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CALLIARI, Caroline Maria. Producéo, caracterizacdo e aplicacdo de biopolimero

de Agrobacterium radiobacter k84 como substituto de gordura , 2009, 89 f. Tese
(Doutorado em Ciéncia de Alimentos) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2009.

RESUMO

Biopolimero de Agrobacterium radiobacter k84 € um novo metabdlito soltvel obtido
neste trabalho por fermentacdo e proposto como ingrediente alimentar. O processo
resultou em 10 g.L™* de um biopolimero bruto composto de 40% de minerais (P, K,
Ca, Mg, Cu, Zn, Mn, Na, Fe, Cr, Co, Ni, Pb, Cd, Mo), 35% de carboidrato (glicose) e
15% de proteina. A toxicidade in vitro do biopolimero foi avaliada a 2,5, 5,0 e 10,0
mg/mL em cultivo de células LLC MK; (rim de macaco Rhesus) pelo teste MTT,
resultando em uma concentracdo citotdéxica 50% (CCsp) de 9,32 mg/mL. Em estudo
de toxicidade oral durante 30 dias, camundongos Swiss receberam por gavagem
solugcdes de biopolimero nas doses de 25, 75, 250 e 750 mg/kg/dia e nédo
apresentaram sinais de efeitos prejudiciais nas analises hematolégicas e
histopatoldgicas, resultando em uma dose sem efeito adverso observado (NOAEL —
no observed adversed effect level) de 750 mg/kg/dia. Quanto as propriedades
tecnologicas, o biopolimero apresentou capacidade de formar solugbes viscosas a
frio, habilidade de formar gel, 83% de absorcdo de agua, 69% de solubilidade, 191%
de absorcdo de Oleo e 56% de atividade emulsificante. Como substituto parcial e
total da gordura em produto carneo a base de frango (sistema alimentar modelo), o
biopolimero teve efeito na manutencdo da textura semelhante & da formulacdo com
gordura, porém, quanto maior a quantidade de gordura na formulacdo, maior foi a
aceitacdo, em funcdo do sabor, avaliada pelo teste utilizando escala hedoénica
hibrida. Pela avaliacdo em microscopio oOptico foi possivel observar o efeito
emulsificante e estabilizante do biopolimero nas formulacdes de produto carneo a
base de frango. A composicao, as propriedades tecnoldgicas e a auséncia de efeito
nocivo do biopolimero produzido pela Agrobacterium radiobacter k84 apontam para
inUmeras possibilidades de aplicagdo na &area de alimentos, farmacéutica e de
cosmeticos.

Palavras-chave : Agrobacterium radiobacter k84. Biopolimero. Toxicidade in vitro e
in vivo. Caracterizacdo. Propriedades tecnoldgicas. Substituto de gordura.



CALLIARI, Caroline Maria. Production, characterization and application of
Agrobacterium radiobacter k84 biopolymer as fat substitute , 2009, 89 f. Thesis
(Food Science Doctoring) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

ABSTRACT

Agrobacterium radiobacter k84 biopolymer is a novel soluble metabolite obtained in
this work by fermentation and proposed as a food ingredient. The process resulted in
10 g.L* of a crude biopolymer composed of 40% minerals (P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, Mn,
Na, Fe, Cr, Co, Ni, Pb, Cd, Mo), 35% carbohydrates (glucose) and 15% proteins. In
vitro biopolymer toxicity was evaluated using 2.5, 5.0 e 10.0 mg/mL in LLC MK
(Rhesus monkey kidney) cell culture by the MTT test, resulting in cytotoxic
concentration 50% (CCsp) of 9.32 mg/mL. In a 30-day oral toxicity study, Swiss mice
administered with biopolymer solutions by gavage at the doses of 25, 75, 250 e 750
mg/kg/day, presented no signs of harmful effects from hematological and
histopathological analyses and the no observed adverse effect level (NOAEL) was
750 mgl/kg/day. Concerning the technological properties, the biopolymer presented
ability to form viscous solutions at room temperature, gelling activity, 83% water
absorption, 69% solubility, 191% oil absorption and 56% emulsifying activity. As a
partial and total fat substitute in chicken product (model system), the biopolymer had
effect on texture being similar to the formulation with fat, but, as higher the fat
amount in the formulation, higher the acceptation due to the taste, evaluated by
hybrid hedonic scale test. Evaluation by light microscopy, showed emulsifying and
stabilizing effects on the chicken product formulations with the biopolymer.
Agrobacterium radiobacter k84 biopolymer composition, technological properties and
absence of harmful effects make possible its applications in food, pharmaceutical
and cosmetic products.

Keywords : Agrobacterium radiobacter k84. Biopolymer. In vitro and in vivo toxicity.
Characterization. Technological properties. Fat substitute.
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Aumento de 40 X, em MIiCroSCOPIO OPLICO........uuvrrriririiiiiiiiiieeeeeeeaeaaaeanns 46

Figura 8 — Micrografias dos rins dos camundongos Swiss tratados por gavagem com
o biopolimero de Agrobacterium radiobacter k84 durante 30 dias: (a)(f)
controle; (b)(g) 25 mg/kg/dia; (c)(h) 75 mg/kg/dia; (d)(i) 250 mg/kg/dia;
(e)(j) 750 mg/kg/dia. Coloragdo H-E. Aumento de 40 x, em microscopio
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Figura 9 — Aparéncia das formula¢des de produto carneo a base de frango, cruas e
grelhadas: (a)(d) FO = formulagdo com 10% de gordura; (b)(e) F5 = formulacédo
com 5% de gordura e 5% de biopolimero de Agrobacterium radiobacter k84;
(c)f) F10 = formulagdo com 10% de biopolimero de Agrobacterium
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Figura 10 — Micrografias das formulacdes grelhadas de produto carneo a base de
frango: (a) FO = formulacdo com 10% de gordura; (b) F5 = formulacéo
com 5% de gordura e 5% de biopolimero de Agrobacterium radiobacter
k84; (c) F10 = formulacdo com 10% de biopolimero de Agrobacterium
radiobacter k84. Coloracdo H-E. Aumento de 100 x, em microscopio
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Figura 11 - Frequéncia das notas para o atributo maciez dos produtos carneos a
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Figura 12 - Frequéncia das notas para o atributo sabor de frango dos produtos
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1 INTRODUCAO

Biopolimeros de origem microbiana séo constituidos essencialmente
por polissacarideos, com estrutura e funcdo similares as de gomas de origem
vegetal e de algas, utilizadas na industria de alimentos pela sua funcionalidade como
espessantes, emulsificantes, estabilizantes, geleificantes e mimetizadores de
gordura (SUTHERLAND, 2001).

Por ndo apresentarem dependéncia de sazonalidade e devido a
possibilidade de controle das condi¢bes de producdo, além de beneficios a saude,
0s biopolimeros microbianos tém apresentado crescente participagdo no mercado
mundial, competindo com as gomas vegetais e de algas, mais tradicionalmente
conhecidas (FURTADO, 2004).

A propriedade desses metabdlitos de microrganismos de mimetizar
os efeitos da gordura nos alimentos vem ao encontro da necessidade da industria de
produzir alimentos com reduzido teor de gordura diante da crescente
conscientizacdo sobre os efeitos do consumo de altos niveis de gordura, acidos
graxos saturados e colesterol, tais como obesidade, doengas cardio-vasculares,
alguns tipos de cancer, entre outras complicacdes (COLMENERO, 2000).

Naturalmente, anterior a aplicacdo, os novos ingredientes precisam
ser caracterizados quanto a composicao, funcionalidade tecnolégica e efeitos ao
organismo. Nesse contexto, este trabalho € o resultado da pesquisa sobre a
producdo de um biopolimero por Agrobacterium radiobacter k84 utilizando melaco
de cana-de-acucar como fonte de carbono, caracterizacdo das fragbes constituintes
e das propriedades tecnologicas do produto obtido, avaliacdo quanto a toxicidade e

aplicacdo como substituto de gordura em produto carneo a base de frango.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Obter biopolimero produzido por Agrobacterium radiobacter k84,
caracterizar, verificar a toxicidade in vitro e in vivo e aplicar o biopolimero como

substituto de gordura em produto carneo a base de frango.

2.2 Objetivos Especificos

- Obter biopolimero produzido por Agrobacterium radiobacter k84

utilizando melaco de cana-de-acucar como fonte de carbono.

- Caracterizar a microestrutura e as fragdes constituintes do

biopolimero.

- Determinar as propriedades tecnoldgicas do biopolimero.
- Avaliar o biopolimero quanto a toxicidade in vitro em células LLC

MK (rim de macaco Rhesus) e quanto a toxicidade oral em camundongos Swiss.

- Avaliar a aplicacdo do biopolimero como substituto parcial e total
da gordura em produto a base de carne de frango, pela analise de caracteristicas:

fisico-quimicas, de cor, de textura, sensoriais e microestruturais.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biopolimeros microbianos

Biopolimeros, também conhecidos como polimeros biolégicos, séo
macromoléculas derivadas de fontes naturais (WNEK, 2008). Exemplos de
biopolimeros de interesse em alimentos sdo o0s polissacarideos e os polipeptideos
(SCIARINI et al., 2008; WNEK, 2008).

Metabolitos microbianos para aplicagdo como ingredientes em
alimentos ndo sado produzidos no Brasil, porém sdo utilizados em grande escala,
numa ampla variedade de produtos nacionais (FURTADO, 2004), o que representa
um nicho de mercado a ser explorado no pais.

A participacdo no mercado de novos ingredientes microbianos
depende de aplicacdes inéditas ou de propriedades bioldgicas impares. Novos
polissacarideos sintetizados por microrganismos indcuos podem ser aplicados em
alimentos, além de haver a possibilidade de aplicagdo em cosméticos e produtos de
higiene (SUTHERLAND, 1998).

Os microrganismos oferecem uma alternativa interessante para a
obtengéo de polissacarideos devido a possibilidade e necessidade de controle das
condicbes de producdo, a producdo de uma variedade de glicanos com
propriedades unicas (TRIVENI; SCHAMALA; RASTOGI, 2001) e a independéncia de
fatores inerentes a colheita, condi¢cdes climéticas ou poluicdo marinha, atrelados aos
produtos de plantas e de algas (SUTHERLAND, 1992).

Pesquisadores que trabalham no desenvolvimento de produtos
criam alimentos inovadores em resposta a demanda dos consumidores por
ingredientes mais naturais e saudaveis e, nesse campo, a ampla possibilidade de
aplicacbes tecnolégicas das gomas microbianas, associada aos beneficios
nutricionais e a saude pode oferecer alternativas interessantes (JEZEQUEL, 1998).

A utilizacdo de diferentes fontes de carbono na producdo de
biopolimeros microbianos, mantendo inalterados os outros componentes do meio de
cultivo e as condicdoes de processamento, origina produtos de diferentes
caracteristicas na estrutura quimica, o que influencia nas propriedades e

consequentemente nas aplicacfes possiveis (SUTHERLAND, 2001).



Em produtos biotecnoldgicos obtidos por fermentacdo, entre 38 e
73% do custo total de producdo provém das matérias-primas, especialmente a fonte
de carbono (SCHMIDELL, 2001). Diante disso, uma alternativa é a aplicacdo de
subprodutos agroindustriais nos processos biotecnoldgicos para a producdo de
ingredientes para alimentos. Uma vez que o rendimento de produgdo dos
biopolimeros microbianos geralmente é baixo, uma forma de viabilizar
economicamente esses processos € utilizar fontes alternativas dos componentes
utilizados no caldo de cultivo, como por exemplo, o melagco de cana-de-acicar como
fonte de carbono. O melago de cana-de-acUcar € uma alternativa de custo mais
baixo que a glicose purificada utilizada na produgéo de biopolimeros comerciais a
partir do cultivo de Agrobacterium, com a vantagem da alta concentracdo de
sacarose e da variedade de sais minerais, necessarios a producao industrial de
metabdlitos (OLIVEIRA et al., 2007).

3.2 Agrobacterium radiobacter

Agrobacterium radiobacter, primeiramente identificada como
Alcaligenes faecalis variedade myxogenes, € uma bactéria tipicamente encontrada
no solo, proximo de raizes de plantas. Apresenta col6nias brancas, redondas, bem
definidas e com aspecto de cera. Pertencente a familia Rhizobiaceae, € Gram
negativa, aerdbia, ndo patogénica, ndo forma esporos e apresenta crescimento
otimo a 25 - 30°C e pH 6 — 9 (BERGEY, 1974).

A variedade k84, cepa mutante da A. radiobacter, foi registrada em
1979 como agente de prevencao da doenca da galha da coroa em algumas frutas,
nozes e em plantas ornamentais, com renovacdo de registro em 1995, sendo
utilizada comercialmente para essa aplicacdo (EPA, 2005). Cultivada em condi¢gbes
especificas, a A. radiobacter k84 produz agrocina, um composto téxico a
Agrobacterium tumefaciens, causadora da galha da coroa, comum também em
pessegueiros (PENALVER et al., 1994; STOCKWELL; MOORE; LOPER, 1993).
Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA -
Environmental Protection Agency) ndo ha relatos de efeitos adversos ao ambiente e
a espécies vivas relacionados a A. radiobacter K84 (EPA, 2005).

Quando em meio contendo carboidrato assimilavel, o crescimento da

A. radiobacter é acompanhado da producao de exopolissacarideos, como a curdlana



e a succinoglucana (BERGEY, 1974; DUSSAP; DE VITA; PONS, 1991; HARADA,
MISAKI; SAITO, 1968).

A goma curdlana foi descoberta em 1966 e aprovada como aditivo
alimentar em 1996 (PSZCZOLA, 1997). A empresa Takeda Chemicals Industries Ltd.
comercializa a curdlana, uma glucana B-1,3 insoluvel como geleificante, espessante,
estabilizante, emulsificante e substituto de gordura (FUNAMI et al., 1999a;
JEZEQUEL, 1998; NAKAO et al.,, 1991; PZCZCOLA, 1997). A goma curdlana
apresenta ainda beneficios a saude, comuns as B-glucanas (HAVLIK et al., 2005).
Succinoglucana é um heteropolissacarideo soliuvel (DUSSAP; DE VITA; PONS,
1991) que ja foi produzido industrialmente pela Shell (ZEVENHUIZEN, 1997) com
interesse nas aplicacbes como estabilizante de emulsdes e espessante. Ha
inUmeras pesquisas visando a obtencéo de biopolimeros a partir da fermentacéo da
A. radiobacter variando a fonte de carbono e as condicdes de processamento (LEE
et al., 1997a, 1997b; PORTILHO et al.,, 2006; SUTHERLAND, 1998; TRIVENI;
SCHAMALA; RASTOGI, 2001).

A aplicacdo da A. radiobacter k84 no controle da galha da coroa
aponta para o aproveitamento da biomassa obtida como subproduto da obtencao de
metabolitos de interesse comercial.

A fermentacdo de substratos pela A. radiobacter apresenta
potencialidades no desenvolvimento de ingredientes alimentares (SUTHERLAND,
2001) e efetivamente muito mais pode ser feito, considerando fontes renovaveis

como alternativas aos produtos da industria quimica (CUNHA et al., 2004).

3.3 Minerais

Cerca de 5% do peso corpdreo constitui-se de minerais, dos quais
metade é calcio e um quarto é fésforo (CZAJKA-NARRINS, 1998). Os minerais
correspondem de 0,2 a 0,3% do total de nutrientes ingeridos na dieta e apresentam
tal importancia que, sem eles, 0 organismo ndo é capaz de utilizar os 99,7% de
nutrientes restantes (NABRZYSKI, 2002). Em condigbes normais o0 organismo
humano excreta diariamente de 20 a 30 mg de minerais, que necessitam de
reposicao imediata pela alimentacdo para a regulacdo do equilibrio organico
(FRANCO, 1996).



Os minerais fazem parte de hormonios, enzimas e outros compostos
que regulam fungbes bioquimicas no organismo. Minerais dissolvidos nos fluidos
corporais sdo responsaveis por impulsos nervosos, contracdo muscular, balanco
hidrico e acido-basico, além de ter importante papel em manter a respiracao,
frequéncia cardiaca e pressdo sangiinea nos limites normais. A deficiéncia de
minerais na dieta pode levar a doengas, geralmente reversiveis apés a
suplementacdo (CZAJKA-NARRINS, 1998; NABRZYSKI, 2002).

Individuos que seguem dietas de baixa caloria, idosos, mulheres
gravidas, vegetarianos, pessoas que usam medicamentos diuréticos e habitantes de
areas cujo solo é deficiente em certos minerais sdo 0s grupos com maior risco de
apresentar deficiéncia. A ingestdo de minerais abaixo do ideal pode ser devida
também aos efeitos do excessivo refinamento e processamento dos alimentos
(NABRZYSKI, 2002).

Alguns minerais sao reconhecidos como essenciais, mesmo em
quantidades sutis e ainda ndo claramente determinadas. A deficiéncia de um mineral
necessario em quantidades minimas pode representar prejuizo igual ou superior a
falta de um mineral requerido em quantidades superiores (CZAJKA-NARRINS,
1998). Os macroelementos sé&o requeridos na dieta em quantidades superiores a
100 mg por dia. No caso dos microelementos, a necessidade diaria € de miligramas
ou microgramas (NABRZYSKI, 2002).

