagdo do reativo, e levados a aquecimento em banho
fervente por 10 minutos. Apds, foi resfriado e adicionado 0,5 mL do reagente de Nelson e
acrescentado 3,5 mL de 4gua destilada. Os tubos foram agitados e lidos em espectrofotdmetro

em 540 nm.
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Para calcular a concentragdo de actcares redutores nas amostras foi utilizada
uma curva padrdo de glucose a 0,1%. A curva de calibracdo foi desenvolvida na faixa de

concentragdo de 10 a 100 pg, de acordo com a estimativa do teor de carboidratos da amostra.

4.2.3.3. Determinagdo de proteinas - método de Bradford

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

Solugdo estoque de corante: 40 mg de Coomassie Blue G-250 foram
dissolvidos em 20 mL de etanol absoluto. Foram adicionados 40 mL de acido fosforico 85% e
agua destilada para completar 100 mL de solug@o.

Solu¢do de uso: foi feita uma diluigdo (1:4, v/v) da solucdo estoque de
corante em agua destilada e, em seguida, filtrada em papel de filtro.

Procedimento: foi adicionado 1 mL da solu¢do com o corante em 100 puL da
amostra e em seguida foi feita a leitura em espectrofotometro a 595 nm.

A concentragdo de proteina foi calculada através de uma curva de calibragdo

com albumina bovina (BSA), na faixa de concentragdo de 10 a 50 ug.

4.2.4. Cromatografia de filtragdo em gel em coluna Sepharose CL-4B

O gel Sepharose CL-4B ¢ formado por agarose, numa concentracdo
aproximada de 4%, estabilizado por pontes de hidrogénio. Possui faixa de fracionamento de
6x10" — 2x10” para proteinas e 10*— 1x10 para polissacarideos.

Condi¢do da coluna: A coluna de vidro (1,5x30 cm), preenchida com gel
apresentou volume de 47 mL. Agua destilada foi utilizada como eluente, sendo o fluxo de 0,5

mL/min e o volume coletado, por fragdo, de 1,5 mL.
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Procedimento: 500 pg do material solubilizados em 1 mL de agua destilada
foram aplicados a coluna. O volume morto da coluna foi determinado pela aplicacdo do Blue
dextran.

Para evitar contaminagdes entre os diferentes EPS analisados, foram
utilizadas colunas exclusivas para cada amostra, procurando reproduzir as mesmas condigdes.

O experimento ocorreu em ambiente climatizado (2512°C) e as fracdes
coletadas foram transferidas a temperatura de 4°C. Logo apos foi determinado a quantidade
de aglcar total de cada fracdo das amostras, assim montou-se o grafico da corrida

cromatografica onde identificou o perfil da amostra.

4.2.5 Hidrdlise Acida Total

Preparo da Amostra: Aliquotas das amostras, contendo 50ug de acucares
totais, foram distribuidas em tubos proprios para hidrdlise, congeladas e liofilizadas.

Hidrdlise: A hidrolise acida total foi efetuada pela adicdo de 300 ul de acido
trifluoracético (TFA) 5SM a amostra seca, a seguir cada amostra foi solubilizados e o tubo foi
selado e aquecido a 100°C por 16 horas (CORRADI da SILVA et al., 2005, p.12). O acido foi
removido por evaporagdo em evaporador rotativo (BUTCHI — R 114), com consecutivas
trocas de H,O deionizada até a evaporacdo total do acido, e entdo solubilizadas em 500ul de

H,O deionizada, sendo posteriormente analisadas por cromatografia liquida de alta pressao e

coluna de troca i6nica (HPAEC).

4.2.6 Analise da composi¢cdo de monossacarideos por cromatografia liquida de alta pressao e

coluna de troca ionica (HPAEC)

Para andlise de monossacarideos foi utilizado um sistema Dionex DX500
(cromatografia liquida de ions) e um detector de amperometria integrada (IAD). Os
cromatogramas foram registrados em um integrador modelo 4600. Os agucares neutros na
forma de ions polialcoxis, gerados na presenga de solu¢do aquosa de NaOH, foram separados
isocraticamente, usando uma coluna analitica CarboPac PA1 (4x250 mm) equipada com

guarda coluna PA1, ao fluxo de 1 mL/min. As condi¢des de eluicdo foram produzidas
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utilizando H,O deionizada (eluente 1) e NaOH 200 mM (eluente 2) preparada a partir de uma
solugdo de NaOH 50%.

A coluna foi regenerada apds 25 min de corrida com 100% do eluente 2, por
10 min, seguida pelo retorno as condi¢des da corrida, por 15 minutos (para equilibrar a
coluna), antes da inje¢do da amostra.

Procedimento: 25 uL de solugdo contendo 1 pg do material foi injetado no
cromatografo, marca Dionex.

Padrdes: Foi utilizado como padrdo uma mistura de agucares neutros
contendo 200 ng/25 puL de cada um dos seguintes monossacarideos: L-fucose, L-ramnose, D-

galactose, D-glucose e D-manose totalizando 1ug/25uL de agucares totais.

4.2.4 Analise da estrutura dos EPS

A verificagdo da conformagdo em tripla hélice nos EPS pode ser realizada
através da complexacdo com o corante Congo Red, conforme descrito por Ogawa e
colaboradores (1972).

Padriao utilizado: dextrana (65 a 74 kDa)

Procedimento: Preparou-se uma solu¢do denominada CR/EPS misturando-
se a solugdo de Congo Red e a solugdo de EPS na propor¢do de 1:10. Dez aliquotas de 1mL
foram separadas e adicionou-se a solu¢do CR/EPS, NaOH 5M e H,0O deionizada a fim de
variar a concentracdo de NaOH de 0 a 0,4M em um volume final de 1,1 mL por tubo, como
observado na tabela 2. A solu¢do final resultante permaneceu em repouso por 3 horas: apos

esse tempo fez-se a varredura do espectro no intervalo de 470 a 540 nm.



Tabela 2 - Ensaio analitico para a formag¢ao do complexo CR/EPS.

TUBO EPS/Congo

[NaOH] V(pL)de Agua (pL)/

Red M NaOH ensaio
SM
1 1 mL 0 0 0
2 1 mL 0,05 10 90
3 I mL 0,10 20 80
4 I mL 0,15 30 70
5 1 mL 0,19 38 62
6 1 mL 0,21 42 58
7 1 mL 0,23 46 54
8 I mL 0,25 50 50
9 1 mL 0,30 60 40
10 1 mL 0,40 80 20

4.2.5 Analises reologicas
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As andlises reoldgicas foram efetuadas em colaboragdo com a Profa. Dra.

Joana Léa Meira Silveira do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da

Universidade Federal do Parana.

4.2.5.1 Métodos reoldgicos

Os testes foram conduzidos a temperatura de 25°C para as analises em

sistema estatico e 5°C e 25°C para as andlises em sistema dindmico; o sensor utilizado foi o

cone-placa (C60/2Ti°) (Figura 11-A).

Antecedendo as analises reologicas, foi efetuada a determinacdo da inércia

do aparelho com o sensor em posi¢do de andlise, a fim de descontar os valores das forgas

centrifuga e centripeta, geradas durante os experimentos. Este procedimento se repetiu a cada

troca de amostra. Os testes foram executados em triplicata e durante as analises a temperatura

ambiente foi mantida a 22+ 1°C.
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4.2.5.2 Preparo das solugdes de B glucanas

Para os experimentos de reologia, os biopolimeros (EPSgru, EPSsac €
EPSpry) foram solubilizados (6g/L) em agua deionizada aquecida (60°C) e mantidos nessa
temperatura por um periodo de 15 minutos. Em seguida as amostras foram levadas a
temperatura de 22°C, sob agitagdo mecanica constante, em velocidade média, por 18 horas.
Durante esse periodo foram realizados mais dois ciclos de aquecimentos a 60°C, por 15
minutos. Apos solubilizagdo completa dos EPS (Figura 11-B), foram realizadas dilui¢des

para iniciar os experimentos.

Bl e
C

A
Rheosipe s

S8

Figura 11 — (A) Redmetro HAAKE RS75 Rheostress; (B) Ilustragdo dos EPS solubilizados;
(C) Amostra sobre a placa estacionaria do redmetro (D) Exopolissacarideos apos
varredura, a 5°C.
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4.2.5.3 Determinacao das viscosidades absolutas

O sensor cone-placa (C60/2Ti°) foi utilizado para analisar as solugdes
poliméricas em concentragdes de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 g/L. Este instrumento consiste de uma placa
plana inferior estaciondria e um cone rotatorio superior com didmetro de 60nm e angulo de 2°
(o), como mostra a figura 12. O fluido permanece entre a placa e o cone sem espalhar-se,
devido a tensdo superficial, preenchendo inteiramente o espaco entre eles, de modo que as
medi¢des ndo sejam alteradas.

