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RESUMEN 

La mayoría de los trabajos relacionados con la producción de goma xantana se han llevado a 

cabo con la cepa de colección Xanlhomonas campestris NRRL-B 1459. Por consiguiente, la 

caracterización de cepas que potencialmente sean mejores productoras o que presenten 

características explotables constituye un aspecto importante para la producción de goma xantana. 

El objetivo general del presente trabajo consistió en caracterizar más detalladamente las 
fermentaciones a escala laboratorio y el polúnero producido por varias cepas de Xanthomonas, para 

su posible utilización en la producción de goma xantana. 

Se trabajó con tres cepas nativas de Xanihomonas (denominadas 10, 11 y 16). La cepa control 

fue una variante de la cepa de colección X. campestris NRRL-B 1459 (denominada E2). Los 

cultivos se llevaron a cabo en fermentadores cuyo volumen de trabajo fue 1.5 litros y se realizaron 

bajo condiciones controladas de oxígeno disuelto, velocidad de agitación, pH y temperatura. Los 

productos obtenidos fueron caracterizados mediante la determinación de la distribución de pesos 

moleculares, contenido de acetilo, pirúvico, nitrógeno total y proteico. Posteriormente, estos 

productos fueron sometidos a un proceso de purificación (precipitación, centrifugación, 

diafütración, cromatografía de intercambio iónico y liofilización). Durante este proceso se 

obtuvieron 2 clases de productos (semi-purificados y purificados), los cuales fueron empleados en 

las determinaciones reológicas de las soluciones de 1 y 10 g/L de xantana y en la cuantificación del 

peso molecular promedio. 

Las cinéticas de biomasa, producto y sustrato, así como el cambio en la viscosidad durante las 

fermentaciones de las cepas 10, 11 y 16 fueron similares a las reportadas previamente para la cepa 

E2. La cepa 16 mostró un menor crecimiento de la bacteria sin repercutir en la producción de 

goma. Esto puede representar una ventaja té<:nica en el proceso, dado que permite tener un 

. producto más puro. Aunque las concentraciones finales de xantana fueron similares en todos los 

casos (± 1.0 g/L con respecto a la cepa E2), las cepas 10, 11 y 16 mostraron una viscosidad 

aparente final mayor que la que presentó la cepa control. 

Los productos de las cepas de estudio presentaron diferentes contenidos de radicales acetilo y 

pitúvico. Los productos de las cepas 10 y 11 mostraron bajo contenido de pinívico, debido a que 

un bajo contenido de pinívico causa una menor adsorción sobre el suelo estas cepas presentan 

potencial para aplicarse en la recuperación del petnSleo. El producto de la cepa 16 presentó un alto 



contenido de nimSgeno, en relación al que mosaó el producto de Ja cepa control, lo cual sugiere 

que alguna pllllCina puede estar asociada con el poUmcro. 

El peso molecular promedio de los productos de las cepas de estudio estuvieron en el rango de 

IOxlCJ6 ·13xlCJ6 kg/kgmol. Los cromatogramas de Ja distribución de pesos moleculares de los 
productos de las cepas de estudio presentaron Ja tendencia modal previamente reponada para 

xantana. 

Los reogramas de las soluciones de 1 g/L de xantana (y 0.1 M de Nao como electrolito) 
mostraron que dichas soluciones presentaron viscosidades (Pa.s, 0.3 s·I < velocidad de 
deformación < 40 .-•) en el siguiente orden: 11 > 16 > 10 > E2. Se obtuvieron diferentes 
tendencias al comparar las viscosidades de las soluciones de 1 g/L de los cuatro productos cuando 

no se adicionó sal; con una fuerza iónica más alta (NaCI, 1.0 M) o cuando se adicionó una sal 

diferente (buffer de fosfatos, 0.1 M). Asimismo, se observaron diferentes tendencias al comparar las 
viscosidades de las soluciones de 10 g/L cuando se adicionó (1 % de KO) o no sal, antes y después 
de ser someñdas a tratamiento ttrmico. 

Se caracteñzaron una serie de cepas de Xanthomonas, las cuales presentaron potencial para 

mejorar aspectos particulares del proceso de producción o para producir xantana adecuada para 
aplicaciones específicas. 



CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

La goma xantana es el primer heteropolisacárido bacteriano usado ampliamente en las industrias 
de alimentos, farmaceútica y del petroleo. El éxito de la goma xantana se debe a sus propiedades 

únicas como hldrocoloide. Se caracteriza por su aira viscosidad, alto grado de pseudoplasticidad, 
excelenle estabilidad al pH y temperatura, así como aira afinidad a una variedad de sales. Además, 
en unión con otras gomas forma geles o produce un incremento sinérgico en la viscosidad. 

La unidad repetitiva de la goma xantana está integrada por un penrasacárido ramificado 
(glucosa-glucosa-manosa-ácido glucorónico-manosa). En las manosas interna y externa de la 
ramificación o cadena lateral se localizan los radicales acetilo y pinívico respectivamente. La 

proporción de estos radicales influye en las c:iracterísticas de la goma (v.g. viscosidad) y son una 
función de la cepa y de las condiciones de cultivo (v.g. velocidad de agitación, concentración de 
oxígeno disuelto). Así, en la producción de goma xanrana, la cepa de cultivo, la concentración de 

goma y la recuperación del producto son aspectos críticos del proceso. 

La caracterización de cepas nativas de Xanthomonas campestris, representa un punto de gran 

importancia, dado que pueden encontrarse cepas que presenlen mayor producción de goma 
xantana con respecto a la que se obtiene actualmenle con una cepa de colección. 

Consecuentemente, se mejoraría el proceso de producción de este heteropolisacárido bacteriano. 

Sin embargo, la mayoría de los trabajos relacionados con la producción de goma xantana han 

sido reportados con cepas provenientes de colecciones de cultivos, principalmente Xanihomanas 

campestris NRRL-B 1459 y'sus derivados. · 

Los repones sobre la caracterización de cepas nativas que podrían ser utilizadas en aplicaciones 
prácticas son muy escasos y limitados en cuanto al tipo de estudios rCauzados (v.g. viscosidad y/o 

contenido de acetilos, pinlvico, nitrógeno total). Por otra pane, las comparaciones entre cepas de 

Xantlwmanas no se han realizado bajo las mismas condiciones de fennentación (v.g. concentración 

de oxígeno disuelto). Además, el producto obtenido de las fennenraciones es frecuentemente 
comparado sin tener en cuenta la pureza del polímero. 



Debido a la poca investigación realizada en cslC campo, surge la idea de llevar a cabo la 
caracterización de diferenics cepas de Xanthomonas campestris enfocada en los aspectos de 

fennenlación (en condiciones controladas de oxígeno disuelto), fisico-químico (contenido de 

acetilo, ptrúvico, ni1J'6geno rotal, nitrógeno proteico, peso molecular promedio y distribución de 

pesos moleculares) y reológico (detenninaciones de la viscosidad de soluciones de diferenles 

concentraciones de goma xantana). Los resultados de esta caracterización permitirán tener un 
panorama general de las relaciones existentes entre estas áreas. 



CAPITULO 2 

ANTECEDENTES 

2.1. ORIGEN DE LA GOMA XANTANA 

La Ncirthem Regional R~sean:h Laboratories (N.R.R.L.) del Departamento de Agricultura de 

los Estados Unid~s llevó a cabo 'durante los años 50's- un extensivo programa de selección de 
cultivos .Con l~ fin·a.n~ dC ~n~on~ ~icrooorgan.i~mo~·, que pudie~ sintetizar gomas ·solUbÍes en 
agua de Ínterci.s com~rcial.' Est~''.estudio se .basó pritÍcipahnente en dos puntos. Primero, se 

consideró que ti~bía en los Estados .Unjdos un 'mercado' potenciál para nuevas gomas solubles en 

agua.Las cuale;, '¡iodrian ~~plen'ienllll'i~. ~~m'piam a aigunns ya existentes derivadas de plantas, 

tales como la go01a:.rilii~á;:ia;:de.'~li:U.000 y el almidón, entre otras: Debido a que .el 

abaStecirni~nto yl~ i:aÍid;¡.¡ de Íá i:.i.y~rÍ;de estas gomas está sujeto a diferentes factor~s. como son 

las varl:ÍCio~es e~Í:ÍÍ:Í;~~es yÍns'~oridicÍanes climáticas advernas; se pen~ qu~ la p;.oouc~ión de 

gomas por fenn?~UiciÓ~ ~a 1~~ ~ co;mable. Segundo, debido. a una -sobreproducción de 

almidón de maíz.se coritába:·con. el abastecimiento Íle una fuente de carbón,· la: cual podía ser 

fácilmente conve~da ~Ó-gÍ~~osa para se~ usada en la fe=ntaclón p.;,. la producción Íle gomas 
microbianas (Kerlrie<l//iiniei;11,¡,.;, 1984¡. · · 

De Íodos
0 

los rii;~gani~mos p~bados, la bacteria Xanr!ÚJmo,;;,¡;cam/1ésti-is NRRL B-1459 

fue la que produjo 
0

el p{;íimero con las más interesantes propiedácl~s ~n solÜéión. Eiias propiedades 

radican en ~iia alta visCt'i;idad a bajas co~centraciones ele g~m~ ~,;;,iiiii~; alta p;eudoplasticidad y 

una atÍpica insensibilid:id a un ~pliÓ rango de concentraciones desal; pH y'temp~~tura (Kennedy 
y Bradshaw, 1984). · . " " '•o 

··:.:/:.;-~ ~.-~.;' . :.';~·· l,_,.'•:'•. \)"' /;:~};":;:";.: .~f';o:' 

Aunque no se 
0

s~oo''~1 ?rigen e~ácto deia cepa d~ x; caniPestrÍi NRRL B~l45!J; esiafue 

~~~~~ªi-~~Jt~f~~ 
(Cottrell y K~~g. 197SJ:' Una caracteÍísfü:a co,;,an de' las esP.cie; de Xa~il:Óinon~ ~s que s0n 

patógenas pár; s~~ plan1;s hospede,;;s, AJgÚnos ejemplos d~ estás son: la col (X. campestris), la 
caña de azúcar (X. a/bi/ii;eans y X. vasculorrum), la fresa (X: fragaria) y el nogal (x. juglandis) 
(Kennedy y Bradshaw, 1984). , 



Fmalmente, después de años de estudios que comprobaron la inocuidad de la goma xantana, en 

1969 ésia goma. fue aprobada como un aditivo de alimenros por la Food and Drug Administration 

de los Eslados Unidos. 

2.2. ESTRUCTURA DE LA GOMA XANTANA 

2.2.l. UNIDAD REPETITIVA BASICA 

La estructura primaria aceplada para la goma xantana se presenia en la figlll"ll 2.1. Este 

biopolímero tiene una unidad repetitiva de cinco azúcares en donde la· cadena prlncipal éontiené dos 

unidades de glucosa unidas por enlaces ~ 1,4. La cadena lateral .se encuentra unida a una glu<:osa de 

manera alternada en la posición 3. Esta consiste de una 6-D-~anciSii tei:minal ·unidá Wédiante un 

enlace glicosídico a la posición 4 del ~O-ácido gluco;ónicc;, ~I ~~ ~~Íá.unid~ po~ medio de un 

enlace glicosídico a la posición 2 de u~a unid:Íd•d·e a:o-m;.;;osa;·U~ iiúÍ>o acetilo se encuentra 

unido a la manosa ~Ó-tennllial en la posición 6, nrl~n~ q~~-el ácid.; pWvico se encuentra (en 

forma de cetal) Únldoalas Í>osici~nes 4 y 6 d~ia ;mno¡;;-·terÜÍinal. Am'bos radicales se encuentran 

unid~s a Ía molécUJa d~ ,.,U:,lá:n~·~.~.<:~ti~d~s ¡,·~e~t.q~¿ci~éirlc;{;;'(Holzwarth. 1976; Conrell y 

Kan: 

1

::::~ª p~~~al de la:g~~rx~t;a ~,.;,c5·consiste en una cadena celwósica- es 

comple~ente ins0luble en agua d~bid~ ~·la f~rniáí:ió~ p~ela de moléculas en arreglo cristalino a 

través de puenÍes'de lticliÓgen~: ;sin c~biigó;1a Sdición' de la cadena lateral de trisacáridos 

cargados al esqÚeleio de la cel~Ío~ co_m.;~~.el ciciode la goma xantana, pennite que las molécwas 

se solubilicen en agua fria ci cilienie (Hw~g y Kokini; 199i): · 
:: ~:·. "',L 

:.·,:.· -:;>> 
. ··'!. 

'>. ;:· 

2.2.2; ASPECTOS CONFOR~ÁCl~NALES DE LA GOMA XANT ANA EN SOLUCION 
·,~';:'.·· ,_,.,.,. ',' :..:_:.:·~:;·::; ; ·:\. ·:: .. :;:~· ~·,:· 

Polisacáridos co~ol~-gÓ~~xi,;,';;ma'~o~s \;J;iJ-;s"-~~s~~;;.i;;,;¡e;_s~tes propiedades en solución) 

tienden a fo~, ·~n ~~o;ácu:~S"O., ·.es~~·ctUr3.S'o_~~·~ª~~-~(sC~~rid~as, ~rciarias o cuaternarias). 
Estudios de difracciónd;; fibras con ':'yes X ~ugméioii qÚe laníolcicíiiá 'de goma xantana adopta 

una conformación helicoidaÍ.(de ni°a~~ d¿r;;cli;J con ú~~ simetría dé 5 plieg\ti:s y un paso de 4'.7 run: 
(figura 2.2). Es;os dat~S suglereií qu;; ¡~ cádena Íáteral ~stá Ímid~' ~oval~nte.;,.,nt~ a la. cadena . 

principal del polí,,'.;ero y ~;tabiliza.Ú1 'estniétu~ de la hélice; La gorn~ ~.,;ián~ es difícil de cristalizar, 



Figura 2.1 Estructura priinaria de la goma xantana (Hwang y Kokini, 1991). 



~ ... 

4.7nm 

Figura 2.2 El empacamiento de la h~licc de goma xantana visto: a) pctpendiculllllllODIC y b) desde 
la parte de abajo del eje (Moorhousc et al., 1977). 



lo cual resulta en forografías de rayos X de pobre resolución que hacen imposible discriminar enrrc 
estructuras de hélice sencilla o mullicadenas. Por consiguientc, aún existe polémica sobn: el hecho 
de que si la molécula de xanUllla se prescnra en solución como una hélice sencilla, una hélice doble 
o como un dímero resulrado de la asociación de cadenas de hélice sencilla. Sin embargo, al parecer, 
los modelos de doble cadena comienzan a ser más aceprados (Morris et al., 1983; Shatwell y 
Sulherland, 1990; Morris, 1993). 

Existe evidencia (Morris, 1977: Shatwell y Sulherland, 1990) que indica que, con el 

calenramiento, la molécula de goma xanUllla experimenta un cambio confoll11Jlcional reversible de la 

estructura ordenada a la desordenada (rransición orden-desorden) (figura 2.3). En la conformación 
ordenada, las cadenas laterales esrán alineadas con la cadena principal para dar una estructura rígida 

establli:zada por enlaces covalentes intran10!eculares. Por otra parte, Milas y Rinaudo (1984) 
encontraron que existen 2 confonnaciones diferenrcs (forma ordenada y desordenada) de la 

molécula en solución, dependiendo de las condiciones experimentales. 

Milas et al. (1990) mencionan que existen 2 conformaciones ordenadas en solución: una nativa 

(1) y otra renaturalizada {ll). El esquema de las conformaciones de la goma xantana es el siguiente: 

NATIVAO) 

(ORDENADA) 

DESNATURALIZADA 

(DESORDENADA) 

~ RENA TURALIZADA {ll) 

(ORDENADA) 

Las conformaciones 1 y D presentan la misma masa molecular, pero presentan diferencias en el 
volumen hidrodinámico (volumen que ocupa la molécula en el espacio) y en las propiedades 

reológicas. La conformación ll muestra, en relación a la confonltació~ I, ~na viscosidad más 

elevada. Las temperaturas de transición conforrnacional para las transiciones lllllÍva-desnaturalizada 
y renaturalizada-desnaturalizada son idénticas. 

Se ha reponado (Kennedy y Bradshaw, 1984; Shatwell y Sulherland, 1990) que un incremento 

en la fuerza iónica causa un incremento en la temperatura media de 1ransición. En condiciones de 
baja fuerza tónica, la repulsión entre los grupos carboxilatos ti~nde a desesiabilizar la estructura. 

Sin embargo, si se adiciona sal, los cationes tienden a esiabilizar la confonnación ordenada y así 
evitar su ruprura por calor. Cuando se adiciona un electrolito ·á una concentración aniba de un 

valor crítico (aproxitnadamente ·0.02 N NaCl) se ob~e;_;~ ·: un incremento en el volumen 
hidrodinámico del polisacárido. Este incremento ~ . d~be a repulsiones electrostáticas 

in1ermoleculares ocasionadas por el exceso de sal, lo cwtl Pennile la asociación de cadenas de 
xantana. 



Forma desordenada 

Enfriamltn1o 

Calentamiento 

Forma ordenado 

Figura 2.3 Es1n1ctura confonnacional de la goma xantana (Dca tt al., lm). 
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El grado de sustitución de acetilos y pinivicos en la mol6cula de xantana afecta la estabilidad de 

la htllcc. La conformación ordenada llega a ser más esrable en función de un incremento en los 

radicales acetilo, o bien a una disminución en cuanto a pirúvico se refiere. La descslabilización 

ocasionada por el pirúvico está relacionada con un inctemcnto en la repulsión entte las cadenas 

laterales. Por ono lado, el efecto cstabiliiante relacionado con el contenido de grupos acetilo no 
csti clam aún. Sin cmbal¡;o, existen 2 hipólcsis. Una indica que este efecto esti asociado a 

inteni:ciones apolarcs cnlle los grupos IDClil cclilos y oua propone que estos susliruyentes puedan 
llCtuar axoo ac:cptorcs de pucnrcs de hidrógeno y consccucntcmcntc csrabilizen la moMcula 

(Sbatwell y Suthcrland, 1990). 

2.3. CARACTERISTICAS DE LA GOMA XANT ANA 

2.3.L PROPIEDADES REOLOGICAS DE LAS SOLUCIONES DE GOMA XANT ANA 

La iJqJonancia de la goma xantana se basa fundamentalmente en las propiedades =lógicas que 
Jftsenta en solución. La propiedad más importante de la xanrana es su capacidad viscosilicantc. En 
la figura 2.4 se mucS!r.I un reograma (viscosidad versus velocidad de dcfonnación) que ejemplifica 
la pscudoplasticidad de las soluciones de x.antana. Es decir, que la viscosidad decrece al aumentar la 

velocidad de dcfmnación. Además. se mucstta la relación enttc viscosidad y concenttación de 
goma. 

Además de las características mencionadas anteriormente, la viscosidad que prcsenran las 

soluciones de xanrana es cxccpcionalmcnte esrablc a la temperatura (4-93 OC), pH (J-13) y fuerza 

iónica (M¡ugarilis y Pace, 1985 ; Gdindo, 1990). 

En divcnos trabajos (Margaritis y Zajic, 1978; Malgaritis y Pace, 1985) se ha reponado el uso 

del modelo de Ostwald de Waele, mejor conocido como la 'ley de la poteneia", para representar el 
componamiento reológico de diversos polisacáridos en suspensión como es el caso de la goma 

unrana. La ecuación fundamcnral de este modelo es la siguiente: 

donde: 

t Esfuerzo de corte 

y Velocidad de deformación 

K Indice de éonsistencia 

n Indice de flujo 

t=Ki" 
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Figura 2.4 Reograma mostrando el efecto de la velocidad de deformación sobre la viscosidad 
aparente de soluciones de goma xantana de varias concentraciones (Galindo, 1990). 
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La ley de la potencia ha demostrado ser una ecuación IÍtil y adecuada para representar el 
comportamiento rcológiéo no-Newtoniano del tipo pseudoplástico que exhiben las soluciones 
poliméricas en función de la velocidad de deformación. Jl.Uentras más grande sea el valor de K, más 

viscoso es el fluido. A medida que el valor de n decrece, el fluido es más pseudoplástico ó 

reofluidizante. 

2.3.2. BASES MOLECULARES DE LAS PROPIEDADES DE LAS SOLUCIONES DE 

XANTANA 

Generalmente, los polielectrolitos (como la goma xantana) en condiciones de baja fuera.a iónica, 
adoptan una conformación altamente expandida. En este caso, al adicionar sal, la confonnación se 
colapsa a un enrrollamienro más compacto, debido a fa distribución de cargas. Dado que Ja reologfa 
de la solución polimérica es críticamente dependiente de la forma molecular, estaS variaciones en las 

dimensiones del enrrollamiento se reflejan normalmente en grnndes cambios en la viscosidad de Ja 

solución (Morris, 1977). 

Las propiedades que presenta Ja goma xantana en solución pueden explicarse iÍieiliante 

interacciones ínter e intramoleculares, las cuales surgen de las estructuras secundaria y terciaria. La 
capacidad de la xantana para formar soluciones de allJI viscosidad, aún a baja$ concentraciones de 

este biopolímero, es el resultado de su estructura rámificada, · de la rigidez de la estructura 

ordenada, de las interacciones intermoleculares y del alto peso mol~cular(> 2 X 106) (KeMedy y 
Bradshaw, 1984; Monis e1 a/., 1983). Se ha reponado .. un· ru;ipli~· rarÍgo de valores para el peso 
molecular promedio de la goma xantana. Este·vana:desd~·'.2·~··lo6:'a:·.so x 1()6 (Kennedy y 
Bradshaw, 1984; Herbstetal., 1988; 1992)~ ':.·. . .. ::;:· 

~~~: :'. 

