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RESUMO - Muitos estudos nutricionais tém sido realizados a fim de obter qualidade e
rendimento cada vez melhores da goma. Entretanto, tais estudos t€ém focalizado, basicamente,
a fase de producdo da xantana. Para obtencdo de uma goma de qualidade, é necessério
também focar a influéncia dos fatores nutricionais do meio de cultivo na fase de crescimento
da Xanthomonas campestris para produgdo do inéculo da fase de produgdo da goma. O meio
tradicional para o crescimento de Xanthomonas campestris € conhecido como meio YM.
Neste trabalho foi realizado um planejamento experimental que avaliou diversos
componentes, tais como extrato de levedura, peptona, extrato de malte e sulfato de amonio
para avaliar a influencia destes no crescimento da Xanthomonas campestris. Os nutrientes que
apresentaram efeito significativo para o aumento da concentracdo de biomassa foram peptona

e o extrato de malte.

PALAVRAS-CHAVE: crescimento celular, processos fermentativos, fontes de nitrogénio.

1. INTRODUCAO sdo determinadas por sua composi¢do
quimica, arranjos e ligacOes moleculares
A goma xXantana é um (Pace, 1980). O meio de cultivo e as

heteropolissacarideo, cuja a unidade bésica condi¢des operacionais influenciam no

repetidora é um pentassacarideo, constituido
por duas unidades de glicose, duas de
manose, uma de 4cido glucurbnico, na
propor¢do molar de 2,8:2,0:2,0 e grupos
piruvato e acetil (Garcia-Ochoa, 2000;
Maugeri, 2001).

A principal caracteristica da xantana é
sua capacidade de modificar a reologia ou o
comportamento de fluxo das solucdes
(Margaritis e Pace, 1985). Suas propriedades
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rendimento e estrutura da goma xantana
produzida (Garcia-Ochoa, 2000).

7z

A goma xantana é um polissacarideo
natural e um importante biopolimero
industrial. E totalmente atdxica, tendo sido
aprovada pela FDA (Food and Drug
Administration) dos EUA desde 1969, como
aditivos em alimentos. No Brasil o uso de
goma xantana como aditivos em alimentos é
permitido desde 1965 pelo Decreto-Lei n°
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55.871 da Legislacao Brasileira de Alimentos
(Lima et al., 2001).

A goma xantana deve provavelmente
continuar sendo o polimero mais utilizado
nos proximos anos, devido as suas
caracteristicas  reoldgicas singulares. A
vantagem da goma xantana sobre as outras
existentes no mercado € a sua estabilidade
em relacdo ao pH e temperatura
(Maugeri,2001).

O Brasil segue a tendéncia mundial de
incremento no consumo de xantana, mesmo
sendo esta totalmente importada,
demonstrando a relevancia de se investir em
uma produgdo nacional competitiva, ja que o
Brasil mostra-se com um grande potencial
para a fabricacdo deste polimero em escala
industrial, pois dispde de matéria-prima
(Padilha, 2003)

Estudos  nutricionais  tém  sido
realizados a fim de obter qualidade e
rendimento cada vez melhores da goma.
Entretanto, tais estudos tém focalizado,
basicamente, a fase de producdo da xantana.
Para obten¢do de uma goma de qualidade, é
necessario também focar a influéncia dos
fatores nutricionais do meio de cultivo na
fase de crescimento da Xanthomonas
campestris para producdo do inéculo da fase
de produgdo da goma (Cadmus et al., 1978;
Galindo, 1993; Garcia-Ochoa et al., 2000).

A relacdo carbono:nitrogénio no meio
de cultura influencia grandemente tanto a
producdo de goma como o crescimento do
microrganismo. Uma elevada concentragao

de nitrogénio € necessaria para um rapido
crescimento celular (Nitschke et al., 2001)

Na conducdo de uma fermentagdo, o
preparo do inéculo e a fermentacdo
propriamente dita sdo as principais fases do
processo. Na primeira, multiplica-se o
microrganismo em quantidade suficiente e
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em condi¢des adequadas para assegurar o seu
desenvolvimento na etapa seguinte (Cadmus
et al., 1978; Garcia-Ochoa et al., 2000).

Durante o desenvolvimento do inéculo
0 objetivo é aumentar a concentracdo celular
minimizando a producdo de goma xantana,
pois a goma ao redor das células impede o
transporte de nutrientes e estende a fase lag
de crescimento (Garcia-Ochoa et al., 2000).

