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"Aislamiento, selección y caracterización de cepas de Xanthomonas 
campes tris" 
Tesis para obtener el grado de Maestría en Biotecnología 
presenta Biol. Ma. Eugenia Ramírez Guapo 

RESUMEN 

Xant11omonas campestris son bacterias fitopatógenas que producen la 
goma xantana, un biopolímero de gran importancia industrial. La goma 
xantana tiene variadas aplicaciones en las industrias alimentaria, 
petrolera, cosmetoica y agroindustrial, entre otras. 

La tecnología de producción de este biopolímero pódría ser 
mejorada si se contara con cepas nativas que proporcionen 1 :Ventajas 
potenciales respecto a las de colección. El presente trabajo tuvo como 
principales objetivos el aislamiento, la selección y la caracterización 
de cepas nativas de Xant11omonas con el fin de ser utilizadas para la 
producción de goma xantana. 

Se evaluaron 17 cepas nativas mediante pruebas de producción del 
biopolímero, en matraces bafleados. En todos los casos fueron 
comparados con una cepa derivada de la NRRLB-1459 (cepa de 
colección), la cual fue denominada E2. 

El producto fue recuperado mediante la precipitación con alcohol 
isopropílico, evaluado reológicamente y mediante espectroscopía 
infrarroja. 

Los resultados indicaron que la cepa clasificada con el número 12, 
producía 40% más de goma y un producto con mejores características 
reológicas (mayor viscosidad aparente-en un amplio rango de gradientes 
de deformación-, mayor K y un menor índice de pseudoplasticidad), que 
la cepa E2 e inclusive que un producto comercial. De acuerdo con la 
mayor capacidad de producción de goma y por las características 
reológicas que presentaron los productos al ser resuspendidos, en 
comparación con las de la cepa E2, se consider cuatro cepas que 
presentaban potencial en la producción de goma. Estas fueron las 
clasificadas con los números 10, 11, 15 y 16. 

Las cepas 10, 11, 12 y 16 fueron evaluadas en un fermentador de 
laboratorio de l litro. Se emplearon dos medios de producción con 
diferentes fuentes de nitrógeno (sulfato de amonio o peptona) . En el 
medio con peptona, se observó que las cepas 10, 11, y 12 presentaron 
una velocidad específica de crecimiento mayor a la de la cepa E2. Las 
cepas 10 y 11 presentaron ventajas en la producción de goma: mayor 
producción de polímero, mayor rendimiento y mejor productividad que la 
cepa E2. Sin embargo, los productos resuspendidos (soluciones al 1% de 
polímero y 1% de KCl), exhibieron (a todos los gradientes de 
deformación) menor viscosidad aparente, en comparación con el del 
producto de la cepa E2 y los del producto "Keltrol". Los polímeros 
presentaron un porcentaje muy bajo de radicales piruvatos y 
posiblemente tengan un peso molecular menor al de la cepa E2 y al 
11 Keltrol 11 • 

En el medio que contenía peptona, se observó que el polímero de la 
cepa 12, presentó baja viscosidad aparente en el caldo de 
fermentación. El perfil de la viscosidad aparente en el caldo de 
fermentación de la cepa 12 de acuerdo con la concentración de polímero 
sintetizado durante la evolución de la fermentación, fué menor a lo 



presentado por los polímeros de las cepas 10, 11, 16 y E2 durante la 
evolución de las fermentaciones con peptona. El producto resuspendido 
(1% b.s.) de la cepa 12, presentó índices reológicos menores a lo 
presentado por el polímero de la cepa E2 y los del "Keltrol". Esta 
baja viscosidad fué explicado por la baja pureza del producto de la 
cepa 12. Los datos analíticos mostraron un alto porcentaje de 
nitrógeno presente. En este producto se detectó un contenido muy bajo 
de radicales piruvatos. Los espectros de infrarrojo sugieren que 
los radicales pirúvicos se encuentran en asociación con compuestos 
nitrogenados. 

La característica de baja viscosidad aparente del caldo de 
fermentación obtenida en el medio que contenía peptona, podría 
representar una ventaja potencial durante el proceso de fermentación, 
ya que se eliminarían los problemas inherentes del mezclado.La cepa 12 
evaluada en el medio con sulfato de amonio, produjó 28% más de goma, 
presentó mayor productividad y mayor producción específica respecto a la 
cepa E2. Las características reológicas del producto son muy parecidas 
a las presentadas por el producto "Keltrol" y superiores a las de la 
cepa E2. En este producto no se detectaron radicales pirúvicos. La 
espectroscopia de infrarrojo sugiere que el producto puede ser de 
mayor peso molecuiar que el de la cepa E2. 

Se cuenta con cepas nativas que presentan ventajas 
producción del biopolímero y que pueden ser susceptibles 
empleadas en procesos de mayor escala. 

Dr. Enrique Galindo Fentanes 
Director Tesis 

en la 
de ser 
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PRESENTACION. 

El desarrollo experimental del presente trabajo se realizó en el 
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RESUMEN 

Xanthomonas campestrls son bacterias fltopatógenas que producen la 
goma xantana, un biopolímero de gran importancia industrial. La goma 
xantana tiene variadas aplicaciones en las industrias alimentarla, 
petrolera, cosmetológica y agroindustrial, entre otras. 

La tecnología de producción de este biopolímero podría ser 
mejorada si se contara con cepas nativas que proporcionen ventajas 
potenciales respecto a las de colección. El presente trabajo tuvo como 
principales objetivos el aislamiento, la selección y la caracterización 
de cepas nativas de Xanthomonas con el fin de ser utilizadas para Ja 
producción de goma xantana. 

Se evaluaron 17 cepas nativas mediante pruebas de producción de 
goma xantana, en matraces bafleados. En todos los casos fueron 
comparados con una cepa derivada de la NRRLB-1459 (cepa de colección), 
la cual fue denominada E2. 

El producto fue recuperado mediante la precipitación con alcohol 
isopropflico, evaluado reológicamente y mediante espectroscopia 
infrarroja. 

Los resultados indicaron que Ja cepa clasificada con el número 12, 
producía 407. más de goma y un producto con mejores características 
reológicas (mayor viscosidad aparente -en un amplio rango de gradientes 
de deformación-, mayor K y un menor índice de pseudoplasticidad), que 
la cepa E2 e inclusive que un producto comercial. De acuerdo con la 
mayor capacidad de producción de goma y por las características 
reológicas que presentaron los productos al ser resuspendidos, en 
comparación con las de la cepa E2, se consideró cuatro cepas que 
presentaban potencial en la producción de goma. Estas fueron las 
clasificadas con los números 10, 11, 15 y 16. 

Las cepas 10, 11, 12 y 16 fueron evaluadas en un fermentador de 
laboratorio de litro. Se emplearon dos medios de producción con 
diferentes fuentes de nitrógeno (sulfato de amonio o peptona). En el 
medio con peptona, se observó que las cepas 10, .11, y 12 presentaron 
una velocidad específica de crecimiento mayor a la de Ja cepa E2. Las 
cepas 10 y 11 presentaron ventajas en Ja producción de goma: mayor 
producción de polímero, mayor rendimiento y mejor productividad que la 
cepa E2. Sin embargo, Jos productos resuspendidos (soluciones al 17. de 
polímero y 17. de KCJ), exhibieron (a todos los gradientes de 
deformación) menor viscosidad aparente, en comparación con el del 
producto de la cepa E2 y la del producto "Keltrol". Los polímeros 
presentaron un porcentaje muy bajo de radicales plruvatos y 
posiblemente tengan un peso molecular menor al de la cepa E2 y al 
"Keltrol". 
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En el medio que contenía peptona, se observó que el polímero de la 
cepa 12, presentó baja viscosidad aparente en el caldo de fermentación. 
El perfil de la viscosidad aparente en el caldo de fermentación del 
polímero de la cepa 12 (de acuerdo con la concentración del producto 
que produjo durante la fermentación), fué menor a lo presentado por los 
polímeros de las cepas 10, Jl, 16 y E2 . El producto resuspendido (17. 
b. s.) de la cepa 12, presentó índices reológicos menores a lo 
presentado por el polímero de la cepa E2 y los del "Keltrol". Esta baja 
viscosidad fué explicado por la baja pureza del producto de la cepa 12. 
Los datos analíticos mostraron un alto porcentaje de nitrógeno 
presente. En este producto se detectó un contenido muy bajo de 
radicales piruvatos. Los espectros de infrarrojo sugieren que los 
radicales pirúvicos se encuentran en asociación con compuestos 
nitrogenados. 

La característica de baja viscosidad aparente del caldo de 
fermentación obtenida en el medio que contenía peptona, podría 
representar una ventaja potencial durante el proceso de fermentación, 
ya que se ellminarían los problemas inherentes del mezclado. 

La cepa 12 evaluada en el medio con sulfato de amonio, produjó 287. 
más de goma, presentó mayor productividad y mayor producción específica 
respecto a la cepa E2. Las características reológicas del producto son 
muy parecidas a las presentadas por el producto "Keltrol" y superiores 
a las de la cepa E2. En este producto no se detectaron radicales 
pirúvicos. La espectroscopia de infrarrojo sugiere que el producto 
puede ser de mayor peso molecular que el de la cepa E2. 

Se cuenta con cepas nativas que presentan ventajas 
producción del biopolfmero y que pueden ser susceptibles 
empleadas en procesos de mayor escala. 
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CAPITULO 1 

INTRODUCCJON. 

Xanthomonas campestr!s son microorganismos de gran importancia 

económica en dos áreas comunmente no afines: la biotecnología y la 

fitopatología. 

Dentro del marco biotecno!ógico Ja bacteria produce la goma 

xantana, uno de los polímeros microbianos de mayor importancia a nivel 

industrial, por sus amplias aplicaciones en las industrias alimentaria, 

petrolera y farmacéutica, entre otras. 

Debido a su amplia distribución mundial y a que infectan una 

gran diversidad de plantas, Xanthomonas campestris pertenece a uno de 

los S géneros más importantes de bacterias fitopatógenas. Se ha 

observado que existen ciertos parámetros de "calidad de la goma" (i. e. 

propiedades reológicas) que estan relacionados con la virulencia de las 

cepas. Ello ha sugerido que la virulencia pueda ser usada como criterio 

para la selección y el aislamiento de cepas productoras de goma xantana 

de "alta calidad" (Ramírez et al, 1988). 

El aislamiento de cepas nativas de Xantomonas campestr!s, resulta 

de gran importancia ya que se pueden obtener cultivos que ¡>resenten 

ventajas en la producción de la goma xantana y, en consecuencia, se 

podría mejorar la tecnología de producción de este biopolímero. 

El presente estudio tuvo como prlncjpales objetivos el 

aislamiento, la selección y la caracterización de cepas nativas de X. 

campestris con el fin de ser empleadas para la producción de goma 

xantana. 
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CAPITULO 2 

ANTECEDENTES 

En un ecosistema definido, generalmente existen poblaciones 

microbianas casi siempre heterogéneas y bien estructuradas. Forman 

parte de una organización necesaria para subsistir en las condiciones 

particulares en las que se encuentran para poder aprovechar lo que el 

medio ambiente les ofrece. Así, las poblaciones microbianas 

generalmente viven en un equilibrio. 

Varios microorganismos de Importancia económica y de interés 

industrial se han obtenido directamente de los ecosistemas naturales 

tales como el suelo, los lagos, los pantanos, el mar u otras fuentes. 

El aislamiento y selección de microorganismos o "screening" no es 

una actividad científica nueva. Edison probó cientos de materiales 

filamentosos en los bulbos de luz antes de descubrir que el bambú 

carbonizado podría funcionar satisfactoriamente por períodos 

prolongados. En la biotecnología, la primera cepa que fue cultivada en 

un fermentador agitado fue seleccionada de una toronja enmohecida que 

fue adquirida en Peoria (Illinois, USA) y el primer organismo productor 

de cefaiosporinas fue obtenido del agua residual en Cerdeña (Italia). 

Actualmente, como un resultado del aislamiento de cepas de interes 

industrial se han logrado considerables avances de gran significado 

comercial (Cheetham, 1987). 

2.1. "SCREENING" DE MICROORGANISMOS 

El "screening" de microorganismos de interés ha sido definida 

como una actividad ardua y continua. Debido a que generalmente, no se 

puede asegurar que se pueda obtener el microorganismo deseado en un 

aislamiento primario. Como consecuencia, es necesaria la 

realización sucesiva del esquema general hasta obtener el 

microorganismo y/o metabolito de interés. 
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El esquema general que frecuentemente se emplea para la busqueda 

y el aislamiento de microorganismos se presenta en la figura l. 

Inicialmente se procede a realizar un aislamiento primario, en el que 

se detecta la presencia de los microorganismos de interés. Se eliminan 

todos aquellos microorganismos no deseados para permitir la seleción y 

purificación de los aislamientos. Generalmente, los métodos para la 

obtención del o los aislamientos de particular interés, deben ser 

selectivos, rápidos, económicos y adaptables a muestras de gran tamaño 

(Elander, 1987). 

Dado que los microorganismos son ubicuos, es factible seleccionar 

condiciones extremas y no comunes como agentes selectivos para la 

busqueda de microorganismos con capacidades específicas, especiales y 

con características no comunes (Elander, 1987). Recientemente se han 

reportado varios ejemplos de este tipo de microorganismos que han sido 

obtenidos como biocatalizadores o como extractos enzimáticos de 

potencial aplicación industrial (Cheetham, 1987). 

Los principales métodos del aislamiento y la selección de 

microorganismos se han basado en técnicas de enriquecimiento selectivo 

e inhibición. En la tabla se listan algunos métodos en placas 

selectivas para la obtención de metabolitos con actividades 

específicas. 

El conocimiento bioquímico claro y minucioso del o los metobolitos 

de interés es una guía útil para obtener y seleccionar el 

procedimiento 

Eiander, 1987). 

para la obtención del o de los microorganismos 

Sin embargo, en el caso de productos extracelulares 

tales como los polisacáridos microbianos no se han desarrollado 

técnicas directas para el aislamiento y selección de microorganismos 

productores. 

La selección de este tipo de microorganismos se ha realizado de 

forma indirecta Considerando ciertas características que se les 

asocian, tales como la naturaleza mucoide de las colonias (como en el 

caso de bacterias del género de las Xanthomonas). En bacterias del 

6 



Aislamiento del cultivo microbiano 

! 
Selección del cultivo 

! 
Estudios de fermentación 

l 
Preparación cruda Protocolo del Screening ~ 

( in vitro, in vivo J T 
-----Desconocido l Positivo 

~----------Identificación preliminar l Desconocido 

Mejoramiento de los <---------­
procesos del aislamiento 

Purificación aislamiento 

y éaracterización <------

y fermentación 1 1 
Determinación de Evaluación 

la estructura y 

(posible modificación) Toxicología j 
Escalamiento -------.1 

Patente 

1 
Mercado 

Agencia de 

regulación 

Figura l. Esquema general para el desarrollo y obtención de 

un nuevo producto microbiano. 

Fuente: Elander, 1987. 
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Tabla l. 

Procedimientos típicos en placas para la detección de metabolítos 

microbianos 

Enzimas extracelulares. 

Ami!asa: Hidrólisis de almidón en agar simple demostrado por 

zonas claras después de la tinción con yodo. 

Proteasa:Solubilizaclón de la proteína específica del pH en 

suspensión de agar mostrada por zonas claras¡ 

licuefacción de gel de gelatina (colagenasas), 

Llpasas: Digestión de lípldos emulsivos en agar demostrado por 

zonas claras o por precipitación de Ca2
• en agar liberando 

ácidos grasos. 

Pectinasas: Licuefaclón de pectatos de gel; pectatos de agar con 

indicadores (ph S o 7) con bromuro de cetiltrimetil de 

amonio ( CTAB ) por endopoligalacturosidasa o pectato 

liasa respectivamente, la licuefaccion se denota por las 

zonas claras. 

Carboximethllcelulasa: Zonas claras en agar de carboximetil 

celulosa con CTAB ver pectinasas). 

Ce!u!asa:Aclaramiento del teñido en el agar que contiene celulasa. 

Xy!anasa:Semejante a carboxymetilcelulosa 

Ureasa: Indicador pH (rojo fenal) en agar de urea 

Nuc!easa:Precipitación de ácido nuclelco deshidrolizado (RNA, 

DNA)con HCl; fluorescencia ultravioleta del ácido 

nuclelco deshidrolizado con anaranjado de acridiila 

Fosfatasa:Agar con difosfato de fenoiftaieina combinado con 

substrato e indicador de pH. 

Inhibidores enzimáticos. 

En general, por procesos modiflcados de la misma manera 

en los casos anteriores. 

Otros metabolitos. 

Acido cítrico: Indicador pH o cubierta de papel; solubilización de 

CaC0
3 

en agar. 
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tabla 1 (continuación). 

Otros metabolitos. 

Oestrógeno (Provienen de esteroides): color rojo con 

p-nitrobenzenediazonium fluoroborato 

NAD: Bioantografía 

(auxanografía) 

usando microorganismos autótrofos 

Para otros productos: De manera similar como se ha indicado, 

Fuente: Elander, 1987. 

identificando la actividad por colores 

específicos, pH o reacciones de bioensayos. 
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tipo de la E. colL, las colonias parecen estar asociadas con la 

sensibilidad a la luz ultravioleta. Por otra parte, se ha sugerido el 

empleo de enzimas específicas para el reconocimiento de ciertos tipos 

de polisacáridos, como una posibilidad interesante para el desarrollo 

de programas de selección de microorganismos productores de 

polisacáridos extracelulares (Kldby et al, 1977). 

2.2 "SCREENING" DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE POLISACARIDOS 

Los polisacáridos obtenidos de plantas o algas marinas -también 

llamadas gomas- se han usado industrialmente desde hace varias décadas 

Sin embargo, varios factores aceleraron la búsqueda de fuentes 

alternas de producción. En la investigación continua de polisacáridos 

hidrosolubles, los polisacáridos extracelulares de origen microbiano 

proporcionaron una alternativa (Kang y Cotrell, 1979). 

Los microorganismos productores de hexopollsacárldos se 

encuentran ampliamente distribuidos en Ja naturaleza. Se encuentran en 

diferentes tipos de habitats, principalmente en donde el polisacárido 

juega un papel importante en la proliferación y/o supervivencia del 

microorganismo. Tal es el caso de superficies de adhesión, procesos de 

infección y procesos de desecación. 

Los nichos ecológicos 

vegetales enfermos, suelos, 

tractos gastrointestinales 

Patterson, 1988). 

en Jos que 

plantas de 

y habitats 

se pueden encontrar son: 

tratamientos de desechos, 

acuáticos (Wachenheim y 

El problema del aislamiento de nuevas cepas productoras de 

polisacáridos extracelulares en habitats naturales ha sido la falta 

del conocimiento de los requerimentos de crecimiento de los 

microorganismos y aquellos necesarios para la producción del 

polisacárido (Sutherland, 1983). 

Aunque existen microorganismos que producen colonias gomosas sobre 

una superficie sólida, solo una pequei\a proporción de estas producen 
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polisacáridos extracelulares en un caldo de cultivo. 

Se han reportado 

exopollsacáridos (Tabla 2). 

los microorganismos que 

varios microorganismos productores de 

Sin embargo, 

producen 

solo un número reducido de 

eficiencias de interés económico en la 

exopolisacáridos 

conversion del 

presentan 

sustrato al 

polisacárido (Margaritis y Pace, 1985). Por otra parte, solo una 

pequeña fracción de estos microorganismos producen un producto con 

propiedades de posible interés comercial (McNeely y Kang, 1973). 

Para que un polisacárido sea considerado como un producto de 

potencial aplicación industrial se ha considerado que debe de cumplir 

con las siguientes característlcas: ser hidrosoluble, producir 

viscosidad en solución, presentar propiedades reológicas interesantes, 

ser compatibles con sales, mostrar estabilidad térmlca, ácida y 

alcalina. Además, el microorganismo no debe ser patógeno y el producto 

no debe resultar tóxico (Kang et al, 1983). 

Los nuevos polisacáridos que puedan ser descubiertos deberán 

presentar las propiedades que tienen los polisacáridos que actualmente 

se emplean en la industria, o bien mostrar nuevas propiedades que sean 

útiles para su empleo en apllcaciones específicas (Wachenheim y 

Patterson, 1988 ). 

Los esfuerzos para desarrollar polisacáridos de origen 

microbianos se originaron con el descubrimiento de la dextrana, la 

cual fue empleada como sustituto del plasma sanguíneo durante la 

segunda guerra mundial. En los inicios de los años cuarentas el 

proceso fue desarrollado a nivel comercial. Actual~ente, Ja dextrana 

se produce limitadamente, solo para sus usos farmacéuticos y 

analíticos (Sutherland. ,1983). 

El segundo polisacárido microbiano obtenido por fermentación fue 

la goma xantana. En la actualidad, es el biopolímero de mayor 

importancia a nivel industrial. El éxito comercial de la goma xantana 

se debe en gran medida a la gran eficiencia con que la bacteria la 

produce y a sus valiosas y en ocasiones únlcas propiedades que 

presenta el polímero en solución. 
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Tabla 2. 

Producción de polisacáridos extraceiuiares por varios microorganismos 

Microorganismo 

Azotobacter 
vlneland!i 

Xanthomonas 
fuscans 

Alcaligenes 
faecalis 

var. mlxogenes 

Erwlnia 
tahitica 

Methilomonas 
mucose 

Meth!lomonas 
methanol i tlca 
Ml3V mutante 

Pseudomonas 
sp. 

Zymomonas 

mob!lis 

Alcallgenes 

viscousus 

Zooglea 
ramlgera 

Pseudomonas 

elodea 

Arthrobacter 
vlscousus 

Substrato 

Sacarosa 

Glucosa (27.) 

Glucosa (207.) 

Lactosa 
hidrolizada 

Metano! (4.57.) 

Metano! (0.37.) 

Sacarosa 27. 

Lactosa 
(6 7.) 

Lactosa 
(67.) 

Carbohidratos 

Lactosa 
(67.) 

Fuente: Margaritis y Pace, 1985. 
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Producto Rendimiento 

Aiginato 

bºifmero de -g u cosa,manosa 
r 1 os a.Deoxl 
manos a. 

Tipo curdlana 

Zanflo 

Polímero 
0-gl ucosa,ramnosa 
L-gl u cosa,manosa 
galactosa 

Polisacárido 

Goma PS-60 
GI u cosa 41~. 

ramnosa 30X 

Levanas 

Levanas 

Galactoglucanos 

Goma gelana 

(7.). 

5 Cultivo en 
lote. 

25 Cultivo en 
lote 

45 Continuo 

50 

No reportado 

45.2 

2 

2.5 

55.6 

Polímero de O. 7 
gala e tosa, glucosa y 
ácido glucoronlco. 



EL desarrollo de la goma xantana fue un factor importante que 

incrementó el interés en el estudio de la producción de polisacáridos 

microbianos y motivó la investigación en el campo, en los últimos JO 

años. 

La goma xantana es un heteropolisacárido que es producido por la 

bacteria Xanthomanas campestr!s. Esta bacteria presenta además, la 

particularidad de que es fitopatógena. Produce la enfermedad conocida 

como "pudrición negra11
, especialmente en la familia de las crucíferas. 

Aunque la mayor parte de los trabajos sobre la producción de goma 

xantana reportan el empleo de la cepa de colección X. campestr!s 

NRRLB-1459 de los Northern Regional Research Laboratories (Peoria, 

USA), se ha propuesto que otros pathovars de Xanthomonas campestr!s 

pueden ser empleados para la producción de la goma xantana. 

Patton y Lindblom (1962) obtuvieron una patente del proceso de 

producción del polisacárido usando otras especies de Xanthamonas. 

Recientemente, Scamparini y Rosato (1987) reportaron la producción del 

polímero con diferentes cepas nativas de Xanthamanas, Xanthomanas 

campestr!s pv. man!hatls produjo un polímero de propiedades reológicas 

interesantes. 

La evaluación de cepas nativas de Xanthomonas ofrece una 

alternativa potencial para la producción de goma xantana. Aunque se ha 

remarcado la falta de técnicas para el aislamiento de cepas, en el 

caso particular de Xanthamonas se ha reportado que la sensibilidad a 

ciertos antibióticos (como la penicilina) podría ser un criterio útil 

para la selección de buenas cepas productoras de la goma (Torrestiana 

et al, 1990). 

Por otra parte, se ha establecido que ciertas características 

del polímero extracelular que produce la bacteria (por ejemplo su 

capacidad viscosificante ) están relacionadas con la virulencia de las 

cepas ( Ramírez et al, 1988). Esto ha sugerido que la virulencia 

podría ser usada como un criterio pr1~ ~ el aislamiento de buenas cepas 

productoras del biopolímero xantana. 
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2.3. DESCRIPCION DEL GENERO Xanthomonas. 

Desde hace algunos años en la taxonomía de bacterias existe una 

tendencia hacia la disminución del número de especies de bacterias 

fltopatógenas, espe.::ialmente entre los géneros de las Pseudomonas y 

Xanthomonas. 

De acuerdo con el manual de Bergey (Buchanan y Gibbons,1974), el 

género Xanthomonas incluye alrededor de 70 especies ciertas, 158 

nominales y 44 dudosas. Las 70 especies ciertas han sido agrupadas en 

cinco: Xanthomonas campestris (con dos especies nominales), Xanthomonas 

fragariae, Xanthomonas ampe!ina, Xanthomonas albi!ineans y Xanthomonas 

axonopodis. El grupo de especies nominales de X.campestris han sido 

formalmente designado como pathovar. Debido a su poca diferenciación 

morfológica, la diferencia de este grupo se ha basado principalmente en 

la especificidad vegetal y en sus efectos sobre la planta. 