O cone atua em velocidades de cisalhamento () controladas, e o arraste
viscoso sob o cone rotativo exerce uma forca de rotagdo que € proporcional a tensdo de

cisalhamento (7).

Placa em movimento

h—-

Amostra ——

Placa estacionaria

Figura 12 — Ilustra¢do do sensor cone-placa utilizado no redmetro.

4.2.5.4 Curvas de fluxo

As curvas de fluxo (tensdo de cisalhamento x taxa de cisalhamento) e de
viscosidade (viscosidade x taxa de cisalhamento) foram realizadas em modo CR (Controlled
Rate Rheometers) a 22 + 1 °C, com variacdo da taxa de cisalhamento (Y) entre 0,001 s™ até
500,0 s"l, no intervalo de tempo de 600 s, dessa forma foram medidas as mudancas na tensao
de cisalhamento (O) e na viscosidade (M) durante o fluxo. As andlises foram realizadas em

triplicata onde os dados foram coletados e tratados pelo software RHEOWIN.
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4.2.5.5 Analise oscilatoria em sistema dindmico - Varredura de tensdo e Varredura de

Freqiiéncia

Esta analise foi realizada com a solucdo polissacaridica na concentracio de
6g/L, sensor do tipo cone-placa (C60/2Ti°) em modo CS (Controlled Stress Rheometers),
com varia¢do da amplitude da tensdo de 0,01 Pa até 10,0 Pa.

Devido a faixa de viscoelasticidade linear ser dependente da freqiiéncia,
inicialmente o teste foi realizado trés vezes com a freqiiéncia fixada em 0,1 Hz, 1 Hz e 10 Hz
a fim de se determinar a regido viscoelastica linear das amostras, isto €, a regido em que os
modulos eléstico (G’) e viscoso (G”) permanecem lineares e paralelos, sem variagdo com o
aumento da deformagio (7). Esta condigdo foi estabelecida para que ndo ocorram desvios dos
modelos que descrevem o comportamento dos materiais, e para que a deformacdo causada
ndo destrua as ligagdes internas temporarias de moléculas ou agregados, gerando perda de
viscosidade e perda irreversivel de parte da energia em forma de calor (MALKIN, 1994;
SCHRAMM, 2006).

Apds determinar a deformagdo dentro da regido viscoeldstica linear das
amostras, foram realizadas as analises oscilatérias dindmicas, por varredura de freqiiéncia,
numa amplitude de 10~ a 10 Hz. Foram medidos os valores dos médulos elastico (G’) e
viscoso (G”) em fung¢do da freqiiéncia. Todas as analises foram efetuadas em triplicatas, nas

temperaturas de 5°C e 25°C.

4.2.5.6 Rampa de temperatura

Para conhecer a influéncia da temperatura sobre o comportamento
reologico das amostras, foram realizadas medidas no sistema oscilatério, com variagdes de
temperatura entre 5 a 95°C (1,5 °C / min) por 60’e de 95°C para 5°C, também por 60
minutos, na freqiiéncia de 1 Hz e tensdo de 1,0 Pa. Para essa andlise utilizou-se o redmetro
citado no item (4.4.1), acoplado a um sistema controlador de temperatura, denominado
sistema Peltier (TC81). Todas as andlises foram realizadas em triplicatas na concentragio de

6 g/L, para cada EPS.
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4.2.5.7 Tixotropia

A determinacgdo da tixotropia foi efetuada em sensor cone-placa (C60/2Ti°)
na concentragdo de 6 g/L, para cada EPS. Foi realizada a curva de histerese (T x ¥) com
varia¢do da taxa de cisalhamento de 10" a 10° s'l, no intervalo de tempo de 300 s, entdo a
taxa de cisalhamento foi mantida no limite superior durante 60s para quebra da estrutura
tixotropica, seguido da variacdo da taxa de cisalhamento (¥) de 10* s a 10, em 300 s. onde
se verificou a subida (ascendente) e a descida (descendente) da curva. As andlises foram

realizadas em triplicata a temperatura de 25°C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producido e quantificacio dos exopolissacarideos produzidos pelo Botryosphaeria

rhodina em trés diferentes fontes de carbono.

A produgdo de polissacarideos por microrganismos pode ser influenciada
por alguns parametros tais como: temperatura, fonte de carbono, fonte de nitrogénio, aeragao,
agitacdo e a presenga de micro elementos. Esses pardmetros podem determinar diferencas no
rendimento da produg¢@o dos exopolissacarideos (EPS) bem como nas caracteristicas quimicas
e reologicas dessas moléculas (BARBOSA et al., 2004).

No trabalho efetuado por Steluti e colaboradores (2004) o fungo ascomiceto
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 foi cultivado para producdo de um exopolissacarideo
denominado botriosferana, em diferentes fontes de carbono. Dentre as fontes utilizadas
aqueles produzidos em glucose, frutose e sacarose, foram selecionados para a determinagdo
de suas estruturas quimicas. A melhor produ¢do de botriosferana foi utilizando a sacarose
comercial como fonte de carbono.

Corradi da Silva e colaboradores (2005) caracterizaram o botriosferana
produzido em sacarose e frutose como fonte de carbono € o compararam aquele anteriormente
estudado por Barbosa e colaboradores (2003). De acordo com esses autores,
independentemente da fonte de carbono utilizada, a cadeia principal do botriosferana ¢
constituida por unidades glucopiranosidicos B(1—3) ligados com substituicdo em C-6 por
unidades glucopiranosidicas e/ou gentiobiosidicas (glucose P1—6 glucose). A principal
diferen¢a encontrada entre os trés EPS estd no grau de ramificagdo e/ou na proporgdo relativa
desses substituintes. O EPS produzido em glucose apresentou um percentual de ramificacao
de 22%, o qual foi semelhante aquele produzido em sacarose (21%). A diferenca basica
observada entre eles foi uma maior propor¢cdo de unidades gentiobiosidicas no EPSgry. O
EPS produzido em frutose foi o mais ramificado (31%), apresentando uma ramificago a cada
trés unidades de glucose da cadeia principal e uma propor¢do de unidades de gentiobiose
semelhante aquela encontrada no EPSgpy. Esses resultados demonstram que modificacdes no
meio de cultivo ndo alteram a cadeia principal do polimero, mas possibilitam mudar o grau de
substituicdo da unidade repetitiva e provavelmente, da massa molecular.

Considerando os resultados da caracterizacdo quimica do botriosferana

nessas trés fontes de carbono e a possibilidade de aplicacdo dessas moléculas nos diferentes
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setores da industria, esse trabalho tem como meta efetuar alguns estudos fisico-quimicos das
solugdes polissacaridicas dos EPS produzidos em glucose, frutose e sacarose, como fontes de
carbono, denominados de EPSgiu, EPSgru € EPSsac.

As macromoléculas foram produzidas e separadas do meio de cultivo de
acordo com a metodologia estabelecida por Steluti e colaboradores (2004). Apds didlise
exaustiva os EPS foram liofilizados e pesados (Tabela 3). Para confirmar a massa real em
carboidratos, aliquotas foram retiradas e quantificadas para agucares totais pelo método de
Dubois (1956). A auséncia do actcar utilizado com fonte de carbono foi confirmada pelo
baixo teor de agucar redutor, obtido pelo método de Somogy (1945) e Nelson (1944). Apesar
dos resultados dessa andlise ndo contribuirem para o EPS produzido em sacarose, pois ¢ um
acucar ndo redutor, ela também foi efetuada (Tabela 3). A quantificacdo de proteinas pelo
método de Bradford (1976) foi realizada para determinar a presenca de um provavel
contaminante do exopolissacarideo, de origem protéica, excretado pelo fungo no meio de
cultivo.

Os resultados para agucares totais e proteinas encontrados no EPS cultivado
em glucose (95,5% e 4,5%) foram, respectivamente, superior e inferior aqueles (86% e 14%)
descritos por Barbosa e colaboradores (2003). Isto se deve, provavelmente, a concentragao de
glucose utilizada (5%) neste trabalho que pode ter atuado como repressor catabdlico da
enzima lacase, secretada no meio de cultivo (DEKKER et al., 2001). Esta hipétese pode ser
aceita desde que a redu¢do de proteina acompanha o aumento da concentragdo de fonte de
carbono.

Para os EPS produzidos em frutose e sacarose os resultados de agucares
totais e proteinas (Tabela 3) foram similares aqueles descritos por Corradi da Silva e

colaboradores (2005) e, neste caso, as condi¢des de cultivo foram exatamente iguais.
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Tabela 03 — Produgdo final dos EPS (liofilizados) e as quantificagdes de agucares totais,
acucares redutores e proteinas dos polissacarideos produzidos pelo B. rhodina, em trés fontes
de carbono.

