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RESUMO GERAL 
 
 
 

O presente trabalho teve o objetivo de estudar a produção de biopolímeros 

por microrganismos modificados geneticamente. Xanthomonas campestris pv 

campestris e Xanthomonas axonopodis pv manihotis foram estudadas como 

linhagem receptora dos genes em estudo, e Zymomonas mobilis e Xylella 

fastidiosa como linhagens doadoras. O primeiro capítulo trata-se de um artigo de 

revisão sobre a produção dos biopolímeros microbianos onde se fez um 

levantamento bibliográfico sobre goma xantana e levana. O segundo capítulo 

relata o efeito da transferência do operon gum de Xylella fastidiosa em 

Xanthomonas campestris na síntese de exopolissacarídeo, onde foram verificadas 

a influência da adição deste operon na produção de exopolissacarídeo e nas 

características físico-químicas, através de análises cromatográficas e reológicas. 

O terceiro capítulo relata a Influência da clonagem e expressão em Xanthomonas 

do gene sacB de Zymomonas mobilis na síntese de exopolissacarídeo, avaliando-

se a expressão da enzima levana sacarase em Xanthomonas e sua influência no 

exopolissacarídeo sintetizado por análise de produtividade, composição química e 

reológica. O quarto capítulo relata um estudo sobre a aplicação de de íons em 

soluções de goma xantana e a influência exercida nas suas características 

reológicas. 
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SUMMARY 
 
 

 This work aimed to study the production of biopolymers by genetically 

modified microorganisms. Xanthomonas campestris pv campestris and 

Xanthomonas axonopodis pv manihotis were studied as a receiver lineage of the 

genes under study, and Zymomonas mobilis and Xylella fastidiosa as donor 

lineages. The first chapter is a revision article about the production of biopolymers 

microbians where a bibliographic survey about xanthan and levan gum is 

performed. The second chapter reports the transfer effect of operon gum of Xylella 

fastidiosa in Xanthomonas campestris in the synthesis of exopolysaccharide, 

where the influences of the addition of this operon in the production of 

exopolysaccharide and in the physics-chemical characteristics through 

chromatographic and rheologic analysis were verified. The third chapter reports the 

influence of cloning and expression in Xanthomonas mobilis in the synthesis of 

exopolysaccharide, evaluating the expression of levan-saccharase enzymes in 

Xanthomonas and their influence on synthetized exopolysaccharide by an analysis 

of productivity, chemical composition and rheologic characteristics. The fourth 

chapter reports a study about the application of ions in xanthan gum solutions and 

the influence carried our in their reologic characteristics. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

 Os exopolissacarídeos (EPS) microbianos, também denominados 

biopolímeros microbianos, são produzidos pôr diversos gêneros de bactérias, 

fungos e leveduras (Crescenzi, 1995; Linton et al., 1991; Kim et al., 1999). Os 

biopolímeros vêem sendo pesquisados para aplicação nas indústrias de tintas, 

alimentos, farmacêutica e petroquímica (Paul et al., 1986; Yalpani & Sandford, 

1987). Os estudos realizados têm-se focalizado na otimização das condições de 

cultura para produção de polissacarídeos e mais recentemente, no isolamento, 

clonagem e sequenciamento dos genes envolvidos na síntese de biopolímeros, 

como por exemplo, os genes de Xanthomonas campestris para a síntese de goma 

xantana (Boulnois & Roberts, 1990; Leigh & Coplin, 1992; Leigh & Walker, 1994; 

Sutherland & Tait, 1992; Petroni & Ielpi, 1996), e dos gêneros Zymomonas, 

Erwinia, Pseudomonas para a síntese de levana (Ananthalaksmy & Gunasekaran, 

1999; Hettwer et al., 1998; Song, et al., 1999; Du & Geider, 2002; Toma et al., 

2003), entre outros genes para os mais diversos produtos. 

 A goma xantana, EPS sintetizado pela bactéria Xanthomonas sp, é um 

polissacarídeo de elevado interesse industrial, principalmente para a área de 

alimentos, farmacêutica e de petróleo. O interesse deve-se as suas propriedades 

físico-químicas que superam as de todos os outros polissacarídeos disponíveis no 

mercado. Dentre estas propriedades destaca-se a sua elevada viscosidade em 

baixas concentrações, bem como sua ampla faixa de estabilidade a temperatura e 

pH (Meyer, et al., 1993; Sutherland & Kennedy, 1996; García-Ochoa, et al., 2000). 

Inúmeros estudos vêem sendo realizados para caracterizar a via de biossíntese 

deste polímero, pois estudos correlacionam a síntese de goma xantana com a 

virulência da bactéria quando esta infecta plantas. 

 A goma levana vem sendo aplicada na indústria de alimentos, como 

espessante de alimentos e estudada como possível substituinte da goma arábica; 

e na área médica e farmacêutica devido as suas características de ação anti-

tumoral e efeito hipocolesterolêmico. Em relação a biossíntese de levana inúmeros 
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estudos estão sendo realizados para identificar os genes das enzimas envolvidas 

no processo de biossíntese, as respectivas localizações destes genes, como 

também a funcionalidade dos mesmos em diferentes microrganismos 

(Ananthalaksmy & Gunasekaran, 1999; Hettwer et al., 1998; Song, et al., 1999; 

Calazans et al., 2000; Wendt, 2001; Du & Geider, 2002; Toma et al., 2003). 

 Estudos de biossíntese de polissacarídeos vêm sendo realizados utilizando 

diferentes fontes de carbono (glicose, sacarose e frutose) ou microrganismos 

mutantes para examinar os efeitos no peso molecular, produtividade e composição 

da cadeia principal e ramificações dos biopolímeros (Hassler & Doherty, 1990; 

Kaplan et al., 1994). Os estudos de biologia molecular são de extrema relevância, 

pois o conhecimento dos genes envolvidos nas rotas de biossíntese é 

fundamental, tanto para modificar microrganismos com a finalidade de aumentar a 

produtividade no processo fermentativo, como para alterar o peso molecular e a 

composição química do polímero, além de serem de fundamental importância nos 

estudos de fitopatologia (Hettwer et al., 1998). 

 Visto que a xantana e a levana possuem um grande interesse para as 

indústrias de alimentos e farmacêutica, devido as suas características físico-

químicas e atividades anti tumoral e anti HIV, novos estudos são requeridos para 

investigar o metabolismo do microrganismo e seus produtos, já que pouco se 

conhece sobre os genes envolvidos na biossíntese destes 
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2. OBJETIVOS 
 

 Este projeto tem como objetivo geral à identificação e expressão heteróloga 

de genes envolvidos com a produção de xantana e levana. As seguintes etapas 

foram efetivadas: 

a) Xantana: 

• Selecionar cosmídios com as ORFs de Xyllela fastidiosa relacionadas à 

produção de goma xantana; 

• Transformar a linhagem de Xanthomonas CA110 com os genes 

envolvidos na produção de goma; 

• Avaliar a produção de goma na linhagem recombinante; 

• Avaliar as características físico-químicas da goma. 

b) Levana: 

• Isolar o gene SacB de linhagens de Zymomonas mobilis e clonar em 

Escherichia coli; 

• Subclonar o gene SacB de E. coli para linhagens de Xanthomonas; 

• Avaliar a produção de goma nas linhagens recombinantes; 

• Avaliar as características físico-químicas da goma. 
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Goma xantana e levana: Biossíntese e genética 
 

Padilha, F.F.1; Rosato, Y.B. 2; Scamparini, A.R.P. 1 

 

1 Departamento de Ciência de Alimentos – FEA; 2 Centro de Biologia Molecular e 

Engenharia Genética (CBMEG), Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP- 

C.P. 6121, CEP 13081.970, Campinas, SP, Brasil. e-mail: 

francinepadilha@hotmail.com 

 

 

RESUMO 

 

 Os polissacarídeos microbianos devido as suas propriedades físico-

químicas que superam os demais polissacarídeos, possuem uma elevada 

significância comercial, pois são capazes de atuar em baixas concentrações e 

possuir estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura. Dentre os principais 

polissacarídeos, temos a goma xantana que é formada por unidades repetitivas de 

um pentassacarídeo constituído por glicose, manose, ácido glicurônico e 

grupamentos acetil e piruvato; e a levana que é um polissacarídeo formado por 

unidades de frutose. Estas gomas podem ser aplicadas como agentes 

emulsificantes, estabilizantes, gelificantes e encapsulante em diversos segmentos 

industriais. A levana também é estudada quanto a sua propriedade anti-tumoral e 

hipocolesterolêmica. Esta revisão procurou focar vários aspectos da biossíntese, 

do processo de formação dos polissacarídeos, e a caracterização dos genes 

envolvidos na produção destes, bem como o melhoramento das linhagens 

produtoras de goma xantana e levana.  

 

Palavras-chaves: biopolímeros, goma xantana, levana, biossíntese, genética 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 Os exopolissacarídeos (EPS) microbianos, também denominados 

biopolímeros microbianos, são produzidos por diversos gêneros de bactérias, 

fungos e leveduras (Crescenzi, 1995; Linton et al., 1991; Kim et al., 1999). Muitos 

destes biopolímeros vêm sendo pesquisados para aplicação nas indústrias de 

tintas, alimentos, farmacêutica e petroquímica (Paul et al., 1986; Yalpani & 

Sandford, 1987). Os estudos realizados se focalizam na otimização das condições 

de cultura para produção de polissacarídeos e mais recentemente, no isolamento, 

clonagem e sequenciamento dos genes envolvidos na síntese de biopolímeros, 

como por exemplo, os genes de Xanthomonas campestris para a síntese de goma 

xantana (Boulnois & Roberts, 1990; Leigh & Coplin, 1992; Leigh & Walker, 1994; 

Sutherland & Tait, 1992; Petroni & Ielpi, 1996) de Agrobacterium e Alcaligenes 

faecalis para a síntese de goma curdulana (Stasinopoulos et al.,1999), dos 

gêneros Zymomonas, Erwinia, Pseudomonas para a síntese de levana 

(Ananthalaksmy & Gunasekaran, 1999; Hettwer et al., 1998; Song, et al., 1999; Du 

& Geider, 2002; Toma et al., 2003) entre outros genes para os mais diversos 

produtos. 

 A goma xantana, EPS sintetizado pela bactéria Xanthomonas sp, é um 

polissacarídeo de elevado interesse industrial, principalmente a indústria de 

alimentos, farmacêutica e de petróleo. O interesse deve-se as suas propriedades 

físico-químicas que superam as de todos os outros polissacarídeos disponíveis no 

mercado. Dentre estas propriedades destaca-se a sua elevada viscosidade em 

baixas concentrações, bem como, a sua ampla faixa de estabilidade a temperatura 

e pH (Meyer, et al., 1993; Sutherland & Kennedy, 1996; García-Ochoa, et al., 

2000). 

 Outro polissacarídeo de interesse é a goma levana que vem sendo aplicada 

na área de alimentos, como espessante e estudada como possível substituinte da 

goma arábica. Na área médica e farmacêutica vem se destacando devido a sua 

propriedade anti-tumoral e efeito hipocolesterolêmico. Inúmeras pesquisas vem 
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sendo realizadas com os polissacarídeos que possuem, potencialmente, atividade 

anti-tumoral e seua derivados sulfatados que tem ação anti-HIV in vitro (Kaneko et 

al., 1990; Yoshida et al., 1990; Osawa et al., 1993; Yamamoto et al., 1999). Em 

relação a biossíntese de levana, inúmeros estudos estão sendo realizados para 

identificar os genes das enzimas envolvidas no processo de biossíntese, as 

localizações destes genes, como também a funcionalidade dos mesmos em 

diferentes microrganismos (Ananthalaksmy & Gunasekaran, 1999; Hettwer et al., 

1998; Song, et al., 1999; Calazans et al., 2000; Wendt, 2001; Du & Geider, 2002; 

Toma et al., 2003). 

 Os estudos de biologia molecular são de extrema relevância, pois o 

conhecimento dos genes envolvidos nas rotas de biossíntese é fundamental tanto 

para modificar os microrganismos com a finalidade de elevar a produtividade no 

processo fermentativo, como para alterar o peso molecular e a composição 

química do polímero, além de serem de fundamental importância nos estudos de 

fitopatologia, pois inúmeros estudos correlacionam a síntese de goma xantana 

com a virulência da bactéria quando esta infecta a planta (Hettwer et al., 1998; 

Fontaniella et al., 2002). As modificações, nas últimas décadas, no polímero vem 

sendo obtidas em estudos que utilizam diferentes fontes de carbono (glicose, 

sacarose e frutose), ou por microrganismos mutantes, o que naturalmente torna os 

resultados muito inespecíficos (Hassler & Doherty, 1990; Kaplan et al., 1994). 