Existe una marcada diferencia en la velocidad de crecimiento en 

las especies de Xanthomonas. El grupo de X. campestris son 

relativamente de un crecimiento más rápido que las otras Xanthomonas y 

producen colonias de 1-3 mm de diámetro después de 3 a 5 días de 

incubación sobre un medio nutritivo que contenga glucosa o sacarosa. 

Las otras cuatro taxoespecies crecen más lentamente, sobre todo a 

partir de su primer aislamiento de plantas infectadas. Después de 4 a 

14 días de incubación se pueden obtener colonias de 1 mm de diámetro 

(Buchanan y Gibbons, 1974). 

2.3.1. Características morfológicas 

Se ha establecido que las Xanthomonas son microorganismos 

bacilares de 0.2-0.8 por 0.6-2.0 µm. Presentan un flagelo polar. X. 

fragar¡ae y el grupo de X. campestris estan rodeadas de una capa mucosa 

constituída por polisacáridos extracelulares. Vistas al microscopio 

electrónico se observan como en la figura 2. 

En cajas con un medio de cultivo que incluye extracto de levadura, 

las colonias se tipifican por sus características morfológicas. Se 
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Figura 2. Vista microscópica de Xanthomonas campestris pv. campestris. 
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manifiestan como colonias de color amarillo y brillantes, viscosas y 

con bordes lisos que, medidos a las 48 h de incubación (a 29°CJ, son 

de un diámetro aproximado de 4 mm. 

2.3.2. Características bioquímicas 

Las Xanthomonas son gram negativas, estrictamente aeróbicas y son 

quimoorganotótrofos. Presentan un metabolismo respiratorio en donde el 

oxígeno molecular es el último aceptar de electrones. Son catalasa 

positivas, la reacción de oxidasa es negativa o de efecto retardado 

(15-60 ). Los nitratos no son reducidos a nitritos y no producen 

acetoina o indo!. Muchas especies hidrolizan la gelatina, el almidón y 

el Tween 80 rápidamente. El sulfuro de hidrógeno es producido de Ja 

cisteina y en muchas especies puede ser generado del tiosulfato y de la 

peptona. 

Los requerimientos nutrlcionales son complejos y usualmente 

incluyen metionina, ácido giutámico y ácido nicotínico en varias 

proporciones. El contenido G + C en el DNA de 29 especies nominales de 

X. campestris se encuentran en el rango de 63.5 - 69.2 mol 7. y para 

otras especies de 63.9 71.6 mol 7.. La temperatura óptima de 

crecimiento se encuentra entre 25 y 29°C. Ninguna crece a 5°C, muchas 

crecen a 7°C pero algunas son incapaces de crecer a 9°C. Todas crecen a 

30°C. El crecimiento en un medio con agar es usualmente de color 

amarillo. 

Las Xanthomonas son de lento crecimiento y poseen un DNA con el 

siguiente porcentaje de G + C: X. a!b!!!neans 63.l - 63.5; X. ampe!!na 

66.9; X. axonopodis 62.6 - 62.4 y X. fragarie 62.6. 

No se han observado fimbrias en las células bacterianas, con la 

excepción de X. manihot!s. En X. manthotls y X. albtltneans se han 

formado en un medio con poly-13-hidroxibutirato (Buchanan y Glbbons, 

1974). 

Las características bioquímicas que dlferencían a las especies del 

género Xanthomonas se presentan en la tabla 3. 
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Tabla 3. 

Caracteres diferenciales de las especies del género Xanthomonas 

(1) (2) (3) (4) 

Desarrollo a 35 ºe +ª + + 

Hidrolisls de esculin b + + + 

Crecimiento mucoide sobre 

agar glucosado + + 

Licuefacción de gelatina + + dª 

Proteólisis de la leche + 

Peptona con agua + 

Ureasa 

Tolerancia al NaCl.7. 2.0-5.0 0.5-1.0 <0.5 

Producción de ácidoº 

Arabinosa + 

Glucosa + + + 

Manosa + + + 

Galactosa + d 

Trehalosa + 

Celoblosa + 

( + ª¡ El 907. o más son positivos en esta característica. 

( -) El 907. o más son negativos en esta característica. 

+ 

+ 

+ 

1.0 

+ 

+ 

( d) algunas (menos del 907.) son positivos. otros negativos. 

b Algunas reacciones retardadas 

(5) 

a -

d 

+ 

1.0 

+ 

+ 

c Durante 21 días por los métodos de Oye (1962)(Citado en Buchanan y 

Gibbons, 1974). 

(1) X. campestr!s, (2) X. fragar!ae, (3) X. albilineans, (4) X. 

axonopod!s, (5) X. ampe!!na. 

Fuente: Buchanan y Gibbons, 1974. 
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2.3.3. Pigmentación 

El pigmento amarillo de 19 miembros del grupo de Xanthomonas se ha 

caracterizado como un carotenolde no soluble al agua. Es soluble en 

eter de petróleo, metano! y benceno y tienen su máximo de absorción en 

el metano! en los 420, 441, y 468 nm de longuiturl de onda. En el eter 

de petróleo tiene un espectro de absorción con un máximo a 418, 437 y 

463 nm (Starr et al, 1977). 

Los pigmentos son ésteres de metll-arilpolieno-bromado 

(xanthomonadinos). Se ha asumido que los areloctanos bromados 

constituyen los pigmentos específicos del grupo en el género 

Xanthomonas. No se conoce que los pigmentos de este tipo ocurran en 

otras bacterias. Dentro del género, existen cepas albinas que no 

sintetizan el pigmento. Algunos aislamientos de X. recLnL son 

pigmentadas y otras no. Se ha encontrado variaciones similares en X. 

uppa!!í, X. zaderachtal. Los aislamientos de X. manLhotis y X. pedaLLL 

no presentan pigmentos (Buchanan y Glbbons, 1974). 

Algunos miembros del grupo X. campestrls producen un pigmento café 

que se difunde en el medio de cultivo.. Una alta concentración de 

glucosa en el medio de cultivo produce inhibición de la producción del 

pigmento, aparentemente por el efecto de represión de la glucosa en la 

síntesis d secreción de la tiroslnasa ó enzimas relacionadas (Buchanan 

y Gibbons, 1974). 

2.3.4.Patogenicidad 

Se ha reconocido que todas 

patógenas a las plantas. Se les 

las especies de Xanthomonas son 

puede encontrar asociadas en las 

plantas o con el material vegetal y aún no se han confirmado otros 

hábitats (Buchanan y Gibbons, 1974). 

Muchas especies causan enfermedades relacionadas con el sistema 

vascular, pero otras especies de Xanthomonas producen enfermedades en 
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el parénquima. En la tabla 4 se presenta un compendio de las 

principales enfermedades ocasionadas por las especies de las 

Xanthomonas, el hospedante, asf como los síntomas que se presentan. 

2 .• 4. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL POLIMERO EXTRACELULAR QUE 

PRODUCE X. campestr!s. 

Una gran proporción de especies del género Xanthomonas producen 

polisacáridos. La naturaleza mucolde de las colonias es una función de 

la producción extracelular del polisacárido, las cuales 

de alta viscosidad. 

dan soluciones 

Nueve de doce Xanthomonas estudiadas se ha reconocido que producen 

polisacáridos, Jos cuales están constituidos principalmente de ácido 

glucorónico, glucosa y manosa. Dos especies de Xanthomonas no producen 

cantidades apreciables de polisacáridos (tabla 5 J (Gorin y Spencer, 

1961). 

Aunque se ha estudiado la constitución de los exopolisacaridos, 

solo el polímero que produce Xanthomonas campestr!s pv campestr!s ha 

sido estudiado y caracterizado. El polímero que produce X. campestr!s 

pv campestr!s se ha reconocido como un heteropolisacárido de origen 

extracelular, polianlónico y de alto peso molecular (Cottrell y Kang, 

1978). 

La estructura del polisacárido ha sido propuesta por Jansson et 

al. (1975). Es un polímero ramificado constituido por unidades 

monoméricas repetidas que contienen dos unidades de /3-D glucosa,dos de 

D-manosa y una unidad de ácido glu.corónico y cuya relación molar es de 

2.8:3:2. La molécula presenta ademas sustituyentes de ácido pirúvico y 

residuos 0-acetálicos en diferentes proporciones. 

La cadena principal está formada por monómeros de (3-D-glucosa 

unidos con enlaces gllcosídicos f3 (1,4). La cadena lateral ramificada 

está integrada por el monosacárido D-manosa unido a la glucosa con un 

enlace glucosídico (1,3), la cual a su vezestá unida con el (3-D ácido 

g!ucorónlco por un enlace f3 (1,2). El ácido glucorónlco está unido con 
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Tabla 4. 

Principales enfermedades producidas por Xanthomonas. 

ENFERMEDADES VASCULARES 

PATOGENO HOSPEDANTE 

X. campestris pv. Cruciferea 

campestris 

X. campestris pv. Hyacinthus 

hyacínthi orientalus 

X. campestris pv. Armoricae 

armorlcae rusticana 

lberis 

amara 

Frijol 

X. campestris pv. Methiola 

incanae Sp. 

X. campestris pv. Caf\a de 

vasculorum azúcar 

Palma royal 

Dyctiosperma 

al bum 

20 

ENFERMEDAD SINTOMAS 

Pudrición negra Enegreclmiento de 

venas. Clorosis en 

forma de V. 

Amarilla del 

Jacinto 

Gomosa de la 

caf\a de azúcar 

Pudrición de bulbo 

puntas de las hojas 

decoloradas, 

cafés, 

inflorescentes. 

Manchas foliares, 

verde obscuro, 

tornándose café con 

bordes negros. 

En hojas maduras 

cercanas al suelo 

se presentan áreas 

verdes obscuras 

lineales al tallo 

principal. 

Franjas amarillas 

pálidas cafés en 

las hojas y en 

algunas especies 

de la planta se 

tornan rojas. 



Tabla 4 (continuación) 

ENFERMEDADES VASCULARES 

PATOGENO HOSPEDANTE 

X. campestris pv. Arttculum 

nigromaculans lappa 

X. campestris pv. Papaver 

papavericola orienta le 

X. campestris pv. Gladiola 

gummisudans 

X. campestris pv. Prunus sp. 

prunl 

ENFERMEDAD SINTOMAS 

Manchas angulares 

de color negro en 

las hojas. 

Manchas negras. 

Roya bacteriana Manchas rectangula-

de la gladlola res verdes obscuras 

Mancha bacteria- En frutos y hojas 

na del durazno manchas, en brotes 

y ciruelo lesiones rugosas. 

X. campestris pv. Cassava man!- Manchas de la Manchas circulares 

amarillo café, 

venas decoloradas. 

cassava hotts utllyssima hoja 

X. campestris pv. Pelargonio 

pe largo Geranio 

X. campestris pv. Corylus 

corylinia 

21 

Manchas foliares, 

pequeñas, cafés; 

redondas ó angula­

res. Necrosis. 

Mancha angular 

negra en brotes 

y hojas. 



TABLA 4 (continuación) 

ENFERMEDADES PARENQUIMATOSAS. 

PATOGENO HOSPEDANTE 

X. campestris pv. Citricos 

citri 

X. campestris pv. Juglandis sp. 

jugland!s 

X. campestr!s pv. Malva 

maLvacearum 

Algodón 

X. campestris pv. Cebada, trigo 

translucens y centeno 

22 

ENFERMEDAD SINTOMAS 

Cáncer del En frutos maduros 

cítrico 

Tizón del nogal 

Mancha angular 

"Blackarn" 

Pudrición del 

algodón. Roya 

bacteriana del 

algodón 

se observan costras 

cafés rodeados por 

márgenes cafés 

obscuro brillante. 

Manchas negras 

irregulares en 

hojas y peciolos, 

en frutos manchas 

negras. 

Manchas foliares 

café obscuro 

Tallo con manchas 

negras. Bollo 

(cápsula) con 

manchas negras 

verduscas. 

Franja bacteria- Hojas en franjas 

na de la cebada,. translúcidas. Es-

trigo y centeno. 

Paja negra del 

centeno 

piga amarilla que 

se torna café. 

Con en exudado bac­

teriano se forman 

incrustaciones ama­

rillas. 



Tabla 4 (continuación) 

.ENFERMEDADES PARENQUIMATOSAS 

PATOGENO 

X. campestris 

pv vesicatoria 

X. campestris pv. 

ric!n!co!a 

X. campestris pv. 

begoniae 

X. campestris pv. 

phaseoli 

X. albilineans 

X. axonopodis 

Fuente: Agrios, 1978 

HOSPEDANTE 

Tomate 

Pepino 

Ricinus 

communis 

Begonia soco-

trance 

Begonia degrei 

ENFERMEDAD 

Mancha 

costrosa 

del tomate 

y pepinos 

Phaseolus vu!ga- Roya del frijol 

ris 

Caña de azúcar 

Axonopus 

scobarius 

23 

Gomosa Java 

Gomosis pasto 

de forraje 

SINTOMAS 

Costras y manchas 

hojas, tallos y 

frutos de color 

café, negro con 

bordes amarillos. 

Manchas cafés en 

hojas. 

Manchas en hojas 

y marchitamiento. 

Manchas foliares 

U neas blancas 

con zonas 

amarillas que 

se vuelven rojas. 

Tallos prematura­

mente elongados, 

hojas con franjas 

blancas, amarillas 

con líneas rojas. 



Tabla S. 

Constitución de diferentes tipos de polisacáridos producidos por las 

diferentes especies de Xanthomonas. 

CONSTITUCION DE POLISACARIDOS 

Acido aldobiurónico 

glucosa, manosa 

X. campestris 

X. caro tal 

X. h!jacinthi 

X. macu!ofo!iigarden[ae 

X. malvacearum 

x. phaseolí 

X. translucens 

x. vLgn!co!a 

Acido aldobiurónio 

galactosa, glucosa 

X. vesicatoria 

Fuente: Gorin y Spencer, 1961. 

24. 

No producen 

polisacáridos 

X. betlcola 

X. vasculorum 



la 13-D manosa terminal por un enlace (3 (1,4). La cadena lateral está 

unida al tercer carbón de la glucosa, en forma alterada en la cadena 

principal. 

En la D-manosa inicial de la cadena ramificada se encuentra unido 

un grupo acetilo en la posición del sexto carbono. La mitad de los 

residuos terminales de la (3-D manosa se encuentran unidos 

cetálicamente a un residuo de ácido pirúvico en el cuarto y sexto 

carbono de la manosa. En la figura 3 

monomérica de la xantana. 

se esquematiza la unidad 

La manera en que está conformado el polímero ha sido el motivo 

más importante de su resistencia al ataque enzimático y de sus 

propiedades físicas, químicas y reológicas (Kelco,1981). 

2.5. BIOSINTESIS 

La biosíntesis del polímero es un área que ha sido relativamente 

poco explorada. Los reportes de la literatura se basan en una ruta 

propuesta por lelpi y colaboradores (Betlach et a!, 1987). En esta 

ruta (figura 4 ), las unidades pentaméricas repetidas son 

ensambladas sobre un acarreador, que es un lípido isoprenoide, 

representado en este caso como CSS. Los cinco azúcares son donados por 

azúcares nucleotídicos fosfatados, vía la enzima específica 

5-glicosiltransferasa. Las unidades repetidas son acetiladas por una 

enzima específica, la acetilasa, utilizando acetil-coenzima-A como 

sustrato donador. Estas cadenas también son piruviladas por una 

catalasa especifica utilizando fosfoenolpiruvato. 

Para la polimerización, se cree que la molécula activada de la 

xantana se ensambla a las unidades repetidas mediante el lípido. 

Posteriormente, el lípido acarreador se desprende de la molécula y es 

reciclado mediante una etapa de desfosforila!"ión. Finalmente el 

polímero es liberado fuera de la célula. 

Betlach y colaboradores (1987) realizaron estudios bioquímicos y 
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Figura 3. Estructura primaria 

et al, 1975. 

acuerdo a Jansson de la goma xantana de 
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p ~PUDP-@ 

1\;55-P C55-P~~UDP-@ 

/ r-:--uop 
C55-PP C55-PP~ t Yñt'----- GDP-@ 

C55-PP-iG º§íl F • GDP Ac- M C55-PP-@ G 

Pyt=~ n C55-P -@ G M UDP-@) 

C55-PP1~§olíllm7-ep~~~:::_M 
Pyt=@-. \ 

n ~cetll CoA (Acetllasa) 

PEP (Cetalaso) 

Figura 4.Ruta de la biosíntésis de Ja goma xantana. 

UDP-G=Uridina 5'-Difosfoglucosa; GDPM= Guanidina 5'Difosfomanosa; 

UDP-GA= Uridina 5' Acido Difosfoglucoronico; GC= Celobiosa; CSS= 

Acarreador Lípido lsoprenoide; PEP= Fosfo(enol) piruvato; Acetil CoA= 

Acetil coenzima A; 1-V= Glicosil Transferasas 1-V; Ac= Acetato y 

PYR= Piruvato. 

Fuente: Betlach et al, 1987. 
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genéticos sobre la biosíntesis de la goma y descubrieron que mediante 

mutaciones en el genoma de X. campestris es posible obtener diferentes 

variedades de goma, compuestas por unidades repetidas de trlsacáridos 

que podrían llegar a formar una familia de "xantanas" 

2.6. Función biológica del polisacárido extracelular que produce 

Xanthomonas campestris 

Los polisacáridos extracelulares desempeñan funciones importantes 

para las células microbianas así como en la interacción de los 

microorganismos con su alrededor. Sirven como barreras de protección 

ante condiciones ambientales desfavorables, mantienen la humedad del 

microorganismo en su microambiente¡ funcionan como barrera física 

contra bacteriófagos y proporcionan protección a fagocitosis y ataques 

amlbianos (Powell, 1979l. 

En cuanto a la interacción de microorganismos con su medio 

ambiente, Sutton y Williams 0970) demostraron que el polisacárido 

extraceiular que produce Xanthomonas campestris en un medio de cultivó 

en el laboratorio es el mismo que produce en el tejido vascular de la 

planta infectada. 

Se ha planteado que puede existir un cierto reconocimiento 

molecular, que ayude a la bacteria a acoplarse dentro del hospedero. 

Este reconocimiento puede estar determinado por la composición del 

exopolisacárido que produce la bacteria y de un área particular de las 

células de la planta. 

Bajo condiciones fisiológicas, el polímero extracelular muestra 

evidencias de interacción molecular con las 

interacción galactomanana-xantana, involucra la 

galactomananas. 

asociación de 

La 

las 

regiones no substituidas de las mananas en la galactomanana con la 

forma ordenada de la xantana ( figura 5 ). 

Estudios de rotación óptica y difracción de rayos X del proceso de 

interacción galactomanana-xantana han mostrado que los geles se forman 

como resultado de la interacción. Además,en conjunto con la 

galactomananas, la goma xantana pres.enta un Incremento sinérgico en la 

28 



Región substituida Columna no suOOtituida 

Frlo 

Calor 

Xantana Forma 
ordenada 

Asoclaci6n 
forma desordenada 

Figura S. Representación esquemática de la Interacción de la goma 

xantana con la galactomanana. 
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viscosidad ( esto es, que la viscosidad de la mezcla es mayor que la 

suma de las viscosidades de cada uno de los componentes ). 

Se cree que el significado biológico de estas interacciones está 

relacionado con los daños provocados por la bacteria en el tejido de 

las hojas de las crucíferas, las cuales presentan una pared celular 

constituida de celulosa y galactoglucomananas. Además, este tejido 

vegetal contiene elementos fibrilares embebidos en una matríz amorfa o 

de hemicelulosa que puede incluir ciertos elementos de forma ordenada 

así como sustancias pépticas (Bacon, 1979). 

2.7. PRODUCCION DE LA GOMA XANTANA POR FERMENTACION. 

La goma xantana es un polisacárido que se produce durante la 

fermentación de un carbohidrato con cultivos puros de Xanthomonas 

campcstris.La producción se realiza en tanques de fermentación que han 

sido previamente esterilizados e inoculados, y que están dotados de 

suministro de aire estéril y de agitación mecánica. 

El diagrama de flujo del proceso típico se 'presenta en la figura 

6. Este proceso consiste de varias etapas, las cuales se describen a 

continuación: 

a) Microorganismo. 

Xanthomonas campestris es la bacteria que representa el centro del 

proceso de producción y se ha establecido como uno de los aspectos 

críticos del proceso (Galindo, 1985). La bacteria presenta la 

característica de ser inestable genéticamente( Cadmus et al, 1976). 

Esta característica genotípica puede conducir a la "degeneración 

celular" y a ocasionar cultivos que pierden la capacidad de producción 

de la goma e inclusive la pérdida de la viabilidad. Por estas razones 

es importante mantener Jas características de la cepa en el corto, 

mediano y largo plazo. Es fundamental garantizar que la bacteria 

preserve las características de producción, mediante métodos idóneos 

(Salcedo et al, 1992). Es importante tener un control de calidad de las 
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Eliminación 
de aguo 

Figura 6. Diagrama de flujo típico del proceso de producción de goma 

xantana. 
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cepas empleadas para asegurar el éxito de la fermentación y 

consecuentemente de la producción de goma. 

Entre los criterios "de calidad" que se han propuesto se 

encuentran: aspectos morfológicos, sensibilidad a fármacos (Torrestiana 

et al, 1990 ; Marquet et al, 1989; Tait et al, 1986), la virulencia 

fitopatológica (Ramírez et al,1988), pruebas bioquímicas (Quintero et 

al, 1984 a, b), pruebas denominadas "de producción" en matraces 

agitados (Calinda et al, 1992 ). 

b) Desarrollo de inóculos 

Una vez evaluada la cepa y satisfechos los requerimentos de control 

de calidad de la cepa, se procede al desarrollo del cultivo para su 

empleo como inóculos para los tanques semllla. El medio de cultivo que 

se emplea en este paso tanto en los inóculos como en los tanques 

semillas es un medio rico y complejo. Está diseñado únicamente para la 

generación de la biomasa microbiana. 

El cultivo se inicia en matraces agitados e incubados por 48 h, 

posteriormente estos inóculos se transfieren en un 5 a 10 7. en 

volumen ) a Jos tanques semilla. En fermentadores, la producción de los 

inócuJos dura entre 12 y 24 horas. 

d) Fermentación 

El proceso de fermentación se lleva a cabo en tanques equipados 

con suministro de aire estéri 1, agitación mecánica con impulsores cuya 

geometría permita la eficiencia en Ja transferencia de oxígeno y el 

mezclado , control de temperatura y de pH (Galindo, 1985). 

El medio de cultivo que se emplea en esta etapa es un medio 

químicamente definido. Está diseñado de tal manera que satisface los 

requerimentos para la producción de biomasa pero principalmente para 

maximizar la produccion de la goma. 

El medio de cultivo se compone principalmente de una fuente de 

carbono. Se ha reportado que la glucosa o la sacarosa son las mejores 
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fuentes de carbono. A concentraciones del 4 7. se pueden obtener los 

mejores rendimientos del polímero (Souw y Demain, 1979). En 

concentraciones mayores de 50 g/L se observa un efecto de inhibición 

tanto en el crecimiento como en la producción de goma (Funahashi et al, 

1987). 

Se ha indicado que las mejores fuentes de nitrógeno son el nitrato 

de sodio y el nitrato de amonio, debido a que producen mejores 

rendimiento (Souw y Demain, 1979). Se han empleado además otras fuentes 

de carbono complejas como las vinazas, la peptona, el licor de maiz, 

harina de semillas de algodón y extractos de plantas (Cadmus et al, 

1971; Moraine y Rogovin, 1971 y 1973; Souw y Demain, 1979; Patton y 

Dugar, 1981). El medio de cultivo contiene además fósforo, sales 

minerales y elementos trazas. 

Durante el proceso de fermentación, el pH del medio decrece debido 

a la formación de ácidos. Si el pH del medio alcanza un valor de 5, la 

producción de goma decrece drásticamente. Un pH neutro permite que la 

síntesis de la goma continuc hasta que la fuente de carbono se agote, 

indicando el término de la fermentación (Moraine y Rogovin, 1971). 

En el transcurso de la fermentación el caldo se vuelve mas 

pseudoplástico y se va incrementando la viscosidad. El incremento en 

la viscosidad del caldo de fermentación trae como consecuencia 

problemas en la transferencia de masa. Ocasionados por un mezclado 

deficiente (Galindo , 1985). 

La fermentación puede durar entre 50 y 70 horas, la concentración 

de polímero que se puede alcanzar al final de la fermentación se 

encuentra entre 18 y 25 g/L, con viscosidades aparentes en el caldo de 

fermentación de 7. 000 a 20, 000 cps. 

d) Esterilización 

Una vez finalizada la fermentación se procede a la esterilización 

del caldo de fermentación. Este proceso se realiza con dos finalidades: 

Ja de eliminar la bacteria y la de mejorar las características 

reológicas de la goma en solución. 
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e) Recuperación de la goma 

La goma se recupera del caldo de fermentación mediante la 

precipitación con alcohol. Dependiendo del uso final de la goma se 

puede emplear alcohol etílico o isopropílico. 

f) Eliminación de agua 

Este paso se realiza con el fín de eliminar el exceso de 

agua-etanol mediante la centrifugación o mediante filtros. 

g) Secado 

Las fibras deben ser secadas para mejorar la manipulación de ellas 

y se recomienda un nivel máximo del 10 7.. Se recomienda el uso de 

secadores de charolas. 

h) Molido 

La reducción del tamaño de partícula se realiza para mejorar la 

dispersabilidad del polímero en la solución acuosa. Para esto se 

emplean molinos que proporcionen una adecuada distribución del tamaño 

de la partícula. 