Acucar Acucar Proteinas Acucar Proteinas
Total Redutor (2) Total (%) (%)
() (2
EPS gLy 2,71 0,052 0,127 95,50 4,50
EPS sac 2,03 0,010 0,174 92,80 7,20
EPS gru 3,40 0,013 0,116 96,60 3,40
*EPS xan 0,75 0,010 0,045 94,25 5,75

*EPS xan _ valores das quantificacdes de agucares totais, proteina e agucares redutores em 1g do
padrio de goma xantana.

Farifia e colaboradores (2001) quantificaram agucares totais, agucares
redutores e proteinas da escleroglucana, uma B(1—3; 1—6)-D-glucana excretada pelo fungo
Sclerotium rolfsii. Os resultados encontrados para essas andlises foram 98% de acticares totais
e 2% de proteinas. Esses valores estdo muito proximos aos encontrados nos

exopolissacarideos produzidos pelo Botryosphaeria rhodina MAMB-05.

5.2 Verificacdo da homogeneidade dos exopolissacarideos por cromatografia de

filtracdo em gel

A anélise da homogeneidade dos EPS foi realizada por cromatografia de gel
permeacgdo. Os métodos cromatograficos sd@o os mais utilizados para esse fim e, em particular,
a cromatografia de filtragdo em gel, que separa as moléculas de acordo com a sua massa
molecular aparente. Este processo baseia-se na ordem de eluicdo que ¢ diretamente
proporcional ao tamanho das moléculas (BOYER, 1993).

O perfil de eluicdo da amostra na corrida cromatografica nos informa a
pureza do material bem como peso molecular aparente. Isto porque, dependendo da forma do

polissacarideo, se em hélice tripla, hélice simples ou conformacdo ao acaso (randomica), ele
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pode ou ndo entrar nos poros do gel e retardar ou acelerar o seu percurso na fase movel, dando

a impressdo que a molécula tem determinado peso molecular.
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Figura 13 - Cromatografia de filtragdo em gel de Sepharose CL — 4B dos exopolissacarideos
produzidos em glucose, frutose e sacarose. Total de EPS aplicado: 2,0 mg; fluxo: 0,3
ml/min; eluente: H,O; volume da fragdo: 2,6 mL para EPSg y € EPSsac € 2,9 mL para
EPSrru; volume da coluna: 30,0 mL.
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Portanto, nos métodos cromatograficos a pressdo normal, para os
polissacarideos, podemos apenas inferir sobre o grau de pureza da amostra (homogeneidade)
pelo numero de picos e sobre a polidispersividade do material, através da forma do pico.

De acordo com essa informacéo os resultados encontrados na cromatografia
de filtracdo em gel de Sepharose CL-4B mostram que os EPS produzidos nas trés fontes de
carbono estdo aparentemente homogéneos, embora polidispersos (Figura 13). A
polidispersividade € uma caracteristica das macromoléculas cujo processo de sintese ndo
obedece a um molde genético, como € o caso dos polissacarideos. Além disso, a possibilidade
de grandes e diferentes arranjos macromoleculares transforma esses biopolimeros em familias
de elevadas massas moleculares e consequentemente, polidispersas.

Uma forma mais apropriada e, relativamente, atual para determinar o grau
de homogeneidade e polidispersividade ¢ a utilizacdo da cromatografia por exclusdo estérica
de alta pressdo (HPSEC) acoplada a detectores de indice de refragdo e espalhamento de luz
laser de multi-angulos (MALLS). A utilizacdo de colunas seqiienciadas com géis de diferentes
porosidades, pressdo elevada e detectores sensiveis permitem, pela mudanga da fase movel
(H,0O; solugdo de NaCl; solugdo diluida de NaOH e dimetil sulféxido - DMSO), se chegar ao
peso molecular absoluto bem como a solugdes poliméricas de menor grau de
polidispersividade (WYATT, 1993).

Apdés a obtencdo e a determinacdo da homogeneidade, dos
exopolissacarideos a proxima etapa ¢ determinar a composi¢do monossacaridica da
macromolécula, que tanto pode ser efetuada por hidrélise enzimatica quanto por hidrélise

acida (PAZUR, 1994).

5.3 Hidrdlise acida total e analise por HPAEC/PAD dos exopolissacarideos produzidos

pelo B. rhodina nas diferentes fontes de carbono

A estrutura primaria de um EPS ¢ definida pela composi¢do
monossacaridica, conformagdo, posi¢do da ligacdo glicosidica, entre outras caracteristicas
(RAO et al., 1998).

A determinacdo da estrutura primaria consiste na despolimerizacdo total ou
parcial, por hidrolise &cida ou enzimadtica, e estes tratamentos produzem, respectivamente,
monossacarideos ou oligossacarideos que sdo posteriormente analisados por cromatografia

liquida de ions em alta presssio (HPAEC — high performance anionic exchange
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chromatography) acoplada a um detector de oOxido-reducdo (amperometria integrada ou
pulsada — PAD).

Para a determinagdo da composi¢do monossacaridica, os EPS produzidos
pelo Botryosphaeria rhodina MAMB-05 e o padrdo de xantana foram submetidos a hidrolise
acida total (TFA 5M, 100°C, 16 h) e analisados por HPAEC. Os hidrolisados dos trés EPS
eluiram como um tunico pico com tempo de retencdo (Rt) de 14,08 minutos semelhante a
glucose contida numa mistura de monossacarideos, denominada mistura padrdo (Figura 14).
A goma xantana, que serd utilizada como padrdo, apos hidrolise em condi¢des semelhantes
aos EPS, apresentou dois picos com tempos de retencdo de 14,08 e 15,50 minutos
equivalentes aos Rt dos padrdes de glucose e manose, respectivamente (Figura 14). Segundo
Garcia-Ochoa e colaboradores (2000) a goma xantana é um heteropolimero constituido por
glucose, manose e acido glucurdnico. O acido glucurdnico, presente no polissacarideo
xantana, ndo foi detectado na andlise porque para ser liberado do polimero ha necessidade de
condi¢des mais severas de hidrolise, experimento ndo efetuada neste trabalho (PAZUR,
1994).

O polissacarideo xantana passara a ser utilizado como padrio para
comparacdo de seus resultados aqueles encontrados para os exopolissacarideos produzidos
pelo B. rhodina, nas diferentes fontes de carbono. A escolha do heteropolimero se deve,
principalmente, as inimeras informag¢des disponiveis na literatura cientifica tanto em relagao
a reologia quanto a sua aplicagdo (DIAZ; VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO; 2004;
HIGIRO; HERALD; ALAVI, 2006).
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Figura 14 - Analise dos monossacarideos provenientes da hidrolise acida dos EPSgyy, EPSsac , EPSgry
e EPSxan por HPAEC/PAD. Padrdes de agucares neutros (Pd), com tempos de retencdo
em minutos: fucose (6,13); arabinose (9,76) rhaminose (10,48); galactose (12,83); glucose
(14,08); manose (15,50). Condigdes da corrida: isocratica (NaOH 14mM, 25 minutos).
Coluna: CarboPac PA1. Condig¢des de hidrolise: TFA 5M, 16 horas, 100 °C. Quantidade
de material: 50 pg.
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5.4 Analise da conformacio dos exopolissacarideos produzidos pelo B. rhodina, em

diferentes fontes de carbono

Algumas caracteristicas fisico-quimicas das glucanas B-D-(1—3) e B-D-
(1->3:1—-6) estdo relacionadas com a estrutura em hélice tripla, importantes para a atividade
biologica (ZHANG et al.,, 2007) e para a viscosidade (DONG; JIA; FANG, 2006). A
manutengdo dessa estrutura se deve as ligacdes de hidrogé€nio existentes inter e intra
molecularmente (PALLESCHI et al., 2005, p.2154). A hélice tripla pode variar pelo aumento
da forga i6nica, da alcalinidade do meio e da temperatura ou através do uso de um solvente
aprético como o DMSO. Essas alteracdes enfraquecem as ligacdes de hidrogénio e
determinam uma mudang¢a na conformagfo de tripla hélice para hélice simples ou ao acaso
(randomica) (FALCH et al., 2000, p.588).

Segundo Ogawa e colaboradores (1972) a mudanca da conformag¢do pode
ser acompanhada pela formacdo de um complexo entre o corante Congo Red e o
polissacarideo, em diferentes concentracdes de NaOH. A relagdo entre o complexo (CR/EPS),
a conformagdo e o pH pode ser acompanhada pela mudanca do comprimento de onda maximo
(Amax) em cada uma das concentragdes de NaOH. Para concentragdes entre 0,1 e 0,19M de
NaOH ocorre a perda gradual da rigidez da estrutura, reduzindo a viscosidade e facilitando a
complexag@o com o Congo Red. Em concentragdes superiores, entre 0,19 a 0,24M inicia-se a
quebra das ligagdes de hidrogénio dando inicio a transicdo da conformagdo helicoidal para
randomica, perdendo assim a capacidade de formar complexos com o corante. Em
concentragdes acima de 0,24M ha predominancia da conformag¢ao randomica.

