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1. INTRODUGAO

Denomina-se xantana os polissacarideos extracelulares produzidos por
bactérias fitopatogénicas do género Xanthomonas (ROTTAVA, 2005). Xanthanas
comerciais sdo produzidas por cepas de X. Campestris pv campestris, enquanto a
xantana pruni, uma xantana diferenciada quimica e reologicamente, € produzida
por X. arboricola pv pruni (KLAIC et al., 2016)

A goma xantana é aplicada em diversos segmentos industriais, como o de
alimentos, em cremes, bebidas, laticinios, comidas congeladas, etc. No setor de
farmacos é usada principalmente em cosméticos e solugdes, e no setor
petroquimico é usada na extracdo de petrdleo com finalidade de aumentar o
rendimento da extracdo (GARCIA-OCHOA, 2000).

As razdes para a goma xantana ser altamente utilizada devem-se as suas
diversas propriedades, como estabilizador de emulsdes, agente de disperséo,
estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura, possibilidade de uso em
alimentos e boas propriedades reologicas (BORGES, 2008a). Além disso, o uso
do polimero € minimo, visto que as concentragdes usadas em suas aplicagcoes
sdo extremamente baixas, variando de 0,03% até apenas 1% (GARCIA-OCHOA,
2000).

O processo de producdo da goma xantana ocorre em biorreatores em fase
liquida. A produgao e o rendimento de xantana no bioprocesso sao influenciados
por diversos fatores, tais como: a composi¢cao dos meios, o tipo de biorreator, o
modo de operag¢do, composi¢do do meio, e as condi¢gdes da cultura (temperatura,
pH e concentracdo de oxigénio dissolvido) (GARCIA-OCHOA, 2000). Assim, a
grande aplicabilidade industrial da xantana e seu amplo mercado mundial vém
estimulando os pesquisadores da area a desenvolverem estudos sobre as
melhores condigcbes de multiplicacdo celular da Xanthomonas e de producgéo,
recuperacao e purificagado deste heteropolissacarideo, bem como estudo sobre as
suas propriedades, a fim de obter a melhor relagdo de rendimento e qualidade
reoldgica do produto sintetizado (CASAS; SANTOS; GARCIA-OCHOA, 2000;
VENDRUSCOLO et al.,, 2000; DIAZ, 2002; ANTUNES et al., 2003; BORGES
2008b; BORGES et al., 2009a; BORGES et al., 2009b).

Os meios utilizados necessitam, além de fonte de carbono e de nitrogénio,
de varios nutrientes, como magnésio, potassio entre outros. O nitrogénio pode
estar presente tanto de forma organica ou inorganica nos meios, e concentragoes
baixas favorecem a producdo de xantana (Luvielmo et al.,, 2009). Assim, o
objetivo deste trabalho foi o aprimoramento dos meios utilizados na fase de
crescimento celular buscando redugdo de custos por meio de
redugao/substituicdo dos insumos fonte de nitrogénio organico e aumento da
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produgao da xantana pela bactéria Xanthomonas arboricola pv pruni através da
modulagao da presenca e/ou concentracido dos componentes peptona; extrato de
malte e extrato de levedura nos meios de crescimento celular.

2. METODOLOGIA

2.1 Materiais

Utilizou-se a bactéria Xanthomonas arboricola pv pruni cepa 101
pertencente a bacterioteca do Laboratorio de Biopolimeros (CDTec - UFPel),
peptona (Kasvi ®), extrato de malte (Kasvi ®) e extrato de levedura xx (Procelys
®).

2.2 Crescimento celular (inéculo)

Para o estudo da fase de indculo foi desenvolvido o delineamento fatorial
completo 23, composto de 3 variaveis independentes (x= peptona, y= extrato de
malte, z= extrato de levedura) e 3 repeticbes no ponto central, totalizando 11
tratamentos.

Preparou-se os tratamentos (in6culos) em Erlenmeyers de 250mL
previamente esterilizados com agua destilada em autoclave vertical, com
variagdes do meio de indculo em relacédo as concentragdes de peptona, extrato de
levedura e extrato de malte do meio padréo Yeast Malt liquido (JEANES, 1974).
Utilizou-se como meios padrédo o YM e o SPA (HAYWARD, 1964). Incubou-se em
shaker em 28°C, 150rpm por 24h.

2.3 Producao de Xantana Pruni

Os inéculos obtidos foram adicionados, em uma propor¢cédo de 10%, em
Erlenmeyers de 250mL contendo 40mL meio de produgcdo mineral (MPII)
(VENDRUSCOLO et al., 2004). Incubou-se na temperatura de 28°C, 200rpm por
72h. No final da fermentagdo, recuperou-se a xantana com etanol 96%, na
proporcao de 4:1 de caldo fermentado. Secou-se o biopolimero em estufa a 56°C
até atingir peso constante e determinou-se o rendimento (g.L-1) por gravimetria.