Lamben el al. (1982} reponaron el primer croma1ogr.in,a 'c1é' penneaclón en gel de goma 

xantana empleando ya sea un detector ~frai:tométrlc~ ó un~ de dispe~ión de luz. Estos autores 
mencionan que, cuando la concentración ióni~a &;1 elu~nté_~s _iguaÍ __ ¡,'m;¡yor á 0.05 M, el proceso 

de exclusión en cromatografía de pemleaciónenge!C:;~¡;nú-01ado¡)or el volumen hidrodinámico. 
En el caso de la goma xantana (cÜya molécula-es como~0un'a ¡;;;;;;;·rlgid~ i;¡· adicionarle sal}, existen 

problemas pnra interpretar l<?s crorriá~o~a~.~:P~ evil?.f~·eS~O!'~~~·be·~-·~0pICarse concentraciones 
bajas de goma (v.g. 1 g/L o ~nos): Además, es nécesarlo adoptar·!~ más baja velocidad de flujo 

disponible para asl prevenir la orienlJlción y/o defonnaéión del ·p;,límero. 
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Existen repones (Morris, 1977) que indican que la conformación de .la goma xantana es 

totalmente depen~e~nie ~e ... ta all~n~ia o presen~ia: de sal. c~.~ndo ··se ~.~~1Cn · ~ calentamiento, las 
soluciones de goma. xaniru;a en condiciones d~ baja ruel"Zll iónica (tal es _el caso cuando este 

biopolímero es disuelto~~ ág~~ destil;da) r'nuestian uó increment~ én la visco~idad de la solución. 

Este co~po~e.R'r~:~s·.~~~~n~.º~~~.I de'~~.bl~~~·t~ .. ·d_e ~~~ ~~-~~&uració.~:._Ord~·nada, tal como 

una hé_lice, a u<e~~ll~~~to:~;itl~~~~rio-._ ~~".' >-~i(~~-~~~.e~~~:··~·~~~e~_io :_~n- e~ .volumen 
lúdrÓdinámico efectiv~ y; po~ co~siiill;enlé; en , •• ~~osldad. ~; escibilización de. la estructura 

' " . .-· : ·'"•·.· :· • < ~ .. , "' ' -'.,, _- '•c>\i:-... ;, "··: -:Ov"• "'• ;.', • '-•. • ·, 

ordenada probablemente se de!'á a Iare<luc_ció~ _de.'ns repulsiones .electrostáticas entre los grupos 

cargados cercanos. ';\~:_:: ... - '·: ·, ··,'·>> , .. -~'~--Ó .\-:: 

'e'~~- -·:;:~ ;_ :·· •• - ;L:~ .. ~:~A.?,-;:~~:~::-::>-<~·--·-

Morris (1977) sugiere que e; iá,d~~f~~'ació~~rd~naú}i.S'cade~O:. fateiltles están alineadas 
con Ja cadena principal para 'cfu' un~ ¡,;;,.;;ciillá rfgld~·~·i~bru;Jid,¡r¡;¡;~ ~~i~ces· nO:coval~nies 
intramolecuJán:s. ,., ..• ·>:.· ..• ~ '" .. · ··•···· -,~.:.~·· •;.,,, ··;2_; · · , . ... . . . '.~~:·\'~·Y 