3.3.1 Macroelementos

Fosforo (P): formacdo de ossos e dentes. Componente do
metabolismo energético (ATP e ADP), componente da sintese protéica do DNA e
RNA, transporte de lipidios, balanco &cido-basico, formacdo de enzimas
(ESCHLEMAN, 1984; HENDLER, 1990). Deficiéncia: é rara, pois o conteudo de
fosfato em plantas e animais € superior as recomendacdes e sua absorcdo é
bastante eficiente (50-90%). A deficiéncia em fésforo pode acarretar aumento de
calcio no plasma e na urina (SILVA; COZZOLINO, 2005a).

Potdssio (K): regulacdo da pressdo osmotica, balangco hidrico e
acido-basico, estimulacdo nervosa, contracdo muscular, sintese protéica, formacéo
de glicogénio (ESCHLEMAN, 1984; HENDLER, 1990).



Célcio (Ca): formacdo de ossos e dentes, coagulagdo sangulinea,
permeabilidade celular, estimulacdo nervosa, contracdo muscular, ativacao
enzimatica. Deficiéncia: crescimento atrofiado, raquitismo, osteomalacia,
osteoporose, tétano (ESCHLEMAN, 1984; HENDLER, 1990).

Magnésio (Mg): componente de o0ssos e dentes, ativacao
enzimatica, estimulacdo nervosa, contracdo muscular. Deficiéncia: crescimento
atrofiado, raquitismo, ocorréncia de tremores que resultam em ataques de
convulsdo. A deficiéncia é observada em casos de alcoolismo ou doenca renal
(ESCHLEMAN, 1984; HENDLER, 1990).

Sadio (Na): regulacdo da pressao osmatica, balanco hidrico e cido-
basico, estimulacdo nervosa, contragdo muscular, permeabilidade celular.
Deficiéncia: casos raros de nauseas, vOomito, vertigem, exaustdo e caibras
(ESCHLEMAN, 1984; HENDLER, 1990).

3.3.2 Microelementos

Ferro (Fe): formagdo da hemoglobina e mioglobina, componente
essencial de enzimas. Deficiéncia: anemia, diminuicdo do transporte de oxigénio e
imunidade celular, fraqueza muscular (ESCHLEMAN, 1984; HENDLER, 1990).

Cobre (Cu): necessario a utilizacdo do ferro e a formacédo da
hemoglobina, constituinte da citocromo-oxidase, participa do desenvolvimento 6sseo
e de tecidos elasticos. Deficiéncia: anemia, neutropenia, leucopenia,
desmineralizacao do esqueleto (ESCHLEMAN, 1984; HENDLER, 1990).

Zinco (Zn): constituinte de sistemas enzimaticos, transporte do
diéxido de carbono, utilizacdo da vitamina A. Deficiéncia: dificuldade de cicatrizacao,
diminuicdo da sensibilidade gustativa, retardo do crescimento e do desenvolvimento
sexual, nanismo (ESCHLEMAN, 1984; HENDLER, 1990).

Manganés (Mn): co-fator de diversas enzimas, atividade antioxidante
no processo de envelhecimento, importante para o funcionamento normal do
cérebro, reproducdo e estrutura 0ssea (ESCHLEMAN, 1984; HENDLER, 1990).
Deficiéncia: em animais, apresentou prejuizo no crescimento e na funcgéo
reprodutora, queda na tolerancia a glicose, alteracbes no metabolismo de
carboidratos e lipidios, hipocolesterolemia e interferéncia no desenvolvimento normal
do esqueleto (SILVA; COZZOLINO, 2005b).



Cromo (Cr): aumenta a tolerancia a glicose e atua no metabolismo
lipidico, eficaz na diminuicdo de risco e no tratamento de diabetes. Deficiéncia:
retardo no crescimento, intolerancia a glicose, elevacao do colesterol sangiineo
(ESCHLEMAN, 1984; HENDLER, 1990).

Cobalto (Co): co-fator da vitamina Bi, contribui para a imunidade.
Deficiéncia: ocorre raramente, pode levar a anemia perniciosa, com manifestacdes
hematolégicas e neurolégicas devido a falta de vitamina B;, (ESCHLEMAN, 1984;
HENDLER, 1990).

Niquel (Ni): co-fator ou componente estrutural de metaloenzimas
especificas. Deficiéncia: diminuicdo da atividade de enzimas hepéticas, como a
glicose-6-fosfato (FRANCO, 1996).

Molibdénio (Mo): co-fator essencial de enzimas envolvidas em
reacOes de oxidagdo e reducgdo. Deficiéncia: aumento da metionina plasmatica e
hipo-uricemia severa, taquicardia, nausea e vomitos, letargia, desorientagdo, coma e
cefaléia (ESCHLEMAN, 1984; HENDLER, 1990).

Em suma, 0s minerais sao necessarios a manutencdo do
metabolismo celular normal e as func¢des dos tecidos, participando de uma infinidade
de processos bioquimicos e fisioldgicos importantes para a saude. A influéncia dos
minerais em reagfes bioquimicas nos sistemas vivos viabiliza também o uso
intencional em alimentos, como agentes antimicrobianos, seguestrantes,
antioxidantes, realcadores de sabor, agentes tamponantes e ainda como
suplementos alimentares (NABRZYSKI, 2002).

3.4 Carboidratos

Os carboidratos sao proporcionalmente a maior fonte de calorias
disponiveis aos seres humanos, mesmo antes do nascimento. Tanto para a gestante
como para o feto, a demanda cerebral de glicose € significativamente alta, assim, a
meta € fornecer carboidratos digeriveis a fim de manter o suprimento adequado de
glicose ao sistema nervoso central. Quanto as necessidades diarias, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda a ingestdo de 300 g de
carboidrato, considerando uma dieta de 2000 kcal (ANVISA, 2003a).

Os polissacarideos sdo o grupo mais importante e representativo

entre os ingredientes alimentares com acao estabilizante, emulsificante, espessante



e geleificante, sendo as gomas microbianas (xantana, gelana e curdlana) exemplos
de polissacarideos que desempenham tais fun¢des (RUITER; VORAGEN, 2002). As
interacOes intra e intermoleculares e interagdes com outros componentes (outros
polissacarideos, proteinas, lipidios e minerais) sdo a base das propriedades
funcionais apresentadas pelos polissacarideos (RUITER; VORAGEN, 2002;
SIKORSKI, 2002).

3.4.1 Fibra alimentar

A ANVISA (Resolucdo RDC n.40 de 21/03/2001) definiu fibra
alimentar como “[...] qualquer material comestivel que n&o seja hidrolisado pelas
enzimas enddgenas do trato digestivo de humanos e determinado segundo os
métodos publicados pela AOAC em sua edicdo mais atual” (FILISETTI; LOBO,
2005).

Outra definicdo para fibra alimentar foi descrita, também em 2001,
pela Associacdo Americana de Quimicos de Cereais (AACC — American Association
of Cereal Chemists): “A fibra da dieta é a parte comestivel das plantas ou
carboidratos anélogos que sao resistentes a digestdo e absor¢do no intestino
delgado de humanos com fermentagdo completa ou parcial no intestino grosso. A
fiora da dieta inclui polissacarideos, oligossacarideos, lignina e substancias
associadas a planta. A fibra da dieta promove efeitos fisiologicos benéficos, incluindo
laxacdo, e/ou atenuacdo do colesterol do sangue e/ou atenuacdo da glicose do
sangue” (FILISETTI; LOBO, 2005).

Considerando que os componentes da fibra alimentar estimulam o
crescimento de bactérias benéficas, especialmente bifidobactérias e lactobacilos,
podem ser incluidos na categoria de alimentos funcionais definidos como
prebidticos, ou seja, ingredientes alimentares que nao sao digeridos e que afetam
positivamente o hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/ou a
atividade de uma ou de um numero limitado de bactérias do colon (GIBSON;
ROBERFROID, 1995).

Além da nao digestibilidade, os efeitos e aspectos inerentes aos
prebibticos sdo o baixo valor calérico (<2,15kcal), aumento do volume de fezes,
modulacdo da microbiota colbnica por estimulagdo das bactérias benéficas

(Bifidobacterium, Lactobacillus e Eubacterium spp) e inibicio de bactérias



indesejaveis (Clostridium e Bacterioides). O consumo desses carboidratos esta
relacionado a diminuicdo de risco de infeccbes intestinais e de cancer coloretal,
reducdo do nivel de colesterol, melhora na absorcéo de nutrientes e modulacdo da
resposta imune (HOLZAPFEL,; SHILLINGER, 2002).

Estudos com ratos indicam que os prebioticos estimulam a absorcao
e retencdo de minerais, principalmente Mg, Ca e Fe. Em humanos tem sido
observado o efeito positivo dos prebidticos na absorcéo do calcio, principalmente em
circunstancias de maior necessidade fisiologica desse mineral, como a adolescéncia
e a pés-menopausa (FILISETTI; LOBO, 2005).

3.5 Proteinas

As proteinas da dieta estdo envolvidas na sintese de proteinas dos
tecidos, nos processos anabdlicos, fornecendo os aminoacidos necesséarios a
construcdo e manutencéo dos tecidos organicos. Como fonte de energia, equivalem
aos carboidratos, fornecendo 4 kcal/g. Desempenham papel estrutural em todos os
tecidos do organismo e na formacdo de enzimas, horménios e secre¢des. Como
anticorpos, estdo envolvidas nas fungfes do sistema imunoldgico. Contribuem para
a homeostase pela manutencédo de rela¢cdes osméticas entre os liquidos corpGreos
e, por serem capazes de se combinar com acidos ou bases, mantém o equilibrio
acido-base do sangue e tecidos. A deficiéncia de proteina pode ocasionar edema,
perda de tecidos corporeos, figado gorduroso, dermatose, resposta imunoldgica
diminuida, fraqueza e perda de vigor (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 1998b). Ainda,
Waitzberg e Logollo (2000) afirmam que a falta de aminoacidos pode levar a perda
de peso, diminuicdo do crescimento, balanco nitrogenado negativo e sintomas
clinicos. Ja qualquer aminoacido que nao seja utilizado pelo organismo é degradado.

Consideradas como elemento fundamental em todos 0s processos
fisiolégicos e bioquimicos do organismo, as proteinas atuam, sobretudo, na
reparacdo e manutencdo dos tecidos e no processo de crescimento. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a necessidade diaria média de proteinas &
de 0,79 g/kg de peso corporeo/dia, sendo que para individuos praticantes de
atividade fisica regular, a recomendacéao varia de 1 a 2,4 g/kg/dia (LABUZA; EDMAN
JUNIOR, 1984; TIRAPEGUI; CASTRO; ROSSI; 2005). De acordo com a ANVISA, a



ingestao diaria recomendada de proteinas € de 75 g, considerando uma dieta de
2000 calorias (ANVISA, 2003a).

Quanto a funcionalidade tecnologica, as proteinas podem ser
utilizadas como emulsificantes (TOREN et al., 2003), estabilizantes de emulsoes,
surfactantes (DAMODARAN, 1994), geleificantes (SIKORSKI, 2002) e substitutos de
gordura (KRUMELL, 1998).

3.6 Estudos de toxicidade

Toxicidade é a capacidade de uma substancia produzir algum efeito
adverso ou dano (JONES, 2002) e um dos principios da toxicologia refere-se a
relacdo entre a concentracdo da substancia em analise e a resposta do organismo,
principio este expresso h& séculos por Paracelsus: “A dose correta diferencia o
veneno do remédio” (OGA; SIQUEIRA, 2003), ou seja, mesmo componentes
essenciais a um organismo podem ser consumidos em niveis toxicos (JONES,
2002).

Em alimentos, a seguranca absoluta é inatingivel, portanto, se busca
a seguranca relativa, que é a probabilidade de ndo ocorréncia de dano quando o
alimento é consumido da maneira usual (JONES, 2002).

Apesar de todos 0s progressos técnicos que permitem esclarecer os
processos téxicos a niveis cada vez mais profundos, ndo se pode negligenciar a
observacdo do animal intacto e dos tecidos in vivo para ndo superestimar resultados
obtidos em condi¢cbes geralmente artificiais. Ainda que ndo haja um animal que
responda as substancias da mesma maneira que o homem, a maioria dos efeitos de
uma substancia no organismo de um animal de laboratério se manifesta também no
homem e vice-versa (REPETTO, 1997). Entretanto, mesmo que sejam utilizados os
melhores métodos de avaliagdo da toxicidade, a extrapolacdo e interpretacdo
adequadas sao necessarias para inferir o risco a humanos a partir de dados obtidos
de experimentos com animais (JONES, 2002).

Ao final do teste de toxicidade in vivo, deve-se avaliar a morfologia
dos 6rgdos e a histologia de alguns 6rgéos alvo, que variam conforme a acédo da
substéancia, via de administracéo e o objetivo do estudo. Em geral, figado e rim séo
bons indicadores no caso de administracdo oral, jA& que suas ceélulas sao

imediatamente expostas aos compostos. O figado é considerado um bom 6rgao



indicador de toxicidade por ser o primeiro 6rgdo alvo no organismo, recebendo
através da veia porta 0 que € absorvido pelo sistema alimentar. Além disso, os
hepatdcitos realizam o metabolismo de compostos exégenos (TIMBRELL, 2002). Os
rins sdo bons indicadores porque, como filtradores do sangue, entram em contato
com grande parte das substancias absorvidas e representam a rota mais importante
de excrecdo da maioria dos compostos (REPETTO, 1997; TIMBRELL, 2002).

A dose sem efeito adverso observado (NOAEL - no observed
adverse effect level) é o maior nivel de ingestdo ou dose oral experimental de um
nutriente que ndo resultou em efeito adverso observado nos individuos estudados e
é verificado para uma circunstancia especifica na identificacdo de dano e na
avaliacao da dose-resposta (COZZOLINO, 2005).

Apos testar de varias maneiras e indicar que um composto pode ser
consumido com seguranca, a NOAEL é dividida por um fator de seguranca para
determinar a ingestéo diaria aceitavel (ADI — acceptable daily intake), expressa em
miligramas da substancia teste por quilograma de peso corporal por dia. O fator de
seguranca € arbitrario e pode variar de acordo com o material e as circunstancias.
Geralmente é utilizado o fator 100, o qual foi estabelecido considerando que a
sensibilidade média dos humanos a um composto seja 10 vezes maior que a do
animal experimental mais sensivel. Ao utilizar o fator 100 (10 x 10), se estaria
garantindo que o individuo mais sensivel poderia ingerir a quantidade equivalente a
ADI de forma segura (NESTMANN; LYNCHA, 2007; VETTORAZZI, 1977).

3.7 Substitutos de gordura

A substituicdo da gordura se baseia na habilidade de um outro
composto em estabilizar &gua em uma estrutura cremosa, conferindo palatabilidade
similar & da gordura. Devido ao alto valor calérico, ha uma tendéncia crescente a
substituicdo das gorduras e Oleos por componentes ndo caléricos que possam
conferir a mesma funcionalidade tecnolégica e sensorial (RUITER; VORAGEN,
2002). Os substitutos de gordura normalmente sdo compostos estruturalmente
diferentes das gorduras, com funcionalidade similar, porém com valor calorico
inferior. Esses ingredientes podem ser carboidratos ou proteinas, com valor
energético que varia de 0 a 5 kcal/g (KRUMELL, 1998).



Exemplos de substitutos de gordura utilizados em alimentos sao a
goma xantana (FOEGEDING; RAMSEY, 1986), produzida pela bactéria
Xanthomonas campestris (SOUW; DEMAIN, 1979), a polidextrose, polimero de
dextrose obtida pela hidrélise do amido, além do grupo dos frutooligossacarideos
(FOS), polimeros de frutose contendo uma glicose terminal, extraidos da alcachofra.
A inulina, extraida da chicéria faz parte do grupo dos FOS e também é utilizada
como substituto de gordura (DEIS, 1994).

A presenca da gordura e a maneira como esta dispersa no alimento
tém relagdo estreita com as propriedades de fluxo do alimento na boca
(extensibilidade, recobrimento da lingua, viscosidade e a sensacao ao engolir) e por
isso afetam diretamente o sabor e a palatabilidade (FLINT, 1996; RUITER,;
VORAGEN, 2002).

Os aspectos de interesse em relacdo ao desenvolvimento de
produtos e as estratégias de reducédo do conteudo de gordura compreendem fatores
sensoriais, nutricionais, tecnologicos, aceitacéo, fatores legais e de custos, 0s quais
sao essenciais para elucidar a concepcao de um produto (COLMENERO, 2000). Na
substituicdo parcial ou total da gordura, o desafio € manter indicadores de qualidade
como a maciez, portanto, a industria de produtos carneos tem buscado ingredientes
para solucionar problemas relativos a textura e a retencdo de umidade (BARBUT,
2006).