2.9. IMPORTANCIA INDUSTRIAL DE LA GOMA XANTANA 

La goma xantana, al igual que las gomas naturales, sintéticas o 

semisintéticas, se usan extensivamente en la industria. Esto se debe 

principalmente a su capacidad de alterar las propiedades de flujo del 

agua ya sea como viscosificante, gelificante, texturizante o como 

agente suspendedor. Las principales aplicaciones comerciales de la goma 

xantana se encuentran en la industria alimentaria y en la industria 

petrolera. 
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En la industria petrolera se destaca su empleo en la formulación de 

lodos de perforación , lodos de reparación y lodos de t2rminación de 

pozos petroleros. Se usa como agente controlante de la mobilidad en la 

recuperacón asistida de petróleo (Sandvic y Maercker, 1977; Paul et al, 

1986). 

En la industria alimentaria se ha empleado por su capacidad de 

suspensión, estabilidad térmica y química, por tener un elevado 

poderviscosificante y por las propiedades pseudoplásticas 

{"adelgazantcs") de sus soluciones. 

Las principales aplicaciones de la goma xantana en la industria 

alimentaria son: como aditivo en pastelería, alimentos enlatados, 

bebidas, alimentos congelados, jugos de frutas, aderezos, sazonadores, 

salsas, mayonesa, jarabes, entre otros. En este sector la goma xantana 

tiene especial aplicación, esencialmente porque imparte a los productos 

elaborados mejor calidad en su sabor, consistencia, olor y gusto al 

paladar. También producemejoras en su proceso de elaboración. Las 

soluciones viscosas de goma xantana. presentan elevada estabilidad a la 

temperatura, pH y concentración de sales. además de ser compatibles con 

una gran variedad de sales (Kennedy y Bradshaw, 1984). 

Las aplicaciones industriales son numerosas. En la industria textil 

se emplea para evitar que se corran los colorantes¡ en la agroindustria 

se utiliza como agente que permite suspender y aplicar adecuadamente 

agroquímicos (tales como herbicidas, fungicidas, etc.), en cerámica se 

usa para suspender los componentes de los barnices; se emplea como 

aditivo en agentes limpiadores para prolongar el tiempo de contacto, 

corno base para explosivos y como aditivo en adhesivos (Galindo, 1985). 

En la industria farmacéutica se aplica como agente suspender de 

medicamentos y como texturizador de medicamentos (Galindo, 1985). 
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CAPITULO 3 

MATERIALES Y METODOS 

Los reactivos, el equipo y Jos medios de cultivo que se emplearon para 

la realización del presente trabajo se describen en el anexo l. 

3.1. Estrategia experimental 

La estrategia experimental en el desarrollo del presente trabajo 

se esquematiza en la figura 7. Debido a Ja época en el que se inició el 

presente estudio (primavera), se procedió inicialmente al estudio de 

17 aislamientos de Xanthomonas campestris de la coleccion de bacterias 

fitopatógenas del Dr. Leopoldo Fucikovski del Colegio de Posgraduados. 

Posteriormente se llevó a cabo un muestreo en el estado de Colima. 

y el material foliar fue procesado para la obtención de las cepas 

(figura 7). Se obtuvieron cerca de 30 cepas. Las cepas presentaban 

características morfológicas que sugerian Ja producción de goma. Se 

evaluó la producción de en fermentaciones desarrolladas en matraces 

bafleados. Sin embargo, estas cepas no produjeron goma en cantidades 

apreciable (datos que no se presentan en el este estudio). 

Posteriormente. se evaluó la producción de goma en un fermentador 

de 2 L de cinco de las cepas nativas más prometedoras. 

El procedimiento experimental que se siguió para Ja selección de 

las cepas nativas de Xanthomonas se presenta en la figura 8. La 

selección de las cepas se realizó en base a "pruebas de producción11 de 

goma, desarrolladas mediante fermentaciones en matraces bafleados y con 

el medio de producción reportado por Quintero et al (1984 b). Al final 

de la fermentación se determinó la viscosidad del caldo de 

fermentación, se precipitó la goma, la cual se secó y se molió. Se 
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Figura 7. Estrategia general en el desarrollo de este trabajo. 
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Figura 8. Estrategia experimental realizada en la selección 

de cepas nativas de Xanthomonas campestrts. 
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evaluó la reología del polímero y los polímeros fueron analizados 

mediante espectroscopia de infrarrojo (figura S). 

Para la caracterización de las cepas nativas, se realizaron 

fermentaciones en un tanque de 2L (figura 9). Las fermentaciones se 

efectuaron con dos medios de producción. La diferencia en su 

composición fué básicamente la fuente de nitrógeno: en uno se usó 

peptona y en el otro sulfato de sodio. El ajuste de pH se realiza con 

Hidróxido de amonio e Hidróxido de potasio para cada medio respectivo. 

Durante el transcurso de la fermentación se tomaron muestras 

periódicamente con el fin de determinar Ja cinética de producción de la 

goma (figura 9). 

Al término de la fermentación se determinó Ja viscosidad del caldo 

de fermentación. Se realizó el tratamiento enzimático para eliminar 

células y posteriormente se llevó a cabo el tratamiento térmico. Se 

precipitó la goma y las fibras se sometieron a dos lavados, con el fin 

de eliminar sales y restos celulares que pueden coprecipitar con la 

goma. Las fibras se secaron y se molieron. Cada polímero se evaluó 

quimicamente y sus soluciones se caracterizaron reológicamente (figura 

9). 
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Caracterizacion de cepas nativas de Xanthomonas 
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Figura 9. Estrategia experimental de la caracterización de 

cepas nativas de Xanthomonas. 
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3.2. CEPAS. 

Se empleó la cepa Xanthomonas campestris E2-CEINGEBI/UNAM como un 

cepa control para la comparación de la producción de goma. Esta cepa 

fue obtenida de la cepa NRRL B-1459 de la NRRL (Northern Regional 

Research Laboratories, USA.). La cepa fue obtenida mediante un programa 

de almacenamiento y selección. Presenta características que la hacen 

que se le considere como una subcepa de la original (Galindo et a!, 

1992). 

Los aislamientos de Xanthomonas campestrls que fueron evaluados 

se presentan en la tabla 6. En esta misma se indica el pathovar, el 

hospedero, la ubicación y el año en que fueron obtenidos. 

Nueve de las cepas de Xanthomonas campestris pertenecen al 

pathovar (pv.) campestris, dos al pv. juglandis, una al pv. manihotis, 

y una al pv. prun!. En cuatro de estas se desconoce el p•t. al que 

pertenecen, por lo que fueron identificadas arbitrariamente con los 

números 10, 11, 12 y 13. De acuerdo con sus características 

morfológicas, las cepas pueden agruparse dentro del género de las 

Xanthomonas (Tabla 7). 

Las cepas evaluadas fueron obtenidas de la colección del 

laboratorio de Fitobacterias del Departamento de Fitopatología, del 

Colegio de Posgraduados (Mont~cillos, Texcoco). 

3.3. METODOS. 

3.3.1. Tecnicas analíticas 

3.3.1 . 1. Determinación de azúcar residual 

Determinación de glucosa 

La determinación de glucosa se realizó mediante el kit del método de 

Merck test. La determinación de glucosa por este método se encuentra 

descrito en cada kit. 
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Tabla 6 

Principales pathovares y origen de las cepas de Xanthomonas campestrLs, 

empleadas en este trabajo 

. 
Notación Pathovar Hospedero Estado Año 

campestrLs Brassica aleraceae México 1984 
var. capltata 

2 campestrLs Brassica oleraceae México 1984 
var. capltata 

3 campestrLs Brassica oleraceae 
vnr, cap 1 tata 

México 1984 

4 campestris Brassica oleraceae 
var. capltata 

México 1984 

5 campestrLs Brassica oleraceae México 1984 
var. capltata 

6 campestrLs Brassica oleracear México 1984 
var. capltata 

7 campestrLs Brassica oleraceae 
var. capltata 

México 1984 

8 campestris Brassica oleraceae México 1984 
var. capltata 

9 campestrLs Brassica oleraceae 
var, cap 1 tata 

México 1984 

10 ? Citrus aureantifolta Colima 1985 

11 ? CLtrus aureantLfolta Colima 1985 

12 ? CLtrus aureant!folta Colima 1985 

13 ? Citrus aureantifolta Colima 1985 

14 jugtandis Juglandis sp. México 1983 

15 juglandLs Juglandis sp. Tabasco 1983 

16 manihotLs Morelos 1985 

17 pruni Prunus sp. Morelos 1982 

• Esta es la notación que se empleará en el capítulo 6. 
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Tabla 7 

Características morfológicas de los diferentes pv. de Xanthomonas 

campestris 

Cepa (pv) 

1-10 (campestr!s) 

14-15 (jug!and!s) 

16 (manlhotis) 

17 (prun!l 

10 (?) 

11 (?) 

13 (?) 

12 (?) 

Características de las colonias 

Tipo 

Viscosa, convexa 

bordes lisos 

Viscosa, convexa 

bordes lisos 

Viscosa, 

convexa, 

bordes lisos 

Viscosa, 

convexa, 

bordes lisos 

Viscosas 

convexas 

bordes lisos 

Viscosa, poco 

convexa 

bordes lisos 

Color 

Amarillo 

brillante 

Amarillo 

brillante 

Crema 

brillante 

Amarillo 

brillante 

Amarillas 

brillantes 

Amarillo 

opaco 

Diámetro• 

(cm) 

0.2 - 0.4 

0.3 - 0.4 

0.3 - 0.4 

0.4 

0.1 - 0.3 

o.os - 0.1 

• Determinados en cajas petri con medio YM, a las 48 h de incubación. 
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3.3. l .2 Determinación de sacarosa (Metodo DNS, /3-fructosidasa) 

La sacarosa, o azúcar de caña, es un disacárido compuesto de 

glucosa y fructosa. A diferencia de muchos disacáridos y 

oligosacáridos, la sacarosa no contiene átomo de carbono anométrico 

libre. La sacarosa. por tanto, no experimenta mutarrotación ni 

reacciona con la fenilhidracina para formar osazonas y no es un azúcar 

reductor. Sin embargo, presenta la ventaja que se hidroliza con mayor 

facilidad que otros disacáridos. 

Este método se basa en la hidrólisis enzimática del disacárido 

para producir una molécula de glucosa y una de fructosa. El 

monosacárido se cuantifica colorimétricamente a una longitud de onda de 

540 nm después de la adición del reactivo cromogénico. 

Los detalles de esta técnica se encuentra descritos por Galindo et 

al (1986). 

3.3. l .3 Determinación de radicales acetilos 

Reacción acida hidroxámica (Me Comb y Me Cready, 1957) 

Esta técnica se basa fundamentalmente en la determinación 

calorimétrica del ácido acctohidraxámico que se forma por las 

siguientes reacciones: 

o o H 
e-o- CH3 

11 

~ -O 3n NH20H +2n CH3CONHOH o ~ o 
o ow o CH 3 OHn 

o H OH ·11 

O=C-CH 3 n n 
Carbohidrato Carbohidrato Acldo 

acetllado acldo Hldroxlmtco Hldroxa'mlco 
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A temperaturas bajas, el grupo éster del carbohidrato con la 

hidroxilamina alcalina produce ácido hidroxámico. El carbohidrato ácido 

hidroxámico forma con los iones férricos un complejo insoluble. Cuando 

el ácido acetohidroxámlco 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 

acetilc.dos. 

La manera de preparar los reactivos y la descripción detallada de 

la técnica ha sido publicado por Me Comb y Me Cready (1957) y por 

Ramírez (1987). 

3.3.1.4. Determinación de ácido pirúvico 

El ácido pirúvico se determina enzimáticamente, mediante el 

decremento en la absorbancia a 340 nm por el NAD+ formado cuando se 

reduce una mol de piruvato al lactato, en presencia de la enzima 

lactato deshidrogenasa: 

Lactato 
dcshldrogenaaa 

NADH -> NAD > 

CH 
',3 

H - <;: - OH 

too 

La forma detallada de llevar a cabo esta técnica se encuentran 

descritas en las publicaciónes de Hadjivassiliou y Rieder (1968) Y de 

Ramírez (1987). 

3.3.1.5. Determinación de humedad 

La determinación de humedad se realizó como lo ha descrito Galindo 

et al (1986). 
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3.3. i .6. Determinación de cenizas 

La determinación de las cenizas se realizó como se describe en Ja 

referencia de Galindo et al (1986). 

3.3.1.7. Determinación de nitrógeno 

La determinación del nitrógeno se realizó mediante la técnica del 

Micro Kjeldahl. El procedimiento detalladose puede consultar en el 

reporte de Galindo et al (1986). 

3.3.1 .8. Espectroscopia de infrarrojo. 

Cada polímero fue analizado mediante espectroscopia de 

infrarrojo, mediante el método de la pastilla de bromuro de potasio. 

Detalles de la técnica se encuentran 

(Ramírez et al, 1988). 

3.4. METODOLOGIAS GENERALES 

descritos en la literatura 

3.4 .'!. Conservación de las cepas en tubo inclinado con agar suave 

l. Preparar un tubo con 20 mL del medio YM y dejar que 

solidifiquen en posición inclinada. 

2. Preparar 5 mL del medio YM agar suave (0.8 7.) y esterilizar. 

3. Agregar 5 mL de agar suave al tubo Inclinado y dejar solidificar en 

posición inclinada. 

4. Tomar 3 azadas de la muestra y estriar sobre el agar suave del tubo. 

S. Incubar a 29°C durante 48 h. 
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3.4.2. Determinación de biomasa CD.O.) 

a) En un matraz aforado de 50 mL se pesa 1 g del caldo de fermentación 

(antes del tratamiento térmico) se afora y se agita. 

b) La densidad óptica se lee en el espectofotómetro a 565 nm. de 

absorbancia, utilizando agua destilada como blanco. 

c) Se toman 5 mL de ésta muestra y se centrifuga a 5000 rpm durante 

20 minutos. 

d) El sobrenadante se lee en el espectofotómetro, como se indica en el 

paso b. 

e) A ésta lectura se Je resta Ja primera y el resultado representa Ja 

densidad óptica debido a las células bacterianas. 

3.5. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

3.5. l. Pruebas de producción en matraz bafleado 

a) Se siembra la bacteria en un matraz de 250 mL que contenga 50 mL de 

medio YM estéril. 

b) Se deja crecer durante 48 h a 29°C y 200 rpm. 

e) Se toma una azada de inóculo y se estría en cajas con medio YM 

sólido para corroborar que el inóculo no se encuentre contaminado. 

d) Al inóculo del matraz Erlenmeyer se transfieren 10 mL en un matraz 

bafleado de 500 mL que contiene 100 mL de medio de producción. 

e) Se incuba a 29°C por 48 h a 200 rpm y se repite el paso c. 

f) Se mide la viscosidad del caldo de fermentación en el viscosímetro 

Brookfield. 

g) Se procesa el caldo de fermentación para la obtención y 

cuantificación del polímero. 

3.5.2. Fermentación en equipo de 2 Litros 

a) Obtención de inóculos 

De la cepa almacenada en tubos inclinados (slant) se tomaron tres 

azadas y se inocularon en un matraz de 500 mL con 104.5 mL de medio YPD 
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(para conocer la composición del medio ver anexo 1)( JO 7. del volumen 

de trabajo en el fermentador de 2 litros) previamente esterilizado. 

Después de incubar los matraces, se tomó una muestra en condiciones 

de esterilidad,a la que se le determinó la densidad óptica. Para 

comprobar la pureza del cultivo de cada matraz, se les 

tinción de Gram para su observación en el microscopio. 

realizó una 

El criterio para la selección del inóculo en cada fermentación fué 

el siguiente: la densidad óptica total del cultivo debería estar en el 

rango de 0.17 - 0.20 (l g de caldo/ 50 mL de agua) y las tinciones de 

Gram deberían presentar estrictamente un cultivo uniforme de bacilos 

gram negativos típicos de X. campestr!s. 

b) Fermentación 

Una vez seleccionado el inóculo, este se transfirió en condiciones 

estériles al fermentador, el cual tenía medio de producción previamente 

esterilizado. El volumen total del fermentador fué de 1045 mL 

Las condiciones generales de operación fueron las siguientes: 

Temperatura 29°C, pH.7 (controlado con NH40H al 50 7. o con KOH 

dependiendo del medio empleado), Agitación: 100 a 1000 rpm, Aireación: 

1.0 vvm. 

El seguimiento de las fermentaciones se realizó mediante muestreos 

a intervalos de entre 6 y 12 horas. 

Como criterio para suspender las fermentaciones se consideró lo 

siguiente: 

-El nivel de la concentración residual de sacarosa en el medio de 

cultivo (2 +/- 1 g/LJ. 

-Estabilización de las lecturas de viscosidad del caldo de 

fermentación. 

-La tendencia del pH: incrementarse por arriba del neutro sin la 

adición de hidróxido de amonio. 

-Disminuciones drásticas de la D.O. 
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3.5.3. Tratamiento enzimático 

Una vez finalizada Ja fermentación, el caldo de fermentación fué 

sometido a un tratamiento enzimático, el cual se llevo a cabo en las 

siguientes condiciones. 

pH: 7.0 - 8.0 

Temperatura: 45°C 

Agitación: 500 - 100 rpm 

Una vez alcanzada la temperatura, se agrega 0.5 g de Ja enzima HT­

proteolítica y 0.5 g de clearenzime (Galindo et al, 1986). 

3.5.4. Tratamiento térmico del caldo de fermentación 

Después del tratamiento enzimático, se ajustó el pH a S.S, el 

caldo se sometió a un tratamiento térmico a II0°C durante IS minutos. 

Este, por una parte, pasteuriza el caldo, desactiva a las enzimas y 

también confiere mejores propiedades reológlcas al producto. 

3.5.5. Determinación de viscosidad aparente en el viscosímetro 

Brookfield 

La viscosidad se define como la resistencia a fluir y es causada 

por Ja fricción interna del fluido. El viscosímetro Brookfield basa su 

funcionamiento en el principio de la viscosimetría rotacional¡ es 

decir, que Ja viscosidad es medida por la fuerza rotacional requerida 

para hacer girar una aguja que se encuentra sumergida en un fluido a 

una velocidad constante. La fuerza rotacional es proporcional a la 

resistencia sobre el vástago sumergido. 

Procedimiento: 

al Se coloca en el viscosímetro (Brookfield modelo L VT) la aguja 

número 4 para determinaciones de soluciones con viscosidades altas. 

b) Se coloca en una probeta de 4 mL el caldo proveniente de la 
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c) Se sumerge la aguja dentro de Ja muestra cuidando que el nivel 

de ésta coincida con el nivel que tiene marcado Ja aguja. 

d) Se prende el viscosímetro con el clutch sostenido y después de 

encendido, se suelta. 

e) Se deja que el señalador se estabilice en la lectura. 

fJ Se sostiene el clutch nuevamente para mantener el señalador en la 

lectura, se apaga y se toma la lectura que indica el señalador y se 

suelta el clutch. 

g) Con el clutch sostenido, se sube la aguja para sacar la muestra y se 

lava con agua destilada. 

h) La lectura obtenida se multiplica por un factor (200 para 30 

rpm),que fué calculado por el fabricante en función Ja geometría de 

la aguja para obtener la viscosidad aparente en centipoises (cps). 

Nota: 

Las mediciones de viscosidad del caldo de fermentación se 

efectuan a 30 rpm. 

3.5.6. Obtención del polímero en polvo 

Para la determinación de la concentración total del producto al 

final de la fermentación, el caldo se sometió a un tratamiento de 

purificación ver sección 3.5.3 ) , posteriormente se precipitó en 

presencia de 2 7. (peso/peso polímero) de KCI como electrolito. Las 

fibras se lavaron, secaron, molieron y finalmente se tamizaron ( malla 

60: 0.25 mm; 100: 0.14 mm; 200: 0.07 mm). 

3.5. 7. Determinación de la concentración del polímero 

a) El caldo de fermentación se ajusta a pH de 6. 

b) Se toman 10 mL del caldo de fermentación y se agrega KCl al 2 7. en 

relación con el rendimiento promedio de goma. 

c) Se agregan (con agitación constante) 20 mL de alcohol 

isopropílico. 

d) Con ayuda de una coladera, se escurre completamente la goma. 
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el .Se seca en la estufa. 

fl Se pesa en balanza analítica. 

3.5.8. Determinación de reogramas de soluciones de productos 

resuspendidos 

Se preparan soluciones de goma xantana al 1 7. (base seca) y como 

electrolito se agregó KCl también al 1 7. (¡;eso/volumen). Para efectos 

de comparación se preparó una solución de ºKeltroJ" (goma xantana 

comercial) a la misma concentración de goma y electrolito. 

A estas soluciones se les determinó la viscosidad en el 

viscosimetro Brookfield L VT usando la aguja número 3. Las 

determinaciones de cada muestra se realizaron en todo el rango de 

velocidades disponibles en el viscosímetro ( 0.3, 0.6, 1.5, 3, 6, 12, 

30 y 60 rpm. ). La lectura obtenida para cada velocidad en 7. de la 

carátula, se multiplico por un factor de conversión a centlpoises 

(cps), el cual es una función de la geometría del viscosfmetro y está 

dado por el fabricante. 

3.5.9 Determinación de los índices reológlcos (n y K). 

Los indices reológicos de las soluciones de xantana resuspendida, 

se obtuvieron empleando el programa de computadora "Reología de 

fluidos, Ley de la potencia; software" (Brito, 1988). Este programa 

considera la geometría de las agujas del vlscosfmetro Brookfield (LVT), 

realiza un análisis estadístico de Jos datos experimentales obtenidos 

del viscosímetro y efectua el cálculo de los índices de acuerdo a la 

ecuación de la "Ley de la potencia". 

Para efectuar el programa se indicó los siguientes datos: 

Constante del instrumento: 673. 7 

Número de datos: 2< N< 6 

Nivel de confianza: 99 

Valor de T-alpha/2: 3.717 
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Long. efect. 

Aguja ll 1 ..... 7.453 

Aguja ll 2 ..... 6.121 

Aguja ll 3 ..... 4.846 

Aguja 11 4 ..... 3.396 

Radio del bob (cm): 

Aguja ll 1 ..... 0.9421 

Aguja 11 2 ..... 0.5128 

Aguja ll 3 ..... 0.2941 

Aguja 11 4 ..... l. 588 

Una vez introducido los valores de las velocidades (rpm) y de las 

lecturas, el programa calculó los índices, indicandose de la siguiente 

manera: 

Fluido: 

Ley de Potencia: Indice de consistencia K= 7.837238 N.s-n/m2 

Indice de flujo n= .3462109 

Coef. de correlación r=0.9976412 

VelCRPM) Lect v(s-1) T(N/m2) vlsco(Pa.s) 

.3 3.3 .1814501 4.13173 23.92101 

.6 4.8 0.3629. 6.00979 15.2044 

1.5 5.8 0.9072505 7.26183 8.352192 

3 7.8 1.814501 9.765908 5.308727 

6 9.5 3.629002 11.89438 3.374273 

12 12.8 7.258004 16.02611 2.144718 

30 17.2 18.14501 21.53508 1.178152 

60 21.4 36.29003 26.79365 0.7488436 
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CAPITULO 4 

OBJETIVOS 

General: 

Aislamiento, selección y caracterización de cepas 

nativas de Xanthomonas campestrLs (X. c.) 

Particulares: 

Aislamiento, selección e Identificación de los 

microorganismos productores de goma xantana. 

Evaluación de cepas nativas mediante pruebas de 

producción en matraces. 

Caracterización de las cepas más prometedoras asi como 

de sus polfmeros en fermentadores de 2 L. 
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CAPITULO 5 

RESULTADOS Y DISCUSION. 

5.1 SELECCION DE CEPAS NATIVAS DE Xanthomonas. 

5.1.1 Caracterización de la producción de la goma xantana en matraces 

baf"leados. 

Las bacterias del género de las Xanthomonas son fitopatógenos que 

presentan la mayor incidencia en el huesped durante la épocas de alta 

humedad. Por ello, su aislamiento y consecuentemente el reconocimiento 

como agente se restrlngue solo a temporadas de alta precipitación 

pluvial ( Kuan et al, 1986). 

En vista de que el presente estudio se inició durante Ja 

primavera, época en la cual no se presenta precipitación pluvial, se 

inició el estudio evaluando 17 aislamientos de bacterias del género de 

las Xanthomonas de la colección del proyecto de fitobacterias 

del Colegio de Posgraduados. La evaluación de las cepas nativas se 

realizó mediante pruebas denominadas "de producción" en matraces 

bafleados. 