A complexagdo com o Congo Red, especifica para glucanas B-D-(1—-3) e -
D-(1-3:1—6) pode ser visualizada para os EPS produzidos pelo B. rhodina nas trés
diferentes fontes de carbono, indicando a presenca de conformacdo em hélice tripla com os
maiores deslocamentos de Ayvax (Figura 15). A goma xantana que ¢ uma B(1—4)-D-glucana
com ramifica¢do em O-3 por residuos de manose e acido glucurénico e a dextrana, que € um
o(1—6)-D-glucana tém estruturas quimicas incompativeis com a formagdo da hélice tripla
(RINAUDO et al., 1999) e, portanto, ndo ha formacdo do complexo e, consequentemente, do
deslocamento do Avmax (Figura 13).

Segundo alguns autores (GARCIA-OCHOA et al, 2000; DIAZ;
VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2004) a goma xantana pode ser encontrada como

hélice simples, dupla ou tripla, entretanto em nossos experimentos ndo houve formacdo do
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complexo Congo Red/Xantana indicando a inexisténcia de estrutura em tripla hélice para esse
polissacarideo.

Para os exopolissacarideos estudados, concentragdes entre 0,1 e 0,19M de
NaOH mostraram que a quantidade de hélice € maior para o EPSgac seguida do EPSgru. Esses
resultados sdo coerentes quando comparados aqueles encontrados na caracterizagdo quimica
dessas moléculas (BARBOSA et al., 2003, CORRADI da SILVA et al., 2005) que tém 21 e
22% de ramificacdo, respectivamente; além disso, o EPS obtido em glucose tem uma maior
quantidade de unidades gentiobiosidicos ligados a cadeia principal, os quais podem impedir
estericamente a proximidade das cadeias polissacaridicas para efetuarem as ligagdes de

hidrogénio e consequentemente formarem a hélice tripla (Figura 15 ).
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Figura 15 - Andlise conformacional do EPS produzidos em diferentes fontes de carbono (glucose
“EPSgLy”, sacarose “EPSgac”, frutose “EPSgry” € 0 padrio de goma Xantana “EPSxan™)

Para a mesma faixa de concentracdo de NaOH, o EPSgry, com maior grau
de ramificacdo (31%) formou um complexo de cor menos intensa indicando que,
provavelmente, a presenca das ramificagdes impede a hélice tripla bem como a formacdo do
complexo CR/EPS. Esse argumento pode ser aceito uma vez que a transi¢do da conformagéo
helicoidal para randomica ocorre em menores concentragcdes de NaOH, quanto maior o grau

de ramificag¢@o, menor a quantidade de hélice tripla.
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Uma variedade de B. rhodina DABAC P82 produtora de B-glucana, foi
investigada por Moresi e colaboradores (2003). Nos experimentos efetuados com o complexo
Congo Red e o EPS foi confirmada a presenca de tripla hélice pela formag¢ao do complexo
entre 0,05 — 0,20M de NaOH. A grifolana, uma B(1—3)-D-glucana produzida pelo fungo
Grifola frondosa apresentou tripla hélice, quando se avaliou a relagdo complexo Congo Red/
EPS (MAO; HSU; HWANG, 2007). Outros autores também confirmam a presenca de tripla
hélice em B-D-glucanas pela formacdo do complexo com o corante Congo Red (RAMESH;
THARANATHA, 1998; CHENGHUA et al., 2000; DONG; JIA; FANG, 2006; ROUT et al.,
2008).

5.5 Analise Reologicas

Apds caracterizacdo quimica dos exopolissacarideos produzidos pelo fungo
ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05 (BARBOSA et al., 2003; CORRADI da
SILVA et al., 2005), foram efetuados estudos reoldgicos dos polissacarideos considerando-se
a viscosidade relativamente elevada de suas solugdes, mesmo em baixas concentragdes. O
conhecimento das propriedades reoldgicas dos polissacarideos é importante, uma vez que eles

se apresentam como fonte potencial para futuras aplicagdes em diferentes setores da industria.

5.5.1 Curvas de fluxo

A curva de fluxo, definida a partir das medidas de tensdo de cisalhamento
(1) x taxa de cisalhamento (V) permite verificar o comportamento de fluxo das solugdes
polissacaridicas. A partir da constru¢do do reograma € possivel estabelecer se um liquido
apresenta um comportamento de fluxo Newtoniano ou ndo Newtoniano, em determinadas
condi¢des de tensdo ou taxa de cisalhamento. Um liquido Newtoniano é representado,
graficamente, por uma reta com inicio na origem da curva de fluxo. Os liquidos que ndo
exibem esse comportamento de fluxo sdo chamados de ndo Newtonianos. A andlise de
reogramas com diferentes concentragdes poliméricas permite evidenciar a transicdo de um

comportamento Newtoniano para ndo-Newtoniano.
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Figura 16 — Curva de fluxo, tensdo de cisalhamento (T) x taxa de cisalhamento (V) do EPSg.u, nas

concentragdes de 1 a 6g/L. Em sistema aquoso a 25°C.
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Figura 17 — Curva de fluxo, tensdo de cisalhamento (t) versus a taxa de cisalhamento (¥) do EPSsac,

nas concentragdes de 1 a 6g/L. Em sistema aquoso a 25°C.
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Figura 18 — Curva de fluxo, tensdo de cisalhamento (T) x taxa de cisalhamento (V) do EPSggy, nas
concentragdes de 1 a 6g/L. Em sistema aquoso a 25°C.

O perfil encontrado nas figuras 16, 17 e 18 permite estabelecer que as
solugdes polissacaridicas tém comportamento de fluxo de liquidos nio Newtonianos. Mais
ainda, o aumento da tensdo de cisalhamento, a partir do aumento progressivo da taxa de
cisalhamento, caracteriza as solugdes como fluidos pseudoplasticos (NAVARRO, 1997).

Rottava (2005) observou comportamento semelhante de pseudoplasticidade
para a goma xantana, produzida por diferentes espécies da bactéria Xanthomonas sp. Bae e
colaboradores (2008) estudaram o comportamento reoldgico das solugdes do
exopolissacarideo levana, produzido pela Microbacterium laevaniformans, e os resultados
encontrados permitiram concluir que essas solucdes também apresentavam comportamento

pseudoplastico.

5.5.2 Curvas de viscosidade

A viscosidade, que descreve a propriedade fisica de um liquido em resistir
ao fluxo induzido pelo cisalhamento, pode depender de alguns pardmetros tais como
temperatura, a natureza fisica da substancia, pressdo, taxa de cisalhamento, entre outros. Os

diferentes tipos de curva de fluxo tém seus correspondentes tipos de curvas de viscosidade,
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que no caso dos liquidos Newtonianos, sdo representadas por uma reta paralela a abscissa,
indicando que independente da taxa de cisalhamento, a viscosidade ndo se modifica. Fluidos
que sofrem diminui¢do da viscosidade, quando a taxa de cisalhamento aumenta, sdo
chamados pseudoplasticos (SCHRAMM, 2006).

As curvas de viscosidade para os EPS produzidos nas diferentes fontes de
carbono, estdo apresentadas nas figuras 19, 20 e 21. As medidas da viscosidade absoluta (1) x
taxa de cisalhamento (¥) efetuadas em concentragdes de 1 a 6 g/L foram reunidas em um
unico grafico, para cada um dos EPS estudados.

A partir das figuras 19, 20 e 21 é possivel observar que a viscosidade
aumenta com o aumento da concentragdo dos polimeros, esse comportamento foi notado
visualmente nos trés exopolissacarideos produzidos pelo B. rhodina, conforme figura 22.
Também, de acordo com as curvas de viscosidade, os trés polissacarideos estudados
apresentaram comportamento pseudopléstico, ou seja, as viscosidades das solugdes
polissacaridicas em todas as concentragdes analisadas decresceram de maneira substancial

com o aumento da taxa de deformagao.
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Figura 19 — Viscosidade absoluta (1) em fungdo da taxa de cisalhamento (¥) do EPSgy, nas
concentracdes de 1 a 6g/L. Em sistema aquoso a 25°C.
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Figura 20 — Viscosidade aparente () em fungdo da taxa de cisalhamento (¥) do EPSgac, nas

concentragdes de 1 a 6g/L. Em sistema aquoso a 25°C.
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Figura 21 — Viscosidade aparente (1) em fungdo da taxa de cisalhamento (V) do EPSgry, nas

concentragdes de 1 a 6g/L. Em sistema aquoso a 25°C.
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(b)

Figura 22 - Solu¢des aquosas do EPSqry 4 temperatura de 25°C. (a) 3g/L e (b) 6g/L.

