Producao de goma xantana por fermentacao do residuo de suco de maca
Xanthan gum production by fermentation from residue of apple juice
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Resumo

Goma xantana € um heteropolissacarideo hidrosoluvel, produzida industrialmente por fermentacao da sacarose por Xanthomonas campestris.
Suas excelentes propriedades reolégicas contribuem para o grande niimero de aplicacoes na industria de alimentos e recuperacao terciaria
de petréleo. Economicamnte a utilizacao petroquimica nao € ainda viavel em funcao do custo da sacarose, o que torna interessante estudar
fontes de carbonos alternativas, como € o caso do residuo do suco de macga. As cepas de Xanthomonas campestris pv maniothis foram
mantidas em agar YM a 4 °C, e o in6culo foi incubado em meio YM. A producao de goma foi realizada nos meios fermentativos I e II, com
sacarose como fonte de carbono padrao, e como fonte alternativa o residuo de maca fuji. A fermentacao em Incubadora/28 °C/150 rpm produziu
goma precipitada em alcool. A condi¢ao otimizada de 45 g.L'' de meio II (0,05% uréia, 0,5% de KH,PO, e 70% de residuo) representou um
rendimento 10 vezes maior do que o obtido com sacarose. Por CG-EM obteve-se 44,53% de manose, 34,76% de glicose e 20,71% de acido
glucurénico para a composicao desta goma. O uso de residuo de maca para producdo de goma xantana € viavel porque pode ser usado com
um substrato suplementar e apresentar rendimento de goma muito superior ao obtido com sacarose.
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Abstract

Xanthan gum is heteropolysaccharide aquosoluble produced industrially for fermentation with sucrose by Xanthomonas campestris. Excellent
gum rheological properties contribute to the use in a wide range of applications in the food industry and tertiary recovery of oil. Commercially,
the use of petrochemical is no longer viable in the cost of sucrose, which makes it interesting to evaluate alternative carbon sources such
as the residue from apple juice processing. The Xanthomonas campestris pv maniothis was maintained at 4 °C on YM agar slants and
innocuous in a medium of YM. Gum production was carried out in fermentations of two mediums (I and II), with sucrose as a carbon source
in standard, and apple juice residue as an alternative source. The incubation in Shaker/28 °C/150 rpm produced gum precipitated in alcohol.
The conditions to produce the gum were optimized and with 70% of residue in a medium II (0.05% urea € 0.5% of KH,PO,) produced 45 g.L"!,
yield 10 times bigger than the one obtained with sucrose. Using GC-MS, mannose 44.53%, glucose 34.76% and glucuronic acid 20.71% for
gum composition were obtained. The apple residue used to produce xanthan gum is viable and it can be used as a supplementary substract

and to present a higher yield gum than that obtained with sucrose.

Keywords: production; xanthan; alternative source carbon; Xanthomonas campestris.

1 Introducao

Um alto potencial de aplicagao nos mais diversos segmen-
tos industriais tem surgido para biopolimeros, destacando-se
a industria alimenticia e petroquimica. As vantagens dos bio-
polimeros microbianos sobre os obtidos de forma tradicional
estao ligadas as propriedades fisico-quimicas reprodutiveis,
custo e suprimentos estaveis. A pesquisa visando a aplicagao
industrial esta concentrada nos polissacarideos extracelulares,
que tem processos de extracdo e purificacio mais simples e
maior produtividade!+16,

A potencialidade do uso de biopolimeros microbianos
na industria de alimentos moderna ¢ um consenso na litera-
tura!®1517, Devido, as propriedades funcionais versateis, os
biopolimeros podem se tornar produtos de grande interesse
na criacio de novas texturas e, conseqiientemente, na geragao
de novos produtos.
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Apesar das amplas possibilidades do uso de polimeros
microbianos em alimentos, o mercado mais importante de
consumo sao as industrias de petréleo, mineracao, téxtil,
termoquimica, tintas, papel, cosméticos, farmacéutica e de
produtos agropecudrios nas quais, além de serem utilizados
como formadores de gel, espessantes e agentes de suspensao,
sao utilizados também por suas propriedades floculantes,
adesivas, formadoras de filme, lubrificantes e redutoras de
fricgé013.14,16.17'

A obtencao de biopolimeros microbianos destinados para
alimentacdo humana é uma tarefa mais complexa do que para
a utilizacao em outros produtos, uma vez que devem ser consi-
derados seguros para o consumo e atender aos requisitos das
legislacoes de alimentos em vigor. Apesar do grande nimero de
pesquisas realizadas ha mais de trés décadas, até agora apenas
trés polissacarideos estdo aprovados para uso alimentar nos
EUA: xantana produzida por Xanthomonas campestris, gelana
por Sphingomonas e dextrana por Leuconostoc'*!".