En un estudio previo se reportó la producción de goma xantana en 

matraces Fernbach de 2 cepas nativas (Torrestlana et al, 1990). Sin 

embargo, se ha establecido que la producción del polímero así como de 

las características reológicas de los productos obtenidos en matraces 

bafleados son particularmente más parecidos a lo que se obtiene en un 

fermentador agitado (Galindo et al, 1992). El empleo de Jos matraces 

bafleados ofrece además, las siguientes ventajas : Incremento en la 

producción de la goma debido a la mayor eficiencia en el mezclado y 

mayor transferencia de oxígeno (Galindo et al, 1992; Yamada et al, 

1978). El empleo de este tipo de matraces es más adecuado para los 

estudios de escalamiento. Por otra parte se pueden realizar un mayor 

número de pruebas en poco espacio (Galindo et al, 1992). 
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En la producción de polisacáridos se presenta una profunda 

interrelación e interdependencia entre la reología, Jos fenómenos de 

transporte y las condiciones ambientales que determinan la cinética de 

producción (Galindo, 1985). La caracterización de los parámetros de la 

producción así como de las características reológicas del producto son 

de vital importancia, con el fín de seleccionar cepas que puedan ser 

potencialmente empleadas en escalas piloto y/o industrial. 

En la tabla 8 se muestran los resultados de las pruebas de 

producción en matraces bafleados para cada una de las cepas. En la 

figura JO se muestran, de forma comparativa, los resultados de la 

viscosidad aparente final del caldo de fermentación (con y sin 

tratamiento térmico) de las 17 cepas evaluadas y su comparación con la 

cepa E2. Se obtuvo un amplio rango en los valores de viscosidad 

aparente. Las cepas podrían agruparse en tres grupos: las que producen 

polisacáridos con viscosidades aparentes en el caldo de fermentación 

entre 200 y 400 cps; las cepas que producen de 500 a 900 cps y aquellas 

que producen más de 900 cps. Dentro de éstas últimas solo se encuentran 

la cepa E2 y la cepa 12. Es importante denotar que la cepa 12 fué la 

única cepa nativa que produjo un caldo cuya viscosidad aparente fué 

superior al de la cepa E2. 

La cepa E2 ha sido caracterizada como una cepa productora de alta 

concentración de polímero ( Galindo et al, 1992 J. 

De acuerdo con Jos resultados (Tabla 8, figura 10), se procedió a 

seleccionar las cepas que podrían ser consideradas como potenciales 

productoras. Se ha indicado que el valor de la viscosidad aparente del 

caldo de fermentación, obtenido en matraces puede ser un parámetro 

para la selección inicial de cepas productoras de goma xantana (Cooke y 

Broderick, 1989). 

La selección inicial de las cepas se llevó a cabo considerando la 

viscosidad aparente del caldo de fermentación. Se seleccionaron 

aquellas cepas cuya viscosidad final fuera mayor o igual a 900 cps. Se 

consideró también la concentración final de goma, la cual debería ser 

igual o mayor a la producida por la cepa E2. Tomando en cuenta ambos 

parámetros, las cepas seleccionadas se muestran en la figura 11. 
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Tabla B 

Resultados de las pruebas de producción en matraces bafleados de las 
cepas nativas de X. campestris . 

.... 
No. 

3' 

11 

13 

campes tris 

campes tris 

campes tris 

campes tris 

campes tris 

campes tris 

campes tris 

campes tris 

campe tris 

14 iuglandis 

15° juglandis 

16 manihotis 

17 pruni 

E2 campes tris 

Vhcod­
da4 
aparant• ., .. 
Ccp•I 

453 
• 52 

120 

730 
:t:230 

720 
•40 

7e3 
•57 

460 
•220 

433 
•340 

400 

910 
:1:137 

900 
•eo 

3,700 
•20 

700 
•20 

993 
•82 

930 
.t.150 

320 
•20 

1, 140 
=*:580 

Vi•co•i· C:oocentra• 
dad dd.11. 
apar.iit. (g/Ll ., .. 
(cp•) 

1, 040 
:1: 160 

200 

1,5eo 
•220 

1,300 
•100 

1,366 
.t:206 

1,180 

1, 110 
•410 

1,680 

1,880 
::t300 

3,200 
t:746 

4, 800 
•27 

16eo 

1,330 
:to350 

2,400 

2,400 

6.6 
* o .4 

3.4 
.. o. 5 

7.9 
:t:l. 3 

e.7 
*0.3 

e.e 
c0.2 

7.7 
:t:Q. 6 

5.6 
•0.1 

e.9 

::til. 8 

11 
*0.4 

15.3 
•0.2 

•0.5 

7.26 
*0.6 

e.96 
"'º. 3 

7.36 

9.95 
•2 

Nümero e pruebas por exper.1.mento: oo, con a excepc1on 
• triplicados 

l'~uccida 
a•pac.Uica 
(cp•/D.DI 

l. 7, 561 
:1:3, 026 

2, 683 
:t.274 

ProductiYi .... 
IQ'/L/hl 

0.11 
"º. 02 

o. os 

63,605 0.16 
•48,724 .t:Q.3 

23,208 0.18 
,.542 :1.0.oos 

26,742 o.1e2 
•S, 565 

673,735 0.16 
•63735 "º. 02 

10, 871 o .1 
:1:4054 *0.015 

5, 29e 

7' 223 
:1:2000 

10, 659 
slOO 

91, 366 
:1:634 

19,405 
•1845 

16,e64 
:ti:226 

12, 4 70 
::1:1930 

4, 929 
=334 

19, 954 
.t:5, 500 

0.13 

0.16 

0.22 

o .225 

0.19 

0.12 

o.1e6 

0.108 

o .207 
.t:O .04 

lltmdiaien· 
to aobr11 
Asllcar 
iaiaial 
(\) 

27 
"'º. 5 

16.3 

31 
t:6 .3 

36 .4 
•1 

36.5 
:t:0.6 

32 
•3 

23.1 
•0.4 

37 

39 
•e 
46 
•2 

63.75 

3e 
•2 

30 
•2 

37.32 
•2 

30.66 

41. 54 
.t.8. 4 

Rend.U.11111 
to aobra 
A•1kar 
coaa ...... tda 

'" 
23.7 

16. 3 

34 
•9 

52 
H 

65 
•4 

49 
u 

36 
•9 

62 
•10 

52. 3 
•2 

66.52 

45 
•24 

41. 5 
•6 

so 
•2 

66.11 
•2 

h cuatriplicados 
Los par&metroo an donde no se indica la deavia.ciOn estandar, no presentaron diferencias en los valores. 
(-l No presento crecimiento en la prueba de producción. 
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Figura 10. 

Viscosidad aparente final de los caldos de fermentación 
producidos por las cepas nativas. Antes del tratamiento térmico 
( Cl J. Después del tratamiento térmico ( B J. 
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Destaca la cepa 12 ya que el caldo de fermentación presentó una 

viscosidad aparente tres veces superior que la del caldo de la cepa 

E2. 

Otra cepa que es interesante resaltar es la 11 (figura 11). La 

viscosidad aparente del caldo producido por esta cepa, después del 

tratamiento térmico, se incrementó considerablemente. Superando el 

valor del caldo de fermentación de la cepa E2, el cual fue tratado bajo 

las mismas condiciones. 

Con respecto a la concentración de polímero, la cepa 12 sobresale 

debido a que produce aproximadamente 40 7. más que la E2 (figura 11). 

La cepa 16, la cual corresponde al pv. manlhotls, fué considerada 

debido a las características morfológicas que presenta (tabla 7) y por 

que produce un caldo de fermentación color crema y un producto más 

blanco. Al ser resuspendldo, la suspensión de este polímero presenta 

mayor claridad. Estas· características hacen que el producto pueda tener 

alguna ventaja en su aplicación final. Sin embargo, esta cepa no 

representa tener ninguna ventaja (en términos de producción de goma) 

con respecto a la cepa E2 debido a que produce menor cantidad del 

polímero (figura 11). 

Debido a que la viscosidad final del caldo de fermentación (y en 

general de soluciones de poilsacáridos) son una función de la 

concentración del polímero y de las características químicas y 

moleculares de la cadena polimérica (peso molecular, y su distribución, 

radicales pirúvicos y/o acetilos), se determinó el poder viscosificante 

del producto de cada una de las cepas como un criterio adicional de 

selección. 

La capacidad viscosificante se ha empleado como un índice de la 

calidad de la goma xantana producidas por varias cepas ( Torrestiana et 

al, 1990; Ramírez et al, 1987). La capacidad viscosificante se ha 

definido como la viscosidad generada por unidad de concentración de 

goma. Sin embargo, como la viscosidad es una función exponencial de la 

concentración (por lo menos en el rango de concentraciones por debajo 

de los 15 g/L) (Gallndo, 1985). El índice de capacidad viscosificante 
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Figura U. 

a) Viscosidad aparente final del caldo de fermentación.. [( l2:J) 
Antes del tratamiento térmico;( CJ ) Después del tratamiento 
térmico]. 
b) Concentración de xantana, producida por las cepas nativas 
seleccionadas y de la cepa E2. 



se expresará como el logaritmo de la viscosidad dividido entre Ja 

concentración de goma (Gallndo et a!, 1992; Salcedo et a!, 1992). 

La figura 12 muestra los valores de la capacidad viscosificante de 

las cepas nativas. Los po!lmeros de las cepas 15 y 16 muestran valores 

mayores respecto al de la cepa E2. El polímero de la cepa 10 presentó 

prácticamente la misma capacidad viscosificante que la cepa E2. La cepa 

12, presentó caldos con la capacidad viscosificante más baja. 

En polímeros como la xantana, la gelana, el alginato el 

hialurinato y la rhamsana, la "calidad reológica" puede estar asociada 

a cambios en el peso molecular, al índice de polidispersidad, a Ja 

rigidez de la cadena as! como de la fuerza iónica de la solución 

(Smidsrod y Haug, 1971; Morrls y Ross-Murphy, 1989). 

Se ha demostrado que la fuerza iónica no cambia durante la corrida 

de una fermentación cuando no se adicionan iones para el control del pH 

(Torres,1990). En las pruebas de producción en matraces bafleados el pH 

no se controla durante el transcurso de la fermentación, por lo que es 

factible que los resultados obtenidos de la capacidad viscosificante 

esten determinados por Jos pesos moleculares de los polímeros. 

Por otra parte, datos no publicados han indicado que la capacidad 

viscosificante es un buen índice de calidad solo para concentraciones 

menores a los 8 g/L, aún cuando se ajuste la fuerza iónica. En este 

sentido, la capacidad viscosificante como un índice de "calidad 

reológica" fue de valor muy limitado para la caracterización del 

polímero de las cepas nativas. Hubiera sido necesario realizar una 

dilución y llevar a cabo las determinaciones de viscosidad en el rango 

adecuado de concentraciones. 

La producción de xantana en matraces bafleados puede ser 

considerado como un método rápido y sencillo para el 11screening11 de 

diferentes cepas productoras de exopolimeros. Sin embargo, en tales 

condiciones no es posible controlar el pH de la fermentación. Es bien 

conocido que es muy Importante controlar el pH durante el transcurso de 

Ja fermentación, ya que afecta lmportantemente la concentración del 

polímero producido (Moraine y Rogovln, 1971). 
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Figura 12. 

Capacidad viscosificante Clog viscosidad/ concentración de 
goma) del polímero en el caldo de fermentación de las cepas 
nativas y de la cepa E2. 
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En la Tabla 9 se muestran los valores finales del pH de los 

caldos de fermentación de las diferentes cepas. Con excepción del caldo 

de fermentación de la cepa E2, el pH final de los caldos fué entre 5.5 

y 6.5. Esto sugiere que es posible mejorar la producción de la goma, en 

fermentaciones donde se controle el pH. 

Con respecto a la producción específica (viscosidad generada por 

D.O de células bacterianas), la cepa 12 presentó valores superiores a 

los de la cepa E2. Las otras 4 cepas mostraron valores inferiores 

(figura 13). En la figura 13 se indica además la productividad (g de 

xantana/litro de caldo-h de fermentación ) de cada una de las cepas. En 

este parámetro, se distinguen las cepas 11 y 12, ya que fueron 

superiores a la presentada por la cepa E2. Estas dos cepas también 

presentaron mayor rendimiento en base al azúcar inicial (figura 14 J. 

De acuerdo con el rendimiento del producto en base al azúcar 

consumida, las cepas 12 y !O mostraron el mismo porcentaje que la cepa 

E2 (Figura 14 ). Las cepas 11, 15 y 16 presentaron menor rendimiento 

del producto (entre el 17 y 32 7. menos) que la cepa E2 (figura 14). 

5.1.2 Caracterización reológica de los polímeros en suspensión. 

El polímero que produce Xanthomonas campestris (goma xantana) 

imparte propiedades no-Newtonianas a la solución cuando se le disuelve 

en agua. Genera fluidos de comportamiento pseudoplástico ó adelgazante. 

Es decir, la viscosidad decrece con el incremento en la rapidez de 

deformación. Dentro de ciertos rangos de temperatura, pH y 

concentración de sales, la viscosidad aparente del polímero en solución 

presenta una elevada estabilidad (Margaritis y Pace, 1985; Galindo, 

1985; Gal!ndo et al, 1989). 

Se caracterizó la reología de los productos resuspendidos de cada 

una de las cepas. La comparación se llevó a cabo respecto al producto 

de la cepa E2 y a un producto comercial ("Keltrol"). 
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Tabla 9 

pH de los caldos de fermentación obtenidos en matraces bafleados 
mediante el cultivo de las cepas nativas y de la cepa E2 

Cepas pv pH• 

E2 campestrís 7.0 

JO ? 6.8 - 0.2 

11 ? 6.8 

12 ? 6.5 - 0.2 

15 jugLand!s 5.8 - 0.5 

16 man!hot!s 5.9 

"Obtenidd en el medio de producción, incubados a 29 ºe, 48 h a 200 rpm. 
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Figura 13. 

Producción específica ( m ) y productividad ( D ) presentada 
por las cepas nativas seleccionadas y por Ja cepa E2. 
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Figura 14. 

Rendimiento ( en base al azúcar Inicial y al azúcar consumida) 
del polímero producido por las cepas nativas y de la cepa E2. 
en las pruebas de , producción en matraces bafleados. En base al 
azúcar total ( CSJ). En base al azúcar consumida ( D J. 
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En Ja figura 15 se presentan Jos perfiles de Ja viscosidad 

aparente a diferentes gradientes de deformación de los polímeros de las 

cepas correspondientes al pv. campestris. Los productos de la cepas 3 y 

4 presentaron perfiles con viscosidades menores a las de In cepa E2. 

El polímero de la cepa 1 presenta un perfil de viscosidad mayor al de 

la cepa E2, especialmente en altos gradientes de deformación. Sin 

embargo, con esta cepa no se obtuvieron resultados satisfactorios en 

las pruebas de producción, debido a la baja concentración del polímero 

producido y la baja viscosidad generada en el caldo de fermentación 

(600 cps). 

En la figura 16 se muestran los resultados de los productos de las 

cepas obtenidas de los aislamientos de Tecoman, Colima (cepas JO y 11). 

Ambos productos presentaron prácticamente las mismas viscosidades 

aparentes que la cepa E2. Adicionalmente, 

viscosidades aparentes más altas a los 

deformación que el producto comercial "Keltrolº. 

los productos presentaron 

diferentes gradientes de 

El perfil de viscosidades del polímero de Ja cepa 13 fué similar 

al de Ja cepa EZ (figura 17). Por otra parte, el producto de la cepa 

12 presentó valores superiores de viscosidad aparente, sobre todo en en 

el rango de gradientes de deformación bajos. Para gradientes de 

deformación altos, las viscosidades aparentes fueron similares a las 

del producto de la cepa E2. El producto de la cepa 12 presentó además, 

un perfil de viscosidades aparentes superior al del producto comercial 

"Keltrol". 

En la figura 18 se presenta el reograma del polímero de la cepa 

15, que corresponde al pv. juglandis. A bajos gradientes de 

deformación, el perfil de viscosidades es ligeramente mayor al de la 

cepa de trabajo Sin embargo, a altos gradientes de deformación, la 

viscosidad aparente es menor que la del polímero de la cepa E2. 

Los perfiles de viscosidad del producto de la cepa 16 

(correspondiente al pv. manihotis) y de la cepa 17 (que pertenece al 

pv. pruni) se presentan en la figura 19. A bajos gradientes de 

deformación, las viscosidades aparente del producto de la cepa 17, 

fueron inferiores a los que presentó el producto de la cepa EZ y el 
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Figura 15. 

Reograma de los polímeros de las cepas nativas, 
correspondientes al pv campestris [ Cepas ( · )1, ( ·I 3 y 
( • J 4 J y su comparación con el reograma del polímero de la 
cepa E2 ( 0 ) y del producto comercial "Keltrol" ( ' ). ( Los 
polímeros de las cepas nativas y de la E2 no fueron sometidos a 
ningún tratamiento de purificación. Soluciones al 17. del 
polímero y 17. de KCI.) 
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Figura 16. 

Reograma de los polímeros de las cepas obtenidas en Tecoman, 
Colima [cepas 10 ( ), 11 ( + )) y su comparación con el 
polímero de la cepa E2 ( .¡¡; l y el producto comercial "Keltrol" 
( o ) ( Los poHmeros de las cepas nativas y de la E2 no fueron 
sometidos a ningún tratamiento de purificación. Soluciones al 
17. del polímero y 17. de KCI.) 
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Figura 17. 

Reograma de los polímeros de las cepas obtenidas en Tecoman, 
Colima [cepas 12 ( I> ), 13 ( t. )] y su comparación con el 
polímero de la cepa E2 ( * ) y el producto comercial 
"Keltrol" ( O ) (Los polímeros de las cepas nativas y de la 
E2 no fueron sometidos a ningún tratamiento de purificación. 
Soluciones al 17. del polímero y 17. de KCL). 
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Figura 18. 

Reograma del polímero prorl11éido por la cepa correspondiente al 
pv. juglandis [Cepa 15 ( O ) y su comparación con el polímero 
de Ja cepa E2 ( * J y el producto comercial "Keltrol" ( o )(Los 
polímeros de las cepas nativas y de Ja cepa E2 no fueron 
sometidos a ningún tratamiento de purificación. Soluciones al 
17. del polímero y 17. de KCL). 
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Figura 19. 

Reograma de los polímeros producidos por las cepas X. 
campestrls pv. manthotis [ 16 ( t::, ) ] y X. campestrls pv. prunt 
[ 17 ( * ) l y su comparación con el polímero de la cepa E2 ( * J y el producto comercial "Keltrol" ( o )(Los polímeros de 
las cepas nativas y de la E2 no fueron sometidos a ningún 
tratamiento de purificación. Soluciones al 17. del polímero y 17. 
de KCL). 
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producto comercial "Keltrol". A 

viscosidades aparentes fueron 

altos gradientes de deformación, las 

similares a las del producto 

"Keltrol". El polímero de la cepa 16 presentó el fenómeno contrario, a 

gradientes de deformación bajos se presentaron valores de viscosidad 

aparente muy similares a las del producto "Keltrol". A gradientes de 

deformación altos , la viscosidad aparente fué menor a Ja del producto 

"Keltrol". Sin embargo, ambos perfiles mostraron viscosidades 

aparentes inferiores a las del producto de la cepa E2 (figura 19). 

El comportamiento reológico de la goma xantana, puede ajustarse al 

modelo reológico de la "ley de Ja potencia", que establece : 

Donde T es el esfuerzo de corte (din/cm2 
), 1" es la rápidez de 

deformación (seg- 1 
), K el fndice de consistencia (dln;seg" /cm2 J y n 

es el indice de flujo o pseudoplasticidad (adimcnsional). Mientras más 

grande es el valor de K más viscoso es el fluido , a menor valor de n 

el fluido es más pseudoplástico (se adelgaza más con respecto a la 

rápidez de deformación) (Galindo, 1985; Calinda et al, 1989). 

Para caracterizar completamente Ja reologfa de los polímeros en 

suspensión, se procedió a obtener eJ índice de consistencia ("K") y el 

fndice de flujo o pseudoplasticidad ("n"), En la tabla 10 se indican 

estos valores para las suspensiones de los polfmeros producidos por 

Jas cepas seleccionadas. 

El polímero de la cepa 12 presentó un valor superior de K y un 

valor inferior de n con respecto al polfmero de la cepa E2. Esto 

significa que el polímero de la cepa 12 es un producto que produce 

mayor viscosidad y que genera un fluido mas adelgazante o 

pseudoplástico que el producto de la cepa E2. 

Los polímeros de las cepas 10, ll y 13 también presentaron 

índices reológicos superiores a los del polfmero de la cepa E2 (Tabla 

10). El polímero de la cepa 15 presentó el mismo valor en el fndlce de 

consistencia (KJ que la cepa E2. Sin embargo, de acuerdo con el índice 

de flujo (n), el valor indica que el polfmero de la cepa 15 es más 
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Tabla 10 

Indices reológicos de las soluciones de los polímeros obtenidos de las 

cepas nativas de X. campestris y de la cepa E2. 

Cepas (pv) 

E2 

JO 

lJ 

12 

15 (juglandis) 

16 (manihotisl 

(N 

Indices 

K 

s"/ m2l 

6.6 

7.2 

7.5 

11.9 

6.6 

3.7 

reológicos• 

n 

( - ) 

0.37 

0.21 

0.25 

0.12 

0.19 

0.32 

•Determinados con PI programa de computadora que reallza un análisis 

estadístico de Jos datos experimentales del viscosimetro y calcula los 

índices de acuerdo a la "Ley de la potencia" (Brito, 1988). Los 

polímeros obtenidos de las cepas nativas y de la E2 no fueron sometidos 

al tratamiento de purificación. Soluciones preparadas al 17. del 

polímero y 17. de KCI. 
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pseudoplástico que el producto de la cepa E2 (Tabla 10). 

Con respecto al producto de la cepa 16 se observa que el Indice de 

consistencia (K) es menor al del producto de la cepa E2, lo que 

significa que el polímero de la cepa 16 genera una viscosidad aparente 

menor que el polímero de la cepa E2. Además, que es un producto menos 

pseudoplástico debido a que presenta un valor de n mayor que el del 

producto de la cepa E2 (Tabla 10). 

5.1.3 Espectroscopia de Infrarrojo de los polfmeros de las cepas 

nativas de X. campestr!s 

La espectroscopia de infrarrojo (E.J) ha sido considerada como una 

herramienta potencial para el "screening" de microorganismos 

productores de polímeros (Ramfrez, et al, 1988). 

La principal finalidad de llevar a cabo la E. I fué la de inferir, 

de una forma rápida la posible conformación molecular así como la 

posible composición de los polímeros en cuestión. En la tabla 11 se 

presentan los números de onda correspondientes a las principales bandas 

que describen la vibración de los grupos funcionales del polímero de la 

cepa E2. En el espectro mostrado en la figura 20 se Indican 

respectivamente los grupos funcionales que corresponden a cada banda. 

En el anexo 2 se presenta detalladamente las principales 

diferencias entre las bandas de los espectros de infrarrojo de los 

polímeros de las cepas 10, 11, 12 15, 16 en comparación con el 

espectro de infrarrojo del polímero de la E2. 

De ac1 wrdo con el análisis de los espectros de infrarrojo se observó, 

que los pollmeros de las cepas nativas presentaron bandas similares (en 

todo el rango de números de onda) a las que presentó el polímero de la 

E2. Esto sugirió que los polímeros de las cepas nativas pueden 

conside.~arse 1;omo xantanas "típicasº 

En todos los espectros de las cepas denotadas como 10, 11 y 12, se 

observó mayor intensidad en la banda que corresponde al grupo funcional 
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Tabla 11 

Descripción del E.!. del polímero de Xanthomonas campestrls-E2. 

Número de onda 

( cm- 1 ) 

1727 

1629 

1560-1511 

1248 

1113 

1069 

75 

Vibración del grupo funcional 

Carbonilo de acetilos 

Carbonilo de¡ ácidos carboxíllcos libres 

Carbonilo de ácido pirúvlco CH3 del 

acetilo 

Vibración asimétrica del OH del CH20H 

terminal de los azúcares y probablemente 

indique ademas, la ramificación de la 

cadena principal. 

Asociación intermolecular (interacción 

entre grupos funcionales de diferentes 

cadenas). 

Interacción · intramolecular (asociación 

entre grupos funcionales de la misma 

cadena). 
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Figura 20. 

Espectro de infrarrojo del polímero de la cepa Xanthomonas 

campestris E2. 
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de los radicales acetilos (1727 cm - l ), lo que sugiere que estos 

productos pueden contener mayor cantidad de estos radicales. Por otra 

parte, se sugiere que estos productos presenten una mayor asociación 

lntramolecular (ver anexo 2; Tabla A-1, A-2 y A-3). 

Tako y Nakamura (1984 l establecieron, que los radicales acetilos 

contribuyen a una mayor asociación intramolecular de la cadena 

po!imérica. 

La fuerte asociación intramolecular producida por los radicales 

acetilos contribuyen al comportamiento no-Newtoniano en un amplio 

rango de concentraciones de la goma xantana. Las cadenas poliméricas se 

mantienen rígidas por la asociación intramolecular a bajos gradientes 

de deformación. La débil asociación intermolecular se puede mantener 

por la atracción de la asociación intramolecular, aún en altas 

concentraciones. Con el incremento en los gradientes de deformación, 

esta fuerte asociación disminuye (Tako y Nakamura, 1984). El incremento 

de la viscosidad aparente y de la viscoelasticidad dinámica con la 

temperatura puede deberse a la eliminación de la asociación 

intramolecular y a la formación de una asociación intermolecular 

temporal entre las cadenas (Tako y Nakamura, 1984). 