De acordo com Schramm (2006) solu¢des poliméricas com longas cadeias
entrelagadas e enoveladas quando em repouso, tém suas moléculas numa ordem interna
irregular que se caracteriza por uma consideravel resisténcia interna ao fluxo, ou seja, uma
elevada viscosidade. Com o aumento das taxas de cisalhamento, ha uma ordenag¢do ou
alinhamento das particulas, na direcdo do fluxo, provavelmente por ter as interagdes desfeitas.
Além disso, ainda segundo o mesmo autor, o cisalhamento também pode induzir a quebra de
agregados, auxiliando o material a escoar mais rapidamente.

O comportamento de pseudoplasticidade também foi encontrado em
solucdes de outros polissacarideos microbianos (COVIELO et al., 2007; TONELI; MURR;
PARK, 2005; SUTHERLAND, 2001).

A pseudoplasticidade dos polissacarideos em estudo permite antever a
possibilidade de aplica¢do industrial a semelhanca da goma xantana, que é o biopolimero
mais utilizado pela industria, pois apresenta propriedades de espessante e estabilizante, com
comportamento pseudoplastico estavel em uma larga faixa de pH, concentra¢do idnica e
temperatura (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Marcotte e colaboradores (2001) realizaram estudos das propriedades
reologicas de alguns hidrocoldides (carragenana, pectina, gelatina, amido e xantana), sob

diferentes concentracdes (1 a 6%, dependendo do tipo de hidrocoldide) e temperaturas (20,
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40, 60 e 80°C). Os autores verificaram a dependéncia das caracteristicas reoldgicas com a
concentragdo e a temperatura, que se mostrou varidvel de um hidrocoldide para o outro.
Entretanto, para todos os hidrocoldides, a pseudoplasticidade aumentou com o aumento da
concentragdo. Resultados semelhantes foram encontrados para as solugdes polissacaridicas do
B. rhodina.

Solugdes de goma com valores elevados de n (TONELI; MURR; PARK,
2005), ou seja, com comportamento altamente pseudoplasticos, imprimem uma sensagdo de
viscosidade na boca. Desse modo, caracteristicas de elevada viscosidade proporcionam uma
sensa¢do de maciez e umidade ao paladar “mouthfeel”’, que podem ser desejaveis em algumas
formulagdes alimenticias. A escolha da goma para utilizacdo industrial deve ser, portanto, de
um sistema que possua um comportamento altamente pseudoplastico (CORREA et al., 2005).

A presenga de sais inorganicos é um fator modificador da viscosidade nas
solugdes polissacaridicas, ou seja, a adicdo de sais pode incrementar ou diminuir a
viscosidade da solug¢do (DIAZ; VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLOQO, 2004). Com intuito de
avaliar o comportamento reoldgico dos trés exopolissacarideos na presen¢a de solucdo salina,
foi realizado uma curva de viscosidade dos EPS, solubilizados em solug¢do de NaCl (1g/L). As
curvas de viscosidade foram realizadas com as solugdes na concentragdo de 6g/L, a

temperatura de 25°C (Tabela 4 e Figura 23).

Tabela 4 — Viscosidade absoluta das solucdes aquosa ¢ salina dos EPSgru, EPSsac € EPSgru,
6g/L, nas taxas de cisalhamentos () 1,02; 10,59 e 99,19(1/s), a temperatura de

25°C.
Viscosidade (mPas)
1,02(1/s)* 10,59(1/s)* 99,59(1/s)*
EPSgLy  H;O 6,70 0,74 0,11
NaCl (1g/L) em H,O 1,40 0,11 0,04
EPSsac  H;O 3,56 0,44 0,07
NaCl (1g/L) em H,O 2,35 0,29 0,04
EPSgry  H0 3,64 0,43 0,07
NaCl (1g/L) em H,O 1,54 0,22 0,04

* taxa de cisalhamento
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Comparando-se os resultados da viscosidade dos biopolimeros em solugdo
aquosa (6g/L), é possivel observar que os maiores valores encontrados sdo para o EPSgry
(Tabela 4), independente da taxa de cisalhamento aplicada. O EPSgry apresentou maiores
valores de viscosidade que o EPSgsc na taxa de cisalhamento 1,02 (1/s), observando uma
inversdao em 10,59 (1/s).

E também possivel observar, a partir da tabela 4, que os EPS solubilizados
em solucdo aquosa de NaCl (1g/L) apresentaram menor viscosidade quando comparados com
os respectivas polimeros dissolvidos apenas em d&gua. Resultados semelhantes foram
encontrados por BERWANGER (2005), quando estudou a viscosidade do biopolimero
produzido pela bactéria Sphingomonas capsulata em solugdo salina. Apesar de ser o EPSgry o
mais viscoso em meio aquoso, foi o menos viscoso em solu¢do aquosa contendo NaCl,
provavelmente devido ao maior percentual de residuos gentiobiosidicos (16%) em sua

estrutura, seguido dos EPSgry (15%) € EPSgac (9%) (Figura 23).
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Figura 23 — Viscosidade absoluta (1) em funcdo da velocidade de cisalhamento (\") dos (EPSgLu,
EPSsac € EPSgru), 6g/L em sistema aquoso e NaCl (1g/L) a temperatura de 25°C.

Polissacarideos com caracter de polieletrolitos sdo afetados pela adigdo de
sais, como ¢ o caso da goma xantana. Solugdes de baixas concentra¢des de goma xantana tém
a viscosidade diminuida pela adi¢do de pequena quantidade de sais. Segundo Garcia-Ochoa e

colaboradores (2000) esse efeito pode ser atribuido a redug¢do nas dimensdes moleculares,
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proveniente da diminui¢do das forcas eletrostaticas intermoleculares, evitando a formacgédo de
grandes agregados. Entretanto, a viscosidade de suas solucdes tende a aumentar em
concentragdes mais elevadas ou quando uma grande quantidade de sais ¢ adicionada. Segundo
Diaz e colaboradores (2004) esse efeito € devido, provavelmente, ao aumento da interagdo
entre as moléculas de polimeros.

PINTO e colaboradores (2002) também estudaram a viscosidade do
biopolimero acidico produzido pela bactéria Beijerinckia sp em solucdo de CaCO; e KCI  em
diferentes valores de pH. Na maior parte dos resultados houve uma diminui¢do da
viscosidade.

FARINA e colaboradores (2001) estudaram as propriedades reoldgicas da
escleroglucana, um polissacarideo neutro que possui a estrutura semelhante as 3-D-glucanas
produzidas pelo fungo B. rhodina. Os resultados indicaram uma diminui¢do da viscosidade
nas solugdes de escleroglucana 2g/L, em presenca de diferentes concentragdes de NaCl. Os
autores ndo conseguiram encontrar uma explicagdo quimica para esse fendmeno, porém
acreditam que a qualidade do solvente poderia ser responsavel pela diminuicdo da

viscosidade.

5.5.3 Analise em sistema dindmico

As medidas reologicas dindmica ou oscilatoria apresentam a vantagem de
permitir a utilizacdo de amplitudes de tensdo muito pequenas, minimizando os efeitos de
ruptura sobre a estrutura do polimero. Sdo realizadas em géis, que sdo definidos como
materiais com aspecto de soélido ou quase-solido apresentando elevadas concentragdes de
polimeros, de modo que os polimeros enovelem-se ao acaso e atuem como redes eldsticas
quando submetidos a pressdo, por um pequeno intervalo de tempo. Assim, quando as
medidas dindmicas sdo realizadas em amplitudes de oscilagdo suficientemente pequenas,
encontram-se dentro do limite viscoelastico linear da amostra, onde nido héd perturbacdo
significativa do sistema durante a realizacdo do experimento (SCHRAMM, 2006).

Considerando-se que os polissacarideos atuam como materiais
viscoelasticos (apresentam caracteristicas de sdlidos e liquidos simultaneamente) e que os
moddulos G’ e G” referem-se ao cardter elastico e viscoso, respectivamente, ¢ possivel
quantificar a predominancia do carater sélido ou liquido de uma amostra, através das medidas

dindmicas.
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Os valores de tens@o para os testes de varreduras de freqiiéncia para os
EPSgru e EPSpry foi de 1 Pa e para o EPSgac foi de 0,7 Pa. Nesta condi¢do, os polimeros
apresentaram comportamento viscoeldsticos linear, ou seja, a tensdo ou deformagdo aplicada
ndo alterou a estrutura fisica dos EPS.

Apo6s determinar a deformacgdo dentro da regido viscoeldstica linear das
amostras, foram realizadas as anélises dindmicas por varredura de freqiiéncia numa amplitude
de 107 a 10 Hz. Foi observado também a influéncia da adi¢io de NaCl (1g/L) sobre a forga
do gel a temperatura de 25°C (Figuras 24, 25 e 26).
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E possivel observar (Figuras 24, 25 e 26) que todos os biopolimeros
estudados apresentaram valores de G’ superiores aos de G” em todas a faixas de freqiiéncia
analisadas. Os resultados dessas analises permitiram concluir que os polimeros EPSgy,
EPSsac € EPSpry apresentam comportamento viscoelastico com carater solido ou seja, com

caracteristicas de géis fortes.
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Esse comportamento ja foi observado em outros polissacarideos em solugao
como a goma xantana, gelana, carragenana (RODRiGUEZ—HERNANDEZ; TECANTE,
1999), curdlana (HIRASHIMA; TAKAYA; NISHINARI, 1997), scleroglucana (MORESI et
al., 2001), amido de milho e misturas de amido de milho com goma xantana e goma guar
(ACHAYUTHAKAN; SUPHANTHARIKA, 2008).