,~:-, ~-~~;jL. :~( -~Q .. :~- '\:<· .. _ ~,,_t:--.=.-~;}g;'C t, .. :· ~·, .. ::~)_::;:·:···-· 
Cuando se adicióna salasi>luciones~~e gomá xanuuíá;; el .,;,,,,bio'resu.Iuinte en Viscosidad 

~~~~~t~lf~~~i-~~ª~~ 
perlados de tiein¡)o ;in.~ülif ~~bi~.é~'í~'Vi,C~~:d.~~.d~ '#.;;,;sma;; (Ke~edy y Bradshaw, 1984). 

A los ruveles de sal :;;,~1~~~:;'.in Ja~;i~i~a· d~ ~~~licaciónes industriales, la estructura 

ordenada es csciibl~ ;ITT¡6a~ d~"'100Ó c.'oe 'aur '1á rel~rl~a:iiiS.nsibilidad ·de la viscosidad de las 
soluciones de .ii~m~· fiínt.lii:i a i~ ;~¡;,p~r~i~;~¡, ble~. á: ~yores. incrementos en Ja f~erza iónica. El 

agruparnienÍo de ~ié.;uÍ;,. ri~id~ én soi~ción."fo;m;¡ uria te~ue red intennolecular, de fa cual 

surgen otras prop¡'édádes;inÍe;:.,sW:t~;: u11é~··.~~m~C:1a ·~apacidad de suspender panículas, 

estabilización de emuÍ~ion~s y lá: tlii:o~opía CMonis/1977J. ; : · . . 
-;_,~~?~ '<.::,:··?};-~,~~~-J .. ~;~~:-.'.-'">.-~--. 

Sandford et al. (l 977)reponaroÍi qlle':ia'visrosidiid de la solución de x311tana fue mayor a 
medida que se incrementaba el ¡;;,;;¡e-~id1/é!~-;;;dÍ~;¡~;·¡;i;,í~¡~¡¡,:sin'~.ii~go,Ías muestras de este 

biopolímero con bajo contenid~'ií~·p~vic:;,'(i's-3:o %i'iu~;.;,n derl~~dosde uná cepa variante de 

X. campestris, de modo que·,~· dif~;¡,n~iaS obi~rvadas j;;;dnaíi d~bÚse a cambios. en otras 

características como podrf~ s~f.~r ¡)éio molec~I;n'. ~ I~~· giUpos acetilos (Kennedy y Bradshaw, 

1984). En contraste, se ha ~~panado· (Í<:~n;;~y ~ Brad~haw, 1984) que el contenido de radicales 

pinívico en la xantana no .feclll. directiínmite I~ Viscosidad de las soluciones de e;ta gomá. Para 
apoyar esto, sC preparñron qUr~~~é~re so!UciOnes -d~ xantana libre de piru~~,·~.· 1~: cuales 
mostraron viscosidade~· signif!-caú".am~nte más altas que las presentaron las soluc.iones de xantanll 
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libre de piruvato obtenidas de una cepa mutante de X. campestris: Esto indicó que ocurrió algún 
cambio en las ~aract~rísticas de la xantana, IÓ cual Influye en la viscosidad de la solución. 

Por otra pane, Hwang i Kókini (199Ú' mencionrui que, en soluciones concentradas 
(aproximadamente (% ,¡,/v), la .viscós;d;w d~ Is goma xanÚtn~ eón alto contenido de pirúvico se 
incrementó sigrÍificativamente eón. la adició,n de sal. En el e.So de gÓina x.intruia con bajo contenido 

de pmiv.ié~~ "~-~~.6 ,'i~:·mi~~.·-s~. ~mbarg~;:··est·~_s_ a~i~~s-_·-~~ 'mencionan tas condiciones 
experimentales (v.g. concerÍ~~ión y tipo de sal, tnitamien,t~ térmico). 

, . .:...'' ~ -
2.4. FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE GOMA XANTANA 

La fermentación para la. producción .de goma x.intana, al igual que la de otros polisacáridos 
microbianos, se lleva a cabO en cultiv~s '¡)or lol~. se'emplean tanques agitados mecánicamente con 
suministro de aire estéril, control de 'tem¡)erárilla y de pH. Una de las principales características de 

la fermentación es el cambio qué''S. 'prese~~ 'en las propiedades reológicas del caldo durante el 
cultivo. 

El comportaffiiento reológico al inicio de la fermentación es Newtoniano (la viscosidad es 
independiente de la velocidad de deformación). A medida que procede la fermentación, la reologfa 

del caldo es del tipo no-Newtoniano (se loma más viscoso y pseudoplástico). Además, presenta un 

comportamiento viscoelástico a altas concentraciones de goma xantana (Torres et al., 1994). 

La imponancia de las propiedades reológicas del caldo de fennentación radica en que los 

cambios ocurridos durante el cultivo afectan parámetros tales como la transferencia de masa, el 

mezclado y el consumo de energía en el tanque, que consecuentemente, repercuten en el 
escalamiento del proceso (Margaritls y Zajic, 1978). 

2.5. L'ffLUENCIA DEL USO DE DIFERENTES CEPAS DE Xanthomonas Y DE LAS 
CONDICIONES DE FERMENTACION SOBRE LA PRODlJCCION DE GOMA 
XANTANA 

Herbst er al. (1988) reportaron la relación entie las condi,ciones de cultivo y la calidad de la 

xantana. La tensión de oxígeno durante, la,· fennenÍ:tción rúe mantenida arribá de 20 %; La• 
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disllibuci6n de pesos mol~ulares fue de1enninadá por cromaiografía en gel durante·¡,¡ transcurso 

de la misma, enconlrándose que el· volwnen· ·de elución deI pico· nuWmO .. no cambia 

significativamenic con el tiempo de fennenmción (figura' 2.5): Sin· embargo; el peso· molec.uÍar. 

promedio varia en función de la fase de crecimlenio y consecuenteme~t;;, en funcl6n del' tiempo de 

fennenlllción (figura 2.6). .. , 

Peters et al. (1989) reportaron .como l~ producción y el ;;eso motec1liar ¡,;..,medio de la xanlan~ 
. eslán influenciados por la velocidád de agitación. Esios autores enconiráron ·que evill!ndo la 

!imill!Ción de oxígeno, mediante aluis . vdocidades de agi1aci6n o por el uso de alms presiones 

parciales de oxígeno en el gas, se lenían los. mismos resultados en la productividád específica de 

goma. En relación al peso molecular promedio, Peters et a/. (1989), reponaron que a mayor 

velocidád de agi1ación, mayor peso molecular promedio. Además, cuando inlrodujeron al 
fennenlador aire enriquecido con . oxígeno a bajas velocidades de agiiación, obtuvieron 

aproximadamenie el mistÚo peso.moleeular que cuando emplearon alias velocidades de agiiru:ión. 

Es1os autores afinnan que el 'éf,;to .de la velocidad de agitación sobre Ja calidad de la xnntlllla es 

más bien función de la disponibilidOd ·de oxígeno en el sistema que de la hidrodinámica en el 
bioreactor. 

Por olra parte, Herbsl et al. (1989) estudiaron la influencia del.summistro de oXígeno sobre la 

calidad de la xanlana. Enco~Írar¡;~ que la ausenci;dé wnns esiancadas y Íaadee.lladá 1nnsferencia 

de oxígeno en el ferméri1ad¡;r ~;¡ los ra~1or~s4 lmpon~r~s ¡;.n;·1og;ru: ·u;a allll prOductlvidad 

así como goma xaniari~ d~;f 10 p~s¡; mo!C~~iar~ ;,"·? { .•.. 

Flores et ~l .• (1~4) e~1~ili4'~ei''~re~1~~e·1~>cori~~J1~i~ri ~~:oJg~n~ di,sueÍ10 d.;,an1e el 

cultivo de X. campesti:is \~br~ Ía pf,xi~~dón r calidOd 'de: la,g~á XMl~a. EStos. autores 

~f~i;·~~~~~~~ 
consecuentemeni~.· en ui éalldadd~ la gÓ,;,~.'Fiore~';( a{(i994) érÍc¿nrraron pesos moleculares 

promedio de 10 x Í06 kg¡kg;;,oi cúruidci la con.;e'~~ió~ci~ oxrg~~~ di~u~ho fue mayor a 40 %. 
-·~~f·· ··~:'";-;T ·--=-"""'- '-~-;- r . .. -. - ·;-:"~'~(, " . ,_ • 

. ·, --~' ,. 

A iravés del ·uso.de <liféiéó1es patlio~ares de x; campestriS; así é~mo de mu1an1es se pueden 

obtener difere'nÍes lipos.de xa~uÍnas: Én. ~l cá~o de cepas rilUlanles de x:c:, el polisacárido puede 

presentar diferenci.S en su éslrliciura, prlncipalmenie en la cadena· 1iúeral (1e1ra o nisacáridos) 

(Hassler y Doheny, 1990); 
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Figura 2.S -Crnmatogramas correspondientes a dif~rerÍÍcs tiempos dé fennentlÍl:i6n (f=facror de 
dilución), (Herbst et al., 1988). ·::· ' _:· -· 

- -. ---
Figura 2.6 Peso molecular promedio a través del tiempo de- fermentación (Hetbst et al., 1988}. 
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De manera concluyente, se esw.blece que el uso de diferentes cepas de Xanthomonas así como 

condiciones de fennenw.ción (v.g. velocidad de agiw.ción; nivel .de oxígeno di~uel!o, medio de 

cultivo) dan como resulw.do variaciones en la composición del polúnero. Estás variílciones tienden 

a estar principalmente relacionadas con el contenido de radi¿"1es aeetilÓ y pirú~ico:y. desde lt1ego, 

con el peso molecular promedio. 

·:.·oi· 
·•::n 

Actualmente, existe una diversidad de xanw.nas l.S c¡;.¡e.s ¡Íres;;nmn ¡,¡u;: ~plia variación en los 

grados de acetilación y piruvilación. Lo mismo .;, puede ~~e~~¡;.. g~Íria\u•rné ~o~. un alto 
contenido de piruvato o bien con la total ausencia ·de ~si~ ddi~~; Sin émb;;:,:g~. ia máyorta de las 
xantanas disponibles comercialmente se encuentriin )~ra~;;~;~·; ácetiÍadas' y sóio ~resentan 
aproximadamente un 30 % de piruvilación (Sutherland y T~~'i\192)), ·· :·:•:· . 

La aplicación de la go~ xanw.na en cienos ¿~ó~d~~rí~~,~~¡;~o~Í~~id~;,~~·plclvic~. Por 

ejemplo, en la recuperación del petróleo, un alto conte~ld~'de'pirii~~~ ~~~; uífa' mayo~ ad.:OrciÓrí ·. 

sobre el suelo y por consiguiente ocasiona probleiluls e~ 1.S' o~ci~ne~ d~ iflye;,(;ió~ (Í<Í~inÚz et 

"'· ,,. .. '°'~~ '""'-· "'" """" .,.: '"".i; ,;e Í;i . 
2.6. CARACTERIZACION DE DIFERENTES CEPAS DE X~nthomo~ás 

Los. repories relacionados con el . aislamiento y caractéri;;;ci",5~ 'de cepas nativas de 

Xanrlwmonas. que. presenten características intere~antes de '. ~P~~~ción\ s011 , muy,· litnitad.s. . 
Scamparini y Rosato (1987) reportaron el aislamiento d~ 21 cép;i;; nativas de Xa~tl.;;m,r;niis, de ias 
cuales ~~leccionaron 4 cepas (p.v. manilwtis). El edtudio report~do 'Pi>~ estos áuÍor~s (con las 
cuatro cepas seleccionadas) se basó princip~nt~ en'déi~i';;;¡fiaéÍon~~·d~ ¡~·~ScO~idad del. caldo 

de fermenrnción y d~ soluciones de 0.2 % de goma xantan¿l;,s cii'aies iü~ron ~empatad~ con ika. 

solución de una xantana comercial ("Keltrol") a ia mls~c~~~~Ó~ció~~e &'otna (Tabla;2,!A. y 

2.IB.). La viscosidad aparente fue deternünada cÓ~ un~~ó'~Ítñ~Ír-.;B;¡;kfleÍd. ¡_;;; res°~ltiidos de 

Scamparlni y Rosato (1987) muestran que úni~-.;,;~nt~ uriá~ce~~"préÚ~ió',;iíejó're;·.p~piedades 
reológicas que la solución de Keltrol, especÍaime~t~ ~ b;jÓJ; ~elócidade;.de déíofníución. A este 
respecto, recientemente Sánchez et al. (1992) dem~;Íraron ;qúe 1~· s~lúcici~~s dé goma xanw.na 

come..:ial no permiren simular (a la misma conceinraciÓn de gomay fue-.=.a iónica) exactamente las 
propiedades reológicas de los caldos de fermentación. · 
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Tabla 2.IA. VISCOSIDAD (cps) DE LOS CALDOS DE FERMENTACION DE LAS 

CEPAS SELECCIONADAS. 

CEPA 

RPM 280 287 289 320 

0.3 23,000 10,500 6,750 •.•.• 1,250 
0.6 15,500 7,750 5,750, 5,375 

1.5 8,700 4,800 3,800 3,650 
3.0 5,450 3,325 2,700. 2,500 

6.0 3,350 2,187 1,837. 1,725 

12.0 2,000 1,381 l,i9:Í 1,128 

30.0 1,000 737 642 @1 

60.0. + 456 403 357 

(Scamparlni y Rosato, 1987) 

Tabla 2.18. VISCOSIDAD (cps) DE LAS SOLUCIONES• DE LOS PRODUCTOS 

OBTENIDOS A PARTffi DE LAS CEPAS SELECCIONADAS. 

CEPA 

RPM 280 287 289 280 Keltrol 

0.3 1,100 150 300 00 550 

0.6 825 125 225 25 450 

1.5 500 130 160 30 310 

3.0 325 85 110 45 220 

6.0 205 62 82 35 147 

12.0 126 41 50 22 . 101 

30.0 66. 24 28. 15 52 

60.0 40 • 16 19 10 37 

• Concentriición: 0.2 % de goma .antana. 

Scamparini y Rosato (1987) 
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En 1989, Galindo et al. reponaron la caracterización reológica de caldos de fenncntación de 

tres cepas dcXantlwmonas campestris (11.'RRL B-1459, s~bcepa NRRL B-1459 y una cepa aislada 

de col, SCF-4). También presentaron datos reolóÍ¡icos de soluciones reconstituidas a partir dé los 

polímeros crudos precipitados.· Liis ·~eíias· .fuer~ri cultivadas en un fennentador de 25 litros. Los 

resultados se muestran en la tabla ·2i :Est~s aÚtores enconiraro~ diferencias en los parámetros de 

la ley de la potencia (K y n) entre la cep~ SCF.4 y las cepas NRRL B-1459, NRRL B-1459-4L. 

Postulan que esto pOru;a ~r ~~io c~imi una evldencia indirecta de diferencias genéricas entre las 

cepas. 

Tabla 2.2. CARACTERISTICAS DE LAS FERMENTACIONES DE 3 CEPAS DE 

Xanthomonas campestris. 
CEPA 

1459 1459-4L SCF-4 

Tiempo de fermentación (h) 48.0 48.0 73.0 

Velocidad específica de crecimiento (h·t) 0.19 0.32 o.os 
Concentración ítnal (g{L) 18.0 12.9 8.6 

Viscosidad• final (cps) 6,100 4,500 1,600 

Azúcar residual (g/L) · O.O 2.7 1.4 

• Viscosímetro Brookfield, aguja4, 30 rp!IL :: ·· '::'t 
Galindo et al. ( 1989) · · · •'' '.'> · .· :.· · 

> ;·~t.;_-:-,::~1-~· 

Aunado a lo anterior, Galindo et al. (1989) encontraron que el tratamiento térmico. al cual son 

sometidos los caldos de fermentación, origina cambios en las propiedades reológicas ·de los 

productos (tabla 2.3). El efecto que produce este tratamiento en las soluciones de los polímeros es 
diferente dependiendo del origen de la xantnna. Esto probablemente indica que los polúneros 

presenten diferencias confonnacionales. 

Tabla 2.3. DATOS REOLOGICOS DE LAS SOLUCIONES DE LOS POLIMEROS 
OBTENIDOS DE LAS TRES CEPAS DE Xanthomonas. 

PARAMETROSDELALEYDELAPOTENCIA ~~~-n~<---~)~~~~-K~(-P~a._sn_)~ 
TRATAMIENTOTERMICO NO SI NO SI 

SOLUCION DEL POLIMERO DE LA CEPA: 

1459 

14S9-4L 

SCF-4 

• Concentración: 10 g/L 

Galindo et al. (1989) 
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Posterionnente, Torrestiana et al. (1990) llevaron a cabo el aislamiento de 7 cepas de 

Xantlwmonas. La caracterización se realizó en términos de 1a·moñologfa; resistencia a antibióticos, 

producción de goma, viscosidad y contenido ·cie pinivico, La c~pa control fue la cepa de colección 

X. campestris NRRL B-1459. Toiiestiana'y colabo~ores (1990) encontraron que sólo una cepa 

presentó una viscosidad aparente (a 3Ó ·rpm e~ un ~sc~sfrnetro Brookfield) muy cercana a la que 

presentó la cepa de colección.: Por otra: parte, aunque el contenido de ácido pirúvico ha sido 

sugerido por otros autores (S~df~,rd ~i'al:;' 1977) 'é~rrio u~ índice de la calidad de la goma xantana, 

los resultados de Torrestiana et aÍ .. (1990) pres;;n~n una muy baja correlación entre el contenido 

de ácido pirúvico y la viscosidad: AdemáS,· estos autores encontraron que la sensitividad a la 

penicilina G podría ser un buen mdice para la selección de cepas productoras de goma xantana de 

alta calidad. ' 

Ramfrcz (1993) llevó cabo un aislamiento, selección y caracterización de cepas de 

Xantlwmonas campestris. En este estudio se aislaron 14 cepas nativas, las cuales fueron 

caracterizadas a nivel de matraces en cuanto a viscosidad aparente (figura 2.9), En base a este 

parámetro fueron seleccionadas las cepas denominadas como 10, 11, 12, 15 y 16 para ser evaluadas .. 

a nivel de fermentador de 2 litros. Ramírez (1993) repona que los cultivos de laS cep"". ·~.cuestión 
presentaron diferencias cinéticas (tabla 2.4) y reológicas (tabla 2.5) en relación al cultivo de la cepa 

control. Los productos de estas cepas presentaron diferentes contenidos de acétilo,'·pinivico' y'de 

nitrógeno total (tabla 2.6). · ·· 

Tabla 2.4. RESULTADOS DE LAS FERMENTACIONES DE CINCO CEPAS DE 
Xarrthomonas EN UN FERMENTADOR• DE UN LITRO. 

CEPA µ(b·I) XANTANA Ckg.m·l) !la •'(mPa.s) 

10 0.57 18.9 4,500 

11 0.16 17.1 5,800 

12 0.20 13.9 1,200 

16 0.12 13.2 3,800 

E2 0.11 16.1 4,300 

•Peptona como fuente de nitrógeno y después de que la concentración de glucosa estuvo abajo 

de 1 kg.m·3. 

•• Viscosfmeiro B.roklield. L VT, aguja 4, 30 rpm. 

Ranúrez (1993) 
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Figura 2.9 Viscosidad aparente final de los caldos de fermentación producidos por las 
cepas nativas (Ramúez, 1993). 
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Tabla 2.5. INDICES REOLOGICOS DE LA LEY DE LA POTENCIA DE LAS 
SOLUCIONES DE LOS PRODUCTOS DE CINCO CEPAS DE Xanlhomonas. 

SOLUCION DE !O g/L DE LA CEPA: K (Pa.s•) n (-) 

!O 8.9 0.21 

11 8.6 0.23 

12 5.7 0.25 

16 4.2 0.32 

E2 12.0 0.18 

Ranúrez (1993) 

Tabla 2.6. ANALISIS QUIMICO DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS DE CINCO CEPAS 
DE Xanlhomonas. 

PRODUCTO DE LA CEPA: PIRUVICO ACETILO NITROGENO KJELDAHAL 
(%) (%) ~%) 

10 0.75 5.0 1.8 

11 0.21 5.7 1.9 

12 0.03 4.0 2.9 

16 4.20 4.1 1.0 

E2 2.14 s.o 0.5 

(Ramírez, 1993) 

Posterionneme, ~ dem~s~Ó que los res~l!ados ~e la cepa 12 ob~nidos por Rantírez (1~3) no 
fueron reprodudbl~s (datos Í1~ publicados) concluyéndose que probablenÍente esUi: cepa presemó 
inosrabiÚdad. genética. . · · · ' · • . · 

··'··, ':::, _,,. 

· La principal urllimnre del trabajo realiUÚlópor Ranlrre~ (1993) es que 1a5 re;menracicini:s no se 
llevnron a cabo con control d~oxfg~~o disueho>c:omo iC'menéÍ~~ó eh pfuáros anreii~~;~ este 
parámetro c~nstimy~ ótra varlablede~tro~l-pro',;es~~ dado'q~~ lnn~ye ;n l;.. carácterísÍicas de Ja 
goma xamana (Flores ~iat., i994J'. Abo,:;; se s;,i;e clúe ~s-dfficil ~~~¡i~ _1os J>rooucros de_ estaS 
cepas, ya que se desconoce la hisloria~del ltivel de oÍágeno "díu-anie el Íranscurso de estas 
fennentaciÓnes. - . · ... -' . . ' .. 
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Además, la caracterización quúnica-reológica realizada por Ramfrez (1993) se basó en 

determinaciones del CO~tenido de acetilo, pirú\oco y nlu'.ógeno total y en soluciones de 10 g/L de 

goma xantana y .1 % ·dé KCI respectlvariienié: De .·acuerdo a esto, resulta interesante integrar la 
caracterización dé soluciones. diluichis (v.g; 1· g¡t de goina xanuma) y la ~anicterización física (v.g. 

peso molecular protliemo. y distribúcióll de pesos .OOídúlarcs)' ~o~>'ia finalid;Íd de poder 

eventualinente establec~i a1¡¡U;;. correlación -~¡;,, i.S difei'e~te~ pr~pi;;kies. .. 
· .... ' ·::: 

Cabe resaluir q~e l~s trabajo~ reali~do~ parScmpárl,¡i y R:satÓ(l987)\; los de To~stiana et 

al. (1990) se reaiizaro~ enn;~iiác~~ a¡¡lrodos.'Dad.;las fürut{¡;tes q~~ Sé p;;,sentan al trabajar con 

matraces y áJ esca~ ir.ibaj~ reali~do ~n relación' a la carnci~rlzación>de cepas de Xantlwmolll.IS, 

·resulta d.é .int~s-. ~afai:teli~at -. ·en, (é~ent~do·~-s:·~· dir~rentC~ -.cepas~- ii~tivas de Xanthomonas 

campestris que pudieran presentar propiedades explotables para la producción de goma xantana. 
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CAPITULO 3 

OBJETIVOS 

GENERAL 

Caracterizar bajo condiciones controladas de oxigeno disuelto, .la fermentación y el polfmero 

producido en estas condiciones por varias cepas de Xa.nrhomonas ·que. pudieran mostrar . 

características aprovechables para In producción de gonin ·'xa~táná: Dadas las caractetlsti~as 
narurales de los productos, tratar de establecer posibl~ c~rrelndones :entre los aspectos· fisicÓ

químicos y reológicos. 

ESPECIFICOS· 
:::.-·':, 

A) Caracterizar cinética y reológicnmente la -fe~ntación bajo condiciones controladas de 

oxígeno disuelto de las cepas 10, 11 y¡¡¡- en,;~ f~~nuidorde 2 litros, u:sando ~orno con;,.,! 

una variante de la cepa Xanthomt?Ms cainpesrrlS NRRL B-1459, denominada EÍ. 

B) Caracterizar fisico-químicamente los polúneros obtenidos y reológicamente las soluciones de 

ellos. 
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CAPITUL04 

MATERIALES YMETODOS 

4.1. EQUIPO 

4.1.1. FERMENTADOR 

En Ja figura 4.1 se muestra el diagrama del fennentador de 2 litros. Entre los componentes y 
características de este equipo se encuentran: una flecha de acero inoxidable de 0.009 m de 
diámetro, motor eléctrico de 1 Hp, un sello que pennite un cierre hermético y un tanque de vidrio 
(diámetro= 0.11 m, altura= 0.22 m, espesor del vidrio= 0.005 m). 