De todos os setores, a industria de carne e derivados tem sido a
mais afetada pela publicidade negativa a respeito das implicagbes da carne e
derivados em algumas doencas e a demanda por alimentos tomados como né&o
saudaveis ou que tenham pouca contribuicdo para uma dieta balanceada tem
diminuido sensivelmente. Em resposta a essa problematica, os resultados de
pesquisas cientificas acerca dos beneficios de diversos ingredientes alimentares
para a diminuicdo de risco ou tratamento de doencas especificas apontam para o
desenvolvimento de produtos carneos mais saudaveis, ndo somente pela diminuicédo
na quantidade ou modificacdo do tipo de gordura, mas também incorporando uma
ampla variedade de ingredientes que apresentem beneficios a saude a fim de
resultar em alimentos funcionais (COLMENERO, 2000).

E essencial que se siga metodologia adequada a avaliacdo das
caracteristicas dos produtos formulados para determinar as propriedades e a

aceitabilidade, verificando a conveniéncia da reducdo de gordura. Isso fornece



informagao sobre modificagbes que seriam pertinentes no desenvolvimento de
produtos carneos com reduzido teor de gordura. A avaliacdo das formulagbes se
baseia no comportamento reologico, pH, distribuicdo da gordura na matriz protéica e
demais propriedades influenciadas pela natureza do sistema alimentar carneo e
pelos processos de elaboracdo necessérios a producdo de diferentes produtos
carneos com baixo teor de gordura (COLMENERO, 2000).

3.8 Emulsificantes

Emulsdes sdo sistemas bifasicos de liquidos imisciveis onde uma
fase estd macroscopicamente dispersa na outra na forma de goticulas. A fase
dispersa também é chamada de fase interna e a fase que forma o meio no qual as
goticulas estdo suspensas € a fase continua ou externa. Emulsdes estaveis sao
obtidas prevenindo a aproximacao das goticulas, o que é possivel pela adicdo de um
emulsificante ou pelo aumento da viscosidade da fase continua (AGUILERA;
STANLEY, 1990).

Emulsificantes s&@o compostos anfifilicos (contém residuos
hidrofébicos e hidrofilicos) que se concentram na interface dgua/éleo, ocasionando
diminuicdo significativa na tensdo interfacial, reducdo da energia requerida para
formar emulsdes e a formacéo de filmes estaveis ao redor dos glébulos de gordura,
0s quais previnem a coalescéncia (DAGORN-SCAVINER; GUEGUEN; LEFEBVRE,
1987; KLEMASZEWSKI; HAQUE; KINSELLA, 1989; RUITER; VORAGEN, 2002;
SIKORSKI, 2002).

Bioemulsificantes sdo compostos de origem microbiana que incluem
polissacarideos, proteinas ou misturas complexas destes biopolimeros, capazes de
estabilizar emuls6es (TOREN et al., 2003). As gomas xantana, gelana e curdlana
sdo exemplos de bioemulsificantes utilizados na industria de alimentos (RUITER,;
VORAGEN, 2002) e a manoproteina, uma glicoproteina de levedura, € um composto
amplamente estudado pelas prorpriedades emulsificantes (BARRIGA et al., 1999;
TORABIZADEH; SHOJAOSADATI; TEHRANI, 1996). A biodegradabilidade é uma
caracteristica importante desses compostos, por evitar problemas de toxicidade e
acumulo em ambientes, o que aumenta o potencial de aplicacdo industrial nos
setores alimenticio, farmacéutico e ambiental (AMARAL et al., 2006; BANAT,;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).



A goma arabica apresenta propriedades emulsificantes (SHEPHERD
et al., 1995), assim como as gomas em geral, (RUITER; VORAGEN, 2002). Um
exemplo de proteina amplamente utilizada em alimentos pelas propriedades
emulsificantes € a lecitina de soja (SHEPHERD et al., 1995).

Entre as variaveis que afetam as propriedades fisicas da emulséo
estdo a proporcdo de cada fase, o tamanho e a distribuicdo das goticulas e a
presenca e localizacdo de agentes surfactantes (AGUILERA; STANLEY, 1990). O
pH do meio afeta as propriedades emulsificantes alterando a solubilidade e a
hidrofobicidade superficial das proteinas e a carga da camada protetora ao redor dos
glébulos de gordura. Os ions alteram as interag6es eletrostéticas, a conformacéo e a
solubilidade das proteinas (SIKORSKI, 2002).

A capacidade de emulsificacdo das proteinas se da pelo balanco das
caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas, determinado pelo indice de absorcao
agua/dleo (IAAO), relacionado a capacidade da proteina em reduzir a tenséo
interfacial entre agua e O6leo (ELIZADE et al., 1988, ELIZALDE; PILOSOF,;
BARTOLOMAI, 1991; KANTEREWIKS, 1987).

3.9 Emulsdes carneas

Produtos carneos cominuidos (reestruturados) sao sistemas
alimentares onde uma emulséo do tipo 6leo em agua (O/A) esta aprisionada em um
gel formado por proteinas insollveis e fibras musculares. A gordura é a fase
dispersa na emulséo, presente na forma de goticulas envoltas por um filme protéico
interfacial, composto de proteinas miofibrilares extraidas pelo sal, as quais também
contribuem para a formacdo da matriz do gel (AGUILERA; STANLEY, 1990).
Emulsdes carneas ndo sdo consideradas emulsdes verdadeiras e sim suspensdes
coloidais complexas, nédo totalmente homogéneas. (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006).
A massa ou emulsdo carnea é produzida pela cominuicdo da carne com o sal e
outros ingredientes, formando uma dispersdo constituida de agua, gordura e
proteina (BATER; MAURER, 1991). De acordo com a teoria da emulsdo, durante a
trituragdo, a agua e as proteinas carneas soluveis no sal atuam como a fase
continua, envolvendo os glébulos de gordura em um sistema bifasico que é
estabilizado pelo tratamento térmico (PARKS; CARPENTER, 1987).



Um importante par@metro econdmico para a industria processadora
de carnes é a emulsdo estavel, da qual a gordura ndo se separa durante o
cozimento. O pH, a porcentagem de proteinas, a viscosidade da massa e a
formacdo da matriz geleificada sdo alguns dos fatores que influenciam na
estabilidade da emulsao carnea (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006). A estabilidade da
matriz da emulséo é também relativa a firmeza e distribuicdo uniforme das goticulas
de gordura (AGUILERA; STANLEY, 1990; JONES; MANDIGO, 1982), a espessura
do filme protéico interfacial e a integridade e densidade da matriz da emulsdo como
fase continua, além da habilidade em manter essa integridade durante a aplicagdo
de temperatura na coccgdo. Essas caracteristicas parecem estar diretamente
relacionadas a habilidade da emulsdo ou massa carnea em reter gordura e agua
(IVEY; WEEB; JONES, 1970; JONES; MANDIGO, 1982). Propriedades como a
absorcdo de 4gua e a geleificacdo podem ser mais importantes que a emulsificacao
na estabilidade de sistemas carneos cominuidos (COMER; ALLAN-WOQJITAS, 1988).

A estabilidade da emulsdo formada influi positivamente no
rendimento de coccdo (SMITH et al., 1973) e na manutencéo da textura, atributo
mais importante de qualidade da carne (AGUILERA; STANLEY, 1990).

Diferentes fontes protéicas de origem ndo-carnea sdo amplamente
utilizadas na elaboragéo de produtos emulsionados com a finalidade de melhorar as
propriedades funcionais e a estabilidade, bem como aumentar a qualidade
nutricional. Ingredientes néo protéicos também séo utilizados para auxiliar na
estabilizacdo dessa classe de produtos, sendo a maioria carboidratos, que reagem
com proteinas carneas e/ou ndo-carneas atraveés de interacdes proteina-carboidrato,
reforcando a cimentacdo do gel da matriz e auxiliando na estabilizacdo do sistema
(OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006).

3.10 Microestrutura

A analise estrutural é necesséaria para caracterizar, controlar e
aprimorar as propriedades dos alimentos pela formulagdo de uma abordagem
racional do processamento (AGUILERA; STANLEY, 1990), considerando que o
conhecimento da microestrutura € primordial para a compreensdo do
comportamento de sistemas alimentares, por estar relacionada a nutricao,

estabilidade quimica e microbioldgica, textura, propriedades fisicas e sensoriais.



Técnicas de microscopia sd0 necessarias para atingir o objetivo maior, que é
correlacionar a estrutura com a estabilidade e a funcionalidade (AGUILERA, 2005;
AGUILERA; STANLEY; BAKER, 2000).

No estudo de materiais em p0, a caracterizacdo da funcionalidade
requer a apreciacao das propriedades do material, da arquitetura e da microestrutura
das particulas (THIES, 2001), pois as caracteristicas microestruturais como a forma
e o tamanho de particula influenciam em propriedades de solubilidade, absorcéao e
viscosidade (HROMADKOVA et al., 2003; PAPPAS; RAO; SMIT, 1987). Pela analise
de produtos em pd, por microscopia eletrbnica de varredura, € possivel definir o
estado do composto como amorfo ou cristalino, o que auxilia na elucidagdo das
propriedades, uma vez que essas duas formas apresentam diferencas de
estabilidade, solubilidade em agua e higroscopicidade (GOMBAS et al., 2003). Em
uma substéncia soélida amorfa as particulas estéo distribuidas de maneira irregular, o
gue resulta em alta solubilidade em &gua, enquanto materiais cristalinos
apresentam-se em estado altamente ordenado e apresentam solubilidade mais
baixa (CANO-CHAUCA et al., 2005).

Em alimentos processados, a funcionalidade, as propriedades
texturais e a percepcdo sensorial na boca resultam de intervencbes em nivel
microestrutural, que envolve dimensdes de 0,01 a 100 um (AGUILERA, 2000), em
gue poucos elementos estruturais dos alimentos sao reconhecidos a olho nu
(AGUILERA, 2005).

O microscopio € cada vez mais utilizado para o estudo da influéncia
dos ingredientes e das condi¢cdes de processamento na estrutura dos alimentos. Ao
observar no microscopio Optico a distribuicdo e o estado fisico dos componentes,
particularmente amido e gordura, é possivel explicar, por exemplo, porque alimentos
com composicdo quimica similar apresentam texturas diferentes. No
desenvolvimento de produtos com reduzido teor de gordura as técnicas de
microscopia permitem a comprovagado da presenca da gordura e das substancias

utilizadas para substitui-la total ou parcialmente (FLINT, 1996).

3.10.1 Microestrutura de produtos carneos

A qualidade dos produtos carneos esta intimamente relacionada a

microestrutura (LARREA et al., 2007). Para otimizar o uso de ingredientes nao



carneos e estabelecer sua funcionalidade, é importante entender a interagéo entre a
carne e esses ingredientes (BARBUT, 2006) e, para tanto, uma das metodologias
eficazes € a analise microestrutural.

A estrutura finamente dividida das emulsbes carneas permite a
preparacdo de cortes para analise microscopica nos quais é possivel observar a
proteina, a gordura e o amido (FLINT, 1996). A microestrutura das redes de gel de
proteina em carnes processadas auxilia na explicagdo das caracteristicas dos
produtos (textura, propriedades de retencéo de agua e de gordura), na avaliacdo do
efeito dos niveis de gordura e outros ingredientes ndo carneos e ainda na
localizacdo desses componentes, como a distribuicdo da gordura na matriz protéica
(COLMENERO, 2000).



4 MATERIAL E METODOS

Este capitulo esta dividido em subtitulos, de acordo com o tema do
experimento realizado e o material utilizado em cada etapa do trabalho esta descrito

junto a metologia correspondente.

4.1 Producao do biopolimero de  Agrobacterium radiobacter k84

O melago de cana-de-acucar (50% de carboidratos totais) utilizado
como fonte de carbono para a producdo do biopolimero pela Agrobacterium
radiobacter k84 foi gentilmente fornecido pela Cooperativa Agropecuéria Rolandia
Ltda (COROL), Rolandia, Parana. A cepa de A. radiobacter k84 foi cedida pelo
Laboratério de Ciéncia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (DCTA), Universidade Estadual de Londrina (UEL), Parana.

4.1.1 Manutenc&o do microrganismo

A bactéria A. radiobacter k84 foi mantida em meio inclinado
composto de 1,0% de manitol, 0,02% de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,),
0,02% de sulfato de magnésio (MgSO,), 0,01% de cloreto de sodio (NaCl), 0,25% de

extrato de levedura e 1,5% de agar.

4.1.2 Caldo de cultivo

O caldo de cultivo preparado com melaco de cana-de-acucar 4°BRIX
(2% de carboidratos), 1,2% de extrato de levedura (CUNHA, 2002) e tracos de sais
minerais (Quadro 1). A concentracdo de melaco de cana-de-aglcar no caldo descrito
foi definida em experimento prévio, onde foram testadas as concentracfes de 1,5 e

4BRIX, em funcdo da massa de biopolimero produzida .



Quadro 1 - Sais minerais utilizados no meio de cultivo para a producdo de
biopolimero por Agrobacterium radiobacter k84

Sais Minerais Quantidade (g.L™)
Fosfato de potassio monobasico [KH,PO4] 1,74
Fosfato de potassio dibasico [K;HPO,] 0,49
Sulfato de sddio [Na,SO,] 1,63
Cloreto de magnésio hexahidratado [MgCl,.6H,0] 0,25
Cloreto férrico hexahidratado [FeCl;.6H,0] 0,024
Cloreto de célcio dihidratado [CaCl,.2H,0] 0,015
Cloreto de manganés tetahidratado [MnCl,.4H,0] 0,01
Acido citrico [CsHgO-] 0,21

Fonte: (PHILLIPS; LAWFORD, 1983)

4.1.3 Preparo do pré-inéculo

Anteriormente ao preparo do pré-inoculo, a A. radiobacter k84 foi
ativada. Para tanto, uma alcada foi inoculada em um novo meio de manutencao
(item 4.1.1) inclinado e a incubacao se deu a 28C, durante 48 horas. Para o preparo
do pré-indculo, o caldo de cultivo foi inoculado com uma algada da bactéria
(imediatamente apos o periodo de ativacdo) e mantido em incubadora com agitacdo
(TE421, Tecnal) a 28°C e 150 rpm, durante 48 horas.

4.1.4 Preparo do inéculo

O inoculo foi preparado pela adicdo de 10% (v/v) de pré-indculo ao

caldo de cultivo, que foi incubado a 28°C e 150 rpm, durante 24 horas.

4.1.5 Producao do biopolimero

As etapas de producdo do biopolimero estdo descritas em
fluxograma (Figura 1) e detalhadas a seguir. O biopolimero foi produzido a partir do
caldo de cultivo em frascos de vidro com capacidade para 3 L, contendo 2 L do
caldo adicionado de 10% (v/v) de inéculo e mantido a 28T e 150 rpm, durante 120
horas. Apos esse periodo, a biomassa foi separada por centrifugacéo (Eppendorf,
Modelo 5804R) a 12000 x g por 30 minutos a 4°C (LEE et al., 1997b) e o biopolimero



precipitado do sobrenadante com etanol absoluto frio (3:1, v/v) durante 24 horas a
4°C. O precipitado foi separado utilizando filtro de viscose (Perfex®) colocado sobre
peneira de nylon. A biomassa e o biopolimero foram desidratados a 45°C, overnight,
pesados e triturados até 60 mesh.

O etanol utilizado na etapa de separacdo foi recuperado em

evaporador rotativo (TE 210, Tecnal) a 78T sob vac uo.

Cultivo de Agrobacterium radiobacter k84
(28C/150 rpm/120h)
l
Centrifugacéo (120009g/30 minutos) — Biomassa
l
Sobrenadante
l
Precipitacdo do biopolimero (3V etanol/24h/4°C)
l
Separacgao
l
Desidratacéo (45C/ overnight)
l
Trituracéo
l

Biopolimero
Figura 1 — Etapas de producéo do biopolimero de Agrobacterium radiobacter k84
4.1.6 Viabilidade bacteriana da biomassa
A biomassa em p0, obtida da producdo de biopolimero pela A.
radiobacter k84, foi avaliada quanto ao crescimento bacteriano. Em 1 mL de agua

peptonada estéril, adicionou-se 0,01 g de biomassa. Uma al¢cada da solucédo de

biomassa foi semeada pela técnica de esgotamento do inéculo em superficie, em



placa de petri contendo 0 meio especifico para A. radiobacter k84 (item 4.1.1). As

placas (analise em triplicata) foram incubadas a 28<C durante 48 horas.

4.2 Caracterizacao do biopolimero

4.2.1 Analise Microestrutural

Uma fina camada do biopolimero em p6 foi colocada sobre a fita de
carbono aderida ao stub. A deposi¢cdo com ouro foi realizada com corrente de 40
mA, sob vacuo (10 mbar) em metalizador BAL-TEC SCD 050 Sputter Coater e a
amostra analisada por microscopia eletrénica de varredura em equipamento Philips
Quanta 200 (FEI) sob tenséo de 20 kV, com distancia de trabalho de 10,2 mm.

Esta andlise foi realizada no Laboratério de Microscopia e
Microanalise da UEL.

4.2.2 Principais componentes

A composicao centesimal do biopolimero foi determinada utilizando
metodologia oficial da Association of Official Analytical Chemist (AOAC, 1995). O
conteudo de carboidratos foi calculado por diferenca e confirmado pelo método
fenol-sulfarico (DUBOIS et al., 1956).

4.2.3 Atividade de agua

A atividade de agua do biopolimero foi medida em equipamento
AQUA LAB CX-2°.