A goma xantana tem um alto peso molecular, normalmente
composta de um heptasacarideo constituido de glicose, manose
e acido glucuronico, na relacdo de 2:2:1.

As bactérias do género Xanthomonas sao faceis de serem
cultivadas em laboratério, pois sdo aerébicas e também mi-
croaerofilicas, com temperatura 6tima de crescimento entre
25-30 °C. Sao caracterizadas como de rapido crescimento,
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produzindo turbidez em meio liquido com 2-3 dias de fer-
mentacgao.

As condicoes osmoéticas e a composicao do meio de cultivo
influenciam a sintese dos produtos oligomérico e polimérico,
relacionados aos diferentes caminhos biosintéticos. Os exopo-
lissacarideos que Xanthomonas produzem podem ser obtidos
por fermentacao em diferentes meios de cultivo e substratos,
com os mais variados rendimentos em relagao ao volume e
composicao de meio utilizado®!%1°.

O Brasil produz uma grande quantidade de substratos, mas
que na realidade ainda sao residuos descartados pelas agroin-
dustrias, tornando-se agentes poluidores do meio ambiente ou
utilizados em pequena escala para a alimentagao de animais.

A producao anual de maca no Brasil tem-se mantido
em torno de 1 milhdo de toneladas/ano, gerando 20-35% de
residuos o que corresponde a 3,5 milhées de toneladas''. O
desenvolvimento de um processo adequado e economicamente
viavel para obtencao de novos produtos a partir destes resi-
duos, pode permitir ao setor fruticola diversificar a producao
€ aumentar a receita.

Muitos trabalhos tém usado residuos como fontes de car-
bono alternativas para producao de goma xantana, como por
exemplo, mandioca, soro de leite, castanha e beterraba*$1%
1215.19.20 Q residuo do suco de maca contém grande quantidade
de compostos como pectina e outros, nao havendo necessidade
de grandes complementagoes nutricionais para o adequado
desenvolvimento microbiano.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer condicoes de
producdo de goma xantana por meio da fermentacao aerébia
de Xanthomonas campestris pv manoithis, usando residuo
descartado pela industria de suco de maca como substrato.
Buscou-se definir as condi¢oes 6timas de producao de goma
xantana a partir da bioconversao do residuo, assim como,
caracterizar a pureza e composicdo da goma xantana obtida
com a fonte de carbono alternativa.

2 Material e métodos

A cultura de Xanthomonas pv maniothis cepa n° 280 foi
mantida em tubo inclinado com YM agar sob refrigeracao e repi-
cada periodicamente. As etapas de obten¢ao de goma foram: re-
picagem de tubos; in6culo; fermentacio e separacao da goma?.

A quantidade de 25 kg de residuo resultante do processa-
mento de suco de maca Fuji foi coletada no processo industrial
da Agricola Fraiburgo S.A. (Fraiburgo-SC). Apés moagem,
foram acondicionadas em 50 recipientes de 500 g a -18 °C e
descongeladas somente no momento do preparo dos meios
para fermentacao.

2.1 Composicao do residuo do suco de maca
utilizado na _fermentacao

O teor de umidade, proteina, lipideos, cinzas e fibra foram
determinados segundo metododogia da AOAC'.

Para a determinacao dos acucares livres, o residuo de maca
triturado foi filtrado e a determinacao dos teores de acucares

livres foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficién-
cia com deteccao de Indice de Refracao (210 nm) (CLAE-IR
Shimadzu), usando como padroes glucose, frutose, manose
e lactose. Para a andlise de agtcares, foi utilizada coluna shi-
madzu SCR-101F, com agua como fase mével a um fluxo de
1,0 mL/minutos e temperatura de 80 °C®. A quantificacao foi
realizada usando-se o método padrao externo, com cinco niveis
de calibracao para cada componente pela construcao de uma
curva ajustada ao método dos minimos quadrados.