Los controles con Jos que cuenta este fermentador son: 

Temperatura. Mediante un tcnnomix (Colora ET5) sumergido en la tina del fennentador. 
' > '· ·,'," -. 

Agitación. Mediante un reóstato adicionado al motor, calibrado. con- W:cómetro óptico 
(Uveeder-Root 6611) .. - - - -

Aireación. Mediante un rotámetro (Cole-Panner, 3217-45) -

pH. Mediante un controlador de pH (Cole-Panner; 5662-00), electrodo de pH (lngold), bomba 
peristáltica para la adición de ácido o base (Masterflex 7014-20), _ -

Espuma. Control manual mediante inyección de silicón 

4.1.2. CEPAS 

Se trabajó con tres cepas nativas de Xanthomonas (10, 11 y 16). Estas cepas provienen de un 
trabajo (Ramírez, 1993) de aislamiento y selección de cepas silvestres de Xanthomoiias campestris
(fabla 4.1) Aún cuando se desconoce el pathovarde las cepas JO y 11, Ramírez (1993) reponó que 
en base a sus características moñológicas estas cepas pueden considerarse como penenecientes al 
género Xantlwmonas. Asimismo, reponó que los cultivos de las cepas 10, 11 y 16 presentaron Jos 
valores de viscosidad más altos y que además sus productos presentaron diferentes contenidos de 
radicales acetilo y pinívico. La cepa control fue una variante de la cepa-de colección Xánthomonas 
campestris NRRL B-1459, denominada E2 (Galindo et al., 1992). 
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Figura 4.1 Diagnuna del fcnncnlador y sus componentes. 
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Tabla 4.1. CEPAS DE TRABAJO 

CEPA . PATIIOVAR 

10 'rió definido 

11 no definido 

16 mani!wds 
E2 campes tris 

4.1.3. MEDIOS DE cmTIVO 

MEDIO YM (CRECIMrENTO) (Ha.Ynes et al., Í955) 

COMPONENTE 
Glucosa:· 
Peptona·· . _ _ 
Extracto-de mií.tta 
Extracto de levadura· 
Agar (si .,, rujuiere) •• ---

MEDIO DE PRODUCCION (Flores, 1989) 

COMPONENTE 
Glucosa 
Peptona 
Fosfato de amonio monobásico 
Fosfato de potasio monobásico 
Acido cítrico 
Sulfato de magnesio 
Cloruro férrico 
Carbonato de calcio 
Acido bórico 
Oxido de zinc 
pH (con NaOH concentrado) 

gil. 
24 
0.8 
0.6978 
3.068 
1.3 
0.23 
0.0014 
0.0024 
0.0048 
0.0072 
7 

JO 

· (J.T .. Baker) 
(Difco) 
(Bioxon) 
(Bioxon) 

(J.T. Baker) 
(J.T. Baker) 
(J.T. Baker) 
(J.T. Baker) 

• (J.T. Baker) 
(J.T. Baker) 
(J.T. Baker) 
(J.T. Baker) 
(J.T. Baker) 



El ajuste de pH y la esterilización del medio deben lleva= a cabo sin la· glucosa. Esta última se 
disuelve y esteriliza por separado (121 oc, 20 minutos), para ser poneriormente adiciooada al 
fermentador en condiciones estériles. 

4.2. METODOS ANALITICOS 

4.2.1. DETERMINACION DE BIOMASA 

La masa celular se determinó mediante su densidad óptica (D.0.) en el espectrofotómetro 
(Beckman 35) a 565 nDL 

Las muestras de las fermentaciones se procesaron de la siguiente manera: 
l. Pesar un gramo de caldo de fennentación en un matraz de 50. mL (aforado), aforar con agua 

destilada (IBT/UNAM) y homogenizar (Vonex, Lab-line Ins.trument). 

2. Leer la O.O. total de la solución a 565 nm. 
z~, 

3. Centrifugar (Beckman J2-21) la so1~ciól1'''~~14:ooí(fí;m durante 20 minutos. Separar 
cuidadosamente el sobrenadante y leer la alisorbancia de éste a 565 nm. 

4. La diferencia entre la O.O. tot.tl (paso i¡ y la del :~~~~ante (paso 3) corresponde a la O.O. 
celular. ·· · 

Para determinar la concentración celular, se extrapoló el valor de D.0."en la curva de peso :.eco 
(sección 4.2.1.1.). 

4.2.1.1. CURVA DE PESO SECO 

Las muestras de las fermentaciones de la cepa E2 se proce~aron de acue.rdo·a lo descrito en la 
sección 4.2.1. Posteriormente: · 

- Las células centrifugadas se n:suspenden en 20 mL de agu~ destiláila. .. · · ·. . • 
- Se filtran a través de membranas Millipore de tamaño de poro de 0.45 µm (previamente puestas 

a peso constante). . .. -"'·. • ::·'.~.~· ,.,. · · · ··· 
- Se dejan secar en la estufa a 40 Oc hasta que estell a p.;50· .;.;¡¡;tJüiié. ,. .. . . . . . . 
- La diferencia entre el peso final y el peso inicial de la membrana representa el peso de las 

células. · · · · 
- Con los datos obtenidos se construyó una gráfica de.O.O. én fÚnción ·de la éoncentración de 

células en peso seco (figura 4.2). · · 
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4.2.2. DETERML'IACION DE GLUCOSA 

La concentración de glucosa en el caldo de fennentación se detennirió mediante el analizador 
de glucosa Beckman 2. 

El analizador utiliza un electrodo de oxigeno, un reactivo y ~~ :.sfstém~ electrónico que oúde la 
velocidad de cambio en el consumo de oxígeno cuWldO iirla .. muestra-es inyectada en una solución 
de un reactivo conteniendo enzimas. 

Cuando la muestr.1 es inyectada en la solución del:·~~~~Jo.'~ ·;O-glucosa de la muestr.1 se 
combina con el oxígeno disuelto de la solución de acuerno alá 'siguienté reacción: 

13 -O-glucosa + q glucosa~~i~i\·· .:i~Lucónico +H 
2
o 

2 
ff.2º·•': X x· ,; ... ·. - . "• 

;·:-.~::~?::' ':{ .- .. ~;./~~ );~ 
En la reacción el oxígeno es c~ns~rcldo'.a la ·~·~~l~WÍÚÍ '.clu~ la glucosa reacciona para 

formar el ácido glucónico. La máxitria velocid:lÍI (,bse.Vada, ·despilés'de un intervalo requerido para 
que el reactivo se mezcle y. el sistema respóndá, ~s 'una ~da directa de la 'concentración de 
glucosa originalmente presente 'en· la n'luestrá··a1 · tiemÍ>o de la inyección. El analizador mide esta 
velocidad máxima y peroúte una lectúra digital que ·corresp(Índe a la.concentración de glucosa en 
mgfdL. . ~~f>·"~:;_Q~~.<:~,'.!L ''" . . 

4.2.3. DETERMINACION DE i.(CONcENTRÁCION DE POLIMERO 

Las muestraS se procesarón ·de i~\¡;;;,;f~'r~~~c:~; 
l. Se pesan 5 g de caldo dé fenneníáción;"5e le'adiciona 1 mL de cloruro de potasio (J.T. Baker) 

concentrado (35 % PN) y IO''niL dé~'1lcoho!' lsopropilico (Droguería Cosmopolita, S.A.; 
relación 2:1 V/P alcoh~l.·muestr,a):.· ... :: · ::·: ·'- ·: : • .. ·. 

r" 
2. El alcohol se decanta y ,el precipiÍádÓ # l~vad~s ~éces con aÍcohol isopropilico. 

3. La goma preci~itada·~~\\~ ~~ÍÚfa
0

cF~IÍ~~;i91~) a 50 oc Iias'la peso con~tante. 
,.·,·,, .·, ~~::·,. ~<> ;.·":.': ,,L·:-~:/: 

,, .. ,,_. -·.-. ·:.'.·.~·: .. ·: :.·~~~:.:;~ "~L~~~- ~-:~ ... · _. . 
. '::::~:,: :!··-· :, - .. ,___._,'. ·-

4.2.4. DETERMINAClON DE RADICALES 'ÁCETILO 
,.,_ .. 

Esta técni~a se basa ~n la dererminri~ióÜcoloñmétri~ll del ácido ace~ohidfóxamico (McComb y 
McCready, 1957) q·ue se forma por la siguiente reacción:· 
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f~j 3nONH!\.OH rO,;;;;. C~HN<J x.,r ~ + 2nCH3CONHOH + nCH 30H 

OAC n Yttº n 

Carbohidrato . 
acetllado Carbohidrato 

écldo hldroxámlco 
Acldo 

acetohldroxámlco 

El grupo éster del carbohidrato con la hidroxilamina alcalina a bajas temperaturas, produce 
ácido hidroxámico. El carbohidrato ácido hidroxámico forma con los iones férricos un complejo 
insoluble. Cuando el ácido acctohldroxámico se produce por los grupos acetilos secundarios, se 
forma un complejo rosa soluble que se detecta colorimétricamente. Esta técnica es aplicable en 
general a polímeros acetilados. 

REACI1VOS 

l. Solución de hidróxido de sodio. 9.4 gen 100 mL de agua destilada.· 

2. Solución de clorhidrato de hidroxilamina (Reactivos monterrey, S.A.j. 3.75 g en 100 mL de 
agua destilada. e ¡,i<' .. ·<··;, 

\,.·';:o:':;;;;-.·\~:--: 
3. Solución de ácido pertlórico (J.T. Baker) al 70 %. (V/V):)' ; · .,,'.·'.! ·;; ::<', 
4. Solución stock de pertlorato férrico (J.T. Baker)~ !.~>:! g' de' cloruro férnco en. s mL de ácido 

clorhldrico concentrado, agregar S mL de 1ácido.:·peri:lórico iÍl 70 %. Caleritai'. Y. evapórar la 
solución casi a sequedad. Ftnalmente; UeVúi a''uíí voliini<mdé 100. mL ·con· agua destilada Oa. 
solución es estable por un mes e.n 1emgeración):';·."., ,:; ;:;'.;:, . '··'' .. \:';>: , ; é · • ··• ·;. : ''· · 

5. Solución de pertlornto férnc~, s);;ii.' de á~id~ ;;.;icl~i:ko aL70 % e~ 6<Í lllL de la sohiclón · .• 
stock. Enfriar con hielo y llevarla.ir 500'inI.)'ccin metánol absoluto (SÓliición c.itable por una • 

6. :::::: ~~~::t:::i;;.;j'1i .i)}.'E~~~~:~el~f~i.1:&.~~·:ci1::~ltric: yUe~ar a 
500mLconmetanolabsolutofrio:··: .'.· .. ,y;;;:·; .. :/)"· ~-:~;>: ... ·' 

.···;;_'~-:~ . .. -.. ,. -r' .~-,, ·'/"E:·-

7, Solución estándar de pentaácetáto de glucós\.(sigina, o:sÚs); Disolver Ü.6235 g' de (3-D-(i-) 
penta-acctato de glucosa por calentamiento lento en 30 mL dé'alcohol etílico. Lle.varloa so' inL' 
con agua destilada. Tomar al!cuoías de 5, w;·1s;.20 tÍlL de esa solución. y llevarlos a 50 mL 
con agua destilada. S mLde estas.solucioneúépresentan 5; 10; IS y.20 pg.dc acetilo por mL. 
Pre¡i:irar un blanco usando 5 mL de agua en lugar de la solúción estándar.·. 
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CURVA ESTANDAR 

l. Para la elaboración de esta curva tomar 5 mL de la mueslrll, disolver en 25 mL de la solución 
de hidroxilamina y se agrega gota a gota 25 mL de la solución de NaOH. 

2. De la solución anterior se toman 2 mL y se adicionan 5 mL de agua destilada Y: 5 'mL de la 
solución ácida de metano!. Se lleva a un volumen de 25 mL con solución de' perÍ:lorato férrico. 
Se lee a 520 nm contra el blanco. :: ,, , , , , 
NOTA: El perclorato férrico se adiciona lenlnmenlC y con agitación por lo que se empica una 
bureta que regule el goteo. , 

DETERMINACION DE RADICALES ACETil.O EN LA MUESTRA 

1. Se pesa 0.130 g de cada muestra, di sol ver en 25 mL de la solución de hidroxilamina y se agrega 
gola a gota 25 mL de la solución de NaOH. ' 

2. Se procede como en el paso 2 para la preparación de la curva esláridar. 

3. Se prepara un blanco con 5 mL de agua destilada y 5e prosigue como en, ~l caso 'de las, 
muestras .. ,· ' · 

Lo~ resultados de ·~~tilos Se expre~ en 11\: 

% de aceillo =, :;: : : ~;~: iY 0208 

' •/ ~. ;'.<:"; 

La curva estdrid;s,;'~a :;fx ~g1ntl,' de acetilos 
. . _, ·~: ,··_ '.- -

, - x·,. 
% de acetilos= --. -, , (100) 

0.208"' ' 

•En el caso ·de la cilll'V~'~siándar, el vohunen entre el cual se divide es de 55 mL. 

4.2.5. DETERMINACION DE RADICALES PIRUVICOS 
·,'-·.0-.-.--.:--· 

El ácido pirúvico se detemñna enzimádcamente (Hadjivassiliou y Rieder, 1968; Dukwonh y 
Yaphe, 1970),'Ínediante el decremento de la absorbancia a 340 nm por el NAD+ formado cuando 
se reduce una mol de piruvato a lactato, en presencia de la enzima lactato deshidrogenasa. · 
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NADH-~ NAO+ 
) 

lactato deshidrogenasa 

CH3 
1 

H -e- OH 

1 
coo· 

REACflVOS 
. : . . . 

l. Solución de J M de cárbona10 d~ sodio (J.T: ~aker). Dirolver 10.59 g eri -100 mL de agua 
destilada. _ - · · · -· -- · - - · · 

2. -Solució~ de 1 N de ácido cl~rhfdrlco (J.T. Baker): Disolver 8.35 ~en 100 mL de agua 
destiláda:-- ---·- ---- - - · - --

3. 

4. 

5. 

6. 

Solució~ de ~ Nd~~e~ol~;.. ~er;k;.D¡~l~;r i.66 ~ eiÍ 50 nid~ ~~a destilad~ 
Solucióó de'6~~a~~:~tó"ciC's~o-(J.T;·a~~f).'.~·~i %'(PN) ::-·'· · 

NADH (Sigma N·6879J. 10 mi ¡ioi_nif de_liiearl,Qn~!º_d_e Sodio 0.1 %( 

Lacia lo deshidrogenasa ~/.ii~s';;~¿ ~~ ~~ii~Jo :1~~ 2;,iiOO U.;' s~sp.;n~iÓn cJsiafü;a en ú M 
(3.2 M) de sulfato de amonio (S i¡Íma L 25_()()). ::· - - -- - - - - -

DETERMINACION DE ACIDO PIRUVICO EN LA MUEsTRA ;' 

J. Pesar 0.005 g de xaniana en p0lvo; los cuáles Se coloca.; .. n rubos de ensaye y se agregán 2 
mL de solución de ácido clorhídrico. Se-niézclari liiisiásucoriipleia disolución.-· · - · 

;~, _,· '. '. >~: -~',:.· ·;< -~," . ;/ : : ~-: '.{;·;»·· 

2. Se prepara un blanco con 2 mL de ácido clorhfdrico'tínicam;;nle y sc'-prosiglíe de la misma 
manera como para las muestras. El blanco lleva todos IÓs reactivos _exc_epíó el _NADH.' 

3. 

4. 

Se rapan los rubos herméticamente y se calieí11árien-baii~ Marla e'n-~buUiciónÍ:l~1é: 3 horas, 
pos1eriormente se dejan enfriar y se agitan. -· · · · · - · · · ·· · · · · -· · 

La solución se neulraliza con 1.2 mL de la solución de -carbÓnato-Íle sÓdio: Se lleva a un 
volumen de 10 mL con agua delilada. Se asegura que e_I pH sea neutro con una tirado papel 
indicador de pH. --

36 



s. 

6. 

7. 

Tomar 2 mL de Ja mezcla en un tubo de ensaye. Adicionar 1 mL de Ja solución de 
ttietanolanúna. Posterio!mente, agregado µL de la solución de NADH. Agiw y medir la 
absorbancia a 340 nm en contra .del blanco. 

Adicionar a cada muestta 4 µL de la éÓZiina. lactato deshidrogenasa y se deja actuar la enzima 
por90 minutos. Una vez que ha transcurrido este tiempo, se vuelve a leer contra el blanco. 

Restar la ab5orbanciafinal ~~ie~ida de: la absorbancia inicial para detenninar que cantidad de 
NADH se consume. · 

El porcentaje de ácido pirúvi~o.~ cákula de la siguiente manera: 

cNAD~ c~~do) (88) (3.054) (S) (100) 
% ácido pirúvico = 

(5000) (6.22) 

Donde: 
88 
3.054 
s 

es el peso molecular del ácido pirúvico. 
volumen total de la muestra. 

6.22 
5000 

factor de dilución. 
coeficiente de extinción. 
muestra en µg. 

4.2.6. DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL (MICRO-KJELDAHAL) 

El método de Kjeldahal ha sido adaptado a la escala de microanálisis (micro-Kjeldahal) y semi· 
microanálisis (semi-micro-Kjeldahal) (Montes, 1966; Devore y Muñoz, 1978). La reacción esencial 
es la mineralización sulfúrica del nitrógeno total al estado del sulfato de amonio, por la oxidación 
de la materia con el ácido sulfürico. Al hacer reaccionar esta sal con la base fuene se desprende 
amoniaco que se destila y se recibe en un volumen conocido de una solución valorada de ácido en 
presencia de indicadores. 

Mediante lilulación con un ácido valorado, se calcula la cantidad de amoniaco desprendido y 
por consiguiente, el pon:entaje de nitrógeno de la muestra. 

REACl1VOS 

l. Hidróxido de sodio 1:1 (PN). 

2. Acido bórico al 4 % (PN). 

37 



3. Solución indicadora: Mezclar 2 panes de una solución alcoholica de rojo de metilo (Merck) al 
0.2 % CPN) con .1 parte de una solución alcohólica de azul de mctileno (Merck) al 0.2 % (PN). 

4. Sulfato de potasio (J.T; Bllker). • 

5. AcÍdo sulf~co co~c~nJa~i> d.T. n:ikerÍ. 

6. Negro de ~el~nlo (~~re~;. 
7. Solución. de ácido Clorllfdric0 al O.O! N (solución vÍ1lorada). 

8. Papel cebolla;. 

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

l. Pesar 0.1 g dela muestra en el papel cebÓUi. PeSar 1.0 g de sulfato de potasio y o,04 g de 
negro de selenio. sci;envuelvi: bien. de nianera que no se sBlga ni la muestra.ni los reactivos. Se. 
introduce en un ma~ }'ield,iihal, sé_ agregan 3 mL de á,~ido sulfúrico concentrado. 

,.,. '-" _·,-·"'·-·-.,,'.--~: ,,;~j_-·.:5'.:,;,,.,,.•,-:-~· .. ·_,··¡:·_ .• ,)_~, .. ·e-.-·_·-,·-:~---'.-::.·-: 
2. Reallur un blanco' únicamente con todos los reactivos mencionados en'el paso 1 •. 

NOTA: El pesó del papel debe' ser el ·riúsino¡iara tixlas.las muéstras.• · :;, 
.. :'-:.' -· '.,> ,;:::;-.:.·,_.,. ;-.~-- .... _ 

3. Los matráces se ~~1.;c;.ri e~ 'l'osÍdón hicllnada'~.ini~ ·~~h~~ ~ ~iniJis; en ~na ~tilla de 
calentamiento hemisférica. para :·mainiz:· 1a: cual sé', debe: de'énccinttar ! en una· campana·. de 
extracción.. ·, .• ·;·•·;··•·< ,,'' ~-·'S• .. :•:' ;';, •:••,•;: , · ,:, •.. 

4. Se calienta hl!Sta total cÍestrucclón de lamatiria o~gánid.; ~s C!eeU:, ~;;,.tá q~~ el ~níe~idci del 
matraz este completamente claro. Se deja enfriar. >- .,..:\ ·., . .. . · .. :; •. 

1._'." 

S. Para destilar las muestras, es necesario lavar eÍ aparaio co~ ~g¡,·~ ~~stil;..¡a.-El~~ento de 
lavado se describe a continuación: · · · · · ,. · ·· · 

a) El aparato de.destilación se ilustra en la figura 4.3. '.'., 
1.,. 

bl s~ agrega aproximadamente la mitad de agua a 1a ti01a ~Cin~ttíiz. a.l~n~ ~~ ~na mantilla 
hemisférica hasta observar las primeras burbujas de ebullición, En este momento, agregar agua 
porlapanesuperiordel aparato(llavedepaso ll, )<>' .-'')· ·. · ' · · 
NOTA: debe asegurarse que la llave de paso 2 csté.cem1da::/ 

e) Colocar a la salida del refrigerante un matraz i:~l~:or.:. ,·· 

d) Destilar aproximadamente 30 mL de agua d~stÍ1~3. ~\:agu~-que. ~úeda ~n ~1 bulbo se desecha 
abriendo la llave de paso 2. El aparato está listo' para usarse. · 
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Entrada del 
agua de 
ebulllclón 

Mantilla de 
calentomlenta 

Figura 4.3 Aparato de micro-Kjeldahal. 
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6. Destilación de las muesiras: 
a) La muestra digerida se pasa al destilador en la misma manera en que se agrega el agua para el 

• lavado (tomando las mismas precauciones). El matraz se enjuaga con 5 mL de agúa destilada y 
se introduce al destilador. · . · , · · . ·· .. 

b) Se agrega lentamente gota a gota 20 mi.. de Ja solución de hidnsxido de sodio, debido a que la· 
reacciónesmuyvio1enta. ~ '· ... - <· .. :· :>· .-'::::: \· ·--.· 
NOTA: Tener cuidado al adicionar el hidróxido.para que no se sifonee hacia la.wlución de 
ácido bórico. · ... " 

c) Al final del refrigerante se coloca wi matraz coiÍ' 15 mLde ia .oolúción dCácido !Íórlco y S gotas 
de la solución indicadora. \, '· 

d) Destilar 20 mi.. y retirar el matraz. . . . .. . . 
e) Lavar el destilador para ser utilizadÓ ñui:vainente~"c · :: .;:' · ::.:• . :" . , :· . . . 
fJ La solución destilada se titula éon la solucióñ de'áCido'ciorhídrico valorada hasta el vire a rosa-

violeta. '" "· · ·-~~> , ... -

El porcentaje de nib-ógen~ s~ ~~~1afi~áríird~Jj;igu&~ie J¿,c¡~~:. 
. .. . · (mL HCJ ~~¡,,;~;¡ o'~ ~g~~~l ~c1it~:o14~ oooí 

% nitrogé~o -=, · · ;;-: · ·;:\:·:-::;_-':.:::y Pc;sb:ffilies~~::_. · 1:~';;' 
: ~-·: ·- ·.: . .: . -:·'.'f>· .. ~; ~-·. "•,_~-·-

Donde: \ /'.. / .. :· ¡':J;i~ ... :{F\',;!Vc•':, <\=:' ··.··: ... 
mL HCI problema=· niililitros'de HCI gas!Íldos en el problema. 
mLHCI bla!Íco = inililitrÓs de.HCL'gastados en el blanco. 
NHCl =. áomialidaéf del ái:ido c.lorhídrico. 

' . ' -
.:. !:,: ·,<_·: . .-

4.2.7.' DETERMINACION DE NITROGENO PROTEICO (LOWRY) 
'1 ... ' . 

Para, la d~;~rml~~ciÓn de .nitrógeno proteico se emplea un método calorimétrico sensible 
(LolYI)' et a1.;-.1951). Este método usa material seco o en solución. Requiere 2 mg de proteína 
como.mínirOO.~;.-;:· ·-

El .color: pWducido resulta de la reacción de Ja proteína con el cobre alcalino del reactivo 
(reacción de Biuré1) más la reducción de la sal de fosfomollbdato fosfo1ungsta10 (reactivo de Folút; 
Cioealteu) por residuos de rirosina y triplofano de la prote.ína. 

REAcnvos 
l. Solución de hidróxido de sodio 0.1 N. 

Disolver 4 gen 1000 mL de agua destila.da. 
2. Sulfato de cobre (J.T. Baker) al ! .O% '(PN). . .· 
3. Tartrato de sodio y potasio (1.T. Baker) al ·1.% (PN). 
4. Carbonato de sodio al 2% (PN). > \ e,: / · •·· . 

Disolver 2 g de carbonato de sodio en 100 ffiL hidrÓxido de .Sodio 0.1 N. 
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S. Solución E. . ·' . . . . 
Mezclar 1 volumen de la solución 2 más 1 volumen de la solución 3. 

6. Solución F. 
Mezclar 50 v;¡lúmenes de la 5olución 4 mis un volumen de la solución E. 