 Visto que, a goma xantana e a levana, possuem um grande interesse para 

as áreas de alimentos e farmacêutica, novos estudos são requeridos para 

investigar o metabolismo dos microrganismos envolvidos na síntese destes EPS. e 

seus produtos, já que pouco se conhece sobre os genes envolvidos nesta 

biossíntese. 

 

2. EXOPOLISSACARÍDEOS BACTERIANOS 
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A produção de polissacarídeos extracelulares (EPSs) é extremamente 

comum em diversos microrganismos, sendo importantes constituintes das células 

bacterianas, e possuem um papel crítico na interação das bactérias com o meio 

ambiente. Esses EPSs podem estar associados à superfície celular, como uma 

cápsula ao redor da célula ou serem excretados para o meio ambiente como um 

muco (Coplin & Cook, 1990; Silva et al., 2001). 

Os EPSs possuem duas propriedades que ajudam a determinar suas 

funções: (a) os polissacarídeos capsulares são altamente hidratados, e portanto, 

protegem a bactéria da dessecação, e evitam que moléculas hidrofóbicas 

penetrem na cápsula e cheguem à membrana celular; (b) os EPSs ácidos 

produzidos pela maioria das bactérias fitopatogênicas são altamente aniônicos e 

assim, podem atuar como resinas de troca iônica, concentrando minerais e 

nutrientes ao redor da célula Outra função importante do polissacarídeo capsular, 

no solo ou em ambientes aquáticos, é auxiliar na adesão da bactéria a superfícies 

biológicas ou inertes, nas quais existem altas concentrações de nutrientes. As 

bactérias fitopatogênicas precisam crescer ou sobreviver no solo, em folhas ou 

raízes de plantas para completar seu ciclo de vida, portanto a proteção contra o 

meio ambiente hostil pode ser um motivo para que a bactéria produza EPS (Coplin 

& Cook, 1990; Silva et al., 2001). 

Os EPS, sintetizados por bactérias, vêm sendo estudados com visível 

interesse devido suas propriedades reológicas, que, em muitos casos, superam as 

características funcionais dos polissacarídeos de origem vegetal. Alguns são 

amplamente utilizados como espessantes, gelificantes, estabilizantes e, em alguns 

casos, como emulsificantes e colóides protetores (Sanderson & Clark, 1983; 

Rinaudo, 1993). Esses polissacarídeos de cadeia complexa são capazes de 

formar soluções viscosas e géis em meio aquoso mesmo em baixas 

concentrações, segundo Stading (1988), não existe outra categoria de substâncias 

que exiba esse comportamento. 

 A produção de exopolissacarídeos é um processo complexo envolvendo 

inúmeras etapas. A sua complexidade e o relativo desconhecimento dos eventos 
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moleculares envolvidos, tem dificultado a manipulação genética das bactérias 

produtoras de EPS. As alterações realizadas têm o intuito de modificar as 

condições de fermentação, desenvolver novos microrganismos produtores, bem 

como, alterar a estrutura dos EPS. Com estas modificações procura-se aumentar 

o campo de aplicabilidade destes EPSs, devido principalmente a descoberta de 

novas funções em diversos segmentos onde são aplicados (Pollock et al., 1997). 

 Os estudos de aplicação dos EPS dependem de inúmeros fatores, como 

por exemplo os segmentos onde serão aplicados: indústria de alimentos, 

farmacêutica, química e petroquímica. Pois, dependendo da área de aplicação 

exigem-se testes de segurança antes da sua liberação no mercado.  

 

2.1. Xantana 

 Xanthomonas campestris é uma bactéria fitopatogência que infecta diversas 

espécies de crucíferas causando a morte destas plantas. Quando esta bactéria 

infecta a planta ela produz um polissacarídeo de alto peso molecular conhecido 

como goma xantana e que está relacionado aos fatores de virulência (Fontaniella, 

et al., 2002). A goma xantana é um heteropolissacarídeo, cuja unidade básica 

repetidora é um pentassacarídeo, constituído por glicose, manose, ácido 

glucurônico e grupos piruvato e acetil (Figura 1). A sua aplicação na indústria de 

alimentos, farmacêutica, petroquímica é devido principalmente as suas 

propriedades de formar soluções viscosas e géis hidrossolúveis que lhe fornecem 

propriedades reológicas únicas, além de manter soluções estáveis em ampla faixa 

de pH e temperatura. Atualmente é o único polissacarídeo microbiano que vem 

sendo comercializado em grande escala (Meyer et al., 1993; Sutherland & 

Kennedy, 1996; García-Ochoa et al., 2000). 



 10 

 

Figura 1 – Estrutura da goma xantana (García-Ochoa et al., 2000) 
 

Dentre os biopolímeros utilizados na recuperação terciária de petróleo 

(EOR) a xantana é o mais utilizado, não tendo até o momento nenhum outro em 

escala comercial que supere suas qualidades. A goma xantana tem sido usada 

junto com hidróxido de sódio e surfactantes na técnica conhecida como APS 

(álcali-polímero-surfactante) (Navarrete et al., 2001; Navarrete & Shah, 2001). 

 A indústria de petróleo nos EUA, não utiliza grandes quantidades deste 

polímero, e sim associações de características não tão específicas, devido ao 

custo elevado de produção da goma xantana (Stredansky & Conti, 1999; Yoo & 

Harcum, 1999). No Brasil o substrato representa um baixo custo de produção, 

entretanto em outros países o custo do meio de fermentação representa um fator 

crítico sob o aspecto comercial na produção do polissacarídeo. Portanto, o Brasil 

mostra-se com um grande potencial para a fabricação deste polímero em escala 

industrial, já que dispõe de matéria-prima básica para a produção: açúcar, extrato 

de levedura e álcool do setor sucro-alcooleiro.  

 O grande interesse de produção de goma xantana no país, despertou o 

interesse no desenvolvimento de pesquisas que melhorassem geneticamente as 

linhagens produtoras de goma xantana, visando aumentar a sua produção e 

qualidade. Estudos dos genes responsáveis pela síntese de goma xantana vêem 

sendo realizados há muitos anos, sempre tendo como enfoque o processo de 
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biossíntese da goma e os fatores que a relacionam com a virulência quando 

infectam as plantas. 

 No processo de biossíntese, dois sistemas foram identificados na rota do 

metabolismo de glicose em X. campestris, um periplásmico e oxidativo, e um 

segundo intracelular e fosforilativo, que foi proposto como um desvio da rota de 

Enter-Doudoroff, a glicose-6-fosfato (Glc-6-P) com derivados intermediários do 

fosfoenolpiruvato (PEP) e acetil Co A (AcCoA), a síntese de xantana requer uma 

proporção significativa de cofatores, nicotinamida e ATP (Letisse et al.; 2001; Hsu 

& Lo, 2003). 

 Estudos in vitro têm indicado que a biossíntese da goma ocorre em dois 

estágios no mínimo: primeiramente, a unidade repetitiva pentassacarídica é 

seqüencialmente montada ligando-se ao poliprenol através de uma ligação 

difosfato; num segundo estágio, as unidades repetitivas são excretadas e 

polimerizadas sendo o polímero liberado para o meio de crescimento (Ielpi et al., 

1993; Vojnov et al., 1998) (Figura 2). 

 

Figura 2 - Biossíntese do exopolissacarídeo goma xantana (Dawes & 

Sutherland,1992) 
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 Os genes, que sintetizam as enzimas envolvidas na transferência dos 

monossacarídeos e dos substituintes não glicosídicos, piruvato e acetil, estão 

localizados em um cluster com 12 genes que compreende uma região de 16 Kb no 

genoma de X. campestris, denominado como xpsI ou gum (gumB – gumM) 

(GenBank nº de acesso U22511) (Katzen et al., 1998). A função de alguns genes 

tem sido estabelecida. GumD, M, H, K e I estão envolvidos com a polimerização 

do pentassacaríde. Estes genes codificam respectivamente para a transferência 

seqüencial de glicose-1-fosfato, glicose, manose, ácido glucurônico e finalmente a 

manose para o isoprenilfosfato que tem a função de carreador. A acetilação é 

determinada pelos genes gumF e G que codificam a enzima acetiltransferase. A 

enzima cetal piruvato transferase é codificada pelo gene gumL. Os genes gumB, 

gumC, gumE, gumJ estão envolvidos em uma séria de etapas na polimerização e 

secreção da xantana através da membrana da bactéria (Pollock et al., 1997; 

Katzen et al., 1998; Vojnov et al., 1998; Flores-Candia & Deckwer, 1999; Katzen et 

al., 1999). 

 

Figura 3 – Operon gum na síntese de goma xantana (Coplin & Cook, 1990) 
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 Devido à intensa utilização dos EPSs, inúmeros estudos vem sendo 

realizados na área de expressão de genes que codificam a produção de 

polissacarídeo, bem como para verificar a expressão heteróloga destes genes em 

outros sistemas, e a sua influência no metabolismo celular e nos produtos 

formados (Kannan et al., 1995; Pollock et al., 1997; Song et al, 2000; Silva et al., 

2001). 

 Pollock et al. (1997) estudaram a produção de goma xantana em 

Sphingomonas, e clonaram os genes relacionados à síntese do EPS, utilizando 

uma biblioteca de cosmídios contendo os genes de interesse, expressando em um 

sistema não produtor desta goma (Figura 4). 

 

Figura 4 – Estrutura de goma xantana e sphingana S-88 (Pollock et al., 1997) 
 

 Silva et al. (2001) sequenciaram o genoma de Xylella fastidiosa revelando a 

presença de um fragmento de DNA de 12 kb contendo nove ORFs, numa 

estrutura típica de operon, que mostrou homologia com os genes relacionados à 

produção de EPS em diversas espécies bacterianas. Estas ORFs possuem uma 

elevada similaridade com os genes do operon de X. campestris (gumB – M), tendo 

homologia com os genes gumB, C, D, E, F, H,J, K e M. Os genes gumG, I e L não 

foram encontrados neste fragmento de DNA e também não foram localizados em 

nenhum outro local do genoma de X. fastidiosa, incluindo os plasmídios. Devido à 

alta similaridade com o operon de X. campestris este cluster foi denominado de 

operon de goma fastidiana e os genes constituintes foram denominados da 
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mesma forma que o correspondente no operon de goma xantana. Os genes em 

ambos operons foram dispostos em idêntica estrutura genômica. 

 Considerando a similaridade da estrutura dos operons de ambas as 

bactérias, a X. fastidiosa poderia ser capaz de sintetizar um EPS com estrutura 

diferente da goma xantana, pois os três genes de X. campestris que não foram 

encontrados em X. fastidiosa (gumG, I e L) são a relacionados à polimerização ou 

modificação da última manose da unidade pentassacarídica repetitiva de goma 

xantana. O gumI adiciona uma molécula de manose no lipídio-tetrassacarídeo 

intermediário. O gumL e G auxiliam na colocação dos grupos piruvato e acetil, 

respectivamente, na manose. Deste modo a unidade repetitiva do EPS de X. 

fastitiosa, provavelmente seja um tetrassacarídeo (Figura 5 e 6). 

 

Figura 5 – Biossíntese de goma fastidiana (Silva et al., 2001) 
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Figura 6 – Estrutura de goma xantana e goma fastidiana (Silva et al., 2001) 

 

2.2. Levana 

 A levana é um polímero de frutose formado durante a fermentação da 

sacarose. A levana é formada através de reações de transfrutosilação, 

constituindo-se basicamente por unidades de frutose ligadas na posição β-(2,6), 

com ramificação β-(2,1) a cada nove resíduos de frutose.  

 Dentre as aplicações de levana incluem-se seu uso como emulsificante, 

estabilizante, agente encapsulante, carreador de cor e aroma na indústria de 

alimentos. A alta solubilidade e a baixa viscosidade das soluções aquosas de 

levana levaram a sugeri-la como uma possível substituta da goma arábica (Wendt, 

2001). 

 A levana também tem sido associada devido as suas propriedades 

biológicas como inibidora de tumores, pois aumentaria a permeabilidade celular 

para que entrem com maior facilidade os agentes citotóxicos (Leibovici & Stark, 

1985; Calazans, et al., 1997). Por estas razões, diversos microrganismos 

produtores de levanasacarase têm sido isolados e caracterizados (Ohtsuka et al., 

1992; Song & Rhee, 1994; Hettwer et al., 1995; Sunitha et al., 2000). 

 A levana pode ser sintetizada a partir de inúmeras espécies de 

microrganismos como: Zymomonas, Erwinia, Pseudomonas, Bacillus, entre outras. 

