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Resumo

Goma xantana é um heteropolissacarideo bacteriano sintetizado por vdrias espécies do género
Xanthomonas. Devido principalmente as suas excelentes propriedades reolégicas, encontra
diversas aplicagoes na indistria alimenticia, petrolifera, cosmética e em produtos farmacéuticos.
Este trabalho objetivou a produgdo, a andlise da viscosidade, do comportamento reologico e a
composicdo quimica da goma xantana produzida por sete cepas de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli. A produgdo de xantana variou de zero a 5, 7g.L'I. A xantana produzida por todas as cepas
apresentou comportamento pseudopldstico e ndo houve diferenca significativa da viscosidade
aparente entre as xantanas. A viscosidade aparente a 3% (m/v) medida na taxa de deformacdo 10s
" variou de 3.400 a 3.800mPa.s, ficando abaixo da viscosidade da xantana comercial
(13.900mPa.s), produzida por X. campestris pv. campestris. Todas as amostras de xantana
apresentaram na sua composicdo os monossacarideos glicose, manose, dcido glicuronico e

diferentes quantidades de ramnose, que ndo é encontrada na xantana comercial.
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1. Introducao

A goma xantana é produzida por bactérias do género Xanthomonas, e é largamente
empregada na inddstria alimenticia como espessante, geleificante, estabilizante, agentes suspensivos
e auxiliar de emulsificacido. Em cosméticos e produtos farmacéuticos em geral, € utilizada
principalmente como espessante e estabilizante (Jeanes, 1974; Cadmus, 1978; Vendruscolo, 2000;

Moreira, 2001; Borges, 2004; Mayer, 2006; Pradella, 2006). Na industria petrolifera ¢ empregada
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como fluido de perfuracdo de pogos e na recuperagdo tercidria do petréleo (Bridges e Kalinski,
1991; Rosalam & England, 2006).

Economicamente, a xantana € o polissacarideo microbiano mais importante, com uma
producdo mundial de cerca de 40 a 50 mil t/ano, movimentando aproximadamente 270 milhdes de
ddlares anualmente, e o crescimento da demanda esta estimado a uma taxa continua de 5 a 10% ao
ano (Pradella, 2006). Segundo Rosalam & England (2006), as maiores vantagens da xantana frente
a outras gomas sdo: (1) alta viscosidade em baixas concentragdes; (2) estabilidade em amplas faixas
de pH (2 — 11), em altas concentracdes de eletrélitos (150g.L" NaCl) e em temperaturas acima de
90°C; (3) grande escala de producdo em curto espaco de tempo por processo fermentativo e (4) suas
propriedades pseudoplésticas.

Este biopolimero é um exopolissacarideo hidrossolivel com massa molecular aproximada
de 2.10°Da, mas podendo chegar a 13 — 50.10°Da (Rosalam & England, 2006). Sua estrutura
quimica é formada por repetidas unidades pentassacaridicas, compostas por duas moléculas de D-
glicose, duas moléculas de D-manose e uma molécula de dcido D-glicurdnico. Ligados a manose
encontram-se ainda propor¢des varidveis dos radicais O-acetil e piruvato. Em X. arboricola pv.
pruni e X. arboricola pv. juglandis foi identificado um quarto actcar, a L-ramnose, que nao ¢é
encontrada na xantana comercial produzida por X. campestris pv. campestris (Lowson e Symes,
1977; Souza, 1999; Antunes et al., 2000; Vendruscolo et al, 2000).

Quando € adicionada a solugdes aquosas, mesmo que em pequenas quantidades, a xantana
aumenta drasticamente a viscosidade do meio. A adicdo de 3% ¢é capaz de elevar a viscosidade da
dgua, que é de 1,003.10° Pa.s (a 20°C), para mais de 10*Pa.s (medida na taxa de deformacdo 10s™)
(Mayer, 2006). Essas solugdes, ao contrdrio da d4gua, possuem ainda comportamento
pseudopléstico, diminuindo sua viscosidade aparente quando a taxa de deformacdo é aumentada.

