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Chemical Characterization of Xanthan Biopolymer Sinthesized by Xanthomonas campestris pv pruni strains

In this work we describe the characterisation of Xanthan biopolymer sinthesized by two Xanthomonas campestris pv
pruni strains, in aerobic fermentation. By chromatography on TLC we could notice the presence of Mannose monomer
in higher proportion in the 82 strain with relation to the another ones. The viscosity results showed the temperature
dependence. The 06 and 82 strains had their viscosity increased whereas for the 87 strain we could observe a reduction
with temperature increasing. The *C NMR spectrum of 87 strain showed the characteristic signals at approximately
92.8, 70.4 and 61.4 ppm, attributed to C1, C4 and C6 from glucose monomer, with higher intensity.

I ntroducdo

Biopolimeros sdo macromoléculas polissacaridicas
de origem microbiana, isto &, produzidas por processos
biologicos. Geralmente sdo capazes de formar solugtes
viscosas € géis em meio aguoso, mesmo em baixas
concentragdes.

Apesar das amplas possibilidades do uso de
biopolimeros em alimentos, os mercados de consumo
mais importantes para estes polissacarideos sdo as
indistrias de petréleo, de mineragdo, téxtil e
termoquimica, de tintas de impressdo, de papel,
cosmética, farmacéutica, e de produtos agropecudrios.
Observa-se nesses setores uma continua substituicdo
dos polissacarideos convencionais por produtos de
origem microbiana.

Selecionar variedades de microrganismos que
produzam polissacarideos em quantidade e com
propriedades economicamente interessantes € um
desafio que vem sendo enfrentado por vérios grupos de
pesquisa

O biopolimero xantana foi o segundo a ser
comerciadizado e o primeiro utilizado na indlstria de
alimentos (Kang et al, 1983). A xantana consiste em
um polissacarideo aniénico, extra celular, de alto peso
molecular, produzido durante o processo de
fermentagdo aerébica de culturas puras de
Xanthomonas campestris em meio liquido (Lilly,

1958). Janson et al. (1975) determinaram a estrutura do
biopolimero  xantana  produzido pelo patovar
Xanthomonas campestris pv campestris. A mesma
consiste de uma cadeia principal de unidades de
D glucose unidas entre si por ligagbes B 1-4 com
residuos dternados de D-manose e é&cido D-
glicurénico, na propor¢cdo molar de 2:1, formando a
cadela lateral. O biopolimero xantana apresenta
propriedades como a formacdo de solucBes viscosas
pseudoplasticas e géis (quando em associacdo com
outros polimeros como as galactomanamas) em meio
aguoso. A xantana, mesmo em baixas concentragdes,
mantém estas caracteristicas numa ampla faixa de pH e
temperatura e € compativel com sais minerais (Cottrell,
1980). Devido a estas caracteristicas, vem sendo
amplamente utilizada em varios setores industriais. Em
alimentos, tem sido usada como agente espessante,
estabilizante e até mesmo como emulsificante,
possibilitando a criagdo de novos produtos com
texturas Unicas (Sanderson, 1990). E empregada
também na érea de cosméticos, principamente como
estabilizante e emulsificante, pela sua estabilidade e
compatibilidade com vérios sais. Na industria de
defensivos e outros produtos agricolas € utilizada pela
sua adesividade. (Marques et al, 1986 e Rao, 1986)
Devido a grande aplicabilidade industrial da goma
Xantana, 0s microrganismos potencialmente produtores
estéo sendo objeto de estudos, bem como a otimizagdo

22 Anais do 6° Congresso Brasileiro de Polimeros / IX International Macromolecular Colloguium



das condi¢cbes de crescimento celular, de produgdo,
recuperacdo, e de purificagdo deste exopolissacarideo .

As bactérias pertencentes ao género Xanthomonas
sd0 essenciamente fitopatogénicas (Hayword, 1993).
Varios patovares de Xhantomonas campestris,
particularmente, assm como outras espécies de
Xanthomonas, produzem, em abundancia,
polissacarideo  extracelular  denominado  “goma
xantana’. No entanto, as empresas produtoras deste
biopolimero tém utilizado, tradicionalmente, o patovar
campestris, mais especificamente a cepa NRRL B-
1459 (Sutherland, 1993).