A Zymomonas mobilis é uma bactéria Gram negativa, anaeróbica facultativa, 
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conhecida como uma eficiente produtora de etanol, tendo uma produtividade 

superior as leveduras comerciais. Em Z. mobilis, os monossacrídeos glicose e 

frutose são transportados para o interior da célula pelo processo de difusão 

facilitada e metabolizado pela via de Entner-Doudoroff, conhecida como glicólise 

oxidativa. A Z. mobilis pode fermentar sacarose, no entanto a capacidade 

fermentativa parece ser dependente da linhagem utilizada, e com o acúmulo de 

sub produtos como levana e sorbitol. Esta característica sugere que há diferentes 

grupos de enzimas com capacidade de hidrolisar a sacarose envolvida no 

metabolismo (Di Marco & Romano, 1985; Viikari, 1984). 

 O principal produto da fermentação de açúcares por Zymomonas mobilis é 

o etanol quando a glicose e a frutose são utilizadas como fonte de carbono, com 

rendimento superior a 95% em relação ao rendimento teórico (Lee et al., 1997). 

Entretanto, quando a sacarose é utilizada na fermentação, o rendimento 

fermentativo diminui devido à formação de sub-produtos como levana (Lyness & 

Doelle, 1983; Park et al. 1983; Yoshida et al.1990) e sorbitol (Viikari, 1984; Amin & 

Khalaf Allah, 1992). Além destes compostos também são produzidos acetaldeído 

e ácido acético (Tanaka et al., 1990) e pequenas quantidades de alguns álcoois 

superiores e fenol . 

 A levana se forma a partir da sacarose, mas não a partir de glicose ou 

frutose, ou de mistura desses açúcares, e o sorbitol parece ser sintetizado pela 

redução da frutose com simultânea oxidação da glicose. 

 A enzima levanasacarase, que atua na sintese de levana é uma 

tranfrutosilase (EC 2.4.1.10), capaz de catalisar a conversão enzimática de 

sacarose para levana. Três enzimas são capazes de hidrolisar a sacarose: (1) 

sacarase intracelular (sacA ou invA), (2) levanasacarase extracelular (sacB ou 

invC) e (3) sacarase extracelular (sacC ou invB) (Sangiliyandi & Gunasekaran, 

2001). 

 A enzima sacA é um monômero com peso molecular de 58 kDa. O gene de 

sacA, de Z. mobilis, foi clonado, seqüenciado e caracterizado, entretanto na 
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ausência de um mecanismo de transporte para a sacarose, à função da sacarase 

intracelular não foi ainda identificada (Gunasekaran et al., 1990). 

 A atividade da sacarase extracelular (sacC ou invB) tem alta especificidade 

para hidrolisar a sacarose, contribuindo com 60% da atividade de sacarase 

extracelular, mas não auxiliando na polimerização de frutose para obtenção de 

levana, nem com a degradação de polifrutoses como levana ou inulina. 

 A levanasacarase, uma beta-fruto-furanosidase, é uma enzima extracelular 

que é responsável pela hidrólise de sacarose e formação de levana. A enzima 

SacB de Z. mobilis Z6C tem um peso molecular de 56 kDa. O gene sacB clonado 

de Z. mobilis foi expresso e purificado a partir de um sistema recombinante 

(Lyness & Doelle, 1983). 

 Concluindo-se, o metabolismo da sacarose em Z. mobilis pode ser 

postulado da seguinte forma: Primeiro a sacarose exógena é hidrolisada para 

glicose e frutose pela sacarase extracelular (sacC), e então estes 

monossacarídeos são transportados para o interior das células. A enzima 

extracelular (sacB), catalisa a reação de transfrutosilação para acumular levana, 

resultando no decréscimo da produtividade de etanol. Por um outro lado, a função 

da invertase intracelular (sacA) no metabolismo ainda não está esclarecida, 

podendo atuar desde na difusão facilitada ou no transporte ativo de sacarose, 

similar ao que é descrito em outras bactérias Gram-negativas (Yanase, et al., 

1995). 
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_______________________________________________________________ 

RESUMO 

 
 A produção de exopolissacarídeos bacterianos é um processo complexo e o 

desconhecimento dos eventos moleculares que estão envolvidos na síntese 

destes, fazem com que haja dificuldade na manipulação das culturas, no processo 

fermentativo e nas modificações das propriedades físico-químicas dos 

polissacarídeos. O objetivo do presente trabalho foi transferir e expressar o gene 

sacB de Zymomonas mobilis para linhagens de Xanthomonas e caracterizar o 

polímero produzido pelas linhagens transformadas, verificando a influência da 

adição deste gene na produção de goma. O gene sacB de Z. mobilis foi 

amplificado por PCR, clonado no vetor pKX e utilizado para eletrotransformar as 

linhagens de X. campestris pv campestris CA110 e X. axonopodis pv manihotis 

289. As linhagens transformadas foram analisadas quanto a produção de 

exopolissacarídeo (EPS). Para a fermentação foram utilizados os meios YM e RS 

para crescimento celular e os meios RS com alta concentração de sacarose e I+II 

para produção de EPS. O EPS produzido foi quantificado para cálculo da 

produção e posterior análises através de cromatografia e viscosidade aparente. 

Os resultados mostram que dentre as nove linhagens transformadas obtidas, 

somente três apresentaram frutose na composição química do EPS produzido, 
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característica do polímero de levana, tendo também um acréscimo na viscosidade 

aparente quando comparado à linhagem não transformada.  

Palavras-chaves: levana, Zymomonas mobilis, recombinante, Xanthomonas 

_______________________________________________________________ 

 

1. INTRODUÇÃO 

 A produção de polissacarídeos extracelulares (EPSs) é 

extremamente comum em diversos microrganismos, sendo importantes 

constituintes das células bacterianas e com papel relevante na interação das 

bactérias com o meio ambiente. Esses EPSs podem estar associados à superfície 

celular, como uma cápsula ao redor da célula ou serem excretados para o meio 

ambiente como um muco (Coplin & Cook, 1990; Silva et al., 2001).  

 Os estudos de modificações no processo fermentativo, nas propriedades 

físico-químicas e para a elucidação do processo de biossíntese de polissacarídeos 

vem sendo realizada utilizando diferentes fontes de carbono (glicose, sacarose e 

frutose) ou por microrganismos mutantes, o que naturamente torna os resultados 

muito inespecíficos (Hassler & Doherty, 1990; Kaplan et al., 1994). Atualmente, os 

estudos de biologia molecular são de extrema relevância, pois o conhecimento 

dos genes envolvidos nas rotas de biossíntese é fundamental tanto para modificar 

microrganismos com a finalidade de aumentar a produtividade no processo 

fermentativo, como para alterar o peso molecular e a composição química do 

polímero, além de serem de fundamental importância nos estudos de fitopatologia 

(Hettwer et al., 1998; Silva et al., 2001; Fontaniella et al., 2002). 

 A levana é um polímero de frutose, formado através de reações de 

transfrutosilação, constituindo-se basicamente por unidades de frutose ligadas na 

posição β-(2,6), com ramificação β-(2,1) a cada nove resíduos de frutose (Figura 

1). Apresenta uma aplicação potencial nas áreas de alimentos, farmacêutica e 

como agente anti-tumoral (Calazans et al., 1997 e 2000). A levana tem sido citada 
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pelas suas propriedades biológicas como inibição de tumores, devido aumentar a 

permeabilidade celular facilitando a ação dos agentes citotóxicos (Leibovici & 

Stark, 1985). Por estas razões, diversos microrganismos produtores de 

levanasacarase têm sido isolados e caracterizados (Ohtsuka et al., 1992; Song & 

Rhee, 1994; Hettwer et al., 1995; Sunitha et al., 2000). Em relação a biossíntese 

de levana inúmeros estudos estão sendo realizados para identificar os genes das 

enzimas envolvidas no processo de síntese de levana e suas localizações, como 

também a funcionalidade dos mesmos em diferentes microrganismos 

(Ananthalaksmy & Gunasekaran, 1999; Hettwer et al., 1998; Song, et al., 1999; 

Calazans et al., 2000; Wendt, 2001; Du & Geider, 2002; Toma et al., 2003). 

 A levana pode ser sintetizada a partir de inúmeras espécies de 

microrganismos como: Zymomonas, Erwinia, Pseudomonas, Bacillus, entre outras. 

A Z. mobilis é uma bactéria Gram-negativa, anaeróbica facultativa, conhecida 

como uma eficiente produtora de etanol, tendo uma produtividade superior as 

leveduras comerciais. Em Z. mobilis os monossacrídeos glicose e frutose são 

transportados para o interior da célula pelo processo de difusão facilitada e 

metabolizado pela via de Entner-Doudoroff conhecida como glicólise oxidativa. A 

Z. mobilis pode fermentar sacarose, no entanto a capacidade fermentativa parece 

ser dependente da linhagem utilizada, como também o acúmulo de sub produtos 

como levana e sorbitol. Esta característica sugere que há diferentes grupos de 

enzimas com capacidade de hidrolisar a sacarose envolvida no metabolismo (Di 

Marco & Romano, 1985; Viikari, 1984). 

 

Figura 1 – Estrutura da goma levana (Hettwer et al., 1998) 

 Quando Z. mobilis cresce em meio contendo sacarose, as enzimas 

hidrolisam a sacarose liberando glicose e frutose. Três diferentes enzimas são 
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capazes de hidrolisar a sacarose: uma sacarase intracelular (sacA ou invA), uma 

levanasacarase extracelular (sacB ou invC) e uma sacarase extracelular (sacC ou 

invB) (Sangiliyandi & Gunasekaran, 2001). A enzima sacA é um monômero com 

peso molecular de 58 kDa. O gene de sacA, de Z. mobilis, foi clonado, 

seqüenciado e caracterizado, entretanto na ausência de um mecanismo de 

transporte para a sacarose, a função da sacarase intracelular não esta bem 

esclarecida (Gunasekaran et al., 1990).  

 A atividade de sacarase extracelular (sacC ou invB) tem alta especificidade 

na hidrólise de sacarose. Esta enzima contribui com 60% da atividade de sacarase 

extracelular, mas nada com a catálise da polimerização de frutose para levana 

nem com a degradação de polifrutoses como levana ou inulina.  

 A levanasacarase (sacB), uma beta-fruto-furanosidase, é uma enzima 

extracelular que é responsável pela hidrólise de sacarose e polimerização das 

unidades de frutose para a formação de levana. A enzima sacB de Z. mobilis Z6C 

tem um peso molecular de 56 kDa. O gene sacB de Z. mobilis foi clonado, 

expresso e purificado em E. coli recombinante (Lyness & Doelle, 1983). 

 O metabolismo da sacarose, em Z. mobilis, pode ser postulado da seguinte 

forma: primeiro a sacarose exógena é hidrolisada para glicose e frutose pela 

invertase extracelular (sacC), sendo os monossacarídeos obtidos pela hidrólise 

transportados para o interior da célula. A enzima extracelular, sacB, catalisa a 

reação de transfrutosilação para acumular levana, resultando no decréscimo da 

produtividade de etanol. A função da invertase intracelular, sacA, no metabolismo 

ainda não está elucidada, podendo atuar na difusão facilitada ou no transporte 

ativo de sacarose, similar ao que é descrito em outras bactérias Gram-negativas. 

(Yanase et al., 1995). 

 A Xanthomonas campestris é uma bactéria fitopatogênica que infecta 

diversas espécies de crucíferas causando a morte destas plantas. Quando esta 

bactéria infecta a planta ela produz um polissacarídeo de alto peso molecular 
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conhecido como goma xantana e que pode estar relacionada aos fatores de 

virulência (Fontaniella et al., 2002). 

A xantana é um heteropolissacarídeo, cuja unidade básica repetidora é um 

pentassacarídeo constituído por glicose, manose, ácido glucurônico (2:2:1) e 

grupos piruvato e acetil, de extrema importância sob o aspecto comercial. A sua 

aplicação na indústria de alimentos, farmacêutica, petroquímica é devido 

principalmente as suas propriedades de formar soluções viscosas e géis 

hidrossolúveis que lhe fornecem propriedades reológicas únicas, além de manter 

soluções estáveis em ampla faixa de pH e temperatura. Atualmente é o único 

polissacarídeo microbiano que vem sendo comercializado em grande escala 

(Meyer et al., 1993; Sutherland & Kennedy, 1996; Garcia-Ochoa et al., 2000). 

 Devido à intensa utilização destes polissacarídeos, inúmeros estudos tem 

sido realizados na área de expressão de genes que codificam a produção de 

polissacarídeo, bem como na expressão heteróloga destes genes em outros 

sistemas para verificar a sua influência (Kannan et al., 1995; Pollock et al., 1997; 

Song et al, 2000; Silva et al., 2001).  