4.2.4 pH

Solucdes de biopolimero nas concentracdes de 1, 5 e 10% foram
preparadas por adicdo sob agitagdo em agua deionizada (previamente fervida) a
25T e em seguida o pH foi medido com potencibmetro Tecnhal Tec-SMP (AOAC,
1995).



4.2.5 Composicao Mineral

A amostra de biopolimero (0,4 g) foi digerida em 3 mL de solucéo
nitroperclérica (HNO3:HCIO,4, 3:1) a 150C durante 5 horas. Apo6s diluicdo, a
determinacdo dos minerais da amostra foi realizada por espectrometria de emisséo
de plasma (ICP-ICAP 61E, Thermo Jarrel Ash Corporation). A quantificacdo de Na e
K foi determinada em fotdbmetro de chama (Micronal).

A composicao mineral do biopolimero foi determinada no Laboratério

de Solos do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR).

4.2.6 Carboidratos

4.2.6.1 Monossacarideos

O biopolimero foi hidrolisado em HCI 2M (biopolimero:HCI, 1:3) a
105 por 16 horas e a solucdo obtida foi filtrada, concentrada em evaporador
(Tecnal TE-210), ressuspendida em metanol e conduzida a evaporacao.
Cromatografia de camada delgada foi aplicada para identificacdo dos
monossacarideos, utilizando glicose (1mg/mL) como padrédo. O eluente utilizado foi
cloroférmio:metanol:acido acético:agua [4:4:1:1 (v/vivlv)]. A revelacéo foi realizada
borrifando solucéo de anisaldeido:acido sulfurico:acido acético [1:2:100 (v/v/v)] sobre
a placa, que foi mantida em estufa a 110°C por 10 minutos para visualiza¢do sob luz
ultravioleta de onda curta (365 nm) (MOREIRA; SOUZA; VENDRUSCOLO, 1998).

4.2.6.2 Fibra alimentar
Foi realizada a determinacdo de fibra alimentar total, soluvel e

insoltvel do biopolimero pelo método enzimatico-gravimétrico n° 985.29 da AOAC
(1995), utilizando o kit da Sigma (TDF 100A) e tampao MES-TRIS.



4.2.7 Proteinas

4.2.7.1 Proteina soluvel

Foi determinada pelo método colorimétrico de Lowry et al. (1951),
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau e albumina de soro bovina como padrao.

4.2.7.2 Peso molecular da fracdo protéica

Anteriormente a determinacdo do peso molecular da fracdo protéica
0s minerais do biopolimero foram removidos por diadlise contra agua destilada
durante 4 dias em saco de dialise (MEMBRA-CEL) MC 18 x 100 CLR. O dialisado foi
precipitado com 3 volumes de etanol absoluto frio, durante 24 horas a 4°C e
desidratado a 40C durante 12 horas. Uma solucdo de biopolimero (40 yL) em agua
bidestilada contendo 50 pg de proteina por mililitro foi analisada quanto ao peso
molecular da fracdo protéica, por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida
(SDS-PAGE) a 12% (LAEMMLI, 1970), revelado em solucdo de nitrato de prata. O
perfil eletroforético obtido foi comparado ao padrdo de peso molecular 220-10 kDa
(Invitrogen®).

Esta analise foi realizada no Laboratério de Zoonoses,
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Centro de Ciéncias Agrarias,
UEL.

4.3 Propriedades tecnoldgicas

4.3.1 indice de absorcéo de agua (IAA) e indice de  solubilidade em agua (ISA)

Uma mistura de 2,5g de biopolimero em 30mL de agua deionizada
aguecida a 30T foi homogeneizada em agitador magné tico (Corning PC-420D) por
30 minutos e centrifugada a 1500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi mantido a
105C (estufa Neuoni NV1.5) até secagem completa e o tubo com a amostra foi
pesado. O IAA foi obtido pela razdo entre o peso do sélido obtido da centrifugagéo e
0 peso da amostra e 0 ISA pela razéo entre o residuo seco e 0 peso da amostra
(ANDERSON et al., 1969).



4.3.2 indice de absorcéo de 6leo (IAO)

Foi determinado da mesma maneira que o IAA, utilizando Oleo de
soja comercial em ao invés de agua, porém neste caso o sobrenadante foi

descartado.

4.3.3 Viscosidade

Solugbes de 0,5, 1, 1,5, 2, 5 e 15% (p/v) foram preparadas
adicionado o biopolimero a agua destilada sob agitacdo, mantida por 10 minutos, a
temperatura ambiente. A viscosidade das solu¢des foi medida em viscosimetro

Brookfield com spindle n°18, a 20 rpm e 25°C.

4.3.4 Formacéo de gel

Solugdes de biopolimero (20 mL) a 1 e 2% (p/v), preparadas
conforme descrito acima, foram utilizadas para avaliar a formacédo de gel quando
aquecidas em banho-maria a 60T por 15 minutos (FUN AMI et al., 1999b) e entdo
mantidas a temperatura ambiente durante 4 horas. A determinacédo da viscosidade

foi realizada em viscosimetro Brookfield com spindle n°18, a 10 rpm e 25°C.

4.3.5 Propriedades emulsificantes

4.3.5.1 Atividade emulsificante

Uma mistura de 5 mL de agua, 5 mL de 6leo de soja (Soya®) e 0,5 g
de biopolimero foi emulsionada a 9500 x g durante 1 minuto em agitador de haste
Heidolf (YAMATSU et al.,, 1972). A emulsdo obtida foi centrifugada (centrifuga
Harrier 15/80 MSE) a 2000 x g, a 25°C por 5 minutos e a atividade emulsificante
determinada pela razdo entre o volume da emulséo e o volume total de solucéo.
Amostra de lecitina de soja comercial (Solec™F, marca SOLAE) foi analisada quanto

as propriedades emulsificantes, conforme descrito, para fins de comparacéao.



4.3.5.2 Estabilidade da emulsao

A emulsdo obtida conforme descrito acima foi mantida em banho-
maria a 80°C durante 30 minutos e resfriada em agua corrente por 10 minutos. A
emulsdo foi novamente centrifugada a 2000 x g por 5 minutos e a estabilidade
calculada pela razao entre o volume final e o inicial (YAMATSU et al., 1972).

4 .4 Estudo de toxicidade

4.4.1 Citotoxicidade

A toxicidade in vitro foi avaliada pelo teste MTT (MTT-based Kit,
stock no. TOX-1, Sigma Chem. Co., USA), que consiste na reagédo da desidrogenase
mitocondrial das células viaveis com o reagente MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difenil brometo de tetrazodlio) e determinacdo espectrofotométrica da viabilidade
celular. As células de uma linhagem continua de LLC MK2 (células epiteliais de rim
de macaco Rhesus) foram ativadas durante 48 horas em microplacas de 96 pocos.
As solugbes teste foram preparadas em DMEM (meio de Eagle modificado por
Dubelco) estéril para obter as concentracdes de 2,5, 5,0 e 10,0 mg de biopolimero
por mililitro de meio de cultivo celular. DMEM puro foi utilizado como controle. Apés
72 horas de reacdo do biopolimero com as células, a substancia teste foi removida
virando a microplaca sobre papel filtro estéril. Os pogos foram lavados com solugéo
tampéo fosfato (PBS) estéril e foram adicionados 10 pL do reagente MTT para
incubacdo a 37 T durante 3 horas. Foram adicionados 90 pL de iso-propanol
acidificado e a microplaca mantida em agitador orbital (FANEM 255B) por 15
minutos. A absorbancia foi medida em leitor de ELISA (Universal Microplate Reader
ELx 800, BIO-TEC) a 490 e 630 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata
e a concentragdo citotoxica 50% (CCsp) calculada pela analise de regressdo da
curva dose-resposta.

O teste de citotoxicidade foi realizado no Laboratério de Virologia,

Departamento de Microbiologia, Centro de Ciéncias Biologicas, UEL.



4.4.2 Toxicidade oral

As solucbes de biopolimero foram preparadas com agua destilada
estéril a temperatura ambiente sob agitacdo e mantidas sob refrigeracdo até o
momento do uso.

Vinte e cinco camundongos Swiss (Mus musculus) machos, livres de
patdogenos, com 8 semanas de idade foram obtidos do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina, Londrina - PR e aclimatados durante uma
semana a um fotoperiodo de doze horas (12 horas de claro:12 horas de escuro) em
caixa de polipropileno, com racéo (Nuvilab CR1, Nuvital) e 4gua estéril ad libitum.

Os animais foram divididos em cinco grupos de cinco por caixa e
identificados com solucéo de acido picrico. As solugdes de biopolimero (200 pL) a 5,
15, 50 e 150 mg/mL (aproximadamente 25, 75, 250 e 750 mg/kg/dia
respectivamente) foram administradas diariamente durante 30 dias por gavagem. O
grupo controle recebeu 200uL de agua destilada estéril. Os animais foram pesados
antes de iniciar o experimento, semanalmente e ao final do estudo. A ocorréncia de
mortalidade foi verificada diariamente e o consumo alimentar a cada semana.

Os ensaios de toxicidade oral foram conduzidos no Laboratério de
Genética Microbiana, Departamento de Microbiologia, Centro de Ciéncias

Bioldgicas, UEL.

4.4.2.1 Analise hematoldgica

Ao final do experimento (31°dia), os animais foram insensibilizados
em camara de éter para a coleta do sangue por punc¢éo cardiaca, para as andlises:
contagem de células vermelhas (RBC), hematdcrito (Hmt), concentracdo de
hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
meédia (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e contagem
diferencial (MALVEZI et al., 2000).

4.4.2.2 Analise histologica

A necropsia foi realizada em todos os animais experimentais e 0s

orgaos foram analisados macroscopicamente. Um Iébulo do figado e o rim esquerdo



de cada animal foram removidos para avaliagdo microscopica. Os 6rgdos foram
fixados em Bouin aquoso, processados, embebidos em paraplast e cortados em
micrétomo a 7 um. As laminas foram preparadas conforme metodologia aplicada
para avaliacdo de cortes histolégicos e coradas com hematoxilina-eosina (H-E)
(LEESON; LEESON, 1966). A andlise histologica dos érgaos foi realizada em um
teste cego, por trés especialistas do Laboratorio de Imunologia IV, Departamento de
Ciéncias Patolégicas, Centro de Ciéncias Biologicas, UEL. Para a analise, foi
considerada uma escala de danos de 0 (sem efeito) a 4 (efeito severo) (GERMOLEC
et al., 2004). Os cortes foram observados em microscopio 6ptico (Olympus CH20)
com aumento de 40 vezes. Microfotografias foram capturadas com camara digital
Canon Power Shot A70 (3.2 Megapixels).

4.5 Aplicagdo como substituto de gordura em produto carneo a base de frango

Considerando que este trabalho visa a elaboracdo de um produto
carneo que atenda aos requisitos para fazer parte de dietas de baixa caloria, foi
utilizada a carne de frango, que contém mais proteina, menos gordura e menos
colesterol que a carne vermelha (VARNAM; SUTHERLAND, 1995).

4.5.1 Formulacao de produto carneo a base de frango

As formulacdes de produto carneo a base de frango foram
elaboradas utilizando as quantidades de ingredientes descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Formulac&o dos produtos carneos a base de frango

Ingredientes (%) Formulacdes

FO F5 F10
Peito de frango sem 87 87 87
pele
Gordura 10 5 )
Biopolimero i 5 10
Amido de milho 5 5 5
Sal 0,95 0,95 0,95

Pimenta do reino 0,05 0,05 0,05




A gordura utilizada nas formulac¢des foi extraida de pele de peito de
frango. Em frigideira pré-aquecida foram colocados 100 g de pele picada (3,0 x 3,0
cm), a frigideira foi tampada e o processo durou 20 minutos, com a retirada da
gordura extraida a cada 5 minutos. A carne de frango congelada foi picada em
cubos de 3,0 cm e triturada em cuter Filizola %2 CV, a 1730 rpm por 10 segundos. O
processamento no cuter foi repetido a cada adicao de ingrediente, nesta ordem: 50%
do sal, gordura, biopolimero, sal restante, amido, pimenta-do-reino. Os produtos
foram moldados com forma plastica para raviéli em formato retangular de dimensdes
0,4 x 4,5 x 2,5 cm, embalados em sacos plasticos e armazenados a -10°C durante
20 horas. As amostras foram grelhadas em chapa elétrica Gourmet Sizzler EH-
REC13 (ZOJIRUSHI) pré-aquecida a 200C. Cada amostra permaneceu na chapa

elétrica durante 30 segundos de cada lado, totalizando dois minutos.

4.5.2 Principais componentes

Foram determinados de acordo com o item 4.2.2.

4.5.3 Parametros fisicos e quimicos das formulacdes

4.5.3.1 Atividade de agua

As amostras das formulagdes foram trituradas em liquidificador e a
atividade de agua medida segundo o item 4.2.3.

4.5.3.2 pH

As amostras de produto carneo a base de frango foram trituradas em
liquidificador e homogeneizadas (5 g) com 50 mL de agua deionizada (previamente
fervida) a 25C, mantendo agitacdo ocasional durante 30 minutos. As misturas
permaneceram em repouso por 10 minutos, quando os sobrenadantes foram
transferidos para béquers limpos. Os valores de pH dos sobrenadantes foram
medidos com potencidmetro Tecnal Tec-3MP (AOAC, 1995).



4.5.3.3 Capacidade de retencéo de agua (CRA)

Uma porcdo central da amostra (2g) foi colocada entre dois papéis
filtro de 11 cm de diametro e entre placas de acrilico de 16 x 16 cm e pressionada
por 10 kg durante 5 minutos. A amostra foi pesada novamente e a CRA calculada:
[100 - (peso inicial — peso final) / peso inicial x 100] (HAMM, 1960).

4.5.3.4 Rendimento de coccao

Trés amostras de cada formulacdo foram pesadas em balanca semi-

analitica Mark — Bel Engineering, antes e apos serem grelhadas (BERRY, 1992).

4.5.3.5 Anélise de textura

A porcédo central (1,4 x 4,5 cm) das amostras grelhadas foi retirada
para determinacdo da forca de cisalhamento, sendo as dimensdes definidas em
virtude do formato do probe. A amostra foi posicionada perpendicularmente ao probe
HBP/BSW Blade Set With Warner Bratzler acoplado ao texturdmetro TA-XT2
(Texture Technologies Corp., Scardale, NY, USA), operando a velocidade de 5
mm/s, distancia de 30 mm e forca do Triguer igual a 0,19 N. Foram realizadas seis
medi¢cbes por formulagdo (GARCIA-SEGOVIA; ANDRES-BELLO; MARTINEZ-
MONZO, 2007).

4.5.4 Analise microestrutural

A analise microestrutural das formula¢gbes grelhadas foi realizada
segundo Barbut (2006). Uma porc¢éo central (0,5 x 1,0 x 0,2 cm) de cada formulagéo
foi retirada, fixada em formalina 10% (v/v) (amostra:solucdo, 10 g:100 mL) por 10
horas a 20C, desidratada gradativamente em alcool iso-propilico (70, 95 e 100%,
v/v) e diafanizada em xilol absoluto. As pecas foram incluidas em parafina e
cortadas em microtomo a 6 pum. As laminas foram preparadas conforme metodologia
aplicada para avaliacdo de cortes histologicos e coradas com hematoxilina-eosina
(H-E) (LEESON; LEESON, 1966). Os cortes foram observados em microscopio



Optico (Leica DMLS) com aumento de 100 vezes. Microfotografias foram capturadas
por um sistema de analise computadorizado (JVC TK-C1380, software Motic Images

Plus 2.0 ML) acoplado ao microscopio.

4.5.5 Anélise de cor

Foram tomadas medidas de cor da regido central de cinco amostras
por formulacdo, com uma medida de cada lado. As amostras cruas (congeladas) e
grelhadas foram analisadas utilizando colorimetro Byk Gardner GmbH, nas
condigbes padrédo do aparelho: lampada D 65 (luz natural do dia) e a 10° do
observador. A coloracdo das amostras foi detectada de acordo com o sistema CIE
(Commission International |"Eclairage) e os resultados dados em L* (luminosidade),

a* (vermelho-verde) e b* (amarelo-azul).

4.5.6 Avaliacdo Sensorial

Os provadores nao treinados (n = 50) foram solicitados a preencher
um questiondrio a respeito da faixa etaria, sexo, escolaridade e habitos de consumo
referentes a produtos similares ao apresentado no teste. Na entrevista, o termo
hamburguer foi utilizado como referéncia para facilitar o entendimento pelos
provadores, ainda que as formulacdes ndo apresentassem todos os atributos
caracteristicos de um hamburguer. Um produto conhecido (hamburguer) foi utilizado
como referéncia porque, segundo Gil (1996) e Gressler (2004), em questionarios de
pesquisa as perguntas devem ser formuladas de maneira clara, concreta e precisa,
devendo-se levar em consideracao o sistema de referéncia dos entrevistados, bem
como o seu nivel de informagéo.