O presente trabalho teve como objetivo
estudar novas formulacdes de um meio
alternativo ao YM contendo 10 g/L de
glicose e avaliar o efeito da concentracdo de
peptona, malte, extrato de levedura e sulfato
de amonio, visando a producdo de um
in6culo que propicie uma melhor produgdo
da goma.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencao do microrganismo

O microrganismo foi obtido junto a
EMBRAPA Agroindustria Tropical.

2.2 Preparo do in6culo

O indéculo foi preparado a partir de um
tubo de cultura estoque em glicerol de
Xanthomonas campestris B-10 transferida
para um Erlenmeyer de 250 mL contendo
100 mL de meio YM esterilizado a 121°C
durante 15 minutos. Apds esse procedimento
o Erlenmeyer contendo o meio YM
adicionado da cultura estoque, foi incubado
numa estufa bacteriolgica a 28°C durante 24
horas. Logo apdés as 24 horas foi feito a
leitura em espectrofotdmetro a 560 nm.

2.3 Planejamento experimental para
avaliar componentes do meio de
cultura para producao de biomassa.
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Planejamento experimental com 27 2.4 Determinacao do crescimento
pontos foi realizado para analisar o celular

crescimento da Xanthomonas campestris B-
10 durante 72 horas utilizando meios de
cultura contendo 10 g/L. de glicose como
fonte de carbono e concentragdes variadas de
peptona, extrato de malte, extrato de levedura
e sulfato de amonio (Tabela 1). O ensaio foi
conduzido em Erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de meio de cultura. A

temperatura e a velocidade de agitacdo foram %
de 28°C e 120 rpm respectivamente. 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento  microbiano  foi
determinado por densidade dtica no
comprimento de onda de 560 nm (Mesomo,
2007) em espectrofotometro Spectrum®,
modelo SP200UV.

3.1 Planejamento experimental para

Tabela 1. Planejamento experimental R .
avaliar componentes do meio de

variando concentragdes de fontes de

nitrogénio para producio de biomassa de cultura para producao de biomassa.
Xanthomonas campestris B-10.

Ensaios | Peptona(g/L) | Malte(g/L) | Lev(g/L) | S.A(g/L) Na Tabela 2 observam-se os resultados
1 1 1 1 1 de producdo de biomassa da Xanthomonas
2 1 1 1 3 campestris  B-10 nos meios variando
3 1 1 3 1 concentracdes de peptona, extrato de malte,
4 1 1 3 3 extrato de levedura e sulfato de amonio
5 1 3 1 1 durante 72 horas de fermentacdo. Através
6 1 3 1 3 desse planejamento experimental foi possivel
7 1 3 3 1 avaliar quais desses componentes
3 1 3 3 3 apresentaram efeitos significativos para
9 5 1 1 1 producdo de biomassa da Xanthomonas
10 5 1 1 3 campestris B-10. Lo, yang e Min (1997)
11 5 1 3 1 estudaram o efeito da glicose e extrato de
12 5 1 3 3 levedura no crescimento e producdo de goma
13 5 3 1 1 xantana por Xanthomonas campestris e
14 5 3 1 3 concluiram que elevadas concentracdes de
15 5 3 3 1 nitrogénio sdo necessdrias para um rapido
16 5 3 3 3 crescimento e elevagdo da biomassa do
17 1 ) ) ) microrganismo e elevadas concentragdes de
18 5 2 ) 2 carbono sdo necessdrias para producdo de
19 3 1 2 2 goma xantana.

20 3 3 2 2
21 3 2 1 2
22 3 2 3 1
23 3 2 2 1
24 3 2 2 3
25 3 2 2 2
26 3 2 2 2
27 3 2 2 2
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Tabela 2. Resultados da produgao de
biomassa pela Xanthomonas campestris B-10
em 24, 48 e 72 horas de fermentacdo segundo

o planejamento experimental realizado para
avaliar componentes do meio de cultura de
acordo com a Tabela 1.

producdo de biomassa da Xanthomonas
campestris B-10.

Casas e  colaboradores  (2000)
observaram 0 contrario. Quando
concentracoes maximas de 1,144 g/L. de