 A Z. mobilis é considerada com potencial para a produção em larga escala 

de levana, mas possui uma baixa produtividade do polissacarídeo durante o 

processo fermentativo, portanto torna-se necessário o estudo da expressão do 

gene sacB em outros microrganismos que possam apresentar melhor eficiência na 

expressão do gene (Song & Rhee, 1994; Belghith et al., 1996; Ananthalakshmy & 

Gunasekaran, 1999). 

 O objetivo deste trabalho foi expressar o gene sacB de levanasacarase de 

Z. mobilis em X. campestris pv campestris CA110 e X. axonopodis pv manihotis 

289, e caracterizar o exopolissacarídeo produzido pela linhagem recombinante, 

através de análise da produção, composição dos monossacarídeos constituintes 

do polímero e viscosidade aparente.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 
2.1. Linhagens bacterianas utilizadas e meios de cultura 

 As linhagens utilizadas nos experimentos foram as seguintes: Z. mobilis 

linhagem Z-6-88 (Coleção do Departamento de Antibióticos – UFPE); X. 

campestris pv campestris CA110 (NRRL B-1459) e X. axonopodis pv manihotis 

linhagem 289 (SBF, Instituto Biológico, Campinas, SP). A linhagem E. coli DH5α 

foi utilizada para as etapas de clonagem. A linhagem de Z. mobilis foi mantida 

segundo Wendt (2001). As linhagens de Xanthomonas foram mantidas em meio 

NYGB (Turner et al., 1984). As células competentes de E. coli e Xanthomonas 

(Ferreira et al., 1996), CA110 e 289, foram mantidas a -70ºC.  

 

2.2. Manipulação de DNA 

 A extração do DNA cromossômico foi feita a partir das células retiradas das 

placas, estas foram colocadas em tubos de microcentrifuga, lavadas com tampão 

TAS (50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA, 150 mM NaCl, pH 8,0) e ressuspendidas em 

500 µL do mesmo tampão. SDS (concentração final de 1%) e proteinase K (150 

µg/mL) foram adicionados na suspensão celular e os tubos incubados por 1h a 

50ºC. O material celular restante foi removido pela adição de 500 µL de fenol na 

suspensão e centrifugado por 3 min a 10000 x g. O sobrenadante foi transferido 

para outro tubo e 500 µL de clorofórmio foram adicionados. O tubo foi novamente 

centrifugado por 3 min e o sobrenadante transferido para uma membrana de 

diálise. A suspensão foi dialisada contra tampão TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM 

EDTA, pH 7,8) por 48 h. O DNA dialisado foi armazenado em tubos a 4ºC. 

 A extração de plasmídios foi de forma geral efetuada por lise alcalina 

(Sambrook et al., 1989). As bactérias foram crescidas em meio de cultura líquido e 

cerca de 3 mL foram utilizados para cada extração. As células foram coletadas 

após centrifugação (10000 x g / 1 minuto) e suspensas em 300 µL de solução P1 
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(Tris-HCl (pH 8,0) 50 mM; EDTA (pH 8,0) 10 mM; RNAse 100 µg/mL). A seguir 

foram adicionados 300 µL de solução P2 (NaOH 200 mM; SDS 1%) e a mistura foi 

incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente foram 

adicionados 300 µL de solução P3 (acetato de potássio 3M; pH 5,5) e agitado 

suavemente por inversão. O tubo foi centrifugado a 10000 x g / 10 minutos a 14ºC 

e 700–800 µL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo. O DNA foi 

precipitado com 400 µL de isopropanol seguido por centrifugação a 10000 x g / 10 

minutos a temperatura ambiente. O precipitado foi lavado com  500–700 µL de 

etanol 70% e o DNA precipitado secado completamente, sendo ressuspendido 

posteriormente em 20 µL de TE. Após a extração foi quantificado o DNA em gel de 

agarose 0,8% para uso posterior na eletroporação. 

 

2.2.1. PCR (Polymerase chain reaction) 

 As reações de PCR foram realizadas com volume final de 25 µL, contendo: 

50 ng de DNA, 5 pmol do primer LEV1 (AAAGCAGGCATTGCAGAG) e 5 pmol do 

primer LEV2 (GATCTGTGGCGGAATATAG), 250 µM de dNTP, 0,5 unidades de 

Taq polimerase (Amersham – Pharmacia). As condições de amplificação usadas 

foram: um ciclo de 3 min a 94ºC, quarenta ciclos de 1 min a 94ºC, 1 min a 60ºC, 2 

min a 72ºC. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese com gel de 

agarose 0,8% e visualizados no transiluminador após coloração com brometo de 

etídio. 

 

2.2.2. Clonagem do gene sacB e transformação 

 O material amplificado por PCR foi extraído do gel com o kit ConcertTM 

Rapid Gel Extraction System (GibcoBRL, USA), e quantificado em gel de agarose 

0,8%. O fragmento purificado foi clonado no vetor pGEM®-T Easy Vector System I 

(Promega) com reação final de 5 µL contendo: 2,5 µL de tampão de clonagem (2X 

Rapid Ligation Buffer T4 DNA Ligase), 0,5 µL de pGEM®-T Easy Vector (50ng/mL) 



 33 

0,5 µL de T4 DNA ligase e 30 ng de DNA (inserto). A reação foi realizada à 

temperatura ambiente por 2 horas e posteriormente utilizada para transformar E. 

coli DH5α. A transformação foi realizada utilizando uma alíquota da reação de 

PCR, 2,5 µL, que foi adicionada em um tubo contendo 0,1 mL de células 

competentes de E. coli DH5α e mantida por 30 min no gelo, 1 min a 42ºC e 2 min 

no gelo. Foram adicionados 0,9 mL de meio LB e a mistura foi incubada  a 37ºC 

por 1 h. Alíquotas foram plaqueadas em meio LB contendo ampicilina (Amp) e X-

gal e incubadas a 37ºC. Os clones obtidos na transformação foram inoculados em 

meio LB/Amp e incubados a 37ºC por 24 h para extração do plasmídio (Kit 

MINIPREP Quiagen). A presença do inserto foi confirmada por reação de PCR 

utilizando se DNA plasmidial. 

 O gene sacB foi transferido também para o vetor pKX (Baldini et al., 1999), 

um vetor compatível para Xanthomonas. A subclonagem de sacB foi efetuada no 

sitio de clonagem EcoRI e a preparação de células competentes para a 

transformação de Xanthomonas procedeu-se de acordo com metodologia descrita 

(Ferreira et al., 1996), utilizando-se 50 ng/mL de inserto/vetor. Após a 

eletroporação, realizada a 1,9 V, com pulsos de 4,4 – 4,7 mseg, foram adicionados  

900 µL de meio N seguido por  incubação a 28ºC por 2 horas. Amostras foram 

plaqueadas em meio N contendo kanamicina e incubadas a 28ºC por 48 horas. O 

controle foi feito com células não transformadas (Sambrook et al., 1989). 

 

2.3. Produção de polissacarídeo 

 A fermentação foi realizada utilizando células de X. campestris pv 

campestris CA110 e X. axonopodis pv manihotis 289 transformadas e não 

transformadas para os estudos de produtividade e caracterização físico-química 

da goma sintetizada. 
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 A fermentação das linhagens transformadas foi feita utilizando dois meios 

para o inóculo e dois para a fermentação, o de xantana (YM e MPI+II) e o de 

levana (RS e RS com 18% sacarose) (Wendt, 2001). 

 O inóculo foi feito, em erlenmeyer de 50 mL, com 7 mL de meio YM 

contendo (gL-1): extrato de levedura 3,0; extrato de malte 3,0; peptona 5,0; glicose 

10,0 ou em meio RS contendo (gL-1): sacarose 50,0; KH2PO4 1,0; (NH4)2SO4 1,0; 

MgSO4 0,5; extrato de levedura 10,0. O inóculo foi incubado a 28ºC, 120 rpm, 24 

horas.  

 A produção do polissacarídeo foi feita, em erlenmeyer de 250 mL, com 43 

mL de meio de fermentação MPI+II contendo (gL-1): NH4H2PO4 2,5; K2HPO4 5,0; 

H3BO3 0,006; (NH4)2SO4 2,0; FeCl3 0,0024; CaCl2.2H2O 0,002; ZnSO4 0,002; 

sacarose 50,0; ou no meio RS contendo (gL-1): sacarose 180,0; KH2PO4 1,0; (NH4) 

2SO4 0,4; MgSO4 0,5; extrato de levedura 10,0. O inóculo adicionado estava com a 

concentração celular de 1,9 x 108 UFC/mL. Após a adição do inóculo (10%) os 

erlenmeyers foram incubados a 28ºC, 200 rpm, 72 horas. 

 O caldo fermentado foi centrifugado a 16000 x g por 20 min e o 

polissacarídeo recuperado a partir do sobrenadante que foi precipitado com etanol 

96% (1:4, v/v) e centrifugado a 16000 x g por 10 min. O precipitado foi liofilizado, 

dializado e novamente liofilizado, para posterior pesagem e cálculo da produção. 

 

2.4. Análise de monossacarídeos por cromatografia líquida de alta eficiência 

- CLAE  

 As amostras dos polissacarídeos foram analisadas quanto a sua 

composição química por CLAE, os padrões utilizados foram glicose, frutose, 

manose, ramnose, ácido glucurônico e ácido galacturônico (Sigma, EUA). As 

metodologias utilizadas na CLAE foram segundo Druzian (2000). 
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 A hidrólise da amostra foi realizada nas seguintes condições: 5 mg de 

amostra, 500 mL de TFA 1M. 16h a 100ºC, a amostra foi seca com N2 e 

ressuspendida em 500 mL de água milli-Q. Sendo posteriormente filtrada e 

armazenada em vials até a análise a 4ºC. 

As condições de análise para os açúcares foram as seguintes: fase móvel – 

água deionizada; fluxo de 0,5 mL/min; temperatura do forno de 80ºC; Pressão de 

72Kgf/cm2; detector de Índice de refração; coluna - Polyspher® CHCA 

Carbohydrate Column (Merck). 

 As condições de análise para ácidos foram as seguintes: fase móvel – ácido 

perclórico pH 1,9; fluxo de 0,6 mL/min; temperatura do forno de 80ºC; Pressão de 

72Kgf/cm2; detector Arranjo de Diodos; coluna: Shim-pack SCR-101H 

polyestyrene-divinylbenzene (Shimadzu). 

 

2.5. Reologia 

 As análises de viscosidade foram feitas com solução aquosa a 1% das 

amostras obtidas pelas linhagens transformadas e não transformadas. As 

amostras de polímero foram diluídas em água milli-q, a concentração da solução 

foi de 1%. A solução foi mantida sob agitação por 1h e posteriormente ficou em 

repouso por 24h a 4ºC. 

 As análises foram determinadas a 25ºC, em uma taxa de cisalhamento de 0 

- 300 s-1
, utilizando dispositivo tipo cone-placa PQ-45 e reômetro Haake modelo 

CV-20. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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3.1. Clonagem do gene sacB e transformação de Xanthomonas 

 O resultado da amplificação, com o primer LEV, da linhagem de Z. mobilis 

Z-6-88 foi à obtenção de um fragmento com 1.2 kb, sendo este o tamanho de 

fragmento esperado segundo Hettwer et al. (1998) e Seo et al. (2000) (Figura 2). 

O fragmento foi isolado após purificação do fragmento do gel de agarose e 

clonado no vetor pGEM®-T Easy. O gene clonado foi utilizado para transformar E. 

coli , sendo a confirmação da clonagem efetuada por reação de PCR. A nova 

linhagem obtida foi denominada L24. 

 

Figura 2 – Gel de agarose 0,8% com produto da reação de PCR utilizando DNA 
cromossômico de Z. mobilis com primers de sacB. (a) marcador de 
peso molecular de 1 kb (Gibco BRL, USA); (b) produto da reação de 
PCR 

 

 Desde que o vetor de clonagem é incompatível em bactérias do gênero 

Xanthomonas houve necessidade de subclonar este fragmento em um outro vetor, 

tendo sido escolhido o pKX (Baldini et al., 1999). Dessa forma o DNA plasmidial 

da L24 foi extraído e digerido com a enzima EcoRI e transferido para o novo vetor  

também digerido com a enzima EcoRI. Após ligação do fragmento ao pKX, a 

mistura foi utilizada para eletroporar células de X. campestris pv campestris 

CA110 e X. axonopodis pv manihotis 289, previamente preparadas para 

a b 

1.2 kb 
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competência. Os clones obtidos após a eletroporação foram purificados e 

confirmados quanto ao fragmento clonado por reação de PCR. A confirmação da 

clonagem foi também efetuada por extração do plasmidio e digestão com EcoRI.  