As amostras foram servidas a aproximadamente 60C em pratos
plasticos brancos, codificados com numeros aleatorios de trés digitos. Cada
provador avaliou as trés formulacdes (FO, F5 e F10), apresentadas uma por vez, em
ordem aleatorizada. Na figura 2 estd4 apresentada a ficha utilizada na avaliacao
sensorial, realizada como segue: foi realizado um teste de aceitabilidade com escala
hedonica hibrida de dez pontos (VILLANUEVA; PETENATE; DA SILVA, 2005),
sendo os resultados dados pela média das notas atribuidas pelos provadores para

cada formulacdo. Simultaneamente ao teste de aceitagdo, a maciez e o sabor de



frango das formulagdes foram avaliados utilizando a escala do ideal. Os provadores
foram também questionados sobre a intencdo de compra em relagdo a cada
amostra.

Os resultados obtidos na escala do ideal (Just Right Scales) e no
questionério de intencdo de compra foram calculados pela freqiéncia de respostas
assinaladas para cada ponto das escalas (NAGATO et al., 2003).

Nome (opcional): Idade:

Vocé esta recebendo uma amostra codificada de hambuarguer de frango. Por favor, prove-a e
marque com um “X” o local na escala (incluindo entre os pontos) que melhor represente o
guanto vocé desgostou ou gostou da amostra, de uma maneira geral.

Amostra:_____
0 - - - o 5 . - . - 10
Desgotei N&ao gostei Gostei
extremamente nem desgostei extremamente

Agora, utilizando a escala abaixo, avalie o quao préximo do ideal estdo as amostras, em relacéo
a maciez e sabor:

Maciez Sabor de frango
(+1) mais que o ideal (+1) mais que o ideal
(0 ) ideal (0 ) ideal
(-1 ) menos que o ideal (-1 ) menos que o ideal

Quanto a intencdo de compra, avalie as amostras de acordo com a seguinte escala:
(5) certamente compraria

(4)

(3 )talvez comprasse / talvez ndo comprasse

(2)

(1)

certamente ndo compraria

Figura 2 — Ficha utilizada para avaliacdo sensorial dos produtos carneos a base de
frango

4.6 Anéalise estatistica

Os resultados estédo apresentados como médias + o desvio padréo e
foram comparados por analise de variancia (ANOVA), utilizando o software Statistica
5.0, com significancia a p < 0.05. Em caso de diferenca significativa, foi realizada a

comparacao entre médias aplicando o teste Tukey.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producédo e caracterizacdo do biopolimero pela  Agrobacterium radiobacter
k84

A fermentacdo pela Agrobacterium radiobacter k84 de um meio
contendo melaco de cana-de-acucar como fonte de carbono, seguida pela
precipitacdo do produto obtido com etanol resultou em aproximadamente 10 g.L™ de
um novo biopolimero bruto, com aspecto de pé marrom (Figura 3a), composto de
40% de minerais, 35% de carboidratos, 15% de proteina. O teor de umidade (10%) é
semelhante ao da goma curdlana (SPICER; GOLDENTHAL; IKEDA, 1999). A
producdo do biopolimero foi conduzida 3 vezes, sem apresentar diferenca
significativa no rendimento e na composi¢ao do produto obtido.

Aproximadamente 3 g.L™! de biomassa ativa foram recuperados do
caldo de cultivo apds a producédo do biopolimero. Esse subproduto da obtencdo do
biopolimero apresenta aplicacdo potencial na area agrondmica, no combate a
doenca da galha da coroa (PENALVER et al, 1994; STOCKWELL; MOORE;
LOPER, 1993).

Em solucdo aquosa a 1%, o biopolimero apresentou pH 7,0, assim
como a goma curdlana (SPICER; GOLDENTHAL; IKEDA, 1999). A atividade de
agua de 0,525 representa a estabilidade do biopolimero a uma série de reacoes
(AGUILERA; STANLEY, 1990) e a contaminacéo microbiana, ja que 0,61 é atividade
de agua minima para haver algum crescimento microbiano (JAY; LOESSNER;
GOLDEN, 2005).



5.1.1 Microestrutura

Figura 3 — Imagens do biopolimero produzido pela Agrobacterium radiobacter k84:
(a) observado a olho nu; (b) observado em microscopio eletrénico de
varredura com aumento de 300 x.

Na micrografia do biopolimero (Figura 3b) pode-se observar
particulas de formas irregulares e tamanhos extremamente variaveis, estando as
particulas menores tanto aderidas como ndo aderidas a superficie das de maior
dimensdo. Este tipo de estrutura € definido como uma “mistura parcialmente
randomizada” (partially random mixture), caracterizada pela interagao parcial entre
as particulas de tamanhos diferentes (BARBOSA-CANOVAS; RUFNER; PELEG,
1985).

De acordo com Cano-Chauca et al. (2005), a aderéncia das
particulas menores em torno das maiores, demonstrada pelo biopolimero (Figura
3b), indica a auséncia de superficies cristalinas e é caracteristica de compostos
amorfos. A presenca dessas superficies amorfas se traduz em alta solubilidade do
p6é em agua (CANO-CHAUCA et al.,, 2005; YU, 2001) e em maior velocidade de
dissolucéo, em comparacao a compostos no estado cristalino (YU, 2001).

5.1.2 Composigéo Mineral
Na Tabela 2 estdo os resultados da analise de minerais do

biopolimero, bem como a Ingestéo Dietética Recomendada (IDR) e o Limite Superior

Toleravel de Ingestédo (UL), estabelecidos para cada mineral.



Tabela 2 — Composi¢cdo mineral de 1 grama do biopolimero de Agrobacterium
radiobacter k84, Ingestdo Dietética Recomendada (IDR) e Limite
Superior Toleravel de Ingestdo (UL) dos minerais.

Mineral Biopolimero Ingestao dietética Limite superior toleravel
(mg/g) recomendada’ de ingestz?lo2
(mg/dia) (mg/dia)
Macroelementos

K 200 4700* ND

P 8 700 4000

Ca 7 1000 * 2500

Mg 6 320 350

Na 1,2 1500 * 2300

Microelementos

Fe 0,6 18 45
Mn 0,2 1,8* 11
Zn 0,06 8 (mulher); 11(homem) 40
Pb 0,014 ND ND
Cu 0,01 0,9 10
Cd 0,01 ND ND
Cr 0,007 0,025 * ND
Co 0,004 ND ND
Ni 0,002 ND 1

Mo 0,002 0,045 2

‘Ingestdo Dietética Recomendada (IDR) para individuos de 19 a 50 anos.

“Limite Superior Toleravel de Ingestdo (UL — upper limit) para individuos de 19 a 70 anos.

* Ingestdo adequada (Al — adequate intakes)

ND = Nao determinavel devido a falta de dados sobre efeitos adversos ou a baixa probabilidade
de consumo excessivo.

(OTTEN; HELLWIG; MEYERS, 2006)

Para os microelementos chumbo e cadmio ndo ha funcdes
essenciais estabelecidas e, dependendo da dose, esses minerais tém relagdo com
efeito toxico por serem metais pesados (MAIHARA; FAVARO, 2005).

A ingestdo maxima toleravel semanal (PTWI — provisional tolerable
weekly intake) prevista para o chumbo é de 25 pg/kg de peso corpoéreo, de acordo
com o JECFA (Joint Expert Commitee on Food Additives, 6rgdo da FAO/WHO). Em
carnes, o Codex Alimentarius estabelece 0,5 mg/kg como o limite maximo para a
presenca de chumbo (MAIHARA; FAVARO, 2005) e em agua, a ANVISA prevé esse
limite como 0,01 mg/L (ANVISA, 2004).



Para o cadmio a PTWI é de 7 pg/kg de peso corporeo, de acordo
com o JECFA. Segundo o Decreto n°. 55871 de 26/03/1995 da legislacéo brasileira,
o limite maximo para o cadmio € igual a 1 mg/kg de alimento (MAIHARA; FAVARO,
2005) e em agua esse limite é de 0,005 mg/L (ANVISA, 2004).

A goma curdlana contém sais inorganicos (principalmente NaCl) em
pequena quantidade e metais pesados na propor¢cdao de 0,02 mg/g (SPICER;
GOLDENTHAL,; IKEDA, 1999) e € um exemplo de biopolimero de A. radiobacter
utilizado em alimentos ha pouco mais de uma década sem apresentar efeitos
adversos a saude.

Valores de referéncia para a ingestdo do cobalto ndo foram
estabelecidos por ndo haver relato de eventos associados a efeitos toxicos, devido a
presenca deste elemento na dieta em quantidades que ndo causam tais efeitos
(FRANCO, 1996).

Considerando que os minerais apresentam fungbes essenciais no
organismo humano, como regular a atividade enzimatica, facilitar a transferéncia de
compostos essenciais através da membrana celular e manter o equilibrio &cido-base
e a pressao osmotica (CZAJKA-NARRINS, 1998), o conteudo de minerais do
biopolimero pode contribuir com a saude. Aléem disso, 0s minerais apresentam
funcionalidade tecnlégica resultante de interacdbes com o0s componentes dos
sistemas alimentares, o que justifica a adicdo em alimentos (NABRZYSKI, 2002,
SIKORSKI, 2002).

5.1.3 Carboidratos

A caracterizacdo da composicdo de monossacarideos por
cromatografia de camada delgada demonstrou que a fracdo de carboidrato do
biopolimero € composta exclusivamente por residuos de glicose (Rf 0,43). A
determinacao de fibra alimentar indicou que a fracdo de carboidratos do biopolimero
€ constituida de fibra solivel. A goma curdlana apresenta a mesma composicao
monossacaridica, porém é insoluvel (HARADA; MISAKI; SAITO, 1968) e a
succinoglucana € um heteropolimero soluvel (DUSSAP; DE VITA; PONS, 1991). A
partir disso, verifica-se que o biopolimero obtido se trata de um novo ingrediente.

A fracdo de carboidratos do biopolimero, sendo uma fibra soltuvel

composta por unidades de glicose, sugere relacdo com beneficios a saude,



considerando que a maioria dos polissacarideos de interesse nutricional sdo
polimeros de glicose (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 1998a) e que as fibras soluveis
sdo conhecidas por manter o funcionamento normal do trato gastrointestinal,
reduzindo os niveis de colesterol sérico (BEMILLER; WHISTLER, 1996). Ja que as
fibras sollveis apresentam propriedades tais como a habilidade de reter agua e de
formar géis (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 1998a), é plausivel considerar aplicacdes

tecnolégicas do biopolimero.

5.1.4 Proteinas

O perfil eletroforético de peso molecular do biopolimero revelou
proteinas de 65 kDa, 80 kDa e 105 kDa (Figura 4).

Segundo Rosenberg e Ron (1999), proteinas de baixo peso
molecular atuam na diminui¢cdo da tenséo interfacial, enquanto aquelas de alto peso
molecular sdo mais eficazes na estabilizacdo de emulsbes 6leo/agua, pelo efeito no
aumento da viscosidade (SHEPHERD et al., 1995). Quanto ao peso molecular, um
tamanho minimo para a proteina € requerido para que haja interacdo eletrostatica
(POOLE; WEST,; FRY, 1987; POOLE; WEST; WALTERS, 1984), condicao para que
um composto apresente certas propriedades, como a de formar gel (FENG; HULTIN,
2001).



105 kDa

80 kDa
65 kDa

Figura 4 — Perfil eletroforético do biopolimero de Agrobacterium radiobacter k84 em
poliacrilamida (SDS-PAGE), corado com nitrato de prata
1 = Padrao de peso molecular (Invitrigen ®) — 10-220 kDa
2 = Biopolimero de Agrobacterium radiobacter k84 (50 pg de proteina/mL)

5.2 Propriedades tecnologicas

A importancia de caracterizar as propriedades tecnoldgicas de um
biopolimero de origem microbiana, como é o caso do produto em questdo neste
trabalho, além de prever as possibilidades de aplicagdo, reside na escassez de
dados de parametros tecnolégicos a respeito deste tipo de ingrediente. Portanto,
foram avaliadas as caracteristicas de solubilidade em agua, absorcao de agua e de
Oleo, viscosidade, formacdo de gel e propriedades emulsificantes do biopolimero,

objeto deste estudo.



5.2.1 indice de solubilidade em agua (ISA)

O biopolimero apresentou ISA de 68,59+3,17%, o que indica alta
solubilidade, ja& que um composto com ISA superior a 50% ¢é classificado como
altamente soluvel (CHEL-GUERRERO et al., 2002). Esse paramertro apresentado
pelo biopolimero esta relacionado com seu estado amorfo, elucidado a partir da
analise microestrutural (figura 3b) do composto.

A goma curdlana é insoluvel, formando suspensdo quando
misturada a agua (JEZEQUEL, 1998). O valor obtido para o biopolimero esta entre
os indices de solubilidade em agua de ingredientes utilizados como substitutos de
gordura: 60% para a goma xantana (SCIARINI et al., 2008), 75% para FOS e 80%
no caso da polidextrose (DEIS, 1994).

Essa comparacdo sugere a possibilidade de aplicacdo do
biopolimero em substituicdo a gordura. O ISA do biopolimero € um indicador de
propriedades emulsificantes, considerando que a relacdo entre esses parametros foi
proposta por Kanterewicz et al. (1987) e Kinsella (1976). Além disso, compostos com

alta absorcéo de agua séo utilizados como agentes de volume (PENNA, 2002).

5.2.2 Indice de absorcio de agua (IAA) e de 6leo (I AO)

O biopolimero produzido pela Agrobacterium radiobacter k84
apresentou 83,3%+1,95% de absor¢cédo de agua e 190,76%9,63% de absorcéo de 6leo,
o gque indica propriedade lipofilica superior a hidrofilica.

Esses indices sdo amplamente estudados e relacionados a fracao
protéica dos ingredientes. Por exemplo, um isolado protéico de soja apresentou IAA
de 265% e IAO de 103% (SOSULSKI; McCRUDY, 1987), enquanto esses indices
para concentrado protéico de soro de leite foram IAA de 20% e IAO de 97%
(ELIZALDE; PILOSOF; BARTOLOMAI, 1991) e para concentrado protéico de feijao,
IAA de 271,73% e IAO de 220,91% (DONADEL; PRUDENCIO-FERREIRA, 1999).
No caso da goma curdlana, em condicbes otimas apresenta IAA de 100%
(JEZEQUEL, 1998).

O resultado de IAA do biopolimero sugere aplicagdo como substituto
de gordura, jA que a habilidade de um ingrediente em manter a 4gua no sistema
alimentar (JEZEQUEL, 1998; RUITER; VORAGEN, 2002) resulta em solucédo ou



suspensao viscosa que imita a palatabilidade da gordura e é eficaz na manutencao
da estabilidade do produto durante a armazenagem (FUNAMI; YADA; NAKAO,
1998).

Em proteinas, as caracteristicas de absorcdo de agua e de oOleo,
mais que a solubilidade, determinam a habilidade em estabilizar emulsbes
(ELIZALDE et al., 1988), pela influéncia na espessura da camada interfacial que
previne a coalescéncia dos globulos de gordura (ELIZALDE et al., 1988;
KANTEREWICZ et al., 1987). O indice de absorcdo agua-0leo (IAAO), ou balanco
hidrofilico-lipofilico é considerado como o melhor indicador para predizer as
propriedades emulsificantes de proteinas (ELIZALDE et al., 1988; KANTEREWICZ et
al., 1987) e é obtido pela razdo entre o IAA e IAO. O biopolimero obtido apresentou
IAAO de 0,44 que, segundo Kanterewicz et al. (1987), corresponde a atividade
emulsificante limitada, ja que o valor 2 corresponde a maxima atuacdo na formacao

de emulsdes.

5.2.3 Viscosidade

Os resultados de viscosidade das solugbes do biopolimero estdo na
tabela 3.

Tabela 3 — Viscosidade das solu¢cbes de biopolimero de Agrobacterium radiobacter
k84 (Spindle n°18, 20 rpm, 25°C)

Concentracédo de Viscosidade (Cp)
biopolimero (%, p/v)

0,5 31,75%+ 2,47
1 32,10%+ 1,27
15 34,75%+ 1,76
2 38,55™ + 1,63
5 41,3°+ 0,99

15 114,25° + 0,78

Valores sdo médias * desvio padrdo dos resultados, em duplicatas. Médias
acompanhadas de letra diferente apresentam diferenca significativa (p<0,05)

Observou-se que o biopolimero tem a propriedade de formar
solugcbes viscosas quando dissolvido em agua a temperatura ambiente e que a
viscosidade aumenta com a concentracdo (Tabela 3). Esta conduta € tipica de
polimeros lineares que apresentam grupos carregados e é resultante da maior

interacdo entre as cadeias do polimero quando a concentracdo aumenta (PENNA,



2002). A habilidade do biopolimero em formar solu¢des viscosas esta de acordo com
sua caracteristica de alta absorcédo de agua (item 5.2.2), parametros correlacionados
por Funami, Yada e Nakao (1998). Além disso, essa habilidade aponta para a
propriedade de estabilizar emulsbes, relacionada ao efeito do aumento da
viscosidade na diminuicdo da colisdo entre as goticulas (BECHER, 1965; ELIZALDE
et al., 1988; KANTEREWICZ et al., 1987; PETROWSKI, 1976).

A goma curdlana ndo forma suspensdes uniformes em concentracéo
inferior a 2%, devido a precipitacdo das particulas em virtude da baixa viscosidade
da suspenséo, e tampouco em concentragdo superior a 10%, devido a hidratacao
insuficiente da goma (FUNAMI et al., 1999b).