A busca de cepas que produzam xantana com alta viscosidade tem sido o objetivo daqueles
que querem suprir as industrias alimenticias, onde quanto menor o percentual utilizado para atingir
a textura, viscosidade ou estabilidade desejada, menor serd a interferéncia na cor do produto final,
da mesma forma os que buscam as especificacdes para drea de exploracdao de petréleo desejam
obter xantanas com alta viscosidade, pois desta forma utilizando quantidades reduzidas como 0,48%
ou menos estes volumes interferem muito pouco no volume final dos fluidos de perfura¢do. Porém,
em algumas aplicagdes especificas, como por exemplo, na retencdo de aromas e em agentes
suspensivos, a alta viscosidade ndo € desejada, buscando-se, para estes casos, cepas que produzam
xantana com baixa viscosidade, (Weisrock, 1983; Bridges e Kalinski, 1991) ou ainda cepas
mutantes com essas caracteristicas (Salome, 1996)

A distribuicdo geogréifica de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli inclui todos os

continentes, € seu principal hospedeiro € o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris), onde causa o
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crestamento bacteriano comum, mas outras espécies de leguminosas também sdo naturalmente
infectadas: P. lunatus, Vigna aconitifolia e V. radiata. Lablab purpureus e Mucuna deeringiana sao
considerados possiveis hospedeiros naturais. P coccineus, P. acutifolius € Lupinus polyphyllus sdao
hospedeiros apenas quando artificialmente inoculados. (EPPO, 2006).

Em 1995, o patovar phaseoli, que pertencia a espécie X. campestris, foi inserido na espécie
X. axonopodis (Vauterin et al., 1995). Entretanto, o nome X. campestris pv. phaseoli ainda ¢é
utilizado. De uma maneira geral, a taxionomia do género Xanthomonas tem sido extensivamente
revisada com base na homologia do DNA, gerando muitas vezes, confusdes de nomenclatura.

Como em estudos preliminares cepas de X. axonopodis pv. phaseoli mostraram capacidade
de produzir xantana, o objetivo deste trabalho foi avaliar sete cepas de diferentes regides quanto a

producdo e caracterizagdo destes biopolimeros produzidos.

2. Material e Métodos
2.1. Cepas
Sete cepas de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli isoladas de feijao (Phaseolus vulgaris)

foram utilizadas na pesquisa (Tab. 1).

Tabela 1. Locais de isolamento das cepas utilizadas.

Cepa Local de isolamento
X. axonopodis pv. phaseoli cepa UFLA 2 Lavras/MG

X. axonopodis pv. phaseoli cepa 12 Pelotas/RS

X. axonopodis pv. phaseoli cepa 14 Pelotas/RS

X. axonopodis pv. phaseoli cepa 16 Pelotas/RS

X. axonopodis pv. phaseoli cepa 29 Bandeirantes/MS

X. axonopodis pv. phaseoli cepa 32 Unai/MG

X. axonopodis pv. phaseoli cepa 48 Irai de Minas/MG

2.2. Producao da goma xantana

O pré-indculo foi preparado em meio YM (Yeast Malt), segundo Borges (2004). Apos 24h,
a massa celular obtida (2.10° a 8.10° UFC.mL™") foi transferida para um erlenmeyer de 250mL
contendo 45mL de meio de cultura MPII (Cadmus et al., 1978) e incubada em agitador orbital a
28°C e 200rpm. Apds 72h, o caldo fermentado foi centrifugado a 12.000g e 4°C por 30min e a
xantana precipitada pela adi¢do de etanol comercial 96% [1:4 (v/v)]. Os biopolimeros foram secos a
55°C até peso constante, e a producio calculada em g.L"! de meio total. A producio de cada cepa foi

realizada em quadruplicata.
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2.3. Propriedades reoldgicas

O biopolimero seco foi triturado em graal e preparada uma solucdo aquosa a 3% (m/v),
segundo Diaz (2002). O comportamento reoldgico foi analisado em redmetro rotativo Haake RS150
a 25°C, utilizando-se sensor placa-cone PP35Ti, e aplicando-se uma taxa de deformacgao de 0,01 a

100s™, por um periodo de 300s. Cada curva de viscosidade foi calculada a partir de trés repeticdes.