 Foram obtidos no total 9 clones de Xanthomonas portando o gene de 

levana, sendo estes denominados de CA110 L24 e 289 L24 de acordo com a 

linhagem hospedeira. Foram selecionados dois clones de cada uma das linhagens 

utilizadas, CA110 L24C2, CA110 L24C4, 289 L24C2 e 289 L24C4, para a 

produção de exopolissacarídeo. 

 

3.2. Produção de exopolissacarídeo 

As linhagens transformadas de Xanthomonas foram analisadas quanto à 

produção de EPS utilizando dois meios para a fermentação específicos para 

produção de xantana (YM e MPI+II) e levana (RS e RS com 18% de sacarose). 

Como controle foram utilizadas as linhagens originais de Xanthomonas não 

transformadas. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 1.  

 A Tabela 1 mostra que a linhagem transformada (RS289 L24C4) (8,79 gL-1) 

teve uma produção de 18,1% superior à linhagem não transformada(RS289) (7,44 

gL-1). A produtividade das demais linhagens transformadas foi inferior em relação 

às linhagens não transformadas. Segundo Diez & Yokoya (1996) a produção de 

levana por Z. mobilis CP4 foi de 3,56 gL-1, para mutantes de Lactobacillus reuteri 

foi obtida uma produção de 1,7 gL-1 (Van Geel-Schutten et al.,1999). 

 

 3.3. Análise dos monossacarídeos por CLAE 

Os polímeros obtidos por fermentação foram analisados por CLAE, 

utilizando o detector de índice de refração, para verificar os monossacarídeos 

presentes no polímero sintetizado pelas linhagens transformadas. A análise dos 

cromatogramas mostra a presença de frutose no EPS sintetizado por três 

linhagens transformadas. Os clones que sintetizaram o novo exopolissacarídeo, 

contendo glicose, manose e frutose, foram os seguintes: CA110 L24C2 e CA110 
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L24C4 ambos fermentados em meio MP I+II e o clone 289 L24C4 fermentado em 

meio RS. 

Os demais clones testados não apresentaram frutose em sua composição. 

A ausência deste monossacarídeo nos EPS sintetizados pelos clones, pode ser 

devido à não incorporação do gene corretamente no DNA do hospedeiro e como 

conseqüência a não expressão do gene. Pois, em testes complementares de PCR 

com o DNA extraído dos clones foi detectado um fragmento de 1.2 Kb amplificado 

com os primers específicos do gene de levana sacarase, evidenciando a presença 

do gene em todos os clones obtidos. 

O clone que obteve maior produtividade em relação à linhagem não 

transformada também apresentou frutose na sua composição. A presença de 

frutose nos novos exopolissacarídeos indica que há expressão do gene sacB 

nestes clones. A síntese de levana tem sido reportada em diversos 

microrganismos (Van Geel-Schutten et al., 1999; Jang et al., 2003), entretanto não 

foi relatado em Xanthomonas. Este estudo relata a síntese de levana ou um novo 

polissacarídeo sintetizado pela linhagem transformada com frutose na sua 

estrutura. 

Entretanto, desconhece-se como a frutose está sendo incorporada, se pela 

formação de levana ou pela incorporação desse açúcar na estrutura da xantana. 

Para o esclarecimento desta questão é necessária uma análise de peso molecular 

do polissacarídeo sintetizado para verificar se este é um único polissacarídeo ou 

dois que estão sendo precipitados concomitantemente. 
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Tabela 1 – Produção de exopolissacarídeo por linhagens transformadas e não 

transformadas em dois meios de fermentação (I+II e RS) 

Amostra Produção de EPS (gL-1)* 

RSCA110 8,59 

RSCA110 L24-C2 4,97 

RSCA110 L24-C4 7,89 

RS289 7,44 

RS289 L24-C2 3,69 

RS289 L24-C4 8,79 

I+IICA110 6,48 

I+IICA110 L24-C2 4,70 

I+IICA110 L24-C4 5,68 

I+II289 5,75 

I+II289 L24-C2 2,99 

I+II289 L24-C4 4,95 

 * Média de experimento feito em triplicata. 

 

3.4. Análise reológica 

A análise de viscosidade aparente foi realizada para verificar o 

comportamento dos polissacarídeos sintetizados pelas linhagens transformadas e 

não transformadas. Os reogramas podem fornecer um indicativo das principais 

aplicações do polissacarídeo. 

As soluções de polissacarídeo, proveniente da linhagem transformada e 

não transformada, apresentaram comportamento pseudoplástico, isto é, a 

viscosidade aparente decresce como o aumento da taxa de cisalhamento. Este 

comportamento é esperado em soluções poliméricas de polissacarídeos 
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bacterianos. Os valores foram analisados aplicando-se a equação do Modelo de 

Ostwald de Waele (τ = Kγn). O cálculo foi feito com taxas entre 0 – 300 s-1 

segundo Amanullah et al., 1996; Cacik et al., 2001; Manjula Rao et al., 2003. 

Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 3. Esta figura 

mostra que a solução aquosa do polissacarídeo sintetizado em meio I+II pela 

linhagem transformada CA110 L24C4, a qual contém o gene sacB, apresenta 

viscosidade aparente superior as soluções de polissacarídeos obtidos por 

linhagens não modificadas. No entanto, este comportamento não é similar para as 

outras soluções de polímeros sintetizados por linhagens transformadas que 

contém o gene sacB. 

Devido as diferenças apresentadas no comportamento reológico dos EPS 

analisados torna-se necessário um estudo mais aprofundado com ensaios 

oscilatórios para verificar a característica viscoelástica das amostras. 

 Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que se obteve um 

clone com expressão do gene de levana sacarase e este apresentou viscosidade 

aparente superior às linhagens padrões. É necessário prosseguir os estudos da 

avaliação destes polissacarídeos quanta a suas aplicações na indústria de 

alimentos e farmacêutica, também como para elucidar se a frutose está sendo 

incorporada estruturalmente em um novo EPS ou levana está sendo formada de 

forma independente e co-precipitando com a xantana.  
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Figura 3 - Viscosidade aparente da solução aquosa a 1% de exopolissacarídeo 

sintetizado por linhagens transformadas (L24) e não transformadas 

(CA110 e 289) em dois meios de fermentação (I+II e RS com 18% de 

sacarose) a 25ºC usando dispositivo de cone-placa PQ45, reômetro 

Haake modelo CV-20. (A) I+II CA110 L24C2; (C) RS CA110 L24C2; (D) 

RS 289 L24C4; (E) I+II CA110 L24C4; (G) I+II CA110; (J) I+II 289 L24C4 

(L) RS 289 
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_______________________________________________________________ 

RESUMO 

Este trabalho teve como objetivo verificar o efeito da transferência do operon gum 

de Xylella fastidiosa para Xanthomonas campestris pv campestris CA110 através 

da caracterização da produção do exopolissacarídeo sintetizado e características 

físico-químicas, correlacionando com a linhagem não transformada. X. campestris 

foi transformada com o cosmídio contendo nove genes do operon gum de X. 

fastidiosa. A linhagem recombinante obtida (CA110-C12) apresentou uma 

produção de goma 13,5% superior em relação à linhagem não transformada. Os 

cromatogramas obtidos, pela análise de CLAE mostraram também um aumento no 

conteúdo de manose (23,7%) e glicose (16,9%) nas amostras de polímero 

sintetizado pela linhagem transformada. O valor medido de viscosidade aparente 

da solução aquosa, da goma produzida pela linhagen transformada, foi superior ao 

valor obtido pela solução aquosa da goma sintetizada pela linhagem não 

transformada. Este comportamento é evidente em baixas taxas de cisalhamento, 

10 s-1, onde foi observada uma viscosidade aparente de 393 mPa.s e de 602 

mPa.s para o EPS sintetizado pela linhagem não transformada e transformada 

respectivamente. A goma obtida pela linhagem transformada apresentou um 

comportamento viscoelástico onde o módulo de estocagem (G´) foi superior ao 
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módulo de perda (G´´), sendo este comportamento inverso ao encontrado para a 

linhagem não transformada. 

Palavras-chaves: Xanthomonas, Xylella fastidiosa, xantana, exopolissacarídeo. 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 Xanthomonas campestris é uma bactéria fitopatogênica que infecta 

inúmeras espécies de valor comercial como arroz, mandioca, algodão, tomate, 

trigo, crucíferas e cítricos. A bactéria produz um exopolissacarídeo de alto peso 

molecular denominado goma xantana, que pode estar associado aos fatores de 

virulência e de grande importância sob o aspecto comercial (Coplin & Cook, 1990; 

Dharmapuri & Sonti, 1999; Hung et al., 2002). A goma xantana tem aplicação em 

diversos segmentos industriais como na área de recuperação de petróleo, na 

indústria de alimentos onde é utilizada como espessante e emulsificante, na 

indústria farmacêutica e na agricultura. A sua aplicação nestes setores é devida 

principalmente as suas propriedades de formar soluções viscosas e géis 

hidrossolúveis que lhe fornecem propriedades reológicas únicas em baixas 

concentrações, como também estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura 

(Meyer et al., 1993; Sutherland & Kennedy, 1996; García-Ochoa et al., 2000; 

Navarrete et al., 2001; Fontaniella et al., 2002). 

 Devido ao seu elevado interesse agrícola e industrial, inúmeros estudos 

vêm sendo realizados tendo como enfoque o processo de biossíntese da goma e 

sua relação com o processo de interação entre hospedeiro e patógeno (Silva et 

al., 2002). 

 No processo de biossíntese, dois sistemas foram identificados na rota do 

metabolismo de glicose em X. campestris, um periplásmico e oxidativo, e um 

segundo intracelular e fosforilativo (Letisse et al.; 2002; Hsu & Lo, 2003). Estudos 

in vitro têm indicado que a biossíntese da goma ocorre em dois estágios no 

mínimo: primeiramente, a unidade repetitiva pentassacarídica é seqüencialmente 
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montada ligando-se ao poliprenol através de uma ligação difosfato; num segundo 

estágio, as unidades repetitivas são excretadas e polimerizadas sendo o polímero 

liberado para o meio de crescimento (Ielpi et al., 1993; Vojnov et al., 1998) 

 Os genes, que sintetizam as enzimas envolvidas na transferência dos 

monossacarídeos e dos substituintes não glicosídicos, piruvato e acetil, estão 

localizados em um cluster com 12 genes que compreende uma região de 16 Kb no 

genoma de X. campestris, denominado como xpsI ou gum (gumB – gumM) 

(GenBank nº de acesso U22511) (Katzen et al., 1998). A função de alguns genes 

tem sido estabelecida. GumD, M, H, K e I estão envolvidos com a polimerização 

do pentassacarídeo. Estes genes codificam respectivamente para a transferência 

seqüencial de glicose-1-fosfato, glicose, manose, ácido glucurônico e finalmente a 

manose para o isoprenilfosfato que tem a função de carreador. A acetilação é 

determinada pelos genes gumF e G que codificam a enzima acetiltransferase. A 

enzima cetal piruvato transferase é codificada pelo gene gumL. Os genes gumB, 

gumC, gumE, gumJ estão envolvidos em uma séria de etapas na polimerização e 

secreção da xantana através da membrana da bactéria (Pollock et al., 1997; 

Katzen et al., 1998; Vojnov et al., 1998; Katzen et al., 1999). 

 A existência de um operon gum, com alto grau de homologia, foi também 

encontrado no genoma da bactéria Xylella fastidiosa, a goma produzida por esta 

bactéria foi denominada goma fastidiana (Silva et al., 2001). O operon gum de X. 

fastidiosa compreende um fragmento de DNA de 12 kb contendo nove ORFs, 

numa estrutura típica de operon. Os genes gumB, C, D, E, F, H,J, K e M possuem 

alta similaridade com os genes do operon de X. campestris, enquanto os genes 

gumG, I e L não foram encontrados no genoma ou plasmídios de X. fastidiosa. 

Devido à alta similaridade com o operon de X. campestris este cluster foi 

denominado de operon da goma fastidiana e os genes constituintes foram 

denominados da mesma forma que o correspondente no operon da goma 

xantana.  

 Os três genes de X. campestris que não foram encontrados em X. fastidiosa 

(gumG, I e L) estão relacionados à polimerização ou modificação da última 
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manose da unidade pentassacarídica repetitiva de goma xantana. O gumI adiciona 

uma molécula de manose no lipídio-tetrassacarídeo intermediário. O gumL e G 

auxiliam na colocação dos grupos piruvato e acetil, respectivamente, na manose. 

Deste modo à unidade repetitiva do EPS de X. fastitiosa, provavelmente seja um 

tetrassacarídeo. Estudos de expressão destes genes, de Xylella fastidiosa, in vitro 

vêm sendo realizados com o intuito de esclarecer a homologia com o sistema de 

Xanthomonas e relacionar com os fatores de virulência (Scarpari et al., 2003). 