Finalmente, a los espectros de infrarrojo se les realizó un 

análisis detallado, determinando cocientes entre las bandas de mayor 

frecuencia.Con esto se pretendió establecer las principales 

diferencias sobre una base más cuantitativa. Se midió la Intensidad de 

las bandas a 1737 cm-1
, 1620 cm-1 y 1026 cm-1 

, las cuales se designan 

como bandas A, 8 y e, respectivamente. La relación A/B permite 

establecer un parámetro útil, ya que está relacionada con la proporción 

entre grupos acetato y carboxilos de la molécula. El coeficiente 8/C 

establece una relación entre los carboxilos de la molécula y el número 

de unidades de carbohidrato de la misma. En la tabla 12 se presenta el 

resultado de este análisis. 

En una primera aproximación, se asumirá que mientras más cercanos 

estén estos datos a los de ,.referencia, las muestras serán más parecidas 

y sean posiblemente de mejor calidad. Es evidente de los datos de la 

tabla 12, que los espectros de las cepas provenientes de Tecoman 
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Tabla 12 

Análisis de los espectros de infrarrojo de los polímeros obtenidos en 

matraz bafleado de cepas nativas y su comparación con el polímero de la 

cepa E2. 

Cepas ( pathovar J Relación de bandas Banda 1065 -1 cm 

A/B B/C DIC Area (cm2J 

campestris E2 0.38 0.81 1.08 33.6 

10 0.68 0.90 1.07 51.0 

11 0.43 0.88 1.15 36.5 

12 0.65 0.64 1.10 13.7 

15 (juglandts) 0.28 0.84 1.18 30.3 

16 (manihotis) 

A = Acetilos 

B = Carboxilatos 

C = Banda C-0 Azúcares 

D = CH
3 

(Acetilos, pirúvicos) 
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(Colima} presentan valores iguales o superiores a los presentados por 

Ja cepa E2. Ello implica que podrían ser similares en su composición e 

inclusive que podrían presentar mayor concentración de ciertos 

radicales como es el caso de acetilos (relación de bandas A/B). 

El área de la banda 1065 cm -l da una idea de la asociación 

intramolecular; es decir, la interacción que existe entre grupos 

funcionales de Ja misma cadena. En Ja tabla 18 se observa que el área 

de Ja banda de Jos J065 cm -l es mayor para el polímero de Ja cepa JO y 

que es menor en el de Ja cepa 12. Además, en el polímero de la cepa JO, 

presenta mayor interacción intermolecular ( figura A-1 ). 

Los resultados de esta primera etapa de caracterización indicaron 

de manera general, que las cepas analizadas tenían potencial para Ja 

producción de goma xantana. 
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Conclusiones (sección 5.1) 

De acuerdo con las evaluaciones de las cepas nativas en las 

pruebas de producción .empleando matraces bafleados, fué posible 

establecer lo siguiente: 

J.- Se distingue la cepa 12, la cual fue obtenida en Tecoman (Colima). 

Sin embargo, se desconoce el pv. al cual pudiera pertenecer dentro 

del género Xanthomonas, e inclusive debe confirmarse si pertenece 

a tal género. Las ventajas que presenta, con respecto a 

la producción del polímero son: 

i) Produce 407. más de polímero con respecto a la cepa E2. 

Lil Presenta mayor producción específica y mas alta productividad 

que la cepa E2. 

!LO Presenta un perfil de viscosidades superior al que presenta el 

polímero· de la cepa E2 e inclusive a un producto comercial, 

tanto a bajos como a altos gradientes de deformación. 

Lv) El polímero presenta un índice de consistencia (K) y un índice 

de flujo Cnl, mayor que el de la cepa E2. Por lo que genera un 

fluido más viscoso y más pseudoplástico. 

v) De acuerdo a su espectro de infrarojo, el polímero puede 

presentar elevados contenidos de radicales acetilos. 

2.- Se pueden considerar, además, las siguientes cepas como 

potenciales productoras de polímero: 

a) Cepa 15 (pv. juglandls). 

Su producto al ser resuspendido, presenta elevada viscosidad a 

bajos gradientes de deformación y viscosidades iguales a la que 

presenta el producto comercial "Keltrol" en altos gradientes de 

deformación. 
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b) Cepa JO (Tecoman) 

Cepa 11 (Tecoman-!J 

Producen 

rendimiento 

mayor 

y 

concentración de 

mejor productividad 

polímero, 

(11). 

mayor 

Presentan 

perfiles de viscosidades igual al polfmero de la cepa E2. 

Generan un fluido con índices de consistencia (KJ ligeramente 

superiores al de la cepa E2. 

el Cepa 16 (manihotis) 

Aunque los datos referentes a Ja concentración de goma y 

viscosidad aparente del caldo de fermentación obtenidos de 

la fermentación en matraz son menores a Ja cepa E2, es posible 

considerarla como potencial debido a que proquce un polímero 

que no presenta la pigmentación típica de Ja goma xantana, lo 

que podría proporcionar ventajas en su aplicación final. 

3.- El análisis de los espectros de infrarojos indicó: 

al Que los productos de las cepas provenientes de Tecoman, 

(Colima) presentan los mismos perfiles de bandas que se 

presentan en Ja cepa E2. Ello que implica que los productos 

pudiesen ser considerados como xantanas 11 tfpicas". 

b) Las cepas provenientes de Tecoman, presentan mayor intensidad 

relativa en la banda de los 1711 cm-1
• Banda que representa la 

vibración molecular de los radicales acetilos, lo que indica 

que los productos podrían presentar mayor porcentaje de 

tales radicales. 

e) Los productos de las cepas 10, 11 y 12 no presentan bandas 

definidas en el número de onda correspondiente a la vibración 

molecular de Jos radicales pirúvicos, lo que Implica que estos 

productos o no contienen piruvato o presentarían niveles muy 

bajos de tales radicales 
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d) La espectroscopía de infrarojo podría ser una herramienta útil 

para ser empleada como un método rápido para la identificación 

de bacterias productoras de goma xantana. Con estudios más 

detallados con diferentes géneros de Xanthomonas, se podrían 

generar diversos patrones de los E.I. y estos utilizarse para 

diferenciar a nivel de géneros. 
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5.2. CARACTERIZACION DE CEPAS NATIVAS DE X. campestris EN 

FERMENTADOR DE 1 LITRO (PEPTONA COMO FUENTE DE NITROGENOJ. 

5.2.1 Caracterización de la producción de goma xantana. 

Durante el transcurso de la fermentación para la producción de 

goma xantana se presentan cambios drásticos en la reelegía del caldo de 

fermentación. El comportamiento de flujo del caldo de fermentación es 

determinada importantemente por la concentración de goma. Al inicio de 

la fermentación, el fluido es prácticamente Newtoniano; esto es, la 

viscosidad es Independiente de la rápidez de deformación. Conforme 

avanza la fermentación, el caldo se vuelve más viscoso y no­

Newtoniano. En las etapas finales de la fermentación, el caldo es de 

tipo pseudoplástico {Galindo et al, 1989). 

La importancia de las características reológicas del caldo de 

fermentación, se debe a que los cambios reológicos durante el cultivo 

afectan otros parámetros como la transferencia de masa, el mezclado y 

el consumo de energía en el tanque así como en el escalamiento del 

proceso {Margaritis y Zajic, 1978). 

Una vez determinadas las cepas que podrían ser consideradas como 

potenciales productores de goma, se decidió evaluarlas bajo condiciones 

más controladas de agitación, aireación y pH, en un fermentador de 1 

litro de capacidad de trabajo. 

La evaluación de la producción de goma se realizó en las cepas JO, 

ll, 12 , 16 y se comparó con la producción de la cepa E2. Debido a que 

la cepa 15 pv. jugland!s) perdió la viabilidad, no fue posible 

realizar su caracterización en el fermentador de 1 L. 

En estudios previos, se determinó la composición del medio para la 

producción de goma xantana {Quintero et al, l 984b). En un estudio 

reciente, se establecieron modificaciones en la composición del medio 

de producción , con el fin de incrementar la concentración de xantana 

al término de la fermentación {Flores, 1989). En este medio, se 

sustituyó la fuente de nitrógeno {sulfato de amonio por peptona), el 

control de pH se realizó con hidróxido de amonio y la concentración 
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inicial de glucosa fué 24 g/L. 

A continuación se presentarán las cinéticas de crecimiento y de 

producción de goma xantana de cada una de las cepas. 

En la figura 21 se presenta la cinética de la fermentación de la 

cepa E2. Se observó que el patrón de crecimiento CD.O.) presenta las 

fases típicas del crecimiento microbiano. Durante las primeras cuatro 

horas, se manifiesta una fase de acondicionamiento. Posteriormente, se 

presenta la fase exponencial o logarítmica. Cuando el crecimiento 

exponencial llega al máximo, el azúcar se encuentra en concentraciones 

bajas (! g/L) por lo que no se observa la fase estacionaria. Al 

concluir la fase exponencial, se presentó la fase de muerte celular 

(lisis celular). 

La viscosidad, se incrementó (debido al incremento de la 

concentración de la goma) de forma exponencial a partir de las 30 h de 

fermentación. La producción de la goma estuvo parcialmente asociada al 

crecimiento de la bacteria. Cuando se agotó la fuente de carbono, la 

bacteria dejó de producir el polímero (figura 21). La viscosidad final 

del caldo de fermentación fué de 4, 250 cps y la concentración de goma 

fué de 16 g/L. 

La cinética de crecimiento y de producción presentaron el mismo 

comportamiento que el que ha sido reportado en estudios previos 

empleando este medio (Flores, 1989). 

En la figura 21 se presenta comparativamente la cinética de la 

cepa 10. La bacteria no presentó fase lag ni fase estacionaria en su 

crecimiento. La cinética de producción de goma fué similar a la 

presentada por la cepa E2. 

En la figura 22 se presenta la cinética de fermentación de la cepa 

!J. La cepa 11 no presentó fase lag. Además, la fase estacionaria fue 

evidente y más definida, durando aproximadamente 20 h. Los perfiles del 

consumo de azúcar fueron similares a los que presentó la cepa E2. De la 

misma manera que en la cepa E2, la producción del polímero estuvo 

parcialmente asociada al crecimiento. 
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Tiempo de fermentación ( h) 

Figura 21 

Cinéticas de crecimiento, de consumo de sustrato y de producción de 

poHmero de las cepas E2 y JO. Peptona como fuente de nitrógeno y 

desarrollada en fermentador de l L. 
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Figura 22 

Cinéticas de crecimiento, de consumo de sustrato y de producción de 

poi imero de la cepa 1 l. Peptona como fuente de nitrógeno y 

desarrolladas en fermentador de 1 L. 
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En la figura 23 se presenta la cinética de la cepa 12. No se 

presentó fase lag, ni fase estacionaria. Una vez concluida la fase 

exponencial, el cultivo entró directamente a la fase de muerte 

(lisis celular). 

De acuerdo con el crecimiento microbiano, se esperaba obtener 

viscosidades y concentraciones de goma dentro del rango de las otras 

cepas nativas (entre 2, 000 y 5, 000 cps con una concentración de goma 

de entre 13 y 19 g/L). Para la concentración final que sintetizó la 

cepa 12 (14 g/L) se debería obtener viscosidades superiores a los 2000 

cps. Sin embargo, se obtuvieron caldos de fermentación con viscosidades 

aparentes bajas. 

En la figura 24 se presenta de manera comparativa, la viscosidad 

aparente del caldo de fermentación que se genera de acuerdo a la 

concentración de polímero que sintetizan las cepas nativas y la E2 en 

el caldo de fermentación. De acuerdo con los resultados se observó que 

el polímero de la cepa 12 presentó un perfil de viscosidad aparente en 

el caldo de fermentación baja con respecto a la concentración de goma 

y comparada con lo generado por la cepa E2 y el de las cepas nativas 

10, 11 y 16. 

En los cultivos de las cepas 10, 11, 16 y E2 se observó, que 

conforme se incrementa la concentración de la goma, la viscosidad 

aparente de los caldos de fermentación se incrementa. (figura 24). 

Se ha reportado que en cultivos con cepas productoras de goma 

xantana cuando se incrementa la concentración de la goma, el caldo de 

fermentación se vuelve más viscoso y no-Newtoniano. En las etapas 

finales de la fermentación el fluido es de tipo pseudoplástico y 

presenta un punto de cedencia (Galindo et a!, 1989). 

Es importante resaltar que estas fermentaciónes fueron realizadas 

con peptona, una fuente compleja de nitrógeno. 

Se ha establecido que las fuentes complejas de nitrógeno (como la 

peptona y el licor de maíz), permiten obtener altos rendimientos de 

producto y tiempos cortos de fermentación. Sin embargo, la reología de 
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Cinéticas de crecimiento, de consumo de sustrato y de producción de 

polímero de la cepa 12. Peptona como fuente de nitrógeno. 
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Viscosidad aparente del caldo de fermentación generada por la 

concentración de polímero sintetizado en los caldos de 

fermentación. Cultivos de cepas nativas y E2, peptona como fuente de 

nitrógeno, en fennentador de IL 
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estos productos se ha reportado como inferior cuando se produce con 

altas concentraciones de estas fuentes complejas de nitrógeno (Kennedy 

et al, 1982). El comportamiento reológico de estas soluciones fué 

explicado en términos del alto porcentaje de células microbianas que 

fueron ca-precipitadas y consecuentemente a la baja pureza de los 

productos finales. Además, se reportó una posible variación 

estructural del polímero sintetizado (Kennedy et al, 1982). 

Pinches y Pal!et (1986) demostraron que, tanto en fuentes de 

nitrógeno complejas como químicamente definidas la fase de crecimiento, 

el rendimiento y la velocidad de producción de goma son independientes 

de la concentración inicial de nitrógeno. Cuando el microorganismo se 

encuentra en la fase estacionaria (aunque la velocidad de producción 

sigue siendo independiente de la fuente), el rendimiento es dependiente 

de la concentración de nitrógeno. 

En el caso de la cepa 12, se observó que la peptona (como fuente 

de nitrógeno), estimuló la producción de biomasa, 

las otras cepas (Tabla 13l. En consecuencia, 

producción específica son bajos (figura 27). 

en comparación con 

su productividad y 

En la figura 25 se muestra, de forma comparativa, la cinética de 

crecimiento y de producción de la cepa 16 (X. campestris pv. 

manihotis). Este cultivo presentó una fase lag prolongada (mayor de 20 

hl, lo que ocasionó que el tiempo total de la fermentación se 

incrementara. 

En la tabla 13 se presenta, de forma comparativa, las constantes 

cinéticas de crecimiento de las cepas nativas y de la cepa E2. La cepa 

!O presentó la velocidad específica de crecimiento más alta. La cepa 12 

también presentó una velocidad específica del doble de la que presentó 

la cepa E2. La cepa 12 presentó además, la concentración más alta de 

biomasa. Estos datos confirman que el medio favorece el crecimiento de 

la bacteria. 

El tiempo de fermentación de la cepa E~ fué en promedio de 60 h, 

con una producción de goma de 16.0 g/L. El tiempo de fermentación fue 

menor en las cepas JO, 11 y 12 (48, 49 y 45 h respectivamente). Sin 
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Tahla 13 

Velocidad específica de crecimiento y concentrac6n máxima de 

células de las cepas nativas y de la cepa EZ. 

Ce a 

Parámetro E2 10 11 12 16 

Crecimiento 

µ (h-1) 0.105 0.57 0.16 0.2 0.12 

Xmax (O.O.) 0.33 0.3 0.35 0.40 0.25 
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embargo, con Ja cepa 16 (pv. man!hot!s) el tiempo de fermentación fue 

hasta de 68 h. 

La figura 26 muestra Jos resultados promedios de viscosidad y 

concentración de polímero de las fermentaciones. La figura 26a 

presenta la viscosidad aparente final del caldo de fermentación. La 

cepa 11 produjo la viscosidad aparente más alta. La cepa 12 produjo un 

caldo con Ja menor viscosidad aparente final. La cepa JO y ll 

produjeron mayor concentración de goma que la cepa E2 (figura 26b). 

En la figura ·21a, se muestran Jos valores de la capacidad 

viscosificante de los polímeros en el caldo de fermentación. La cepa 16 

mostró una capacidad viscosificante mayor al de la cepa E2, la cepa JO 

produjó un polímero con la menor capacidad viscosificante. El polímero 

de Ja cepa 12 presentó Ja misma capacidad viscosificante que la cepa 

E2. Sin embargo, de acuerdo con los datos de viscosidad aparente en el 

caldo de fermentación, el producto de la cepa E2 generó un poI<mero que 

presentó alta viscosidad aparente en el caldo de fermentación (> 4000 

cps) en comparación con Ja viscosidad del polímero de Ja cepa 12 . Como 

se estableció en el capítulo 5.J, este índice de "calidad reológica " 

fue de un valor limitado. Hubiese sido adecuado haber realizado 

diluciones de los caldos a fin de ajustar Ja concentración de Ja goma 

(> 8 g/L), para llevar a cabo las determinaciones de viscosidad en el 

rango adecuado de concentración, para la determinación de este índice. 

En la figura 27b, se consignan los valores de Ja producción 

específica de cada una de las cepas. Ninguna cepa presentó valores 

superiores al que presentó Ja cepa E2. En Ja figura 27b se presentan 

ademas, los datos de productividad. Las cepas JO y 11 y 12 presentaron 

productividad superiores que la cepa E2. Finalmente, la figura 28 

consigna los resultados con respecto al rendimiento. La cepa JO 

presentó un rendimiento superior con respecto a Ja cepa E2 . La cepa 11 

mostró además, mayor rendimiento que la cepa E2. 

Considerando que fue reproducible la obtención de baja viscosidad 

del caldo de fermentación en las fermentaciones realizadas con Ja cepa 

12, con peptona como fuente de nitrógeno. Además, que no era posible 

comparar la viscosidád aparente de soluciones que no tenían la misma 
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concentración de goma. Debido, a que se encontraban disueltos sales y 

posiblemente otros componentes 

consumidos en su totalidad, 

del medio de cultivo que no fueron 

la alta concentración de células en 

suspensión y que en su conjunto podían estar afectando las 

características reológicas del 

Se procedió a analizar la 

producto, 

reología 

(posteriormente de los tratamientos 

enzimático y lavados del productos) 

en el caldo de fermentación. 

del polímero en suspensión 

post-fermentativos: térmico, 

5.2.2 Caracterización reológica de los polímeros producidos en el 

fermentador de 1 L. 

Una vez producida la goma, el caldo de fermentación fué sometido 

al tratamiento enzimático, posteriormente al tratamiento térmico. Los 

productos fueron lavados dos veces con alcohol al 607., para eliminar 

sales y restos celulares. El producto se recuperó y se evaluó la 

viscosidad del producto resuspendido. 

La viscosidad aparente de los productos resuspendidos se comparó 

con la del producto de la cepa E2, así como con un producto comercial 

("Keltrol"). 

En la figura 29 se presentan los reogramas de las cepas 10, !l, 16 

y su comparación con el reograma de la cepa E2 y el del ·producto 

"Keltrol". El polímero de la cepa E2 presentó valores de viscosidad 

aparente muy similares a las del producto "Keltrol11
, a todos los 

gradientes de deformación. Los valores de viscosidad aparente de los 

productos de las cepas 10 y 11 fueron ligeramente menores a los 

obtenidos en el producto comercial y en el polímero de la cepa E2. 

En todo el rango de gradientes de deformación, el producto de la 

cepa 16 (correspondiente al pv. manlhotls) presentó valore5 de 

viscosidad aparente más bajos que aquellos para el producto de la cepa 

E2 y el producto "Keltrol" (figura 29). 

Aunque con la cepa 12 se obtuvo una baja viscosidad aparente en 

el caldo de fermentación, se determinó caracterizar el comportamiento 

reológico del polímero resuspendldo. El reograma se presenta en la 
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Reograma de las soluciones de los polímeros de las cepas 10, 11, 

16, E2 y el del producto 11Keltrol 11
• Los productos fueron 

sometidos al tratamiento enzimático, térmico y fueron lavados dos 

veces [Suspensiones realizadas con 17. de xantana (b.s. J y 17. de 

KCI]. 
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figura 30. El producto resuspendido presentó valores de viscosidad 

aparente inferiores a los del polímero de la cepa E2 y a los del 

producto "Keltrol". 

El polímero de la cepa 12 en el caldo de fermentación presentó una 

viscosidad aparente menor que el polímero de la cepa E2, (figura 24). 

Fué interesante observar que después de los tratamientos 

post-fermentativos, el polímero de la cepa 12 no presentó 

gran diferencia en la viscosidad aparente (a todos los gradientes de 

deformación), con respecto a la viscosidad aparente que produjo el 

producto de la cepa E2. 

Estos resultados pueden sugerir que la molécula polimérica podría 

estar asociada con complejos que se encuentran en el medio de cultivo. 

Cuando el polímero se somete al tratamiento enzimático y se lava con 

alcohol, es posible que se eliminen parte de estos potenciales 

complejos. 

En la 

consistencia 

tabla 14 

"K" y del 

se presentan los valores del 

índice de flujo o pseudoplastlcidad 

índice 

"n". 

de 

Los 

poHmeros de las cepas 10 y 11 presentaron un índice de consistencia 

menor al que presentó la cepa E2 y el producto "Keltrot". Con respecto 

al índice de flujo, ambos productos presentaron valores muy semejantes 

al producto "Keltrol". 

El polímero de la cepa 12 presentó un valor de K menor al de la 

cepa E2 y al del producto "Keltroi'', lo que significa que genera un 

fluido con menor viscosidad que los productos de comparación. Además, 

et fluido se adelgaza menos con respecto a la rapidéz de deformación, 

que et producto "Keltrol" y que el de la cepa E2 (n es mayor que el de 

ambos productos) (Tabla 14). 

Et polímero de la cepa 16 presentó el valor mas bajo del índice 

de consistencia (K) y el valor más alto del índice de flujo (n) 

comparado con todas las otras cepas nativas e inclusive que el producto 

de la cepa E2 y el "Keltrol". Esto indica que el producto presenta 

menor viscosidad y se adelgaza menos. 
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Reogramas de las soluciones de los polímeros de las cepas 12, E2 y 

del producto "Keltrol". Los productos fueron sometidos al 

tratamiento enzimático, térmico y fueron lavados dos veces 

(Soluciones preparadas con xantana al 17. (b.s.) y 17. de KClJ. 
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Tabla 14 

Indices reológicos de las soluciones de los productos de las cepas 

nativas, de la cepa E2 y los del producto "Keltrol". 

Indices reológicos• 

Productos K n 

(N.sn /m2 
) (-) 

10 8.9 0.21 

JI 8.6 0.23 

12 5.7 0.25 

16 4.2 0.32 

E2 12.0 0.18 

Keltrol 12.7 0.2 

Determinados con el programa "Reología de fluidos, Ley de la 

potencia; software" (Brito, 1988), en soluciones preparadas con 17. de 

xantana (b.s.) y 17. de KCI. 
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Se ha establecido que las características reológicas del caldo de 

fermentación cambian drásticamente en el transcurso de la fermentación. 

El mezclado es eficiente solo en las primeras etapas de Ja 

fermentación. A medida que transcurre Ja fermentación, la naturaleza 

pseudoplástica del fluido crea zonas muertas ó estáticas en el 

fermentador (Galindo, 1985). 

La baja viscosidad aparente del caldo de fermentación de Ja cepa 

12, podría eliminar Jos problemas de · mezclado que se presentan en el 

transcurso de Ja fermentación. Aunque, se generaría un producto que al 

ser resuspendido presentaría menor viscosidad aparente que el polímero 

de Ja cepa E2. 

5.2.3. Caracterización química de Jos polímeros producidos por las 

cepas nativas en el medio con peptona como fuente de nitrógeno 

Los productos recuperados fueron analizados químicamente. Se les 

determinó: cenizas, humedad, radicales acetilos, radicales pirúvicos, 

y su contenido de nitrógeno. En la tabla 15 se presentan Jos valores 

analíticos de estos parámetros para las cepas 10, 11, 12 , 16, cepa E2 

y los del producto "Keltrol". Es interesante resaltar que Jos productos 

de las cepas 10 y 11 presentaron bajos contenidos de pirúvico (si se 

comparan con Ja cepa E2) e inclusive con respecto al producto 

"KeltroJ". La cepa 12 presentó un porcentaje de radicales pirúvicos muy 

bajos (0.037.). 

Con respecto al contenido de acetilos, Jos productos de las cepas 

JO y JI presentaron el mismo porcentaje que el de Ja cepa E2 y que el 

producto "Keltrol". El polímero de la cepa 12 presentó menor contenido 

que el producto de la cepa de E2 ( 47.). 

Debido a que el caldo de fermentación fue sometido a un 

tratamiento de purificación, se determinó el porcentaje de nitrógeno 

presente en el producto. Los resultados de la tabla 15 manifiestan que 

Jos polímeros de las cepas 10 y 11 no fueron purificados completamente. 

Curiosamente, el producto de Ja cepa 12 presentó el más alto porcentaje 

de nitrógeno (2. 97.). Estos datos sugieren que Ja blomasa (u otros 
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Tabla 15 

Evaluación química de los productos obtenidos de las cepas 10, 11, 12, 

16, E2 y del producto "Keltrol". 

Producto de Pirúvico Acetilo Cenizas Nitrógeno Humedad 

las cepas• (7.) (7.) (7.) (7.) (7.) 

JO 0.75 5.0 2.3 J.8 15 

11 0.21 5.7 4.0 J.9 15 

12 0.03 4.0 4.4 2.9 12 

16 4.2 4.1 5.6 J.0 13 

E2 2.14 5.0 5.4 0.5 15 

11Keltrol" 4.3 5.8 8.8 0.5 8 

• Obtenidos de cultivos en el medio que contenia peptona como fuente de 

nitrógeno. 
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compuestos nitrogenados) no fueron eliminados por completo. Esto 

posiblemente apoyaría Ja hipótesis de una posible interacción de 

ciertos complejos nitrogenados con el poJ(mero, la cual pueda afectar 

la capacidad de generar Ja viscosidad aparente. 