2.4 Anadlise estatistica

As médias dos resultados, de rendimento de xantana (g.L-1) e crescimento
celular foram avaliadas em duplicata e analisadas estatisticamente pelo teste de
Tukey p<0,05 no programa Statistix 9.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo a tabela 1, os maiores crescimentos celulares foram obtidos a
partir dos tratamentos 1, 2 e SPA padrado, sem adigdo de extrato de malte,
alcangando-se de 4,9 a 5,2 x 10° UFC/mL. Ja para o rendimento de xantana pruni,
os melhores resultado (15,9 e 15,4 g.L-1) foi obtidos nos tratamentos 2 e 5, no
quais combinou-se a concentracdo maxima de peptona com minima de extrato de
levedura, sem adi¢ao de extrato de malte, e maxima de extrato de levedura com
minima de peptona, sem adi¢gao de extrato de malte, respectivamente.

Tabela 1. Delineamento fatorial 2> com valores codificados e reais das varidveis
independentes e varidveis respostas, crescimento celular em 24h (UFC/mL) e rendimento
de xantana pruni em 72 h (XP — g.L-1).
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Variaveis Independentes Variaveis Dependentes
Tratamentos [Peptona] [Ext Malte] | [Ext Levedura] UFC/mL XP (g.L-1)
(g-L-1) (g.L-1) (g.L-1)
1 -1(1) -1(0) -1(1) 49x10°+1,2° | 10,8+2,6™
2 +1 (5) -1(0) -1(1) 5,2x10°+2,7° 15,9 +0,8°
3 -1(1) +1(3) -1(1) 41x10°+1,1° | 12,8 +1,2%
4 +1 (5) +1(3) -1(1) 46x10°+0,8° | 13,0+2,8""
5 -1(1) -1(0) +1 (5) 2,8x10°+1,3% | 15,4+2,2%
6 +1 (5) -1(0) +1(5) 1,0x10°+1,7* | 12,1+1,1*°
7 -1(1) +1(3) +1(5) 8,8 x 108+ 2,6™ 10,1 + 2,6°
8 +1 (5) +1(3) +1(5) 3,6 x10%+1,9° | 11,3+1,5%
9 0(3) 0(1,5) 0(3) 3,6 x10%+0,9° | 12,7 +1,5°
10 0(3) 0(1,5) 0(3) 4,8x10%+2,4° | 12,3+0,2%"
11 0(3) 0(1,5) 0(3) 4,4x10%+1,9° | 12,7 +0,0*°
Padrio SPA 5 0 0 52x10°+2,1° | 13,2 +1,4°
Padrio YM 5 3 3 1,2 x 10°+ 1,3%¢ 9,2+1,1°

Letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica entre os tratamentos pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Todas as variaveis isoladas e combinadas apresentam efeitos significativos
(p<0,05) sobre os resultados, com exceg¢ao da combinagdo peptona e extrato de
malte no crescimento celular (Figura 1A). A maioria das variaveis independentes
apresentaram efeitos negativos, ou seja, a adicdo de maiores concentragdes
desses compostos na formulagcdo dos meios de cultivos resultou em crescimento
celular e rendimento de xantana inferiores. O extrato de malte isolado teve o
segundo maior efeito negativo em ambas respostas. A combinacado do extrato de
levedura e peptona com ambos na maior concentracdo também teve efeito
negativo, demonstrando que a combinag¢des de qualquer um desses nutrientes
em maior quantidade com o outro em menor quantidade € o suficiente para obter

excelentes resultados.
A A Tk _ B

Peptona®Ext Levedura

Ext Levedura }

Ext Malte Ext Malte |

Ext Malte*Ext Levedura Peptona*Ext Levedura

Ext Levedura Petona -

Peptona*Ext Malt

Peptona

PeptonaExt Malte Ext Malte*Ext Levedura ’

Efeito Padronizado (valor absoluto) Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Figura 1. Efeito das varidveis independentes sobre as varidveis respostas (A) crescimento
celular (UFC/mL) e (B) rendimento de xantana pruni (g.L-1).

4. CONCLUSOES

A eliminacdo do extrato de malte do meio de crescimento aumenta a
producao de xantana pruni e reduz custos. Peptona e extrato de levedura devem
ser combinados com qualquer um deles na maior concentracdo e o outro na
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menor concentracdo. A relacdo entre o custo de produgdo e rendimento de
xantana no processo fermentativo pode ser aprimorado através de estudos como
o deste trabalho, e um novo delineamento sera realizado apenas com as variaveis
peptona e extrato de levedura.
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