meios | Abs 24 h Abs 48 h Abs 72 h NH4NO; foram utilizadas observou-se
1 0,15+0,01 | 0,15+0,00 | 0,13+0,01 aumento do crescimento celular e a partir
0,2+0,03 | 0,23+0,00 | 0,17+0,00 disso ocorreu uma diminui¢do da biomassa
3 0,19+0,02 | 0,2+0,01 0,2+0,00 com o aumento da concentracdo de
4 0,2+0,02 | 0,21+0,00 | 0,18%0,01 nitrogénio.
5 0,36+0,00 | 0,45+0,03 | 0,38+0,01
6 0,4+0,00 | 0,45+0,02 | 0,41+0,00 A Tabela 3 apresenta os efeitos
7 0,38+0,00 | 0,44+0,02 | 0,38+0,01 estimados para producdo de biomassa da
8 0,39+0,01 | 0,42+0,01 | 0,37+0,01 Xanthomonas campestris B-10 em 24 horas
9 0,25+0,02 | 0,24+0,00 | 0,26+0,02 de fermentacdo. Observa-se que o0s
10 | 0,28+0,00 | 0,33+0,01 | 0,34+0,00 componentes que tiveram efeitos
11 0,3+0,01 | 0,38+0,03 | 0,3+0,00 significativos foram a peptona e o extrato de
12 | 0,32+0,04 | 0,36+0,00 | 0,34+0,04 malte. O extrato de levedura também
13 | 0,49+0,00 | 0,47+0,01 | 0,43+0,00 apresentou efeito significativo (0,03) em 24
14 | 0,5120,02 | 0,53+0,01 | 0,49+0,00 horas de fermentacdo, mas o seu efeito foi
15 0,5+0,00 | 0,52+0,04 | 0,46+0,00 bem menor que o extrato de malte (0,21) e a
16 | 0,55+0,01 | 0,59+0,02 | 0,5+0,01 peptona (0,13).
17 0,25+0,00 | 0,23+0,00 | 0,22+0,00
18 | 0,46+0,02 | 0,51+0,00 0,5+0,01 Tabela 3. Efeitos estimados para
19 | 0,24+0,01 | 0,26+0,00 | 0,27+0,03 producdo de biomassa em 24 horas da
20 | 0.45+0,01 | 0.46+0,00 | 0,44+0,01 Xanthomonas campestris B-10 segundo o
71 0,39+0,00 | 0,39+0,00 | 0,37+0,01 planejamento experimental executado.
22 | 045+0,03 | 04+0,01 | 0,37+0,01 Biomassa 24 horas
23 | 0,3840,03 | 0,38+0,00 | 0,3420,00 Fator Efeito S.E
24 0,36+0,01 | 0,4+0,01 0,38+0,00 Média 0,39* 0,01*
25 0,42+0,08 | 0,38+0,01 0,37+0,01 peptona (L) 0,13* 0,01*
26 0,36+0,02 | 0,37+0,01 0,38+0,02 peptona (Q) -0,06 0,03
27 0,39+0,00 | 0,4+0,01 0,38+0,02 malte (L) 0,21* 0,01*
malte (Q) -0,09* 0,03*
levedura (L) 0,03* 0,01*
Observa-se na Tabela 2 que o ponto levedura (Q) 0,07 0,04
16 do planejamento experimental (5 g/L sulfato (L) 0,02 0,01
peptona e 3 g/ de extrato de malte) sulfato (Q) -0,01 0,04

apresentou o melhor resultado para produgao
de biomassa em 24 e 48 horas com valores de
0,55+0,01 e 0,59+0,02 respectivamente.

Quando valores inferiores a 5 g/LL de
peptona e 3 g/l de extrato de malte sdo
utilizados nota-se uma diminui¢do na
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* Significativo em um intervalo de 95% de
confianca.

O modelo de regressao obtido para a
producdo de biomassa pela Xanthomonas
campestris B-10 em 24 horas estd expresso
na Equacdo 1. A andlise de variancia

7038



» £8A fpoo
COBEON &\, sl

Adsorcéo
XVIIl Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

V,CETERMO
L 5N

V CONGRESSO BRASILEIRO DE
TERMODINAMICA APLICADA

(ANOVA) para o modelo de regressao esta
apresentada na Tabela 4.

Biomassa (24 h) = -0,09 + 0,06 P (L)
~760%x 10° P> + 028 M (L)—4,5%x 10° M
2 4+319%x10° PxM

(D)

A Tabela 4 apresenta a andlise de
variancia para producao de biomassa da
Xanthomonas campestris B-10 em 24 horas
de fermentacdo.