 Este trabalho teve como objetivo verificar o efeito da transferência do 

operon gum de X. fastidiosa em Xanthomonas campestris pv campestris CA110 e 

caracterizar o exopolissacarídeo sintetizado quanto a sua produção e 

características físico-químicas.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 
2.1. Linhagens utilizadas 

 A linhagem de X. campestris pv campestris CA110 (NRRL B-1459) foi 

cultivada em meio N, à temperatura de 28ºC. Quando necessário foi adicionado 

kanamicina (50 µg mL-1). A partir do banco de cosmídios de X. fastidiosa, 

construído por Frohme et al. (2000), foi selecionado o cosmídio C12 , que contém 

o operon gum com 12 kb (gumB, C, D, E, F, H, J, K, M). 

 

2.2. Extração do cosmídio 

A extração do cosmídio foi feita por lise alcalina, onde se inoculou a 

linhagem de E. coli contendo o cosmídio C12, em 3 mL de meio LB e incubou-se 

overnight a 37ºC, 200 rpm. As células foram coletadas por centrifugação (10000 x 

g / 3 minutos) e suspendidas em 300 µL de solução P1 (Tris-HCl (pH 8,0) 50 mM; 

EDTA (pH 8,0) 10 mM; RNAse 100 µg/mL) utilizando vortex. A seguir, foram 

adicionados 300 µL de solução P2 (NaOH 200 mM; SDS 1%), com agitação suave 

do tubo e adicionados 300 µL de solução P3 (acetato de potássio 3M; pH 5,5 com 
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ácido acético glacial). O tubo foi centrifugado a 10000 x g / 10 minutos a 14ºC e 

700–800 µL do sobrenadante foram coletados e transferidos para um novo tubo. 

Foram adicionados 400 µL de isopropanol, a mistura foi centrifugada a 10000 x g / 

10 minutos à temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e adicionado 

500 – 700 µL de etanol 70% ao sedimento seguido por uma centrifugação à 14ºC 

durante 4–5 minutos. O etanol foi descartado e o DNA precipitado foi seco 

completamente, sendo ressuspendido posteriormente em 20 µL de TE (10 mm 

Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,8). Após a extração o DNA foi quantificado em gel de 

agarose 0.8% para uso posterior na eletroporação. 

 

2.3. Eletroporação 

 X. campestris pv campestris CA110 foi utilizada como linhagem receptora e 

a transformação foi efetivada de acordo com Ferreira et al. (1996). Foram 

utilizados 50 ng/mL de cosmídio, 100 µL de células competentes, e a 

eletroporação foi efetuada a 1,9 V, com pulsos de 4.4 – 4.7 mseg. Após a 

eletroporação, foram adicionados 900 µL de meio N, incubado a 28ºC por 2 horas 

e plaqueadas em meio LB/Km a 28ºC por 48 horas. O controle foi feito com células 

não transformadas. As células transformadas foram utilizadas para os 

experimentos de produção de polissacarídeo. 

 

2.4. Produção e recuperação de polissacarídeo 

 A produção de polissacarídeo foi realizada em duas etapas: crescimento 

celular e produção do polímero. Para o crescimento celular foi utilizado erlenmeyer 

de 250 mL, com 14 mL, de meio YM contendo (gL-1): extrato de levedura 3,0; 

extrato de malte 3,0; peptona 5,0; glicose 10,0. A incubação foi em agitator orbital 

(shaker) à 28ºC, 120 rpm, 24 horas. Como inóculo para a fermentação foram 

utilizadas suspensões celulares com 2,6 x 108 UFC/mL, calculada por diluição e 

plaqueamento. A relação inóculo/meio de fermentação foi de 10% (v/v). 
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 A produção de goma foi realizada em erlenmeyer de 250 mL, com 100 mL 

de volume final, com o meio de fermentação MPI+II contendo (gL-1): NH4H2PO4 

2,5; K2HPO4 5,0; H3BO3 0,006; (NH4)2SO4 2,0; FeCl3 0,0024; CaCl2.2H2O 0,002; 

ZnSO4 0,002; sacarose 50,0, à 28ºC, 200 rpm, 72 horas. O experimento foi 

realizado em um agitador orbital (shaker) (New Brunswick Scientific, Co., modelo 

G25). 

 A recuperação do polissacarídeo foi efetuada por centrifugação do caldo 

fermentado a 16000 x g / 20 min, o sobrenadante foi precipitado com etanol 96% 

(1:4, v/v) e centrifugado a 16000 x g por 10 min. O precipitado foi recuperado e 

liofilizado, sendo posteriormente dializado e secado novamente para as análises 

seguintes. O cálculo da produção foi efetuado por pesagem da goma em relação 

ao volume de meio fermentado, sendo expresso em gL-1. 

 

2.5. Análise de monossacarídeos por cromatografia líquida de alta eficiência 

- CLAE 

 As amostras dos polissacarídeos foram analisadas quanto a sua 

composição química por CLAE (Shimadzu, modelo LC-10), e a identificação foi 

realizada com o uso de padrões de glicose, frutose, manose e ácido glucurônico 

(Sigma, USA). 

 A amostra (5 mg) foi hidrolisada com TFA 1M (500 µL) por 16 h a 100ºC. 

Após a hidrólise a amostra foi seca com N2 e ressuspendida em 500 µL de água 

milli-Q e filtrada. As condições de análise para açúcares foram as seguintes: fase 

móvel – água deionizada; fluxo de 0,5 mL/min; temperatura do forno de 80ºC; 

Pressão de 72Kgf/cm2; detector de Índice de refração (Shimadzu, modelo RID-

6A); coluna - Polyspher® CHCA Carbohydrate Column (Merck, USA). As 

condições de análise para ácidos foram as seguintes: fase móvel – ácido 

perclórico pH 1,9; fluxo de 0,6 mL/min; temperatura do forno de 80ºC; Pressão de 

72Kgf/cm2; detector Arranjo de diodos (Shimadzu, modelo SPD-M10A); coluna: 
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Shim-pack SCR-101H polyestyrene-divinylbenzene (Shimadzu, Japão). A 

quantificação foi pelo método padrão externo (Druzian, 2000). 

 

2.6. Reologia 

 As análises de viscosidade e viscoelasticidade foram feitas com solução 

aquosa a 1%. A viscosidade aparente foi medida em taxa de cisalhamento de 0-

300 s-1. Para a medida oscilatória foi usada uma deformação de 0,04Hz e uma 

freqüência de 20%. Ambas as análises foram realizadas a 25ºC, utilizando 

dispositivo tipo cone-placa PQ-45 e reômetro Haake (modelo CV-20). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Seleção da linhagem de X. campestris contendo o operon gum de X. 

fastidiosa 

 O sequenciamento do genoma da bactéria X. fastidiosa revelou um 

fragmento de 12 kb contendo nove ORFs (gumB, C, D, E, F, H,J, K e M), que 

apresentou uma alta similaridade com os genes do operon gum de X. campestris 

pv campestris (Simpson et al., 2000). O banco de cosmídos de X. fastidiosa foi 

construído para propósitos de sequenciamento e para o mapeamento físico do 

genoma da bactéria (Frohme et al., 2000) e dentre as amostras foi identificado o 

cosmidio C12, que possui o operon completo da goma fastidiana (Silva et al., 

2001). 

 Neste trabalho fez-se a transferência dos genes gum de X. fastidiosa para a 

linhagem de X. campestris pv campestris CA110. Esta linhagem corresponde à 

linhagem NRRL B-1459 descrita como produtora de goma xantana no trabalho  

inicial com o polissacarídeo (Jeanes et al., 1976) e tem sido comumente utilizada 

em trabalhos com a referida goma por diferentes autores (Destefano & Rosato, 
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1991; Esgalhado et al., 1996; Galindo & Salcedo, 1996; Katzen et al., 1996; 

Esgalhado et al., 2001; Esgalhado et al., 2002; Hsu & Lo, 2003). 

 A eletroporação, de X. campestris pv campestris CA110, com o cosmídio 

C12 resultou em um índice de transformação baixo, tendo se obtido apenas um 

recombinante. A eficiência da transformação foi de 1:5 (nº de recombinantes/ng de 

DNA). A baixa eficiência de transformação já era esperada, pois as células 

receptoras de Xanthomonas oferecem maior resistência à entrada de plasmídios 

de alto peso molecular (Ferreira et al., 1996). A nova linhagem recombinante foi 

denominada CA110-C12, não foram observadas diferenças aparentes na 

morfologia e/ou crescimento da colônia, entretanto a colônia apresentou uma 

maior gomosidade em relação à linhagem original. 

 

3.2. Produção do polissacarídeo 

 A linhagem obtida após a transformação, CA110-C12, e a não transformada 

foram utilizadas nos experimentos de produção de polissacarídeo. Os resultados 

mostram um acréscimo de 13,5% na concentração de polissacarídeo da linhagem 

CA110-C12 em relação a não transformada (Gráfico 1) utilizando o meio MPI+II.  

 Este resultado é bastante significativo para a indústria, pois em uma fábrica 

com uma produção de 200 ton/mês passaria a uma produtividade de 227,4 

ton/mês, significando um incremento de 27,4 ton/mês. Considerando-se que uma 

tonelada de goma xantana custa aproximadamente US$ 7,000.00 

(http://aliceweb.mdic.gov.br) dependendo do grau de pureza do produto e do País 

onde é produzida, ocorreria um aumento de US$ 191.800,00, usando-se as 

mesmas condições de processo. 
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Gráfico 1 – Concentração de goma xantana utilizando X. campestris pv 
campestris CA110 e X. campestris pv campestris CA110-C12 em meio 
MPI+II a 28ºC, 200 rpm, 72 h 

 

 As condições de fermentação exercem um profundo efeito na direção de 

síntese do produto final, e tem sido proposto que estas diferenças estão 

relacionadas as diferentes rotas de biossíntese, que podem ser direcionadas 

conforme as condições aplicadas. Dessa forma, polissacarídeos podem ser 

obtidos por fermentação em diversos meios de cultura, com os mais variados 

rendimentos em relação ao volume de meio utilizado, dependendo da espécie de 

microrganismo cultivado (Druzian, 2000, Hsu & Lo, 2003).  

 No caso do EPS sintetizado por X. campestris, a estrutura contendo glicose, 

manose, ácido glucurônico, grupos acetil e piruvato, pode ser alterada, 

dependendo da espécie utilizada como também pelas condições de fermentação 

(Chowdhury et al., 1987; Molinaro et al., 2000; Moreira, 2001). Essas informações 

são indicativas de que a linhagem CA110-C12 pode apresentar rendimentos 

superiores após otimização das condições de fermentação. Vojnov et al (1998), 

analisando a produção de goma xantana sintetizada por uma linhagem 

transformada com os genes gumB e gumC, observaram um decréscimo na 

produtividade (1,76 gL-1) quando comparada com a linhagem não transformada 

(6,46 gL-1). 
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3.3. Análise dos monossacarídeos por CLAE 

A análise cromatográfica foi realizada utilizando o exopolissacarídeo (EPS) 

sintetizado pela linhagem transformada, CA110-C12, para identificação dos 

monossacarídeos presentes e comparação com a linhagem CA110. As amostras 

obtidas foram injetadas no sistema CLAE-IR, conforme metodologia descrita. 

Os resultados obtidos nas análises de CLAE para este experimento, 

identificaram os mesmos monossacarídeos na composição da goma xantana 

sintetizada pela linhagem recombinante e pela linhagem não transformada: glicose 

e manose. Os resultados mostraram um aumento na concentração de glicose 

(16,9%) e manose (23,7%) para o polímero sintetizado com a linhagem CA110-

C12. O cromatograma pode ser visualizado na Figura 1.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Composição do polissacarídeo analisado por CLAE. Condições de 
análise: fase móvel – água deionizada; vazão de 0,5 mL/min; 
temperatura de forno de 80ºC; Pressão de 72 Kgf/cm2; detector 
índice de refração; coluna - Polyspher® CHCA Carbohydrate Column 
(Merck). (a) goma xantana, (b) goma xantana modificada com 
cosmídio C12. TFA residual, não evaporado com N2 

 
Em outras linhagens de Xanthomonas encontram-se outros 

monossacarídeos, além de glicose e manose, como por exemplo à presença de 

ramnose que é encontrada em polissacarídeos sintetizados por X. c. pv juglandis 

(Lawson & Symes, 1977), em X. c. pv vitians (Molinaro et al., 2000) e em X. c. pv 

pruni (Antunes et al., 2000; Moreira et al., 2001). Pollock et al. (1997) estudando a 

a 
b 

glicose 

manose 

TFA 
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produção de goma xantana por Sphingomonas modificada com os genes gum, 

observaram a presença de ramnose no polímero sintetizado pela linhagem 

transformada. 