Frangois e colaboradores (2003) estudaram as caracteristicas reoldgicas
dindmicas em matrizes de géis do exopolissacarideo fingico escleroglucana, para liberagdo da
droga teofilina. Os pesquisadores observaram que diferentes concentracdes do EPS e da droga
influenciavam na liberacdo do farmaco, porém, independente da concentragdo utilizada para
os experimentos, todos os géis possuiram caracteristicas de gel forte, indicando possiveis
aplicagdes na liberagdo controlada de farmaco. Mais recentemente, Vifiarta e colaboradores
(2007) também confirmaram a liberacdo controlada de teofilina em matrizes de géis do
polissacarideo escleroglucana, os mesmos mostraram carater viscoelastico, com G’ superior a
G”.

Zang ¢ colaboradores (2007) e Xu e colaboradores (2007) observaram o
comportamento de viscoelasticidade do exopolissacarideo lentinana uma B-(1—3)-D-glucana
extraida do corpo de frutificagdo do Lentinus edodes. Os pesquisadores concluiram que o
comportamento viscoelastico dos géis de lentinana exibia forte dependéncia da concentragdo
do polimero. Em baixas concentragdes os géis se comportaram como gel fraco, com moddulo
G’inferior a G” em baixas freqii€ncias, ocorrendo uma inversao em altas freqiiéncias. Com o
aumento da concentragdo, o gel de lentinana se mostrou com carater solido, ou seja, G’
superior a G”. Esses resultados indicam que a concentragdo polissacaridica dos géis esta
fortemente ligada ao comportamento viscoelastico.

A tabela 5 mostra os valores do modulo eléstico (G’) obtidos na freqiiéncia
de 1 Hz para os trés exopolissacarideos produzidos pelo B. rhodina nas temperaturas de 25° €

5°C na presenga ou auséncia de NaCl.



Tabela 5. Valores obtidos de (G’) nas varreduras de freqii€ncias
EPSrru, na freqiiéncia da 1 Hz.
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dos EPSGLU’ EPSSAC (§

Amostras NaCl Temperatura G'
(1g/L) (C) [Pa]
0 5 12,8

EPScru 0 25 9,9
1 25 7,7
0 5 16,8
EPSsac 0 25 11,7
1 25 8,2
0 5 22,7

EPSgru 0 25 8,9
1 25 5,9

A partir da andlise do moédulo G’ na freqiiéncia de 1 Hz (Tabela 5), para os

trés exopolissacarideos produzidos pelo fungo B. rhodina, pode-se observar que o mddulo

elastico apresentou um aumento dos valores quando a andlise foi efetuada em temperatura
mais baixa, 9,9 Pa (25° C) para 12,8 Pa (5° C) para o EPSgLy; 11,7 Pa (25° C) para 16,8 Pa
(5° C) para o EPSgac € 8,9 Pa (25° C) para 22,7 Pa (5° C) para o EPSgry, sinalizando que a

forca do gel € maior em temperaturas baixas do que em temperaturas mais altas. O EPSgac

apresentou-se como o gel mais forte a 25° C seguido do EPSgry € EPSpry (Figura 27-A). Esse

comportamento nao se manteve a temperatura de 5° C, pois de acordo com os experimentos

EPSgry foi o gel mais forte (Figura 27-B).

Os trés polimeros quando solubilizados em NaCl (1g/L) apresentaram uma

leve diminui¢cdo do modulo eléstico (G’) (tabela 5), provavelmente pela diminuicdo das forcas

eletrostaticas em meio salino.
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Figura 27 — Comportamento do mddulo elastico (G”) dos trés exopolissacarideos produzidos pelo
fungo B. rhodina MAMB-05 em glucose ( =—EPS ), sacarose ( o—EPS sac) €
frutose ( EPS ) ) estudados a 25°C (A) e 5°C (B).

5.5.4 Rampa de temperatura

A rampa de temperatura é um experimento que tem como objetivo estudar o
comportamento viscoelastico do gel, utilizando um gradiente linear, crescente e decrescente,
de temperatura. Os trés géis elaborados com os exopolissacarideos produzidos pelo fungo B.
rhodina foram analisados em uma varredura de freqliéncia a temperatura de 5 a 95°C
(ascendente) ¢ de 95 a 5°C (descendente), com um aumento de 1,5°C/min.

Os resultados encontrados (Figura 28) permitiram concluir que todos os trés
polissacarideos formam solugdes de géis fortes, pois os valores de G’ se mostraram superiores
aos de G” em todas as faixas de temperatura, independente de ser a rampa ascendente ou

descendentes.
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Figura 28 — Rampa de temperatura. Curva ascendente (5 a 95°C) e descendente (95 a 5°C), com

aumento de 1,5°C/min., em solugio aquosa (6g/L).
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Dentro da faixa de temperatura analisada (5 a 95°C) o EPS gry mostrou
aumento significativo nos valores de G’ nas temperaturas inferiores a 20°C (linha azul). Uma
dependéncia menos pronunciada foi observada para os EPSsac € EPSgry. Acima de 20°C
houve uma estabilizagdo dos valores de G’ e G” para EPSgac, podendo-se sugerir um
comportamento termo-estdvel na faixa de 20 a 95°C. No entanto para EPSgruy € EPSpry
vemos um pequeno decréscimo nos valores de G* e G” faixa de 20 a 95°C. O mesmo
comportamento foi observado na rampa descendente (95 a 5°C), caracterizando-os como géis
termo resistentes. Este comportamento pode estar relacionado com as diferengas estruturais

das amostras de EPS e as conformag¢des adotadas nas diferentes temperaturas.

5.5.5 Tixotropia

A tixotropia ¢ um fendmeno reoldgico caracteristico de substincias cuja
viscosidade depende do tempo de cisalhamento. Ela descreve o comportamento de
substancias que passam do estado gel de alta viscosidade para o estado de solugdo com
viscosidade muito baixa, como resultado de um alto cisalhamento por um periodo de tempo
relativamente longo (SCHRAMM, 2006, p.215). Um importante critério da tixotropia ¢ o
processo reversivel de reespessamento da substancia, quando deixada em repouso.

Testes reoldgicos em que a amostra ¢ submetida ao aumento da taxa de
cisalhamento seguido pela diminui¢do da taxa servem para observar a tixotropia do material,
cuja ocorréncia ¢ verificada quando a curva de aumento da taxa ndo coincide com a curva de
decréscimo da taxa no grafico de T x ¥. O diagrama resultante ¢ denominado de curva de
histerese (ARAUJO, 2007).

A curva de histerese (tensdo de cisalhamento x taxa de deformagdo) dos trés
polissacarideos estudados mostrou que todos apresentam comportamento tixotropico (Figura
29).

Mao e colaboradores (2007) estudaram o comportamento tixotropico do
grifolana, uma B-(1,3)-D-glucana, realizando andlises reoldgicas em sistema estacionario e a
conformagdo em tripla hélice pela formagdo do complexo entre o polimero e o corante Congo
Red. Considerando esses dois resultados os pesquisadores inferiram que o comportamento
tixotropico do gel de grifolana poderia se atribuido a ruptura de agregados da tripla hélice, sob

cisalhamento. Considerando-se que os EPSgruy, EPSsac € EPSpry também apresentaram
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conformacdo em tripla hélice, nos experimentos com o Congo Red (Figura 15, pg. 64), a

desagregacdo de suas cadeias, sob alto cisalhamento, poderia ser a causa do comportamento

tixotrdpico desses polissacarideos.
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Figura 29 — Tenséo de cisalhamento (t) versus a taxa de cisalhamento (V) dos trés exopolissacarideos
produzidos pelo fungo B. rhodina, nas concentragdes de 6g/L a 25°C.
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Grassi e colaboradores (1996) observaram o fendmeno da tixotropia no
escleroglucana, um polissacarideo natural produzido extracelularmente pelos fungos do
género Sclerotium. Posteriormente, Farifia e colaboradores (2001) verificaram a conformacao
do escleroglucana em tripla hélice utilizando experimento de complexagcdo com o corante
Congo Red. Esta molécula ¢, hoje, o polimero de origem fingica com maior aplicagdo e
comercializacdo industrial, principalmente nas 4reas farmacéutica e alimenticia.