2.4. Composicao quimica

A determinacdo dos monossacarideos presentes na xantana foi realizada através de
Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC), segundo Moreira et al. (1999). Os
biopolimeros foram hidrolisados com HCI 2N [3:100 (m/v)] a 80°C por 16 horas. Realizou-se a
cromatografia em silica gel 60 F254 (Merck), com o seguinte eluente: cloroférmio:metanol:acido
acético:dgua, na propor¢ao de 40:40:10:10 (v/v/v/v). Na revelacdo, utilizou-se anilzaldeido
sulftirico e aquecimento com pistola até 200°C, até o aparecimento das bandas. A determinagdo dos
constituintes foi feita comparando-os com os padrdes auténticos de glicose, manose, &acido

glicurdnico e ramnose. Para confirmar os resultados, a andlise foi realizada em triplicata.

3. Resultados e Discussao
3.1. Producao da goma xantana

A producdo de xantana no meio MPII apdés 72h de fermentacdo variou de zero a 5,7g.L'1
(Fig. 1). A cepa 48 ndo produziu xantana. A produgdo das demais cepas (14, 29, 16, 32 e 12) foi
baixa, variando de 1,9 a 2,4g.L’1. Entretanto, a cepa UFLA 2 teve um rendimento superior as
demais, com 5,7g.L-1, ficando na faixa de producdo de vérias outras cepas de Xanthomonas nas

mesmas condi¢des de fermentagdo (Moreira, 2001; Borges, 2004, Borowski et al., 2006).

Figura 1. Producio de xantana (g.L™") por X. axonopodis pv. phaseoli ap6s 72h de fermentagio.
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Virios s@o os parametros de producio que interferem na quantidade e qualidade (incluindo
viscosidade) da xantana produzida, entre eles, o0 meio de producdo, condi¢cdes operacionais como
agitacdo e aeracdo, temperatura, entre outros. Em um trabalho com o patovar pruni envolvendo
varios meios de cultura, Borowski et al. (2006) demonstraram que cada cepa comporta-se de
maneira diferente frente a variagdo do meio, e que € possivel aumentar a producio de xantana e sua
viscosidade mudando o meio de cultura. Borges (2008) também observou um aumento significativo
na produgdo de xantana por uma cepa de X. arboricola pv. pruni variando os parametros pH e taxa
de aeragdo. Portanto, o rendimento da xantana produzida por cepas de X. axonopodis pv. phaseoli
ainda poderd ser consideravelmente aumentado testando-se principalmente, diferentes meios de

cultura, pH e taxa de aeracao.

3.2 Analises reoldgicas

A viscosidade aparente de todas as solu¢des aquosas de xantana apresentou valores muito
préximos entre si a partir da taxas de deformacio 4,6s ' (Fig. 2), ndo havendo diferenca significativa
(p>0,05) de viscosidade aparente entre as amostras nesta faixa. A figura 2 mostra ainda que a
pseudoplasticidade da xantana produzida neste experimento € equivalente a xantana comercial.
Porém em relacio a viscosidade os resultados entre a xantana comercial produzida por X.
campestris pv. campestris € a xantana produzida por X. axonopodis pv. phaseoli sdo distintas. Na
taxa de deformacao 10s'1, a viscosidade variou de 3.400 a 3.800mPa.s, ficando abaixo da xantana
comercial (13.900mPa.s) e também abaixo da xantana de cepas do patovar pruni (6.120 a

12.700mPa.s) produzida nas mesmas condi¢des por Borges (2004). As xantanas produzidas por

estas cepas de X. axonopodis pv. phaseoli sdo, portanto, de baixa viscosidade.

Figura 2. Curvas de viscosidade aparente a 25°C de soluc¢do aquosa 3% (m/v) da xantana produzida
por X. axonopodis pv. phaseoli e comparacao com a xantana comercial
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Para a producdo de xantana buscam-se cepas com a melhor relacdo produgdo/viscosidade,
pois a maior parte das aplicagcdes necessita de xantana com alta viscosidade. Entretanto, a produgdo
de xantanas de baixa viscosidade, como as obtidas neste estudo, ndo €, necessariamente, uma
desvantagem. Ha aplicacGes onde altas viscosidades ndo sdo necessdrias, e a baixa viscosidade é
uma caracteristica desejdvel. Na inddstria de alimentos, aplicacdes com xantana de baixa
viscosidade incluem a retengdo de aromas (Grisel et al., 2006; Grisel et at., 2008), onde € eficaz em
concentracoes de até 0,02% (m/v). Também foi demonstrado sua capacidade na retencdo de
umidade em produtos de panificacdo (Zambrano et al., 2005), onde a viscosidade da xantana
utilizada ndo é uma caracteristica fundamental.

