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RESUMO

Estudos referentes a Exopolissacarideos (EPSs), polissacarideos produzidos por
micro-organismos, vém crescendo nas Ultimas décadas devido a semelhangca com
gomas utilizadas no setor industrial como as gomas xantana, dextrana, gelana,
pululana, glucanas de leveduras e os alginatos bacterianos. Estes EPSs apresentam
um grande avanco para a industria alimenticia, uma vez que podem ser utilizados no
processamento de alimentos como espessante e/ou estabilizante e por apresentarem
extrema importancia no uso alternativo a gomas tradicionais. Neste contexto, este
trabalho teve como objetivo determinar as propriedades fisico-quimicas pH, Atividade
de Agua (Aa), Teor de Proteinas (TP) e Aclcares redutores (TAR), 0 comportamento
térmico e a composicao estrutural dos EPSs obtidos dos fermentados de leite de vaca
e extrato de soja pela da matriz de micro-organismos dos grados de kefir, Kefir
BioLogicus®. Para verificagcdo da homogeneidade e determinagdo de massa molar
dos EPSs brutos foram realizados ensaios com Cromatogafia de Exclusdo por
Tamanho de Alta Eficiéncia. A caracterizagdo estrutural e a composicédo
monossacaridica foram verificadas por andlise por RMN 13C e 'H e GC-EM. O EPS
da soja (EPSsj) e o EPS do leite (EPSIle) apresentaram Aa de 0,21 e 0,26 a 25°C,
respectivamente. Os resultados de pH e TP das amostras foram semelhantes, pH =
6,20 e TP ~1,5% do total da amostra. O resultado para a analise de AcuUcares
redutores (TAR) foi 11,3% para EPSle e 12,21% para EPSsj. O EPSsj apresentou a
maior fracdo com massa molar 1,17x10% g/mol e o EPSle apresentou em sua maior
fracdo massa molar 2,22x10° g/mol. O EPSsj em sua maioria é composto de
moléculas de glicose formado por unidades de a-Glcp ligadas-(1,4). O EPSle é
constituido de moléculas de glicose, ramnose e galactose na formacao a-glcp-(1—4)-
a-ramp-(1—6)-6-galp. Bandas polissacaridicas caracteristicas foram observadas no
espectro infravermelho. Os dados dos IVs apresentaram similaridade a varios outros
resultados para outros polissacarideos presentes na literatura. Em relacdo ao
comportamento térmico dos EPSs, as curvas termogravimétricas dos EPSs obtidas
foram similares aquelas relatadas na literatura para outros EPSs. As temperaturas de
degradacdo foram relativamente altas com varios eventos endo e exotérmicos,
mostrando que os EPSs deste estudo apresentam alta estabilidade térmica e,
consequentemente, poderiam ser usado como um aditivo em alimentos termicamente
processados.

Palavras-Chave: Polissacarideos microbianos, Analise térmica, Caracterizacao
estrutural.



ABSTRACT

Studies on Exopolysaccharides (EPSs), polysaccharides produced by
microorganisms, have been growing in recent decades due to the similarity with gums
used in the industrial sector such as xanthan gums, dextran, gellan, pullulan, yeast
glucans and bacterial alginates. These EPSs present a breakthrough for the food
industry, since they can be used in food processing as a thickener and/or stabilizer and
because they are extremely important in the alternative use of traditional gums. In this
context, the objective of this work was to determine the physicochemical properties of
pH, Water Activity (Aa), Protein Content (TP) and Reducing Sugars (TAR), thermal
behavior and structural composition of the EPS obtained from the obtained fermented
of cow's milk and soybean extract by Kefir BioLogicus® Kefir grains microorganism
matrix. With the purpose of verifying the homogeneity and determination of the molar
mass of the raw EPS, tests were carried out with Chromatogafia of Exclusion by Size
of High Efficiency. The structural characterization and the monosaccharide
composition were verified by 13C and 'H NMR analysis and GC-MS. EPS of soybean
(EPSsj) and EPS of milk (EPSle) presented Aa of 0,21 and 0,26 at 25°C, respectively.
The pH and TP results of the samples were similar, pH = 6,20 and TP~1,5% of the
total sample. The result for the analysis of reducing sugars (TAR) was 11,3% for EPSle
and 12,21% for EPSsj. The EPSsj presented the largest fraction with 1,17x10%g/mol
molar mass and EPSle presented in its largest molar mass fraction 2,22x10¢ g/mol.
The EPSsj is mostly composed of glucose molecules formed by linked a-Glcp units
(1,4). EPSle is composed of glucose, rhamnose and galactose molecules in the a-glcp-
(1—4)-a-ramp-(1—6)-B-galp formation. Characteristic polysaccharide bands were
observed in the infrared spectrum. The data of the IVs presented similarity to several
other results for other polysaccharides present in the literature. In relation to the
thermal behavior of the EPSs, the thermogravimetric curves of the EPSs obtained were
similar to those reported in the literature for other EPSs. The degradation temperatures
were relatively high with various endo and exothermic events, showing that the EPSs
of this study have high thermal stability and could therefore be used as an additive in
thermally processed foods.

Keywords: Microbial polysaccharides, Thermal Analysis, Structural characterization.
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1. INTRODUCAO

Os polissacarideos que podem ser amplamente produzidos por
microrganismos sdo chamados exopolissacarideos (EPSs) ou polissacarideos
extracelulares. Esses biopolimeros encontram-se associados a superficie celular na
forma de cépsulas ou séo secretados para o meio extracelular em forma de muco. No
geral, as bactérias e microalgas produzem os EPSs em maiores quantidades,
enguanto que as leveduras e fungos os produzem em menores quantidades. Alguns
dos EPSs produzidos por microrganismos podem ser utilizados em escala industrial
como na industria de alimentos (DUBOC; MOLLET, 2001; PIERMARIA et al., 2008;
JUNGBUNZLAUER, 2016), farmacéutica (KHAN; PARK; |, 2007; JUNGBUNZLAUER,
2016), oleifera, (ROLLER; DEA, 1992; GHALY et al., 2007), dentre outras.

Os EPSs sao gomas hidrossoluveis que possuem cadeias longas e
ramificadas, com unidades repetidas de monossacarideos, principalmente glicose,
manose, galactose, acido glucurénico e, as vezes, ramnose em diferentes proporcoes
ou derivados destes acucares (WELMAN; MADDOX; 2003). Estas gomas possuem
propriedades diversificadas semelhantes as da dextrana, do agar, da gelana, xantana,
pululana, glucanas de leveduras e alginatos bacterianos, biocompatibilidade e
natureza nao téxica, assim apresentam vasta aplicabilidade em diversos setores
industriais, com reologias desejaveis a industria de alimentos (DUBOC; MOLLET,
2001; PIERMARIA et al., 2008; JUNGBUNZLAUER, 2016) e farmacéutica (KHAN;
PARK; KWON, 2007; JUNGBUNZLAUER, 2016).

A exploracao de novas composicdes e propriedades promissoras de EPSs e
de composicdes que contem EPSs e as suas microbiotas associadas, tomou a
atencdo dos pesquisadores atualmente. Estes vém sendo estudados objetivando o
uso alternativo a polissacarideos tradicionais, como a celulose, o amido e o alginato
(SINGHA, 2012) devido aos beneficios proporcionados a saude pelos pré e
probioticos. Assim, estes EPSs sdo utilizados em produtos comerciais de todo o
mundo em inddstrias no ramo de cosmético e alimentos (COLENCI, 2017; DENCRIL,
2018; UNILEVER, 2018; DANISCO® DUPONT™, 2018; CPKELCO, 2018).

A industria de alimentos se destaca por ser um dos setores mais dindmicos da
economia brasileira. De acordo com dados da Associagao Brasileira da Industria de
Alimentacdo (ABIA), o investimento na industria de alimentos, de R$11,1 bilhdes em

2012, deve continuar a seguir o faturamento do setor, que tem crescido mais que o
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Produto Interno Bruto (PIB) nos ultimos anos (ABIA, 2012). A previsao do investimento
para a industria de alimentos no periodo 2015 a 2018 totaliza R$49 bilhdes. O
dinamismo do setor de alimentos se reflete profundamente na necessidade que os
empresarios/gestores/pesquisadores devem ter quanto a inovagao, visando atender
com rapidez, ou mesmo com antecipag¢do, as novas demandas e tendéncias dos
consumidores. Tais tendéncias da alimentacdo, relacionadas a propensdo dos
individuos em modificar habitos estabelecidos, € um resultado dos movimentos
econdmicos, sociais, culturais e politicos que afetam a vida das pessoas. De acordo
com o estudo da Brasil Food Trends 2020, (2010), realizado pela Federacdo das
IndUstrias do Estado de S&o Paulo (FIESP) e pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos
(ITAL), as principais tendéncias dos consumidores de alimentos podem ser agrupadas
em cinco categorias: Sensorialidade e Prazer; Saudabilidade e Bem-estar;
Conveniéncia e Praticidade; Confiabilidade e Qualidade e Sustentabilidade e Etica.
Com relacdo as tendéncias de “saudabilidade e bem-estar”, estas se originam em
fatores como o envelhecimento das populagbes, as descobertas cientificas que
vinculam determinadas dietas as doencas, bem como a renda e a vida nas grandes
cidades, influenciando a busca de um estilo de vida mais saudavel.
A Empresa BiolLogicus®, localizada na Av. Afonso Olindense, Varzea, Recife-
PE, que tem como principais focos o desenvolvimento de técnicas e produtos
inovadores com biotecnologia natural probiética promovendo e inspirando um estilo
de vida com saude e longevidade, desenvolve e comercializa produtos alimenticios,
cosmeéticos e dermocosméticos contendo os EPSs que sao produzidos por graos de
kefir. Estes EPSs nao foram estudados em sua totalidade, mas acredita-se que eles
apresentem grande potencial para as aplicacbes em cosméticos, alimentos e
cosmefarmacos. Tal Empresa forneceu os EPSs utilizados neste estudo o qual visa
como objetivo geral realizar a caracterizagdo estrutural dos EPSs obtidos dos
fermentados de graos de Kefir BioLogicus® em leite de vaca e extrato de soja para
sugerir esses EPSs como uma alternativa a espessante e estabilizantes tradicionais
no processamento de alimentos. Assim, para atingir esse objetivo, propdem-se (1)
verificar as massas molares dos EPSs extraidos dos fermentados de leite e de soja
produzidos por graos de kefir por Cromatografia de CETAE-ELM-IR; (2) determinar
as caracteristicas fisico-quimicas dos EPSs; (3) caracterizar estruturalmente os dois

EPSs, utilizando métodos quimicos e técnicas analiticas de RMN 3C e 'H, IV, e CG-
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EM; (4) Utilizar a Andlise Térmica (ATG e ATD) para analisar o comportamento
térmico dos EPSs.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Graos de kefir, Kefir e Kefirano

Os graos de kefir sdo aglomerados de 1-3 cm de comprimento, cor branco-
amarelada, textura fina, porém firme e de forma irregular, com aparéncia de couve-
flor ou de fragmentos de corais (Figura 1) (LA RIVIERE; KOOIMAN; SCHMIDT, 1967;
MAGALHAES et al., 2011; WANG et al., 2012).

FIGURA 1 - GRAOS DE KEFIR
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Fonte: blog.biologicus.com.br.

Os graos de kefir sdo compostos de uma microflora com leveduras,
acetobactérias e bactérias acido-lacticas (BALs) (Lactobacilos, lactococos,
leuconostoc, estreptococos). As bactérias e as leveduras que compdem os graos de
kefir mais conhecidas constam no ANEXO |I.

Na matriz composta por esses micro-organismos encontra-se, também,
proteinas e polissacarideos (OTLES; CAGINDI, 2003; MAGALHAES et al., 2011). A

matriz do grdo é complexa, formada por 83% de agua, 9-10% de polissacarideos,
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4,5% de proteinas, residuos celulares e outros componentes desconhecidos
(ABRAHAM; DE ANTONI, 1999).

O meio de cultura onde os gréos de kefir sdo cultivados influencia diretamente
na reproducdo destes graos. Estudos realizados utilizando culturas mistas ou puras
dos microrganismos que ja foram identificados na composicdo dos grdos nao
reproduziram os gréos de kefir. Além dos estudos realizados com os tipos de culturas,
0s meios de cultura foram modificados, mas sem éxito na reproducdo dos graos.
Acredita-se que 0 ndo ou pouco conhecimento do mecanismo de formacao dos graos
€ a principal causa do insucesso na reproducao detes (WANG et al., 2012).

Quando os graos de kefir sdo cultivados em meios diferentes, produzem um
fermentado denominado “kefir”. Originalmente, o kefir € um fermentado derivado do
leite com aparéncia viscosa, ligeiramente alcoodlico e carbonatado. Esta bebida é
produzida a partir da acdo da microbiota presente no interior dos graos de kefir como
descrito anteriormente (FARNWORTH; MAINVILLE, 2003; SARKAR, 2008;
BIOLOGICUS, 2017). A palavra “kefir’ em turco significa “sentir-se bem”, sendo
também chamada Kefyr, Kephir, Kippi, Kiaphur, Kepi, Kefer e Knapon (KOROLEVA,
1988).

Originario historicamente das montanhas do Caucaso, parte oriental da Asia
Central, localizada entre o Mar Negro e o Mar Céaspio, o kefir era para as tribos
mulcumanas um presente de Al4 e, por isso, ndo permitiam que outros povos
mulgcumanos tivessem acesso aos graos. Eles consideravam os graos de kefir uma
fonte de riqueza e nédo revelavam a forma de preparacgéo do kefir. Provavelmente esta
crenca tenha impedido a difusdo de conhecimento sobre este alimento e 0 seu método
de preparacéao e, assim, anos se passaram para que o restante do mundo conhecesse
o kefir (KOROLEVA, 1988; GORSKI, 1994). Os graos de kefir chegaram a Moscou em
1908, ap6s uma expedicdo russa ao Caucaso, e dai por diante o produto passou a ser
difundido para outros locais do mundo. Por muitos anos, apenas pessoas que
possuiam os grdos de kefir consumiam a bebida. O kefir era obtido repetindo-se
sucessivamente o processo de obtencao desta bebida (FERREIRA, 2010).

Segundo Ferreira (2010), tradicionalmente o kefir era produzido em sacos de
pele (bolsas de couro) que ficavam pendurados perto da porta, assim todos os que
entravam ou saiam do estabelecimento empurravam ou chutavam a bolsa para
homogeneizar o liquido. A bebida obtida neste processo apresentava pH &cido, teor

baixo de alcool e, também, didéxido de carbono.
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A producéo do kefir pode ser realizada de forma continua em que o liquido
fermentado produzido é retirado, os graos sdo submetidos a lavagens com agua
destilada e mais leite fresco € adicionado, promovendo a continuidade de processo
fermentativo (KOROLEVA, 1988). Além do leite de vaca, a producéo de kefir pode ser
feita com leite de cabra, ovelha, camela e bufala (ABRAHAM; DE ANTONI, 1999;
IRIGOYEN et al., 2005; KANVAS, 2015), 4gua com agucar mascavo, suco de frutas
(HSIEH, 2012; BIOLOGICUS, 2017) e extrato de soja (LIU; CHEN; LIN, 2005;
DADKHAH et al., 2011; KESENKAS et al., 2011) (Figura 2). Estudos realizados por
WESCHENFELDER et al., (2011) revelaram aumento de massa diario, entre 3 e 7%,
dependendo do meio utilizado. Este aumento de massa pode estar diretamente ligado
a temperatura de cultivo dos gréaos, renovacao do leite em intervalos regulares,
lavagem dos graos e presenca de nutrientes essenciais em concentracdes adequadas

ao aumento da biomassa (CHEN et al., 2009).

FIGURA 2 - GRAOS DE KEFIR CULTIVADOS EM TIPOS DE MEIOS DIFERENTES

Fonte: blog.biologicus.com.br.

Considerado um produto probiotico de mais alto nivel devido a variedade de
microrganismos e a perfeita simbiose demonstrada entre seus componentes,
bactérias lacticas, bactérias acéticas e leveduras, o kefir promove efeitos benéficos a
saude humana com o consumo diario, fazendo parte da dieta de povos de varios
lugares do mundo como o Norte e Leste da Europa, Sudoeste da Asia, Jap&o e
América do Norte (OTLES; CAGINDI, 2003; FARNWORTH; MAINVILLE, 2003;
BIOLOGICUS, 2017).

Alguns aminoacidos sao produzidos durante o processo de producao de kefir

em leite de vaca, como: a valina, leucina, lisina e serina. Ja os aminoacidos alanina e
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0 acido aspértico tém as suas concentra¢des diminuidas quando se compara o kefir
ao leite in natura, mas também encontram-se presentes. O pH no kefir € baixo devido
a formacéo de acido latico por fermentacédo da lactose. Além desses compostos, a
vitamina B12, piridoxina, acido folico e biotina foram quantificadas por Kneifel e Mayer
(1991).

O Kefir BioLogicus® é o Kefir desenvolvido pela empresa BioLogicus® a partir
do Kefir Real do Caucaso. De acordo com o boletim cientifico da BioLogicus (2017),
os principais diferenciais do Kefir BioLogicus sdo a grande variedade de coldnias
probiéticas e sua estabilidade microbiolégica, o que no Kefir comumente
comercializado em outros paises ha o sacrificio muitas espécies em seus processos
produtivos, com o intuito de atingir uma estabilidade comercial minima. Mais de 60
espécies de microrganismos foram identificadas no no Kefir BioLogicus®. A
estabilidade alcancada é fruto da tecnologia desenvolvida durante anos pelos
pesquisadores que fundaram a BioLogicus. O principal logro dessa tecnologia foi
alcancar a estabilidade microbiolégica sem ter que eliminar nenhuma espécie do
produto original.

A excluséo de alguns microrganismos realizada no Kefir comercializado em
outros paises implica na imprevisibilidade dos resultados terapéuticos que podem ser
proporcionados com o consumo regular do Kefir. Com o Kefir BioLogicus® ocorre
justamente o contrario, uma vez que todas as colénias sao conhecidas e estaveis nos
produtos desenvolvidos a partir delas, o que garante a qualidade do produto final
(ANEXO 1I). Por outro lado, além de sua estabilidade microbiolégica, o Kefir
BioLogicus® € absolutamente natural, isento de qualquer aditivo quimico sintético,
além de nao utilizar OGM (microrganismos geneticamente modificados). A
BioLogicus® € detentora da patente do Kefir desenvolvido em sucos de frutas
(BIOLOGICUS, 2017).

Diferentes centros de pesquisa, incluindo a BioLogicus, tem realizado diversos
estudos a cerca dos resultados terapéuticos com o uso de probioticos, em especial,
com o kefir. O Kefir BioLogicus possui todos 0s microrganismos probidticos que estao
incluidos nas pesquisas que afirmam que o uso continuo da bebida proporciona
melhoria em: (1) distirbios gastrointestinais devido a grande quantidade de
compostos antimicrobianos e acidos organicos que sao produzidos pelos lactobacilos
(LEITE et al., 2013); (2) diminui¢ao de riscos de ulcera (ORHAN et al., 2013); gastrite

e duodenite devido ao Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum
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(MEDEIROS; PEREIRA, 2013); (3) diarreia devido a presenca de Lactobacillus
acidophilus que impossibilitam o crescimento de Salmonella dysenteriae, Salmonella
typhosa e Escherichia coli e neutraliza as enterotoxinas de Escherichia coli, além de
reduzir a producao de flatos do célon em humanos (VRESE; PHILIPPE, 2007); (4)
alergias alimentares ja que as bactérias probidticas promovem alivio da inflamacéo
intestinal, além de proporcionar um efeito especifico sobre a degeneragdo da mucosa
intestinal (LIU et al., 2006; SAVILAHTI; KUITUNEN; VAARALA, 2008); (5) Infeccao
com Helicobacter pylori. A prescricdo € recomendada no inicio do tratamento de H.
pylori para suprir a deficiéncia de Lactobacillus sp. no estdmago, diminuindo a
infeccédo, ja que a deficiéncia de Lactobacillus sp. esta relacionada com as doencas
causadas por H. pylori (CREMONINI; Di CARO; WANG et al., 2004; TONG et al.,
2007; SACHDEVA; NAGPAL, 2009); (6) cancer. Algumas bactérias produtoras de
acido lactico séo utilizadas como agentes promissores para auxiliar no tratamento do
cancer devido as suas propriedades anti-mutagénicas e anti-carcinogénicas. O Kefir
pode inibir o crescimento de células cancerosas e pode prevenir certos tipos de cancer
como o de colon, entre outros (ABDELALI; CASSAND; SOUSSOTTE, 1995;
LeBLANC; MATAR; FARNWORTH; PERDIGON, 2007; TOPUZ; DERIN, CAN;
KURKLU, 2008).