Os produtos tixotrdpicos possuem algumas vantagens tecnologicas, pois
tendem a apresentar maior vida de prateleira (“shelf-life”) durante o armazenamento,
mantendo a viscosidade constante, o que dificulta a separag¢do dos constituintes da formulagao
(CORREA et al., 2005).

A obtencdo de formulagdes de uso tdpico com carater tixotropico ¢ bastante
almejada, pois elas se deformam durante a aplicagdo tornando-se mais fluidas e,
consequentemente, facilitando o espalhamento e recuperam a viscosidade inicial no momento
que se encerra a aplicacdo, evitando que o produto escorra (GASPAR, MAIA CAMPOS,
2003).

Podemos observar que os materiais tixotrdpicos possuem inumeras
aplicagdes tecnoldgicas, portanto o comportamento tixotrdpico apresentado pelos
exopolissacarideos produzidos pelo fungo B. rhodina, nos faz inferir que esse material possui
caracteristicas reoldgicas que permitem sua utilizagdo em diversos setores industriais. O
emprego industrial destes exopolissacarideos se torna apenas uma questio de tempo, uma vez
que inimeras linhas de pesquisas vém se abrindo, e atualmente os EPS vém despertando o
interesse da industria.

Segue em anexo o artigo submetido a revista Revista Brazilian Journal of Food
Technology.



85

6. CONCLUSAO

De acordo com os dados relatados neste trabalho, observou-se que a
metodologia adotada para producdo de P(1—3;1—6)D-glucanas pelo fungo B. rhodina
MAMB-05, em trés diferentes fontes de carbono, foi eficiente para obteng¢do de
exopolissacarideos, homogéneos, de acordo com a cromatografia de filtragdo em gel a pressao
normal.

A andlise da conformacdo pela complexagcdo dos EPS com o Congo Red
indicou a presenca de tripla hélice nas B-glucanas produzida pelo fungo B. rhodina,
provavelmente, responsavel pela viscosidade das solucdes polissacaridicas.

Conforme as curvas de fluxo e de viscosidades os biopolimeros em solucdo
apresentaram  comportamento ndo-Newtoniano, com caracteristicas de solucdes
pseudoplasticas e tixotrdpicas.

Os resultados das andlises dindmicas confirmaram a formagdo de um gel
forte em 5 e 25°C, ndo sofrendo mudangas no comportamento, mesmo em presencga de 0,1%
NaCl, a temperatura de 25°C. Ao analisar a influéncia de uma ampla faixa de temperatura (5 a
95°C) sobre o comportamento viscoelastico dos géis, observou-se que as solugdes
apresentaram caracteristicas de gel forte, com propriedades termo-estavel e termo-reversivel.

Os resultados encontrados neste trabalho nos permitem concluir que os EPS
produzidos pelo fungo B. rhodina possuem propriedades quimicas e fisicas, com potencial
para utilizagdo nas industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética e biomédica.

Trata-se de um trabalho inédito, pois pela primeira vez estudos reologicos

foram realizados nos exopolissacarideos produzidos pelo B. rhodina MAMB-05.
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RESUMO
O fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05 secreta no meio liquido de
cultivo um exopolissacarideo (EPS), botriosferana, caracterizado como uma B(1-3;
1—6)-D-glucana, com aproximadamente 22% de ramificacdes em C-6, constituidas
por unidades glucosidicos e gentiobiosidicos 31—6 ligados a cadeia principal. A
comparacao da produgdo do botriosferana em trés diferentes fontes de carbono
mostrou maior rendimento em sacarose, seguido de glucose e frutose. A diferenca
na estrutura quimica desses EPSs foi relacionada ao grau de ramificacdo. As
solucbes aquosas dessa familia de biopolimeros apresentaram diferentes
viscosidades e consequentemente algumas de suas caracteristicas reoldgicas foram
examinadas. As analises reoldgicas dos polissacarideos apresentaram
comportamento n&o-Newtoniano, com caracteristicas de solu¢des pseudoplasticas.
O comportamento tixotrépico, confirmado pela curvas de histerese, foi apresentado
pelas solu¢des dos polissacarideos obtidos nas trés diferentes fontes de carbono.
Os resultados obtidos sugerem que esta familia de botriosferanas, produzida pelo
fungo B. rhodina MAMB-05, tem propriedades fisico-quimicas adequadas para uso e
aplicagdes comerciais.
Palavras-chaves: Comportamento reolégico; Botriosferana; Carater Pseudoplastica;
Comportamento tixotropico.
SUMMARY

The ascomyceteous fungus Botryosphaeria rhodina MAMB-05 secretes into
the liquid culture medium an exopolysaccharide (EPS), botryosphaeran,
characterized as a B(1—3; 1—6)-D-glucan with approximately 22 % side-branching
at C-6 constituted by glucose and gentiobiose units, which are B1—6-linked to the

backbone chain. The comparison of botryosphaeran produced by growing the fungal
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isolate on three different carbon sources showed higher yields on sucrose followed
by glucose and fructose. The difference in chemical structure of these EPS’s was
related to the degree of branching. The aqueous solutions of this family of
biopolymers presented different viscosities, and consequently some rheological
properties were examined. The analyses rheological of polysaccharides presented a
Non-Newtonian behaviour with characteristics of the pseudoplastic solutions. The
thixotropic behaviour was confirmed by hysteresis curves of the polysaccharide
solutions obtained with the three different carbon sources. The findings give support
that this family of botryosphaerans produced by the fungus B. rhodina MAMB-05
have physicochemical properties suitable for use in commercial applications.

Key Words: Rheological behaviour; Botryosphaeran; Character Pseudoplastic;

Thixotropic behaviour.

1. INTRODUGAO

Os exopolissacarideos (EPS) sédo polimeros extracelulares produzidos por
algumas bactérias e fungos e, alguns, sao capazes de formar solug¢des viscosas,
mesmo em baixas concentracbes. Esses biopolimeros vém substituindo
progressivamente os polissacarideos obtidos de fontes convencionais, como plantas
e animais, devido a facilidade de obtencdo e possibilidade de aplicagdo nas
industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética e téxti (METHACANON et al.,
2005; SUTHERLAND, 1998). Dentre os inumeros biopolimeros, os de origem
bacteriana como a goma xantana e gelana sdo o0s que possuem as maiores
aplicacdes e ja sado produzidas em escala industrial (COVIELLO et al., 2007; ZHANG

et al., 2007).
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Polissacarideos de origem fangica como lentinana, escleroglucana e
esquizofilana sao aplicados como aditivos em diferentes industrias, em particular
alimenticia e farmacéutica por, principalmente, ndo apresentarem toxicidade
(ZHANG et al., 2007).

O botriosferana, um exopolissacarideo produzido pelo fungo ascomiceto
Botryospharia rhodina MAMB-05, quando cultivado em glucose como fonte de
carbono, é formado por uma cadeia principal de unidades glucosidicas em ligagéao
do tipo B-(1,3), com aproximadamente 22% de ramificagdo em C-6 por residuos
glucosidicos e gentiobiosidicos (Figura 1) (BARBOSA et al., 2003). Forma solu¢des
aquosas viscosas, mesmo em baixas concentragdes. Esta B-glucana pode ser
produzida em outras fontes de carbono (STELUTI et al., 2004) constituindo-se como
uma familia de exopolissacarideos e, embora a cadeia principal seja a mesma, o
grau de ramificacdo do EPS sofre variagdes (CORRADI DA SILVA et al., 2005). Em
estudos realizados com animal de experimentagao in vivo, o botriosferana produzido
em glucose, apresentou atividade hipoglicemiante e hipocolesterolémica ndo sendo
observada nenhuma acao mutagénica (MIRANDA et al., 2008).

Para aplicagdo industrial de um polissacarideo o mesmo deve apresentar
caracteristicas reologicas interessantes tais como formar solugbes viscosas em
baixas concentragdes, possuir alta solubilidade, manter a viscosidade e estabilidade
em ampla faixa de pH, temperatura e na presenca de sais. Além disso, para
consumo humano como alimento, farmaco e/ou cosmético deve ser metabolizado
pelo organismo humano e ter aprovacéao prévia dos 6rgaos competentes (MOREIRA
et al, 2005).

Embora as analises reoldgicas sejam utilizadas para estudar o

comportamento reoldgico das solugdes formadas pelos polissacarideos de origem
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bacteriana e fungica, nenhum trabalho foi realizado com os géis formados pelos
exopolissacarideos produzidos pelo fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05. Até o
momento, as investigagdes estdo relacionadas com a producgdo, estrutura e
atividade biolégica do botriosferana. Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar
analises reologicas com as solugdes dos exopolissacarideos produzidos pelo B.
rhodina MAMB-05, quando cultivado em trés diferentes fontes de carbono: glucose,
sacarose e frutose. Espera-se que os resultados aqui obtidos possam contribuir
futuramente para o emprego destes exopolissacarideos nas industrias de alimentos,

cosmética e farmacéutica.
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Figura 1. Botriosferana: 3-(1—3,1—6)-D-glucana

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Preparo das solugées de exopolissacarideos

Os exopolissacarideos foram obtidos de acordo com a metodologia descrita
por Steluti e colaboradores (2004), a partir do cultivo do fungo Botryosphaeria
rhodina MAMB-05 nas fontes de carbono glucose (EPSgLy), sacarose (EPSsyc) e
frutose (EPSrru). Os EPS foram solubilizados em agua deionizada a temperatura de
+ 60T, na concentracdo de 6g/L. As amostras foram mantidas sob agitagcao
mecanica constante, em velocidade média, a temperatura de 22T por 18 horas.