De acuerdo con lo anterior fue posible inferir que la reología 

estaba afectada por la pureza del producto (contenido de 

nitrógeno), por los radicales acetilos y/o pirúvicos. En la figura 31 se 

presentan los valores consignados del contenido de nitrógeno (a),en 

relación con los valores del indice de consistencia (K). Radicales 

pirúvicos (31b) y radicales acetilos (Jlc) de los polímeros de las 

cepas con respecto al contenido de nitrógeno. El contenido de los 

radicales pirúvico (3!d) y radicales acetilos (3le) en relación con los 

valores del índice de consistencia (KJ de los polímeros de las cepas 

nativas y de Ja E2. 

En la figura Jl(a) se observa de una manera general, una tendencia 

lineal del porcentaje de nitrógeno en los polímeros y el indice de 

consistencia. Productos con menor contenido de nitrógeno presentan el 

valor más alto en el índice de consistencia y productos con mayor 

contenido de nitrógeno presentan un índice de consistencia bajo. La 

cepa 12 contiene el más alto porcentaje de nitrógeno y el índice más 

bajo. Esta tendencia indica que los productos con menor contenido de 

nitrógeno son más puros y que en igualdad de peso en· polvo, contendrá 

mas polímero y consecuentemente su solución será más viscosa. Aunque, 

el producto de la cepa 16 no se encuentra dentro de esta tendencia, es 

posible inferir que el índice de consistencia puede estar afectado por 

otros parámetros. Este producto presentó además, el más bajo porcentaje 

de radicales acetilos de todos los polímeros de las cepas evaluadas 

(Tabla 15, figura 3Jc). 

En la gráfica 31b se muestra que la pureza del producto puede 

estar influyendo en los radicales pirúvicos. Los productos de las cepas 

nativas que contenían el más alto porcentaje de nitrógeno presentan 

valores bajos en el .contenido del radical pirúvico. En productos con el 

mismo porcentaje de nitrógeno, la diferencia en el contenido del· 

pirúvico pudo estar relacionado con la cepa empleada. En relación al 

contenido de acetilos se observó que el contenido de nitrógeno no 
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las cepas nativas, E2 y "Keltrol". 
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influye en este parámetro (figura 3lc}. 

El contenido de radicales pirúvico podría no estar influyendo en la 

reología de los productos. Productos que presentan alto contenido de 

radicales pirúvico pueden presentar alto o bajos Indices de 

consistencia. El "Keltrol" presentó un porcentaje alto de radicales 

pirúvicos y el valor más alto de K, mientras que el producto de la cepa 

16 presentó un porcentaje similar de radicales pirúvicos al del 
11 Keltrol" y presentó el valor más bajo en el indice de consistencia que 

el "Keltrol" e inclusive que el de las otras cepas nativas (figura 

3ld}. Con respecto al contenido de radicales acetilos y la relación con 

el índice de consistencia (K}, se observó que estos radicales influyen 

en la reologfa. Productos con el menor contenido de radicales presentan 

el valor más bajo en el índice de consistencia que los productos con 

mayor contenido de acetilos (figura 3le}. 

5.2.4. Espectroscopia de Infrarrojo de los polfmeros obtenidos con el 

medio de producción con peptona como fuente de nitrógeno. 

Los espectros de infrarrojo de los polímeros producidos por cada 

cepa nativa, fueron cotejados con aquellos del producto obtenido con la 

cepa E2 y con el producto "Keltrol". Los resultados detallados y 

comparativos de cada uno de los espectros de los polfmeros de las cepas 

nativas se presentan en el anexo 3. 

Las principales diferencias que se observaron en el E. J. del 

polfmero de la cepa lO con el producto de la cepa E2 y del producto 

"Keltrol" sugieren que ese producto pueda ser de un peso molecular 

menor, de menor ramificación, con un menor contenido de radicales 

acetilos y pirúvicos que el producto de la cepa E2 y del producto 

"Keltrol". Sin embargo, lo anterior no concuerda con los datos 

analfticos de los radicales acetilos. La cepa lO presentó los mismos 

porcentajes de acetilos que el polímero de la cepa E2 y que el 

"Keltrol". 

Con respecto al pirúvico, la menor intensidad en la banda 

correspondiente a la vibración molecular del metilo del radical 

piruvato (1371 cm - l J sugiere que el pollmero presenta bajos contenidos 
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de este radical. Esto concuerda con lcis resultados analíticos (0.75'.7.J. 

Las diferencias observadas con el polímero de la cepa ll sugieren 

que el producto puede ser de menor peso molecular, menor ramificación y 

presentar menor porcentaje de radicales pirúvicos que la cepa E2 y que 

el producto "Keltrol". Los datos analíticos mostraron que el producto 

presentó menor porcentaje de radicales piruvatos que la cepa E2 y que 

el producto "Keltrol". 

El espectro de infrarrojo del polímero de la cepa 12 sugiere que el 

producto puede presentar menor cantidad de radicales acetilos· y 

pirúvicos que la cepa E2 y el producto "KeltroJ". Esto concuerda con 

Jos datos analíticos. Es interesante remarcar que este producto 

presentó un porcentaje muy bajo de radicales pirúvicos (0.03'.7.l. 

En el producto de la cepa 12 se remarca la presencia de la banda 

de los 1542 cm-! . La cual no se presenta en el E. l. del producto de 

la cepa E2 ni en el "Keltrol". Esto sugiere la posible presencia de de 

compuestos aminados en asociación con Ja cadena po!imérica. 

Finalmente, el E.I. del polímero de la cepa 16 (correspondiente al 

pv. manihotis) mostró que, en comparación con el polímero de la cepa E2 

y el producto "Keltrol", las principales diferencias estriban en la 

intensidad de las bandas, las cuales ~;on de menor intensidad y sugieren 

que Jos radicales acetilos 0725 cm -1
} se encuentran en menor 

porcentaje, lo que concuerda con los datos unalíticos. Se infiere una 

menor proporción de CH20H en la cadena ( 1250 c.:rn _, ), lo cual implicaría 

que fuese menos ramificada que el prorlucto de Ja cepa EZ y el producto 

"Kcltrol". 

Las principales diferencias que se observaron en los E. I. de los 

productos de las cepas nativas con respecto al polímero de la cepa E2 e 

inclusive al del "Keltrol", radicaron en las intensidades de las bandas 

en todo el rango de los números de onda en el que se presentan los 

grupos funcionales que constituyen la molécula polimérica. Para 

establecer estas diferencias cuantitativamente, se determinó Ja 

intensidad de las bandas, de acuerdo a su altura relativa. En la tabla 

16 se indica la intensidad relativa de las bandas de los espectros de 
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Tabla 16 

Intensidad relativa en las principales bandas de los espectros de 

Infrarrojo de los polímeros de las cepas nativas. 

Cepa !!!!!:!!~!~~!:L!:!:!~!!~~-~~-!~~-~~!!~~~-i~1!1~l _____ 
A B e D E 

E2 5.1 8.71 3.7 6.3 6.2 

10 4.4 7.6 13.4 4.5 4.5 

ll 4.6 6.5 14.1 4.3 4.6 

12 4.8 8.3 14.0 4.8 5.0 

16 2.5 9.4 13.2 4.8 4.5 

Keltrol 5.0 14.5 13.9 6.2 5.9 

A = Banda correspondiente a la vibración molecular de los radicales 

acetilos (1727 cm-1
). 

B Banda correspondiente a la vibración molecular de los ácidos 

carboxflicos libres (1062 cm-1
). 

e Banda que sugiere la asociación intramolecular (1060 cm-
1
). 

D Banda correspondiente al metilo de los radicales acetilos (1404 

cm -l l y carbonilo del ácido pirúvico (1372). 

E OH de CH20H de la cadena (1250 cm - 1
). 
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los polímeros de las cepas 
11Keltrol 11

• 

nativas, de la cepa E2 y del producto 

La baja intensidad relativa que presentaron las bandas de los 

espectros de los productos de las cepas JO, ll, 12 y 16 implicaría que 

estos productos pueden presentar un peso molecular menor que el 

producto de la cepa E2 y que el producto "Keltrol". 

Tratando de realizar un análisis de los espectros, en la tabla 17 

se presenta la relación entre las bandas de los espectros de infrarrojo 

y su comparación con el polímero de la cepa E2 y el producto "Keltrol". 

En los productos de las cepas nativas, la relación A/B es mayor o igual 

a la del producto de la cepa E2 e inclusive a la del producto 

"Keltrol". La única excepción la constituye el producto de la cepa 16, 

cuya relación es muy baja (presentó un área muy pequeña en los 1725 cm 1 

que corresponde a la vibración molecular de los grupos acetilos). 

Con respecto a la relación entre las bandas 8/C, todos los 

productos presentaron valores muy similares al presentado por el 

producto "Keltrol" y por el producto de la· cepa E2. Esto sugiere que la 

relación entre los carboxilatos y C-0 de los azúcares es muy semejante 

entre los polímeros de las cepas nativas. En la relación D/E, se 

observa que los valores son menores con respecto al producto 11Keltrol'1, 

lo que significa que existe una menor relación de radicales piruvato y 

acetilos en la cadena pollmérlca de las cepas nativas, si se compara 

con el producto "Keltrol". 
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Tabla 17 

Relación entre las bandas de los espectros de infrarrojo de los 

polímeros de las cepas nativas. 

Polímeros de Relación entre bandas Banda 1065 
-1 

cm 

las cepas A/B 8/C D/E Area (cm'l 

E2 0.39 0.30 0.86 34.9 

10 0.59 0.47 0.96 26.1 

JI 0.41 0.35 0.93 27.1 

12 0.35 0.49 1.34 29.4 

16 0.1 0.43 1.5 31.0 

Keltrol 0.33 0.49 1.87 29.2 

A/B Acetilos/carboxilato 

8/C Carboxilato/banda C-0 azúcares 

D/E = CH3 acetilos-pirúvicos/OH de CH20H de la cadena 
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Conclusiones (sección 5.2) 

Los resultados de la caracterización de las cepas nativas permiten 

establecer las siguientes conclusiones: 

l. Con respecto a la cinética de fermentación de las cepas nativas: 

a) En la cinética de crecimiento, las cepas !O y 11 no 

presentaron fase lag. La velocidad específica de crecimiento 

(µ) fue mayor a ta de la cepa E2. Con respecto en la cinética 

de producción, se observó que está parcialmente asociada al 

crecimiento (como en la cepa E2). 

b) La cepa 12 no presentó fase lag. Mostró una velocidad 

específica de crecimiento (µ) mayor a la de Ja cepa E2. La 

evolución de viscosidad fué diferente a la de la cepa E2. Se 

obtuvieron valores inferiores de viscosidad aparente en 

el caldo de fermentación. 

2. Respecto a la producción de la goma: 

a) La cepa 11 produce un caldo con mayor viscosidad aparente, 

mayor concentración final de goma y la productividad fue 

mayor respecto a la cepa E2. 

b) La cepa !O produjo más polímero, una productividad más alta y 

presentó mayor rendimiento del producto que la cepa E2. 

3. Los reogramas de las soluciones de tos productos resuspendldos, se 

puede establecer lo siguiente: 

a) Los polímeros de las cepas JO y 11 presentaron -en todas las 

velocidades de deformación- viscosidades aparentes menores a 

las del producto de la cepa E2 y a las del producto 

"Keltrol". 
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b) Aunque el polímero de la cepa 12 presentó valores inferiores 

de viscosidad aparente en todos los gradientes de deformación 

(respecto a los del producto de la cepa E2 y al del producto 

"Keltrol"). Es posible considerar este producto como 

potencial. Debido a que presentó una baja pureza 

(el contenido de nitrógeno fué alto 2. 97.), el producto en 

igualdad de peso representó menor cantidad de polimero y 

consecuentemente su solución fué menos viscosa. 

4. Los resultados analíticos indicaron lo siguiente: 

a) Que los productos de las cepas 10, JI y 12 presentan muy 

bajos porcentajes de radicales pirúvicos. 

b) Aunque se detectaron muy bajos porcentajes de radicales 

pirúvicos en el producto de la cepa 12, es posible inferir 

que este substituyente no está involucrado en la reología del 

producto, ya que el polímero de la cepa 16 presentó un alto 

contenido de radicales pirúvicos y presentó valores bajos en 

los índices reológicos. 

5. De acuerdo con los espectros de infrarrojo: 

a) Se infiere que los polímeros de las cepas JO y JI pueden 

presentar menor peso molecular que el polímero de la cepa E2 

y que el del producto "Keltrol". 

b) Es posible Inferir que el polímero de la cepa 12 se encuentre 

en interacción con compuestos aminados o nitrogenados, debido 

a la presencia de la banda a los 1542 cm -l. Además,este 

producto presentó los valores más altos de nitrógeno. 
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5.3 INFLUENCIA DEL MEDIO DE PRODUCCION EN LA CAPACIDAD DE PRODUCCION 

Y LAS PROPIEDADES DEL PRODUCTO DE LAS CEPAS 12 Y E2 

5.3.1. Evaluación de la producción del polímero empleando el medio que 

contenía sulf"ato de amonio y su comparación con lo obtenido en el 

medio que contenía peptona como f"uente de nitrógeno 

La composición del medio de cultivo para la producción de goma 

xantana puede influir en las características finales del producto. 

Existen pocos estudios sobre este tema (Tait. et al, 1986; Cadmus et 

al, 1978; Kennedy et al, 1982). 

En medios químicamente definidos, en medios complejos y en medios 

definidos que combinan una fuente compleja de nitrógeno, se ha 

observado que una mayor concentración de nitrógeno inicial produce 

concentraciónes más elevadas de biomasa celular. Este incremento 

promueve altos rendimientos del producto, tiempos cortos de 

fermentación y por lo tanto una productividad mayor (Kennedy et al, 

1982; Norton et al; 1979; Marquet et al, 1989; Cadmus et al, 1978). 

Los resultados ref"erentes a la producción de goma de la cepa 12 

a nivel de matraces bafleados, con sulfato de amonio como fuente de 

nitrógeno, indicaron que la cepa presentaba ventajas en la producción 

de goma con respecto a la cepa E2. Entre las que se obtuvieron: que la 

cepa produjó 40 7. más de polímero, mayor producción específica que la 

cepa E2. Un polímero que presentó un perfil de viscosidad superior [en 

todo los gradientes de deformación y a la misma concentración de goma 

(!?. b. s.) J e índices reológicos superiores a Jos que presentó el 

producto de la cepa E2. 

Se ha establecido que la fuente de nitrógeno P\!ede afectar la 

calidad del polisacárido producido (Cadmus 'et al, 1978). En vista que 

la evaluación en matraces bafleados se llevó a cabo con un medio de 

cultivo que contenía sulfato de amonio como fuente de nitrógeno. Se 

evaluó también la producción de goma con este medio en fermentadores 
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de 1 L. 

En la figura 32 se presentan las cinéticas de crecimiento, de 

consumo de sustrato y de la producción de la goma de la cepa E2 y de 

forma comparativa las cinéticas de la cepa 12. 

La cinética de crecimiento de la cepa E2 presentó una fase lag de 

4 horas y una fase exponencial de aproximadamente 26 horas. La fase 

estacionaria fué de aproximadamente 5 horas, está fase no se observó en 

el medio que contenía peptona como fuente de nitrógeno. A partir de las 

48 h1 se inició la fase de lisis. La producción del polisacárido estuvo 

parcialmente asociada al crecimiento. 

El crecimiento de la cepa 12 no presentó fase "lag". Inició el 

crecimiento exponencial desde las primeras horas de la fermentación y 

muestra la fase de lisis celular cuando finalizó el crecimiento. La 

producción de la goma fué parcialmente asociada al crecimiento. Se 

observó mayor generación de la viscosidad aparente en el caldo de 

fermentación y mayor producción de goma que la cepa E2 (figura 32). 

De las fuentes de nitrógeno orgánico que se han estudiado, se ha 

establecido que la peptona es una fuente que genera los más altos 

rendimientos de goma xantana. Sin embargo, un incremento en su 

concentración inicial (hasta 8.8 g/L) genera productos con índices 

reológicos inferiores a los que presenta el producto comercial "Kelzan" 

(Kennedy et al, 1982). 

En el medio de producción cuya fuente de nitrógeno fue la peptona, 

la cepa 12 generó un caldo de fermentación de baja viscosidad aparente 

durante la evolución de la fermentación, en comparación con las cepas 

nativas y la cepa E2. 

En esta sección se presentarán, de forma comparativa, los 

resultados de la producción de polímero y de las propiedades que 

presenta el producto de la cepa 12, obtenido en los dos medios: l) 

medio de producción con sulfato de amonio como fuente de nitrógeno y 

2) medio de producción modificado 11, que contenía peptona como fuente 
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de nitrógeno. 

En ambos medios el control del pH se realizó con dos álkalis 

diferentes. En el medio que contenía peptona, se empleó hidróxido de 

amonio. En el medio con sulfato de amonio, se utilizó hidróxido de 

potasio. 

Debido a que el amonio puede ser consumido como fuente adicional 

de nitrógeno para el crecimiento celular, se ha observado que la 

productividad se incrementa cuando el pH se controla con hidróxido de 

amonio. (Moraine y Rogovin, 1973). 

En la figura 33 se muestra la cinética de crecimiento de la cepa 

12. En el medio con peptona como fuente de nitrógeno, el crecimiento 

fué mayor al que presentó en el medio con sulfato de amonio. Una vez 

terminada la fase exponencial, se observó que la bacteria presentó la 

fase de lisis, sin presentar fase estacionaria. 

En la figura 34 se presenta el consumo de sustrato en ambos 

medios. En el medio que contenía peptona como fuente de nitrógeno, la 

velocidad de consumo fué mayor (durante las primeras cuarenta horas) 

que en el que contenía sulfato de amonio. 

La figura 35 presenta la evolución de la viscosidad aparente del 

caldo de fermentación, con ambas fuentes de nitrógeno. En el medio con 

peptona, el polímero generó menor viscosidad aparente en todo el 

transcurso de la fermentación. En el medio con sulfato de amonio, la 

bacteria produjo un polímero con mayor viscosidad aparente. 

En el medio que contenía peptona, la cepa 12 generó menor 

concentración de polímero, que en el medio que contenía sulfato de 

amonio (figura 36 al. Sin embargo, !a evolución del polímero durante el 

cultivo de la cepa 12 en ambos medios fué similar. De acuerdo con la 

concentración del polímero sintetizado durante el cultivo de la cepa, 

se observó que el polímero en el medio que contenía peptona generaba 

menor viscosidad aparente en el caldo de fermentación, en comparación 

con las viscosidades aparentes que presentó en el caldo de fermentación 
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Figura 34 
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Consumo de azúcar en la fermentación con la cepa 12, en el medio de 

producción que contenía peptona ( O ) o sulfato de amonio (O) como 

fuente de nitrógeno. 
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Viscosidad aparente del caldo de fermentación de la cepa 12 en el medio 

que contenía peptona ( O ) o sulfato de amonio ( O ) como fuente de 
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Figura 36 

a) Evolución de la concentración de polímero y (b) generación de 

viscosidad en el caldo de fermentación de acuerdo con la concentración 

de polímero sintetizado durante el cultivo de la cepa 12 en el medio 

que contenía peptona o sulfato de amonio. Fermentaciones realizadas en 

fermentador de 1 L. 
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del cultivo con sulfato de amonio. En el medio que contenía peptona y 

de acuerdo con la concentración de polímero sintetizado, la viscosidad 

aparente fué 100 veces menor, que lo obtenido en el medio que contenía 

sulfato de amonio (figura 36b). 

Aunque no se conoce la razón de la baja viscosidad aparente en el 

medio que contiene la peptona como fuente de nitrógeno, los resultados 

analíticos y de infrarrojo sugieren que, en este medio, el polímero 

puede presentar interacción con compuestos nitrogenados presentes en el 

medio. Esta interacción podría modificar la estructura molecular de la 

goma, de tal manera que su capacidad de generar viscosidad en el caldo 

de fermentación sea baja. 

Se ha establecido que Xanthomonas campestris pv. campestris 

consume el nitrógeno principalmente para la producción de biomasa. La 

bacteria, cuando finaliza la etapa exponencial de crecimiento, consume 

la mitad de la concentración del nitrógeno inicial. El otro 507. no se 

consume y queda disuelto en el medio de cultivo (Moraine y Rogovin, 

1973). 

En la tabla 18 se presenta la velocidad específica de crecimiento 

de las cepas E2 y 12, en ambos medios. La cepa l~ 
4
presentó una 

velocidad específica de crecimiento mayor en el medio con peptona y 

tambien una mayor concentración máxima de células, con respecto a la 

cepa E2. lnteresantemente, la velocidad específica de crecimiento de la 

cepa E2 fué prácticamente la misma en ambos medios. 

En la figura 37 se presentan los valores de viscosidad aparente 

del caldo de fermentación obtenido en los dos medios de producción, con 

las cepas E2 y 12. El polímero de la cepa 12 generó un caldo con mayor 

viscosidad aparente (cuatro veces más) en el medio con sulfato de 

amonio, en comparación con el medio que contenía peptona. La viscosidad 

aparente del caldo de fermentación de la cepa E2 en ambos medios, fue 

prácticamente la misma. 

La figura 38 muestra que la cepa 12 generó una mayor concentración 

de polímero en el medio con sulfato de amonio. Por el contrario, la 
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Tabla 18 

Velocidad específica de crecimiento y concentración máxima de células 

de las cepas 12 y E2 en los medios que contenían peptona o sulfato de 

amonio como fuente de nitrógeno. 

Parámetro Cepas 

1459-E2 12 

Peptona Peptona 

µ (hr -t) 0.105 0.12 0.26 0.08 

Xmax(D.O.) 0.30 0.20 0.40 0.22 
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Figura 37 

Viscosidad aparente del caldo de fermentación de la cepa 12 en el medio 

que contenía peptona o sulfato de amonio como fuente de nitrógeno. 
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Figura 38 

Concentración final de goma de los cultivos de las cepas 12 y E2, 

obtenidos en el medio que contenía peptona o sulfato de amonio como 

fuente de nitrógeno. 
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cepa E2 produjo concentraciónes ligeramente más elevadas de goma en el 

me'dio que contenía peptona, respecto al que contenía sulfato de amonio. 

En el fermentador la cepa 12 produjo solo 1.3 veces más de goma 

que la E2 (figura 38). De acuerdo con la evaluación en matraces Ja cepa 

produjo 60?. más que la cepa E2 (Capitulo 5.1). 

Es posible establecer que la cepa 12 generó mayor producción de 

polímero en los matraces, debido a una mayor transferencia de oxígeno 

durante el cultivo de la cepa. El desarrollo de fermentaciones en 

matraces bafleados, se han caracterizado y propuesto para el 

escalamiento de cepas productoras de exopollsacáridos, debido a que 

pueden proporcionar mayor transferencia de oxígeno (Galindo, et al, 

1992). Se ha comprobado que el kL a puede ser mayor en matraces 

bafleados que en el fermentador (Delgado et al, 1989) 

Existe además, la posibilidad de considerar la inestabilidad de la 

cepa, la cual podría estar jugando un papel importante. Es decir, que 

Ja bacteria probablemente hubiese disminuido la capacidad de producción 

de goma. 

Se ha reportado que Xanthomononas llega a perder sus 

características originales y en algunas ocasiones, desarrolla formas 

variantes (Cadmus et al, 1976), que puede presentar una disminución en 

la producción de goma xantana (Cooke and Broderick ,1989). 

Norton et al (1979) al incrementar el 50?. de nitrógeno inicial en 

el medio de cultivo, observaron mayor producción de biomasa y una baja 

viscosidad aparente final del caldo de fermentación (2, 900 cps con 

respecto a Jo obtenido de 4,000 cps). 

En la figura 39 se indkan los valores de la producción específica 

de las cepas E2 y 12, en ambos medios. La cepa E2 presentó mayor 

producción específica en el medio que contiene peptona. La cepa 12 
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Figura 39 

Producción específica de las cepas 12 y E2 en el medio que contenía 

peptona o· sulfato de amonio como fuente de nitrógeno. 
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presentó mayor producción específica en el medio que contiene sulfato 

de amonio (en comparación con el que contiene peptona). Los valores de 

producción específica de la cepa 12 en el medio con sulfato de amonio 

fué menor a la que presentó la cepa E2 en el medio con peptona. 

La cepa 12 presentó mayor productividad en el medio con sulfato de 

amonio que en el medio con peptona. Por el contrario, la cepa E2 

presentó mayor productividad en el medio que contenía peptona como 

fuente de nitrógeno (figura 40). 

Esta misma tendencia se observó con respecto al rendimiento de 

polímero (tanto en base a azúcar inicial como en base a azúcar 

consumida) para las cepas 12 y E2 (figuras 41 y 42). La cepa 12 

presenta el más alto porcentaje tanto en el rendimiento en base a 

azúcar consumida como en base al azúcar inicial en el medio con sulfato 

de amonio que la cepa E2 (figura 42). 

5.3.2 Reologia de los polímeros obtenidos en los medios que contenían 

peptona y sulfato de amonio como fuente de nitrógeno. 