2.2 Producao de goma xantana

Repicagem das cepas

Os sais (0,024 g MgS0,.7H,0; 0,05 g K, HPO,) foram dis-
solvidos em 4gua destilada (120 mL), em seguida, a adigao de
manitol (1,2 g), ajuste de pH para 7,0 e agar (2,4 g). Em tubos,
o meio foi autoclavado por 121 °C/15 minutos; esfriados incli-
nados; a repicagem foi realizada com uma al¢ada (3,0 mm de
diametro); e mantidos em estufa por 2 dias a 28 °C.

Inoculo

Foram transferidos 50 mL do meio YM (Yeast Manitol)
composto de malte (3,0 g), extrato de levedura (3,0 g), peptona
(5,0 g) e glicose (10,0 g) em 1 L de 4gua (pH 7,0) para Erlemeyer
de 250 mL, autoclavado (121 °C/15 minutos), esfriado, inocula-
do (alcada) e incubado a 28 °C/ 150 rpm/2 dias. O crescimento
celular foi monitorado até 60 horas de incubacédo do inéculo
por medida da densidade 6ptica em Espectrofotometro Perkin
Elmer modelo Lambda 20, com cubetas de vidro (620 nm).

Producao de goma xantana padréao

Foram transferidos 120 mL do inéculo para Erlemeyer
de 3000 mL contendo 1000 mL de meio: (I) 20 g de sacarose;
2,1 g de &cido citrico; 1,14 g de NH,NO,; 2,86 g de KH,PO,;
0,507 g de MgCl,; 0,089 g de Na,SO,; 0,006 g de H,BO,; 0,006 g
de ZnO; 0,0024 g de FeCl,. 6H,0; 0,020 g de CaCO, e o pH
ajustado para 7,0 5 ou meio (II) composto de 0,05% uréia;
0,5% de KH,PO,; e de 5% sacarose € o pH ajustado para 7,0. A
fermentacao aerébica em batelada foi realizada em Incubadora
rotatéria a 28 °C/150 rpm por diferentes periodos.

Producado de goma xantana com residuo de
maca na_fermentacdao

O in6culo foi fermentado no meio I ou II com diferentes
concentracoes de residuo de maca. A sacarose dos meios I e
I foi substituida pelo residuo em diferentes concentracoes
para serem usados como fonte de carbono pelas bactérias.
Portanto, o restante da composicao dos meios foi adicionado
ao residuo e a fermentacao foi realizada nas mesmas condicoes
descritas para a obten¢ao da goma padrao, visando otimizar
as condicoes de producao.

Isolamento da goma xantana

A goma foi isolada das células de bactérias de Xanthomonas
por centrifugacao a 10.000 rpm/10 minutos, e do meio de cul-
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tura por precipitacao com alcool etilico comercial (1:3 v.v!).
Depois de separado, o precipitado foi seco a 40 °C e triturado
para avaliacdo do rendimento (g de goma.L" de meio) e da
composicao quimica e pureza da goma.

2.3 Determinacao da composicao da goma obtida
com residuo

Foi utilizado um Cromatografo Gasoso com detec¢ao de
Espectrometria de Massas (CG-EM 17A/QP-5000/Shimadzu)
com uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm/Hicap-Shimadzu), pro-
gramada a 190 °C/25 minutos, 40 °C/minutos até 280 °C/10 mi-
nutos e 40 °C/minutos até 300 °C/25 minutos. O fluxo de hélio
foi de 1,0 mL/minutos, injetor a 240 °C, interface a 260 °C, com
45-550 m/Z e 30 minutos de corrida®.

A determinacado e/ou monitoragao dos agticares (glicose e
manose) € acido glucurénico da goma, assim como, a presenca
de acido galacturénico proveniente da pectina do residuo de
maca, foi realizada por metandlise seguida de trimetilsililacao
de acordo com procedimento de HA e THOMAS’. Foi dissolvido
1,5 mg do residuo ou da goma seca em 0,5 mL de HCI meta-
nélico preparado por adicio de cloreto de acetila (0,4 mL) em
15 mL de metanol anidro. A metandlise foi realizada a 80 °C
por 24 horas. O metanol e HCI foram removidos usando N,
gasoso a temperatura ambiente. O reagente de silanizacao foi
adicionado (0,5 mL, Sigma Sil 139-1, St. Louis, MO, USA), e
aquecido a 80 °C por 2 horas. Os acidos urdnicos e/ou agticares
silanizados foram secos com gas nitrogénio e dissolvidos em
1 mL de hexano. Ap6s centrifugacao (1000 x g por 3 minutos)
1 pL do sobrenadante foi analisado por CG-EM.