Durante esse periodo foram realizados trés ciclos de aquecimentos a 60° C, por 15
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minutos. Apo6s solubilizacdo completa dos EPS, foram realizadas diluicbes para

conducgao dos experimentos.

2.2, Curvas de Fluxo

As propriedades reologicas das solugdes polissacaridicas, em diferentes
concentragbes, foram determinadas através de ensaios com cisalhamento
constante. Foi utilizado um redmetro HAAKE RS75 Rheostress acoplado a um
banho termostatizado HAAKE K15 e termocirculador de agua DC5B3. Foi utilizado o
sensor cone-placa com didmetro de 60nm e angulo de 2° (o). Foi aplicada uma taxa
de cisalhamento (y) variando de 10" a 10° s1 com um tempo de 300s para
realizacdo das curvas de fluxo. A amostragem foi realizada em triplicata a
temperatura 25TC.
2.3. Tixotropia

A determinagé&o da tixotropia foi efetuada em sensor cone-placa (C60/2Ti°) na
concentragcédo de 6 g/L, para cada EPS. Foi realizada a curva de histerese (tenséo
de cisalhamento x taxa de cisalhamento) com taxa de cisalhamento de 10" a 10% s~
' onde se verificou a subida (ascendente) e a descida (descendente) da curva. As
analises foram realizadas em triplicata a temperatura de 25TC.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Comportamento reologico das solugoes formadas pelos
exopolissacarideos produzidos pelo B. rhodina MAMB-05 nas trés diferentes
fontes de carbono

A curva de fluxo, definida a partir das medidas de tens&o de cisalhamento (t)
x taxa de cisalhamento (V), permite verificar o comportamento de fluxo das solugdes

polissacaridicas. A partir da construgdo do reograma € possivel estabelecer se um
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liquido apresenta um comportamento de fluxo Newtoniano ou ndo Newtoniano, em
determinadas condi¢des de tensao ou taxa de cisalhamento.

As solugbes aquosas dos botriosferanas obtidos nas trés diferentes fontes de
carbono apresentaram elevada viscosidade mesmo em baixas concentragbes e
observou-se um aumento da viscosidade com o aumento da concentragdo de

polissacarideos (Figura 2).

(@)

(b)

Figura 2. Solu¢des aquosas do EPSgy & temperatura 25°C. (a) 3g/L e (b) 6g/L.

De acordo com os reogramas apresentados na figura 3 as solugdes
polissacaridicas tém comportamento de fluxo de liquidos ndo Newtonianos e o
aumento da tensao de cisalhamento, a partir do aumento progressivo da taxa de
cisalhamento, caracteriza as solugbes como fluidos pseudoplasticos (NAVARRO,

1997).
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Figura 3. Curvas de Fluxo (tensdo de cisalhamento x taxa de cisalhamento) das

solugdes polissacaridicas dos (a) EPSgu, (b) EPSsac e (c) EPSgry, nas

concentragdes de 1g/L a 6g/L, a temperatura de 25°C.
Rottava (2005) observou comportamento semelhante de pseudoplasticidade
para a goma xantana, produzida por diferentes espécies da bactéria Xanthomonas

sp, que é, atualmente, o polimero mais utilizado pela industria, apresentando
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propriedades de espessante e estabilizante, com comportamento pseudoplastico
estdvel em uma larga faixa de pH, concentracdo ibnica e temperatura (GARCIA-
OCHOA et al.,, 2000). Bae e colaboradores (2008) estudaram o comportamento
reologico das solugdes do exopolissacarideo levana, produzido pela Microbacterium
laevaniformans, e os resultados encontrados demonstraram que as solugbes de
levana também apresentavam comportamento pseudoplastico.

A caracteristica pseudoplastica vista nas glucanas produzidas pelo fungo
Botryosphaeria rhodina MAMB-05, também foi observada nos estudos reolégicos da
escleroglucana, uma B-(1—3,1—6)-D-glucana, produzida por fungos do género
Sclerotium (GRASSI et al., 1996). Ja se propde a utilizacdo de escleroglucana para
diminuir a sinerese (exsudag¢ao espontanea da agua), melhorando a qualidade dos
alimentos (VINARTA et al., 2006).

3.2 Tixotropia

A tixotropia descreve o comportamento de substancias que passam do estado
gel de alta viscosidade para o estado de solugdo com viscosidade muito baixa, como
resultado de um alto cisalhamento por um periodo de tempo relativamente longo.
Um importante critério da tixotropia é o processo reversivel de reespessamento da
substancia, quando deixada em repouso. Testes reol6gicos em que a amostra é
submetida ao aumento da taxa de cisalhamento, seguida pela diminuicdo da taxa,
servem para observar a tixotropia do material, cuja ocorréncia € verificada quando a
curva de aumento ndo coincide com a curva de decréscimo da taxa e o diagrama
resultante & denominado de curva de histerese (BARNES, 1997).

As curvas de histerese dos exopolissacarideos estudados neste trabalho

mostraram que todos apresentam comportamento tixotropico (Figura 4). Amido de
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milho e combinagcbes de amido de milho com gomas xantana, arabica e guar

(KORUS et al., 2004) apresentam comportamento semelhante.

(a) 10" 1

t [Pa]

t [Pa]

10° T T
1 102

(C) 10"

t [Pa]

10° ererererrrry —r—rrrrr T
1 102
y [1/s]

Figura 4. Curvas de Histerese (tensédo de cisalhamento x taxa de deformacéo) das

solugbes polissacaridicas dos (a) EPSgLu, (b) EPSsac e (c) EPSgry na concentragéo

de 6g/L, a temperatura de 25°C. Curva ascendente (simbolos preenchidos), curva

descendente (simbolos abertos).
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Mao e colaboradores (2007) estudaram o comportamento tixotrépico e a
conformacao em tripla hélice do exopolissacarideo grifolana, uma -(1,3)-D-glucana,
produzida pelo fungo Grifola frondosa. Considerando os resultados encontrados os
pesquisadores inferiram que o comportamento tixotrépico do gel de grifolana poderia
ser atribuido a ruptura de agregados da tripla hélice, sob cisalhamento. EPSgy,
EPSsac € EPSgru também apresentam conformacédo em tripla hélice, nos
experimentos com Congo Red (dados n&o apresentados), portanto, a desagregacéao
de suas cadeias, sob alto cisalhamento, poderia ser a causa do comportamento
tixotrépico dessa familia de polissacarideos. O mesmo fenémeno foi observado para
o escleroglucana (GRASSI et al., 1996), também um polimero que apresenta
conformacdo em tripla hélice (FARINA et al., 2001). O escleroglucana &, hoje, o
polimero de origem fungica com maior aplicagéo industrial, principalmente nas areas
farmacéutica e alimenticia (COVIELLO et al., 2007).

Os produtos tixotropicos possuem algumas vantagens tecnolégicas, pois
tendem a apresentar maior vida de prateleira (shelf-life) durante o armazenamento,
mantendo a viscosidade constante, o que dificulta a separagdo dos constituintes da
formulagdo (CORREA et al., 2005). A obtencdo de formula¢des de uso tépico com
carater tixotropico é bastante almejada, pois se deformam durante a aplicacéo
tornando-se mais fluidas e, consequentemente, facilitando o espalhamento e
recuperando a viscosidade inicial no momento em que se encerra a aplicagéo,
evitando que o produto escorra (GASPAR, MAIA CAMPQOS, 2003).

Os materiais tixotrépicos possuem inumeras aplicagbes tecnoldgicas,
portanto a manifestagcdo desse comportamento nos exopolissacarideos produzidos

pelo B. rhodina nos permite acreditar que uma investigagdo mais minuciosa no
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campo da reologia podera prover informacdes valiosas para aplicagdo do
botriosferana nos diferentes setores industriais.

4. CONCLUSOES

As solugbes aquosas dos exopolissacarideos produzidos pelo fungo Botryosphaeria
rhodina MAMB-05, nas trés diferentes fontes de carbono, apresentaram
comportamento de fluxo de liquidos ndo Newtonianos, com caracteristicas de fluidos
pseudoplasticos. O comportamento tixotropico foi identificado nas trés solugdes.
Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de alguns polissacarideos
microbianos, que hoje sdo amplamente utilizados pela industria.
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