Fonte de Soma Graus de Média | Valor Figura 1. Superficie de resposta obtida para
Variacio Quadritica | Liberdade | Quadratica | de F produgdo de biomassa em 24 horas (peptona
Regressio 0,29 14 0,02 |29,12 e malte).
Residual 0.01 12 0.00 Conforme mostra a Figura 1 observa-
Total 0,30 26 N
Coeficiente se que o aumento da concentracdo de peptona
de 0.97 combinado com quantidades altas de extrato
correlacgio de malte (3 g/L) atuando como fonte de
Fuiapn nitrogénio influenciou positivamente o
tabelado aumento da biomassa, porém, quando
©5%) 2,63 pequenas quantidades de peptona e extrato de
3 . . . malte sdo usadas hd um decréscimo no
Através da andlise estatistica foi

possivel observar que a equacdo 1 para o
modelo de biomassa produzida foi
estatisticamente significativa ao nivel de 95%
de confianga, pois o valor de F calculado
(29,12) foi superior ao de F tabelado (2,63).
Os resultados de biomassa no tempo de 24
horas apresentados na Tabela 2 foram
analisados através de graficos de superficie
de resposta com o auxilio do software
Statistica 7.0 (Statsoft). A Figura 1 apresenta
a superficie de resposta obtida para a
modelagem da biomassa produzida em 24
horas (Eq. 1).
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crescimento da Xanthomonas campestris B-
10.

A Tabela 5 que apresenta os efeitos
estimados para producdo de biomassa da
Xanthomonas campestris B-10 em 48 horas.
O extrato de levedura e sulfato ndo
apresentaram efeitos significativos em um
intervalo de 95% de confianca. Os outros
componentes do meio (peptona e malte)
apresentaram efeitos significativos em um
intervalo de 95% de confianca.

O modelo de regressdo obtido para a
producdo de biomassa pela Xanthomonas
campestris B-10 em 48 horas estd expresso
na Equacdo 2. A andlise de variancia
(ANOVA) para o modelo de regressdo estd
apresentada na Tabela 6.
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Tabela 5. Efeitos estimados para produgado de para a producdo de biomassa em 48 horas foi
biomassa em 48 horas da Xanthomonas estatisticamente significativo ao nivel de
campestris B-10 segundo o planejamento 95% de confianga, visto que, o F calculado
experimental realizado (Tabelas 1 e 4). (15,33) foi superior ao F tabelado (2,63).
Biomassa 48
horas Os resultados de produgdo de biomassa
Fator Efeito S.E da Xanthomonas campestris B-10 em 48
Média 0,38* 0,01* horas apresentados na Tabela 2  foram
peptona (L) 0,13* 0,02* analisados através de graficos de superficie
peptona (Q) -0,02 0,05 de resposta com o auxilio do software
malte (L) 0,22 0,02 Statistica 7.0 (Statsoft).
malte (Q) -0,03 0,05
levedura (L) 0,03 0,02 A Figura 2 apresenta a superficie de
levedura (Q) 0,03 0,05 resposta obtida para producao de biomassa da
sulfato (L) 0,03 0,02 Xanthomonas campestris B-10 em 48 horas
sulfato (Q) 0,00 0,05 de fermentacdo variando concentracdes de
* Significativo em um intervalo de 95% de peptona e malte.
confianca.

Biomassa (48 h) = -0,05 + 0,033
P(L)-249 x 10° P> + 021 M (L) - 1,70
x 107 M? —-533%x10° PxM

()

A Tabela 6 apresenta resultados para
andlise de variancia (ANOVA) para produgao
de biomassa da Xanthomonas campestris B-
10 em 48 horas.

Tabela 6. Andlise de variancia para produgao
de biomassa d em 48 horas segundo o
planejamento experimental realizado

(Tabelas 1 € 2). Figura 2. Superficie de resposta obtida para
Fonte de Soma Graus de Média | Valor produgdo de biomassa em 48 horas — peptona
Variacio | Quadratica | Liberdade | Quadratica | de F e extrato de malte.
Regressao 0,31 14 0,02 15,33
Residual 0,02 12 0,00

Conforme mostra a Figura 2 observa-

Total 0,32 26 ~
— se que elevadas concentracdes de peptona
Coeficiente . ~
de 0.94 combinada com altas concentracdoes de
correlacio extrato de malte determinaram um aumento
Fian na producdo de biomassa da Xanthomonas
tabelado campestris  B-10. Quando concentracdes
(95%) 2,63

maximas de peptona (5 g/L) e extrato de
malte (3 g/L) foram empregadas resultaram

Através da andlise de variancia para em altas producdes de biomassa.

biomassa foi possivel observar que o modelo

ISSN 2178-3659 7040
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A Tabela 7 que apresenta os efeitos
estimados para producdo de biomassa da
Xanthomonas campestris B-10 em 72 horas.
O extrato de levedura e sulfato ndo
apresentaram efeitos significativos em um

Tabela 8. Andlise de variancia para produgao
de biomassa em 72 horas segundo o
planejamento experimental realizado.