5.2.4 Formacéo de gel

Na concentracdo de 1% em solugdo aquosa o biopolimero néo
formou gel sob aquecimento (60C/15 minutos). Quand o em solucdo aquosa a 2%,
aguecida sob as mesmas condicdes, o biopolimero formou gel com viscosidade de
230,10+2,05 Cp (Spindle n°18, 10 rpm, 25T), que é comparavel com suspens ao de
curdlana (FUNNAMI et al., 1999a), conhecida como agente geleificante
(PSZCZOLA, 1997).

A capacidade de formacdo de gel pelo biopolimero pode ser
atribuida a composicdo em polissacarideo e proteinas, por serem macromoléculas
gue normalmente apresentam atividade geleificante (RUITER; VORAGEN, 2002;
SIKORSKI, 2002; SUTHERLAND, 2001) e favorecida pela composicdo mineral,
devido a presenca de ions divalentes que aumentam as interacdes eletrostaticas,
necessarias a geleificacdo (FENG; HULTIN, 2001; SIKORSKI, 2002; WARD;
ANDON, 2002).

5.2.5 Propriedades emulsificantes

Além de contemplar a atividade emulsificante (AE), que € habilidade
de diminuir a tenséo interfacial entre agua e 6leo em uma emulséo, as propriedades
emulsificantes envolvem a estabilidade da emulsdo (EE) formada (KANTEREWICZ
et al., 1987).



Quanto as propriedades emulsificantes, o biopolimero apresentou
56,11+0,78% de atividade emulsificante e 98,02+1,39% de estabilidade da emulséo,
enquanto a lecitina de soja comercial, analisada para fins de comparacao,
apresentou AE de 72,78+0,55% e EE igual a 99,62+0,54%. Embora a atividade
emulsificante do biopolimero seja expressivamente inferior a da lecitina, ambos
apresentaram valores elevados e proximos para a estabilidade da emulséo, inicando
efeito estabilizante.

Pode-se considerar a fracdo protéica do biopolimero como
responsavel pela atividade emulsificante e a fracdo de carboidrato como
estabilizante da emulsdo, de acordo com o observado por Barriga et al. (1999),
acerca de compostos bioemulsificantes. Considerando que a atividade emulsificante
é favorecida pela presenca de cétions divalentes (ROSENBERG; RON, 1999), pode-
se inferir que o conteudo de minerais do biopolimero também teve efeito nessa

propriedade.

5.3 Estudo de toxicidade

O estudo toxicologico do novo biopolimero bruto produzido pela
Agrobacterium radiobacter k84 e proposto como ingrediente alimentar € essencial
como uma questdo de seguranca alimentar, portanto, a toxicidade celular bem como

a toxicidade oral foram avaliadas.

5.3.1 Citotoxicidade

O biopolimero causou decréscimo dose-dependente na proliferacédo
de células LLC MK, ap06s 72 horas de exposi¢do (Figura 5). O tratamento com 2,5
mg de biopolimero /mL de meio de cultivo celular, reduziu a proliferacdo celular em
5% em comparacdo aos controles. A concentracdo de 5,0 mg/mL, 23,48% das
células morreram, e quando 10,0 mg/mL foram aplicados, a perda de viabilidade
celular foi de 55,91%.
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Figura 5 - Efeito citotoxico do biopolimero de Agrobacterium radiobacter k84 em
células LLC MK, determinado pelo teste MTT. Resultados sdo médias
de triplicatas = o desvio padréo.

A curva dose-resposta (Figura 5) obtida do teste de citotoxicidade
pelo método MTT evidencia que 9,32 mg/mL de biopolimero no meio de cultivo
celular torna inviaveis 50 % das células de epitélio de rim de macaco Rhesus, apos
72 horas de reacao. Charles et al. (2002) encontraram valores semelhantes para a
concentracgéo inibitoria 50% (Clsp) de extratos vegetais (alho, canela e gengibre) em
células e reportaram esses resultados como o inicio de uma base de dados util ao
desenvolvimento de métodos para definir a toxicidade comparativa de alimentos,
sem indicagdo de que esses alimentos sejam inerentemente toxicos. Extrato de
ginco biloba, amplamente utilizado como fitoterapico, apresentou Clsp de 1,48 mg/mL
em cultivo de células LLC MKy, apés 48 horas (HECKER et al., 2002). A comparacéo
entre os resultados de citotoxicidade do biopolimero e dos extratos vegetais
mencionados é um indicio de que a toxicidade celular do biopolimero nédo representa

risco a saude.
5.3.2 Toxicidade oral

Todos os animais sobreviveram até o final do experimento. O
consumo alimentar (Figura 6) e o ganho de peso corporeo (Tabela 4) em todas as
concentracbes de biopolimero testadas ndo apresentaram diferenca significativa

entre si nem em comparagdo aos valores verificados no grupo controle. Esses



resultados significam auséncia de efeito do biopolimero sobre os parametros

avaliados.
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Figura 6 - Consumo alimentar semanal médio (g) por grupo de camundongos Swiss
tratados por gavagem com o biopolimero de Agrobacterium radiobacter
k84, durante 30 dias.

Na Tabela 4 estdo os pesos dos animais utilizados no estudo de

toxicidade oral do biopolimero.

Tabela 4 — Peso corporal (média semanal, em gramas) dos camundongos Swiss
tratados por gavagem com o biopolimero de Agrobacterium radiobacter
k84, durante 30 dias.

Dia Dose (mg/kg/dia)

0 25 75 250 750
Inicio (Dia 0) 3551+3,1 38,84+1,6 39,12+ 4,9 39,36 +1,5 34,22 +4,1
7 36,40+ 2,4 37,30+ 2,8 38,66 + 2,8 40,20 £ 1,7 32,82+5,1
14 38,94 +2,7 41,62+1,2 42,26 + 3,6 44,20 £ 3,3 36,08 + 3,5
21 40,30+ 2,4 42,90 +£1,5 4412 £ 4,7 4590+4,1 39,42+ 3,5
30 40,88 + 2,8 44,32 + 1,6 44,08 +£5,1 45,04 + 4,2 41,44 + 3,9

Valores sdo medias + D.P. por grupos de 5 animais

5.3.2.1 Parametros hematolégicos

Os parametros hematolégicos (Tabelas 5 e 6) dos animais de todos

0s grupos tratados foram considerados normais, pois, além de nao apresentarem



diferenca em relagdo ao grupo controle, coincidem com 0s parametros
hematolégicos considerados normais para camundongos Swiss, determinados por
Malvezi et al. (2000).

Tabela 5 — Parametros hematologicos dos camundongos Swiss tratados por
gavagem com o biopolimero de Agrobacterium radiobacter k84,
durante 30 dias.

Parametro Dose (mg/kg/dia)

0 25 75 250 750
Hemacias (milhdes/ mm?®) 9,1+0,4 76+0,4 6,3+0,9 6,8+15 85+04
Hemoglobina (g/dL)* 13,4+2.2 13114 13,3+£1,0 15,0+ 2,0 18,0+ 3,5
Hematécrito (%)* 495+55 51,0+7,0 49,3 £3,7 47,3+4,1 46,5+2,4
Volume corpuscular médio (u3) 50,8 +2,4 70,2+ 11,5 746+75 739+115 529+26
Hemoglobina corpuscular média (pg) 17,2+1.3 17,8+1,2 21,2+5,0 20,8+3,8 21,6 £8,0

Concentracdo hemoglobina corpuscular média (%) 28,0+6,1 27,0+ 4,6 27,0+ 3,2 31,0£31 39,0+£9,7

Médias + D.P. de valores de 2 animais por grupo
*Médias + D.P. de valores de 5 animais por grupo

Tabela 6 - Contagem diferencial de células sangliineas dos camundongos Swiss
tratados por gavagem com o biopolimero de Agrobacterium radiobacter
k84, durante 30 dias.

Parametro Dose (mg/kg/dia)

0 25 75 250 750
Neutrofilos (%) 11,0+28 13,0+63 112+51 136+89 14,8+99
Linfocitos (%) 836+29 810+74 830+50 80,6+9,2 80089
Monocitos (%) 46+19 48+15 42+18 44+17 42116
Eosindfilos (%) 08+11 13+09 16+09 14+11 13+13

Valores sdo medias + D.P. por grupos de 5 animais

5.3.2.2 Parametros histolégicos

Na necropsia, 0s 0rgdos dos animais experimentais nao
apresentaram alteracdes macroscopicas e a andlise por microscopia oOptica (Figuras
7 e 8) ndo revelou diferencas entre os érgados dos animais dos grupos teste e do

grupo controle, o que indica a potencial inocuidade do biopolimero.



Figura 7 — Micrografias da regido centro lobular dos figados dos camundongos
Swiss tratados por gavagem com o biopolimero de Agrobacterium
radiobacter k84, durante 30 dias: (a) controle; (b) 25 mg/kg/dia; (c) 75
mg/kg/dia; (d) 250 mg/kg/dia; (e) 750 mg/kg/dia. Coloragdo H-E.
Aumento de 40 x, em microscopio 6ptico.

Os animais tratados com o biopolimero apresentaram constituicdo
hepética (Figuras 7b a 7e) semelhante a apresentada pelos animais do grupo
controle (Figura 7a), com os hepatdcitos nucleados e sem alterac6es morfoldgicas,

dispostos em torno do vaso centro lobular, também com a estrutura intacta.

Regido medular

Figura 8 — Micrografias dos rins dos camundongos Swiss tratados por gavagem com
o biopolimero de Agrobacterium radiobacter k84 durante 30 dias: (a)(f)
controle; (b)(g) 25 mg/kg/dia; (c)(h) 75 mg/kg/dia; (d)(i) 250 mg/kg/dia;
(e)(j) 750 mg/kg/dia. Coloracdo H-E. Aumento de 40 x, em microscopio
optico.

Nos rins dos animais tratados com o biopolimero (Figuras 8b-8e; 8g-
8j) pode-se identificar estruturas comparaveis as observadas nos 6rgdos do grupo
controle (Figuras 8a e 8f): na regido cortical (Figuras 8b a 8e) aparecem os
glomérulos (estruturas maiores) integros, assim como o0s tdbulos e na regido
medular (Figuras 8g a 8j) estédo os ductos coletores, também inalterados.



A auséncia de efeitos negativos do biopolimero sobre o consumo
alimentar, peso corporal, pardmetros hematologicos e histologia dos 6rgaos, indica
que, nas condicbfes experimentais, 0 composto €é seguro ao organismo de
camundongos. A partir da NOAEL de 150 mg/mL (aproximadamente 750 mg/kg/dia),
definida no estudo de toxicidade oral, pode-se calcular a ingestdo diaria aceitavel
(ADI — acceptable daily intake = NOAEL/100) como 7,5 mg/kg/dia (NESTMANN;
LYNCHA, 2007; VETTORAZZI, 1977). Para um adulto de 70 kg, essa dose (ADI)
seria igual a 525 mg/dia, o que limitaria a quantidade de biopolimero utilizada em
alimentos. Para contornar essa limitacao, se fazem necessarios testes in vivo com
doses superiores as praticadas neste experimento, ja que no estudo de toxicidade
oral do biopolimero, a dose maxima administrada (solucédo a 15%, para resultar na
concentracdo de 150 mg/mL ou dose de 725 mg/kg/dia) resultou na formacdo de
uma pasta, que dificultou deveras a administragdo por gavagem. Por outro lado, de
acordo com Eisenbrand et al. (2002), a auséncia de efeitos toxicos no organismo de
camundongos representa uma perspectiva favoravel a utilizacdo do biopolimero em
alimentos, considerando que a correlacdo entre a toxicidade de um composto em
animais e humanos esta em torno de 70 a 80%. Sob esse ponto de vista, a ingestéo
de até 600 mg/kg/dia do biopolimero, seria considerada como segura.

A respeito da correlagédo entre os resultados da citotoxicidade e da
toxicidade oral obtidos, é importante considerar que os estudos in vitro auxiliam a
descrever o efeito das substancias sobre as células, mas ndo podem determinar a
magnitude do risco apresentado para animais ou humanos (BRENT, 2004,
CHARLES et al., 2002), pois em muitos casos, sistemas in vitro reagem de maneira
diferente do tecido animal in vivo (TIMBRELL, 2002). A extrapolagao in vitro para in
vivo em testes com misturas, como € o0 caso do biopolimero, é ainda mais
complicada devido a biodisponibilidade variavel dos constituintes e a possibilidade
de interacdes entre eles (AUFDERHEIDE, 2008; NIELSEN, 2008). E importante
salientar que a correlacdo da toxicidade in vivo / in vitro ainda ndo esta totalmente
elucidada (UKELIS et al., 2008).

Os resultados dos estudos de toxicidade do biopolimero corroboram
com o descrito na literatura: a A. radiobacter k84 foi registrada em 1979 como
agente de controle da galha da coroa, sem registros subseqientes de efeitos

prejudiciais ao ambiente e a espécies vivas (EPA, 2005) e ndo existe ocorréncia de



efeitos adversos relacionados a ingestdo de curdlana e succinoglucana, produzidas
pela bactéria.

Em estudo realizado por Primo (2008), o biopolimero (obtido
conforme item 4.1), quando administrado por gavagem a camundongos Swiss nas
concentracdes de 75, 150 e 300 mg/Kg de peso corpdéreo foi avaliado por ensaios do
micronucleo em sangue periférico. O biopolimero apresentou efeito antimutagénico,
com significativa reducdo de danos, enquanto mutagenicidade nao foi observada
nas concentracoes testadas, o que vai ao encontro dos resultados dos estudos de
toxicidade realizados, quanto a auséncia de efeitos nocivos.

Como o0s biopolimeros de origem microbiana para uso como
ingredientes em alimentos ndo sao produzidos industrialmente no Brasil, ndo ha uma
legislacdo nacional especifica acerca dessa categoria de produtos. Quanto a
regulamentacdo de um novo ingrediente alimentar, em relacdo a toxicidade, a
ANVISA estabeleceu em 1965 que o ingrediente deve ser seguro para alimentagao
humana (ANVISA, 2003b). Referente ao assunto, o 6rgdo internacional Food and
Drug Administration (FDA) atualizou em 2007 os Principios Toxicolégicos para
Determinagdo de Inocuidade de Ingredientes de Alimentos e, no caso de
ingredientes de origem microbiana, requer que 0 microrganismo seja seguro e gue
sejam seguidas as normas estabelecidas para ingredientes em geral, podendo os
cientistas do 6rgao estipular requisitos especificos. Para a obtencdo de registro de
um novo ingrediente, o FDA exige testes in vitro, seguidos de experimentos com

roedores, com animais néo roedores e com humanos (FDA, 2007).

5.4 Aplicagdo como substituto de gordura em produto carneo a base de frango
(Sistema Alimentar Modelo)

Na figura 9 pode-se observar o aspecto das formulacdes cruas e
grelhadas do produto carneo a base de frango. As diferencas de cor entre as
formulacdes se devem ao fato de o biopolimero apresentar cor marrom pelo uso de
melaco de cana-de-agcucar como fonte de carbono para a produgcdo pela
Agrobacterium radiobacter K84. Pode-se apreciar que houve aumento na
intensidade da coloracdo da formulacdo FO quando esta foi grelhada e que houve

efeito contrario no caso de FO e F5, contendo o substituto de gordura.



AMOSTRAS CRUAS

AMOSTRAS GRELHADAS

Figura 9 — Aparéncia das formulacbes de produto carneo a base de frango, cruas e
grelhadas: (a)(d) FO = formulacdo com 10% de gordura; (b)(e) F5 = formulacédo
com 5% de gordura e 5% de biopolimero de Agrobacterium radiobacter k84;
(c)f) F10 = formulacdo com 10% de biopolimero de Agrobacterium
radiobacter k84.

5.4.1 Principais componentes

Na tabela 7 estdo os resultados, em porcentagem, dos principais
componentes de cada formulacéo de produto carneo a base de frango.

Tabela 7 — Principais componentes das formulac6es de produto carneo a base de

frango
Parametro (%) Formulacéo
FO F5 F10
Umidade 60,06°+ 0,21 59,25%+0,35 62,63°+0,33
Cinzas 2,03%+ 0,04 2,96°+0,12 3,69°+ 0,20
Proteina 24,15%+ 0,59 24,54*+ 0,60 23,46%+ 0,99
Lipidios 4,23%+0,05 2,83°+0,11 0,11°+ 0,03

Valores sdo médias + desvio padrao dos resultados de duplicatas, em base Umida.

Médias na mesma linha acompanhadas de letra diferente apresentam diferenca significativa (p<0,05)
FO = formulacdo com 10% de gordura;

F5 = formulagéo com 5% de gordura e 5% de biopolimero;

F10 = formulacdo com 10% de biopolimero.



O teor de umidade foi semelhante nas formulacées FO e F5 e maior
na formulacdo F10, supostamente devido a capacidade de absorcdo de agua do
biopolimero, propriedade comum aos substitutos de gordura (BERRY, 1992). A
quantidade de minerais das formulag@es foi proporcional a substituicdo da gordura,
devido a composicao do biopolimero, o que representa contribuicdo com o aporte de
minerais da dieta, considerando a composi¢cdo mineral (Tabela 2). As formulacbes
ndo apresentaram diferenca significativa no teor de proteinas. O teor de lipidios nas
formulagbes com o biopolimero significou uma reducdo de 33,4% e 97,4%,
respectivamente, para as formulagcdes com 5% e 10% de substituicdo da gordura,

contribuindo com as caracteristicas nutricionais dos produtos.