7. Reactivo de Folín~Ciocalteu (Sigma F:9252). ::,, · '·:' ' ·.. . · 
Solución 1:1 (VN) con água destiláda uri inomento antes de iniciar la técnica. 
NOTA: Esta solución debe malÍÍenerse é~ fraSco ambar a témperatura ambiente. 

CURVAESTAf'IÍ)A~lJEALBlWif ;. :~ . 
..: ... -~>;~>--·:, ._'._',:!·=?{~;~:" :_ ·:;;,.,.. -,··,· ·. ' .·' :: '." 

l. Pesar 10 g de albúmina Sérica ~vin~ (Si¡Ín!a A.-7906). Llevarla a 10 rnL.con agua destilada. 
,';:·•:-~; .... ~· .. ~t··• ·.-~.--,o.-.- ;"·"" ; . ·~ 

2. Tomar. alfctió~ dé·o.s; 1.0/l.5y 2.o·~Íle 
0

Íá5oluclón de altiúmm,; y llevarlos a 10 mL con 
agua destiliida.· 1 '. rnL de esta· soltíciórí ·r.presenía. 50, .. 100, 150 ·y· 200 µg 'de proteína de 
albúmina · · · ·'· · :' · · · \.: ~~-, 

3. Tomar Í mL de la soluclÓ~ .i.it~rioCagr~~'ar 5 ~d~ '1asoiuciÓn F. Me.Ciar Íos tubos y dejar 
re¡xisar 10 minutos a teniperatuia aínbieri.te'.•.. . .. . . ·~é·. · 

4. Preparar un blanco con 1 rnL d~ a;a de;tÍj~·e~lugu~ I~ s~Í~~icSnde ~bÍl~~ • 
5. Agregar a cada tubo 0.5 rnL del reactivo de FÓlfn.' agÍtar ¡¡;inédia~nte y dejar reposar 30 

minutos. ._,..
00

,,_ ·-~+~~: · ;·~_:·' 
- ,- ::· - :~.--,~ '.~-:'. - -. 

6. Leer a 590 nm contra el blanco. . •. 

Elaborar la curva estándar graficando densidad ~~'tic~; ~.6.) ve;¡1. c;;~cen;,;;ción de proteína 
(µg/rnL de albúmina). · · · · · · · · · " · < · · · ' · 

'. 
"/< 

DETERMINACIONDE NITROGENO PROTEICOEN ~TRAS DJ:i.GOMA 
1. Pesar O.OS g de muestra y disolver en 50 rnL de água destilada.: 

,_,_:» . ·- -_·r-
2. Tomar 1 rnL de esta solución y'p~édér éómo én él cá:So 'dé 11\ curva estánd:Ú. 
Los resultados de nittógeno,pi;ote[c~ se'ex¡irearien %: . .. '. ' . 

·;-_:_. 

4.2.8. DETERMINACION DEHUMEDAD . 

Este parámetro se d~ierminó medi.rnte ~na balari~ para detenminación de humedad. 

El procedimienÍ~ es el sl¡¡tliente: 
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l. Pesar 0.2 g de goma sobre plaro de aluminio previamente tarndo. 
2. Seleccionar la temperatura máxima. 
3. Seleccionar tiempo de secado. 
4. Iniciar el proceso de secado y romar lecluras cada minuto hasta tener peso constante (% de 

sólidos). 

% humedad = 100 % de sólidos inicial - % de sólidos fmal 

4.3. DETERMINACIONES REOLOGICAS 

4.3.l. REOLOGJA EN EL VISCOSIMETRO BROOKFIELD LVT 

A cada una de las muestras de las fennentaciones (por disponibilidad del equipo) se les 
determinó la viscosidad aparente en el viscosfmetro Brookfield de agujas LVT en rodas las 
velocidades disponibles (0.3, 0.6, 1.5, 3.0, 6.0, 12.0, 30.0 y 60.0 rpm) a una temperatura constante 
de 25 oc. El procedimiento es el siguiente: 

l. Colocar 5 mL de muestra en una probeta. 

2. Colocar en el viscosímetro la aguja 4. 

3. Al estar el indicador de lectwa en cero, presionar el embrague y sumerguir la aguja dentro de la. 
muestra. Cerciorarse que el nivel superior de esta, coincida con la marca de irune.rsión ·de la 
aguja. 

4. Seleccionar la velocidad a la cual se desea hacer la mCdicióri. Pre~~.~: el. viscosfmetro 
sosteniendo el embrague. 

6. Cuando el indicador de lectwa pare p0r la mmlla'de(~S<:osíÍnetro; apagár este y tomar la 
leciura indicada (sin soltar el embrague), la cual é·stá dadi en.% .de torque. < . .,: .. 

4.3.l.l. INDICES REOLOGICOS Y. VISCOSIDAD APARENTE '.' . 

En base al modelo de la ley de la potencia y ~~i~n&'.~n c~en~ que el Vi5cosímetro Brookfield 
de agujas LVT fue diseñado para fluidos Newronianos, se emplearon las siguientes ecuaciones para 
calcular los parámetros n (índice de flujo) y K (fudice de consistencia) de fluidos no-Newronianos: 
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T= K (Y)" (4.1) 

En el caso de flujo entre cilindros concéntricos, se sabc:"que T es una función del radio y de fa 
longitud de la aguja con que se hacen, las. detenninaciones (Charles, 1978). Por lo tiinto: 

• M. x'(l~ctura/1~0) 
(4.2) 

Donde: 

~ . ~;~~~p1ici~~:;!:~·insÍnlineüi~<631.7 wrias.é,;¡¡; 
Rb radio de la aguja (0.001588 ín):;} ·:; . 
4 longitud efectiva de laagÚja(0.03396 m). 
101 factor de conversión dC dinnS/ém2 a Pa: 

Se ha demostrado (Charles, 1978) que para el caso exclusivo de fluidos que ol:edecen la ley de 
la potencia, 1!11 un flujo entre dos cilindros uno de los cuales está girando en un medio de radio 
"infinito" (situación a la que se asemeja el Brooldield cuando se utiliza sin el protector), la 
velocidad de deformación está dada por: 

donde: 

Velocidad de 
deformación (s1 ) 

ro es la velocidad angular, 21tN (s-1) 

'Y= 
2 ro (4.3) 

n 

Por consigwenre, el esfuerzo de cone para este tipo de fluidos, puede ser calculado 
sustituyendo la ecuación (4.1) en la ecuación (4.3), quedando entonces: 

(4.4) 

reordenando: 

(4.4a) 
- -- - ~ , '. . ' -' , 

De acu~rdo con lo ant~rlor: la ecuación (ÚaJ se puede lineali1'lr. A partir de la regresión lineal 
se calculan los valores de n y K: · 
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log t = log [K (2/n)] + n logro (4.5) 

Si se construye un gnffico logarltmico de t versus ro, la pendiente corresponde a n. Conociendo 
n y el valor de la ordenada al origen, es posible conocer el valor de K: 

10 b (4.6) 

K= 
(2/n') n 

Una vez encontrados los valore~ de n y k; .;ros se utilizan en el cálculo de la curva de flujo (t 
versus y), utilizando las ecuaciones anres desentáS.: · · · 

Finalmente, la viscosidad aparente del fluido_es:detennu;ada co~ I~ relación: 

(4.7) 

4.3.2. REO LOGIA EN EL REOMETR~ HÁiKÉ CV2~N 
Con la finalidad de tener medicion;,. ~~ vi~sldad ~ p~isas, todas las so!Uciones que se 

prepararon con los productos finales de las fennentaéiones se procesaron en el reómetro Haake 
CV20N a 25 oc. 

,. 

El procedimiento es el siguiente: . , ·.: •. ::· . : : .:.. \ · . , > .· 
l. Prender el Rotovisco RV20 y Rheocontroller RC20. 2: Seleccionar el sensor y i:olocarlo sin 

apretar demasiado el tornillo. · · _ , . · · · · 
2. Ajustar a cero con el botón <0>. :• ... .::e;'..,•:'''<· . . . . · 
3. Colocar el volumen de muestra adecuado al sensor en el disposili.vo correspi>ndiente. 
4. Bajar el sensor. . . . ·; .' t.•:''·• ·. '••· . , 
5. Checar que el sensor este en cero. En caso contrario subir y .bajar el Sensor cuantas veces sea 

necesario hasta que se relaje y de lectura de cero (o muyárcana a cero).·; . . ... 

6
7

. ES 1 botónd de
1
tcdvebe

20
Nestar en 1.0. · "·" • ' · < .. 

. epren ee . . . '··· , .. ~ .. : 
8. Los rangos de% de lectura son 2: 1-IO y 1-l(JQ;·s·. .. ·"::-· • .... 
9. El botón <D, T, .'<> determina el 'porcentáje-'de lectura'pm cada. caso. dependiendo de la 

posición del indicador: , . .. . ::)',: · ... · • · . ·. . .. . 
10. Una vez determinadas las lecturas se apaga el CV20. :/ . .· . · .>. . : 
11. Se sube el sensor. Sequita y lunpiatanto el sensor como d recipienie de la muestra. 
12. Se apaga el Rotovisco RV20 y el RheoconlrollerRC20. · · 
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4.4. METODOLOGL\S EXPERIMENTALES 

4.4.1. PURIFICACION DE LAS CEPAS 

Para llevar a cabo la purificación de cada cepa se planreo la siguicnlc cstralegia: 

HASTA OBSERVAR 

CAMPO UNIFORME 

CEPA ALMACENADA EN TUBOS 
CON AGUA 

l 
CRECER EN CAJAS CON MEDIO 
YM A 290C 

f 
DILUCIONéS :(10 ~7 ) 

t 
COLO~IAlS·· ... ~ISLADAS 

- ._,\• 

TINCION ÓE GÁAM 

CRECER EN CAJAS CON MEDIO 
YM A 29ºC 

·l 
CRECER EN SLANTS 

l 
PRESERVAR EN NITROGENO LIQUIDO 
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4.4.1.1. PRESERVACION DE LAS CEPAS EN NITROGENO LIQUIDO 

PREPARACION DE LA CEPA 

l. El microorganismo es sembrado en tubos inclinados (slants) y cultivado.durante 48 horas a 29 
oc. De un tubo inclinado aproximadamente se ·obti.enen 30 muestras.para' ser ·transferidas a 
viales de polipropileno. - · · · · 

~ ;.,: 

PREPARACION Y ADICION DEL AGENTE CIÚOPROTECTOR (DIMETiL SULFOXIDO) 
AL TIJBO INCLINADO .· . . . . .. . 

1. Diluir e1 dimetil sulfóxido a1 10% VN. Esterilizar~ u4 o~\i1an~~ lo ~~utos:en ~~ 
ámbar. ' ' l ;';•, <•.:• 

2. Agregar a cada tubo inclinado 20 mLdel agente crioprotector. ·. . . - .t: . , . . . . 
3. Agitar vigorosamente el slant en un "vonex". Evitar que.se mueva .el tapón deftubo'pára que 

nosecontamine. . , ... : -~·.,,,.:." ;_.-:-,: .. __ .. · .::.:.,, ... '·; .. - .. : 
4. Dejar reposar el tubo inclinado más Ja solución crioprotectora (suspensión celular) durante 15 

minutos en baño de hielo. 

TRANSFERENCIA DE LA SUSPENSION CELULAR A VIALES DE POLlPROPn.ÉNO · 

l. Esterili1.artubosEppendorfde 1.5y0.5mL:bie~~~~ >. ·~·.i e;•, i': .. 
2. Transferir la suspensión celular a los tubosEppendorf 'de' ¡;5 mL:·utilizar pipetaS estériles y 

evitar desprender el agar del tubo inclinado. ;:•; .,:. ,j<, ,'•},, . :. . : : : .. ,'.(\, :.. .~ · .. :. 
3. De estos tubos transferir una alícuota de 0.3 mL de lúuspensión celular a tubos Eppendorf de · 

0.5 mL. Utilizar jeringas estériles de 1.0 niL.'Cerrar iñmediataiiiente el tubo; · · 
·::,~.>, ~~;-',e, ~""e!"~¡:·. -

SELLADO DE TUBOS . . - . ' . -

l. La pane superior del tubo se acerca al f~eg'o, ~n ~I ~'oníe~to q~e empieza a fun~ se aleja y 
se presiona con pinzas. . ... . '.·,:~- -;_ .. _ . 

2. Cubrir la pane superior del t~lx> con parafilrn.i' 

CONGELAMIENTO Y ALMACENAMIBNTO '. ;< 

Es necesario realizar un congeianiÍen'tó ¡¿riio para~-al máxlm0 el daño a las células en 
esta etapa. Debido a esto, el co~gelam¡.~nto se realiza de.la siguiente man:ra: 

l. Almacenar los tuiii;s a~ OC (r~füge~do:)dJmri;e l O.ánu;~s. 

2. Almacen~ los tuoo~ a :~:6~¡~~~fü~d~rj~~~te ;O_tÍUri;,tos ..... . 

3. Almacenar Jos tubc;~ ~ :7o:Óc {RevclJ) d.iillntc io íclii~fos: · · 

4. Finalmente se 8Imacenan en el fMque cori ~itrógeno liquido .. 
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4.4.2. FERMENTACIONES 

4.4.2.1. INOCULOS 

Las .cepas. (10;': 11, :16 y E2) 5e encuentran almacenadas en nilTÓgeno líquido en tubos 
Epi>endorf.(0.3 mL).:En cada éaso se inoculó aproximadamenie 0.15 mL en matraces de 250 rnL 
con 50 lnL de media·YM. . '. 

Por seguridiid, para cada felmentación, se prepararon 4 matraces los cuales fueron incubados a 
29 Oc durante 48 horas a 200 rpm. Tenninado este tiempo de incubación, de cada matraz se tomó 
una muestra en canciones estériles, Para ser teñida con los reactivos de Gram y ser observada al 
microscopio. 

Los inóculos fueron seleccionados tomando como criterio que las tinciones presentaran un 
cultivo uniforme de bacilos gram·negativos característicos de Xantho1111Jnas, 

4.4.2.2. CONDICIONES DE FERMENTACION 

Una vez seleccionado el inóculo, este se transfirió al fermentador (figura 4.1) en.condiciones 
estériles, el cual contenía el medio de producción previamente esterilizado. El volumen de trabajo 
del fennentador fue de 1.5 litros. · · 

Las condiciones de operación fueron las siguientes: 
Agitación 200 rpm 

Aireación 
Presión 
Oxígeno disuelto 
pH 
Temperatura 

600rpm 
700 rpm 
l.Ovvm 
l.Okg/cm 
70±10% 
7.0 
29oc 

Oas prime~ 1 S horas) 
(de las 18 a las 24 horas) 
(de las 24 horas_ en adelante) 

(controlado éon NHOH al 50%) 

El seguimiento de las fermentaciones se llevó a cabo tomando muestraS cada 6 ó 12 horas. 

El criterio para aumentar la velocidad de agitación durante la fermentación fue que siempre se 
observara movimiento del fluido en la pared del tanque. De esta manera, fue posible mejorar la 
detenminación del oxígeno disuelto. 

Como criterio para suspender las fermentaciones se consideró el agotamiento de la glucosa en 
el medio de cultivo. 
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U.2.3. CONTROL DE OXIGENO DISUELTO DURANTE LAS FERMENTACIONES 

El control de oxígeno disuelto durante las fermentaciones se llevó a cabo mCdianre un sistema 
on-o.ff(!igura 4.J). Este sistema consta de un conrroladorde oxígeno disuelto (Cole Panner) al cual 
está conectado un electrodo de oxígeno polarográfico (Cole Panner). En este controlador se 
seleccionan tos valores mínimo y máximo en Jos cuales va a variar el nivel de oxígeno disuelto. 
Además, a este controlador se encuentrnn conectadas en paralelo dos bombas peristálticas de 
velocidad fija (60 rpm, Cole Panner). · 

Las bombas peristálticas trabajan intcnnitentemente pemñtiendo el paso del oxígeno y del 
nitrógeno. Las líneas que pasan por las bombas están unidas mediante una conección ·de .cruz a la 
entrada del aire, la cual está regulada por un manómetro a 1 kg/cm2. En esta área se lleva a cabo la 
mezcla aire-nitrógeno o airc-0xígeno que pennite mantener el oxígeno disuelto al nivel establecido 
previamente. 

• .. ,- --,<· 

4.4.3. DETERMINACION DE LA PUREZA RELATIVA DEL PRODUCTO •.. 

Con cada cepa se realizaron fennentaciones por duplicado. Para c~;-~:;:'~··g~ ·x.";,Ínna fue 
precipitada en presencia de 2 % (peso/peso poltmero) de cloniro de po!Íisio cgmo elecrrolito. 
Posteriormente, las fibras se secaron, molieron y homogenizarcin: Con··este polvo ·se ¡Írepaió una 
solución al 0.1 %,con Ja finalidad de determinarla cantidad de goma_espec!fii:a por·grnmÓ.de caldo · 
deshidratado. Esta solución se centrifugó a 14 000 rpm durante 30_•.illiriútos.· El s0brenadante 
correspondien1e fue precipitado con alcohol isopropnico y. cloniro de· pÓtásio ·· (2 % peso/peso 
polímero). :y 

Los resuhados del párrafo anterior se corroboraron.médlan1eX1a:ae1~nacÍón de .ta· 
concentración de goma xantana mediante el méÍodo del i!cidci sulfúrico-rescitciiiol (sécción 4.4.5.) 

--¡,.-

4.4.4. DETERMINÁCION DE LA DISTRIBUCIÓN DE PES~S ~~OLECULARES 
MATERIAL 
l. Columna de vidrio de 150 x 1.50 cm 

. . . 

2. Gel Sepharose CL 2B (Pharmaciá) 

3. Buffer Náclii . .5 M 
4. Gomá xantana (Rhodigel) 
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PROCEDIMIENTO 
l. Preparar una solución (con el buffer) un poco mis concenirada de 1000 ppm (menor de 1500 

ppm). Esta solución se fütra a traves de una membrana millipore de 0.45 µm 
2. Checar la concentración de goma de la solución meáiante la técnica de ácido sulfúrico-· 

resorcinol (Sección 4.4.5.). 
3, Ajustar la concentración de la solución a 1000 ppm (1 g/L). 
4. Tomar 3 mL de la solución de goma xantana (1000 ppm) e inlroducir dcsliz4ndola por las 

paredes de la columna de cromatografía en gel (no por las paredes del embudo), evitando 
mover la capa superior de gel. 

5. El goteo de la columna debe estar ajustado enirc 3-4 ml./h. 
6. Colectar las fracciones que se obtengan al eluir el buffer de NaO 0.5 M en una proporción 

equivalente a un volumen del embudo. 
7. De1emtlnar la absorbancia de cada una de las mues Iras siguiendo 
8. Al 1emtlnar, lavar la columna con la fase móvil por lo menos una vez el volumen del embudo. 

4.4.S, DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GOMA XANTANA (COMO 
CARBOHIDRATOS TOTALES, METODO DEL ACIDO SULFVRICO
RESORCINOL) (Graham, 1971; Kennedyera/., 1982) 

REACITVOS 

l. Acido sulfúrico concentrado. 
2. Solución de Resorcinol. 4 % (PN), esta debe de prepararse cada' vez que va a ser utilizada. 

CURVAESTANDAR 

l. Preparar soluciones de.goma xantat{{Í:o~~iaÍ'c:ru;ci:n~el~)·.que.tengan co~centraciónes enire 
5 y 250 pprn · · · •· ·· 

2. Tomar J.O mL de cada solución, a~gar 1.Ó .;,¡, Z la~l~~~n de ~~reino!•~ mezclar. 

3. Agregar rápidamente 6 mL de ácido sulfúrico c0ncenmwo. 

4. Colocar la solución en baño de hielo. 

5. Sacardel baño y dejar reposar 10-25 minutos a temperatura ambiente. 

6. Leer la absorbancia a 494 run contra el blanco. 

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS 
Este se realiza de la misma manera que la curva estándar a partir del paso 2. 
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4.4.6. ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR PROMEDIO 

Herbst et a/. (1992) detenninaron el peso molecular promedio mediante el método de dispersión de 
luz de laser (Low Angle laser Light Scattering) de diferentes tipos de xantanas (v.g. caldos de 
fermentación, producto comercial, productos sonicados) oblenidos bajo diferentes condiciones de 
fermentación y los cuales presentan diferentes contenidos de acetilo y pinivico. Este peso molecular 
fue correlacionado con la viscosidad aparente (velocidad de deformación= 7.5 s·t) de soluciones 
de 1 g/L de xa.ntana. Herbst et al. (1992) ajustaron los datos obtenidos a una curva, que se presenta 
en la. gráfica de µa versus Mw (figura 4.4). Estos autores mencionan que la dispersión que 
presentan estos datos probablemente sea debida al efecto de alguna característica no identificada. 
Sin embargo. la tendencia general en todos los casos es muy similar. 

REACTIVOS 

l. Buffer de fosfatos de potasio 0.1 M. pH = 7.0. 
2. Goma xantana. 

PROCEDIMIENTO 

l. Preparar una solución de 1 g/L de ~~ma xantana con el buffer de fosfatos. 
· .. --.·. 

2. Eliminar las burbujas de aire: · -
3. Determinar la viscosidad en todo el rango de velocidades de deformació_n disponible$ en el 

reómetro Haake CV20N. · · -

4. Calcular la viscosidad a 7 .5 s· l, 

Interpolar el valor de viscosidad en la gráfica reportada por'Herbst et al. (1992) (figura 4.4) y 
determinar el rango del peso molecular promedio de la muestra. - -

4.4.7. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS FINALES 
·' ·-; 

Los pasos que se siguieron para la purificación de los productos. se plantearon tomando como. 
base los repones de Kennedy y Sulherland (1987) y Shatwell y Sulh.edand (1990); Estos pasos 
permiten eliminar células. intercambiar sales y disminuir el. contenido _ .. de·-· las . mismas. Por 
consiguiente, se obtiene una disminución en el contenido de nittógeno. La esÍrateg¡a de ptÍrificación 
se describe mediante el siguiente diagrama: · · · .. · ·· · 
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PRODUCTO 
SEMl·PURIFICADO 
(Reologla: 1 O gil) 

CALDO DE FERMENTACION 

RECONSTITUIDO (5 gil) 

l 
CENTRIFUGAR 

(A 10,000 RPM) 

l 
PRECIPITAR CON DOS 

VOLUMENES DE ACETONA 

l 
SECAR Y MOLER (POLVO) 

Jd, ·. 
SOLUCION DE ClOMÁ (5 gil) 

l 
CENTRIFUGAR 

(A 10,000.RPM) 

l 
DIAFIL TRACION 

l . 
COLUMNAS EMPACADAS CON AMBERLITAS 

c1·. Na+ (1 gil) 

l 
DIAFIL TRACION 

1 . 
LIOFILIZACION 

PRODUCTO PURIFICADO (Reologla: 1 gil, peso molecular promedio) 

3'.! 



Inicialmente, se preparó una solución de 5 g/L (5 litros) a panir del caldo de fennenlaeión 
deshidratado. Esta solución fue centrifugada (centrifuga Beckman J2-21, rolar JA-10) a 10,000 
rpm durante 3 horas. Una vez realizado este paso, se procedió a precipitar la goma xantana con tres 
volúmenes de acetona. Las fibras obtenidas fueron secadas y molidas. A este polvo, se Je denominó 
producto semi-purificado y se utilizó en la preparación de las soluciones de 10 g/L, las cuales 
fueron empleadas en las determinaciones reológicas de las soluciones concentradas. 

Pos1eriormen1e, con el producto semi-purificado se preparó una solución de 5 g/L de xamana 
(2 litros). Esta solución fue centrifugada a 10,000 rpm durante 3 horas. Al terminar este paso, la 