O Kefir BioLogicus® pode ser encontrado comercialmente nas seguintes
formas: Kefir BioLogicus® Liméo (500 mL), sendo recomendado o consumo minimo
diario de 200 mL/dia; Kefir BioLogicus® Tangerina (500 mL), sendo recomentado o
consumo minimo diario de 200 mL/dia; e o Kefir Real® Capsulas com embalagem
com 60 capsulas de 600 mg, sendo recomendada a dosagem minima diaria de

capsulas antes do desjejum (Figura 3).

FIGURA 3 - a. KEFIR BIOLOGICUS® DE LIMAO E TANGERINA; b. KEFIR REAL®

Bio
» . Biologicus
W KEFIR TGAo FAwOTCA

Fonte: https://blog.biologicus.com.br/informativo-cientifico.pdf.
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O kefirano € um exopolissacarideo (EPS) produzido no centro dos graos de
kefir que confere tanto protecdo como adaptacdo em sua producao bacteriana. Os
EPSs formam camada protetora para as células contra as diversas condicdes
ambientais externas e também servem como reservas de carbono e energia durante
desnutricdo no meio. O EPS desempenha uma ampla variedade de funcdes
biolégicas, incluindo a prevencdo da dessecacdo e protecdo contra estresses
ambientais, como protecdo contra toxinas e antibioticos (WHITFIELD; VALVANO,
1993; ROBERTS, 1996; SINGHA, 2012).

Ap0s levantamento bibliografico realizados em dois bancos de dados SciFinder
e Periddicos Capes com as palavras “EPS”, “Caracterizagao estrutural” e “Kefirano”
foram obtidos 103 artigos que trataram sobre testes em meios de cultura diferentes,
propriedades fisico-quimicas, propriedades reoldgicas, caracterizagdo estrutural e
atividades biolégicas e outras aplicacdes. Destes apenas 27 realizaram algum tipo de
caracterizagao estrutural, sendo unanime a afirmagéao da composic¢ao do kefirano ser
de glicose e galactose em propor¢des equivalentes.

Este polissacarideo foi primeiramente estudado por La Riviere, Kooiman e
Schmidt (1967) e posteriormente sua estrutura foi caracterizada por KOOIMAN (1968).
Na sua forma bruta e desidratada, o kefirano tem aparéncia semelhante a de um

acucar qualquer ou goma no estado solido (Figura 4).

FIGURA 4 — EPS DE SOJA DESIDRATADO

Fonte: O AUTOR (2018).

Em 1967, La Riviére identificou a Lactobacillus Brevis (agora chamada como
Lactobacillus kefir) como sendo a bactéria responsavel pela producéo do kefirano. Em
1987, Toba, Abe e Adachi isolaram outra bactéria produtora do EPS e a chamaram

de Lactobacillus kefiranofaciens.
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Posteriormente, cinco diferentes tipos de bactérias do género Lactobacillus
produtoras do kefirano foram isoladas. Estas bactérias produziram kefirano a partir
dos gréos de kefir comercial. A lista publicada com os diferentes tipos de bactérias
produtoras de kefirano mostrava o quanto complexas eram as relacdes taxonémicas
das bactérias isoladas de kefir. Desta forma fica claro que outras bactérias presentes
nos gréos podem ser capazes de produzir EPS iguais ou derivados do kefirano,
dependendo da regido originaria dos graos (YOKOI et al., 1990; QIN et al., 2011;
ISPIRLI; DERTLI, 2018). Portanto, ndo se sabe quel o principal microrganismo
responsavel pela produgéo do kefirano, assim como néo se sabe quais EPSs podem
ser gerado quando ha modificacdo do processo fermentativo ou mesmo se existem
isémeros do kefirano ou mais de um tipo de polissacarideo gerado (FARNWORTH,;
MAINVILLE, 2008; ELSAYED et al., 2017).

A partir do trabalho realizado por Toba e colaboradores em 1991, verificou-se
a otimizacdo da producgéo de kefirano. Toba e colaboradores (1991) produziram 80
mg de kefirano por litro de substrato (m/v), utilizando soro de leite acrescido de glicose
e da enzima peptona tripticase. Eles observaram que a viscosidade da solucéo
aumentou a medida que a massa do EPS aumentava.

Quantitativos maiores de kefirano foram obtidos por Yokoi e Watanabe (1992).
Eles obtiveram uma producéo de 273 a 406 mg de polissacarideo/ L, utilizando soro
de leite com cinco bactérias isoladas da microbiota dos graos de kefir. Quantidades
maiores que = 2g/L foram obtidas por otimizagdo das culturas anteriores (YOKOI,
WATANABE, 1992; MICHELI et al., 1999).

Estruturalmente, o kefirano é formado por uma cadeia principal com
ramificacBes hexa ou heptassacaridica com unidades repetidas, quantitativamente
equivalentes de dois acucares residuais, glicose e galactose, aleatériamente ligados
com rotacao Otica de +68° (Figura 5). O primeiro a propor essa estrutura foi Kooiman
em 1968.
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FIGURA 5 - ESTRUTURA MOLECULAR DO KEFIRANO
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Fonte: MICHELI et al., 1999.

Utilizando analises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Cromatografia
Yokoi et al., (1990) mostraram que o kefirano pode ser produzido por diferentes tipos
de bactérias. Ap6s hidrolise foi possivel observar que o EPS continha glicose e
galactose na razdo de 1.0:0.88 a 0.99. Os diferentes microrganismos presentes
durante a fermentacdo podem justificar a variacdo da razdo molar dos EPSs
estudados.

Assim como Yokoi et al., (1990), o EPS obtido por Frengova et al., (2002)
apresentou, em sua composicao, glicose e galactose, na propor¢cao 1.0:0.94. Este
EPS foi obtido a partir de nove tipos de bactérias acido laticas. O EPS produzido por
Lactobacillus kefiranofaciens CYC 10058 e analisado por Santos et al., (2003)
apresentou composicdo semelhante aos anteriores. O EPS foi composto por
galactose e glicose, na razao molar de 1.1:0.9.

Outra busca realizada com os termos “EPS”, “Caracterizacao estrutural”, “Glicose”,
“Galactose”, “Ramnose”, “Manose”, “Arabinose” e “Xilose”. Destes foram encontrados
51 artigos, mas apenas 25 referéncias foram mais relevantes para este estudo. Pode-
se observar, ainda, que o EPSs de kefir de soja nao foi muito estudado, a grande parte
pesquisas se concentrou no EPS de kefir de leite de vaca ou EPS obtido da
fermentacao do leite por culturas isoladas presentes no grao de kefir.

Podem-se encontrar estudos em que as mesmas bactérias sintetizam
polissacarideos diferentes com a mudanca do meio ou que o0 mesmo polissacarideo
pode ser gerado modificando os meios de fermentacdo. Em extrato de soja, por

exemplo, foi identificado um polissacarideo com massa molar de 1,7x10° Da,
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composto de D-glicose e D-galactose (1.0:0.43) (LIU, CHEN; LIN, 2002), enquanto o
EPS obtido do Kefir BioLogicus de Soja apresentou um EPS formado unicamente de
moléculas de glicose (BOTELHO et al., 2014).

Botelho et al., (2014) identificou previamente que o EPS obtido por grdos de
Kefir em fermentado de soja apresentava apenas moléculas de glicose em sua
composi¢cdo, mas nao identificou o tipo deste EPS, se havia homogeneidade ou
heterogeneidade da sua massa molar, assim como o tamanho deste biopolimero e os
se mesmo era constituido por a- ou B-ligacdes.

Os EPSs produzidos por Bactérias acido laticas (BALSs), incluindo o kefirano,
contribuem para propriedades reoldgicas especificas, como viscosidade, e de textura
adequada para produtos lacteos fermentados (FRENGOVA et al., 2002). O kefirano
apresenta maior solubilidade em agua quente e menor em agua fria formando uma
solucdo viscosa na concentracdo de aproximadamente 2% m/v (LA RIVIERE;
KOOIMAN; SCHMIDT, 1967).

Wang et al., (2008a) utilizaram o kefirano para melhoria das propriedades
reologicas de géis, promovendo o aumento da estabilidade e viscosidade aparente
desses géis durante o armazenamento. Em géis &cidos, o kefirano melhorou as
propriedades de viscosidade e viscoelasticidade, sendo, portanto, uma forma
alternativa aos emulsificantes e estabilizantes tradicionais para produtos lacteos
(RIMADA; ABRARAM, 2006).

Além do uso como aditivo alimentar, ha relatos que o kefirano pode ser utilizado
como agente modulador do sistema imunol6gico em camundogos, possui atividades
antimicrobiana L. monocytogenes, S. Enteritidis, Rhizoctonia, Pseudomonas sp. P.
aeruginosa, E. coli, S. aureus, S. typhimurium, C. albicans, S. pyogenes e S. aureus,
atividade citotoxica em células de fibroblastos de ratos, antitumoral e anti-inflamatoria
em ratos albinos, atividade antioxidante em ensaios com DPPH, ABTS e FRAP
contribui para a reducédo do aumento da presséao arterial, reducao de lesbes hepaticas
e cicatrizacdo de feridas em camundongos, reducdo dos niveis de colesterol e do
niveis de triglicerideos (ANEXO I1llI) (MAEDA et al., 2004; MAEDA et al., 2005;
RODRIGUES et al., 2005; VINDEROLA et al., 2006; PAIVA, 2013; JEONG et al., 2017;
JENAB; ROGHANIAN; EMTIAZI; GHAEDI, 2017; BLANDON et al., 2018;
RADHOUANI et al., 2018). Atividades semelhantes foram relatadas em outros EPSs
(ANEXO VI).
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2.2 Exopolissacarideos

O EPSs possuem estruturas ramificadas ou ndo e longas com unidades
repetidas de monossacarideos, principalmente glicose, manose, galactose, acido
glucurénico e ramnose em diferentes propor¢cbes ou derivados destes acgucares
(WELMAN; MADDOX; 2003). Essas biomoléculas hidrossoliveis sdo vastamente
aplicadas no setor industrial por apresentarem propiedades emulsificantes,
estabilizantes, gelificantes, ligantes, lubrificantes, coagulantes, espessantes,
suspensores e formadoras de filme. A que se destina as aplicagcbes dos EPSs
depende da estrutura quimica desses biopolimeros (DUBOC; MOLLET, 2001;
ROTTAVA et al., 2009; ESNAASHARI et al., 2014).

A industria de alimentos tem utilizado amplamente biopolimeros para o
aumento da textura, viscosidade e elasticidade dos alimentos (DUBOC; MOLLET,
2001; ROTTAVA et al., 2009). A industria oleifera também se beneficia do uso de
biopolimeros para melhorar as propriedades do fluxo de fluidos utilizados na
perfuracdo durante o processo de extracdo do Oleo, assim como na recuperacao de
Oleos (GHALY et al., 2007).

Embora a producéo de polissacarideos por plantas e algas marinhas tenha sido
utilizada ha décadas, incluindo, dentre estes a celulose, o amido, o alginato e
carragena de algas e sementes e pectina de plantas e agar (SINGHA, 2012), a
exploracdo de novas composicdes e propriedades promissoras de EPSs tomou a
atencdo dos pesquisadores atualmente. Muitas industrias no ramo de cosmético e
alimentos tém utilizado os EPSs como aditivo em seus produtos como cosméticos,
produtos de higiene bucal e pessoal, fibras para tratamento de ferimentos e cortes
cirdrgicos, alimentos, entre outros. O uso dos EPSs de diferentes origens tem crescido
gerando grande procura no mercado por todo o mundo. Dentre as empresas que
comercializam produtos com adicdo de EPSs estdo Johnson & Johnson, Dencril,
DANISCO® DUPONT™, LM FARMA, SCJohnson, CP Kelco, FOREVER Health Food,
PHARMACOSMOS, ANIKA THERAPEUTICS, MONTANA POLYSACCHARIDES,
SOLVAY e Ametech (ANEXO V).

Destacam-se dentre estes EPSs, a curdlana (produzida pela bactéria
Alcaligenes faecalis var. mixogenes), a welana (produzida pela bactéria Alcaligenes
sp), a xantana (produzida por bactérias do género Xanthomonas spp.), a goma gelana

(produzida pela bactéria Pseudomonas elodea) e o kefirano (produzido pelos grédos
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de kefir) (SUTHERLAND, 1998; REHM, 2009; YANG, 2011; IMESON, 2011; NOSHLY,
2018).

Além das aplica¢cBes industriais, acredita-se que os EPSs conferem algumas
funcdes em seu meio natural desempenhando um papel no reconhecimento celular e
de protecdo a célula microbiana contra dessecacdo, fagocitose, antibiéticos ou
compostos toxicos, protozoarios, estresse osmotico, adesdo em superficies sélidas e
formacéao de biofilmes (DE VUYST; DEGEEST, 1999; GRIFFITTS et al., 2005).

2.3 Determinacao de massas molares por Cromatografia de Excluséo (CE)

Para a separacdo de componentes de alta massa molar utliza-se a
Cromatografia por Exclusdo (CE) que se baseia na separacdo de acordo com o
tamanho efetivo das moléculas. Para este método existem duas divisbes, a
Cromatografia com Filtracdo em Gel (CFG) e Cromatografia com Permeacao em Gel
(CPG) (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; VOGEL, 2002).

Por ndo haver interacdes fisicas ou quimicas entre o soluto e a fase
estacionéaria, a CE difere dos outros métodos cromatograficos pelos tamanhos das
moléculas. Para a retencdo das moléculas do soluto ocorre a penetracdo diferenciada
destas no interior das particulas do gel. O empacotamento da coluna é feito com
material inerte com poros de tamanhos controlados. Quando as moléculas da solugéo
entram em contato com a fase estacionaria, as moléculas menores ficam retidas no
interior de seus poros sendo eluidas mais lentamente pela fase mével, ou seja,
apresentando maior tempo de reten¢do, enquanto que as moléculas maiores, que nao
conseguiram ficar retidas nos poros, sdo excluidas do leito empacotado e eluem
primeiro no volume morto, tendo, portanto, menor tempo de retencdo. As moléculas
médias poderdo penetrar os poros em varios graus dependendo de seu tamanho
(COLLINS; GUIMARAES, 1997; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; VOGEL, 2002).

O material utilizado para empacotar a coluna deve apresentar estrutura rigida
e capaz de suportar pressdes elevadas usadas na Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. Geralmente o empacotamento da coluna para este meétodo e feito por leito
de polimeros e particulas de silica, ambos com diametro de 5 a 10pym. Este método é
utilizado na separacdo de materiais organicos e inorganicos, mas o principal grupo
estudado sdo compostos de alta massa molar como as biomoléculas ou polimeros
com alto grau de polimerizacdo (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; VOGEL, 2002).
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Para monitorar o fluxo da fase mével que sai da coluna utilizam-se detectores.
Estes detectores medem de forma continua as propriedades fisico-quimicas das
amostras, ou da solucéo, enviando um sinal para que haja o registo dos tempos de
retencdo de cada fracdo separada pelas fases estacionaria e movel. Estes sinais
geralmente sdo proporcionais a concentracdo da amostra presente no sistema
(VOGEL, 2002; NETO; NUNES, 2003).

Os detectores podem ser divididos em (1) detectores de propriedades
macroscopicas e (2) detectores de propriedades do soluto. Os detectores de
propriedades macroscépicas medem as alteragbes de propriedades fisicas
provocadas pelo soluto na fase mével, ja os detectores de propriedades do soluto
respondem a uma dada propriedade quimica ou fisica do soluto e sdo, idealmente,
independentes da fase moével (VOGEL, 2002; NETO; NUNES, 2003; HARRIS, 2005).

Os detectores mais utilizados em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) sao: ultravioleta, indice de refracdo, espalhamento de luz, eletroquimico, de
fluorescéncia, de massas e infravermelho. Dentre estes métodos de deteccdo, o
método por espalhamento de luz é o mais adequado para detec¢cdo de compostos de
alta massa molar (HARRIS, 2005).

Neste método, a adicdo de deteccdo do espalhamento de luz avancada
aumenta significativamente o desempenho da cromatografia de exclusédo (CE). As
massas molares precisas sdo identificadas por espalhamento de luz estética,
enquanto que o espalhamento de luz dindmica é usado para estudo do tamanho
molecular. Os dois métodos funcionam de forma complementar um ao outro. O
espalhamento de luz aumenta a sensibilidade para fragbes grandes permitindo a
descoberta de agregacdo em quantidades muito pequenas (AGILENT, 2018).

2.4 Cromatografia Gasosa (CG)

A Cromatografia Gasosa € uma técnica bastante utilizada para separacao,
identificacdo e quantificagdo de substancias devido a facilidade de aplicacdo da
técnica. Ela pode ser usada em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise
ou de forma isolada (COLLINS,1997).

Por ser um método fisico-quimico, a cromatografia € baseada na migracdo dos
componentes de uma mistura de forma diferencial. Isso que ocorre devido a

imiscibilidade de duas fases, sendo uma das fases chamada estacionéaria, fase fixa de
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grande area superficial, e a outra chamada fase movel, formada por um fluido que se
move através da fase estacionaria (LANCAS, 1993; DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Os métodos cromatograficos podem ser classificados: (1) quanto ao
mecanismo de separacdo, (2) quanto a técnica empregada e (3) quanto ao tipo de
fase utlizada. Mas, a classificacdo mais popular divide a cromatografia em
cromatografia em coluna e cromatografia planar (LANCAS, 1993).

Entre os diferentes métodos que tém sido utilizados para a identificacéo e
quantificacdo de carboidratos, os métodos cromatograficos sdo mais precisos, dentre
eles encontra-se a cromatografia gasosa.

Neste método, a fase estacionéria pode ser sélida, com uma grande area
superficial, ou liquida, onde uma pelicula delgada liquida recobre um sdlido inerte; e
a fase movel € um gas denominado gas de arraste, sendo este inerte que tem a
finalidade de transportar as moléculas a serem separadas. Desta forma, a amostra é
vaporizada e introduzida em uma corrente de gas que elui continuamente pela coluna,
sendo, assim, a amostra arrastada através da coluna (LANCAS, 1993; BONATO,
1997).

Para que as amostras possam passar na coluna na forma de vapor, as
amostras devem ser volateis e termicamente estaveis. Essas caracteristicas das
amostras sdo necessarias a fim de que elas ndo se decomponham nas condi¢des da
separacao. Nestas condicfes, apenas gases e aproximadamente 20% dos compostos
organicos sdo analisados por este método sem que haja modificacao estrutural para
aumentar sua volatilidade. O gas de araste e a amostra devem ser considerados nao
reativos entre si, assim adota-se um gas inerte que apresenta somente a funcao de
carregar a amostra volatilizada. As vantagens da CG destacam-se pelo custo do
método e do tempo reduzido de analise (GUIMARAES; COLLINS, 1997; CECCHI,
2003).

Para identificar a composicdo monossacaridica em analise de carboidratos,
geralmente, apos a sua purificacao, realiza-se a hidrélise da amostra (NELSON; COX,
2002). A hidrolise pode ser realizada por meio de enzimas ou com a utilizagdo de
acidos. Identificadas as melhores condi¢cdes para a hidrolise, a etapa seguinte da
analise é a identificacdo dos mondmeros que constituem o carboidrato. Os métodos
cromatograficos mais utilizados para este tipo de analise sdo a cromatografia liquida
de alta pressdo em troca anionica (CLAPTA), juntamente a cromatografia gasosa
(RUAS-MADIEDO; LOS REYES-GAVILAN, 2005).
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O tipo de ligacdo glicosidica e a configuragdo anomérica dos carboidratos
podem ser determinadas por meio da analise dos acetatos de alditéis metilados ou
parcialmente metilados pelas técnicas de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM), infravermelho (IV) (SILVERSTEIN, 1994;
MOHACEK-GROSEV; BOZAC; PUPPELS, 2001) e Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 13C e 'H (GORIN, 1981; SILVA et al., 2005).