3 Resultados e discusao

O residuo resultante do processamento do suco de maca
Fuji utilizado na etapa de fermentacao para ser bioconvertido
em goma xantana apresentou 80,29% de umidade, sendo a
composicdo dos 19,71% de matéria seca: 1,79% proteina,
1,29% gordura, 1,94% cinza, e 15,34% de fibra. Grande parte
da fibra de maca € representada pela pectina, polimero de acido
galacturénico que pode ser convertido por Xanthomonas a
monodmeros e entao ser utilizado como fonte de carbono na fer-
mentacdo. Para acticares livres foi obtido por CLAE-IR, valores
de 2,3 a 2,7% de glicose (y = 1,53. 0°%x + 3308,8; R2 = 0,9992),
e4,5a5,3% (y = 1,53. 108k + 899,6; R2 = 0,9999) de frutose
(Figura 1). Estes teores foram importantes para iniciar a fer-
mentacao e multiplicacao celular da bactéria na fermentacao.

A curva de crescimento da bactéria Xanthomonas
(Figura 2) em meio I utilizando sacarose como fonte de carbo-
no, mostrou que ap6s 60 horas de incubacao o crescimento foi
maximo, sendo adotado o periodo de 40 horas para utilizacao
do in6culo na fermentacao.

Os dados de producao expressos em g goma.L? de meio
fermentativo nas diferentes condigoes testadas, foram coleta-
dos em intervalos regulares pré-fixados que dependeram do
comportamento da fermentacao.

A Figura 3 mostra que na fermentacao de Xanthomonas
no meio I, com 2% de sacarose o rendimento de goma variou
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Figura 1. Cromatogramas obtidos por CLAE-IR usando coluna CLC-
NH, para separagao da mistura de agticares, com fase movel composta
de acetonitrila: agua (77,5:22,5 v.v'), 1 mL/minutos. a) mistura de
padraes (8,67 minutos = frutose, 9,77 minutos = glicose, 13,56 minu-
tos = sacarose; 15,55 minutos = maltose; e 17,37 minutos = lactose),
e b) residuo de maca fuji.
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Figura 2. Curva de crescimento (620 nm) do in6culo de Xanthomonas
campestris com 2% de sacarose em meio I incubado a 28 °C e
150 rpm.

de 2 a 3,5 gL' entre o terceiro e décimo segundo dias de fer-
mentacdo. Até o quarto dia a producido aumentou e a sacarose
foi bioconvertida a polimero. Entre o quarto e oitavo dias a
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Figura 3. Rendimento de goma xantana com 2% de sacarose em Meio I,
usando 2% de in6culo, e fermentagao a 28 °C e 150 rpm.

producao diminuiu, etapa em que a sacarose foi consumida
e as depolimerases atuam hidrolisando o préprio polimero
para restabelecer a fonte de carbono. A partir do iotavo dia a
producao de goma aumentou novamente.

Diferentes teores de sacarose na fermentacao nao interfe-
riram significativamente nos rendimentos da goma, atingindo
uma producio méxima de aproximadamente 6 g.L!, quando
se utilizou 15% de sacarose no meio I (Figura 4).
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Figura 4. Rendimento de goma xantana em meio I com diferentes
quantidades de sacarose, 2% de in6culo, fermentacgao a 28 °C/150 rpm/
4 dias.

Comparando-se a substituicao da sacarose do meio I por
10 e 20% de residuo de maca, obtiveram-se pequenas alteracoes
no rendimento de goma (Figuras 4 € 5).

As condicées de producao de goma a partir do residuo
de maca como fonte de carbono foram otimizadas quando
se aumentou a concentracdo de residuo, com obtencido ma-
xima (aproximadamente 15 gL' meio), quando se utilizou a
concentraciao de 50% de residuo em substituicdo a sacarose
no meio I. Este resultado é 3 vezes maior do que os valores
maximos obtidos com 15% de sacarose.

A substituicao da sacarose por residuo de mac¢a no meio II
aumentou substancialmente a producao de goma (Figura 5),
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Figura 5. Rendimentos de goma xantana nos meios I e II substituindo
a sacarose por residuo de maca em diferentes concentragoes, 20% de
inéculo, fermentacao a 150 rpm por 4 dias e 28 °C.

atingindo rendimento de 45 g.L! com 70% residuo, ou seja,
quase 10 vezes maior do que os valores obtidos com 15% de
sacarose.