solución se diluyó con agua destilada a una concentración de 1 g/L de xantana. Esta solución 
diluida fue diafiltrada (Amicon DC-lOL, cartucho de fibra hueca HSPl00-43) manteniendo un 
volumen constante de sie1e· litros, se ulilizó agua miliQ durante este paso. La diafiltración se 
terminó una vez que lá conductividad del agua procedente .de la dialiltración, fue igual a la que 
presentaba el agua miliQ (0.5 µMhos). En este momcnlo, la solución se concentró al volumen 
inicial (5 litros). . . . . 

·'.:" =.·::. . , : 

El sigÜient~ pJo' rúe lÍuroducir la solúcl~n ~e 1 g/L de xan1ana, primero, a traves de una 
columna (2.5 ,¡· 50 cm)eÍnpai:ada:éon IJn in1ercambiador aniónico (Amberlita de a·, Sigma IRA· 
410). Esta cÚlÚÍilila estaba;·foniiétiida"-en_serie a una columna empacada con un intercambiador 
catiónicó (Amberliüi-dcNií~;;Sigma IR~l20 plus). En ambas columnas el flujo de alimentación fue 
de 45. mLJh:'Ac1cí ségUÍdo;' fa sólúclón °dé 1 g/L se diafiliro bajo las mismas condiciones que en la 
primera diafiltración;.Hn3lmen1e;'esta.'solución se liofilizó (Liofilizadora de charolas Usifroid, 
Sl\.frl.!5CF, CEPROBl-IPN): El· producto obtenido se denominó producto purificado y fue 
empleado' en·l4-'preparadón·•de'las.'solticiones·de 1 g/L, las cuales se utilizaron en las 
determinaciÓnes de)os parámetiós reológicos de las soluciones diluidas y del peso molecular 
promedio. · - · · 
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CAPITULO 5 

RESULTADOS Y DISCUSION 

5.1. FERMENTACIONES CON CONTROL DE OXIGENO DISUELTO 

Las fennenlllciones de las cepas 10, 11, 16 y control (E2) se llevaron a cabo bajo 

condiciones conslllntes de temperatura, pH, velocidad de agitación y nivel de oxigeno disuelto 
como se especifica la sección 4.4.2.2. En la figura 5.1 se presenta un peñtl de oxigeno disuelto 
típico durante el transcurso de la fennentación (cepa control). Estos datos muestran que el 

sistema de control on-offpcnnitió mantener de manera snlisfactoria el nivel de oxigeno disuelto 
dentro del rango de 70 ± 10 %. Todas las fermentaciones se realizaron por duplicado, los 

resultados que se presentan son el promedio obtenido para cada cepa. 

En las figuras 5.2, 5.3, 5.4 y 5.5 se presenta el promedio de Jos resultados para cada cepa. 
En estas graficas, las barras indican el valor máximo y mínim> que se obtuvo con . Jos 

duplicados. En algunos casos estas desviaciones son de la misma magnitud que el súnbolo. Los 
resultados demuestran que las fennentaciones con. control del nivel de oxigeno disuelto en el 

inetrvalo de 70 ± 10 % para cada cepa fueron muy similares. 

En la figura 5.2 se presenta la cinética de.la fermentación de la cepa E2. La cinética'de 

crecimiento (D.0.) presentó las fases propias del crecimiento microbiano. Durante las priméias 
6 horas, manifestó una fase de adaptación (fase lag). Una vez tcnninada esta fase; 1.S b,;~t~~ 
entraron a una fase de crecimiento logarítrni~o o exponencial. Sin embargo; no ~ C>bi¿i'varrin 

las fases estacionaria y de lisis reportada por Flores (19S9) y Ranúrez (1993) ~jo éÍÍre¡'..,ntcs 
condiciones de fermentación. En la fase logarítmica de esta fennentació~; la velocidad específica· 
de crecimiento promedio fue 0.123 h-t, lo cual repre~en.ta ~n tiempo'de dup!icOc'iónde 5.63 · 

horas. 

La producción de goma (figura 5.2) se encu~~tra parcialmente asociada ~miemo (a= 

0.107 g xantana/g biomasa, Jl=0.027 g xant.,;;vg biom~~-h) y lo IÍnico q~e-detiene la 

fennentación es el agotamiento de sustrato. La viscosidád .;, 1n"cn;inciriiÓ 
0

de mariera ~xpon~~cial 
a panlr de las 24 horas de haber iniciado Ja fe~~ntación;: debido al 'incremento en la 
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concen1rnción de goma. La viscosidad aparente final promedio del caldo de femientación fue de 
2,150 centipoises y la concentración de goma promedio fue de 19.1 !ilL. Las cinéticas de 
crecimiento, fonnación de producto y generación de viscosidad conéuerdan con el 

comportamiento reponado por Flores (1989). 

En Ja figura 5.3 se presenta la cinética de femtentación de la cepa 10. El cieciinieitto de la 
bacteria no presentó fase lag. Asimismo, no se observaron las fases.estacionaria' y de· lisis 
reponadas por Ramftez (1993) bajo diferentes condiciones:d~ fenrenta~iórÍ para .esta ·Óiisma 

cepa. Durante la fase exponencial se presentó una velocidad.·.S~cÍfi~a d~ ~ent~ proniédio 
de 0.10 h·l, lo cual implica un tiempo de duplicación de 7.2 horas. . . . 

Las cinéticas de producción de goma y viscosidad de la cepa 10 'presentaron la Óiisma 

tendencia que la encontrada con la cepa E2. Con esta cepa se obtuvo, en promedio, una 
concentración de goma y viscosidad aparente final de 19.4 g/L y 3,240 centipoises, 
respectivamente. 

En la figura 5.4 se muestra la cinética de femtentación de la cepa 11. Esta cepa, al igual que 
la"C:epa 10, no presentó la fase lag. Además, no se presentaron las fases estacionaria y de lisis 
reponadas por Ramírez (1993) para esta misma cepa bajo diferentes condiciones de 
fermentación. La velocidad especffica de crecimiento en la fase exponencial promedio fue 0.11 
h·I. Presentando un tiempo de duplicación de 6.2 horas. El perfil del consumo de azúcar fue 
similar al que presentó la cepa E2. Sin embargo, en este caso, la producción de gonta estuvo 
parcia!menle asociada al crecimiento (a= 3.25 g xantana/g biomasa, J3= O.J03 g xantana/g 
biomasa-h), La concentración final de goma promedio fue de 20.4 g/L. La viscosidad aparente 
final promedio fue de 4,400 centipoises, 

En la figura 5.5 se presenta Ja cinética de crecimiento de J;i cepa 16. Esta cepa tuvo una fase 
lag de 6 horas. Además, presentó fase estacionaria a diferencia de '1~s rep~rtado por .Ramfrez. 
(1993) para fermentaciones con esta misma cepa bajo difereníes·c~ndi~i~~e~di~~ltiv~~J)urante 
la fase exponencial, la velocidad específica de crecimiento pro~~ fue de 0:145 h·I CÍi~mpo de 
duplicación de 4.78 horas). En el caso de la cepa 16 (figura 's.si l~ Í'omiaciÓ~ de producto, al 
igual que en el caso de la cepa 1 J, estuvo parcialmente asoéiii'.da ái".,;..;ci·nrlentÓ de lá bacteria 
(a= 11.60 g xantana/g biomasa, !3=0.232 g xantana/g biomasa'·h) . 
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Récapitulándo, en la tabla 5.1 se presentan los resultados promedios finales de las 

fenncntacioncs eón éada cepa. Aún cuando las cepas 16 y E2 presentaron fase de adaptación 
Oag), sus tiempos de fenncntación no se incrementaron (tabla 5.1) en relación a la cepa 11 que 
no mostró fase lag. La cepa 10 fue la que presentó un trtayor tiempo de fennentación (54 
horas), es decir que la fenncntación tardó en finali= aproximadamente 6 horas más que las 

otras cepas, lo cual no es significativo. Esta diferencia en tiempo puede deberse a que esta cepa 
presentó -en promedio -la menor velocidad específica de crecimiento de las cuatro cepas. 

Tabla 5.1. RESULTADOS PROMEDIOS FINALES DE LOS LOTES DE 
FERMENTACION CON CONTROL DE OXIGENO DISUELTO AL 70 :1: 10 %. 

CEPA 10 11 16 E2 

Tiempo de fermentación• (h) 54.0 49.0 48.8 48.0 

Velocidad especifica de crecimiento (h·I) O.JO 0.11 0.14 0.12 

Tiempo de duplicación (h) 7.2 6.2 4.8 5.6 

Azúcar residual (g/L) d.l.d. d.l.d. d.l.d. d.l.d. 

Concentración celular final (g pesó scco/L) 4.80 4.31 - '2.78 4.84 
-- _, 

'''"• .. :.· .. ; 

Concentración final de goma_ (g.ÍL) 19.4 20.4 - Í8.3 - 19.J" 
--

--
Viscosidad fina!•• (mPa.s) 3,240 4,440 3,800 2,150 

Rendimiento sobre azúcar consumida(%): 

Yx/s 1s:4 16.3 9.9 18.6 

Yp/s 80.6 - 84.8 76.3 79.4 

Productividad (!l/b:h) 0.36 
'·:··· 

0.43 0.39 

• Azúcar inicial 24.0 g/L, concenn"ación celular irticial 0.176 :l:0,20 ¡¡/L. 
•• Viscosfmetro Brookfield L VT; ~gujá" 4; 3ci'rphi. '' - - ' ' - ' 

d.t.d. debajo del llmiiC d~ det.;.;~iÓn; o,ooi iiíC,- :,: 

De las cepas experimen~ (ia:bJa 5:Í), G cepa 16 mostró una ,,.;nor concentración celular 

sin menoscabo de lapróducción de goma. l.a veÍ..;idad espeCífica d~ ciecímie~to fue trtayor 
para la cepa 16 y la cepa-10 presentó la menorvelocldad ~specífica de crecimiento. 
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En la figura 5.6 se regraficaron Jos datos promeilio de viscosidad aparente (30 rpm) de los 

caldos de fennenración en función de la concentración de goma xanrana (figuras 5.2, 5.3, 5.4 y 

5.5). Los cultivos de las cepas 10, I J, 16 y E2, a la misma concentración de goma, prescnraron 

diferentes valores de viscosidad . .Las cepas de estudio prescnraron mayor viscosidad aparenre 
final que la cepa control. En relación a este parámetro, la cepa 11 presentó Ja mayor viscosidad 
aparente final (4,400 centipoises) de las cuatro cepas. La cepa control (E2) mostró una 

viscosidad aparente de 2150 centipoises (rabia 5.1). 

De las cuatro cepas, la cepa 11 (tabla 5.1) presenró el mayor rendimiento de producto sobre 

azúcar consumida (S4.8 %), así como la mayor productividad (0.43 g/L-h). 

5.2. CALIDAD DE LOS PRODUCTOS FINALES DE LA FERMENTACION 

LOs caldos de cada una de las fermenrai:io~s (por dupli~~) de las cuatrÓ c~pas fueron 

precipitados. Uis fibras fueron secadas, molidas y el ¡x;1v"~.ta;,;Ú.ado á tra~es de una~ 100 
para que el lote de cada cepa fuera homogéneo. A pank.del' poÍvd 'a"bt~~Íd~ 'se deté!min.fb 
pur~zi del producto (tabla 5.2) mediante el método deserlro·p:o¡:·5,¡;;~hé~;;ai. (1992) (~ción 
4.4.3) y corrolx>rádo con la determinación de la concentración relatii;a de go~ ~n base a una 

curva de calibración de un producto comercial ("Rhodigel") mediante la determinación de 
carbohidratos totales (método del ácido sulfúrico-resorcinol, sección 4.4.5). 

Tabla S.2. PUREZA RELATIVA• DE LOS PRODUCTOS FINALES DE LAS 

FERMENTACIONES CON CONTROL DE OXIGENO DISUELTO (70 ± 10 % ). 

PRODUCTO DE LA CEPA g goma xantana relativa/g polvo 

10 

11 

16 

E2 

0.74 

0.82 

0.74 

0.76 

•Referida al producto comercial "Rhodigel", como carbohidratos totales. 
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Los resultados entre es1os dos mé1odos difieren en la lercera cifra después del pun10 

decimal (± 0.002, da1os no presentados). La diferencia entre ambos métodos fue desp~able, 
de modo que aún cuando el método descrito por Sánchez et al. (1992) ésta relaéionado con los 

sólidos precipitables, este reíle ja claramente el contenido de goma ·en ~I product~ (pureza 

relativa del producto). Probablemen1e, esto esté relacionado con el hecho de_ que en. ~bes 
métodos se elimi!lOll células, ya sea por centrifugación (método de sólidos precipit:Íbles) ~ por 

riltración (mélOdo del ácido sulfúrico-resorcinol). 

De acuerdo con los dalos de la labia 5.2, el producto de la cepa 11 presentó el mayor 

contenido de goma xantana por gramo de caldo de5hidratado, es decir, una pureza relativa más 
alta. La5 cepas 10, 16 y E2 presentaron una pureza relativa muy similar entre ellas. 

5.3. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS 

La goma xantana producida por las cuatro cepas fue sometida (por separado) a·un proceso 

de purificación (sección 4.4.7.) con la finalidad de oblener un producto q"ue ·¡íre5entlírií una 

mayor pureza relativa y características adecuadas (v.g. cantidad núnima del ·mism0 tipo de_ sal) 

para ser utilizado en las determinaciones reológicas y del peso molecular promedio. Durante 

este proceso se obtuvieron dos tipos de productos, uno se denominó ."semi-purificado" y el otro 
"purificado", productos a los cuales también se determinó su-p~;_a ~J~tiVa. 

En la 1abla 5.3 se muestran los resultados de la pureza relativa de los productos "semi

purificados". Los resultados reílejan que estos productos presentaron un contenido de goma 

relativo muy similar (0.895 ± 0.015) por gramo de polvo. Estos productos incrementaron su 

pureza relatlva en un rango de 7-23% con respecto a su pureza relativa inicial. Esto se debe a 

que en la primera centrifugación y precipilación se eliminó la mayor proporción de células. 

Tabla 5.J. PUREZA RELATIVA• DE LOS PRODUCTOS SEMI-PURIFICADOS. 

PRODUCTO DE LA CEPA g goma xantana relativa/g polvo 

10 

11 

16 

E2 

0.89 

0,88 

0.91 

0.88 

• Referida al producto comercial "Rhodigel", como carbohidratos totales. 
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En la rabia 5.4 se prescnra la proporción de goma xanrana relativa en Jos producros 
"purificados". Al igual que en los producros semi-purificados, Jos producros denominados 
purificados presentaron una proporción de goma xanrana relativa similar (0.935 ± 0.015) por 
gramo de producro liofilizado. El porcenraje resranre (6.5-8%) puede ser atribuido a cenizas y 

nirrógeno toral. Los producros purificados incremenlJln su pureza relativa en un 3 a 6% con 
respecro a los producros semi-purificados. Esro es el resulrado de que en Ja segunda 
centrifugación y pasos subsecuenres (v.g. diafilrración, inrercarnbio iónico} se excluyó una 
menor proporción de células, se disminuyó la cantidad de sal y se uniformiz.6 el tipo de sal 

presenre. 

Tabla S.4. PUREZA RELATIVA• DE LOS PRODUCTOS PURIFICADOS. 

PRODUCTO DE LA CEPA g goma xantana relativa/g polvo 

10 

11 

16 

E2 

0.92 

0.93 

0.95 

0.93 

•Referida al producro comercial "Rhodigel'', como carbohidraros rorales. 

Los resultados de las tablas 5.3 y 5.4 muestran que la estraregia planteada (sCéción 4.4.7.) 

pennitió purificar de manera satisfacroria el producto de cada cepa, logrando finalmenre purezás 
del 92-95 % (rabia S.4). · .. . · 

Como se mencionó anreriorrnenre, Jos producros scmi-puriflcados p¡;;~ntllfl;n·prop.in:¡ones 
similares de goma, Jo cual permitió comparar de manera más.estricla los productos pn)veDienres 
de las cepas de estudio con el producro de Ja cepa· co~tiol. Esro' m;sdk>';;.,·~;s·.n. el caSÓ

0

'dc los 

producros purificados. 

El producro semi· purificado se empleó en l~ d~;~n~clon~~·~~ :~'~¡~ia d¿ ~¡~~"es . 
concentradas (10 g/L) y el producto ¡iliriricido~ ~tiikó ;n bs ·~~i~n~clones ;.e.,lógicas de 

soluciones diluidas (1.0 g/L) y en la de~rrninaéiÓ~del ¡;d.C. inoíecuinr promedio. 
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En la tabla 3.5 se muestran lofresultados de nitrógeno Kjeldahal y L.o .. :,Y, antes y después 
del proc~so de· purificación. Con él proceso de púrificación, el contenido de niliógénci total y 
nitrógeno proteico diSininuyó, respecto al ccinteni.do que se dctemiinÓ antes d~ la purificación, 
entre un 37-55 % y 37-65 % n:specti~aínente, dependiend() de la cepi. Los datos sugieren que 
po'siblemcnte lá. bio~ u ot:!"s. compuestos nitrogenado's (~.g; cnziiW;. ¡n,:,t~inás). no fueron 
eliminados por Cci_mp.l¿Íó: Et prod~c1o:d~·1a·cepa't6 presentó el ine~~r porC.;~iaje (37 %l de 
dcm;,,.,nto.eÍt c:t oorit~nidódé ;tlttóg~node~ués del procéSo de purlflCáclÓn. La diSminución 
en ereomcnido de nitrógeno sC debe a que durante el praecsii de puriliéación; al cual estuvieron 
sujetos los p¡OOuéto~. se eliminaron principalméiúc célulás y·saJ.cs;' ... · . .. ' . ' . 

Adicionalmente, se detemlinó el contenido de pirúvico antés y:después del.proceso de 
purificación. Los resultadqs (datos no presentados) de los cuatro prodÜctos mostraron que el 
proceso de purificación no disminuyó el contenido de pirúvico, el cual ~rmaneció igual. 

Tabla S.S. CONTENIDO DE NITROGENO EN LOS PRODUCTOS ANTES Y 

DESPUES DE SER SOMETIDOS AL PROCESO DE PURffiCACION. 

PRODUCTO DE LOWRY KJELDAHAL 

LA CEPA (%)* (%)• 

ANTES DES PUES ANTES DES PUES 

10 0.83 0.42 1.09 0.43 

11 1.02 .0,56 1.36 0.75 

16 3.04 1.91 3.21 2.01 

E2 1.01 0.45 1.43 o.so 
• Porcie~to en peso . 

5.4. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LOS PRODUCTOS. 

S.4.1. ACETILO, PffiUVICO Y NITROGENO 

Los caldos de cada una de las fermentaciones de las cuatro cepas ·rueronpreclpitados. Las 
fibras fueron secadas (conteniendo un• humedad del S %) y molida!: 'A partir del polvo 
obtenido se realizaron determinaciones del contenido de acetilo, pirúvico, nilIÓgeno tollll 
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(Kjeldahal) y proteico (Lowry). Eri la tabla· 5.6. se presentan los ·,..;sultados analllicos de estos 
parámetros para los p,..;.iuétos.de Jáscé¡iás 10; 1 Í; 16 y E2: El producto de la cepa 10 presentó 
el nÍenor contenido de pirúvico (0.2(%),·nue~tras que el producto de la cepa 16 mostró el 

mayor contenido d~ pinívico (6.82 %) entl'C losc~airo ji~uctos analizados. 
-;· .. ' . 
• ·, .• •"ó::"¡·:· "-.:: 

Las gomas prov~Oi~nt~s. de Ia5 cepas: de estudio presentaron diferentes contenidos de 

radicales ae~tilo y pWvico (tabla 5.6). El contenido de ambos radicales quedó comprendido 
dentro de los intervaÍós reportados para otraS cepas (Shatwell y Sutherland, 1990). Además, se 
encontró queexiste la tendencia de que a mayor contenido de pinivico, menor porcentaje de 
radicales acetilo y viceversa (figura 5.7). · 

Tabla 5.6. RESULTADOS ANALITICOS (%EN PESO) DE LOS PRODUCTOS DE 

LAS DIFERENTES CEPAS DE Xanthomonas. 

CEPA PIRUV ICO(lli) ACETI LO(lli) 

•• •• 
10 0.24 0.75 JO.O 5.0 

11 0.50 0.21 8.1 5.7 

16 6.82 4.20 4.6 4.1 

E2 . 2.56 2.14 7.3 5.0 

• Antes de ser sometidos al ¡iróceso de .pÚrificación . 
•• Ramúez, 1993 

NITROGENO 

LOWRY(%) 

0.83 

1.02. 

3.04: 

1.01 

NITR OGENO 
KIELDA HAL(%) 

•· 
"1:09: .. .1.8 

.1.36 1,9· 

3.21 .1.0 

Ú3 0.5 

Los productos de las cepas 10; 11 y E2 (tabla 5.6) presentaron valores muy similares de 
nitrógeno total, del cual la mayor proporción cci;;es¡io~de a nitrógen~ 'proteico. El producto de . 

la cepa 16 present6 el doble del c~~tenidode ilitrógenotoia:i eO-re1~ció~ ~la ~~p~ conmil. La 

mayor proporción de este parárnetró.es'tá rep;.;..;ntado pÓr ~i~geno protei~o. lo cual sugiere 
la posible asociación de un poÚpeptido' ·(de' ~.id~na c~rta) o una proteína en ·el polímero 
producido por esta cepa. 
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En la tabla 5.6 se comparan también los resultados analíticos obtenidos en las 
femientaciones. con conirol de oxigeno disuelto con los reponados por Ramírez (1993) en 

femientaciones sin control de_ este pan!metro. El contenido de pirúvico del producto de la cepa 

E2 en tei;nientacioncs··con· control de oxígeno disuelto fue similar al reporuulo por Ramfrez 

(1993) (2.14% y 2.56%·, respectivamente). Tomando esto como base, el contenido de pin!vico 

se normalizó en base al ·contenido de este radical que presentó en cada caso el producto de la 

cepa E2. (tabla 5.7). 

En Ja tabla 5.7 se muestra que al efectuarse las fennentaciones con control de oxígeno 

disuelto al 70 ± JO%, los productos de las cepas 10, 11 y 16 presentaron diferente proporción 

de pirúvico nonnalizado con respecto a la proporción que presentaron los datos de pirúvico 

reportados por Ramírez (1993). Al parecer, los productos de las cepas 10, 11 y 16 fueron m.1s 