O ANEXO V apresenta estudos que usaram a CG para identificacdo de

monossacarideos em EPSs.

2.5Analise Termogravimétrica (ATG)

A anadlise térmica abrange um conjunto de técnicas que permitem o
monitoramento de propriedades fisicas ou quimicas de uma amostra em funcdo da
temperatura ou do tempo através de uma programacdo de temperatura-relacdo
estrutura/propriedade, além de avaliar a estabilidade térmica de varios compostos,
dentre estes, polimeros e biopolimeros (ANTONUCCI; TOTH, 1983; RAMOS-
SINCHEZ; RODRIGUEZ-TORRES, 1991; MOTHE; AZEVEDO, 2002).

A Termogravimetria (TG), Termogravimetria Derivada (DTG), Analise Térmica
Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) sdo algumas das
técnicas utilizadas em analise térmica. Estas técnicas nos possibilitam obter
informacdes de variagcdo de massa, estabilidade térmica, ponto de fusdo, ponto de
ebulicdo, agua livre e agua de hidratacdo, pureza, calores de transi¢do, calores
especificos, transicdes vitreas, etc.

A TG é muito utilizada para verificar a estabilidade de um material (perfil de
degradacdo) em temperatura e atmosfera controladas em determinado tempo. As
propriedades fisicas e/ ou quimicas de matérias, assim como a estrutura podem ser
alteradas através da exposicao as temperaturas elevadas. O termograma é um dos
nomes atribuidos a curva da termoanalise (ALMEIDA et al.,2008).

O conjunto temperatura-tempo é o estimulo particularmente mais efetivo no
sistema disperso de polissacarideos, a partir do processo mais brando que garante a
dissolucéo primaria até o processo mais severo que inicia a decomposi¢cao quimica.
Na escala mais baixa de resposta, a gelatinizacdo e inchaco sdo as ocorréncias
primérias; na escala de resposta superior, a desidratagcdo quimica, pirdlise e

reorganizacao das ligacdes gerando espécies superiores na fase volatil (FAGERSON,
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1969) e compostos aromaticos e corantes (VERCELLOTTI; ANGELO; SPANLER,
1992), e uma série de outras pequenas moléculas terminais. Em conjunto com outras
caracteristicas fisico-quimicas a aplicabilidade de exopolimeros é largamente
dependente de seu comportamento reoldgico e térmico (MARINHO-SORIANO;
BOURRET, 2005). Na andlise térmica do EPS o calor é emitido e absorvido com o
acompanhamento da mudanca da estrutura do polimero e fusdo do polimero cristalino
(WANG et al., 2010).

2.6Espectroscopia de Infravermelho (1V)

A espectroscopia de IV estuda interacbes com a matéria a nivel vibracional.
Para que ocorra absorcdo da radiacdo infravermelha deve ocorrer variagdo do
momento de dipolo elétrico da molécula a medida que ela vibra ou rotaciona. Desta
forma, ha interacdo entre a molécula e o campo elétrico da radiacdo. Pode-se,
também, explicar um espectro de absorcao do infravermelho quando ha coincidéncia
entre a transicao de dois niveis vibracionais e a frequéncia da componente da radiacao
eletromagnética incidente (PAVIA et al., 2010).

A espectroscopia de IV é um método bastante sensivel e rapido, podendo ser
considerado de baixo custo. O espectro obtido €, provavelmente, a propriedade fisica
mais singular do material analisado devido a area de impresséao digital da molécula.
Essa técnica qualitativa € amplamente utilizada para auxilio na elucidacéo estrutural
de compostos utilizados na area da quimica. O método foi a principio utilizado para
investigagdo de compostos relativamente puros, no entanto, novas técnicas
permitiram analises estruturais mais detalhadas de macromoléculas puras e seus
oligbmeros, analise de misturas de polimeros e amostras brutas, e até interacfes
entre macromoléculas especificas (KACURAKOVA; WILSON, 2001). Desta forma, a
espectroscopia de IV se tornou uma das ferramentas mais frequentemente utilizadas
para o estudo de materiais poliméricos.

A regido do infravermelho médio (4000-400 cm™?) é a faixa do infravermelho
mais utilizada para diversos tipos de analise. Até a década de 80, os materiais
comumente analisados limitavam-se a mondmeros de celulose e amido. Em anos
posteriores, assim como atualmente, a andlise abrangeu uma variedade de
carboidratos, incluindo agucares comerciais, celulose, pectinas, amido, hemicelulose,
carragenas, hialuronatos, entre outros (KACURAKOVA; WILSON, 2001). Com o
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auxilio da ressonancia magnética nuclear podem ser feitas identificacdes em diversas
estruturas como as de Exopolissacarideos (EPS), por exemplo. Para esse tipo de
analise, os espectros do material analisado sdo comparados a espectros de padrdes
ou comparados com os de outros EPSs normalmente encontrados na literatura
(KRCMAR et al., 1999; WANG et al., 2010). Algumas absor¢cles caracteristicas de

piranoses estéo listadas na Tabela 1.

Tabela 1. VibragGes de estiramento de algumas piranoses.

Piranoses Comprimento de onda (cm™)
a-D-Glicose 855 - 833
B-D-Glicose 905 — 876
a-D-Galactose 839 -810
B-D- Galactose 914 — 866
a-D-Manose ou a-L-Manose 843 — 818
B-D- Manose 898 — 888
a-D-Xilose 760 — 740
B-D-Arabinose ou B-L-Arabinose 855 - 830

Fonte: YANG; ZHANG, 2009.

2.7 Ressbnancia Magnética Nuclear (RMN)

RMN é uma técnica espectroscépica que estuda varios nucleos, sendo mais
comumente disponiveis o hidrogénio (*H) e o carbono (*°C). Além destes, o fésforo
(3P), flior (*°F) e Nitrogénio (**N) também sdo utilizados. Esses atomos absorvem
energia em frequéncias especificas quando colocados em campo eletromagnético
forte. O deslocamento quimico é expresso pela frequéncia de ressonancia de um
nucleo especifico, sendo simbolizado pela letra grega delta () e esse nucleo é
sensivel ao ambiente quimico, dessa forma o espectro de RMN pode ser usado como
“fingerprint” (impressao digital) da molécula (PAVIA et al., 2010; SILVA et al., 2006).

Se comparadas as técnicas de RMN e Infravermelho (1V), pode-se observar que
a importancia do RMN se sobrepde a importancia do IV para a analise estrutural, isso
porque o IV revela apenas grupos funcionais presentes em uma molécula.

Diferentemente do IV, o RMN proporciona informacdes referentes ao niumero de
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atomos magneticamente diferentes do isétopo usado como referéncia na andlise
(PAVIA et al., 2010).

Andlises estruturais de moléculas de acucares tém sido feitas com o auxilio da
espectroscopia de RMN. Foi através desta técnica que se obteve a maioria de dados
relativos & configuracéo de estruturas de agtcares redutores. A medida que a técnica
foi ficando mais sensivel, em conjunto com compostos marcados por '3C, a regido
ocupada por carboidratos conformacionais foi ficando mais definida. Para melhor
traducdo do espectro de acglcares faz-se necessario estar consciente de todas as
mudancas moleculares possiveis e assim serd possivel a interpetracdo de agucares
mais complexos (BUBB, 2006).

Os carboidratos podem ser classificados como aldeidos, cetonas ou polidis
(ROBYT, 1998). Essas estruturas tém algumas caracteristicas que sao vantajosas
para a sua elucidacgéo estrutural, assim como a andlise conformacional. A RMN é uma
técnica muito utilizada na elucidacdo de carboidratos, com experimentos
unidimensionais, como RMN de H e 3C, sendo utilizado como um dos primeiros
passos em estudos sobre caracterizagdo estrutural de aclUcares. Pode-se observar
nos espectros que o numero de residuos de acglcares pode ser estimado pela
integracao dos sinais na regiao dos prétons anoméricos (DUBB, 2006).

Os solventes utilizados para a realizacdo de RMN de polissacarideos em
estado liquido sao agua e dimetilsulfoxido, sendo agua deuterada (D20) e DMSO-d6,
mas também € relatado o uso de cloroférmio deuterado (CDCIs), piridina-d5. As
amostras que serao preparadas em D20, geralmente, séo liofilizadas algumas vezes
para suprir ao maximo o sinal dos dois hidrogénios da agua e desta forma nao ocultar
a intensidade dos outros hidrogénios do polissacarideo (BUBB, 2006).

Os experimentos unidimensionais de 'H e *C podem também mostrar alguma
indicacao sobre a ligacdo e sequéncia dos residuos de acgucar através dos valores de
deslocamentos quimicos, somado a isso 0s experimentos bidimensionais de RMN
homo e heteronuclear podem contribuir para realizar a caracterizagdo completa da
estrutura de oligo e polissacarideos. O RMN de 'H mostra sinais de hidrogénios
anomericos e se sao bem resolvidos, eles aparecem como dupletos com constantes
de acoplamento caracteristicos de hidrogénios ligados a carbono Jui, H2 podem ser
obtidas, anomérico, assim como informa a conformagéo espacial do grupo ligado ao
carbono anomérico. JA o RMN de *3C {*H} é muito menos sensivel que o RMN de 'H

devido a baixa abundancia natural do ntcleo 13C e pela relagdo giromagnética que é
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de apenas ¥ da de 'H, mas os espectros de 3C mostram uma maior dispersédo de
desvios quimicos.

Para o RMN de 3C pode-se observar deslocamentos quimicos em uma faixa
ampla que vai, em geral, de 60 a 110 (Tabela 2). Ja os sinais de hidrogénios de
polissacarideos se sobrepdem na regido entre 3.5 - 5.0 no espectro de RMN de *H,
desta forma torna-se dificil atribuir os sinais a esses protons (YANG; ZANG, 2009).

Tabela 2. Deslocamentos quimicos de RMN de 3C observados em glucanas.

Glucana C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
[a-Glc(1-3)-]n 101.3 72.2 83.2 71.7 73.7 62.2
[a-Glc(1-4)-]n 99.8 71.9 73.0 78.7 71.4 60.5
[B-Glc(1-2)-]n 102.7 83.1 77.0 69.3 76.1 61.4
[B-Glc(1-3)-]n 104.7 74.9 88.0 69.9 77.8 62.5
[B-Glc(1-4)-]n 103.4 74.3 76.1 79.9 75.4 61.5
[B-Glc(1-6)-]n 104.2 74.2 75.7 69.6 76.1 70.0

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados a carbonos anoméricos
sdo geralmente, no intervalo de dn 4,2-5,8. Os hidrogénios a-anoméricos entre o+ 4,8-
5,8 e os hidrogénios B-anoméricos entre dx 4,2-4,8. Os valores de deslocamentos
quimicos para os carbonos anoméricos sdo encontrados na faixa &c 95-110, para os
carbonos a-anoméricos, os valores sao entre ¢ 97-103, e os carbonos 3-anoméricos
entredc 103-106 (BUBB, 2006).

O 3Ju1, H2 para residuos de aglcar na configuracdo galacto esta em torno de 3-
4 Hz para a forma a e 7-8 Hz para a forma (. Para sugestdes na configuracdo manno,
0 3Ju1, H2 € menor; cerca de 2 Hz para a forma a e ainda menor para a forma 8, com o
resultado de que nem sempre séo resolvidos (BUBB, 2003). Quando as constantes
de acoplamento 3Ju1, H2 SA0 muito pequenas e/ou nao resolvidas, a constante de
acoplamento 1Jci, v1 pode ser usada, assim, o valor de 170 Hz indica a forma aq,
enquanto 160 Hz é uma indicagéo para a forma 8 (LUNDQVIST, 2015).

Os outros hidrogénios dos acucares sdo geralmente encontrados na regido de
on 3,2-4,5. HA mudanca neste deslocamento quimico quando h& grupos substituintes
no hidrogénio da hidroxila em polissacarideos, assim o0s deslocamentos quimicos

aparecem em campo baixo, cerca de 0.2-0.5 para prétons e para carbono 6-7, como
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exemplos podem ser citados os grupos metil, etil, sulfato e fosfato (DUUS et al., 2000).
Os grupos metila dos acucares 6-desoxi e dos grupos O- e N-acetila encontram-se no
intervalo de 6+ 1,2-2,3. Os outros carbonos glicosidicos sdo encontrados na faixa de
Oc 50-85, e os carbonos ligados a nitrogénios, o seus deslocamentos quimicos
aparecerao em torno de dn 50-60 e os carbonos nao-substituidos na faixa de dc 65-
75. J4 os carbonos envolvidos na glicosilagcdo tém valores na regido de baixo campo
entre d¢c 5-10. Carbonos em posi¢édo C-6 ndo substituido sdo encontrados em torno
de 6¢ 60-63 e os carbonos C-6 ligados a outro residuo de agucar aparecerao em torno
de 6¢c 65-70. Os sinais de carbono dos grupos metila encontram-se na regiao entre dc
15-30, e os carbonos de carbonila encontram-se entre dc 165-185. Alguns destes

deslocamentos sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos de grupos substituintes da hidroxila em
polissacarideos.

Deslocamentos
Grupos guimicos

Substituintes H 13C 3p Referéncias
[—4)-B-L-Fucp-(1—] 1.28 17.8 - LIU et al., 2008.
Meti GANESHAPILLAI et
a-Rha 1.33 17.8 - al.. 2009
Etil [—4)-a-D-GalpNAc-(1—] 2.02 2438 - LIU et al., 2008.
176.7
Carboxil [a-D-GlcpA-(1—-] - , - LIU et al., 2008.
177.3
Fosfato [—2)-a-D-Glcp-(1—P—4)-a- i i 0.78, GANESHAPILLAI et
L-Rhap-(1—] 1.67 al., 2009

A determinacéo das ligacdes glicosidicas nos polissacarideos nativos por RMN
unidimensional (H! e C*3) pode-se tornar dificil devido as quatro possibilidades de
ligagbes a partir do carbono anomérico que os mondmeros apresentam. Faz-se
necessaria a combinagéo de técnicas de RMN unidimensional e bidimencional (HSQC
e HMBC - (Correlacéo a longa distancia H! — C*3), assim como degradacéo enzimatica
e quimica ou acetilacdo dos sacarideos produzindo alditdis acetatos que sao
analisados por Cromatografia gasosa.

A caracterizagao estrutural (composi¢cao e conformacdo da cadeia do EPSSs)

assim como a determinacédo de suas propriedades fisico-quimicas sao de extrema
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importancia para a aplicagcdo destes biopolimeros na industria. As propriedades
reoldgicas dos produtos em que sdo utilizados os EPSs como aditivos estédo
intimamente ligadas com o tipo de estrutura destes biopolimeros. Além das aplicacdes
para melhoramento da reologia de diversos produtos, os EPSs podem apresentar
atividades bioldgicas, e esta propriedade também esta relacionada a composicéo e
comportamento do EPS (YANG; ZANG, 2009).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo verificar algumas
propriedades fisico-quimicas e reologicas dos EPSs extraidos dos fermentados dos
gréos de kefir, Kefir BioLogicus®, e caracterizar estruturalmente estes EPSs para

possiveis aplicagdes nas industrias de alimentos e de cosméticos.
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3. CAPITULO 1

Caracterizacao de dois exopolissacarideos obtidos dos

fermentados de graos de kefir em extrato de soja e leite — parte |

Priscilla de Sousa BOTELHO"; Magali da Silva AMORIM®, Gabriel Olivo
LOCATELLI?, Maria de Fatima F. MARQUESE, Djalma N. MARQUES®, Maria Inés
Sucupira MACIEL?; Luciano Avallone BUENQO®

RESUMO

Polimeros extracelulares (EPSs) tém sido utilizados no processamento de alimentos
como espessantes e/ou estabilizantes e tém sido extensivamente estudados nas
Ultimas décadas devido a sua semelhanca com as gomas usadas na industria
alimenticia. Este estudo caracterizou parcialmente dois exopolissacarideos obtidos a
partir de graos fermentados de kefir em extrato de soja (EPSsj) e leite (EPSle). Foram
verificadas as propriedades fisico-quimicas, massas molares e composicéo dos EPSs
liofilizados. Andlises realizadas pelo CETAE-ELM-IR mostraram que os dois EPSs
apresentam grande heterogeneidade em suas massas molares. A composicéo
monossacaridica foi verificada por RMN 'H e 13C e CG-EM. EPSsj apresentou maior
porcentagem de moléculas de glicose e menor porcentagem de moléculas de manose
e galactose formadas por unidades ligadas a a-Glcp-(1,4). EPSle consiste em
guantidades equivalentes de moléculas de galactose e glicose na formacao a-glcp-

(1—4)-a-ramp-(1—6)-6-galp.
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1 INTRODUCAO

Polimeros de carboidratos, também chamados de polissacarideos, podem ser
produzidos por diversos organismos vivos, dentre estes, 0S micro-organismos como
bactérias, leveduras, microalgas e fungos. Estes polimeros sdo também chamados de
polissacarideos extracelulares ou exopolissacarideos (EPSs) que se encontram
associados a superficie celular na forma de capsulas ou sdo secretados para o meio
extracelular em forma de muco. Bactérias e microalgas detém a maior producéo de
EPSs, seguida dos fungos e leveduras que produzem estes carboidratos em menor
quantidade. Estudos mostram que alguns micro-organismos produzem quantidade
de EPS satisfatoria para o uso em escala industrial como alternativa aos polimeros
usados tradicionalmente (SUTHERLAND, 1990; SILVA et al, 2006;
JUNGBUNZLAUER, 2012).

Os EPSs sdo gomas sollveis em agua que possuem cadeias longas e
ramificadas, com unidades repetidas de monossacarideos, destacando-se manose,
glicose, acido glucurbnico, galactose e em algumas estruturas a presenca de
ramnose. Estas unidades encontram-se em diferentes propor¢des ou como derivados
destes acucares (WELMAN; MADDOX; 2003). Na industria, os EPSs apresentam
vasta aplicabilidade devido as propriedades semelhantes as do agar, dextrana,
Xxantana, gelana, pululana, glucanas de leveduras e alginatos bacterianos e reologias
desejaveis a industria de alimentos (DUBOC; MOLLET, 2001; PIERMARIA et al.,
2008; JUNGBUNZLAUER, 2012; ZHOU et al., 2018), farmacéutica (KHAN; PARK;
KWON, 2007; JUNGBUNZLAUER, 2012), oleifera, (ROLLER; DEA, 1992; GHALY et
al., 2007), dentre outras.

As propriedades dos EPSs proporcionam o seu uso como emulsificantes,
estabilizantes, agentes gelificantes, ligantes, lubrificantes, coagulantes, espessantes,
suspensores e formadores de filme. A aplicacdo do biopolimero e sua estrutura
quimica apresentam relacao direta. Dentre eles destacam-se curdlana (produzida pela
bactéria Alcaligenes faecalis var. mixogenes), xantana (produzida por bactérias do
género Xanthomonas spp.), goma gelana (produzida pela bactéria Pseudomonas
elodea), welana (produzida pela bactéria Alcaligenes sp), levana, entre outras
(SUTHERLAND, 1998; REHM, 2009; YANG, 2011; IMESON, 2011; NOSHLY, 2018).

Nos ultimos anos tem-se notado um crescente investimento no estudo das

propriedades de biopolimeros para uso alternativo na industria de alimentos,
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cosméticos e dermocosméticos principalmente para 0 aumento da textura,
viscosidade, elasticidade e encapsulamento de alimentos e produtos farmacéuticos
(DUBOC; MOLLET, 2001; ROTTAVA et al.,, 2009; ZHOU et al., 2018). Além da
industria de alimentos e farmacéutica, a industria oleifera também se beneficia do uso
de EPS para melhorar as propriedades do fluxo de fluidos utilizados na perfuracéo
durante o processo de extracdo do Oleo, assim como na recuperacdo de Oleos
(GHALY et al., 2007).

Alguns EPSs estdo associados a superficie celular na forma de cépsulas ou
sao secretados para o meio extracelular na forma de muco. Durante a fermentacao
de determinado meio por graos de kefir sdo produzidos varios EPSs, dentre eles o
kefirano que é formado de monbémeros de glicose e galactose em proporcdes
equivalentes (LA RIVIERE et al., 1967; KOOIMAN, 1968).