Por mais de vinte anos os fitopatologistas do centro
de pesquisa EMBRAPA-CPACT tém isolado e
identificado cepas de Xanthomonas campestris pv
pruni, que infestam os pomares de pessegueiros e
ameixeiras do Rio Grande do Sul, principamente.
Entretanto, apenas recentemente iniciaram-se 0s
estudos para producdo de goma xantana por este
patovar (Vendruscolo et al., 1995).

Em estudo anterior, 18 cepas foram analisadas
guando a produtividade, viscosidade e composicéo
quimica do polimero xantana produzido (Moreira et al,
2000). Quanto a composi¢do quimica, analisada por
cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC), os polimeros produzidos pelas cepas
analisadas apresentaram composi¢do quimica diferente
da goma xantana comercia (pela presenca da ramnose,
ausente no polimero comercia). A andlise
cromatografica revelou, também, provaveis diferencas
guantitativas entre as cepas. Algumas cepas
apresentaram predominancia de manose no polimero,
enguanto que outras de glicose e ramnose. Entretanto,
0 méodo usado ndo era conclusivo. Quanto a
viscosidade dos polimeros, além de grande variagdo
entre as cepas, observou-se ainda que os polimeros
comportavam-se  diferentemente  em relagdo a0
aumento de temperatura: alguns diminuiam, outros
mantinham e anda outros aumentavam sua
viscosidade.

No presente trabalho, através da utilizagdo de infra
vermelho (1V) e ressonancia magnética nuclear (RMN)
de ®C buscou-se a confirmagd dos resultados
anteriormente obtidos por CCDC e veificar a
existéncia de uma relagdo entre a composicao quimica
e 0 comportamento da viscosidade em relagdo ao
aumento de temperatura.

O comportamento da viscosidade frente a
temperatura é relevante para a determinacdo do uso dos
polimeros. Em alimentos que sdo aguecidos e
bombeados, a diminui¢do da viscosidade com o
aumento da temperatura € importante, visto que
diminui 0 gasto de energia durante o bombeamento.
Por outro lado, a manutencdo ou aumento da
viscosidade com o aguecimento € interessante na
extracdo de petréleo, onde o polimero é utilizado na
manutencdo da pressao hidrostatica dos pogos.

Experimental

Producéo

Neste trabalho utilizou-se amostras de polimeros
produzidos em fermentagdo aerdbica de X. campestris
pv pruni.

Determinacdo da viscosidade aparente

As medidas de viscosidade das solucBes aguosas a
3% dos biopolimeros foram efetuadas em viscosimetro
Brookfield, modelo LV, nas temperaturas de 25°C e
65°C, nas velocidades de 6, 12, 30 e 60 rpm.

Caracterizagdo cromatografica

A determinagdo prévia dos monossacarideos e
derivados que comp8em os biopolimeros foi realizada
através de cromatografia em camada delgada. As
amostras dos biopolimeros foram  previamente
dializadas a 4°C, contra &gua ultrapura por 24 h sob
agitagdo, utilizando membranas semi permeaveis com
capacidade de retencdo de 12.000 Daltons. Apos a
didlise, as amostras foram hidrolizadas com HCI 2N,
na propor¢do de 3:100 (m/v) a 80°C por 16 h, seguindo
a metodologia de Moreira et al. (1998). O produto foi
analisado por cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC) em placas flexiveis de auminio
(cromatofolhas) de gel de silica 60 Fs4 (Merck), em
cuba pré-equilibrada durante 10 minutos. Utilizou-se o
seguinte  eluente:  clorof6rmio-metanol-agua-acido
acético, na proporcdo de 40:40:10:10 (v/vIviv). As
amostras foram aplicadas com capilares padronizados.
Para a revelagdo utilizou-se anisaldeido-sulfurico e
aquecimento a 100°C, durante 5 min (Moreira et al,
1998). A caracterizacdo dos constituintes foi realizada
comparando-os com amostras autenticas de glicose,
manose, ramnose e acido glicurdnico.