Los reogramas de las soluciones del poHmero de la cepa 12 

obtenido en ambos medios de cultivo, se muestran en la figura 43. 

El poHmero de la cepa 12 obtenido con el medio que contiene 

sulfato de amonio, se obtiene un producto con viscosidades aparentes 

muy semejante al que presentó el producto "Keltrol" (figura 43). 

Debido al bajo grado de pureza del producto de la cepa 12, 

obtenido en el medio que contenía peptona, la solución del producto 

resuspendido presentó -en todo el rango probado de velocidades de 

deformación- viscosidades aparentes menores a las del producto de la 

cepa E2 y a las del producto "Keltrol". 
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Figura 40 

Productividad de las cepas 12 y E2 en el medio que contenía peptona o· 

sulfato de amonio como fuente de nitrógeno. 
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Figura 41 

Rendimiento del polímero en base al azúcar inicial de las cepas 12 y E2 

en el medio que contenía peptona o sulfato de amonio como fuente. de 

nitrógeno. 
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Figura 42 

Rendimiento del polímero en base al azúcar consumido de las cepas 12 y 

E2 en el medio que contenía peptona o sulfato de amonio como fuente de 

nitrógeno. 
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Figura 43 

Reogramas de los polímeros producido por la cepa 12 en los cultivos 

realizados con el medio que contenía peptona o sulfato de amonio como 

fuente de nitrógeno. Los productos fueron sometidos al tratamiento 

enzimático, térmico y lavados dos veces con alcohol 

isopropllico. Soluciones de polímero al 17. (b.s.) y 17. de KCI. 
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Con la cepa E2 se observó (figura 44) que el polímero generado en 

el medio que contenía sulfato de amonio, a bajas velocidades de 

deformación generó valores de viscosidades aparentes menores que el 

del "Keltrol". En el medio que contenía peptona presentó (a todas las 

velocidades de deformación) valores de viscosidades aparentes muy 

similares al que presentó el "Keltrolº. 

En la tabla 19 se presentan los índices reológicos de Jos 

polímeros de las cepas 12 y E2, obtenidos en los medios que contenían 

peptona y sulfato de amonio. El polímero de la cepa 12 obtenido en el 

medio que contenía sulfato de amonio, presentó un índice de 

consistencia más alto y un menor índice de pseudoplasticidad, si se 

compara con aquellos obtenidos con los productos generados. El 

polímero de la cepa 12, generado con el medio .conteniendo sulfato de 

amonio, presentó mejores r.aracterísticas reológicas si se compara con 

el polímero de la cepa E2. 

El polímero de la cepa E2 mostró los mejores índices reológlcos 

(índice de consistencia más alto e índice de flujo más bajo), en el 

medio que contenía peptona como fuente de nitrógeno. 

5.3.3 Ef"ecto de los tratamientos post-f"ermentativos 

Se evaluaron las propiedades reológicas de las soluciones del 

polímero de la cepa 12 en runción de los distintos tratamientos 

post-fermentativos. El objetivo de lo anterior fué determinar si los 

tratamientos (térmico o enzimático) influían en la capacidad de 

generación de viscosidad en el producto resuspendido. 

En la figura 45 se presentan los reogramas de las soluciones del 

polímero de la cepa 12, obtenido con el medio que contenía peptona y 

obtenido bajo dos condiciones a) sin ningún tratamiento, b) con los 

tratamientos térmico y enzimático. El principal efecto en el cambio de 

la reología lo constituyó el tratamiento enzimático-térmico. 

Se ha reportado que el tratamiento térmico causa diferentes 
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Reogramas de las soluciones de los polímeros producidos por la cepa E2 

en el medio que contenía peptona 6 sulfato de amonio como fuente de 

nitrógeno. Los productos fueron sometidos al tratamiento enzimático, 

térmico y lavados dos veces con alcohol isoproplllcoSoluciones de 

polímero al 17. (b.s.) y 17. de KCl. 
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Tabla 19 

Indices reológicos de las soluciones de los productos generados por las 

cepas 12 y E2, obtenidos en los medios que contenían peptona ó sulfato 

de amonio como fuente de nitrógeno. 

Productos 

12 5.68 

E2 11.99 

Keltrol 

Peptona 

n 

(-) 

0.25 

0.18 

K 

(Nsn /m 2 

12.7 

Sulfato de amonio 

n 

(-) 

10.3 0.27 

7.8 0.34 

n 

(-) 

0.20 

Los índices K y n fueron determinados con el programa "Reelegía de 

fluidos, Ley de la potencia; software" (Brito, 1988). Los productos 

fueron sometidos al tratamiento enzimático, térmico y lavados dos veces 

con alcohol isopropilico. Soluciones al 17. (b.s) de polímero y 17. de 

KCL. 
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Reograrnas de las soluciones de polímeros producidos por la cepa 12 (en 

el medio que contenía peptona como fuente de nitrógeno), en función de 

los distintos tratamientos post-fermentativos. Soluciones de polímero 

al 17. (b.s. J y 17. de KC!. 

135 



efectos en los polímeros de diferentes orígenes. El contenido de 

radicales piruvatos en el polímero determina el nivel de cambio en la 

viscosidad aparente debido al tratamiento térmico (Tako y Nakamura, 

1988). En general, el incremento en la viscosidad debido al tratamiento 

térmico es de menor magnitud en polímeros con más alto contenido de 

radicales piruvatos (Galindo et al, !989). 

Datos analíticos, indicaron que para el polímero de la cepa 12 

obtenido en el medio con peptona como fuente de nitrógeno, el contenido 

de radicales piruvatos muy bajo (Tabla 20). 

Se ha sugerido que Ja asociación lnter e intramolecular entre las 

cadenas poliméricas juega un papel importante en los cambios que se 

pueden presentar en la reología de soluciones de goma xantana. Estas 

asociaciones moleculares son intermediadas por los radicales acetilos y 

el radical piruvato, así como. ia + fuer~a ión i ca determinada por el 

polímero en forma de sal (Ca2
, K2 

, Na2
) ( Tako y Nakamura, 1984; 1987 

y 1988). 

S.3.4. Caracterización química de Jos polímeros de las cepas 12 y E2 

La caracterización química .de los polímeros de las cepas 12 y E2, 

obtenidos en ambos medios de cultivo se presenta en la tabla 20. En el 

producto de Ja cepa ·12 obtenido con el medio que contenía sulfato de 

·amonio, no se detectaron radicales piruvatos (tabla 20). Con el medio 

que contenía peptona, el contenido de este radical fue muy bajo. 

En el polímero de la cepa 12 producido en el medio que contenía 

sulfato de amonio, el contenido de radicales acetilo fue mayor (S.37.I 

que en el producto obtenido en el medio con peptona. 

En la cepa E2 se observó que el pirúvlco es mayor en el polímero 

obtenido en el medio que contenía peptona como fuente de nitrógeno 

(2.147.) respecto al que contenía sulfato de amonio (0.147.). 

· El polímero de la cepa E2 presentó menor contenido de acetilos en 
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Tabla 20 

Análisis químico de los productos de las cepas 12 y E2 obtenidos en 

los medios que contenían peptona ó sulfato de amonio como fuente de 

nitrógeno. 

C E P A 

12 E2 

Peptona (NH
4 

l
2
S0

4 
Peptona (NH

4 
J

2
so

4 

Plrúvicos (7.) 0.03 o.o 2.14 0.7 

Acetilos (7.) 4.0 5.3 5.0 . 2.5 

Cenizas (7.) 4.4 5.7 5.4 7.1 

Nitrógeno (7.J 2.9 1.4 0.5 1.3 
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el medio que contenía sulfato de amonio (2.57.) respecto al que contenía 

peptona (57.). 

Para la cepa 12, el contenido de nitrógeno del producto obtenido 

con el medio que contenía peptona como fuente de nitrógeno fué mayor 

respecto al formulado con sulfato de amonio. Esto sugiere que puede 

establecerse una interacción entre compuestos nitrogenados con la 

molécula del polímero de la cepa 12. Ello explicaría la presencia de la 

banda de los 1560-1543 cm -l en el espectro de infrarrojo. 

5.3.5. Espectroscopia de infrarrojo, de los polímeros obtenidos con los 

medios que contenían peptona o sulfato de amonio como f'uente de 

nitrógeno. 

Se llevó a cabo la espectroscopia de infrarrojo a los productos 

en los diversos pasos de los tratamientos post-fermentativos. Es decir, 

sin ningún tratamiento y con los tratamientos enzimático y térmico. 

Ello se llevó a cabo con la principal finalidad de poder indagar cual 

de estos pasos producían cambios importantes en los polímeros. En el 

anexo 4 se presentan los espectros de infrarrojo y el análisis cada uno 

de ellos. 

Las principales diferencias del polímero de la cepa E2, obtenido 

en el medio que contenía sulfato de amonio, con respecto al "Keltrol 11 

fueron las intensidades de las bandas (tabla 21). El producto de la 

cepa E2 presentó bandas con intensidades menores que en el producto 

"Keltrol". Esto sugiere que tal producto presenta menor porcentaje de 

radicales acetilos, y pirúvicos. Ello concuerda con los datos 

analíticos (ver tabla 20 J. También sugiere una menor cantidad de 

ácidos carboxilos libres ( 1615 cm-1
) y posiblemente indique que pueda 

ser de un peso molecular menor que el producto "Keltrol". 

Con respecto al producto de la cepa 12, obtenido en el medio que 

contenía sulfato de amonio (fermentador de 1 L), se observaron cambios 

en las intensidades de las bandas de los 1407 cm - t y 1373 cm-
1 

así 

como la ausencia de la banda de los 1541 cm-
1 

con el tratamiento post 
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Tabla 21 

Intensidad relativa de las principales bandas de los espectros de 

infrarrojo del polímero de las cepas 12 y E2*. 

Cepas Intensidad relativa (cms) 

A B e o 

E2*(ST) 3.4 6.8 13.1 4.2 

E2*(1T-TE) 3.4 6.8 13.7 4.3 

12*(ST) 3.5 12.1 13.4 3.7 

12•crr-TEl. S.4 7.3 13.6 5.0 

Keltrol 5.0 14.5 13.9 6.2 

A = Banda correspondiente a la vibración molecular de Jos 

acetilos (1727 cm-1
). 

E 

3.8 

4.0 

3.5 

5.2 

5.9 

radicales 

B = Banda correspondiente a la vibración molecular de los ácidos 

carboxílicos libres (1620 :!:10 cm-1
). 

C = Banda de la inferencia de la asociación intramolecular (1060 

cm-1). 

O = Banda correspondiente al metilo de Jos radicales acetilos 

cm-1
) y carbonilo del ácido pirúvico (1372). 

E = OH de CHzOH de Ja cadena (1250 cm-1
). 

ST= Sin ningún tratamiento. 

IT-TE= Tratamiento térmico y tratamiento enzimático. 

(1404 

*Polímeros obtenidos de fermentaciones en el medio de producción que 

contiene sulfato de amonio como fuente de nitrógeno. 
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fermentativo. Esto 

conformaclonales así 

nitrogenados. 

sugiere que el producto presenta cambios 

como una posible interacción con productos 

Al realizar la comparación de los polímeros con tratamiento 

térmico, se observó que la banda de los 1726 cm-1 es más intensa (tabla 

21) lo cual indica un mayor porcentaje de radicales acetilos y esto 

concuerda con los resultados analíticos. 

La comparación del espectro del polímero de la cepa 12, obtenido 

en el medio que contenía sulfato de amonio (fermentador L) y el 

producto "Keltrol", indicó una diferencia en la menor intensidad de la 

banda de 1614 cm - I , lo que significa que el polímero puede presentar 

menor cantidad de ácidos carboxílicos libres. Se observa tambien una 

mayor intensidad en la banda 1248 -1 cm (ver tabla 21) (vibración 

molecular de los OH de los CHzOH de la cadena) y posiblemente indica 

que la molécula puede presentar mayor ramificación que el producto 

"Keltrol". 

Es importante remarcar que el perfil de las bandas del espectro de 

la cepa 12 , obtenido con el medio que contenía sulfato de amonio, es 

muy semejante al producto comercial. Esto podría sugerir que la 

constitución química del polímero de la cepa 12 es prácticamente 

identica a la del "Keltrol" por lo que se le podría considerar una 

xantana "típica''. El polímero de la cepa 12 presenta cambios 

importantes con los tratamientos post fermentativos. 

En la tabla 22 se presentan las relaciones entre las intensidades 

de las bandas, comparadas con el producto de la cepa E2 y con el 

"Keltrol". Con los tratamientos post fermentativos, el polímero de la 

cepa E2 (obtenido con el medio que contenía sulfato de amonio) no 

presentó diferencias signiflcativas en el área de las bandas. Sin 

embargo, como resultado de los tratamientos post- fermentativos en el 

producto de la cepa 12 se observó un incremento en la relación de 

bandas A/B y un decremento en la relación B/C con respecto al producto 

que no se le realizó ningun tratamiento. Se observó también un 

Incremento en el área de la banda 1065 cm-1
, respecto al producto que 
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Tabla 22 

Relación entre las bandas de los espectros de infrarrojo de los 

polímeros de la cepa 12 y de la cepa E2" y las del producto "Keltrol" 

Cepa Relación de bandas Banda 1065 cm -I 

A/B BIC DIE Area (cm2) 

E2"(STJ 0.29 0.36 l.10 23.6 

E2"(TT-TE) 0.31 0.32 1.16 30.1 

12•(STJ 0.14 0.64 1.25 27.5 

0.42 0.28 1.33 33.3 

Keltrol 0.34 1.04 1.05 

AIB Acetilos/carboxilato 

BIC Carboxilatolbanda C-0 azúcares 

DIE = Ch
3 

acctilos-pirúvicoslOH de CH20H de la cadena 

ST = Sin ningún tratamiento. 

TT-TE =Tratamiento térmico-tratamiento enzimático. 

• Polímeros obtenidos con el medio que contiene sulfato de amonio como 

fuente de nitrógeno. 

141 



no se le realizó ningún tratamiento, lo que sugiere que se presenta 

mayor asociación intramolecular en el polímero de la cepa 12 de acuerdo 

con los tratamientos post-fermentativos. 

Los espectros de infrarrojo de los productos obtenidos en los dos 

medios de cultivo se presentan de forma comparativa en las figuras 46 

a la 48. 

En la figura 46 se muestra el espectro del polímero de la cepa E2 

obtenido en el medio que contenía peptona y sulfato de amonio. Las 

principales diferencias se encuentran en las bandas de los 1727 cm -l, 

1624 cm -l, 1404 cm -I y 1248 cm - •. Todas ellas son más intensas en el 

producto obtenido con el medio que contenía peptona. Ello implica un 

mayor contenido de radicales acetilos y pirúvicos así como una mayor 

cantidad de ácidos carboxílicos libres. También implica una mayor 

ramificación y posiblemente, en su conjunto, un mayor peso molecular. 

Esto podría explicar las mejores características reológicas del 

producto, obtenido con el medio que contenía peptona como fuente de 

nitrógeno. 

Con respecto al producto de la cepa 12, la figura 47 indica que, 

el polímero obtenido en el medio que contenía sulfato de amonio, la 

intensidad de todas las bandas fue mayor si se compara con el producto 

generado en el medio que contenía peptona. Lo anterior podría sugerir 

un mayor peso molecular. Lo que a su vez podría explicar las mejores 

características reológlcas del producto. 

En la figura 48 se muestra los espectros de infrarrojo para los 

productos de la cepa 12 obtenidos en el medio que contenía peptona y 

después de cada uno de los tratamientos post-fermentativos. Las 

intensidades de las bandas de los 1627 cm-1
, 1543 cm-1

, 1407 cm-1
, 1373 

cm- 1 y 1248 cm -l se reducen con el tratamiento térmico y se reducen aún 

más cuando además el producto se trata enzimáticamente (ver tabla 23). 

Es notable, un cambio en las intensidades de las bandas de los 1407 

cm -l y 1373 cm -l. Esto sugiere cambios en la conformación y la posible 

eliminación de los compuestos nitrogenados que podrían estar asociados 

con el polímero. 
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Tabla 23 

Intensidad relativa de las bandas del espectro de infrarrojo del 

polímero de la cepa 12, obtenido en el medio que contenía peptona como 

fuente de nitrógeno 

Condiciones Intensidad relativa (cm) 

del tratamiento 

A B e D E 

ST 5.3 15.6 13.0 5.7 5.3 

TE 4.7 7.9 12.9 5.0 4.6 

TT-TE 4.7 6.5 12.B 5.9 3.8 

A = Banda correspondiente a la vibración molecular de los radicales 

acetilos (1727 cm-1
). 

B = Banda correspondiente a la vibración molecular de los ácidos 

carboxílicos libres (1620 :!:10 cm-1
). 

C = Banda de la inferencia de la asociación intramolecular (1060 

cm-1
). 

D = Banda correspondiente al metilo de los radicales acetilos (1404 

cm-1
) y carbonilo del ácido p!rúvico (1372). 

E =OH de CH20H de la cadena (1250 cm-1
). 

ST = Sin tratamiento. 

TE = Tratamiento enzimático 

TE-TT = Tratamiento enzimático - tratamiento térmico 
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CONCLUSIONES (sección 5.3) 

l. a) La cinética de producción de goma xantana de la cepa 12 se 

vió afectada por los componentes del medio, principalmente 

por la peptona. 

b) La velocidad específica de crecimiento de la cepa 12 es 

mayor en el medio que contiene peptona como fuente de 

nitrógeno. Se obtuvó mayor concentración de células. 

c) En el medio que contiene peptona, el polímero de la cepa 

12 generó una viscosidad aparente baja en el caldo de 

fermentación. 

d) La producción específica, el rendimiento (en base al azúcar 

inicial y consumida) de la cepa 12, fué menor al que 

presentó la cepa E2, en el medio que contiene peptona. Sin 

embargo, la cepa 12 presentó mayor productividad que la 

cepa E2. 

2. Con respecto a la producción del polímero de la cepa 12 en el 

medio que contiene sulfato de amonio como fuente de nitrógeno: 

a) Se observó que se obtiene mayor concentración de goma 

(287.), mayor productividad y mayor rendimiento con 

respecto a la cepa E2. 

b) La cepa produce un caldo de fermentación con una 

viscosidad aparente mayor a la que se presenta en la 

fermentación con peptona como fuente de nitrógeno. 

3.-Respecto a Ja reología del producto resuspendido: 

a) El polímero de la cepa 12, obtenido en el medio con 

peptona, generó una viscosidad aparente menor a la que 

presentó en el polímero de la E2. 
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b) En el medio que contiene el sulfato de amonio, la cepa 12 

produce un polímero que, al ser resuspendido, presentó 

(en todos los gradientes de deformación) mayor viscosidad 

aparente, con respecto al producto de la cepa E2. 

Viscosidades aparentes (en todos los gradientes de 

deformación) similares al del producto Keltrol. Presentó 

un índice de consistencia mayor al de la cepa E2 y un 

índice de pseudoplasticidad menor al de la cepa E2. 

c) En la cepa E2 se observó que el polímero obtenido con el 

medio con .peptona presentó valores de viscosidades 

aparentes muy semejantes a las del producto "Keltrol". 

Este producto, sin embargo, presentó un índice de 

consistencia (K) menor, pero fue más pseudoplástico (n 

menor), que el producto "Keltrol". El polímero de la cepa 

E2 obtenido con ei medio que contiene sulfato de amonio 

presentó valores inferiores en los índices · reológicos con 

respecto al producto "Keltrol" y al producto obtenido en 

el medio con peptona. 

4. -Los resultados de las pruebas analíticas indicaron que: 

a) En el polímero de la cepa 12 obtenido con el medio con 

sulfato de amonio, no se detectaron radicales de ácido 

pirúvlco. El contenido de radicales acetilos es mayor que 

en el producto obtenido en el medio con peptona. 

b) El producto de la cepa 12 obtenido en el medio con 

peptona, presenta mayor contenido de nitrógeno. Este valor 

confirmaría la posibilidad de que Ja molécula pollmérica 

se encuentra asociada con un complejo nitrogenado. Esta 

interacción se establece con los radicales piruvatos, de 

tal forma que la cuantificación con el método enzimático 

pudiera ser inadecuada. 
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5.-Los espectros de infrarrojo indicaron: 

a) La cepa E2 sintetizó, en el medio con peptona, un polímero 

de mayor peso molecular. El peso molecular del producto, 

podría estar involucrado en las mejores características 

reológicas del producto resuspendido. 

b) La cepa 12 sintetizó, en el medio con sulfato de amonio, 

un polímero que presentó mayor intensidad relativa en las 

bandas, lo cual indicaría que fuese de mayor peso 

molecular que el producto sintetizado 

peptona. Este peso molecular más 

también las mejores características 

producto. 

en el medio con 

elevado explicaría 

reológicas del 

c) En el polímero de la cepa 12 obtenido en el medio con 

peptona, los tratamientos post-fermentativos reducen la 

interacción molecular de los compuestos nitrogenados y 

radicales piruvatos de la cadena polimérica. Esto se apoya 

por la reducción (hasta la desaparición) de la· banda de 

los 1541 cm-•. La cual representa la vibración molecular 

del complejo de los grupos piruvatos y su asociación con 

grupos nitrogenados. 
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CAPITULO 6 

CONCLUSIONES GENERALES Y RECOMENDACIONES 

CONCLUSIONES 

l. Con respecto a la selección de cepas nativas evaluadas i;n 

matraces bafleados. 

a) Se seleccionaron las cepas denominadas 10, 11, 12, 15 y 16, las 

cuales presentaron mayor producción de polímero, mayor 

rendimiento y mejores productividades en la producción de goma 

con respecto a la cepa E2. 

b) De las cepas seleccionadas, se destacó la cepa 12 dado 

que produjo: 

i) 407. más de polímero que la cepa E2. 

ii) Mayor producción específica y más alta productividad, 

con respecto a la cepa E2. 

iii) El producto resuspendido presentó valores de viscosidad 

aparente superiores al producto de la cepa E2 y al 

Keltrol [Soluciones preparadas al 17. de producto (b.s.)J. 

lv) Indice de consistencia más alto que el de la cepa E2 y 

índice de pseudoplasticidad más baja que de la cepa E2. 

v) EÍ análisis en el espectro de infarrojo sugirió que el 

producto podría contener altos valores de radicales 

acetilos, lo cual 

químicos. 
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2. Respecto a Ja producción de goma de las cepas nativas selecionadas 

y evaluadas en el fermentador de 1 L con el medio que contiene 

peptona como fuente de nitrógeno: 

a) Las cepas 10, ll y 12 presenta.ron una velocidad específica de 

crecimiento mayor a Ja que presentó la cepa E2. 

b) Las cepas 10, U y 12 no presentaron fase de acondicionamiento 

o fase 11 lag" en el crecimiento. 

c) Las cepas 10 y 11 presentaron ventajas en la producción de 

goma: mayor productividad, mayor concentración de goma y 

mejores rendimiento con respecto a Ja cepa E2. Las soluciones 

de los polímeros de estas cepas [17. (b.s) de polímero) -en 

todos los gradientes de deformación- presentaron valores de 

viscosidad aparente menor al del producto "Keltrol". Los 

productos presentaron bajo contenido de ácido pirúvico . Los 

espectros de infrarrojo sugieren que Jos productos de ambas 

cepas pueden ser de menor peso molecular con respecto al 

producto sintetizado por la cepa E2. El bajo peso 

molecular de estos productos podría explicar los bajos índices 

reológicos obtenidos de las suspenciones realizadas, en 

comparación con los índices reológicos obteni.dos del producto 

de la cepa E2 y los del producto "Keltrol". 

d) Durante el cultivo de Ja cepa 12 se observó, que el polímero 

presentó baja viscosidad aparente en el caldo de fermentación 

(en relación a Ja concentración sintetizada y la generación de 

viscosidad aparente determinada en el caldo de fermentación, 

durante el cultivo de la cepa y su comparación con lo 

presentado por los polímeros de las cepas evaluadas). 

En soluciones preparadas con el 17. (b.s. ), el polímero, 

presentó en un rango amplio de velocidades de deformación, 

valores de viscosidades aparentes menores a las que presentó el 

producto de Ja cepa E2 y el "Keltrol". Los valores menores en 
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los Indices reológicos del producto de la cepa 12 fué explicado 

por la baja pureza que contenía el producto, debido a que 

presentó un alto porcentaje de nitrógeno. Presentó un bajo 

contenido de radicales piruvatos. De acuerdo con el espectro 

de infrarrojo, es posible inferir que los radicales piruvatos 

esten en interacción con compuestos aminados. Lo cual esta 

apoyado por la presencia de la banda de los 1541 cm -I así como 

por los altos contenidos de nitrógeno medidos analíticamente. 

Es Importante resaltar que este fenómeno (generación de viscosidad 

aparente baja en el caldo de fermentación) no ha sido reportado y que 

ofrecería ventajas potenciales en el proceso de la producción del 

polímero. Ello permitiría eliminar los problemas inherentes del 

mezclado y transferencia de masa, durante el proceso de la 

fermentación. 

3. De acuerdo con la evaluación de Ja producción de goma de la cepa 

12, empleando el medio que contenla sulfato de amonio como fuente de 

nitrógeno: 

a) La cepa 12 presentó una velocidad específica menor al de la 

cepa E2. 

b) Produce 287. más de goma, mayor producción específica mejores 

rendimientos y mayor productividad que la cepa E2. 

c) La reología del producto resuspendido (17. de polímero 

b.s. l presentó viscosidades aparentes muy similares a las del 

"Keltrol" y valores superiores al producto de Ja cepa E2. Los 

índices reológicos fueron más altos que el polímero de la cepa 

E2 y más bajos que para el 11Keltrol". En este producto no se 

detectaron radicales piruvatos. Del espectro de Infrarrojo se 

infiere que el radical pirúvico podría estar asociado con 

compuestos aminados. esta interacción podía interferir en la 

acción enzimática y en consecuencia no detectarse con el método 

empleado. Además fué posible inferir cambios en la conformación 
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del producto con los tratamientos post-fermentativos. 