O kefir € um produto fermentado de aparéncia viscosa, levemente alcodlica e
carbonatada, obtido originalmente do cultivo de grdos de kefir em leite.
Tradicionalmente a bebida € produzida adicionando os gréos ao leite, produzindo,
dessa forma, uma fermentacdo acido-lactica que resulta em diversos compostos
bioativos, incluindo o &cido lactico, o &cido acético e varios compostos aromaticos que
Ihe conferem um sabor refrescante. (FARNWORTH; MAINVILLE, 2003; SARKAR,
2008). A palavra Kefir origina-se do turco “Keyif”, que significa, em traducéao livre,
“sentir-se bem” (KOROLEVA, 1988; FERREIRA, 2010).

O kefir faz parte da dieta de povos de varios lugares do mundo, como o norte e
o leste da Europa, o sudoeste da Asia, o Japdo e a América do Norte (OTLES;
CAGINDI, 2003; FERREIRA, 2010).

O kefir é considerado um produto probiotico devido aos seus efeitos benéficos
a saude humana com o seu consumo diario (FARNWORTH; MAINVILLE, 2003;
OTLES; CAGINDI, 2003). Ap6s a fermentacdo, 25% da lactose presente no meio
inicial é transformada em acido lactico. Sdo formados os aminoéacidos valina, leucina,
lisina e serina, enquanto a alanina e o acido aspartico tém suas concentracoes
diminuidas quando comparados ao leite in natura. Além desses compostos, vitamina
B12, piridoxina, acido folico e biotina aparecem em quantidades que dependem da
fonte de graos de kefir usados (KNEIFEL; MAYER, 1991).

O presente estudo teve por objetivo determinar as propriedades fisico-

quimicas dos EPSs obtidos das bebidas fermentadas denominadas Kefir BioLogicus®
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de leite e de soja e caracterizar as suas composicdes estruturais por RMN de 3C e
'H e CG-EM.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos Exopolissacarideos (EPSs) dos fermentados de extrato de soja e

leite por gréaos de kefir

Os EPSs foram obtidos a partir das bebidas fermentadas denominadas Kefir
BioLogicus® de leite e de extrato de soja. Os EPSs brutos foram fornecidos em forma
de goma que, posteriormente, foram redissolvidos em agua e precipitados em etanol
gelado por vérias vezes e, em seguida, centrifugados em uma centrifuga refrigerada
CIENTEC CT-6000R 115 mm centrifuge (10000 g, 20 min, 20°C) para a eliminacao de
outros residuos. Por fim, os EPSs foram liofilizados e armazenados a -18°C.

2.2 Propriedades fisico-quimicas dos EPSs

ApGs a liofilizagdo por 24h os EPSs foram submetidos a analise de Atividade
de 4gua (Aa), determinacdo do pH, andlise de acucares redutores (TAR) e analise de
proteinas séluveis do EPSs bruto.

A atividade da agua (Aa) do EPS liofilizado foi determinada por leitura direta
das amostras em triplicata, utilizando um medidor AquaLab 4TEV de atividade de
agua.

O pH da solucéo contendo os EPSs a uma concentragéo de 10% foi mensurado
diretamente, em triplicata, por um medidor de pH Tecnal, usando tampfes com
valores de pH de 4 e 7 como referéncias.

O teor de proteina foi verificado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976),
utilizando o reagente Azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250) e albumina
bovina como padréo, todos em grau analitico. Inicialmente, preparou-se o reagente
de Bradford dissolvendo-se 100mg de Azul de Coomassie em 50mL de etanol 95% e,
em seguida, adicionou-se 100mL de acido fosforico 85 g.s.p. 1L. A solucao foi filtrada
em papel de filtro quantitativo (Whatman n°1) e mantida em geladeira. Apos isso, a
solucdo padréo de albumina foi preparada em tampé&o acetato de sédio 0,05M em pH

4.8, adicionado de NaCl 0,15M. O tampao foi preparado titulando-se acetato de sodio
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0,05M com &cido acético 0,05M até pH final de 4,8 e, em seguida, dissolveu-se o
NaCl. A partir desta solugdo-mée, prepararam-se diluicbes com concentragbes de
4,2ug/mL a 208,0ug/mL.

Em tubos de ensaio, volumes de 1mL do reagente de Bradford foram
misturados a volumes de 0,1mL de cada uma das diluicdes da solugdo-mae. Em
seguida, as respectivas absorbancias foram determinadas a A=595nm em
espectrofotdmetro, utilizando-se a agua no lugar da solucéo-padréo para analise do
branco. As leituras foram realizadas ap6s 2 min e antes de 1h de adi¢cdo dos reagentes
as cubetas.

O Teor de Acucares Redutores (TAR) foi verificado pelo método de Antrona
(YEMM; WILLIS, 1954). Para a quatificacdo de AST foi utilizado o reagente Antrona
(9,10-Dihydro-9-oxoantraceno), acido sulfarico (H2SOa) e padrdo Glicose, todos em
grau analitico. Iniciamente, preparou-se uma solugéo de glicose na concentracéo de
60pg/mL. Apos isso, preparou-se a solugdo com o reagente Antrona adicionando-se
40 mg de Antrona a 1 mL de agua destilada e, em seguida, 20 mL de H2SOa4
concentrado, sob resfriamento.

Para obtencao da curva padréo de glicose, em tubos de ensaio, adicionou-se
primeiramente a solucdo de glicose e em seguida a solugcdo do reagente Antrona.
Apos isso os tubos foram agitados e levados a banho-maria por 3 minutos a 100°C.
Os tubos foram resfriados em banho de gelo e lidos em espectrofotdmetro a A= 620
nm.

Na Figura 1 € mostrada a reacao entre um acgulcar genérico, ou seja, que tenha

terminal redutor, e o reagente antrona.
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FIGURA 1 - REAGAO GERAL ENTRE AGUCARES E O REAGENTE ANTRONA.
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Fonte: O AUTOR (2018).

2.3 Determinacao de massas molares dos EPSs

Os ensaios de homogeneidade e determinacdo de massa molar foram
realizados em um Cromatografo de Excluséo por Tamanho de Alta Eficiéncia (CETAE)
da Wyatt Technology, equipado com quatro colunas de permeacéo em gel com limites
de exclusédo de 7.106, 4.105, 8.104 e 5.103 Da, dispostas em série, um detector de
indice de Refracdo (IR) modelo Waters 2410 e um detector de Espalhamento de Laser
Multiangulos (ELM) a 632,8 nm modelo Dawn DSP. Como eluente utilizou-se uma
solucdo de NaNO, 0,1 mol/L contendo NaN; 0,2 g/L, com fluxo controlado de 0,6
mL/min. As amostras foram solubilizadas na solu¢cdo usada como eluente para uma
concentracgédo final de 1 mg/mL e filtradas através de membrana de acetato de celulose
(MILLIPORE) com diametro médio dos poros de 0,22 um. Uma quantidade de 200 pL
de cada amostra foi injetada e os resultados foram obtidos com o software ASTRA
4.70.07. A obtencdo da massa molar foi realizada apés a obtencédo da taxa de variagao
do indice de refragéo em relagéo a concentracéao (dn/dc).

A determinacéo das massas molares foi realizada utilizando-se uma curva de
calibracdo com padrées de dextrana com massas molares variando de 1,17x10* a
6,32x10 g/mol.

2.4 Andlise da composi¢cdo monossacaridica dos EPSs

2.4.1 Hidrolise e acetilacado dos EPSs
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2 mg de cada EPS foram hidrolizados em acido Trifluoroacetico (TFA) 2M a
100°C por 8h. O excesso do acido foi removido por evaporacdo sob fluxo de N2. Os
produtos hidrolizados foram reduzidos com NaBH4 a temperatura ambiente por 15h
(WOLFROM; THOMPSON, 1963a). ApGs este periodo, as solu¢gdes reduzidas foram
lavadas com metanol e este foi removido por fluxo de N2. Os alditois formados foram
acetilados com uma mistura de anidrido acético-piridina (1:1 v/v) (WOLFROM;
THOMPSON, 1963b) e aquecidas por 2 h a 100°C. Os derivados acetilados foram
extraidos com cloroférmio (500 uL) e solucdo de CuSOas-5H20 (5%, v/v). Apds
remocao total da piridina, as fragfes cloroformicas foram desidratadas com sulfato de

sodio anidro (Na2S0a4) e secadas sob fluxo de Na.

2.4.2 Andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM) dos alditois acetilados

Para a andlise por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas (GC-EM) utilizou-se um espectrometro Varian Saturn 2000R—3800 acoplado
a um espectrometro de massas Varian lon-Trap 2000R ITD equipado com coluna
capilar de silica fundida DB- 225 (30 m x 0,25 mm) e hélio ultrapuro, a um fluxo de 1
mL/min, como gas de arraste. Os acetatos de alditéis, resultantes dos EPSs
hidrolizados e acetilados, foram analisados a uma temperatura de 50 - 220°C (40
°C/min) e os acetatos de alditdis parcialmente metilados a uma temperatura de 50 -
215 °C (40 °C/min). Para os alditéis foi realizada a quantificacdo relativa, para os quais
nao se faz necessaria curva de calibracdo. Os alditéis foram identificados pelos seus
tempos de retencdo e perfis de fragmentacdo obtidos por impacto de elétrons no

Software Varian (Saturn Workstation 5.1).

2.5Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises de RMN unidimensional foram realizadas em Espectrometro de
Ressonancia Magnética Nuclear Bruker Avance Il operando em 9,4 T, observando 0s
nacleos de Hidrogénio e Carbono a 400 MHz e 100 MHz, respectivamente. As
amostras foram analisadas em uma sonda de deteccao direta (BBO) de 5 mm de

didametro interno, na temperatura de 70°C. As amostras foram solubilizadas em D,0 e
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acondicionadas em tubos de ressonancia de 5 mm para andlise. Os deslocamentos
quimicos foram referenciados com acetona como padrédo interno (0n/dc 2.22/33.0
ppm). Os dados obtidos foram analisados no software TopSpin disponibilizado no site

da Bruker e comparados com os resultados reportados na literatura.

2.6 Anélise estatistica

Os dados foram analisados usando o procedimento do modelo linear geral do
software OringinPro 8.0 (OriginPro 8 SRO, Copyright©1991-2007, OriginLab
Corporation). Todas 0s experimentos tratados por este software foram replicados 3

vezes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlises fisico-quimicas dos Exopolissacarideos (EPSS)

Os valores de atividade de 4gua (Aa) para o EPS de Soja (EPSsj) e 0 EPS de
Leite (EPSIe) foram 0,21 e 0,26 £ 0,01 a 25°C, respectivamente, sendo classificados
por Fennema, Damodaram e Parkin (2010) na Zona A de Aw. Produtos nesta faixa
apresentam boa estabilidade e sao resistentes a degradacdo devido a baixa
guantidade de 4gua em sua composicdo. Botelho et al., (2014) verificaram valores
aproximados de Aw para o EPS obtido da fermentacdo de extrato de soja por graos
de kefir.

O pH de EPSsj e EPSle apresentou valores aproximados com pequenas
variacoes (pHepssj = 6,02 £ 0,05 e pHeEpsie) = 6,0 £ 0,05). Esses valores mostram que
a solucdo dos EPSs tem caracteristica ligeiramente acida que pode ser justificada pela
presenca de alguns grupos de residuos de proteinas ligados aos EPSs ou mesmo
proteinas residuais apés a etapa de extracdo dos EPSs. Na extracdo dos EPS, a etapa
de precipitagdo dos mesmos com solventes se faz muito importante para a eliminagao
de proteinas e monossacarideos. Azeredo e Oliveira (1996) testaram uma série de
volumes e tipos de solventes para a precipitacdo de EPSs bacterianos, utilizando
diferentes volumes de etanol, acetona, propanol, isopropanol, brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) e 3,5,6 - trifenil - 2,3,5,6 tetraaza biciclo-1-hexeno (nitron)

e concluiram que apenas 0,1 volume de nitron precipitou a maxima quantidade de
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EPS e a segunda melhor precipitagdo foi com trés volumes de propanol ou dois de
etanol.

Para a analise de proteina obteve-se aproximadamente 1,5% mg/mL de
proteinas solUveis nas amostras, com pequenas variacfes. Valores semelhantes de
conteldo de proteinas em EPSs obtidos da fermentacéo de graos de kefir em extrato
de soja foram verificados por Botelho et al., (2014), sendo 2% mg/mL e Liu, Chen e
Lin (2002) que obtiveram 2,3% mg/mL. Também, usando o mesmo método, Piermaria
et al., (2008) identificaram um baixo teor de proteinas para uma solucao de EPS obtido

por meio da fermentacao de gréos de kefir em leite de vaca.

3.2 Determinacdo de massas molares (CETAE-ELM-IR) e caracterizacdo

monossacaridica dos EPSs

Para o EPSsj os resultados obtidos por CETAE-ELM-IR demonstraram uma
heterogeneidade molecular com uma alta distribuicdo de massas quando comparados
a curva do padrdo dextrana, obtendo-se cinco fracdes de EPSsj de massa molares
(Mw): Pico I: 1,17x10* g/mol, Pico II: 1,01x10% g/mol, Pico Ill: 5,02x10? g/mol, Pico
IV: 2,35x102% g/mol, Pico V: 6,32x10 g/mol (Figura 2). Sendo a fracdo majoritaria

representada por (I).

FIGURA 2 - PERFIL QUIMICO OBTIDO POR CETAE-ELM-IR DE EPSs;
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Fonte: O AUTOR (2018)

Para o EPSI e foram observados cinco picos como resultados de CETAE-ELM-
IR, indicando hetegeneidade na amostra. As fracdes em massas molares foram (Mw):
Pico I: 2,22x108 g/mol, Pico Il: 4,36x10% g/mol, Pico llI: 1,51x10° g/mol, Pico IV:
7,03x102 g/mol, Pico V: 1,41x10? g/mol, sendo a fracdo de maior Mw representada por
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() (Figura 3). Valores de polidispersidade (Mw/Mn) assim como medidas da
distribuicio da massas molares sdo de alta importancia devido a
importaparcialmenncia e influencia significativa da distribuicdo da massa molar nas
propriedades funcionais de polissacarideos. Ambos os EPSs apresentam massas

molares altas o que pode indiciar alto poder geleificante.

FIGURA 3. PERFIL QUIMICO OBTIDO POR CETAE-ELM-IR DE EPSle
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Fonte: O AUTOR (2018).

As composi¢cdes monossacaridicas dos EPSs foram medidas pelo método
Antrona e por CG-EM. Para o conteudo de acgucares redutores (TAR) observou-se
11,03% para 0 EPSle e 12,21% para o EPSsj o0 que indica que as amostras sdo quase
em sua totalidade polissacarideos.

Os resultados obtidos por CG-EM indicaram que o EPSsj é composto, em sua
maioria, de moléculas de glicose (79%) e em sua menoria de moléculas de manose
(15%) e tragos de galactose, arabinose e xilose (Figura 4). Os Espectros de massa
referentes a esses mondmeros estao representados nas Figuras 5, 6, 7, 8 e 9. Estes
sdo convergentes com o0s resultados obtidos por Cui et al., 2016 na andlise da
composicdo monossacaridica do polissacarideo intracellular (IPS) porduzido pelo
fungo comestivel Hericium erinaceus SG-02, apresentando quantidades semelhantes
na composicao monossacaridica.

Os valores das fragmentacéo para unidades glicosidicas para glicose, manose,

galactose, xilose e arabinose sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Andlise dos acetatos de alditois do EPSsj por CG-EM.

Acucares metilados Principais fragmentos de Massa fon
(alditois acetatos) massa (m/z) molar molecular
(g/mo0l [M+23]*

1,2,3,4,5,6-hexa-O-acetil- 375, 289, 259, 233, 217, 434 457
D-glucitol 170, 145, 139, 127, 115,

103, 85, 73
1,2,3,4,5,6-hexa-O-acetil- 375, 289, 259, 217, 145, 434 457
D-manitol 115, 85, 73, 69
1,2,3,4,5,6-hexa-O-acetil- 385, 289, 259, 234, 217, 434 457
D-galactitol 170, 145, 127, 115, 85, 73
1,2,3,4,5-penta-O-acetil-D- 386, 327, 217, 145, 115, 85, 362 385
arabinitol 73,55
1,2,3,4,5-penta-O-acetil-D- 385, 329, 281, 265, 186, 362 385
xilitol 157, 115, 85, 70

Os valores de fragmentacfes dos alditéis acetatos m/z 434 [M]*, 375 [M-59]*,
289, 259, 217, 187, 145, 139, 127, 115, 110, 103, 97, 85 e 73 e para xilose e arabinose
m/z 386, 327, 217, 145, 115, 85, 73, 55 também se assemelharam a valores de
fragmentacdes para unidades glicosidicas encontradas por outros autores (CUI et al.,
2016; WANG et al., 2017; Dl et al., 2017). Outros estudos também mostraram varios
EPSs contendo a glicose como unidade majoritaria em suas composi¢cdes (NICHOLS
et al., 2004; MORILLO, 2007; HEE; SHOI; KIM; HAN, 2011; NAIK; PANDEY; DUBEY,
2012; ISPIRLI; DERTLI, 2018). Nichols et al., (2004) obteve maior percentual de
glicose nos EPSs obtidos de dois isolados de bactérias marinhas de Antértica. Lo,
Kang, Wang e Chang (2007) obtiveram em glicose como unidade majoritaria em EPSs
produzidos por Lentinula edodes experimentando nove tipos de condicdes diferente
de fermentacdo. Hee, Choi, Kim e Han (2011) obtiveram um EPSs que apresentou
atividade imunomodulatéria composto por 70% de glicose obtido de Lactobacillus
paracasei. Desta forma, pode-se concluir que estes carboidratos apresentaram varias
atividades, dentre elas reducéo das atividades de transaminases e melhoria dos niveis
de lipidios no sangue, incluindo colesterol, triglicerideos e albumina, revelando os
polissacarideos como protetores para lesdes hepaticas (CUI et al.,, 2016) e acao
protetora em organismos imunocomprometidos, além de possuir atividades
antioxidantes (HEE; CHOI; KIM; HAN, 2011; HU; JIANG; HUANG; SUN, 2016;
ZHANG et al., 2017).
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FIGURA 4 - CROMATOGRAMA (CG-EM) DO EPSsj. GLICOSE (A); MANOSE (B); GALACTOSE
(C); ARABINOSE (D); XILOSE (E)
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Fonte: O AUTOR (2018).
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FIGURA 5 - ESPECTRO DE MASSAS DA GLICOSE DO CROMATOGRAMA DE EPSsj
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Fonte: O AUTOR (2018).

FIGURA 6 - ESPECTRO DE MASSAS DA MANOSE DO CROMATOGRAMA DE EPSsj
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Fonte: O AUTOR (2018).

FIGURA 7 - ESPECTRO DE MASSAS DA GALACTOSE DO CROMATOGRAMA DE EPSsj
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Fonte: O AUTOR (2018).
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FIGURA 8 - ESPECTRO DE MASSAS DA ARABINOSE DO CROMATOGRAMA DE EPSs;j
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Fonte: O AUTOR (2018).
FIGURA 9 - ESPECTRO DE MASSAS DA XILOSE DO CROMATOGRAMA DE EPSsj
Abundance [133] Scan 1028 (14832 min) and Manually Extracted spectrum
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Fonte: O AUTOR (2018).

Na Figura 10 é mostrado um esquema dal,2,3,4,5,6-hexa-O-acetil-D-glucitol

para ilustrar as fragmentac6es de uma forma geral.

FIGURA 10 - PROPOSTAS DE FRAGMENTAGCAO PARA A 1,2,3,4,5,6-HEXA-O-ACETIL-D-
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Fonte: O AUTOR (2018).
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Para o EPSle os resultados obtidos por CG-EM revelaram que o EPS é
composto, em sua maioria, de galactose (56%), seguido de glicose (40%) e, em sua
minoria de ramnose (4%) (Figura 11). Embora tenham sido identificados os mesmos
mondmeros no EPSle pelo espectro de RMN 3C {*H} e 'H, os valores das
quantificacées nado foram correspondentes quando comparado os resultados da CG
com a RMN do EPSle. Atribui-se a isso a pouca solubilidade que esta amostra
apresentou durante o preparo dos produtos acetilados e a grande quantidade de
impurezas que o EPS bruto do leite apresentou.

Os Espectros de massa referentes a esses monomeros estao representados

nas Figuras 12, 13 e 14, Os valores de m/z estdo listados na Tabela 3.

Tabela 3. Analise dos acetatos de alditéis do EPSle por CG-EM.