Caracterizacéo por Infravermelho

Para as andlises de IV o0s polimeros foram
purificados por didlise em agua ultra pura, recuperados
por precipitagdo em d&cool, secos e triturados em
moinho de martelo. Os espectros de IV foram obtidos
em pastilhas de KBr utilizando um espectrofotémetro
Shimadzu, modelo DR 8001.

Caracterizagdo por ressonancia magnética nuclear de
13
C
As medidass de BC foram redizadas em
espectrémetro Innova-300. Utilizou-se 90mg de cada
amostra, purificada e triturada; foram diluidas em 1mL
de D,O e andlisadas.

Resultados e Discussao

Pela andlise dos gréficos de viscosidade (Figura 1),
pode-se comprovar que todos os polimeros
apresentaram comportamento pseudopl astico,
caracteristico da goma xantana. A cepa 87 teve sua
viscosidade diminuida com o aumento da temperatura,
a cepa 06, assim como a xantana comercid,
praticamente  mantiveram  viscosidade — estavel,
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enquanto que a cepa 82 aumentou a sua viscosidade
(Figura 2).

As cepas 06 e 82 apresentaram, na andise
cromatografica, maior teor de manose. Ja na cepa 87

houve predominio da glicose e ramnose (Figura 3).

De modo a comprovar a existéncia de um maior
conteldo de ramnose na cepa 87, realizou-se um
estudo de espectroscopia na regido do infravermelho. A
ramnose possui uma banda caracteristica em torno de
1730 cm™ que a diferencia dos aclcares glicose e
manose, presente na xantana. Entretanto, nas xantanas,
esta banda ndo pode ser observada pois encontra-se
encoberta pela banda referente a0 estiramento da
carbonila do &cido glicurbnico. Os espectros das
amostras analisadas mostraram perfil caracteristico de
xantana, com peguenas diferencas entre eles. No
entanto, ndo foi possivel detectar o pico caracteristico
da ramnose. Ja na andlise de ressonancia magnética
nuclear de **C, apesar da qualidade ruim dos espectros,
foram detectados sinais caracteristicos em 92,8, 70,4 e
61.4 ppm, atribuidos aos C1, C4 e C6 do mondmero
glicose, (Cole et al, 2000) com intensidade maior no
polimero da cepa 87, vindo assim corroborar com os
estudos de CCD.
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Figura 1. Viscosidade aparente dos polimeros das cepas 06, 82, 87
de Xanthomonas campestris pv pruni e xantana comercial a 25°C
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Figura 2. Viscosidade aparente das cepas 06, 82 e 87 de X.
campestris pv pruni e xantana comercia medida a 6 rpm em
diferentes temperaturas.
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Figura 3. Cromatografia em camada delgada comparativa de xantana
comercial (X) e polimeros das cepas 06, 82 e 87 de Xanthomonas
campestris pv pruni. Padrées. P1 glicose (Rf 0,54), ramnose (R¢
0,69); P2 &cido glicurénico (Ry 0,30), manose (R; 0,56). Eluidacom
cloroférmio-metanol-acido  acético-&gua  (40:40:10:10  v/viviv);
revelador anizaldeido sulfdrico.

Conclusdes

A diferenca no comportamento da viscosidade
frente a0 aumento de temperatura observada nos
polimeros anadlisados € devida, possivelmente, a
diferencas em suas composigbes quimica. Os
resultados de *C NMR, em concordancia com os
resultados da andlise cromatogréfica, mostraram a
presenca do mondmero glicose em maior propor¢ao no
polimero da cepa 87, que teve sua viscosidade
diminuida com o aumento da temperatura. A glicose
possui maior solubilidade em &gua que a manose, que
parece predominar nos polimeros das cepas 82 e 06. A
viscosidade dos polimeros é diretamente afetada pela
sua solubilidade.
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