5.4.2 Parametros fisicos e quimicos das formulacdes de produto carneo a base
de frango

Os resultados de pH, atividade de agua (Aw), capacidade de
retencdo de agua (CRA), rendimento de coccdo, bem como da analise de textura

das formulagdes, estéo na tebela 8.

Tabela 8 — Parametros fisicos e quimicos das formula¢cdes de produto carneo a
base de frango

Parametro FO F5 F10

pH 6,39%+ 0,02 6,75b +0,01 6,64°+ 0,01

Aw 0,9782+0,00 0,970%+0,00 0,972%+0,01
CRA (%) 94,56%+ 1,98 96,58%+ 0,99 96,49%+ 0,82

Rendimento de cocgdo (%)  77,00°+7,07 84,67°+0,82  82,29"+ 1,34
Forca de cisalhamento (N)* 12,15 +295 11,30°+1,93 1258%+1,11
Valores séo médias + desvio padrao dos resultados, em triplicatas.
*Médias de seis repeticoes.
Médias na mesma linha acompanhadas de letra diferente apresentam diferenca
significativa (p<0,05)
FO = formulagcdo com 10% de gordura;
F5 = formulagdo com 5% de gordura e 5% de biopolimero;
F10 = formulagao com 10% de biopolimero.

O pH das formulagdes foi significativamente diferente. A formulagéo
FO apresentou o pH mais baixo (6,39) entre as amostras. A diferenca de pH entre as
formulacbes F5 e F10 pode ser explicada pela relacdo inversa entre concentracao
de biopolimero e pH: solugdo aquosa a 5% (p/v) apresenta pH 6,42 e a 10% (p/v),
pH 6,33.



As trés formulagcbes ndo apresentaram diferencas entre si para os
valores de atividade de &gua, capacidade de retencdo de agua, rendimento de
coccao e forca de cisalhamento (Tabela 8), o que representa uma vantagem da
aplicacdo do biopolimero como substituto de gordura, uma vez que a diminuicdo do
teor de gordura em produtos carneos implica na reducdo de indicadores de
qualidade como a retencédo de umidade (BARBUT, 2006), o rendimento (BARBUT,
2006; TROY; DESMOND; BUCKEY, 1999) e a maciez (COLMENERO, 2000; TROY;
DESMOND; BUCKEY, 1999; GARCIA et al., 2002; MENDOZA et al.,, 2001,
MUGUNZERA et al., 2002), parametros esses que apresentam correlacao.

5.4.3 Analise microestrutural

Para avaliar o efeito do biopolimero nas formulagbes e elucidar os
tipos de interacdes do ingrediente com o0s outros componentes do produto, foi
realizada a analise microestrutural das formula¢des (Figura 10), porque enquanto a
estabilidade da emulsao pode ser determinada pela aplicacdo de critérios fisicos e
guimicos, a andlise estrutural frequentemente revela as causas do comportamento
da emulséo (AGUILERA; STANLEY, 1990).

frango: (a) FO = formulacdo com 10% de gordura; (b) F5 = formulacéo
com 5% de gordura e 5% de biopolimero de Agrobacterium radiobacter
k84; (c) F10 = formulacdo com 10% de biopolimero de Agrobacterium
radiobacter k84. Coloracdao H-E. Aumento de 100 x, em microscépio
optico.

Na figura 10, pode-se observar a distribuicdo da gordura (setas), nas
diferentes formulacdes.

Observando a microestrutura da formulagdo com 10% de gordura
(Figura 10a), pode-se notar a presenca de poucos globulos de gordura ndo bem
definidos (seta) e a auséncia de um filme protéico interfacial (membrana ao redor do



glébulo de gordura), o que representa quebra da emulsdo, com a ruptura dos
glébulos e consequiente coalescéncia. De acordo com Aguilera e Stanley (1990), a
quebra da estrutura inclui, além da separacédo da gordura, a exudacdo de agua da
matriz, quando as proteinas da carne desnaturam e coagulam, perdendo em parte a
capacidade de reter 4gua e tornando a matriz débil. A matriz geleificada limita o
movimento dos glébulos de gordura rompidos.

Uma causa provavel da quebra da emulsédo na formulacédo contendo
somente gordura, reside na utilizacdo de gordura liquida. De acordo com Lee, Carrol
e Abdollahi (1981), a emulsdo carnea pode ser desestabilizada pelo uso de gordura
liguida, pois a mobilidade desta é inversamente proporcional a consisténcia,
podendo ocorrer a quebra da emulsdo onde a gordura liquida escoa pelos espacos
intersticiais formados, independente da formacdo do filme interfacial. Estes
resultados sugerem a importancia da coesividade da matriz e a consisténcia da
gordura na estabilidade da emulséo.

Para a formulacdo FO pode-se considerar a teoria baseada no
principio de uma ndo-emulsdo, onde a gordura esta fisicamente aprisionada na
matriz protéica e uma porcdo minima da gordura aparece embebida na matriz
(BARBUT, 1988; LEE; CARROL; ABDOLLAHI, 1981).

A micrografia da formulacdo F5 (Figura 10b) representa claramente
0S componentes caracteristicos de uma emulsdo carnea, conforme descrito por
Aguilera e Stanley (1990), onde se observam glébulos de gordura (seta) bem
definidos, dispersos na matriz protéica e envoltos por um filme protéico interfacial,
indicando que houve boa dispersdo da gordura e consequente estabilidade da
emulsdo. Os glébulos de gordura na formulacdo F5 apresentam forma variavel de
circular a oval e estdo distribuidos aleatoriamente na matriz protéica. Nao houve
coalescéncia durante o aquecimento, provavelmente porque a matriz restringiu
fisicamente o0 movimento dos glébulos de gordura. A estrutura da matriz pode ser
resultante do efeito do biopolimero tanto no aumento da viscosidade da fase
continua como na absorcdo da gordura e do excesso de umidade, propriedades
observadas por Barbut (2006), ao utilizar soro de leite em pé modificado em produto
cominuido de frango. A formacdo de membranas envolvendo os globulos de gordura
pode ter ocorrido devido a funcdo do biopolimero na formacao do filme protéico

interfacial. Efeitos semelhantes foram observados por Gnanasambandam e Zayas



(1994), utilizando proteina de gérmen de trigo (7%) como estabilizante em salsichas
tipo Frankfurt.

O efeito do biopolimero na formacédo da estrutura da amostra F5
(substituicdo parcial da gordura), se destaca em comparacdo a formulacdo FO (sem
substituicdo da gordura), demonstrando que o biopolimero atuou como estabilizante
da emulsdo. Lin e Zayas (1987) observaram efeito similar em salsicha, aplicando
gordura pré-emulsificada e proteina de gérmen de milho como estabilizante.
Comparando a microestrutura das formulacdes FO e F5 pode-se considerar que a
quebra da emulsdo na formulacdo FO ocorreu, além das causas ja discutidas, pela
falta de um agente estabilizante, indicando que o amido na proporc¢ao utilizada (2%,
p/v) e os outros ingredientes ndo foram eficazes na formacdo de uma emulsao
estavel.

A acdo do biopolimero, observada microestruturalmente (Figura
10), na formacéo e estabilidade da emulsdo em produto carneo cominuido a base de
frango discorda do previsto a partir dos parametros de IAAO e atividade
emulsificante, ja discutidos nos itens 5.2.2 e 5.2.5, respectivamente. Por outro lado,
essa acdo estd em consonancia com a atividade estabilizante de emulséo
apresentada pelo composto (item 5.2.5). A habilidade do biopolimero em estabilizar
a emulsdo no produto carneo pode ser associada a sua capacidade de formar gel
(tem 5.2.4) e reter agua (item 5.2.2), propriedades apontadas por Comer e Allan-
Wojitas (1988) como possivelmente mais importantes que a emulsificacdo na
estabilidade de sistemas carneos cominuidos.

Na micrografia da formulacdo F10 (Figura 10c) observa-se uma
rede de gel, ndo havendo a formacdo de emulséo, devido a quantidade infima de
gordura (Tabela 7). De acordo com Aguilera e Stanley (1990), em produtos carneos
cominuidos pode-se observar fragmentos de carne néo orientados juntamente com
uma solucao protéica, que sob aquecimento forma um gel que mantém as particulas
unidas. Pode-se considerar que houve a formacédo de uma rede espessa, devido a
contribuicdo do biopolimero para a firmeza do gel. Efeito semelhante foi observado
por Tsumura et al. (2005) em gel preparado com proteina carnea soluvel em sal,
adicionado de isolado protéico de soja. Da analise microestrutural da formulacao
F10 conclui-se que no produto carneo o biopolimero manteve a capacidade de
formar gel, propriedade apresentada pelo composto em solucdo aquosa (item 5.2.4).

Isso indica a possibilidade de aplicacdo do biopolimero em produtos carneos.



5.4.4 Anélise de cor

Os resultados obtidos da analise das formulacdes de produto carneo
a base de frango para os parametros de cor L* a* e b* avaliados pelo sistema
CIELab, estdo na tabela 9. A cor das amostras pode ser observada na Figura 9.
Houve diminuicdo acentuada na luminosidade (L*) das formulagbes com o
biopolimero, tanto para as amostras cruas como para as grelhadas. Verifica-se
diminuicdo da luminosidade entre a amostra FO crua e a grelhada, o que é
caracteristico para produtos carneos. No caso das formulacbes com substituicdo
parcial e total da gordura pelo biopolimero, quando grelhadas, houve um aumento
da luminosidade. Nas amostras cruas, a intensidade da cor vermelha (a*) foi
semelhante nas formulacfes com substituto de gordura (F5 e F10) e menor na
amostra com gordura (F0). Por outro lado, apo6s grelhadas, somente as amostras FO
e F10 apresentraram essa diferenca. A cor amarela (b*) foi mais expressiva nas
amostras FO e F5 cruas. Nas formulagdes grelhadas, a intensidade da cor amarela é

maior na formulacdo FO e semelhante entre as formula¢gdes F5 e F10.

Tabela 9 — Efeito da formulag&o na cor dos produtos carneos a base de frango, crus

e grelhados
Amostras cruas

Parametro Formulacéo

FO F5 F10
L* 71,03% + 0,98 53,06° + 2,31 40,11°+ 1,55
a* 2,98% + 1,08 5,86° + 0,41 6,09° + 1,10
b* 18,89% + 0,71 19,31% + 0,41 15,72° + 1,52

Amostras grelhadas

Parametro Formulacéo

FO F5 F10
L* 70,14% £ 5,20 54,79° + 3,94 48,55° + 3,83
a* 6,397 + 4,13 9,01%° + 2,01 10,04° + 1,56
b* 28,11% + 6,23 23,47° + 2,09 21,76° + 1,35

Valores séo médias + desvio padrao de 10 medidas.

Médias na mesma linha acompanhadas de letra diferente apresentam diferencga significativa (teste
Tukey, p<0,05)

FO = formulacdo com 10% de gordura; F5 = formulacdo com 5% de gordura e 5% de biopolimero;
F10 = formulacdo com 10% de biopolimero.



5.4.5 Avaliacéo sensorial

O perfil dos 50 provadores, de acordo com as respostas dos
questionarios aplicados na ocasido da analise sensorial foi 0 seguinte: 90% estavam
na faixa entre 15 e 35 anos (46% entre 15 e 25 anos), sendo 70% do sexo feminino
e 52% de alunos de pés-graduacédo. Entre os provadores, 98% afirmaram gostar de
hamburguer e 58% apresentam consumo moderado, em média 3 vezes por més.
Quanto ao tipo de hamburguer, 98% ja provaram o de carne, 78% o de frango e 22%
conhecem algum tipo de hamburguer light.

No teste de aceitacdo com escala heddnica hibrida de 10 pontos, a
formulacdo contendo somente gordura apresentou a maior nota (FO = 7,03),
diferindo das amostras com substituicdo parcial (F5 = 5,87) e total (F10 = 4,76) da
gordura por biopolimero, que foram aceitas da mesma forma. A amplitude das notas
de aceitagdo atribuidas para as trés formulacdes de produto carneo a base de
frango, que compreende valores entre 4,76 e 7,03, variou entre a indiferenca quanto
a aceitacdo (5 = “ndo gostei nem desgostei’) e a aceitacdo maxima (10 = “gostei
extremamente”).

Em relagdo ao atributo maciez, todas as formulagbes apresentaram
a maior frequéncia de respostas “ideal” e, comparando as formulagdes entre si,
observa-se (Figura 11) que um namero proximo de provadores (FO = 31; F5 =37 e

F10 = 33) considerou a maciez das trés formulacbes como ideal.
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=
o

o

FO F5 F10

Formulagéo
O (-1) menos que o ideal m (0) ideal m (+1) mais que o ideal

Figura 11 - Frequéncia das notas para o atributo maciez dos produtos carneos a
base de frango, segundo a escala do ideal



Quanto ao sabor de frango (Figura 12), a formulagéo FO apresentou
maior frequéncia de respostas “ideal’, enquanto as formula¢gées contendo o
substituto de gordura tiveram frequéncia de respostas “ideal” decrescente com o

aumento da substituicdo da gordura pelo biopolimero.
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Formulagédo

O (-1) menos que o ideal m (0) ideal m (+1) mais que o ideal

Figura 12 - Frequéncia das notas para o atributo sabor de frango dos produtos
carneos a base de frango, segundo a escala do ideal

Referente a atitude de compra (Tabela 10), as trés formulacdes
apresentaram respostas diferentes, com a intencdo de compra proporcional a

guantidade de gordura da amostra.

Tabela 10 — Frequéncia da intencdo de compra para cada formulagdo de produto
carneo a base de frango

Intencéo FO F5 F10
De compra Frequéncia % Freqiiéncia % Frequéncia %
5 13 26 10 20 6 12
4 17 34 5 10 5 10
3 14 28 21 42 13 26
2 10 7 14
1 18 19 38

A baixa familiaridade dos provadores (22%) com hamburgueres com
reduzido teor de gordura e o aspecto visual das formulacbes F5 e F10 (Figura 9),
com a presenca de cor marrom, diferente da caracteristica para produtos de frango,

podem ter influenciado na aceitabilidade mais baixa dessas formulagées com



substituicdo parcial e total da gordura pelo biopolimero. De acordo com o0s
resultados da analise sensorial, a aceitabilidade dos produtos contendo o
biopolimero como substituto de gordura foi influenciada pelo sabor (Figura 12) e ndo
pela textura (Figura 11), pois este parametro ndo apresentou variacao entre as trés
formulagbes, o que concorda com os resultados da analise instrumental da forca de
cisalhamento (Tabela 8), correlagdo esta entre textura sensorial e instrumental
determinada por Parks e Carpenter (1987). Os resultados obtidos para o atributo
sabor de frango das formulacdes (Figura 12) podem ser explicados pela habilidade
da gordura em carrear compostos lipofilicos de sabor e por isso atuar como
precursor do desenvolvimento de sabor, enquanto os mimetizadores de gordura séo
capazes de carrear apenas sabores soluveis em agua, havendo uma desvantagem
nesse atributo em comparacdo aos produtos que levam gordura na formulacao
(RUITER; VORAGEN, 2002), o que torna a manutencdo do sabor em produtos
carneos com teor reduzido de gordura um desafio (BARBUT, 2006; COLMENERO,
2000; FLINT, 1996).

Diante disso, se fazem necessarios novos testes de formulacéo,
utiizando menor quantidade de biopolimero e/ou adicionando as formulagfes
ingredientes que tenham efeito superior ao do biopolimero no sabor e na cor dos
produtos.



6 CONCLUSAO

6.1 Foi possivel obter um biopolimero bruto produzido por
Agrobacterium radiobacter k84 utilizando melaco de cana-de-acucar 4BRIX como

fonte de carbono.

6.2 A andlise microestrutural demonstrou que o biopolimero é um
composto amorfo. A caracterizacdo das fragdes constituintes do biopolimero é uma
mistura de minerais (P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, Mn, Na, Fe, Cr, Co, Ni, Pb, Cd, Mo), fibra

soltuvel composta por unidades de glicose e proteinas de 65, 80 e 105 kDa.

6.3 O biopolimero apresentou propriedades de importancia
tecnolégica, como alta solubilidade em agua, alta absorcdo de agua e de Oleo,
formacdo de solucdes viscosas a temperatura ambiente, geleificacdo sob

aquecimento e efeito emulsificante e alta capacidade estabilizante de emulséo.

6.4 Nas condicbes experimentais aplicadas, ndo ha toxicidade
evidente do biopolimero, do que se pode considerar o composto como

potencialmente indcuo.

6.5 Verificou-se ser possivel a utilizagdo do biopolimero como
substituto de gordura em produto carneo cominuido a base de frango.

6.5.1 As diferencas entre os parametros fisico-quimicos (pH,
umidade e lipidios) das formulacdes de produto carneo foram devidas ao conteudo
variavel de biopolimero, havendo diminuicdo expressiva no teor de lipidios das
amostras contendo o biopolimero em substituicdo a gordura.