Acucares metilados Principais fragmentos de Massa fon
(alditois acetatos) massa (m/z) molar molecular
(g/mol) [M+23]*

1,2,3,4,5,6-hexa-O-acetyl- 375, 289, 259, 233, 217, 434 457
D-glucitol 170, 145, 139, 127, 115,

103, 85, 73
1,2,3,4,5,6-hexa-O-acetyl- 375, 289, 259, 217, 145, 434 457
D-manitol 115, 85, 73, 69
1,2,3,4,5,6-hexa-O-acetyl- 385, 289, 259, 234, 217, 434 457
D-galactitol 170, 145, 127, 115, 85, 73
1,2,3,4,5-penta-O-acetyl- 386, 327, 217, 145, 115, 85, 362 385
D-arabinitol 73,55
1,2,3,4,5-penta-O-acetyl- 385, 329, 281, 265, 186, 362 385
D-xilitol 157, 115, 85, 70

Os valores percentuais relativos de CG verificaros para o EPSle sugeriu que
a sua composicdo assemelha-se kefirano, EPS produzido pela fermentacao de kefir
em leite de vaca (LA RIVIERE et al., 1967; KOOIMAN, 1968; FRENGOVA et al., 2002;
FARNWORTH; MAINVILLE, 2008; ZAJSEK; ROLAR; GORSEK, 2011). Mas, como
dito anteriormente, as dificuldades enfrentadas de preparo da amostra, nesta primeira
andlise, divergiu dos resultados da anéalise por RMN de 3C {1H} e 1H. Resultados estes
mais confiaveis devido a adaptacdo dos procedimentos para melhor resultado da

analise estrutural.
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FIGURA 11 - CROMATOGRAMA (CG-EM) DO EPSle. GALACTOSE (A); GLICOSE (B);
RAMNOSE (C)
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Fonte: O AUTOR (2018).

FIGURA 12 - ESPECTRO DE MASSAS DA GALACTOSE DO CROMATOGRAMA DE EPSle
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Fonte: O AUTOR (2018).

FIGURA 13 - ESPECTRO DE MASSAS DA GLICOSE DO CROMATOGRAMA DE EPSle
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Fonte: O AUTOR (2018).

FIGURA 14 - ESPECTRO DE MASSAS DA RAMNOSE DO CROMATOGRAMA DE EPSle
Abundance [5.49] | Scan 1038 (15.052 min) and Manually_Extracted spectrum
100 73
H,COC0—CH,™
HyCOCO—t—H 457
HCOCOST—H &
H,—»ih—'bcocrg
55"H——,'6000H,
CH,

mz 60 70 50 80 100 110 120 130 140 150 1460 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 350

Fonte: O AUTOR (2018).
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O espectro de RMN de 13C {*H} (Figura 15a) de EPSle mostra sinais de carbonos
entre dc 15 e 220. Este intervalo indica sinais caracteristicos de polimeros que contem
carbonos em anéis glicosidicos com e sem substituicdbes (FABER et al.,, 2001;
KACZYNSKI et al., 2006; MAO; SHI; WU; XU, 2014; YANG et al., 2018).

Pode-se observar trés sinais caracteristicos de carbono anomérico em 6¢ 101,8;
94,7 e 90,7. A presenca de lactose foi observada com sinais em oc 94,7 e 90,7
caracteristicos de «,f-Glcp (DERTLI et al., 2013; CAO; PENG; CUI, 2013; MAO; SHiI;
WU; XU, 2014) e os sinas em oc 101,8; 94,7 e 90,7 correspondem a C-1 e C-4 das
unidades de S-Galp e O-4 de Glcp, respectivamente (LI et al., 2015; YANG et al., 2018;
DERTILI et al., 2013). O sinal observado em &c 18,9 é caracteristico de carbono do
grupo metila, indicando a presenca de ramnose na composicdo do EPS. Sinais
caracteristicos de carbonos do grupo metila encontram-se na regido entre 6c 15 e 30
(GANESHAPILLAI et al., 2008; LUNDQVIST, 2015; PRECHTL; WEFERS; JAKOB;
VOGEL, 2018).

Pode-se observar um sinal em 8¢ 29,03, caracteristico de outro carbono de metila
que pode ser atribuido a metila de um aminoé&cido, podendo ser sugerido o aminoacido
alanina (DROUILLARD et al., 2018). Este sinal corrobora com o sinal em dc 180.
Sinais na faixa entre dc 165-185 sdo caracteristicos de carbonos de carbonila,
indicando a presenca de grupo acido de aminoacidos (CHEN et al., 2014; SUN et al.,
2018; PRECHTL; WEFERS; JAKOB; VOGEL, 2018).



55

5]

S shhanaroa@aNaonyARN @
o OCTONMMNMTOMNMANTOODRAOANMNMNDIO D o
- ~OOMMMMMMMMMMNM® ©O © VW -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

1
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Fonte: O AUTOR (2018).

No espectro de RMN de 'H de EPSle (Figura 15b) foram observados sinais
caracteristicos de polissacarideos em torno de du 5,07 e 3,48 (YANG et al., 2018;
NEP; CONWAY, 2010).

De acordo com a literatura foi possivel observar no espectro de RMN de H trés
sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a carbono anoméricos, integrando para
1:0.8:0.4. Os sinais de hidrogénios em 6+ 4,50 (d, J = 7,9 Hz) corresponde a glicose
com 45,5%, em 6+ 4,30 (d, J = 7,7 Hz) corresponde a ramnose com 36,3% e o sinal
em 6n 5,06 (d, J = 3,9 Hz) é referente a galactose com 18,1%. Esses sinais sdo
correspondentes aos sinais no espectro de carbono em 6c 94,7 e 90,7; 18,9 e 101,8,
comprovando a presencga de trés unidades de acucares. Valores de deslocamentos
guimicos mais blindados entre 6¢c 95 — 101 e 6+ 4,3 — 4,8 mostram que a posi¢cao do
grupo substituinte estd em configuracéo alfa (a) e o menos blindado entre ¢ 101 —
105 e 61 4,9 — 5,5 estd em configuracéo beta (B) (NEP; CONWAY, 2010; MA; YUAN;
ZHUANG, 2018; YANG et al.,, 2018). Desta forma, pode-se concluir que com o0s
valores de &c 94,7 € 90,7 e d1 4,5 e 4,3 0s substituintes estéo ligados em posicédo alfa

(a) e os valores de deslocamento em d¢ 101,8 e du 5,06 indicam que a ligacdo ocorre
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em posicao beta (B). Pode-se observar a presenca da unidade de ramnose dentre os
acucares com um dupleto em dn 1,12 (J = 6,7 Hz), sinal tipico de grupos —CHs de
deoxi-acucares que faz realcdo com um sinal em &¢c 18,9 no espectro de carbono
(NEP; CONWAY, 2010; MARSON-ASCENCIO; ASCENCIO; BAGGIO, 2012;
RAVENSCROFT et al., 2015; RODRIGUEZ-CARVAJAL et al., 2008; DONG; LI; MIN,
2018; PRECHTL; WEFERS; JAKOB; VOGEL, 2018). Podemos, ainda, observar a
presenca do sinal em 1 1,32 que pode ser atribuido a grupos -CHs de substituintes
ndo osideos, como hidrogénios de aminoacidos e &1 2,18 de grupos -CHs de acetil,
que pode ser confirmado através do sinal sinal em dc¢ 29,0 no espectro RMN 13C {*H}.
Estes valores foram semelhantes aos valores encontrados por Maalej et al., (2014) no
estudo estrutural do EPSs produzido por Pseudomonas stutzeri AS22. Podemos
confirmar a presenca de aminoacidos com o sinal em &¢ 180,3 presente no espectro
de RMN de *3C {*H}, caracteristico de carbonilas (CHEN et al., 2014; SUN et al., 2018;
PRECHTL; WEFERS; JAKOB; VOGEL, 2018). Os valores encontrados nos espectros
de RMN de 'H e 3C {H} convergem com os valores descritos por Polak-Berecka et
al., (2015) sugerindo que a estrutura do EPSle é formada por unidades de a-glcp-

(1—4)-a-ramp-(1—6)-6-galp.
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FIGURA 15b - ESPECTRO DE RMN DE H (400 MHZ, D20) DE EPSle
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Fonte: O AUTOR (2018).

Para o EPSsj identificou-se um homopolissacarideo de glicose formado por
unidades de «-Glcp ligadas, devido a presenca do Unico sinal de carbono anomérico
em oc 89,4 (C-1) (Figura 16a). Os sinais entre &c 57 e 66 referem-se aos outros
carbonos presentes no anel glicosidico (CAO; PENG; CUI, 2013; MAO; SHI; WU; XU,
2014; CHAKRABORTY; SWARBHANU; SEM; PAL, 2015; DONG,; LI; MIN, 2018;
KAVITAKE; DEVI; SINGH; SHETTY, 2016).
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FIGURA 16a - ESPECTRO DE RMN DE 13C {*H} (400 MHz, D20) DE EPSsj
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Fonte: O AUTOR (2018).

O espectro de RMN de 'H (Figura 16b) corrobora com os dados de RMN de
13C {*H} (Figura 16a), pois a presenca de um simpleto na regido anomérica em oH 4,95
é caracteristico de unidades de a-Glcp O-ligadas (DONG,; LI; MIN, 2018; KAVITAKE,
D; DEVI; SINGH; SHETTY, 2016; DONG et al., 2013). Os sinais em 0n 5,25, 4,61 e
3,51 sao referentes as outras unidades de aclcares que podem ser relacionadas aos
resultados obtidos na CG-EM, referindo-se a galactose, arabinose e xilose. Sugere-
se gue devido a baixa quantidade essas moléculas podem estar ligadas por poucas
unidades de ramificacfes na cadeia principal. O sinal em &1 1,31 é referente a grupos
-CHs de substituintes ndo osideos, como hidrogénios de aminoacidos e o sinal
proximo a on 2,0 pode ser atribuido a grupos -CHs de acetil. Valores semelhantes
foram reportados por Drouillard et al.,, (2015) ao analisarem a estrutura do EPS
produzido por Vibrio alginolyticus. De acordo com os estudos realizados por
CHAKRABORTY; SARKAR; SEM; PAL, (2015) ao analisar o EPS produzido pela
cianobactéria Leptolyngbya tenui os valores obtidos indicam que o EPSsj € um

homopolimero composto de moléculas de a-glicose ligadas-(1—4).
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FIGURA 16b - ESPECTRO DE RMN DE H (400 MHZ, D20O) DE EPSs;j
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Fonte: O AUTOR (2018).

4 CONCLUSAO

Neste estudo, o EPS isolado do extrato de soja apresentou a maior fragcdo com
massa molar 1.17x10* g/mol. Este EPS em sua maioria é composto de moléculas de
glicose, sendo formado por unidades de a-Glcp ligadas-(1,4). Pode-se observar que o
EPS obtido do fermentado de leite bovino apresentou maior fragdo com massa molar
2,22x108 g/mol. Este EPS é constituido de moléculas de glicose, ramnose e galactose
na formacéo a-glcp-(1—4)-a-ramp-(1—6)-B-galp. Até o0 momento estes EPSs ainda
nao haviam sido estudados nem reportados na literatura, suas caracteristicas e
estrutura molecular se assemelham a de outros EPSs ja estudados e comercializados.
Isto indica que estes EPSs possuem grande potencial para uso industrial como
espessantes e/ou estabilizantes, assim como podem apresentar atividades biologicas

em estudos posteriores.
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4. CAPITULO 2

Caracterizagcdo e comportamento térmico de dois
exopolissacarideos obtidos dos fermentados de gréaos de kefir

em extrato de soja e leite

Priscilla de Sousa BOTELHO"; Magali da Silva AMORIM®P, Gabriel Olivo
LOCATELLI?, Maria de Fatima F. MARQUESE¢, Djalma N. MARQUESE, Maria Inés
Sucupira MACIEL?; Luciano Avallone BUENO®

RESUMO

Os exopolissacarideos (EPSs) tém sido amplamente estudados nas Ultimas décadas
devido a sua semelhanca com as gomas usadas na industria alimenticia. Eles podem
ser usados como espessante e/ou estabilizantes no processamento de alimentos.
Este trabalho teve como objetivo investigar o comportamento térmico e composicao
estrutural dos EPSs liofilizados obtidos a partir da fermentagao de graos de kefir em
leite de vaca e extrato de soja. As curvas termogravimétricas dos EPSs obtidas foram
similares aquelas relatadas na literatura para outros EPSs. As temperaturas de
degradacdo foram relativamente altas com varios eventos endo e exotérmicos,
mostrando que os EPSs deste estudo apresentam alta estabilidade térmica e,
consequentemente, poderia ser usado como um aditivo em alimentos termicamente
processados. Bandas polissacaridicas caracteristicas foram observadas no espectro
infravermelho. Os dados dos IVs apresentaram similaridade a varios outros resultados
para outros polissacarideos presentes na literatura, apresentando bandas

caracteristicas de grupos funcionais de anéis glicosidicos.
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1 INTRODUCAO

Polissacarideos extracelulares, também chamados exopolissacarideos podem
ser produzido por diversos organismos vivos, dentre estes, 0S micro-organismos.
Esses polissacarideos encontram-se associados a superficie celular na forma de
capsulas ou sédo secretados para o meio extracelular em forma de muco no processo
fermentativo (SUTHERLAND, 1990; SILVA et al., 2006; JUNGBUNZLAUER, 2018).

No geral, as bactérias e microalgas sdo as maiores produtoras de EPSs,
enquanto que os fungos e leveduras produzem estes carboidratos em menores
quantidades. Muitos estudos realizados nas Ultimas duas décadas tem mostrado
otimizacao para os processos fermentativos, o que resulta em processos capazes de
produzir quantidades de EPS satisfatérias para o uso em escala industrial como
alternativa aos polimeros usados tradicionalmente (SILVA et al., 2006;
JUNGBUNZLAUER, 2018).

Os processos de extracao e purificacdo podem afetar as propriedades fisico-
qguimicas e estruturais dos polissacarideos e, portanto, a caracterizacdo dos
polissacarideos € essencial para determinar propriedades adequadas para o proposito
de sua utilizacdo como aditivos alimentares. Muitas vezes, a estrutura desses
polimeros é modificada para aumentar suas propriedades reolégicas e torna-las
adequadas para varias aplicacdes alimentares (AHMED et al. 2013).

No geral, os EPSs alicados na industria sdo a celulose, o amido, o alginato e
carragena de algas e sementes e pectina de plantas e agar (SINGHA, 2012). Estes
EPSs apresentam propriedades semelhantes as de biopolimeros como a dextrana, o
agar, a xantana, a pululana, a gelana e os alginatos bacterianos. Tanto industrias de
cosmeético como alimenticias utilizado os EPSs como aditivo em produtos como os de
higiene bucal e pessoal, fibras para tratamento de frimentos e cortes cirurgicos,
alimentos, entre outros. Dentre as empresas que comercializam produtos com adi¢cao
de EPSs estdo Johnson&Johnson, Dencril, DANISCO® DUPONT™, LM FARMA,
SCJohnson, CP Kelco, FOREVER Health Food, PHARMACOSMOS, ANIKA
THERAPEUTICS, MONTANA POLYSACCHARIDES, SOLVAY e Ametech
(COLENCI, 2017; DENCRIL, 2018; UNILEVER, 2018; DANISCO® DUPONT™, 2018;
CPKELCO, 2018).

Desta forma, este estudo objetivou analisar o comportamento térmicos e

parametros estruturais de importancia industrial dos EPSs obtidos dos fermentados
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de leite de vaca e soja por graos de kefir obtidos das bebidas fermentadas

denominadas Kefir BioLogicus® de leite e de soja.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos Exopolissacarideos (EPSs) dos fermentados de extrato de soja e

leite por gréaos de kefir

Os EPSs foram obtidos a partir das bebidas fermentadas denominadas Kefir
BioLogicus® de leite e de extrato de soja. Os EPSs brutos foram fornecidos em forma
de goma que, posteriormente, foram redissolvidos em agua e precipitados em etanol
gelado por vérias vezes e, em seguida, centrifugados em uma centrifuga refrigerada
CIENTEC CT-6000R 115 mm (10000 g, 20 min, 20°C) para a eliminacdo de outros

residuos. Por fim, os EPSs foram liofilizados e armazenados a -18°C.

2.2 Propriedades fisico-quimicas dos EPSs

Apos liofilizagdo por 24h os EPSs foram submetidos a analise de Atividade de
agua (Aw), determinacao do pH e analise de proteinas so6luveis do EPSs bruto. O teor
de proteina foi verificado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando
albumina de soro bovino como padréo. A atividade da agua (Aw) do EPS liofilizado foi
determinada usando um medidor AquaLab 4TEV. O pH da solucao contendo o EPS a
uma concentracdo de 10% foi lido diretamente por um medidor de pH Tecnal. O Teor
de Acucares Redutores (TAR) foi verificado através do método de Antrona (YEMM;
WILLIS, 1954).

2.3 Andlise Termogravimétrica (ATG)

As analises térmicas foram realizadas no Laboratorio Multiusuario de
Nanotecnologia (LMNANO) do Centro de Tecnologia Estratégicas do Nordeste -
CETENE. Utilizou-se a analise térmica diferencial, DTA, calorimetria diferencial de
varredura, DSC e analise termogravimétrica, TGA com o DTG SHIMADZU e DSC
SHIMADZU. A taxa de aquecimento foi de 10°C/minuto em atmosfera de N2 com fluxo

de 50 mL/minuto, varrendo uma faixa de 25 a 600°C.
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2.4. Espectroscopia de Infravermelho (1V)

As andlises de espectroscopia de IV foram realizadas no Laboratério de
Materiais Hibridos (LMH) da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Os
espectros de IV foram obtidos atravées de um espectrometro IR Prestige 12
SHIMADZU, utilizando a técnica de por reflectancia difusa — acessorio DRS-8000A
(Transmitancia). Os mesmos foram gravados em um intervalo de nimeros de onda
de 400 a 4000 cm™ e 60 scans.

2.5. Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o procedimento do modelo linear geral do
software OringinPro 8.0 (OriginPro 8 SRO, Copyright©1991-2007, OriginLab
Corporation). Todas os experimentos tratados por este software foram replicados 3

vezes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Propriedades fisico-quimicas e caracteristicas estruturais dos Exopolissacarideos
(EPSs)

Os valores de atividade de 4gua (Aa), quantidade de proteinas, pH e aclcares

redutores foram reportados previamente em uma publicacéo anterior destes mesmos
produtos.
O pH de EPSsj e EPSle apresentaram valores aproximados com pequenas variagdes
(PHEPssj) = 6,02 £ 0,05 e pHeErsy = 6,0 £ 0,05). Esta baixa acidez pode ser associada
a presenca de algumas cadeias de aminoacidos, como a alanina j& mencionada em
publicacao anterior.

Os valores de atividade de agua (Aa) para o EPS de Soja (EPSsj) e 0 EPS de
leite (EPSIle) foram 0,21 e 0,26 + 0,001 a 25°C, respectivamente, sendo classificados
por Fennema, Damodaram e Parkin (2010) na Zona A de Aw, faixa condizente com

produtos que passam por liofilizacdo. Botelho, et al. (2014) verificaram valorem
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aproximados de Aw para o EPS obtido da fermentacgdo de gréos de kefir em extrato
de soja.

Para a andlise de proteina obteve-se aproximadamente 1,5% v/v de proteinas
sollveis nas amostras, com pequenas variacdes. Valores semelhantes de contetudo
de proteinas em EPSs obtidos da fermentacdo de gréos de kefir em extrato de soja
foram verificados por Botelho et al. (2014), sendo 2% v/v e Liu, Chen e Lin (2002) que
obtiveram 2,3% v/v. Também, usando o mesmo método, Piermaria et al. (2008)
identificaram um baixo teor de proteinas para uma solucdo de EPS obtido por meio
da fermentacéo de graos de kefir em leite bovino.

Os resultados obtidos por CG e RMN de 1H e 13C, anteriormente para as
mesmas amostras, indicaram que o EPSsj é formado por moléculas de a-glc-(1—4) e
o EPSle é formado por moléculas de a-glcp-(1—4)-a-ramp-(1—6)-B-galp. Com
massas molares de 1,17x10* g/mol para o EPSsj e 2,22x10°% g/mol para o EPSle.