 

3.4. Comportamento reológico do EPS 

 A importância da goma xantana em diversas áreas de aplicação deve-se a 

sua capacidade de, quando em solução, apresentar alta viscosidade a baixas 

concentrações. O comportamento reológico de fluído não-Newtoniano das 

soluções de goma xantana é bem conhecido e geralmente é expresso pela 

equação de “power law” (Ostwald de Waele) (Manjula Rao et al., 2003). 

 As propriedades reológicas das soluções aquosas foram medidas conforme 

metodologia descrita. O objetivo desta análise foi comparar o comportamento 

reológico do EPS sintetizado pela linhagem transformada e não transformada. 

Com este resultado pode-se avaliar a influência da inserção do operon gum, de X. 

fastidiosa, em X. c. pv campestris CA110 na síntese de goma xantana. 

 O efeito da taxa de deformação na viscosidade aparente das soluções 

aquosas foram descritas pelo modelo de power-law (τ = Kγn). O cálculo foi feito 

com taxas entre 0 – 300 s-1 (Xuewu et al., 1996; Manjula Rao et al., 2003). O 

resultado obtido no experimento demonstrou que ambas as soluções analisadas 

apresentaram comportamento pseudoplástico, onde foi observado que a 

viscosidade aparente decresce com o aumento da taxa de cisalhamento. Este 

comportamento é esperado em soluções poliméricas de polissacarídeos 

bacterianos, sendo também observado por Xuewu et al. (1996) e por Escudier et 

al. (2001). 

 As soluções analisadas apresentaram comportamento similar, entretanto foi 

obtido um valor de viscosidade aparente superior para o polímero sintetizado pela 

linhagem transformada quando aplicada baixas taxas de cisalhamento. Quando foi 

aplicada taxa de cisalhamento superior a 50 s-1 este comportamento não 

evidenciado. Em uma taxa de deformação de 10 s-1 foi medida uma viscosidade 
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aparente de 393 mPa.s e de 602 mPa.s para o EPS sintetizado pela linhagem não 

transformada e a transformada respectivamente (Figura 2). 

 Destefano & Rosato (1991), obtiveram o valor de 325 mPa.s para solução 

de goma xantana a 1% em uma taxa de deformação de 100 rpm, observaram que 

neste trabalho a goma sintetizada pela linhagem transformada teve viscosidade 

inferior a não transformada. Pollock et al. (1997), medindo a viscosidade aparente 

de soluções aquosas com concentração de goma xantana de 0,1%, obtiveram os 

valores de 27 mPa.s e 9 mPa.s para as soluções com goma sintetizada pela 

linhagem sem transformação e transformada respectivamente, em uma taxa de 

deformação de 12 s-1, verificando portanto o mesmo comportamento descrito 

anteriormente. 
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Figura 2 – Viscosidade aparente da solução aquosa a 1% de goma xantana, 
sintetizada por X. campestris pv campestris CA110 e X. campestris pv 
campestris CA110-C12, a 25ºC usando dispositivo de cone-placa 
PQ45, reômetro Haake 

 

 A propriedade de viscoelasticidade das soluções pode ser observada nas 

Figuras 3 e 4, onde se verifica o comportamento dos módulos de estocagem, que 

corresponde a resposta elástica da amostra (G´) e de perda que corresponde a 

resposta viscosa da amostra (G´´). Soluções com G´ superior a G´´ possuem 

característica elástica, e com G´´ superior a G´ característica viscosa. Quando 
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ocorre a intersecção das duas retas, o ponto de intersecção é denominado de 

ponto de gel, ou seja, a solução que está sendo analisada em alguma condição 

que deverá ser estudada poderá formar gel. No entanto, o cruzamento das duas 

retas depende da concentração de polímero, temperatura de gelificação do 

produto e solvente utilizado (Clark, 1991). 

 Os resultados obtidos na análise de viscoelasticidade de ambas as 

soluções analisadas mostram um módulo de estocagem superior ao módulo de 

perda. Estes resultados estão mais evidentes na solução de goma sintetizada com 

a linhagem CA110-C12 (Figura 3 e 4). Escudier et al (2001) e Pashkovski et al. 

(2003), observaram nas soluções de xantana uma dependência do módulo de 

estocagem em função da freqüência aplicada, sendo na solução analisada o 

G´superior ao G´´. 
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Figura 3 - Viscoelasticidade da solução aquosa a 1% de goma xantana, 
sintetizada por X. campestris pv campestris CA110 a 25ºC usando 
dispositivo de cone-placa PQ45, reômetro Haake. G´ é módulo de 
estocagem e G´´ é módulo de perda 
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Figura 4 - Viscoelasticidade da solução aquosa a 1% de goma xantana, 
sintetizada por X. campestris pv campestris CA110-C12 a 25ºC 
usando dispositivo de cone-placa PQ45, reômetro Haake. G´ é 
módulo de estocagem e G´´ é módulo de perda 

 

 Analisando os resultados obtidos nos experimentos de seleção do 

recombinante e na produção, pode-se concluir que a transferência do operon gum 

de X. fastidiosa em X. campestris CA110 influenciou na síntese de polissacarídeo, 

proporcionando um aumento na produtividade de 13,5%, o que é de extremo 

interesse sob o aspecto industrial. Concomitantemente, foi observado um aumento 

na viscosidade aparente da solução aquosa da goma sintetizada pela linhagem 

transformada em baixas taxas de deformação. 

 Finalmente, pode ser mencionado que novos estudos serão necessários 

para verificar se os operons gum, provenientes de diferentes espécies 

bacterianas, estão atuando conjuntamente ou independentemente para a 

produção de uma nova goma com estrutura. Cabe enfatizar que a goma fastidiana 

ainda não foi isolada e caracterizada e sua produção foi apenas predita pela 

análise in silico (Silva et al., 2001).  
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RESUMO 

 
 O presente trabalho teve como objetivo estudar a influência do tempo de 

fermentação na produção de polissacarídeo sintetizado pelas linhagens X. 

campestris pv campestris CA110 e X. axonopodis pv manihotis 289 e a 

caracterização dos biopolímeros obtidos por cromatografia e viscosidade 

aparente. O meio de fermentação utilizado foi o MPI+II, à 28ºC, 200 rpm e pH 7,0 

por 72 e 96 h. O polímero foi recuperado com etanol (1:4, v/v), seco, pesado e a 

concentração expressa em gL-1 de meio. A análise da composição química dos 

monossacarídeos foi efetuada por cromatografia líquida de alta eficiência e a 

análise de viscosidade aparente foi realizada em solução aquosa a 1% com e sem 

a adição de sódio, potássio e cálcio (0,1M), aplicando taxa de deformação entre 

10 – 100 rpm, a 25ºC. Os resultados mostraram maior produção para a linhagem 

X. a. pv. manihotis 289 após 96 h de fermentação, onde se obteve 7,9 gL-1 de 

polissacarídeo, nas mesmas condições a linhagem X. c. pv. campestris obteve 6,8 

gL-1. A análise cromatográfica mostrou a mesma composição de monossacarídeos 

para os EPSs sintetizados por ambas as linhagens: glicose e manose. A análise 

de viscosidade aparente mostrou soluções com comportamento pseudoplástico, 
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onde a viscosidade decresce com o aumento da taxa de cisalhamento. Os 

melhores resultados de viscosidade aparente foram obtidos com o polímero, 

sintetizado pela linhagem X. a. pv. manihotis 289, após 96 h de fermentação e 

com a adição de cálcio.  

 

Palavras-chaves: goma xantana, composição, produtividade, reologia 

_______________________________________________________________ 

 

1. INTRODUÇÃO 

A produção de polissacarídeos extracelulares (EPSs) é extremamente 

comum em diversos microrganismos, possuindo um papel significativo na 

interação das bactérias com o meio ambiente. Esses EPSs podem estar 

associados à superfície celular, como uma cápsula ao redor da célula ou serem 

excretados para o meio ambiente como um muco (Coplin & Cook, 1990; Silva et 

al., 2001).  

 Xanthomonas campestris é uma bactéria fitopatogência que infecta diversas 

espécies de crucíferas causando a morte destas. Durante o processo de infecção 

a bactéria produz um polissacarídeo de alto peso molecular conhecido como goma 

xantana e que está relacionado aos fatores de virulência (Fontaniella, et al., 2002). 

A xantana é um heteropolissacarídeo, cuja unidade básica repetidora é um 

pentassacarídeo constituído por glicose, manose, ácido glucurônico e grupos 

piruvato e acetil, de extrema importância sob o aspecto comercial. A sua aplicação 

na indústria de alimentos, farmacêutica, petroquímica é devido principalmente as 

suas propriedades de formar soluções viscosas e géis hidrossolúveis que lhe 

fornecem propriedades reológicas únicas, além de manter soluções estáveis em 

ampla faixa de pH e temperatura. Atualmente é o único polissacarídeo microbiano 

que vem sendo comercializado em grande escala (Meyer et al., 1993; Sutherland 

& Kennedy, 1996; García-Ochoa et al., 2000). 
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 Inúmeros estudos vem sendo realizados com a interação da goma xantana 

com íons e outros polissacarídeos com o intuito de verificar o sinergismo e as 

características reológicas para a aplicação em produtos alimentícios e nos demais 

setores industriais (Symes, 1980; Bresolin et al., 1998; Navarrete et al., 2001). 

 Lundin & Hermansson (1997) estudaram a aplicação de Na, Ca e K em 

soluções de κ-carragena e galactomanana, foi observado a agregação das 

cadeias na presença destes íons, sendo a mudança conformacional de desordem-

ordem e a formação da interação entre as cadeias, influenciada pela composição 

iônica da solução. 

 Bresolin et al. (1998) verificaram a conformação das soluções com a 

interação de xantana e galactomana, onde foi observada a dependência da força 

iônica na formação do gel. Pois, a transição conformacional das cadeias é 

dependente da força iônica da solução, da natureza do eletrólito, do pH e do 

conteúdo de grupas acetil e piruvato. 

 Este trabalho teve como objetivo verificar a influência do tempo de 

fermentação na produção e propriedades físico-químicas do polímero sintetizado, 

e caracterizar as soluções aquosas obtidas com adição de cálcio, sódio e 

potássio. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 
2.1. Microrganismos 

 Foram utilizadas as linhagens de X. axonopodis pv manihotis 289 e de X. 

campestris pv campestris CA110, as quais foram mantidas em meio YM contendo 

(gL-1): extrato de levedura 3,0; extrato de malte 3,0; peptona 5,0; glicose 10,0, 

ágar 25,0.  
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2.2. Produção de biopolímero 

 Foi utilizado o meio YM líquido para inóculo e para a produção de 

biopolímero MPI+II (gL-1) contendo: NH4H2PO4 2,5; K2HPO4 5,0; H3BO3 0,006; 

(NH4)2SO4 2,0; FeCl3 0,0024; CaCl2.2H2O 0,002; ZnSO4 0,002; sacarose 50,0. A 

fermentação foi feita em erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio a 28ºC 

em incubador agitador (shaker) (New Brunswick, modelo G25), 200 rpm, 72 e 96 h 

de fermentação. Para a fermentação foi utilizado 10% de inóculo com 

concentração celular de 2,4 x 108 UFC/mL. Os experimentos foram realizados em 

triplicata. 

 

2.3. Recuperação da goma xantana 

 O caldo de fermentação foi centrifugado a 16000 x g por 20 min, para a 

remoção das células. Ao sobrenadante foi adicionado etanol (1:4, v/v) para a 

precipitação da goma, e centrifugado a 16000 x g por 10 min para a recuperar o 

precipitado. O polissacarídeo foi liofilizado e armazenado para as análises 

posteriores. Os valores da concentração de goma xantana foram expresso em gL-

1. 

 

2.4. Análise da goma xantana por cromatografia líquida de alta eficiência – 

CLAE 

 A amostra (5 mg) foi hidrolisada com TFA 1M (500 µL) por 16 h a 100ºC. 

Após a hidrólise a amostra foi seca com N2 e ressuspendida em 500 µL de água 

milli-Q e filtrada. As condições de análise para açúcares foram as seguintes: fase 

móvel – água deionizada; fluxo de 0,5 mL/min; temperatura do forno de 80ºC; 

Pressão de 72Kgf/cm2; detector de Índice de refração (Shimadzu, RID-6A); coluna 

- Polyspher® CHCA Carbohydrate Column (Merck). As condições de análise para 

ácidos foram as seguintes: fase móvel – ácido perclórico pH 1,9; fluxo de 0,6 

mL/min; temperatura do forno de 80ºC; Pressão de 72Kgf/cm2; detector Arranjo de 
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diodos (Shimadzu, SPD-M10A); coluna: Shim-pack SCR-101H polyestyrene-

divinylbenzene (Shimadzu) (Druzian, 2000). 