intervalo de 95% de confianga. Os outros Fonte de Soma Graus de Média | Valor
componentes do meio (peptona e malte) variagao Quadratica | Liberdade | Quadrética | de F
apresentaram efeitos significativos em um _ Regressdo 0,25 14 0,02 14,54
intervalo de 95% de confianca. Residual 0,01 12 0,00
Total 0,27 26

O modelo de regressdo obtido para a  Coeficiente
producdo de biomassa pela Xanthomonas de 0,94
campestris B-10 em 72 horas estd expresso Cor;elagao
na equacdo 3. A andlise de variancia tab::‘ig?lo
(ANOVA) para o modelo de regressao esta (95%) 2,63

apresentada na Tabela 8. Através da andlise de variancia para
biomassa da Xanthomonas campestris B-10
Tabela 7. Efeitos estimados para produgao de foi possivel observar que o modelo para a

biomassa em 72 horas da Xanthomonas

campestris B-10 segundo o planejamento
experimental realizado (Tabelas 1 e 2).

Biomassa 72
horas

Fator Efeito S.E
Média 0,37* 0,01*
peptona (L) 0,13% 0,02*
peptona (Q) -0,03 0,04
malte (L) 0,19* 0,02*
malte (Q) -0,04 0,04
levedura (L) 0,02 0,02
levedura (Q) 0,01 0,05
sulfato (L) 0,03 0,02
sulfato (Q) -0,02 0,05

* Significativo em um intervalo de 95% de
confianca.

O modelo de regressao obtido para a
producdo de biomassa pela Xanthomonas
campestris B-10 em 72 horas estd expresso
na Equacdo 3. A andlise de variancia
(ANOVA) para o modelo de regressao esta
apresentada na Tabela 8.

Biomassa (72 h)=-0,17 + 0,05 P

(L) - 3,46 x 10° P* + 0,21 M (L) - 2,06 x
102 M? -6,58 x 10° Px M

(3)

ISSN 2178-3659

producdo de biomassa em 72 horas

foi

estatisticamente significativo ao nivel de
95% de confianca, visto que, o F calculado
(14,54) foi superior ao F tabelado (2,63).

Os resultados de produgdao de
biomassa da Xanthomonas campestris B-10
em periodo de 72 horas apresentados na
Tabela 4 foram analisados através de gréficos
de superficie de resposta com o auxilio do
software Statistica 7.0 (Statsoft).

A Figura 3 mostra a superficie de
resposta para producdo de biomassa da
Xanthomonas campestris B-10 em 72 horas e
diversas concentracdes de peptona e malte.
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Figura 3. Superficie de resposta obtida para
producdo de biomassa em 72 horas (peptona
e malte).

Conforme mostra a Figura 3 observa-
se que elevadas concentracdes de peptona
combinada com altas concentracdes de
extrato de malte determinam um aumento na
producdo de biomassa da Xanthomonas
campestris B-10. Nota-se também que no
tempo de 72 horas os valores de absorbancia
apresentaram decréscimos comparando com
os experimentos realizados com 24 e 48
horas de fermentacao.

Poucos estudos foram encontrados
relacionados ao crescimento e as influéncias
de suplementos nutricionais do meio de
cultura para o aumento da biomassa de
Xanthomonas campestris.

Muitos estudos nutricionais tém sido
realizados a fim de alcangar qualidade e
rentabilidade cada vez melhores da goma.
Porém, tais estudos tém enfocado e
enfatizado, essencialmente, a fase de
producdo da goma xantana. Para obtencao de
uma goma de qualidade, é imprescindivel
também focar a influéncia dos fatores
nutricionais do meio de cultivo na fase de
crescimento da Xanthomonas campestris,
para producdo do indéculo da fase de

ISSN 2178-3659

producdo da goma (Carignatto, Mustafé¢ e
Oliva-Neto, 2009).

4. CONCLUSAO

Dentre as diversas fontes de
nitrogé€nio analisadas a peptona e o extrato de
malte apresentaram efeitos significativos para
producdio de biomassa obtendo-se os
melhores resultados quando comparados a
outras fontes estudadas (extrato de levedura e
sulfato de amonio).

A melhor concentracdo utilizada no
meio de cultura para produg¢dao de biomassa
da Xanthomonas campestris B-10 foi de 5
g/L. de peptona e 3 g/L de extrato de malte.

O melhor tempo de fermentagdo foi
de 48 horas, apdés esse periodo as
concentracdes de biomassa ja comegaram a
descrescer.

S. NOMENCLATURA

Onde:
M: Extrato de Malte (g/L)
P: Peptona (g/L)
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