(dados nédo mostrados).
3.2 Espectroscopia de Infravermelho (1V)

A espectroscopia IV tem sido usada para obter informacdes estruturais
relacionadas a vibracdo de grupos funcionais, presentes em diferentes biopolimeros.

Os espectros IV do Exopolissacarideos (EPSs) estao representados nas Figura 1 e 2.

FIGURA 1 - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DO EPSle
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Fonte: O AUTOR (2018).
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O espectro do EPSle mostrou um complexo de bandas na faixa entre 4000 e
500 cm-1. Pode-se observar uma banda larga no intervalo de 3020 a 3576 cm%, com
maximo em 3278 cm™, correspondente a estiramentos de grupos hidroxilas (-OH). De
acordo com a literatura, essa extenséo € causada pela interacdo de grupos hidroxila
livres em ligagbes de hidrogénio intra e intermolecular (WANG et al., 2010;
GRADOVA; KHOKHLACHEVA; MURZINAA; MYASOYEDOVA, 2015; ZHANG et al.,
2016). As bandas fracas em 2927 cm™ e 2846 cm™ sdo atribuidas vibracdes de
estiramento e deformacédo angular de C-H e —CH2 de grupos alinfaticos, assim como
de grupos metil e metileno (BRAMHACHARI et al., 2007; WANG et al., 2008a; WANG
et al., 2010; ZHANG et al., 2016; ZHANG et al. 2017). No interval entre 1600 cm™ e
1826 cm!, observa-se duas bandas com maximo em 1651 cm™ e 1741 cm™. Estes
sinais sdo caracteristicos de estiramento assimétrico e simétrico de ligacbes de C=0
de COO- que pode ser atribuido ao grupo acido de aminoacidos (HAXAIRE et al.,
2003; WANG et al., 2008a; WANG et al., 2010; CHEN et al., 2014; ZHANG et al. 2016).

O sinal em 1651 cm* também pode ser atribuido a outras vibracdes derivadas
da hidoxila, resultado que converge com o observado por Zhang et al., (2016) quando
estes analizaram um EPS obtido de um fermentado de leite desnatado por
Streptococcus thermofilus. As bandas em 1415 cm? e 1548 cm™ também sé&o
relacionadas a estiramentos de ligagdes carbonila (C=0) (ZHANG et al. 2017). A
regido de 1000-1200 cm™ apresenta bandas caracteristicas de estiramentos C-O-C e
C-O de grupos alcool em carboidratos. Sinais no interval entre 1000 cm™ e 1150 cm™
sdo atribuidos a estiramentos assimétricos de C-O-C de anéis de piranoses de alcool,
éter e grupos fendlicos (GRADOVA; KHOKHLACHEVA; MURZINAA;
MYASOYEDOVA, 2015). Além disso, sinais neste interval pode indicar que o polimero
apresenta estrutura tipo-a. (ZHANG et al., 2016).

Sinais abaixo de 1000 cmséo atribuidos a deformacdes fora do plano de anéis
glicosidicos (GRADOVA; KHOKHLACHEVA; MURZINAA; MYASOYEDOVA, 2015;
ZHANG et al. 2017) Sinais abaixo de 1000 cm s&o atribuidos a deformacdes fora do
plano de anéis (glicosidicos (GRADOVA; KHOKHLACHEVA; MURZINAA;
MYASOYEDOVA, 2015; ZHANG et al. 2017) Bandas abaixo de 1500 cm™ estdo na
regido da impressao digital. Essas bandas caracterizam a molécula de forma geral
observa-se grande absor¢cdo no espectro do EPSle. Essa banda indica que a
substancia € um polissacarideo de acordo com achados de Cho et al., (1998), Nataraj
et al., (2008) e Zhang et al. (2017).
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O espetro de IV do EPSsj apresentou um perfil semelhante ao do EPSle (Figura
2). Pode-se observer uma banda larga caracteristica de estiramentos de grupos
hisroxilas (-OH) que vai do intervalo de 3024 a 3778 cm™ (WANG et al., 2010;
GRADOVA; KHOKHLACHEVA; MURZINAA; MYASOYEDOVA, 2015; ZHANG et al.,
2016). A banda em 2976 cm™ pode ser atribuida as vibracGes de estiramento e
deformacédo angular de C-H e —CH2 de grupos alinfaticos, assim como de grupos metil
e metileno (BRAMHACHARI et al., 2007; WANG et al., 2008a; WANG et al., 2010;
ZHANG et al., 2016; ZHANG et al. 2017). A banda em 1628 cm™ é caracteristica de
estiramentos assimétrico e simétrico de ligacdes de C=0 de COO" que pode ser
atribuido ao grupo &cido de aminoéacidos (HAXAIRE et al., 2003; WANG et al., 2008a;
WANG et al., 2010; CHEN et al., 2014; ZHANG et al., 2016).

A banda em 1406 cm™ também esta relacionada a estiramentos de ligacdes
carbonila (C=0) (ZHANG et al., 2017). Para as bandas em 1276 e 1118 cm™! pode-se
atribuir estiramentos que indicam a presenca de ligacdes C-O de polissacarideos
(ZHANG et al. 2017). Os sinais abaixo de 1000 cm sdo atribuidos a deformacdes fora
do plano de anéis glicosidicos, caracteristicos de glicosideos. Resutados semelhantes
foram reportados por Gradova, Khokhlacheva, Murzinaa e Myasoyedova (2015) e
Zhang et al., (2017).

FIGURA 2 - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DO EPSsj
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3.3 Analise Termogravimétrica (ATG)

A Analise Termogravimétrica (TGA) do EPS foi realizada de forma dinamica
(perda de peso em funcdo da temperatura), a curva com os resultados experimentais

€ mostrada na figura 3 e 4.

FIGURA 3 — ESPECTROS TERMOGRAVIMETRICO DE PERDA DE MASSA DO EPSle (A) E
TERMOGRAVIMETRICO DIFERENCIAL DE PERDA DE MASSA (B)
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FIGURA 4 — ESPECTROS TERMOGRAVIMETRICO DE PERDA DE MASSA DO EPSsj (C) E
TERMOGRAVIMETRICO DIFERENCIAL DE PERDA DE MASSA (D)
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BN

Encontra-se na literatura estudos referentes a degradacdo térmica de
carboidratos. Os resultados revelaram que algumas substancias comuns, tanto
volateis como nao voléateis, foram formadas para tipos de carboidratos diferentes. De

acordo com Fagerson (1969) durante o aumento de temperatura existem ocorréncias
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primérias que sdo a gelatinizacdo e o inchaco, apds estas duas ocorréncias, surgem
outros eventos superiores a medida que se aumenta a faixa temperatura-tempo. Estes
eventos sdo desidratacdo, pirélise e ressintese. Durante estes trés ultimos eventos
produtos volateis e ndo volateis sdo gerados pela quebra das ligacdes de
polissacarideos e formacao de novas ligacoes.

Na curva TGA do EPSle pode-se observar trés eventos durante o aumento da
faixa temperatura-tempo (Figura 3). O primeiro evento ocorreu entre 40 e 193°C,
sendo a temperatura inicial do evento (to)= 40°C e mas s6 em 193°C houve perda
significativa de massa. Pode-se observar que este primeiro evento é endotérmico,
apresentando de perda de massa (1% aproximadamente) em 193°C. Na curva TGA
do EPSsj pode-se observar seis eventos durante o aumento da faixa temperatura-
tempo (Figura 4). O primeiro evento ocorreu entre 25 e 45°C, com t0=26°C, ocorrendo
perda de menos de 1% da massa inicial. Dessa forma, apenas partir de 45°C houve
perda de massa significativa. Este primeiro evento de perda de massa pode estar
associado a perda de umidade (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005; PARIKH;
MADAMWAR, 2006; WANG et al.,, 2010). O teor de umidade da amostra € um
indicativo da presenca de grupos carboxilicos na estrutura. Ha relacéo direta entre a
quantidade de grupos carboxilicos presentes na estrutura do polissacarideo e a
afinidade deste com a 4gua (PARIKH; MADAMWAR, 2006; ZHANG et al., 2016).

O segundo evento para o EPSle ocorreu entre 193 e 266°C. A temperature de
fus@o deste evento (tw) foi 266°C. Este segundo evento mostra absorcéo de energia
que é representada por uma curva endotérmica com um maximo em 266°C. Neste
evento houve apenas 3% de perda da massa inicial do EPS, mostrando uma boa
estabilidade térmica do EPS. O terceiro evento ocorreu entre 266 e 400°C. Este
evento apresentou uma curva exotérmica com temperature final (tf) de 400°C. Neste
evento pode-se observar perda de massa de aproximadamente 40% da massa inicial.
Isto pode estar associado a quebras das cadeias polissacaridicas gerando compostos
de cadeias menores, portanto, volateis. Apds isso pode-se observar um terceiro
evento endotérmicos com t02=400°C e tw2=556°C. Neste evento ocorreu perda de
massa de 56% da massa inicial de EPSle. Apos tu2 houve perda de energia até a
temperature final da analise.

Para o0 EPSsj 0 segundo evento ocorreu entre 45 e 138°C, sendo t0=45°C e tu=
138°C. Este evento apresentou uma curva endotérmica com perda de massa de

aproximadamente 7% da massa inicial da amostra. Entre 138°C e 170°C pode-se
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observar liberagdo de energia. Isso pode ser atribuido a quebras iniciais de ligacdes
na cadeia polimérica do EPSs;j, no final deste evento a amostra manteve 92% da sua
massa inicial, apresentando, assim, boa estabilidade a tratamentos térmicos.

Em to2=170°C inicia-se um evento endotérmico com t2= 312°C. Este evento
apresenta curva endotérmica com perda de massa de 31%. Em seguida a curva
cresce, mostrando que esta ocorrendo reacdes exotérmicas com t=354°C. Por fim,
pode-se observar o ultimo evento, com curva endotérmica, iniciando em 354°C e com
trus de 481°C. Neste evento a amostra perdeu cerca de 62% de sua massa incial. A
partir de 481°C o EPSsj comeca a absorver energia até a temperature final da analise.
Na temperature final resta, ainda, 36% da massa inicial de EPSs;.

Estes resultados podem ser comparados as temperaturas de degradacao
(Td=tw) e as curvas (ATG) observadas por Parikh e Madamwar (2006) para os EPSs
cianobacteriais da Oscillatoria sp. e da Nostoc sp. e para a goma Guar. Os valores
dos eventos de maior perda de massa foram 350-490 °C (Oscillatoria sp.), 340-530 °C
(Nostoc sp.) e 340-550 °C (goma Guar). Ainda em comparacdo aos resultados
apresentados por Wang et al., (2010), Ahmed et al., (2013), Botelho et al., (2014) e
Zhang et al., (2016), pode-se observar que a Td do EPS em estudo foi um pouco maior
que a Td dos EPSs analisados por esses autores, diferindo em aproximadamente, no
méaximo, 50 °C, porém, o perfil de curva TGA foi 0 mesmo. Esta diferenca entre as Td
pode ser explicada pela diferente composicao estrutural dos EPSs. As caracteristicas
térmicas dos polissacarideos como absorcdo e emissdo de energia séo
acompanhadas por mudancas fisicas como deformacdes estruturais ou fusdo do
polissacarideo cristalino (WANG et al., 2008a).

Devido a similaridade das propriedades térmicas dos EPSs em estudo em
relacdo a EPSs ja estudados anteriormente, pode-se afirmar que este possui boa
estabilidade térmica para possiveis aplica¢des na industria, ja que as temperaturas de
processamento atingem a faixa de 150 °C (AHMED et al., 2013). As semelhancas
entre os EPS apresentados podem ser associadas a composicdo monossacaridica,

assim como a forma que os monémeros se encontram ligados.

4 CONCLUSAO

Analises mostraram que o EPSsj em sua maioria € composto de moléculas de

glicose e em sua minoria de moléculas de manose e galactose formado por unidades
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de a-Glcp ligadas-(1,6) e o EPSle é constituido de moléculas de glicose e galactose
na formacao 3-galp-O-glcp-(1-4).

Os dois EPSs, apresentaram comportamentos térmicos semelhante aos de outros
polissacarideos durante a faixa temperatura-tempo observada, com boa estabilidade
térmica, sendo resistente a degradacéo a faixas de temperaturas relativamente altas.
Estes resultados comprovam que o EPSle e o EPSsj podem ser usados, sem
alteracdes estruturais, no processamento de alimentos que também recebam

tratamentos térmicos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo verificaram-se algumas caracteristicas fisico-quimicas dos
Exopolissacarideos (EPSs) obtidos dos fermentados dos gréos de kefir em extrato de
soja e leite de vaca, assim como também foi verificada a composi¢éo estrutural destes
EPSs.

Observou-se com os resultados obtidos que os produtos extraido do fermentado
sdo EPSs devido as suas propriedades similares a de outros EPSs encontrados na
literatura como: o baixo resultado para o teor de acucares redutores revelando a
caraceristica um polissacarideo; o pH e o teor de proteinas obtidos mostra que ao se
obter os EPSs varios compostos presentes no meio sdo eliminados, resultando em
uma solucéo viscosa composta de quase que exclusivamente do polimero.

Os resultados obtidos por IV corroboraram para a identificacdo relacionada a
natureza dos EPSs. Os espectros de infravermelho apresentaram similaridade a
varios outros resultados referentes a outros polissacarideos presentes na literatura.

A determinacdo de massas molares foi realizada por Cromatografia de
Exclusdo por Tamanho de Alta Eficiéncia acomplado a um detector de Espalhamento
de Lasers Multiangulos e um detector de Indice de Refracdo (CETAE-ELM-IR) e
revelou para o EPS obtido do fermentado em extrato de soja grande heterogeneidade
sendo a maior fracdo com massa molar 1,17x10* g/mol. O EPS obtido do fermentado
em leite de vaca também apresentou grande heterogeneidade e em sua maior fracao
obteve-se massa molar 2,22x108 g/mol.

A identificacdo da composi¢cdo monossacaridica dos produtos realizada por de
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectroscopia de Massas (CG-EM), mostrou que
o EPS obtido do fermentado em extrato de soja é constituido em sua maioria é
composto de moléculas de glicose e o EPS obtido do fermentado em leite de vaca
apresentou em sua constituicdo de moléculas de glicose, ramnose e galactose. Os
valores quantitativos do EPSle ndo foram compativeis com a quantificacéo realizada
no RMN da mesma amostra, embora tenham sido identificados 0os mesmos

mondmeros.
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O RMN de 'H e *C indicou que o EPS obtido do fermentado em extrato de soja é
formado por unidades de a-Glcp ligadas-(1,4) e o EPS obtido do fermentado em leite
de vaca é formado por unidades de a-glcp-(1—4)-a-ramp-(1—6)-6-galp.

As ATGs mostraram para os dois EPSs comportamentos semelhante ao de
outros polissacarideos durante a faixa temperatura-tempo observada. Os dois EPSs
apresentaram boa estabilidade térmica, sendo resistente a degradacéo a faixas de
temperaturas relativamente altas. Estes resultados comprovam que o EPSle e 0 EPSsj
podem ser usados, sem alteracfes estruturais, no processamento de alimentos que

também recebam tratamentos térmicos.
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ANEXO | - ALGUNS MICRO-ORGANISMOS PRESENTES EM VARIOS TIPOS DE GRAOS DE KEFIR

Bactéria acido-latica Leveduras Outros Referéncias
Lactobacillus kefiranum,
Lactobacillus Kefieranofaciens,
Lactobacillus Kkefir, N. D. N. D. TAKIZAWA et al., 1994,
Lactobacillus parakefi
Lactobacillus delbruekii subsp.
bulgaricus Entrococus HABIBI; SOLEIMANIAN-ZAD;
Lactobacillus delbruekii subsp. lactis N. D. facium, ZEINODDIN, 2011.

Lactococus lactis,

Lactobacillus Kefieranofaciens,

Lactobacillus kefir

Lactobacillus helveticus,
Leuconostoc. mesenteroides.

Lactobacillus kefir,
Lactobacillus lactis subsp. Lactis

Torulaspora delbrueckii,
Saccharomyces cerevisiae,
Candida kefyr.

Kluyveromyces marxianus,
Pichia fermentans

Saccharomyces unisporus

Acetobacter spp.

TANIGUCHI et al., 2001.

LIN; CHEN; LIU, 1999.

PINTADO, et al., 1996.

N. D. = Nao determinado ou nao descrito.
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Bactéria acido-latica Leveduras Outros Referéncias
_ ) _ Kluyveromyces marxianus,
Lactobacillus kefiranofaciens, _ _
_ . Saccharomyces turicensis,
Lactobacillus kefiri, N. D. CHEN, et al., 2009
. Pseudomonas fermentans
Leuconostoc mesenteroides.
Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus lactis subsp. lactis Geotrichum candidum,
Lactobacillus brevis Cryptococcus humicolu, N D WITTHUHN; SCHOEMAN; BRITZ,
Leuconostoc mesenteroides subsp.  Zygosaccharomyces, o 2005.
cremoris Cryptococcus humicolus
] _ _ Kluyveromyces marxianus,
Lactobacillus kefiranofaciens, . .
] . Saccharomyces turicensis,
Lactobacillus kefiri, o
_ Pichia fermentans
Leuconostoc mesenteroides, N. D. WANG et al., 2008b.

Lactococcus lactis.

Leuconostoc lactis subsp. cremoris

Kluyveromyces marxianus,
Saccharomyces unisporus

Pichia fermentans

N. D. = Nao determinado ou ndo descrito.
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ANEXO Il - MICRORGANISMOS PRESENTES NO KEFIR BIOLOGICUS

Lactobacillus (Lb) casei subsp. rhamnosus
Lb. casei CCB 110

Lb. paracasei CCB111
Lb. acidophilus, Lb. Helveticus
Lb. Kefiri

Lb. Kefiranofaciens
Lb. Delbrueckii

Lb. Gallinarum

Lb. Fornicalis

Lb. leichmanni

Lb. kalixensis,

Lb. Jensenii

Lb. Parakefiri

Lb. Buchneri

Lb. Hamsteri

Lb. Iners

Lb. algidus

Lb. hilgardii

Lb. acidifarinae

Lb. fermentum

Lb. kimchicus

Lb. equicursoris

Lb. amylolyticus

Lb. farraginis

Lb. curieae

Lb. namurensis

Lb. kitasatonis

Lb. taiwanensis

Lb. senioris

Lb. crispatus

Lb. Plantarum

Lb. diolivorans CCB120

Leuconostoc mesenteroides CCB 121,
Lactococus lactis CCB 210
Streptococcus suis

Streptococcus uberis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium breve,
Acetobacter orientalis
Enterococcus faecium CCB 310
Bacillus sporothermodurans
Brochothrix thermosphacta
Pseudomonas fragi
Chryseobacterium balustinum
Thermus thermophilus
Streptococcus thermophilus
Kluyveromyces marxianus
Kazachistania unispora CCB 410
Candida kefir

Candida sake CCB 411

Pichia fermentans CCB 412
Kazachstania servazzii
Kluyveromyces lactis
Saccharomyces Cerevisiae CCB 413
Saccharomyces cerevisiae TCI 245
Saccharomyces sp. TCI250
Candida sp. F15

Galactomyces candidum
Saccharomyces kudriaavzevii
Cryptococcus curvatus
Streptococcus salivarius
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ANEXO Il - ESTUDOS REALIZADOS COM O KEFIRANO, SUAS APLICACOES E ATIVIDADES BIOLOGICAS

. . ~ Analises Massa . ~ A .
Composicao estrutural Meio para obtencéo Quimicas Molar Aplicacbes Referéncias
Glc e Gal 1.0:1.0 Oggﬁgggtggm 20.600
Graos de kefir em o ' KOOIMAN,
_,6)-B-D-Glcp-[1—2(6)]-B-D-Galp- leite de vaca drowse g/mol - 1068,
(1—4)-a-D-Galp-(1—3)-B-D-Galp-
(1—4)-B-D-Glcp-(1—
_ Graos de kefir em 4x108 e
Glce Gal 1'(_)'0'88 2 0.9 sete meios com leite CLAE 1.0x108 - YOI<1C9)I9(e)t al,
de vaca e adicionais g/mol '
Glc e Gal 1.0:0.98 Lactobacillus sp Cromatografia
' 13 6
Gle-(1—4-Gal-(1—4)-Gle-(1-3)-  KPB-167B em leite gafgsslMN? € 1-%10? ) YOK1(3g ft al.,
Gal-(1—6)-Glc-(1—6)-Gal-(1—2,6)- de vaca 9 '
Gal-(— CLAE
MICHELI;
_ . Dicroismo UCCELLETTI,
GaleGle 1.1:09 Lfgtggarﬁ:!‘;os EA%SLM circular, RMN . - PALLESCHI;
elv CRESCENZI,