susceptibles que el producto de la cepa E2 a presentar variaciones en el contenido de este 

radical al controlar el rúvel de oxígeno disuelto durante las fermentaciones. Los datos de 

Ramfrez (1993) no involucran la pureza del producto. Teniendo esto en cuenta, en algunos 

casos, la diferencia será mayor que en otros. Por otra pane, Flores et al. (1994) reponaron que 

el contenido de pirúvico varia con la concentración de ox!geno disuelto que se mantenga a lo 

largo de la fermentación. Sin embargo, no reportaron datos que comparen Jos resultados 

<>htenidvs con y sin control de ox!geno disuelto durante la fennentación. 

Tabla 5.7. CONTENIDO DE PIRUVICO NORMALIZADO DE LOS PRODUCTOS DE 

LAS DIFERENTES CEPAS DE Xanthomonar. 

CEPA PIRUVICO NORMALIZADO 

10 

11 

16 

E2 

• 
0.093 

0.195 

2.664 

1.0 

• Antes de ser sometidos al proceso de purificación. 

•• Ramfrez, 1993. 
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Por otra pané:, el contenido de acetilo y nitrógeno Kjeldahal también presentaron diferencias 

(tabla 5.6). De estos parámetros, sobresale la gran diferencia en nitrógeno total CO[J]parado con 

el repone de Ramfrez (1993) que presentó el producto de la cepa 16; dél cual la mayor 

proporción corresponde a nitrógeno proteico. Al parecer,. el :·itl~el de.' Óxfgino dÍsuelto 

mantenido durante la fenncntación favoreció la producción de detenÍ!inada ¡irótéina de la cual 

no se tiene mayor infonnación. 

En la recuperación del petróleo, la adición de polfmeros, como la goffi:\ ~antana, a lo. 

fluidos que se inyectan reduce la movilidad del agua y mejora la eficienci~ de ·d~!Ózamiento del 

petróleo. A este respecto, se ha reponado que soluciones de xantana con un bájo contenido de 

pirúvico (menor del 4 %) presentan una menor adsorción (medida como calor de adsorción) 

sobre el suelo y consecuentemente origina buena inyección (Kleinitz et al., 1989; Schumpe y 

Deckwer, 1990; Peters et al., 1993). De acuerdo con el contenido de pirúvico que presentan lo. 

cuatro productos (tabla 5.6), los correspondientes a las cepas 10 y 11 podri"':' ser empleado. en 

la recuperación de este recurso natural. 

Como se mencionó anteriormente, el grado de sustitución de acetilos 'y ·pirúVico. en la 

molécula repercute en la estabilidad de la hélice (Shatwell y Sutherla;;d,\990). De manera que, 

la conformación ordenada de la molécula de xantana llega a ser más estable al incrementarse el 
contenido de acetilo. En la tabla 5.8 se muestran las relaciones acetilo/pirúvico para cada un.o de· 
los product~s.':Debido a·.1a alta proporción de radicales acetilo (con respeeto.·a· radicales 

pirúvico) que presentá el producto de la cepa lo, se puede inferir que posiblémente cÍe lo. 

·cuatro productos; la estructura ·confonnacional de este producto sea la más estable a factores 

taies como.temperaturÍiy.conéeniración de sal. 

Tabla s.s. 'RELAClON ACETILOIPIRUVICO DE LOS PRODUCTOS 

CEPA 

10 

11 

16 

E2 

ACETILO/PIRUVICO 

70 

41.7 

16.3 

0.7 

2.8 



5.4.2. ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR PROMEDIO V DISTRIBUCION DE 

PESOS MOLECULARES 

El peso molecular promedio fue deleminado mediante una lécnica viscométrica utilizando la 
curva de calibración reportada por Herbst et al. (1992), (sección 4.4.6.). Los productos 
empicados fueron sometidos a un proceso de purificación (sección 4.4. 7.). 

La labia 5.9 muestra una aproximación a Jos pesos moleculares promedio de los productos 
obienidos a partir de las cepas de esiudio. Debido a la dispersión que muestran Jos dalos de la 
curva de calibración de Herbst et al. (1992), se presenla el inerervalo en el cual probablemcnle 

se encuenlre el peso molecular promedio para cada producto. En el caso de Jos productos de las 
cepas E2, 11 y 16, debido a que Ja curva de calibración reportada por Herbst et al. (1992) 
incluye valores de viscosidad de hasta 55 mPa.s y que las soluciones de estos productos 
presentu'On viscosidades mayores a 55 mPa.s (40 % más), se extrapoló Ja curva para delerotinar 
el inrervalo. 

El peso molecular promedio reponado por Flores et al. (1994) para el producto de Ja cepa 
E2, obienido en fenneniaciones con control de oxígeno disuelto al 80 %, quedó comprendido 
denuo del intervalo de peso molecular promedio enconirado plll'll esie producto. 

Tabla 5.9. PESO MOLECULAR PROMEDIO DE LOS PRODUCTOS 

CEPA µ.,cmea s>• Mw (x 106 kg/kgmol) 

10 29.6 9.5-10.5 

E2 57.9 11.4-12.2 

16 72.4 12·13 

11 77.0 12·13 

La distribución de pesos moleculares se determinó mediante cromatografía de permeación 
en gel (secciones 4.4.4 y 4.4.5.), para Jo cual se empleó el caldo de fennentación deshidratado y 

reconstituido en buffer de NaCI correspondienie a cada cepa. Las soluciones fueron filuadas a 
traves de una membrana Millipore para remover microgeles y debris celular. 
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Los cromato¡¡ramas de los productos de las cepas de estudio y de la cepa E2 se presentan en 

la figura 5.8. Los perfiles de elución presentaron la tendencia modal reponada para xantana por 

Herbst et al. (1988) y porAores et al. (1994). 

A partir de los datos de absorbancla (figura 5.8), se realizó un análisis de comparación entre 

las variancias de los cuatro producros. Las variancias de los producros de las cepas E2 y 16 con 

respcc10 a la variancia del produclo de la cepa 11 presentaron diferencias estadísticas no 

significativas con ~ límite de confianza del 95 % (Fea!= 1.13 y 1.26, respectivamente). 
Asimismo, la variancia del producto de la cepa 16 en relación a la que presentó el producto de 

la cepa E2 mostró diferencia no significativa esradísticameme, con un lúnite de confianza del 95 
% (Fcal= 1.12). Además, las variancias de los producros de las cepas ll, 16 y E2 presentaron 

diferencias estadísticas significativas con respec10 a la variancia del producto de la cepa 10, con 

un lúnile de confianza del 95 % (Fcal= 224, 2.89, 2.58 respectivamcnle). 

A partir de los daros de la figura 5.8 se calculó el área bajo la curva para 3 rangos arbitrarios 

de volúmenes de elución: 0-58 mL; 58-109 mL y de 109-155 mL, los cuales representan pesos 

moleculares allos, medios y bajos, respecdvameme. Con estos daros se calculó la frecuencia(%) 

para cada fracción de polúnero, la cual se graficó en función del rango del volumen de elución 

(figura 5.9). Se observa que: 

1) El produc10 de la cepa 16 prescnló la mayor frecuencia de pesos moleculares allos (14.9 %). 

2) El producto de la cepa 11 presenró la mayor frecuencia de pesos moleculares modios 

(90.0%). 

3) El producro de la cepa 10 presentó la mayor frecuencia de pesos moleculares bajos (23.2 %). 

En la tabla 5.10 se presenta un resumen de los parámetros fisi~uímioos de la goma 

xantana producida por las diferentcs cepas que se estudiaron en este trabajo. Los panlmctros 

fisico-químicos no presentaron una relación evidentc con la concentración y visoosidad aparenre 

final (promedio) del caldo de fermemación. A diferencia de lo reponado por Sandfoo:I et al. 
(1977), no se encontró relación entre la viscosidad aparenre final del caldo de fermentación y el 

conrenido de pirúvico. Eslo probablemenre se deba a que en el trabajo realizado por Sandford et 

al. (1977) no se tomó en cuenta la pureza del producro. Por otra pane, Kennedy y Bradshaw 

(1984) reportaron que el comenido de pinlvico no afecta direcramente la visoosidad de lai 
soluciones de goma xantana. 
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de los cepos de estudio (Cromotografio en gel). 
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Figura S.9 Frecuencia versu.r volumen de elución, a panir de los cromalogramas (figura S.8) de los 
productos de las cepas de estudio. 
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Tabla S.10. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DE LOS PRODUCTOS 

CEPA µa"CmP35\ PIRUV!C0(%) ACETILO(%) Mw(x1CJ6kglkgmol) 

10 

E2 

16 

11 

3,240 

2,150 

3,800 

4,440 

0.24 

2.56 

6.82 

o.so 

!O.O 

7.3 

4.6 

8.1 

9.S·IO.S 

11.4-12.2 

12-13 

12-13 

• De los caldos finales de fennentación, determinada a 30 rpm en el viscosúnetro Brookfield 
LVT,aguja4. 

Kleinitz et al. (1989) reportaron que a mayor contenido de pirúVico, mayor peso molecular 
y que esta es la razón por la cual la goma xantana con alto corit~nk!o'.de pllúvi~- ~uestra un 
mayor valor de viscosidad. Los datos encontrados en este ~b~jo·(~bla s.'IOJ n~ presé~tMon la 
tendencia encontrada por estos autores. Esto quizA se debO a qu~'en ~ipre~nt~ nnbáj~ sé tomó 
«n cuenta 1a pureza del producto en 1as determinacio~es tisicO:(¡uinliC:;;s.· .A este respecto, 
Kleinitz eral. (1989) no mencionan el haber considerado este paflÚtle·trt>:· 

S.S. REOLOGIA 

S.S.l. REOLOGIA DE SOLUCIONES Dll.UIDAS: EFECTO «DE LA 

CONCENTRACION Y TIPO DE SAL 

Con la finalidad de caracterizar más a fondo las soluciones, se planteó utili,;a/5olucjones 
diluidas de goma xantana (1 g/L) en las detemúnaciones reológicas. En la preparación de estas 
soluciones se emplearon los productos purificados. 

En la figura S. !O se muestra el reograma de viscosk!ad en funciÓ~ de la veloéi.hi.i. de 
defonnación de los diferentes productos a una concentración 1.0 g/L Y. siJÍ. adició~ d{;.tl; S~. 
observa que a bajas velocidades de defonnación (< 20 s·t¡ la solucióndel priXluci<{de' ía'~epa 
16 presentó mayor viscosidad, seguido de las soluciones de los produ~iéi~ de las .;;¡;.S r°iy ÉÍ. 
Finalmente, la solución del producto de la cepa 10 presentó la menor ..iscosidrui. A v.iloci~es 
de defonnación mayores a 20 s·l, se observó que las soluciones~.; lo~ prodÜctÓ~·d·~ las eepas 
11 y 16 presentaron la misma viscosidad. En este rango de vel.;ci~es, la ,;,lución deÍ p~oducto · 
de la cepa E2 (cepa control) mostró la menor viscosidad de. lo~ cu.airn.producÍos é~t~diadós. 
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Los cuab'O productos presentaron viscosidades aparentes (velocidad de deformación= to 
s·I) más altas (entre 40 a 100 %) que las que reponaron Mortis eral. (1983); Tal<o y Nakamura 

(1984) y Kennedy y Bradshaw (1984), a la misma concentración de goma. Sin embargo, estos 
autores omiten si tomaron en cuenta la pureza de los productos. 

Debido a la escasa información (Cadmus eral., 1976) que se tiene en relación al efecto de la 

concentración de sal sobre la viscosidad de soluciones diluidas (v.g. 1 glL) de goma xantana, se 
planteó estudiar este efecto agregando inicialrncnte 0.1 M de NaCI. Posterionnenre. se agregó 
sal (en cristales) para incrementar laconcentraciÓll de 0.1 a 1.0 M de NaCI en cada solución. 

En la figura 5.11 se presenta el reograma de los diferentes productos. La concentración de 
goma utili7Jlda fue de 1.0 g/L y 0.1 M de NaCI. En todo el rango de velocidades de 
defonnación (30-300 s·I) estudiado, la solución del producto de la cepa 11 presentó la 
viscosidad más alta seguido en orden descendente de las soluciones de los productos de las 
cepas 16, 10 y E2. 

En la figura 5.12 se muestra el reograma de las .' 5o1uéiones de los productos a una 
concentración de goma de 1.0 g/L y 1.0 M de NaCI. Bajo es ~s CÓndiciones, las soluciones de 
los productos de las cepas 1 o y 11 presentaron viscosidades. muy. similares, siendo estas . m:ls 

altas con respecto a la viscosidad de la solución del producto de la cepa E2. En cuanto a 

viscosidad se refiere, en orden descendenre se encuentra la solución del producto de la cepa 16 
y finalmente la solución del producto de la cepa E2. Datos como los Íle los reogramas de 
soluciones de 1.0 g/L de goma xantana con sal (0. l M y 1.0 M de NaCI; figuras 5.11 y S.12, 
respectivamente) no tienen antecedentes en la literatura. 

En la figura 5.13 (datos regraficados de las figuras SJO, 5.11 y 5.12)se presentan los 

reogramas de las soluciones de 1 glL de goma cotrespondienies a los productos de las cuatro· 
cepas de Xanthomonas con el fin de comparar más clararnente el efecto de la sal. En, .laS figuras 
5.13 a, b, e y d fue evidente que al agregar NaCI a una concentración de 0.1 ?..¡; la~~seo~idad de 
las soluciones disnúnuyó. Las soluciones de los productos de las cepas EZ y IÓ (figuriis'Ú3 a y 

b, respectivamente) presentaron mayor disminución en el valor de viscosidad en todo el rango 
de velocidades de defonnación estudiado. . . 
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La disminución en la viscosidad (como resultado de la adición de sal), concueula con el 

repone de Kennedy y Bradshaw (1984), quienes mencionan que a bájas concentraciones de 
goma (menores a 0.2 %) la adición de sal ocasiona un decremento en la viscosidad. En relación 
a este aspecto, Kennedy y Bradshaw (1984) indicaron que la disminución en este parámetro está 

asociada con el hecho de que a bajas fuenas iónicas (~aso semejante cuando no se ha agregado 
sal a la solución) la conformación presente está altamente C"J'andida, la cual al agregar la sal 

adopta un enrrollamiento aleatorio más compacto debido a la selección de cargas. 

En las figuras 5.13 a y b se muestra que en el caso de las soluciones de los productos de las 
cepas E2 y IO, al incrementar aún más la concentración de sal (de 0.1 a 1.0 M de NaCI) se 
incrementó la viscosidad. A este respecto, Kennedy y Bradshaw (1984) mencionan que cuando 
se adiciona sal a una concentración arriba de un valor critico, se observa un incremento en el 

volumen hidrodinámico. Este incremento está relacionado con el hecho de que las repulsiones 
clecD'OStáticas intermoleculares ocasionadas por el exceso de sal, permiten la asociación de 
cadenas de xantana. El incremento de la viscosidad fue notable en la solución del producto de la 

cepa 10, la cual alcani.ó valores de viscosidad superiores a los determinados en el caso en donde 

no se agregó sal. La solución del producto de la cepa U (figura 5.13") mostró un incremento en 
la viscosidad a velocidades de deformación menores a 30 ,.1 y 1.0 M de NaCI respecto a la 
viscosidad que presentó la solución a 0.1 M .de NaCI, mientras que la viscosidad de la solución 
del producto de la cepa 16 (figura 5.13<!) fü~ la ~ al incrementerse la concentración de sal 

(NaCI). AJ parecer, las soluciones de· 1 gil.. d~ ·¡e,~ Productos de las cuatro cepas de estudio 

presentan diferente valor critico en la concerilr.lción de sal •.. 

Se ha reponado (Shatwell y Sutherland, 1990) que la relación acetilo/pirúvico proporciona 

Información de lá estabilidad de la estructura confcirmacional de la hélice de xantana. Además, 
un. cámbio. conformacional se traduce eri un c3.nbio 'en 'ia: visc05i.fud: ·Sin embargo, el 

incremento en la viscosidad aparente a 10.8 s·.• (rabia 5:Ú¡,'ai b,C;;;;n.,nrar la concentración de 
sal de 0.1 a LO M de NáCI, parece estar más bierÍ iiOci.d~'al in'terv.lió cin el cual se encuentra el 

peso molecular promedio que a la relación á,;.;tiÍciípW~ico. Estos ~sultados indican que a 
menor peso molecular promedio, mayor es el inére;;J~íuo'eri la ~.Cosidad. De acuerdo con esto, 
se plaÍitea que a concentraciones del g/L de g~üi,;'yal h,creinentar la concenttación de sal (de 

O.i M a 1.0 M de NaCI), la goma xanum~ con_ menor pe5ó ~l~laf promedio experimenta un 

cambio conformacional que 5e traduce ·~~:lln 'riiayor -~olumen hidrodinámico (mayor incremento 
en la viscosidad). Pese a esio,' en ;;b,gún.·momeitío se puede descartar que la relación 
acetilo/pirúvico no tenga influenci~ ~n la viscosidad. 
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Tabla 5.11. INCREMENTO EN LA VISCOSIDAD APARE!l.'TE DE LAS SOLUCIO!l.'l:S 

DE GO~IA XÁ!l.'TANA; 

SOLUCION 

CEPA 

• lncremeryto enla viseosid:id aparente (10:8 s·~). al incrementar la cónceri_tnicióií de sal de 0.1 

a 1.0 M de NaCI eri l"s s01uCiónes de 1 ·g/L dciomi! xamana. , ·' 

Para ladeí=tlnació~ del peso moleculiir ·¡ITT;~edi~ ru'e ~eeesano dete~ar fos ~w.irnas 
de I~ ~luciones d~ l,os diferentes pr.;.¡ucto's d~IÍÍdo',iqu~ en eifCóm~Íro Háake CV20N no es 

posible determinar direeiamente la ~scosid.d aparente a 7,5 ,t. La co~cen~~ión de goma fue 
de 1 g/L en buffer de fosfatos 0.1 M (pH ·= 7JiJ:fü'lasdeÍOrm¡naci~~s pennlrle,..;n ad~ 
conocer los valores de viscosidadpara éak ~epa ~n e~tas ~~diciones (flgur.i 5.14). y estudiar el 

efecto del tipo de sal (figura 5.15) s0tire 1a'viscósiclad de his'-g,;lucloñes:< · · 
;,J ;e;-"(. ~:~.~·'.' ,··:"'" ~-'· ·- :~~~~.~:· 

Los reogramas de la figura5.14,~úe~rio qo'~ tas .K.1udones d
0

e 1o'sprod~clos d~ I~ cepas. 
11 y 16 presentaron la mayor viscosidÍÍd 'entre }as s0luciones ,dc')os ciuitto' productos 

experimentados. Las s0luciones d~,Í~s'p;.{;duct~~ de Í~ é~p~E2} Iii'p,;;~nt~n (en orden 

descendente) menor viscosidad:" " · •· ' · ·, ''· · >L<· -~~·. ,,. 
En las· figuras 5.15 a, b, c y~ se ~~esiraii io'~'I'.;;~~~ l~:,i;lucionésde lo; diferentes 

productos. r.a conce~tnÍc;óit de !Íomá füe .!~ 1 g/i;y-o. i M ci~"~ <Náci íi bufi;,;. de rosratos de 

::~.0~in~::::itf~¡!~~~~f~~:~::Ms·~~~~f~t~;H~i::::n~~: 
menor visco~idad en Pre~~~;;, d~ Cl.I M dé N~CI ~;;,p~a dón' I~ que ¡,;es~mó la solución del 

producto de Ía ~¿pa E~:- Acle~. i.rs ~luc:Íon~s'iic'1ós'ires ¡;~~éios ci~ '¡~ cépas de esrudio 

presentaron vi~osidádes ;;yore{cor(o.1 M de;b~rfel de rcisrai~;c~;,;¡,.,.;cias con las que 

presentó 1a solúcióniié1 J,~ucl'o dé la~é¡Í~~iii ~~ ~gfu[WS'dC'I~ fi~ií5 a, b, e y d 

mues~que iavi~~ldad~ vióafectad~poria'ro:;,bi~aciód ¡,;od~crO:tipo de sal. A este 

respecto, Hwang:y Kokllti (199l) reportar~ii qu~ elefcéto de_ lo; griipos acetilo y pitúvico 
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sobre la viscosidad de la solución pue<le estar influenciado por la concentración de goma y la 

presencia de sal. 

De maneta preliminar, se trató de correlacionar los parámetros reológicos (µa, K y n) de las 
soluciones de l g/L de xantana con los diferentes parámetros fisico-quúnicos (p11I1'za, conrcnido 
de acetilo, pirúvico, nitrógeno total, nittógeno proteico y la relación acctilo/pinívico) con la 
finalidad de encontrar alguna posible relación a nivel mole<:ular. Los resultados de este arullisis 
demostraron que la relación entre los parámetros reológicos y fisico-químicos no fue del todo 
clara. Posiblemente, a nivel mole<:ular (soluciones diluidas de 1 g/L de xantana), la relación 
entre estos parámetros sea más compleja, es de<:ir, que los parámetros reológicos no sean 

función de un solo parámetro físico-químico sino de varios de ellos en conjunto. Sin embargo, 
de acuerdo con el repone de Herbst er ol. (1992), es evidente que existe una relación directa 

entre la viscosidad aparente y el peso molecular promedio. 

S.S.2. REOLOGIA DE SOLUCIONES CONCENTRADAS 

Con el objetivo de caracterizar más de!alladamente las soluciones de los diferentes 