6.5.2 A cor das formulacfes do produto carneo foi influenciada pela
adicdo do biopolimero.

6.5.3 Como substituto parcial e total de gordura, o biopolimero foi
eficaz em manter a textura apresentada pela formulacéo elaborada sem substituicdo

da gordura.



6.5.4 As formulagBes de produto carneo contendo o biopolimero em
substituicdo a gordura apresentaram menor aceitagdo em termos de sabor, em
comparacao ao produto com teor integral de gordura.

6.5.5 A partir da analise microestrutural do produto carneo
cominuido a base de frango pode-se observar que o biopolimero apresentou alta

atividade emulsificante e estabilizante da emulsao.

6.6 Considerando a composicdo em minerais, carboidratos e
proteinas, as propriedades tecnoldgicas e a auséncia de efeitos prejudiciais a saude,
o biopolimero apresenta possibilidades de aplicacdo do ponto de vista nutricional e

tecnoldégico como ingrediente em alimentos.
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Abstract

Agrobacterium radiobactek84 biopolymer (ARB) is a novel, soluble metabottatained in this
work by fermentation using sugar cane molasses asrlon source, and proposed as a food
ingredient. The process resulted in 10 g.L-1 of rade biopolymer composed of ash (40%),
carbohydrate (35%) and protein (15%). Evaluatiothefcytotoxic effect of ARB at 2.5, 5.0 and 10.0
mg/mL in LLC MK, (Rhesus Monkey Kidney) cells by the MTT test, mded a 50% cytotoxic
concentration (Cgg) of 9.32 mg/mL. In a 30-day oral toxicity studywiSs mice were administered
ARB by gavage at 5, 15, 50 and 150 mg/mL (approteiga?5, 75, 250 and 750 mg/kg/day). The
mice presented no hematological or histopatholbgigas of adverse effects, leading us to defire th

no observed adverse effect level (NOAEL) as 150mhg/approximately 750 mg/kg/day).

1. Introduction

Agrobacterium radiobacterfirst identified asAlcaligenes faecalisrar. myxogenesis a non-
pathogenic, Gram-negative, aerobic bacterium, lfyidound in soil, with optimum growth occurring
in the temperature range between 25 - 30°C ang@hkheange of 6 — 9; this bacterium is known as a
producer of exopolysaccharides curdlan and suchinag (Dussap et al., 1991; Bergey, 1974; Harada

et al., 1968).



Curdlan safety (Spicer et al., 1999) was extengistldied by Takeda Chemicals Industries Ltd.,
which commercializes this insolubel,3 linked glucose polymer as a heat-gelling aatkwbinding
agent, thickener, stabilizer, emulsifier and fabgtilute (Funami et al., 1999; Jezequel, 1998;
Pzczcola, 1997; Nakao et al., 1991). In additiamdian has health benefits common to fhglucans
(Havlik et al., 2005). Succinoglucan is a solubétehopolysaccharide (Dussap et al., 1991) that was
industrially produced by Shell (Zevenhuizen, 1998cause of its useful applications as emulsion-
stabilizing, suspending and thickening agent. Thaee innumerous studies pertaining to obtaining
biopolymers fromA. radiobacterfermentation by varying the carbon source and gge@onditions
(Portilho et al., 2006; Triveni et al., 2001; Suthed, 1998; Lee et al., 1997a, 1997b).

It is clear thatA. radiobacterfermentation has potential in food ingredient depment, and
several more applications may be identified, egbgcias we look to renewable resources as
alternatives to products of the chemical indusBytherland, 2001).

In biotechnological products obtained by fermeotati between 38 and 73% of the total
production cost comes from the raw materials, eafjgdrom the organic carbon source (Schmidell,
2001). Sugar cane molasses is a cheaper carboresalternative than glucose traditionally used to
make commercial products fronAgrobacterium cultivation. Its advantages lie in its high
concentration of sucrose and a great variety ofemainsalts, necessary for industrial metabolite
production (Oliveira et al., 2007).

Moreover, the biomass recovered afterradiobacterfermentation has a potential application in
the agronomic area; the microorganism produces cagrovhich is toxic to Agrobacterium
tumefaciensthe bacterium that causes crown gall diseasemmmin peach trees (Penalver et al.,
1994; Stockwell et al., 1993).

In this work, we present preliminary toxicologicatudies of a novelA. radiobacter k84
biopolymer (ARB) produced using sugar cane molaases carbon source. The cytotoxicity of ARB
was determined in LLC MK(Rhesus Monkey Kidney) cells, and the 30-day arsicity of ARB was

determined in Swiss mice.



2. Materialsand Methods

2.1. Materials

Sugar cane molasses was kindly provided by CodparAgropecuaria Rolandia Ltda (COROL),
Rolandia, Parana, Brazil. The radiobacterk84 bacterial strain was supplied by the Laboyatur
Food Microbiology, Department of Food Science Tedbgy, Universidade Estadual de Londrina,

Parana, Brazil.

2.2. ARB production

A. radiobacterk84 was maintained in a slant of mannitol yeasirad.0% mannitol, 0.02%
KH,PQ,, 0.02% MgSQ 0.01% NaCl, 0.25% yeast extract and 1.5% agdrg dultivation broth,
composed of sugar cane molasses 4°BRIX, 1.2% wséstct (Cunha, 2002) and traces of mineral
salts (Phillips and Lawford, 1983), was used toppre a 48 hour pre-inoculum and a 24 hour
inoculum of the bacterium at 28°C and 150 rpm. Avmaedium was inoculated (10% v/v) and
incubated at 28°C, 150 rpm, for 120 hours to predddRB. The biomass was separated by
centrifugation at 12000 x g, for 30 minutes at 4C€e et al., 1997b), and ARB was precipitated from
the supernatant using cold absolute ethanol ()Lfaf 24 hours at 4°C. The biomass and ARB that
were obtained were dehydrated at 45°C overnighghed and milled to 60 mesh.

Ethanol used in the downstream step was recovaredcondenser rotating evaporator (TE 210,
Tecnal) at 78°C under vacuum.

ARB centesimal composition and dietary fiber wemtedmined by official AOAC methods
(AOAC, 1995). Total carbohydrate was determinedthey phenol-sulfuric method (Dubois et al.,

1956).



2.3. Cytotoxicity

In vitro toxicity was evaluated by the MTT test (MTT-baddtl stock no. TOX-1, Sigma Chem.
Co., USA) using LLC MK2 cells (Rhesus Monkey Kidn&pithelial Cells) in a 96-well plate,
according to the manufacturer's instructions. Byiefthe method consists of the reaction of
mitochondrial dehydrogenases of viable cells wlih teagent MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) and subsequent sppbtitometrical determination of cellular
viability. Test solutions of ARB were prepared iterie DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s
medium) to achieve concentrations of 2.5, 5.0 add Ing/mL of culture medium, and the cells
reacted with ARB for 72 hours. The experiments weaeried out in triplicate, and cells grown
without test substances were used as controls5T%ecytotoxic concentration (G& was calculated

by regression analysis of the dose-response curve.

2.4. 30-Day oral toxicity

ARB solutions were prepared with sterile distill@dter at room temperature under agitation and
kept under refrigeration until use.

Twenty-five male Swiss mice, eight weeks old anekffrom pathogens, were obtained from
Central Lifehouse of Universidade Estadual de Loradand acclimated to a 12/12 hour light/dark
cycle for one week. The mice were housed in aghplgne cage with free access to feed (Nuvilab
CR1, Nuvital) and sterile tap water.

Mice were divided into five groups of five animgher cage and identified with picric acid
solution. ARB solutions (20QL) of 5, 15, 50 and 150 mg/mL, approximately 25, 250 and 750
mg/kg/day respectively, were administered dailygayage for 30 days. The control group received
200uL of sterile distilled water. The animals were wadg before treatment, weekly during treatment,
and again at the end of the study. Behavior andalityrwere observed daily, and feed consumption

was recorded weekly.



2.4.1. Hematology

At the end of the experiment (Btlay), animals were anesthetized in an ether charabd blood
was collected by cardiac puncture to analyze rembdlcell count (RBC), hematocrit (Hct),
hemoglobin concentration (Hb), mean corpusculauwa (MCV), mean corpuscular hemoglobin

(MCH), mean corpuscular hemoglobin concentratio€HC) and differential cells count.

2.4.2. Histology

Necropsies were performed on all study animals. elLivand kidney were analyzed
macroscopically, and tissues for microscopic exaton were fixed in aqueous Bouin, processed,
embedded in paraplast, sectioned to a thickness o, and stained with hematoxylin and eosin.
Histological analysis of organs was done by thiggecilists considering a damage scale from 0-4,

according Germolec and co-workers (2004).

2.5. Statistical analysis

Data were presented as mean +/- S.D. The 50% e&ytatoncentration (Ckg) was calculated by
regression analysis of the dose-response curw@el80-day oral toxicity, treated and control gr®up
were compared using a one-way analysis of varigAbKOVA). Statistical analyses were carried out
using Statistica 5.0 software, and differences vatlels of significance at p 0.05 were considered

statistically significant.



3. Reaults

3.1. ARB

Agrobacterium radiobacter k84 growing in molasses 4°BRIX medium produced
approximately 10 g.t of a brown powder with 40% minerals, 35% carbohtelr 15% protein and
10% moisture. Fiber analysis determined that thbateydrate fraction consisted entirely of soluble
fiber. Approximately 3 g.I' of biomass were recovered from the cultivationtibrafter ARB
production. ARB production was conducted three $simgthout significant variation in yield or

product composition.

3.2. Cytotoxicity

After 72 hours of exposure to ARB, LLC MKcell proliferation decreased in a dose-
dependent manner (Fig. 1). Treatment with 2.5 mgARB in the cell culture medium decreased
cellular proliferation by 5% as compared to unidatontrols. At the concentration of 5.0 mg/mL,
23.48% of the cells died, and when 10.0 mg/mL wasied, the loss of cellular viability was 55.91%.
From this analysis, a Ggof 9.32 mg/mL was calculated; this concentratieduced the cell viability

by 50%.

<Insert figure 1 here>

3.3. 30-Day oral toxicity

Every animal survived until the end of the expenineéBody weight gains (Table 1) and feed

consumption in all ARB concentrations tested wenagarable to control group values. No treatment-

related macroscopic findings were identified inatesl animals at necropsy, and light microscopic

examinations did not show significant differencesween organs of ARB-treated and control group



animals. Hematological parameters (Tables 2 amaf Beated animals exposed to all concentrations
of ARB were considered normal, as these values wemgparable to those of the control group and
were similar to values considered normal for Swigse (Malvezi et al., 2000). From the results @ th
30-day toxicity ARB study in mice, the oral no obsx adverse effect level (NOAEL) was

determined to be the highest concentration adreirddt(150 mg/mL, approximately 750 mg/kg/day).

<Insert table 1 here>

<Insert tables 2 and 3 here>

4. Discussion

The novel crude biopolymer named ARBgfobacterium radiobactek84 biopolymer) is ethanol
precipitated from the biomass generated throughementation ofA. radiobacterk84, using sugar
cane molasses as a carbon source. The ARB obtginingss generates biomass as a by-product of
economical interest, sing®. radiobacterk84 can be applied in the biological control ofwn-gall
disease. Thin layer chromatography of ARB for chstbrate identification revealed that the
carbohydrate fraction is composed exclusively hycgse units, and dietary fiber analysis detected
only soluble fiber, which is different from curdlamd succinoglucan profiles. ARB has the property
to form viscous solutions when mixed with water@m temperature with a significant increase in
viscosity due the gelation under heating.

ARB can contribute to health because of its mines@uble fiber and protein contents. In humans,
minerals are important regulators of enzymaticvégti they facilitate the transport of essential
compounds through cell membranes, and they maiiatin the acid-base equilibrium and osmotic
pressure (Czajka-Narrins, 1998). Soluble fiberska@vn to benefit human heath by maintaining the
normal function of the gastrointestinal tract, reidg serum cholesterol and inducing satiety at meal
time (BeMiller and Whistler, 1996). Protein is imant to the normal growth of an organism

(Waitzberg and Logollo, 2000). Studies with micendastrated that ARB has anti-mutagenic activity.



Because ARB has interesting rheological propertiad potential health benefits, more studies
examining the use of ARB in foods, pharmaceutiaal$ cosmetics are warranted.

As ARB is proposed as a novel food ingredient,doldgical studies are essential as a question of
food security. The dose-response curve (fig. 1)aioktd from the cytotoxicity test by MTT
demonstrates that 9.32 mg/mL of ARB in cell cultaredium causes the death of 50% of the Rhesus
Monkey Kidney Epithelial cells, after 72 hours ofdtment. The 50% inhibitory concentrations for
vegetal extracts (e.g. garlic, cinnamon, gingeported by Charles and co-workers (2002) were
similar to the value we report for the 50% cytotoxioncentration of ARB. They reported these
findings as the initiation of a database tool feethods developed to assess comparative toxicity of
foodstuffs, without the indication that these foads inherently unsafe.

The lack of negative effects of ARB on body weidigmatology, and organ histology suggests
that it is safe for consumption in mice. From th®©AEL of 150 mg/mL (approximately 750
mg/kg/day) defined in the ARB 30-day oral toxicgyudy, the Acceptable Daily Intake (ADI =
NOAEL/100) was calculated as 7.5 mg/kg/day (Nestmamd Lyncha, 2007; Vettorazzi, 1977). The
daily amount of ARB allowed to an adult weighting kg would be 525 mg/day. Higher doses could
be tested by another administration via, since higlhest concentration tested in this study was
difficult to administrate by gavage, due the exa&ssolution viscosity. Acording to Eisenbrand ket a
(2002), the absence of harmful effects in miceaspnts a favorable perspective for the use of ARB i
foods, considering that animal models are usuallydgpredictors for human toxicities of around 70—
80%.

Regarding the correlation between cytotoxicity anal toxicity results obtained in this work, it is
important to consider than vitro studies are helpful in describing the cellulareeté of the
substances, but that they cannot determine the itndgnof animal or human risks (Brent, 2004;
Charles et al., 2002) because in many case thitro system reacts differently than the tissue in the
animalin vivo (Timbrell, 2002). Than vitro to in vivo extrapolation in tests with mixtures such as
ARB, is even more complicated due to varying bidabdity and the possibility of interactions
between constituents (Aufderhej@e08;Nielsen, 2008). It is important to note that theivad'in vitro

correlation is not always given and is not yetyfulhderstood (Ukelis et al., 2008).



ARB potential safety could be expected, seeind.asadiobacterstrain k84 has been registered
since 1979 as a control for crown-gall agent withreports of adverse effects to the environment and
to the living species (EPA, 2005). Additionallyeth are no adverse effects reported about curdlan
and succinoglucan produced by this bacterium.

The ARB chemical structural and rheological propettaracterizations are in progress in order to

highlight the composition and possible applicatiohthis new ingredient.
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Fig. 1. Cytotoxic effect of ARB in LLC MKcells, as assessed by the MTT assay. Each data poi
represents the averages of triplicate resultsnadsial deviation.



Table 1:

Mean weekly body weight (grams) of mice admamstl ARB by gavage for 30 days

Day Dose (mg/mL)

0 5 15 50 150
Initial (Day 0) 3551£31  3g84+16 391249  39.36:15 342241
7 36.40£24 53730428 3866628 4020617 328251
14 38.94x 27 4162¢12 4226636 4420033  36.0835
21 40.30£2.4 42090415 441247 459041  39.4235
30 40-88£28 4430416 440851 450442 414439

Values are means + S.D. for groups of 5 mice



Table 2:

Red blood cell parameters of mice administered ARBavage for 30 days

Parameter Dose (mg/mL)
0 5 15 50 150

Red blood cells (millions/ mfjn 9.1+04 7.6+£0.4 6.3+ 0.9 6.8+ 1.5 8.5+ 0.4
Hemoglobin (g/dL) 13.4+£2.2 13.1+ 1.4 13.3t 1.0 15.0£ 2.0 18.0£ 3.5
Hematocrit (%) 49.5+5.5 51.0+7.0 49.3+ 3.7 47.3t4.1 46.5: 2.4
Mean corpuscular volumqf() 50.8+2.4 70.2 115 74.6£7.5 73.9+11.5 52.% 2.6
Mean corpuscular hemoglobin (pg) 17.2+1.3 17.8t1.2 21.25.0 20.8 3.8 21.6-8.0
Mean corpuscular hemoglobin concentration (%) 28.0+6.1 27.0t4.6 27.0+ 3.2 31.0:3.1 39.0+ 9.7

Values are means + S.D. for groups of 5 mice



Table 3:

White blood cell parameters (differential countsjmice administered ARB by gavage for 30 days

Parameter Dose (mg/mL)

0 5 15 50 150
Neutrophfils (%) 11.0+2.8 13.0t6.3 11.251 13.6:689 14.899
Lymphocytes (%) 83.6+£29 81.+74 83.0t5.0 80.6£9.2 80.0+8.9
Monocytes (%) 46+1.9 4.8+1.5 4.2+1.8 4.4+ 1.7 42+1.6
Eosinophils (%) 0.8+1.1 1.3£0.9 1.6£0.9 14+1.1 1.3+1.3

Values are means + S.D.

for groups of 5 mice
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