1999.
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Composicao estrutural Meio para obtencgéo SS%':?CZSS '\|<|/|a03|:1? Aplicacbes Referéncias
D-Gal e L-Ram 2.0:1.0 Streptococcus FABER; HAAK;
thermophilus S3 em LG EM/RMN 5 o 103 KAMERLING:
—3)-B-D-Galp-[B-D-Galf2Ac- : 13C e 'H/ RMN ' - ’
leite de vaca 13 o 1 g/mol VLIEGENTHAR
(1—6)](1—3)-a-D-Galp-(1—3)-a-L- reconstituido Ce'H2D T 2001
Ramp-(1—2)-a-Ramp-(1—2)-a-D- ’ '
galp-(1—
Lactobacillus spp.
. ’ FRENGOVA,;
Glc e Gal 1.0:0.94 Sl_t;i?éocc(:)c::i(l:;sssp., Método Eenol- _ _ SIMOVA:
] accharomony Sulfurico® BESHKOVA;
-haromyces SIMOV, 2002.
cerevisiae em leite
Glc e Gal 1.00:1.14 Graos ‘Ijeﬁtgef" em
1.7x108 LIU; CHEN; LIN,
CFG g/mol ) 2002.
Glc e Gal 1.00:0.43 Graos de kefir em
extrato de soja
Glc e Gal 1.00:1.05 Reduigao €0
L. kefiranofaciens CG-EM/ CPG/ pressao arterial/
—6)-B-D-Glcp-(1—6)-B8-D-Galp- WT 9B em meio RMN 13C e H 7.6x10° Reduco de MAEDA et al.,
-R-D- - -n-D- - - 13
[(1—2)-B-D-Glcp]-(1—4)-a-D-Galp PYG10 1D s 54M2l\[|) C g/mol colesterol LDL e 2004.
Total e do niveis

(1—3)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Glcp-

(1—

de triglicerideos
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Composicao estrutural Meio para obtencgéo SS%']'?CZSS '\|<|/|a03|:1? Aplicacbes Referéncias
EPS | Glce Gal 1:4 2.4x10°
- . kefranofaciens em - cpg, cpgag. 9™ _ WANG; BI,
d.f.g ; IR/ IV/ CLAE 2008.
EPS Il Glc e Gal 1:10 maoditicacoes 1.5x10°
- g/mol
Glc e Gal L. kefiranofaciens em IV/ CG-EM/ i Emulsificante e WANG et al.,
X MRSmM ATG floculante 2008.
~ . PIERMARIA,;
Gréos de kefir em .
Gle ? Gal leite de vaca ou CFG-IR/ CCD 107 g/mol Gelificante ABCQEI-AllA_M
proteina 2008 ’
Glc e Gal 1.0:0.7 Gréos de kefir em EC-UV i i ZKAOJLSAEJ;
- leite fresco GORSEK 2’011
Glc e Gal Graos de kefir em Formador de %'__"A(‘)SD%AI\I/LI('EI\L'J
B-ligacdes leite de vaca \Y - filmes OROMIEHIE’
- desnatado ’

2011.
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. . ~ Analises Massa . ~ A .
Composicao estrutural Meio para obtencgéo Quimicas Molar Aplicacbes Referéncias
Glce Gal1.0:1.1
~ : CFG/ CG-EM/ 6
—6)B-D-Glep-(1-6)[B-D-Glop-  CROSTEKENrem gy iac ey  1-35X10 : GHASEM OV et
(1—2)-]-B-D-Galp-(1—4)-a-D-Galp- quel HMBC 9 eULe
(1—3)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Glcp-
(1—
. . 7.23x10° e Capacidade
D-glicose Lactobacillus sp. em CFG/ RMN 3C 5 -
92% a-(1—6) & 8% a-(1—4) MRS e 1H/ CLAE-IR 8.14 x10 imunomodulatéria  PAIVA, 2013.
g/mol em camundongos
Glc e Gal Gaos de kefir em leite I\ i Preparacdo de = ESNAASHARI et
AR de vaca desnatado embalagens al., 2014.
B-ligacdes
Glc e Gal Graos de kefir em
B-ligacdes leite de vaca IVI ATG - Nanofibras ESNAASHARI,
et al., 2014.
- desnatado
Graos de kefir em
Glc e Gal 1.0:1.88 leite de vaca CG-DIC/ IV/ i Antioxidante CHEN et al.,
- desnatado ATG 2015.

esterilizado
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Composicao estrutural Meio para obtencgéo SS%':?CZSS '\|<|/|a03|:1? Aplicacbes Referéncias
GRADOVA;
Glc e Gal L. lactis e L. KHOKHLACHEV
X mesenteroides em v - - A; MURZINA;
leite de vaca MYASOYEDOV
A, 2015.
2.4 x10%e -
Glc e Gal 0.94:1.1 Gaos de kefir em leite Cléé?a{g/”l%// 1.5 x107 quslffgifzﬁeee POP et al., 2016.
de vaca desnatado g/mol
Propriedades PIERMARIA;
Glc e Gal 1.21:1.00 Graos de kefir em CFG-IR/ 6.0 x 106 Seﬁg‘:ﬂgftaez . B A
- leite de vaca CETAE-DAD g/mol MC e gomas GUERRERO,
locuste e guar 2016.
Graos de kefir em ) .
Glc e Gal leite de vaca IV/ ATG (DSC) i !\llan()lflbrﬁls c$m FAR; ZIYADI,
- desnatado alcool polivinilico 2016.
Antimicrobiano
Man, Ara, Glc, Gal, e Ram (59.12%, L.kefiranofaciens CETAE-DAD i para L. JEONG et al.,
15.77%, 12.68%, 11.79% e 0.64%) DN1 em MRSm monocytogenes e 2017.

S. Enteritidis.
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Composicao estrutural Meio para obtencgéo SS%':?CE;SS '\|<|/|a03|:1? Aplicacbes Referéncias
Glc e Gal Antimicrobiano JENAB:
~ . sobre N
—6)-B-D-Glcp-(1—6)-B-D-Galp- Grzlzc;tsed deeliggaem RMN 1H - Rhizoctonia, RCI)E(E/IHI"?X]ZI'IAN
[(1—2)-B-D-Glcp]-(1—4)-a-D-Galp- Pseudomonas ’
GHAEDI, 2017
(1—3)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Glcp- Sp. e S. aureus ' '
(1—
Atividade
~ . 5 M
Glc e Gal Gragsde kefrem — mwn 1H/1v/ - 530078 cloloXcaem R ADHOUANI et
B-configuragdo desnatado EPX{A\?.ETAE/ g/mol fibroblastos de al., 2018.
ratos
Gal e Glc
Antimicrobiano
[—6)-B-D-Glcp-(1—] ~ , ] ] ]
[-3)-B-D-Galp-(1-] Graos de kgflr em CETAE Iﬂ.M sot_)re P. BLANDON et al..
soro de queijo com IR/ RMN °C e - aeruginosa, E.
—4)-B-D-Glcp-(1— Z 1 . 2018.
complementacdes H/ IV/ Raman coli, S. aureus e
[—2,6)-B-D-Galp-(1—] A
[8-D-Glep-(1—] S. typhimurium.
[—4)-a-D-Galp-(1-—]
EXARHOPOUL
Glc e Gal 1.0:0.9 Gr‘l?itsed deekve;'craem CETAE-ELM-  6.71x10° ] = APH(A)S_IDES_
; desnatado UHT IR/ CG-EM/ g/mol KONTOMINAS,
2018.

a. CHANDA,; JONES; PERCIVAL, 1950; b. KOOIMAN, 1953; c. DUBOIS et al., 1956.



ANEXO IV — EPSs E SUAS UTILIZACOES EM PRODUTOS COMERCIAS DA INDUSTRIA
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Tipo de Micro- Composicao , . o
EPS ' Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural
SILVERCEL® — _ -
Curativo antimicrobiano | JOHNSON&JOH
JOHNSON&JOHNSON
NSON, 2004;
ALGINATO DENCRIGEL® - ]
b ' Molde para proteses
encrl DENCRIL, 2018.
Sorvete KIBON® - N
Unil Estabilizante
niiever UNILEVER, 2018,
Azotobacter GRINDSTED® Melhoria na textura
Acid luréni Alginate IC ( tes) DANISCO®
i spp., cido qulurdnico e inate sorvetes
Alginato PP - g . g DUPONT™
Pseuddmonas acido manuroénico
2018;
spp.
GRINDSTED
® Alginate -
Estabilizante; previne
DuPont GRINDSTED® S ( hp. ) TAKIZAWA et al.,
_ sinérese (recheios de 1994;
Alginate FB _ 99
padaria) REHM, 2009:
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Tipo de Micro- Composicao ) . o
EPS ) Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural
Melhoria na textura;
estabilizante para
GRINDSTED® cozimento,
Alginate BC congelamento e
descongelamento
(cremes)

Estabilizante d'e DANISCO®
Azotobacter GRINDSTED® emulsdes; melhoria na DUPONT™.

. . - GRINDSTED _ fusio e liberacéo

Alginato spp., Acido gulurdnico e ) Alginate LFS 2018;
. , . ® Alginate - controlada (produtos
Pseuddmonas | &cido manurénico
DuPont light)
spp TAKIZAWA et al.,
1994;

Gelificante; espessante; REHM, 2009;

formador de filme

GRINDSTED®
_ (cremes, frutas
Alginate FD

estruturadas, pastas de

pigmentos)
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Tipo de Micro- Composicao ) . o
EPS ) Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural
Gelificante; espessante;
formador de filme
(aplicacbes
GRINDSTED® )
. farmacéuticas; controle
Alginate PH o
do refluxo gastrico;
cicatrizacao de feridas; DANISCO®
impresséao dental) DUPONT™,
2018;
Azotobacter PROTANAL® .
. o . GRINDSTED Antirefluxo (suspenséo);
Alginato spp., Acido gulurbnico e ) LFR 60
_ _ ® Alginate -
Pseuddmonas | &cido manurénico
DuPont PROTANAL® TAKIZAWA et al.,
Spp
LF10/60FT _ 1994;
Tratamento de feridas
MANUCOL® REHM, 2009;
DH(P)
Estabilizantes,
PROTANAL® _
desintegrantes e
PH6160

formadores de matriz
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Tipo de Micro- Composicao ) . .
EPS ) Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural

Estabilizantes,
PROTANAL®

desintegrantes e
PH1033

formadores de matriz

PROTANAL®
CR8133

Liberacéo controlada
MANUCOL® LKX ¢ DANISCO®

DUPONT™
MANUCOL®
Azotobacter 2018;
GRINDSTED 8233
_ . ® Alginate - PROTANAL®
Pseuddémonas acido manurodnico TAKIZAWA et al.,
DuPont KF200FTS
spp 1994
PROTANAL®
REHM, 20009.
LF200FTS
PROTANAL® Dental
HF120RBS
PROTANAL®

KF200RBS

Alginato spp., Acido gulurénico e

MANUCOL® DM
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Tipo de Micro- Composicao ) .
EPS ) Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural
CURATEC® Curatec Gazes para cicatrizagcao LM FARMA,
Compressa com de feridas 2002;
Emulséo de
Petrolatum COLENCI, 2017;
Curatec AGE 30 BROWN, 1998;
Rayon® REHM, 2009;
Curatec YANG, 2011;
Acetobacter Hidrocoloide® CHAWLA et al.,
Celulose spp., Glicose PRONTO® PRONTO® Espessante 2009; BAE et al.,
Gluconacetobac SCJohnson Limpador 2004;
ter xylinus Madeiras
35*7511 SCJOHNSON,
CEKOL® CP CEKOL® Melhoria de textura em 2018;
Kelco Cellulose Gum bebidas; uso em
cosméticos CPKELCO, 2018.
CEKOL® 30000 Espessante,

estabilizante e

disperssante
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reologica

Tipo de Micro- Composicao ) . o
EPS ) Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural
Reafirmante, gelificante, | NOSHLY, 2018.
] Curdlan 424® estabilizante e REHM, 2009;
Agrobacterium Curdlan 424
Noshly espessante em YANG, 2011
spp.,
PP ) alimentos MCINTOSH,;
Agrobacterium :
, , Konjac Vegan STONE;
Curdlana biovar 1, Glicose _
o Vegetarian - | Seaweed Scallop STANISICH,
Rhizobium spp., Goma para preparos
Forever Vegan Codfish 2005;
Cellulomonas veganos
Health Ball FOREVER
S
PP . HEALTH FOOD,
Vegan Fish Rol
2009.
Excipiente para
Dextran 1 formulagbes REHM, 2009;
farmacéuticas YANG, 2011
Leuconostoc _ PHARMACO _
Glicose, Manose, Dextran 40, 60 e | Substituicdo de perda REHM, 2010;
spp., _ SMOS -
Dextrana Glicuronato, 70 de sangue, substituicéo
Streptococcus _ PHARMACO o
piruvato de plasma, profilaxia de | PHARMACOSMO
spp. SMOS
trombose, expansao de S, 2018.
volume, melhoria
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Tipo de Micro- Composicao ) . o
EPS ) Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural
GRINDSTED . _
Estabilizante (bebidas
® GELLAN )
nao lacteas)
MAS 100 DANISCO®
Gelificante, texturizante, DUPONT™,
estabilizante, 2018;
suspensor, formador de
GELZAN™ filme e estruturador.
. (matriz de crescimento
) Glicose, Ramnose,
Sphingomonas | . | . para organismos CPKELCO, 2018;
Gelana Acido glucurdnico _ _
spp. clinicos e néo clinicos)
(glucuronato)
CPKelco N _
Gelificante, texturizante,
estabilizante,
suspensor, formador de
KELCOGEL® _ REHM, 2009;
filme e estruturador
gellan gum REHM, 2010.

(alimentos, cuidados
pessoais, produtos de

limpeza doméstica)
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Tipo de Micro- Composicao _ . o
EPS ) Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural
ROC®
PRO-CORRECT
Johnsoné&Joh Tratamento de rugas
CREME® ROC
nson
: : JOHNSON&JOH
Estética, cuidados
_ _ NSON, 2018.
Novozymes HYASIS® articulares, oftalmologia,
cuidados com a pele.
ELEVESS® Tratamento de rugas
. o NOVOZYMES,
Dermal Filler injetavel
Streptococcus o . 2015;
Acido glucurénico HYALOMATRIX®
: Spp.
Hialurana (glucuronato), N- Tissue Fibra para tratamento
Pasteurella o ) ANIKA
. Acetilglicosmina Reconstruction de ferimentos
multocida THERAPEUT ANIKA
Matrix
ICS THERAPEUTICS,
ANIKA HYALOGRAN® Microesferas para 2018:
THERAPEUT | Biodegradable tratamento de
ICS Wound Dressing ferimentos
HYALOSAFE® Curativo transparente REHM, 2010.
Film Wound para tratamento de
Dressing ferimentos
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Tipo de Micro- Composicao ) . o
EPS ) Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural
REHM, 2009;
Alcaligenes SENTHIKUMAR
Viscosus, MONTANA Filmes para aumentar a ;
Levana Zymomonas Frutose POLYSACCH FRUCTANS validade de alimentos
mobilis, Bacillus ARIDES Adesivos e cosméticos. MONTANA
subtili POLYSACCHARI
DES, 2018.
Espessante,
SOLVAY RHEOZAN SH® estabilizante SOLVAY, 2018:
. cosméticos
Agrobacterium ( icos)
biovar 1, Glicose, Galactose | Ametech Rheozan Espessante (alimentos) | AMETECH, 2018;
Succinogl | Agrobacterium Acetato Piruvato,
icana spp. Succinato 3- RoC® RETINOL JOHNSON&JOH
Sinorhizobium hidroxibutirato JOHNSON&J | CORREXION® . NSON, 2016;
) Anti-rugas
OHNSON Deep Wrinkle
REHM, 2010.

Night Cream
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Tipo de Micro- Composicao ) . o
EPS ) Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural
GRINDSTED®
Xanthan SAV Espessante e
GRINDSTED® suspensor (maionese,
DANISCO®
Xanthan SAV molhos, ketchup, sopas)
DUPONT™,
SOFT
2018;
Espessante e
GRINDSTED® suspensor (bebidas de
Xanthan BEV frutas, bebidas
_ _ R REHM, 2009;
Glicose, manose, instantaneas)
Xanthomonas GRINDSTED
Xantana glucuronato, Espessante e
spp. ) ® Xanthan GRINDSTED® .
piruvato suspensor (Péaes, bolos,
Xanthan BAK o REHM, 2010;
massas, biscoitos)
Espessante e
GRINDSTED® .
suspensor (latcinios e
Xanthan DAI _ _ IMESON, 2011;
bebidas de soja)
Espessante e
YANG, 2011.
GRINDSTED® suspensor (carnes,

Xanthan MAS

salmouras, salsichas,

gueijos processados)
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Tipo de Micro- Composicao ) . o
EPS ) Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural
Espessante e
GRINDSTED®
suspensor (produtos
Xanthan SAV, _ DANISCO®
transparentes: bebidas, ™
BEV, MAS Clea _ DUPONT ™,
sobremesas, geleias)
2018;
GRINDSTED® Espessante e
Xanth M I
GRINDSTED anthan S suspensor (Salmouras) REHM. 2009:
® Xanthan Espessante e
GRINDSTED®
suspensor
Glicose, manose Xanthan RB hi lT ' REAM, 2010
- X anthomonas | , t , (hipoalérgicos)
antana glucuronato, Espessante e
spp. . GRINDSTED® P IMESON, 2011;
piruvato suspensor (produtos
Xanthan Pharma o
farmacéuticos) YANG, 2011:
PATO® PATO® Liquido Espessante
. . L
SCJohnson 35*7632 (Abrasivos sanitarios) SCJOHNSON,
KELTROL® 2018;
Espessante e
Advance - _
CPKelco estabilizante (alimentos
Performance CPKELCO, 2018.