productos, se decidió llevar a cabo determinaciones de viscosidad de soluciones concentradas 

(10 g/L) de goma xantana. En la preparación de estas soluciones se empicaron los productos 

denominados semi-purificados dado que a estos productos ya se les había eliminado la mayor 
proporción de células y a que los productos comerciales no son sometidos a un proceso de 
purificación tan específico como el empleado en el presente trabajo para obtener los productos 
purificados. 

En las figuras 5.16 a yb se muestran los reogramasde las soluciones de los productos de las 
cuatro cepas de Xanthomonas, sin y con sal (resvectivamente) y antes de ser sometidas al 

tratamiento térmico (A.T.T.). Las soluciones de los productos de las cepas 10 y 11 presentaron 
mayores viscosidades en todo el rango de velocidades de defonnación (0.3-300 s·I) comparadas 

con las que presentó la cepa E2. La solución del producto de la cepa 16 mostró viscosidades 

superiores a las que presentó la cepa control a velocidades de deformación menores a 30 s·I. 
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En las figuras 5.17 a, b, c y d se regr.ificaron los datos de las figuras 5.15 a y b con el fin de 

analizar el efecto de la presencia de sal. Para las soluciones de los cuatro productos se obs.:rvó 
que a concentraciones-de Wg/L de xantana, la adición de altaS concentraciones de sal (v.g. 1 % 

de KCI) ocasiona un incremento en la viscosidad poco significativo (menor a 100 mPa.s) en 
todo el rango de velocidades de deformación esrudiado. Cadmus et al. (1976) reportaron que la 

adición de sal a soluciones de goina xantana ocasiona cambios en la viscosidad que diferinln en 
relación a la concentración de xantana. Morris (1977) ha reponado que variaciones en las 

dimensiones del enrrollamienco de la molécula de xantana, se reflejan nonnalmentc en grandes 
cambios en la viscosidad de la solución. Probablemente, a esca concentración de goma, la 
adición de sal no eonnibuya a un cambio confonnacional en la molécula de xantana. 

Las soluciones (de _10 g/L) de los productos de las cepas de estudio fueron sometidos a un 

tratamiento térmico (110 oC, 15 minutos; D.T.T.) eon la finalidad de inaccivar a la bacteria y de 
mejorar las características reológicas de lá goma xantana en solución (Galindo, 1985). En la 

figuras 5.18 a y b se muestran los ~gramas de las soluciones de 10 g/L de las cuatro cepas. 
Después del tratamiento térmico;¡,{'ÍldÍción ele;;,,¡ (figura 5.18 a), la solución del producto de la 
cepa 10 presentó una viScosldad íney ~lllíiar a Íll i¡uc ¡,re'~entó la solución de la cepa control. 
Las soluciones de los produ¡;t~sde las.cepas úy 16 llmlbién mostraron viscosidades muy 

similares entre si, pero ~n~,;,s ~la que ;e dete~ó p~ I~ Solución de la cepa E2. 

En la figura 5.18 b se p~entan los reo~as d¿ l~ :luciones concentradas después del 
tratamiento térmico con 1.% de °KCI. L3s sol~cione~'de los productos de las cepas 10 y 11 
mostraron viscosidlldes mayores a lá. q~e presentó la cepa 'É2. La solución del producto de la 

cepa 16 mostró viscosidades ceiciinas; pero 0

infériores- ~ la que presentó la solución de la cepa 
control. 

En las figuras 5.19 a, b, c y d se regr.úicaron los datos de las figuras 3.18 a y b con el fin de 
mostrar de mejor manera ~I efecto de la sál' en las soluciones que fueron sometidas al 

tratamiento térmico. Los resulÍados muestran que la viscosidad se incrementó al iidicionar la sal. 
Estos resultados concuerdan con-el rép-one de Talco y Nakiimura. (1984) quienes mencionan 

que, para concentraciones mayores a 0.4 g/L de goma xantana, la adición de sal produce un 

incremento en la viscosidad. Además, este incremento iambién concuerda con el repone de 
Galindo et al. (1989), quienes reponaron que el tratamiento térmico origina cambios en las 

propiedades reológicas de los productos. Sin embargo, el cambio relativo fue diferente en cada 
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polimero. Estos autores proponen que esto probablemente se deba a diferencias estructurales 
enire las xantanas que presen~ diferentes ~rígenes. Por otra pane, se ha reponado (Morris, 
1977; Shaiwell ·y Sutherland, 199()) ·que la molécula de xaniana presenta una esttuctura rígida. 
Probablemente la adición de· sal y la alta temperatura (110 Oc ) ocasionen que la molécula sea 

más !le><iblc, originándose un cambio conformacional (conf0rtll3ción más expandi.d3) que 
produzca el incremento en la viscosidad. 

En las figura S.20 a, b, c y d se presentan l,;s mismos datos de las figuras S.16a y 5.18a con 

el fin de mostrar el efecto del tratamiento térmico sobre la viscosidad de las soluciones (sin 
adición de sal). El tratamiento ténnico ocasionó un decremento en la viscosidad de las 

soluciones. Posiblemente la temperatura aplicada y la pQCa cantidad de sal presente en las 

soluciones de como resultado fle><ibilidad en la molécula y compactamíento de la misma . 

. En las figura 5.21 a, b, c y d (datos regraficados de las figura 5.16 by 5.17 b) se presentan 

los reograrnas de las soluciones concentradas de los productos de las cuatro cepas. Después de 
someter las soluciones (conteniendo 1 % de KCI), al tratamiento ténnico la viscosidad de las 

soluciones de los productos de las cepas 10, 11 y 16 no experimentó cambios; La solución de la 
cepa control mostró un incremento poco significativo (menor a 100 mPa.s)'~~ la viscÓSidad. En 

estas condiciones, posiblemente la alta concentración de sal (l % de KCI) en las soluciones, 
ocasionó que la estructura eonfonnacional de la hélice permaneciera est3ble al ser sometida a 

altas temperaroras. 

Para las soluciones de 1 O f!1L de xantana también se trató de correlacionar, de manera 
preliminar, los parámetros rcológicos (viscosidad aparente, y los úxlices n y K dé la ley de la 

potencia) en función de los diferentes parámetros ñsico-quúnicos (co111enido de acetilo, 
pirúvico, relación acetilo/pirúvico y pureza) con la finalidad de encontrar ~guna relación que 
nos indique que factores y como influyen estos a nivel intennolecular en ·el comportamiento 
reológico de las soluciones de xantana. Los resultados de las figuras 5.22;' 5.23, s·.24 y 5.25 

presentan tendencias relativas debido a que únicamente se tienen cuatÍo ~tos. 

En la figura S.22, se presentan los datos den y K (soluciones de 10 g/L de xantana, sin sal y 

después del tratamiento térmico) en función del contenido de acetilo en los productos. El índice 
de consistencia (K) se incrementó a medida que aumentó el porcentaje de acetilo en los 

productos. A medida que aumenta el porcentaje de acetilo, las soluciones de los productos son 
más pseudoplásticas (disminución en el índice de flujo). 

91 



"' é 
~ 

" e: 
" ~ 
e 
"O 
e 

"O 
·¡;; 
o 
u 

"' > 

cepa E2 b 
cepa 10 

10-2 '---~~...w.__.~~uL~~~L-~~.w 

10' 
c 

cepa 16 

10' 

10-2 L.~~...w.__.~~uL~......:.~c__~~...i 
10-1· 10° 10 1 102-' 103 ·10-1 10 1 

Velocidad de deformación (s -l) 

,'._ ··:<:· :;.~:·.·' :,:; -·. ' .' 
Figúra 5.20. ReOgroma;de _~¡~·cosi~Od ·v.ersus:_ ve,loc!do_d __ di:_.,E_e_f_ot'f'!loC!_ó:~- de 

-soluciones -de :10 ·g/L de "goma·:: xonforio -'-(semi-purificado), 
sin sol.· Si_mbolos: _(-·:o ') -. ontes r de!''. trCltoniiento térmico 
y ( • '). de_spués del trotcrnien.to térmico. · · 

92 



"' o 
~ 

" e: 
~ 
o 
a. 
o 

" o 
.1l .. 
o 
u 

$ 

10 2 

a cepa E2 b cepa 10 

10' 

10° 

to- 1 

10-2 

102 . 

e d 
cepa 16 

10' 

10° 

10-1 

10-2 

10-1 10° 10' 102 103 10-1 10° 101 10' 

Velocidad de deformación (s-
1
) 

. . - ' ' 

Figuro 5.21. Reogramo de viscosid~d .vers='· v~locidod iié de.form~ción de 
soluciones de 1 O g/L _de gamo •.. xontono , (semió:"purificodo).'·· 
con 1· % de ··KCI. Simbol_os: ·e. o:) ·antes. de(. tratamiento 
térmico y ( • ) después del· troto miento térmico. 

93 



14 

12 

10 

o 
8 

e 

" ó 6 
!::. 

"' 4 

2 

o 
·º 

Figuro 5.22 

O.JO 

0.25 

• 0.20 

~ o 
e: 
o 

·u;. 
e: 
cu~ 

E 
-~-,-

~ 
e: 

2 

Poró~~tros. recií¿gi~'Os d~ lo~ solucior,.~s. de 1 O g/L 
d.e goma xantono (semi:-:purificodo) en. función del 
contenido de· radicales acetifo ··. eri . los productos. 
Sin sol .• después der tratamiento: térmko. · 

94 



En la figura 5.23 a, se muestran los daros de n y K de la5 soluciones de 10 g/L de xantana 
(sin sal y ames del tratamiento ténnico) en función del conrenido de pitúvico. El índice de 

consistencia cK) disminuyó al aumentar el contenido de radicales pitúvico en los productos. En 

el caso de las soluciones concentradas (10 g/L de xantana) con l % de KCl y después del 
tratarnienro térmico (figura 5.23 b), el Indice de consistencia disminuyó al aumentar el 

porcemaje de pirúvico. Al parecer, para pirúvico mayor al 3 \1\ esre índice pcnnanccc 
prácticamente constanre. El fndice de consisrencia aumenta, al aumentar el contenido de 

pirúvico en los producros. 

En la figura 5.24 a, se presentan los daros de Indice de consistencia (K) de las soluciones de 
10 g/L de xantana (sin sal y anres de tratamiento térmico) en función de la relación 

acetilo/pitúvico. El indice de consistencia se incrementa, al incrementarse la relación 
acetilo/pinívico, hasta un valor aproximado de acetilo/pitúvico=l6. A partir de este punto, el 

índice de consisrencia disminuye (en menos 1.0 Pa.s ). Al adicionar la sal (I % de KCl) a las 
soluciones (antes de tratamiento térmico, figura 5.24 b), el índice de consistencia presentó 
tendencias similrucs a las de la figura 5.24 a. 

En la figura 5.25 a, se presentan los datos de n y K de las soluCiones de 10 g/L de xantana 
(sin sal y después del tratamienro ténnico) en función de la relación .C.tÍlo/piiú.,;;co. El índice 

de flujo (n), el cual reprcscnra la pseudoplasticidad de las soluciooes, disminuye al aumentar la 
relación acetilo/pitúvico en los producros. Con la adición de la sal (1 \1\ de KCI) a las soluciones 
y después del tratamiento térmico (figura S.25 b) el indice de flujo disniinuye, mientras que el 

fudice de consistencia aumenta (hasta un valor aproximado de acelilo/pirúvico= 16). A partir 
de la relación acctilo/pitúvico igual a 16, K diminuyó (en menos de !.O Pa.s ), mientras que el 

fudice de flujo aumentó (en menos de 0.05). 

Aún cuando en las figuras 5.22, 5.23, 5.24 y 5.25 solo se presentaron las tendencias 

preliminares, a nivel intermolccular (soluciones de 10 g/L de xantana), fue evidente que los 
parámerros rcológicos n y K dependieron de parámerros qulmicos tales como el conrenido de 
acetilo, pirúvico y la relación acetilo/pitúvico. 

De los estudios de reología se tiene que las soluciones .de goma xantana provenienres de las 
cepas 10, 11, 16 y conrrol presentaron valores de viscosidad que dependieron de las condiciones 
empleadas en su preparación (v.g. concentración de goma, éontenido de sal, tipo de sal, 

tratamienro térmico). Además, en soluciones de 10 g/L de goma xantana .con 1 % de KO y 

después del tratamienro térmico (sinmción semejanre en la que se comparnn los productos 
comerciales), sobresalen las soluciones de los productos de las cepas. 10 y 11 en relación a la 
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viscosidad que presentó la solución del producto de la cepa conoul (en todo el rango de 

velocidades de deformación esrudiado). Bajo estas condiciones, la viscosidad de la solución del 
producto de la cepa 16 fue similar a la que mostró la solución de la cepa conoul. 

Finalmente, de la caracterización fisioo-quúnica de las xantanas provenientes de las cepas 

JO, 11 y 16, así como de la caracterización reológica de sus soluciones, se concluye que estas 

cepas y sus productos presentan características propias explotables para la producción de goma 

xantana. Esta xantana puede ser utilizada en la recuperación del petróleo, en la industria 

alimentaria y en otras áreas como en la producción de productos químicos agrícolas, pinturaS y 

cenúnica o en cualquier otro proceso, en donde se requieran determinadas características 

químicas y/o reológicas. 
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CAPITULO 6 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

6.J. CONCLUSIONES 

Se implementaron una serie de técnicas que permitieron caracterizar en forma más 
rigurosa y deiallada tres cepas de Xaniho-nas. De la caracterización fisico-química y 
reológica se concluye que las cepas de estudio y sus productos presentaron 
características peculiares, las cuales son potenciales para mejorar aspectos particulares 
del proceso de producción o para producir xantalia idónea para aplicaciones.específicas. 

Al comparar las viscosidades'de las soluciones de los productos, estos presentaron 
diferente orden secuenci;J dcipendiéndo de la concentración de goma, concenlraeión y 

tipo de sal, tratamiellto ténnlcó;segGn fúe el caso. 

Las característica5'.fisiÍ:o~uímicas no presentaron una relación evidente con el 
promedio de la cÓnceii'triición .y ·de la viseosidad aparente final de los caldos de 
fennentación. Posibleiné.ñte esto se deba a que las purezas relativas de estos productos 

eran diferentes entre ellas. 

Para las soluciones diluidas, las cuales pueden proporcionar información en relación 

a la molécula, de manera preliminar se encontró que la relación entre los parámetros 
reológicos y los diferentes parámeh'os fisico-quúnicos fue poco evidente. Al parecer, la 
relación entre estos parámetros es más complicada de lo que se pensaba, probablemente 
un análisis estadístico multifactoral pueda dar mayor información. 

En las soluciones concentradas, las cuales pueden proporcionar información a nivel 
inteimolecular, se> encontró que los parámetros químicos podrían estar determinando los 

parámetros reológicos (como son el contenido de pirúvico, de acetilo y de la relación 
acetilo/pirúvico). 
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Si se compara con la cepa control (E2) y/o su producto: 

• Los caldos de fermentación de las cepas JO, t I y 16 presentaron viscosidades 

finales superiores. 

• La cepa t I presentó el mayor rendimiento de producto.sobre aZúcar 'consumid~ así 
como la productividad más alta. 

• La cepa t6 produjo menos biomasa durante el cultivo, pero el producto con más 
alto contenido de nitrógeno. Esto último sugiere la posible asociación de un 
polipéplido (de cadena corta) o de una proteína con este polímero. 

• Las cepas JO y t l produjeron polímeros con bajo contenido de pirúvico. De 
acuerdo con los reportes de la literatura los productos de estas cepas pueden ser 
empleados en aplicaciones tales como la recuperación del petróleo. Los productos· 
de las cepas 10 y 11 presentaron el inás bajo y el más alto peso molecular 
promedio, respectivamente~:·-~.•:.• 

• Las soluciones de 1 g/L de: los polímeros provenientes de las cepas 11 y t6 
exhibieron viscosidades considerablemente más al tas. 

• En una situación semejante en la que se comparan los productos comerciales, las 
soluciones de 10 g/L (con 1 % de KCI y después del tratamiento térmico) de los 
polímeros provenientes de las cepas 10 y 11 mostraron viscosidades más altas. 

El proceso de purificaeión pemutió obtener gomas con purezas relativas del 92-95 
% de xantana. Durante este proceso se logró eliminar, respecto al contenidcdnicial, 
entre el 37 y el 55 % del nitrógen_~"total y entre el 37 y el 65 % del nitrógeno proÍeico~ 

.·>;·;-. . <·~{. -_-'t;· . - . ' - _,_- ' , .. _ • ... ,· .- '. '. 

Al agregar O.i M de .. NaCl.'aJa5 soluciones de l .g/L de xantaitá;'- se observó un 
decremento en. la viscosidad "de lás · soluciones. Este efecto . ha. sido" reportado 
previ3mente en la lile~-~~~:~·~'.:·/>~/'.:;·_~~'. .. · · ·"'~ 

···:·".·-."',' 
-::,-:=;;,~ - -~ . 

Al parecer, las soluciones de. Í (!,¡r., de Ios priXf uctos de las cuatto cepas de estudio 
presentan diferentes concentracicmes críticas. de' sál, a: partir de la cuál se observa un 
incremento en la viscosidad;'· c. · · · ... · 
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6.2. RECOl\IENDACIONES 

En el presente trabajo se caracterizaron tres cepas qúe resultaron ·ser p0tenciales 
para emplearse en la producción de goma xantana. Además, estas cepas y sus productos 
pueden ser caracterizados en base a otros parámetros o bien· ser· ·utilizadas en. la 
realización de estudios de carácter básico, en relación a:· as¡iectos genéticos y de 
biosúuesis. · 

-, . . ' : 

Para futura caracterización de cepas o bien como una contfuua~lÓ~ d; este ttabajo se 
prop0nen los siguientes aspectos: · · 

• Se sabe que las soluciones de goma xantana son estables ·en un iimpÍi'ó IÍlngo. depH 
y temperatura. Sin embargo, es conveniente determinar la·· estabilidad dé .·cada 
producto en diferentes condiciones de pH y temperatura. 

• Probablemente la comp0sicióñ de los azúcares sea diferenie en' ~llM ;x,límem. _ 
Razón p0r la cual sería de interés detenninar la relación i entré:; los -azúéares · 
comp0nentes de las gomas obtenidas. 

- -
• Iniegrar a la caracterización reológica otro tip0 .•de detérÍninacione(como · 1a ~-

viscosidad intrínseca y la viscoelasticidad (para difereníes coricentradónes:de goma -
y sal) de los productos. •· · · .. . -

• En la pane de producción, se sugiere escalar los proce¡os d.e felen~~i~~c~n estas 
cepas con la finalidad de detenninar si los niveles de concentración:de:xantan~ i¡ue · 
se obtengan son adecuados en relación a los que se obtienen aciualmeíue· con la cepa 
control. . .. '>" ·.,,. :,, . 

. :' (,_, -~·, ·.· . 
·-,:; '·; __ ~ ,-' 

• Con la finalidad de tratar de establecer correlaciones entre lo~ ~ar~tei-~~ fislco
químicos y reológicos una alternativa podría ser obtener productós:·con diferente 
peso molecular promedio (mediante el manejo de diferentes· niveles' de oxígeno 
disuelto, en las fermentaciones) y variar el contenido de acetilo ; y de pirúvico 
(mediante tratamiento químico), con la salvedad de que al :variar el i:ón-iénido~ de 
estos radicales no cambie el peso molecular promedio y/o la distribúción de pesos 
moleculares. · · 
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NOMENCLATURA 

K Indice de consistencia (Pa.s) 

L¡, Longitud efectiva de la aguja del viscosfmetto (m) 

M Torque aplicado por el viscosfmetro Brookfiled L Vf (dinas.cm) 

n. Indice de flujo (adimcnsional) 

R Radio de la aguja del víscosfmetro (m) 

Yx1, Rendimiento de biomasa sobre azúcar consumido: (g de biomasa/g de 
azúcar consumido) X 100 

(\1\) 

Yn1, Rendimiento de producto sobre azúcar consumido:· (g de producto{g 
de azúcar consumido) X 100 

(\1\) 

Letras griegas 

i Velocidad de deformación (s-1) 

µ Velocidad específica de crecimiento (h•I) 

µa Viscosidad aparente (Pa.s) 

CiJ Velocidad angular (s•I) 

~ Esfuerzo de corte (Pa) 
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