Diferentes estudos sobre as necessidades nutricionais
para fermentacdo com Xanthomonas tém sido realiza-
dos?3681012.141520° Geralmente, a fonte de carbono e fésforo
sao nutrientes limitantes e baixas concentracoes de nitrogénio
e altas de carbono conduzem a méaxima producao de polimero.
O meio I otimizado por GARCYA-OCHOA et al.® foi composto
de acido citrico, NH,NO,, KH,PO,, MgCl,, Na,SO,, H,BO,;
ZnO, FeCl,. 6H,0 e CaCO,, enquanto o meio II utilizou uréia e
KH,PO,. Como nos meios I e II foi utilizado residuo de maca
como fonte de carbono, a diferenca nos rendimentos de goma
obtidos no meio II pode ser justificada em funcao da presenca
da fonte de nitrogénio.

A Figura 6 mostra os cromatogramas CG-EM da com-
posicao do residuo de maca e da goma xantana obtida por
fermentacao do residuo com Xanthomonas. Os agucares e
4cidos urénicos que compoem os respectivos polimeros cons-
tam na Tabela 1.

A identificacdo dos constituintes do residuo de maca mos-
trou a presenca de 4cido galacturénico advindos da pectina,
uma vez que o residuo é praticamente composto de casca.

A analise da composicao da goma obtida ap6s fermentacao
do residuo de maca com Xanthomanas comprova um polimero
composto de 44,53% de manose, 34,76% de glicose € 20,71%
de acido glucuroénico (Tabela 1). Ou seja o acido galacturénico
da pectina da maca presente no meio de fermentacao foi total-
mente convertido a goma xantana composta de glicose, manose
e acido glucurodnico, comprovando a pureza da goma xantana
obtida na bioconversao.

Estes resultados estao de acordo com os resultados de
outros estudos de composi¢ao de goma xantana obtida com
glicose. HA e THOMAS’ obtiveram goma xantana com 28%
de manose, 41,45% de glicose e 9,02% de acido glucuronico,
além de 21,07% de compostos ndo identificados, enquanto
WHISTER'® obteve um polimero com 29,40% de manose,
41,20% de glicose e 29,40% de acido glucurénico. De acordo
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TIC*1.0 1,788.548
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Figura 6. Cromatogramas CG-EM dos derivados metilglicosideos
trimetilsilanizados do residuo de maca e da goma xantana obtida com
residuo em meio II. Coluna DB-5, 190 °C/25 minutos, 40 °C/minutos
até 280 °C/10 minutos, e 40 °C/minutos até 300 °C/25 minutos e Hélio
a 1,0 mL/minutos.

Tabela 1. Composicao do residuo de maca e da goma xantana obtida
a partir da fermentacao do residuo por Xanthomonas no meio II.

Tr Identificagao Casca de Goma
(minutos) maca (%) xantana (%)

17,420 acido o.f galacturénico 40,62 -

18,595 0-p manose - 42,86

19,009 acido B-f 3,78 -
galacturénico

19,965 B-p manose - 1,67

21,017 acido o-f - 18,58
glucurénico

22,071 acido a-p 28,78 -
galacturénico

22,504 acido B-p galacturénico 26,82 -

22,783 o-p glicose - 25,15

23,629 B-p glicose - 9,61

24,188 4cido a-p glucurénico - 2,13

com GARCYA-OCHOA et al.b e CASAS et al.® a composicao do
meio de cultura utilizado na fermentacao exerce um profundo
efeito na sintese do produto oligomérico e polimérico. Portanto,
a quantidade de manose, glicose e acido glucurénico sintetiza-
dos e inseridos no exopolissacarideo pelas enzimas durante fer-
mentacao, podem sofrer variagoes dependendo da composicao
do substrato e das condicdes utilizadas na fermentacao.

4 Conclusao

A fermentacao aerdbica em batelada do residuo de maca
resultante do processamento do suco, utilizado a 70% junta-
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mente com 0,05% de uréia e 0,5% de KH,PO, por Xanthomonas
campestris pv. maniothis cepa n°® 280 apresentou producio
méxima de goma xantana de 45 g.L!, composta de 44,53% de
manose, 34,76% de glicose e 20,71% de acido glucurénico,
mostrando que a bioconversao € viavel por utilizar um subs-
trato suplementar e por apresentar rendimento de goma até
10 vezes maior do que o obtido com sacarose como fonte de
carbono.
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