Xanthan Gum

sem gluten)
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Tipo de Micro- Composicao ) . o
EPS ) Aplicacdes Referéncias
organismo Estrutural
Espessante e DANISCO®
KELDENT® -
estabilizante (cremes DUPONT™,
Xanthan Gum ) o
dentais e higiene bucal) 2018;
Espessante e
KELFLO® N
estabilizante REHM, 2009;
Xanthan Gum _ . _
(alimentacdo animal)
_ Espessante e REHM, 2010;
Glicose, manose, KELZAN® -
Xanthomonas estabilizante
Xantana glucuronato, CPKelco Xanthan Gum ]
spp. _ (petroliferas) IMESON, 2011,
piruvato
Espessante e
XANTURAL® B o
estabilizante (aplicagbes YANG, 2011;
Xanthan Gum o
farmacéuticas)
Espessante e SCJOHNSON,
estabilizante (petrolifera 2018;

XANVIS®

e fluidos de

perfuracdes)

CPKELCO, 2018.
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ANEXO V - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DE EPSs IDENTIFICADAS POR CG A PARTIR DO ANO 2000

EPS Composi¢cdo Monossacaridica Referéncia
ES1 (%) ES2 (%)
Ramnose 0,0 .
Fracbes ES1 e ES2 Fucose 0.0 Arabinose , _ _
’ Fucose 20 (LI; LIU;
de Aphanothece Monose 0.0 ,
' ’ Monose 15 SHU, 2001)
halophytica GR02 Glicose 1.0 . ,
Galactose 0.7 _ Glicose 2,8
Acido glucurdnico 3.5 Acido glucurbnico 15,7
EPS (%)
Fucose 41,6
N-acetil-galactosamina 26,0 GIROLDO.
EPS de Cryptomonas Ramnose 15,3 ( VIEIRA :
obovata ) Galactose 4.4 )
Acido glucurénico 4,3 2002)
Manose 3,6
Xilose 2,7
Glicose 2,1
EPS (%)
_ Glicose (KOBAYAS
P Manose 9 3 2002)

Acido glucurénico

33,9’
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EPS Composi¢cdo Monossacaridica Referéncia
Fracdo 1 (%) Fracao 2 (%)
Ramnose 18,3 Rhamnose 3,3
Fucose 7,7 Fucose 2,1
Xilose 6,2 Xylose 19,5
Manose 51,8 Mannose 57,4 (GIROLDO;
EPS de Thalassiosira Galactose 4.4 Galactose 4.2 VIEIRA,
sp. ) Glicose 3,8 ) Glucose 0,8 2003)
Acido glucurénico 1,7 “Acido glucuronico 5,5
N-acetylgalactosamine 2,0 Acido Galacturdnico 4,9
N-acetilglicosamina 3,8 N-acetil-glicosamina 2,0
CEP (%) EPF1 (%) EPF2 (%)
Xilose 3,3 Xilose 2,9 Xilose 4,5 (PENG;
EPS de Ganoderma Manose 2,0 Manose 16,1 Manose 1,3 ZHAN,
tsugae Galactose 59,6 Galactose 66,7 Galactose 58,0 ZENG, XU,
Glicose 17,4 Glicose 9,4 Glicose 24,5 2003)
N-acetil-glicosamina 8,1 N-acetil- 4,3 N-acetil- 3,8
glicosamina glicosamina
EPS (%)
- Glicose 12,8
EPnfac:ﬁlﬁzgtggas Acido galacturénico 6,4 (NICHOLS
- Arabinose 1,0 et al., 2004)
Antartica
Galactose 1,3
Ramnose 11
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EPS Composi¢cdo Monossacaridica Referéncia
Fracdo 1 (%) Fracédo 2 (%)
Ramnose 9,0 Ramnose 0,8
Fucose 24,3 Fucose 8,6
Xilose 4.7 Xilose 0,4
EPS de Cryptomonas Manose 15,4 Manose 0,8
tetrapyrenoidosa Galactose 13,7 Galactose 36,0 (GIROLDO;
Glicose 3,5 Glicose 0,5 VIEIRA;
Acido glucurénico 4,1 Acido glucurénico 47,0 PAULSEN,
Acido galacturénico 0 Acido galacturénico 4,5 2005)
N-acetilgalactosamina 8,6 N-acetilgalactosamina 0,2
N-acetilglicosamina 16,8 N-acetilglicosamina 1,1
EPS-m (%) EPS-c (%)
Galactose 45,0 Galactose 51,8
Arabinose 37,3 Arabinose 26,1
EPS de biossintese Manose 3’3 Manose 5’8
em Streptomyces sp. Fucose 2,1 Fucose 24 (SUNatal.
139 Xilose 2,2 Xilose 3,2 2007)
Glicose 0 Glicose 1,0
Ramnose 6,6 Ramnose 6,4
Acido Galacturdnico 3,1 Acido Galacturdnico 2,9
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EPS Composicdo Monossacaridica Referéncia
EPS 1 (%) EPS 2 (%)
Glicose 36,1 Glicose 35,3
Galactose 16,4 Galactose 20,6
o Manose 14,8 Manose 14,7
EPS de Paenibacillus Xilose 8.2 Xilose 0 (MORILLO
jamilae Arabinose 9,8 Arabinose 17,6 etal, 2007)
Ramnose 9,8 Ramnose 11,8
Fucose 4.9 Fucose 0
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10
EPSs () () ) %) %) %) %) @ () ()
Glicose 55,4 23,1 509 56,2 47,1 689 473 56,3 888 555
Manose 32,2 492 31,8 26,8 36,2 20,0 335 26,7 7,2 30,9
Arabinose 6,0 11,1 8,2 7,7 6,7 54 84 7,7 2,2 6,4 (LO; KANG;
EPSs de Lentinula Xilose 48 106 58 55 52 38 58 54 11 45 WANG;
edodes Galactose 1,4 50 25 35 4.3 14 3,7 3,1 0,0 1,8 CHANG,
Fucose 0 0,5 0,2 0 0,2 0,1 05 0,1 0,1 0,2 2007)
Ramnose 0 0,2 0,2 0 0,1 0,2 0,5 0,3 0,4 0,4
EPS (%)
Ramnose 0.6
EPS de Arabinose 13.1 |
Paecilomyces Fucose 1.30 (HZEO:eLtO? z
cicadae (Miq.) Xilose 21.3
Samson Manose 46.5
(Ascomycetes) Glicose 6.0
Galactose 10.2
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EPS Composicdo Monossacaridica Referéncia
EPS (%)
Glicose 70,0
EPS de Galactose 18,0 (HEE;
Lactobacillus Manose 7,0 CHOI; KIM:
paracasei KB28 Xilose 5.0 HAN, 2011)
Arabinose 4,0
ramnose 1,0
EPS 1 (%) EPS 2 (%)
. Ramnose 2,0
Araplnose 4,0 Arabinose 8.0 (NAIK;
EPS de Enterobacter Xilose 9,0 Xylose 15.0 PANDEY;
gallﬁ:((:;t;)se 238 Galactose 26,0 2012)
9 ' Glicose 37,0
EPS (%)
Glicose 14,0 (JAIN;
EPS de Cronobacter Galactose 14,0 MODY:;
sakazakii Manose 24,0 MISHRA;
Xilose 20,0 JAH, 2012)
Arabinose 1,9
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EPS Composicdo Monossacaridica Referéncia
FR-I (%) FR-II (%)
Arabinose 11,2 Arabinose 0,2
Raamnose 0,9 Raamnose 1,6
EPS de Pleurotus Ribose 1,8 Ribose 0,3 (JlNG’
eryngii Xilose 3,5 Xilose 0,3 MAO.
Talose 10,4 Talose 3,8 GENG; XU,
Galactose 15,1 Galactose 43,6 2013)
Glucose 11,1 Glucose 5,6
Manose 32,9 Manose 35,0
EPS (%)
Fucose 20,0 (PAU-
EPS dlig\f\;—:i-r(i)ibacter Glicose 20,0 ROBLOT et
g _ Galactose 40,0 al., 2013)
Acido glucurénico 20,0
EPS (%)
EPS de
Pseudomonas Glicose 36,9 (MAALEJ et
stutzeri AS22 Manose 33,9 al., 2014)
Ramnose 29,1
0,
EPS de EPS (%)
Anoxybacillus sp. R4- (ZHAO et
33 Manose 50,0 al., 2014)
Glicose 45,0
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EPS Composicdo Monossacaridica Referéncia
EPS (%)
Ramnose 61,4 (MA et al.,
EPS de Flammulina Glicose 28,0 2015)
velutipes SF-06 Galactose 10,5
EPS de Cord EPS (%) JfEthG
e Cordyceps . ;
sinensis I\(illcose 91960 HUANG;
anose ’ SUN, 2016)
. EPS (%)
EPS de Lactobacillus (ZHANG;
plantarum ZDY2013 Galactose 98,3 LIU; TAO;
Xilose 1,7 WEI, 2016)
EPS (%) IPS (%)
EPS de Hericium Arabinose 1,3 Ramnose 1.8 (CUletal,
. Xilose 2,4 2016)
erinaceus SG-02 Manose 9,4
Manose 4,2
Galactose 18,9
Glicose 70,2 Galgctose 84
' Glicose 83,0
EPS (%)
EPS de Chaetomium Glicose 78,2 (ZHANG et
sp. Manose 8,9 al., 2016)
Arabinose 8,6
Galactose 4,0
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EPS Composicdo Monossacaridica Referéncia
DGCC DGCC DGCC ST- STCth-  ST42
EPSs St-143 (PACHEKR
7698 7710 7785 10255y 9204 39 EPAPOL:
EPS de diferentes Glicose léUOCNE(; !
t|pos de treptococcus Galactose 20,0 50,0 25,0 25,0 50,0 50,0 25,0 NARAN’
thermoph"us Ramnose 60,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 !
N 20,0 0 0 0 0 0 0 AZADI,
. . 0 0 25,0 25,0 0 0 25,0 2017)
acetilglicosamina
EPS (%)
Ramnose, 5,5
Fucose, 0,0
EPS de Lactobacillus Arabinose, 4,6 (WANG et
plantarum KX041 Xilose, 3,0 al., 2017)
Manose, 0,0
Glicose, 3,2
~ Galactose 3,0
Acido galacturénico 80,4
LW1 (%) LW2 (%)
EPS de Lactobacillus ~ /\rapinose 011 Arabinose 5,1 (Dl etal.,
casei SB27 Glicose 18,1 Glicose 23,7 2017)
Galactose 81,7 Galactose 68,0
Manose 0 Manose 3,2
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ANEXO VI - ESTUDOS REALIZADOS COM EPSs CONTENDO GLICOSE, SUAS APLICACOES E ATIVIDADES BIOLOGICAS

Composicao estrutural Meio para obtencao SS%':?CZSS Massa Molar Aplicagbes Referéncias
(5:1:1) .
EPS1 L. d;d?r:ﬁgﬁ'é Z‘ﬁsSp' 1.7x106 e
Gal, Glc e Ram %Iicose 4.2x10% g/mol
(11:1:0,4) CG-EM/ GROBBEN et al.,
CLAE-IR- -
. - 1997.
(3:1:4) ) Viscosimetro
EPS2 - L. d&ﬂf’rgﬁgﬁg Z‘?ﬁ’Sp' 1.3x10%e
Gal, Glc e Ram d 3.8x10% g/mol
(6:1:28) frutose
Gal, Glc e Ram L. delbrueckii subsp.
Percentuais de 83,6 — 78 Gal; bulgaricu em leite e CG-EM/ - - PETZRZ)\BOet al.,
45 -12,4 Glc e 10,3 a 4,4 Ram outros '
Glc, Gal e Ram (5:1:1)
L. delbrueckii subsp. LAMOTHE;
—3)-[B-D-Galp-(1—4)]-B-D-Galp- bulgaricus leite CPG-CLPR/ ) ) JOLLY;
(1—4)-[a-L-Rhap-(1—3)]-a-D- desnatado com RMN STINGELE,
Galp-(1—2)-[B-D-Galp- (1—3)]-a- modificacdes 2002.
D-Galp-(1—3)-6-D-Glcp-(1—
Glc, Man, Ara, Xil, Gal, Fuc e L. edodes em meio
Ram com extrato de _ ,
levedura, 0.1% CG-EM/ 1.0x10% e ] WA_I\CI)GKCAII—\IIAGNG
KH2PO4, 0.05% CPG-IR 3.0x108g/mol 2(’)07 ’

EPS maior Glc e Man

MgSOase 0.15%
CaCOs3
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Composicao estrutural Meio para obtencao égﬁrl:isce; Massa Molar Aplicagdes Referéncias
Gle Lo 0om e melo | coL-Em) _ _ IBARBURU et al.,
B-D-Glcp-(1—2,3) frutogse RMN 2007.
o Reducéo de
: A. Brasiliensis em :
I\?gg ’7(_?1" f :L,Cigagmzeg;(ll BDA com hidrolisado | CG-EM - cogllelzlg?esrileno LIMA et al., 2008.
T e de proteina de soja sangue de ratos
Glc, Ram e Gal (4:2:1) Lc. lactis subsp.
(1.9:1.0:4.6) cremoris em
Rha Gal Glu . . Leite sem tei
(1.6;1.0;3.9) proteina 9x10° g/mol
(1.5:1.0;3.7) (pH 6.5) Aumento de AYALA-
CET- ELS-IR/ viscosidade em | HERNANDEZ et
(1.9;1.0;4.4) _ 3x10° g/mol fermentados al., 2008.
— Lc. lactis subsp. (pH 5.5)
Rha Gal Glu (2.0;1.0;4.5) cremoris em '
(2.0;1.0;4.7)
(2.3:1.0:5.1) Leite com proteina
Ram, Ara, Fuc, Xil, Man, Glc e Paecilomyces
Gal : : CG-FID/ VI 5 Atividade
(0.63:13.1:1.30:21.3:46.5:6.0-10. | Ccicadae (Mia) | ~p o 1.67x10°g/mol |, tioxidante | HE etal., 2010.

22)

Samson ZJ0O01
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Composicao estrutural Meio para obtencao SS%':?CZSS Massa Molar Aplicagdes Referéncias
S. thermophilus 05- RMN/ IV/
Gal e Glc (1.0:0.8) 34 em leite 2.5x10% g/mol | Uso emiogurtes | QIN etal., 2011.
CLAE-IR
desnatado
Ara, Xil, Man, Gal, Glc
EPS1 (4.0;9.0;3.0;32.0;49.0) E. cloacae strain Biorremediacao
0, . .
%0 _ P2B CG-EM/ IV ] para NAIK; PANDEY;
Ara, Xil. Man. Gal e Glc I(Ejm meio tamp?nado contamlntagao DUBEY, 2012.
EPS2 (2.8:15.0:8.0;26:37) % e agar com glicose por metais
Ram, Ara, Gal, Glc e Man)
(0.4:0.3:1.6:0.8:1.2) B. animalis RH em
eptona, triptona Uv/ CPG/ SHANG; XU; LI
—4)-a-D-Glcp-(1—-4)[(1—3)-a-D- | _PeEPtona, trptona, - -~ ppe/ . 21.3x102 g/mol - » 22 L
extrato de levedura e 2013.
Galp]-a-Manf-(1—4)-a-D-Ram- licose (PTYG) EM/ RMN
(1—4)[(1—3)-a-D-Galp]-a-D- g
Manf-(1—4)-a-D-Galf-(1—
Gal, Glc e Ram
EPS 9304 (68.4:15.2:6.9)
O. oeni e L. Lactis
EPS S28 Gal, Glc e Ram | em suco de maca e gg_l_i'\é/ >30x10° g/mol - DIM;)IPC;(L)J;ASJU et
(41.7:35.2:11.1) MRS K '
Gal, Glc e Ram
EPSSI1 | (41.2:31.2:20.7)
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Composicao estrutural Meio para obtencao SS%':?CZSS Massa Molar Aplicagdes Referéncias
Ba Ram, Gal, Glc
(0.72;2.67;1.0)
Ba-r Ram, Gal, Glc e Man _
(0.64:2.51:1.3:0.5) st-gegocepac',a,
, 5. PYITOCINA 50 gy 2.06x10% a . Cuzzl et al.,
BTS7 and B. cepacia | p\\/cETAE | 1.43x107 g/mol Filmes 2014
B-| Ram, Gal, Glc e Man | BTS13 em extrato de ' g '
(1.43;1.84; 0.68;1.22) | levedura e manitol
Bm-I] Ram, Gal e Man
(1.43;2.0;2.2)
Ara, Xil, Man, Gal e Glc
B-N
(2.4:2.0:15.8:8.1:71.3)
Ara, Xil, Man, Gal e Glc
B-N-I
. H. marmoreus JBO | GC-EM/ 6.3 e 11x10°3 ZHANG et al.,
(1.5:1.3:7.1:7.8:82.3) om BDA RMN/CEG g/mol Imunomodulador 2014,
Ara, Xil, Man, Gal, Glc
e GalA
B-I (4.0;0.9;68.8;12.8;12.1;

1.3)
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Analises

Composicao estrutural Meio para obtencgéo Quimicas

Massa Molar Aplicagdes Referéncias

Ara, Xil, Man, Gal e Glc
B-I-I
(2.9;1.0;93.2;2.4;0.7)

Ara, Ram, Gal, Man,
Glc, GIcA; GalA
B-1-11
(25.1;7.2;0.4;35.4;7.5;8
.6;15.8)

Ara, Xil, Man, Gal, Glc,
GalA
B-1-111
(1.9;0.6;22.4;8.3;5.8;1.
1)

H. marmoreus JBO | GC-EM/ 6.3 e 11x10° ZHANG et al.,

Imunomodulador

Ara, Ram, Xil, Man, em BDA RMN/CFG g/mol 2014.

Gal, Glc, GlIcA, GalA

B-II

(10.6;12.6;5.9;6.2;17.9;
10.1;0.6;36.2)

Ara, Ram, Xil, Man,
Gal, Glc, GIcA, GalA
B-11-1
(15.4;7.4;9.5;8.3;21.3;3
1.7;33.3)

Ara, ram, Xil, Man, Gal,
Glc, GIcA, GalA
B-11-11
(4.3;17,8;2.0;3.6;10.9;2
0.9;1.7;38.9)
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Composicao estrutural Meio para obtencgéo SS%':?CZSS Massa Molar Aplicacdes Referéncias
Glc, Man, Gal, Ram e Ara
(3.12:1.01:1.0:0.18:0.16)
—6)-p-D-Manp-(1 — 3)-B-D- L. helveticus MB2-1
" G'Ep(' ” em meio com CR;I\C/:I-I\IEII\éIS/ET- 1.83x105 g/mol . Ll et al., 2015
(1 — 3)-B-D-Glcp-(1 — 3)-B-D- proteinas e ELS ' 9 N '
Glcp-(1 — 4)-a-D-Galp-(1— leveduras
Terminais de
Rhap-(1— and (1 — 4)-Arap
Man, Glc e Gal uVv/ CPG- -
(50:33:18)% P, SQUaTOSaeM | CLAE/CG- | 3.26x10¢ g/mol aﬁm’lﬁ'ﬁg& ZHégl‘;t al.,
(1,5:1:0,5) FID/ '
Cianobactéria VI CLG-EM/ CHAKRABORTY
Fuc, Gal, Glc, inh . CPG-IR-UV/ ) i i
Man e Ram marinha em meio RMN/ ESI-EM - - ; SARKAR; SEM,;
contendo sais PAL, 2015.
Glc, Ram e Gal
(57.8, 27.7,14.5)%
(2:1:0,5)
. RMN/ IV/ CG-
_,4)-B-D-Galp-(1—3)[NAc—2]-a- L. casei LC2W EM - - Al et al., 2016.
L-Ramp-(1—4)[a-L-Ramp—3]-B-
D-Glcp-(1—3)[NAc—2]-a-L-
Ramp-(1—
Ram, Ara, Man, Glc e Gal Graos de kefirem CG/ IV i i CHEN et al.,
(5,09:1:3,84:4,19:4,43) leite desnatado 2016.
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Composicao estrutural Meio para obtencgéo SS%':?CZSS Massa Molar Aplicacdes Referéncias
Gal, Glc, Ram e Man (4.05+0.79)x105
EPS1 (3:1:2:0,4) g/mol
S. thermophilus em | CETAE-ELM- Producéo de TIDONA, et al.,
leite Viscosimetro/ gueijos 2016.
Epsp | Gal, Gle, Ram e Man (3.92+1.53)x10°
(4:1:2:0,5) g/mol
Glc, Gal e Ram (2:3:2)
—6)-B-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp- S. thermophilus em | CET- ELM-IR/ | 0.14 a 1.61x10° i PACHEKREPAP
(1-3)[(a-L-Ramp-(1—2)]-B-L- leite CG-EM/ g/mol OL et al., 2017.
Ramp-(1—4)-B-D-Glcp-(1—6)-a-
D-Galf-(1—6)-B-D-Glcp-(1—

Ram, Fuc, Ara, Xyl, Man,

LW1 Glc e Gal
(1:0,6:2:0,4:1:9:17) CGEM/ IV/ o5 o 1 2510
. . - e 1.2x .
L. casei SB2 em leite CETAE-IR g/mol Antitumoral Dl et al., 2017.

Ram, Fuc, Ara, Xyl, Man,

LW2 Glc e Gal
(1:1:3:0,8:4:11:29)
L. IV/ RMN/
a_(?'_cﬁ) pseudomesenteroide | ATG/ CG-FID/ | 2.6x106 g/mol i ZHggl‘;t al.,
s XG5 em MRSm CETAE-IR '




141

Analises

Composicao estrutural Meio para obtencao Quimicas Massa Molar Aplicagdes Referéncias
Glc e Gal L. delbrueckii subsp.
bulgaricus Y39 e S.
thermophilus Y102 _
CLAE-IR i i ISPIRIélcsl[?E;ERTLI,
L. mesenteroides '
Glc Y35 e L. plantarum
Y36
Glc, Ram e Gal (5:1:1) i i
(66%; 18%, 16%) El\(i/%'\g/GCEI%/ PRECHTL,;
L. plantarum TWM RMN/ CETAE- 2x10° g/mol ] WEFERS;
—3)-a-L-Rhap [(1—2)- B-D-Glcp em meio MRSm ELM JAKOB; VOGEL,
1(1— 2)-a-D-Glcp(1—3)-a-L- 2018.
Rhap(1—4)[(1—3) a-D-Galp]B-L-
Rhap(1—4)-B-D-Glcp(1—




142