 

2.5. Viscosidade aparente 

 As análises de viscosidade aparente foram realizadas em soluções aquosas 

das gomas sintetizadas, em meio MPI+II, pelas linhagens 289 e CA110 a 1% com 

e sem adição de sais de Na, Ca, K (0,1M). A taxa de cisalhamento aplicada foi de 

10 - 100 rpm, em viscosímetro Brookfield modelo DVIII, spindle 31 a 25ºC. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Produção de goma xantana 

 A linhagem X. campestris pv campestris CA110 corresponde à linhagem 

NRRL B-1459, utilizada inicialmente para estabelecer protocolos de produção de 

goma xantana (Silman & Rogovin, 1970) e também utilizada comumente por 

diferentes autores para estudos de modificação nos meios de produção e 

caracterização da goma. Dessa forma a produção de xantana, por esta linhagem, 

foi descrita previamente em diversos meios de cultura com modificações em sais e 

na fonte de carbono, onde se utilizou melaço, lactose, soro de leite em 

substituição sacarose na tentativa de diminuir custos e aproveitamento de rejeitos 

industriais (Moraine & Rogovin, 1973; Souw & Demain, 1979; Katzen et al., 1996; 

Esgalhado et al., 2001; Esgalhado et al., 2002; Hsu & Lo, 2003).  

 Entretanto, nenhum meio alternativo substituiu a utilização de sacarose até 

o momento com efeito significativo na qualidade e produtividade da goma xantana. 

Por outro lado, experimentos previamente conduzidos pelo laboratório de 

biopolímeros da FEA, UNICAMP, demonstraram a possibilidade de uma produção 

superior de xantana por outras linhagens de Xanthomonas, dentre as quais a 

linhagem X. axonopodis pv. manihotis 289.  
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Os resultados de fermentação obtidos para as duas linhagens utilizadas 

demonstraram a influência do tempo de incubação na produção do biopolímero, a 

linhagem X. a. pv. manihotis apresentou maior concentração em ambas as 

condições testadas, 72 e 96 horas, em relação à linhagem de X. c. pv. campestris 

CA110, onde foi verificado um aumento na produção de aproximadamente 16%, 

quando comparada a linhagem CA110 em 96 h de fermentação (Tabela 1). Este 

resultado salienta a importância da pesquisa com novas linhagens, principalmente 

as de ocorrência no país onde encontram-se linhagens com produtividade superior 

a CA110 que é utilizada a nível mundial para produção de goma xantana (Antunes 

et al., 2000; Moreira et al., 2001). 

No entanto, uma maior produtividade em muitos casos não indica uma 

melhor qualidade reológica do polissacarídeo, devendo ser levado em 

consideração as propriedades reológicas e o setor de aplicação da goma na 

escolha da linhagem para uma transposição de escala. 

 

Tabela 1 – Concentração de goma xantana em meio MPI+II 

 72 horas (gL-1) 96 horas (gL-1) 

X. c. pv campestris CA110 6,3 6,8 

X. a. pv manihotis 289 6,9 7,9 

  

3.2. Análise da composição química da goma por CLAE 

A análise do cromatograma mostra que a goma xantana produzida pelas 

linhagens 289 e CA110 possuem a mesma composição de monossacarídeos. Os 

monossacarídeos presentes nas amostras são glicose e manose (Figura 1), sendo 

esta composição a mais comumente encontrada na goma xantana. Entretanto, 

segundo Antunes et al. (2000) e Moreira et al. (2001) encontram-se linhagens de 

Xanthomonas, principalmente do patovar pruni que sintetizam goma xantana com 

a adição de ramnose, além da glicose e manose, monossacarídeos também 
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presentes no polissacarídeo sintetizado por Xanthomonas ATCC 53159 

(Chowdhury et al., 1987). 

 

 

Figura 1 – Composição do polissacarídeo analisado por CLAE. Condições de 
análise: fase móvel – água deionizada; vazão de 0,5 mL/min; 
temperatura de forno de 80ºC; Pressão de 72 Kgf/cm2; detector 
índice de refração; coluna - Polyspher® CHCA Carbohydrate Column 
(Merck). TFA residual, não evaporado com N2 

 
 
3.3. Análise reológica 

A importância da goma xantana em diversos segmentos industriais, deve-se 

a sua capacidade de, quando em solução, apresentar alta viscosidade a baixas 

concentrações, as condições podem ser melhoradas com a interação de outras 

gomas ou pela força iônica da solução. 

A viscosidade aparente das soluções aquosas forma medidas conforme 

descrito na metodologia. Esta análise teve por objetivo verificar a influência da 
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força iônica nas soluções de goma xantana sintetizada pelas linhagens 289 e 

CA110 nos tempos de fermentação de 72 e 96 h. 

Os resultados obtidos podem ser observados nas Figuras 2, 3, 4 e 5. Foi 

observada a dependência da viscosidade em função da taxa de deformação 

aplicada, a viscosidade decresce com o aumento do cisalhamento, caracterizando 

um comportamento pseudoplástico para estas soluções. Xuewu et al. (1996) e 

Escudier et al. (2000) observaram o mesmo comportamento para as soluções 

analisadas. O efeito da taxa de deformação na viscosidade aparente das soluções 

foi descrito pelo modelo de power law (τ = Kγn). 

As soluções aquosas dos polissacarídeos fermentados por 96 horas 

obtiveram valores de viscosidade aparente mais elevados que os obtidos em 72 

horas. A adição de sais de Na e K teve o efeito de diminuir a viscosidade aparente 

das soluções, devendo ser pesquisada a sua ação para produtos que não 

necessitem de alta viscosidade, bem como em locais de aplicação onde se tenha 

estes íons em excesso. 

Destefano & Rosato (1991) obtiveram o valor de 325 mPa.s para solução 

de goma xantana a 1% em 100 rpm. Os valores medidos da viscosidade também 

são dependentes as condições de preparo da amostra, pois possibilita o arranjo 

conformacional das cadeias, podendo alterar os estados de desordem-ordem 

(Bresolin et al., 1998). 

A adição de cálcio propiciou um incremento da viscosidade aparente em 

todas as soluções analisadas (Figura 2, 3, 4 e 5), comportamento este 

evidenciado para ambas as linhagens e tempos de fermentação utilizados. 

Segundo Lundin & Hermansson (1997), a presença de sódio e cálcio aumenta 

significantemente o módulo de estocagem (G´) da solução, sendo este efeito mais 

pronunciado com a adição de sódio comparado com cálcio para solução de κ-

carragena. 

Inúmeros estudos vêm sendo realizados com a interação de íons em goma 

xantana, bem como seu sinergismo com outros polissacarídeos, procurando-se 

sempre uma melhor qualidade reológica dos produtos e a ampliação de suas 
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aplicações nos diversos segmentos industriais (Symes, 1980; Bresolin et al., 1998; 

Moreira et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Viscosidade aparente das soluções aquosas a 1% de goma xantana 
sintetizada por X. axonopodis pv manihotis 289 em 72h com e sem 
adição de sódio (Na), cálcio (Ca) ou potássio (K), em viscosímetro 
Brookfield modelo DVIII, spindle 31 a 25ºC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Viscosidade aparente das soluções aquosas a 1% de goma xantana 
sintetizada por X. axonopodis pv manihotis 289 em 96h com e sem 
adição de sódio (Na), cálcio (Ca) ou potássio (K), em viscosímetro 
Brookfield modelo DVIII, spindle 31 a 25ºC 
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Figura 4 – Viscosidade aparente das soluções aquosas a 1% de goma xantana 
sintetizada por X. campestris pv campestris CA110 em 72h com e 
sem adição de sódio (Na), cálcio (Ca) ou potássio (K), em 
viscosímetro Brookfield modelo DVIII, spindle 31 a 25ºC 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Viscosidade aparente das soluções aquosas a 1% de goma xantana 
sintetizada por X. campestris pv campestris CA110 em 96h com e sem 
adição de sódio (Na), cálcio (Ca) ou potássio (K), em viscosímetro 
Brookfield modelo DVIII, spindle 31 a 25ºC 
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 Analisando-se os resultados obtidos pode-se concluir que a linhagem X. a. 

pv. manihotis apresenta os melhores valores de produção e viscosidade aparente 

com e sem a adição de sais, que a linhagem X. c. pv. campestris CA110, bem 

como a adição de cálcio teve melhores resultados que os sais de Na e K nas 

soluções aquosas dos polissacarídeos analisados. 

 Finalmente, pode ser mencionado que novos estudos com diferentes 

linhagens e meios devem ser realizados com a finalidade de obter melhores 

resultados de produção e viscosidade. Como também deve ser ampliado o estudo 

da interação de goma xantana com outros sais bem como a forma de 

incorporação destes no polímero, sendo necessários estudos que possibilitem 

verificar a conformação destes polímeros em solução com força iônica modificada. 

 

Agradecimentos: Ao CNPQ e a FAPESP pelo suporte financeiro. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

A presente tese apresentou dois artigos com a finalidade de expressar os 

genes de produção de exopolissacarídeo (sacB e o operon gum) em 

Xanthomonas como linhagem hospedeira e um artigo analisando a produção e 

caracterizando as soluções de goma xantana com a adição de sódio, cálcio e 

potássio. Com base nos resultados apresentados podemos concluir que: 

 

a) Clonagem e expressão do gene sacB de Zymomonas mobilis em 

Xanthomonas: síntese de exopolissacarídeo 

 

 A pesquisa desenvolvida objetivou a clonagem e expressão do gene sacB 

de Zymomonas mobilis Z-6-88 em Xanthomonas campestris pv campestris CA110 

e Xanthomonas axonopodis pv manihotis 289, verificando sua influência na 

produção do exopolissacarídeo. 

 Neste trabalho conclui-se que é possível expressar o gene sacB em ambas 

as linhagens de Xanthomonas utilizadas. A expressão foi verificada pela análise 

da presença do gene por PCR nas linhagens transformadas, obtendo-se nove 

clones. 

 As linhagens identificadas com a presença do gene, foram utilizadas para a 

produção de polissacarídeo e estes analisados com o objetivo de verificar se havia 

expressão do gene responsável pela polimerização da frutose (sacB). Os 

resultados obtidos permitem concluir que apenas três clones sintetizaram um 

polissacarídeo que contém frutose na sua composição. Entretanto, novos estudos 

são necessários para determinar a estrutura destes polissacarídeos e verificar se 

a frutose presente faz parte da estrutura ou esta ocorrendo a síntese de dois 

polissacarídeos concomitantemente. 

 As análises reológicas permitem concluir que o polissacarídeo sintetizado 

pelo clone CA110 L24C4 fermentado em meio MPI+II obteve valores de 

viscosidade aparente superior ao polissacarídeo obtido pela linhagem não 

transformada. 
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b) Efeito da transferência do operon gum de Xylella fastidiosa em 

Xanthomonas campestris na síntese de exopolissacarídeo 

 

 Este trabalho objetivou fazer a transferência do operon gum de Xylella 

fastidiosa para Xanthomonas campestris pv campestris CA110 e verificar a sua 

influência na síntese de goma xantana. 

 Os resultados obtidos permitem concluir que com a adição do operon gum 

foi obtido um incremento de 13,5% na produção de polissacarídeo, obtendo-se 

também um aumento nas concentrações de manose (23,7%) e glicose (16,9%). A 

análise da viscosidade aparente, da solução aquosa do polissacarídeo obtido com 

a linhagem transformada, apresenta valores superiores ao polissacarídeo sem 

modificação quando analisada a baixas taxas de deformação (10 s-1), 602 mPa.s 

e 393 mPa.s respectivamente. 

 Podemos concluir que a linhagem transformada apresenta potencial para 

ser aplicada industrialmente, sendo no entanto necessários estudos de otimização 

do processo fermentativo. 

 

 

c) Xanthomonas campestris pv campestris CA110 e Xanthomonas 

axonopodis pv manihotis 289: Produção e caracterização da goma xantana 

 

 Neste trabalho avaliou-se a produção e caracterizou-se a goma xantana 

sintetizada por Xanthomonas campestris pv campestris CA110 e Xanthomonas 

axonopodis pv manihotis 289, verificando-se a importância da adição de cálcio, 

potássio e sódio com a finalidade de melhorar a viscosidade aparente das 

soluções aquosas. 

 Os resultados obtidos nas condições testadas permitem concluir que a 

adição de cálcio proporcionou um aumento na viscosidade aparente e a adição de 

sódio e potássio diminui a viscosidade aparente das soluções aquosas analisadas. 

Estes resultados são de elevado interesse na escolha do processo industrial e 

condições onde serão aplicados estes polissacarídeos. 