Outra aplicacdo deste biopolimero de baixa viscosidade € no processo de recuperacdo do
petréleo extraido em terra, onde uma metodologia foi desenvolvida e patenteada para a obtencdo de
xantana com estas propriedades (Bridges e Kalinski, 1991).

No processo de fermentag@o a baixa viscosidade também € uma vantagem, pois diminui o
custo energético com aeracdo, devido a uma melhor difusdo do oxigénio que € bombeado para o
meio de cultura durante o processo. Segundo Weisrock e William (1983), em uma fermentacdo

onde a viscosidade € reduzida pela metade, o custo final da xantana podera ser 10% menor.
3.3 Composicao quimica
A andlise por cromatografia em camada delgada comparativa dos biopolimeros revelou a

presenca dos seguintes monossacarideos: glicose, manose, dcido glicuroénico e ramnose (Fig. 3).

Figura 3. Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) da xantana produzida por X. axonopodis pv.
phaseoli. (P1) padrdes de glicose (G) e ramnose (R); (P2) padrdes de 4cido glicurdnico (AG) e manose (M).

AG

O monossacarideo ramnose, que ndo € encontrado na xantana comercial produzida por X.
campestris pv. campestris, fol identificado em todas as amostras, com mais intensidade nas cepas
12 e 29, sugerindo uma maior propor¢do na xantana produzida por estas cepas. A presenca deste

actcar (na forma levégira) jé foi identificada na xantana produzida por X. arboricola pv. pruni e X.
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arboricola pv. juglandis (Lowson e Symes, 1977; Souza, 1999; Antunes et al., 2000; Vendruscolo
et al., 2000). Segundo Mcnelly e Kang (1977), a presenca deste agicar ¢ uma caracteristica
desejdvel, pois, em geral, os polimeros dos quais fazem parte possuem a capacidade de formar géis
verdadeiros. Neste estudo a forma isomérica (D ou L) dos monossacarideos nido foi determinada,

pois a cromatografia em camada delgada nao possibilita essa diferenciacao.

4. Conclusao

Do total de sete cepas de X. axonopodis pv. phaseoli usadas neste estudo, seis produziram
xantana. No meio de cultura e nos parametros de fermentacdo testados a producdo de xantana foi
considerada baixa. Entretanto, pode ser consideravelmente aumentada testando outros meios de
cultura e variando as condi¢des operacionais durante o processo fermentativo. Em todas as xantanas
produzidas foi identificado, além dos acucares normalmente encontrados neste biopolimero
comercial, o monossacaideo ramnose. A baixa viscosidade observada nas solucdes aquosas das
xantanas obtidas possibilita seu emprego principalmente na retencdo de aromas em produtos

alimenticios e em agentes suspensivos em geral.

Abstract

Xanthan gum is a bacterial heteropolysaccharide synthesized by several species of Xanthomonas
Genus. Because mainly its excellent rheologycal properties, it finds diverse applications in the food
industry, petroleum extract, cosmetics and pharmaceutical products. The objective of this work was
the xanthan production and analyze the viscosity, rheologycal behaviour and chemical composition
of the xanthan gum produced by seven strains of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. The
xanthan yield varied from zero to 5.7 g.L”'. The xanthan produced by all strains showed
pseudoplastic behavior and no was observed significant difference of apparent viscosity among the
xanthans. The apparent viscosity at 3% (w/v) measured in the deformation rate 1 0s”' varied from
3,400 to 3,800 mPa.s, minor that the commercial xanthan viscosity (13,900 mPa.s), produced by X.
campestris pv. campestris. All xanthan samples showed in its composition the sugars glucose,
mannose, glucuronic acid and different amounts of rhamnose, absent in the commercial xanthan.

Key-words: Xanthomonas axonopodis; xanthan; viscosity; chemical composition.
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