El polímero de la cepa E2 obtenido con el medio que contiene 

sulfato de amonio, presentó valores inferiores en los índices 

reológicos con respecto al producto "Keltrol" y al producto 

obtenido en el medio con peptona. De acuerdo con los análisis 

de los espectros de infrarrojo se observó que el producto de la 

cepa E2 puede presentar menor peso molecular que el 11Keltrol" 

y esto podría explicar los bajos valores de los índices 

reológicos. 

Durante el desarrollo del presente estudio se han evaluado cepas 

nativas potenciales para la producción de goma xantana. Estas cepas 

nativas presentan ventajas en la producción de goma asi como en el 

producto resuspendiso en comparación con el producto de la cepa E2 e 

inclusive al producto "Keltrol11
• 

La posibilidad de la producción de la goma xantana, con caldos de 

fermentación de viscosidades aparentes bajas, proporcionaría ventajas 

en el proceso de producción debido a que se eliminarían problemas de 

mezclado. 

Se ha establecido que la cepa 12 proporcionaría ventajas en la 

producción de goma y representa una cepa de gran potencialidad con 

respecto a la cepa E2. 
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RECOMENDACIONES 

En el presente estudio se han descrito y caracterizado cepas 

potenciales para la producción de goma xantana. Estas cepas nativas no 

solo incrementan una colección de cultivos microbianos sino que son un 

potencial para la realización de estudios básicos referentes a la 

genética, biosíntesis, producción, constitución y reología de los 

productos. 

-Se propone realizar un estudio taxonómico exahustivo para 

identificar las cepas nativas 10, 11 y 12, estableciendo (si 

fuera posible) el pv. de cada una. 

-La espectroscopía de infrarrojo de los polímeros sintetizados por 

las cepas nativas ha sugerido la posibilidad de emplear esta 

herramienta como un método potencial para la identificación 

taxonómica de cepas productoras de goma xantana. Por lo que se 

recomendaría realizar un estudio comparativo de espectroscopia de 

infarrojo de diferentes polímeros cuyas fuentes sean cepas de 

colección o cuya identificación taxonómica sea reconocida. Formar 

familias de acuerdo con las agrupaciones de las bandas 

características que se presentan en los diferentes número de onda. 

De esta manera comparar con los espectros de la cepas nativas en 

las que se desconoce la especie e inclusive el pv. 

-El género Xanthomonas se ha caracterizado por su inestabilidad 

genética. Se han reportado cambios morfológicos, pérdida en la 

capacidad de producción de goma, así como cambios en la 

composición molecular del polímero. Por ello, se sugiere que se 

realizen estudios integrales acerca de la estabilidad o 

inestabilidad de las cepas nativas potenciales 10, ll, 16 y sobre 

todo de la cepa 12. 
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-Se sugiere llevar a cabo fermentaciones a nivel de planta piloto 

(fermentadores de 25 L, 100 L o 500 L) y caracterizar la 

producción de goma así como de los productos obtenidos. Realizar 

estudios sobre la reproducibilidad química y reológica de los 

lotes de goma generada en diversos lotes de fermentación. 

-Evaluar la producción y las características de los productos 

generados con la cepa 12 obtenidos con diferentes condiciones de 

aireación. 

-Es posible que la composición de los azúcares sea diferente en 

los polímeros de las cepas nativas 10, 11, 12 y 16. Por lo que 

sería interesante realizar un estudio químico detallado sobre la 

composición de los productos. 

-Los espectros de infrarrojo sugieren que los polímeros de las 

cepas 10, 11 y 12 puedan ser de menor peso molecular, lo cual 

debería comprobarse con una evaluación experimental. 

-La presencia y ausencia de la banda de los 1541 
-1 

cm con el 

tratamiento térmico sugiere que el producto sintetizado por la 

cepa 12, podría contener radicales piruvatos. Posiblemente estos 

radicales interaccionen con compuestos nitrogenados. Esta 

asociación molecular podría Interferir en la cuantificación 

enzimática y por lo tanto es posible que este método no se el 

más adecuado. Por lo que se propone emplear espectroscopia de 

masas para establecer evidencias de la presencia del radical. 

Además, realizar un estudio de hidrólisis química para cuantificar 

el contenido de radical piruvato. 

-Realizar estudios de reología de los productos de las cepas 12, 

10, 11 y 16 de soluciones diluidas de goma xantana. Evaluar 

además, la estabilidad a diferentes pH, temperaturas y 

concentraciones de sales. 
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ANEXO 1 

DESCRIPClON DE REACTIVOS Y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO 

REACTIVOS 

A continuación se enlistan los productos químicos 

el desarrollo del presente trabajo: 

Nombre comercial Procedencia 

Acetona Laboratorios Laitz S.A. 

utilizados durante 

Antiespumante (silicón) Droguería Cosmopolita S.A. de C. V. 

Agua (filtrada por ósmosis reversa) 

Agar Difco 

Acido acético J. T. Baker 

Acido bórico J. T. Baker 

Acido cítrico J. T. Baker 

J.T. Baker Acido clorhídrico 

Alcohol isopropilico 

Bacto agar 

(Grado industrial) 

Difco 

Bactro dextrosa 

Bacto peptona 

Carbonato de calcio 

Cloruro férrico 

Cloruro de potasio 

Cristal violeta 

Carbonato de calcio 

Dextrosa 

Etanol 

Difco 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

Laboratorios 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

Extracto de levadura Difco 

Extracto de malta Difco 

Fosfato de amonio monobásico J. T. Baker 

Fosfato de potasio J.T. Baker 
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Goma xantana "Keltrol 11 

Hidróxido de amonio. 

Hidróxidode sodio 

Hipoclorlto de sodio 

Kit para la determinación 

de glucosa (Merckotest 

GOD-PAP 3393) 

Lugol 

Oxido de zinc 

Peptona 

Safranina 

Sulfato de amonio 

Sulfato de magnesio 

'EQUIPO. 

Nombre 

Agitador de aspas 

Autoclave 

Balanza analítica 

Balanza granataria 

Bomba de vacío 

Campana de flujo laminar 

Centrífuga 0-5,000 rpm) 

Centrifuga 0-14,000 rpm) 

Espectrofotómetro 

Estufa 

Fermentador de 2 L. 
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Keico, Co. 

J,T. Baker 

J.T. Baker 

Cloral ex 

Merck 

Laboratorios Laitz. S.A. 

J.T. Baker 

Difco 

Laboratorios Laitz, S.A. 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

Proveedor y/o modelo 

Marca "CAFRAMO" Wiarton, Ont.Canada 

Tipo stirrer RZRJ-04 

FAMSA 

Bosch S 200 

Ohaus Bralnweigh B 5000 

Feli Welch, modelo FE-1400 

Velco modelo GHFL-12 

Solvat, Aparatos científicos 

Sorvall RC-5B (rotor SS-34) 

Beckman, modelo 35 

Felisa, modelo 2914 

s/marca (más detalles en la 

figura A-1 ) 

Componentes y características: 

Flecha: barra de acero Inoxidable de 0.9 

mm de diámetro. Motor eléctrico de 1 Hp. 

Sello : sistema de cierre hermético (shaf 



Homogenizador 

Impulsores 

Incubadora -Agitadora 

Manómetro 

Matraces 

Parrilla agitadora 

Potenciómetro 

Rotámetro 

Sistema de filtración 

Viscosímetro 

Olla expres 

Super Mixer, Vortex 
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sea!). 

Tanque de vidrio, diámetro 11 cm, altura 

22 cm. espesor del vidrio 0.5 cm. 

Los controles empleados para realizar 

fermentaciones con el equipo de 2 lts. 

fueron los siguientes: 

Temperatura : mediante un termomix (Colora 

ET 5 ) sumergido dentro de la tina del 

fermentador. 

mediante un reóstato 

adaptado al motor, calibración con 

tacómetro óptico (Uveeder-Root 6611). 

!!ireació!l : mediante un rotámetro 

(Cole- Parmer, modelo 3217-45) flujo 

de aire humecto 0.25-1 ~vm, presión de 

entrada de aire: 1 kg/cm . 

fil! : controlador de pH (CI - UNAM), 

electrodo de pH (lngold), bomba 

peristáltica para la adición de base o 

ácido (MasterFlex 7014 20). 

Espuma : Control manual 

la inyección de silicón 

Caframo Wlarton, Ont. 60 

Turbinas tipo Rushton s/marca 

New Brunswlck Sclentlfic 

Metron 

Erlenmeyer 500 ml.Pyrex 

Corning PC 353 

Cornlng pH meter 30 

Cole-Parmer modelo 3217-45 

mediante 

Milllpore (membranas de poro de 0.45 

micras) 

Brookfield, modelo LVT 

Presto, modelo 21 L 

Lab-Line Inst. 



AIRE 

VENTEO 

MANOMETRO 

TOMA DE 
MUESTRA 

MOTOR 

Dt = llcm 

3H/B 

H/4 

CONlROLADOR 
DE pH DI = 7.55 cm 

Dd = 5.06 cm 
Wb= 1.9 cm 
Hb = 1.51 cm 
L 0.47cm 
G 0.9 cm 
Df 0.85 cm 
X Espesor del material 

= 1/3 
p Prisionero 

Figura A-1. Diagrama y componentes del fermentador, volúmen de trabajo 

de !L. 
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MEDIOS DE CULTIVO 

Medio YPD 

Componente 

Glucosa 

Extracto de levadura 

Peptona 

pH (con NaOH) 

Agar 

Preparación 

MEDIO DE EXTRACTO DE LEVADURA MALTA 

(YM). 

CJeans et a! • 1976) 

gLb Componente gLJ. 

20 Extracto de levadura 3 

10 Extracto de malta 3 

20 Peptona 5 

7 Glucosa 10 

20 (cuando se requiere). 

Se pesan cada uno de los componentes de los medios, se disuelven 

con agua y se aforan a la cantidad deseada con agua destilada. 

Posteriormente se esterilizan en el autoclave a 15 lb/pul
2 

Cl20°C) de 

presión durante 15 min. 

En el caso de medio sólido, una vez estéril el medio y con una 

temperatura moderada (antes de solidificarse el agar) se vacía en cajas 

de Petri estériles (aproximadamente 20 mi. de medio en cada caja). 

Medio de producción (Quintero, et a!, 1984b). 

Componente 

Sacarosa 

NH
4

(S0)
2 

Mg so
4 

Ac. cítrico 

KH PO 
2 4 
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0.23 

1.3 

3.9 

0.0024 



!&!!!Ponente U! 
caco 0.0048 

2 

HBO 0.0072 
3 

ZnO 0.0014 

FeCI 0.0014 
3 

pH 7.1 

Preparación. 

Se pesa la sacarosa y se disuelve en el JO 7. del volumen total 

del medio a preparar en agua destilada. Los demás componentes se pesan 

y se disuelven en el 90 7. del volumen restante, se ajusta el pH con 

lentejuelas de NaOH. Se esteriliza la sacarosa disuelta y los 

componentes del medio, ambos en su matraz correspondiente a 120°C por 

15 min. Antes de inocular se mezcla la solución de la sacarosa estéril 

con el medio. 

MEDIO DE PRODUCCION MODIFICADO. 

En el presente trabajo se empleó otro medio que se le denominó 

medio modificado el cual fue previamente reportado ( Flores, 1989) . La 

modificación que se realizó fue en base a la concentracion en la fuente 

de carbono. La fuente original de nitrógeno (sulfato de amonio) se 

sustituyó por peptona. 

Componente 

Sacarosa 

Peptona 

Fosfato de amonio monobásico 

Fosfato de potasio 

Acldo cítrico 
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g/L 

24 

2 

0.69 

3.07 

1.3 



Componente g/I 

Sulfato de magnesio 0.23 

Cloruro férrico 0.0014 

Carbonato de calcio 0.0024 

Acido bórico 0.0048 

Oxido de zinc 0.0072 

pH (con NaOH concentrado) 7.0 

Preparación 

El medio se prepara de la misma forma que el medio de producción. 

El ajuste del pH del medio debe realizarse en ausencia de la peptona. 

Una vez ajustado el pH, se agrega la peptona al medio. 
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ANEXO 2 

ESPECTROS DE INFRARROJO DE LOS POLIMEROS DE LAS CEPAS NATIVAS Y E2 

OBTENIDOS EN MATRACES BAFLEADOS (SULFATO DE AMONIO COMO FUENTE DE 

NITROGENO) 

En las figuras A-1 a la A-5 se presentan los espectros de los 

polímeros de las cepas identificadas como 10, ll, 12, 15 y 16. En cada 

caso , la comparación se realizó con el El del polímero de la cepa E2. 

En la figura A-1 se presenta el espectro del polímero de la cepa 

10. Este polisacárido presentó las mismas bandas que el polisacárido de 

la cepa E2, aunque las bandas son de mayor intensidad . Esto sugiere 

que el polímero podría ser de mayor peso molecular. La intensidad 

superior de la banda de los 1727 cm -l (vibración de los carbonilos de 

los radicales acetilos), implica que el polímero podría contener mayor 

cantidad de radicales acetilos. La presencia de un solo hombro a los 

1560-1511 
-1 

cm (vibración molecular del carbonilo del metilo presente 

en el radical ácido pirúvico) indica un bajo contenido de este radical. 

Las principales diferencias del El del polímero de la cepa 10 con 

respecto al de la cepa E2, se presentan en la tabla A-1. En vista de 

que el espectro presentó el mismo perfil de bandas que el producto de 

ia cepa E2, este polímero puede cconsiderarse como una xantana 

"típica". 

En la figura A-2 se presenta el espectro del polímero de la cepa 

11. Las bandas que se presentan en todo el rango de los números de onda 

fueron similares a las que se observaron en el polímero de la cepa E2. 

En la tabla A-2 se muestran las diferencias en las bandas del espectro 

del producto de la cepa 11 con respecto al polímero de la cepa E2 . Es 

posible considerar al producto de Ja cepa 11, como otra xantana 

"típica". 

En la figura A-3 se presenta el espectro de la cepa 12 y su 

comparación con el de la cepa E2. En la tabla A-3 se indican las 

principales diferencias que mostró el polímero proveniente de esta cepa 

respecto al de la cepa E2. Es Importante remarcar que este polímero 
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Figura A- l 

Espectro de infrarrojo del polímero de la cepa JO y su 

comparación con el espectro del polímero de la cepa E2. 
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Tabla A-1 

Diferencias en las bandas del E. I del polímero de . la cepa 10 con 

respecto al E. l. de la cepa E2. 

Número de onda 
(cm-1) 

1727 

1624-1629 

1560-1511 

1404 

1297-1248 

1067 

Comentario 

Mayor Intensidad en la banda, lo que sugiere 

mayor concentración de radicales acetilos 

Mayor Intensidad, lo que sugiere mayor 

cantidad de ácidos carboxílicos libres. 

La presencia de un solo hombro sugiere un bajo 

porcentaje de ácido pirúvico. 

Las dos bandas en esta longitud de 

onda, indicaría que los plruvatos se podrían 

localizar en varias partes de la cadena. 

Mayor intensidad, mayor cantidad de CH20H 

libres y una posible mayor ramificación. 

Mayor intensidad, lo que sugiere que prevalece 

la asociación intramolecular. 
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Figura A-2 

Espectro de infrarrojo del polímero de la cepa 11 y su 

comparación con el espectro del polfmero de la cepa E2. 
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Tabla A-2 

Diferencias en las bandas del E;I del polímero de la cepa 11 con 

respecto al E. l. del polímero de Ja cepa E2. 

Número de onda 
(cm-1) 

1629 

10067 

167 

Comentario 

Mayor intensidad, lo que sugiere una mayor 

can ti dad de ácidos carboxílicos libres. 

Esta banda predomina, lo que implica que 

el polímero presenta fuerte asociación 

intramolecular. 



Tabla A-3 

Diferencias en las bandas del E. 1 del polímero de la cepa 12 con 

respecto al polímero de la cepa E2. 

Número de onda 
(cm-1) 

1727 

1560-1511 

1246-1248 

1067 

168 

Comentario 

Mayor intensidad, lo que sugiere mayor 

concentración de acetilos. 

No se presenta, lo que sugiere que este 

polímero no podría contener radicales 

pirúvicos. 

Mayor intensidad. Sugiere que existe 

mayor cantidad de CH
2
0H libres y una 

posible mayor ramificación. 

Se presenta como banda única, lo que 

implicaría que prevalece la asociación 

intramolecular. 
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Espectro de Infrarrojo del polímero de la cepa 12 y su 

comparación con el espectro del polímero de la cepa E2. 



también podría considerarse como una xantana "típica". Por otra parte y 

de acuerdo con el E.!., es posible Indicar que este no contenga 

radicales plruvatos. 

En la figura A-4 se presenta el espectro de la cepa X. campestrls 

pv.juglandls (15). En Ja tabla A'-4 se presentan las diferencias con 

respecto al E.!. del polímero de la cepa E2. Es posible indicar que el 

polímero presenta mayor porcentaje de radicales pirúvicos. 

En la figura A-5 se muestra el espectro de la cepa X. campestrls 

pv. manlhotls (16) y en la tabla A-5 se presentan las principales 

diferencias respecto al espectro dela cepa E2. Este polímero (16) 

también presentó mayor intensidad relativa en las bandas, lo que 

sugiere que el polímero podría presentar mayor peso molecular. 
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Figura A-4 

Espectro de infrarrojo del polímero de la cepa 15 (pv. 

juglandis) y su comparación con el espectro del polímero de 

la cepa E2. 
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Tabla A-4 

Difernncias en las bandas del E.I. de la cepa 15 (pv. jug!andis) con 

respecto al E. l. de la cepa E2. 

Número de onda 

(cm-1) 

1727 

1560-1511 

1248-1211 

Comentario 

Presencia de un solo hombro. Implicaría 

menor porcentaje de radicales acetilos. 

Mayor presencia de la banda, lo que 

Implica la presencia de mayor número de 

radicales de ácidos pirúvico. 

Menor intensidad, implicaría menor 

cantidad de CHzOH libres y menor 

ramificación. 
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Figura A-5 

Espectro de infrarrojo del polímero de la cepa 16 

(pv. man!hot!s)y su comparación con el espectro del polímero 

de la cepa E2. 
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Tabla A-5 

Diferencias en las bandas del E.!. de la cepa 16 ( pv. manlhotls) con 

respecto al E. l. de la cepa E2. 

Número de onda 

(cm -t¡ 

1727 

1624 

1248 

113 

1069 

Comentario 

Presencia de un hombro. Implicaría menor 

porcentaje de radicales acetilos. 

Mayor intensidad. Posiblemente indique 

una mayor cantidad de ácidos carboxílicos 

libres. 

Mayor cantidad de CH
2
0H terminal de los 

azúcares. 

Presencia de esta banda como un hombro. 

Implicaría que existe asociación entre 

grupos funcionales de diferentes cadenas. 

La presencia de esta banda sugiere 

una fuerte interacción intramolecular. 
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ANEXO 3 

ANALJSIS DE LOS ESPECTROS DE INFRARROJO DE LOS POLIMEROS DE LAS CEPAS 

NATIVAS OBTENIDOS CON EL MEDIO QUE CONTIENE PEPTONA COMO FUENTE DE 

NITROGENO 

El análisis de los espectros de infrarrojo, se realizaron con el 

producto obtenido de la cepa E2 y con el producto "Keltrol". 

En la figura A3-l se presentan de forma comparativa los espectros 

de los polímeros obtenidos en dos lotes de fermentación de la cepa 

E2. En el polímero de la cepa E2 (lote 1) la banda de los 1612 cm-1 es 

de mayor intensidad que en el duplicado, lo que sugiere que puede 

contener más ácidos carboxílicos libres. En el producto del lote 1, se 

observa también mayor intensidad en la banda de los 1408 y 1371 cm -i, 

lo cual implicaría mayor contenido de radicales piruvatos y acetatos 

que en el polímero del lote 2. 

Para fines comparativos se empleará el espectro del polímero de la 

cepa E2 del lote l. En la figura A3-2 se presenta la comparación con 

el producto "Keltrol". La banda correspondiente al hidroxilo de los 

CH20H de la cadena se encuentra en mayor intensidad relativa que en el 

producto "Keltrol"(ver tabla 19) lo cual probablemente indique una 

cadena de mayor longitud que la del producto "Keltrol". 

En la figura A3-3 se muestra el espectro del polímero de la cepa 

JO. Las principales diferencias con respecto a la cepa E2 se enlistan 

en la tabla A2-l. En la figura A3-4 se presentan de forma comparativa 

los espectros de la cepa JO y el del producto "Keltrol". En la tabla 

A2-1 se indican las principales C:íferencias entre ambos. Las 

intensidades relativas de las bandas también son 

producto "Keltrol". 

menores que en el 

En la figura A3-5 se presenta el E.I. del polímero de la cepa ll. 

En la tabla A2-3 se indican las principales diferencias con respecto a 

la cepa E2. La baja Intensidad relativa presentada en las bandas 

implicaría que este producto puede presentar un peso molecular menor 

que el producto de la cepa E2. Su comparación con el producto comercial 
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Tabla A2-I 

Diferencias en las bandas del espectro de infrarrojo de la cepa 10 con 

respecto al de la cepa E2 

Número de onda 

(cm- 1 ) 

1729, 1720 

1560-1541 

1410-1371 

Comentario 

La presencia de ambas bandas (que no se 

presentan en el polímero de la cepa E2) 

correspondientes a los acetilos. Sugieren que 

este radical puede estar asociado en 

diferentes lugares de la cadena polimerica. 

Estas bandas que no se presentan en el E. l. de 

la cepa E2, pueden estar asociadas con el 

pirúvico o representar compuestos aminados. 

Bandas que representan los metilos de los 

radicales acetilo y carbonilo del ácido 

pirúvico.La menor intensidad de esta banda con 

respecto al del polímero de la cepa E2 podria 

sugerir· menor porcentaje de ambos radicales. 
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TablaA2-2 

Diferencias en las ·bandas del E. l. de la cepa 10 con respecto al del 

producto "Keltrol" 

Número de onda 

(cm-1) 

1724 y 1720 

1560-1541 

1405-1371 

1252 

Comentario 

La prescencia de ambas bandas implicaría que 

los radicales acetilos podrían estar asociados 

en diferentes lugares en la cadena polimérica. 

La presencia de esta banda sugiere la 

asociación con compuestos animados. 

Banda de menor intensidad, lo cual implicaría 

menor porcentaje de radicales acetilos y 

pirúvico, Jo cual concuerda con los datos 

analíticos. 

Banda de menor Intensidad Jo cual implicaría 

probablemente que es un polímero de menor 

ramificación por la menor presencia del CH20H 

terminal de los azúcares. 
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Tabla AZ-3 

Principales diferencias en el E. 

l. 

l. 

del 

del polímero de la cepa 11 en 

polímero de la cepa E2. comparación con 

Número de onda 

(cm-1 ) 

1644-1614 

1544-1533 

1405-1312 

1250 

1126-1116 

el E. 

Comentario 

Dos bandas más que sugieren que existen 

distintos grupos carboxilatos, la baja 

intensidad sugiere pocos ácidos carboxfl!cos 

libres. 

Bandas -aunque de una intensidad menor­

sugien la presencia de grupos pirúvicos 

distribuidos en distintas partes del polímero 

asf como baja concentración de estos 

radicales. 

La baja intensidad de ambas bandas sugiere 

bajo contenido de radicales acetilos y 

piruvatos. 

La baja intensidad en esta banda implicaría 

un polímero de poca ramificación. 

La presencia de estas dos bandas Implica la 

asociación 

polimérlcas. 
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(figura A3-6) muestra que el polímero de la cepa 11 también puede ser 

de menor peso molecular, menor ramificación y menor porcentaje de 

radicales plrúvicos. Lo que concuerda con los datos analíticos. 

El espectro de lnfrarojo del polímero de la cepa 12 y su 

comparación con el espectro del polímero de la cepa E2 indica que el 

producto puede presentar menor cantidad de radicales acetilos y 

plrúvicos (figura A3-7 y tabla A2-4 ). Los datos analíticos indicaron 

que en el producto se presentan bajos porcentajes de radicales 

pirúvicos, asi como de radicales acetilos. 

La presencia de la banda de los 1542 cm -l en el E. !. del polímero 

de la cepa 12 posiblemente indique que se encuentren asociados 

compuestos aminados en la cadena polimérica . 

Como se podrá denotar en la figura A3-8 el polímero de la cepa 12 

presenta bajas intensidades en las bandas que el producto "Keltrol". En 

este producto se observaron las mismas diferencias que con respecto al 

polímero de la cepa E2. 

Finalmente, el E.I. del polímero de la cepa 16 (pv. manihotis) se 

muestra en la figura A3-9. La comparación con el polímero de la cepa E2 

indicó que las principales diferencias estriban en la intensidad de las 

bandas, las cuales son de menor intensidad 

radicales acetilos (1725 cm -l¡ se encuentran en 

e indican que los 

menor proporción, lo 

que concuerda con los datos analíticos. Se observa además, menor 

proporción de CHzOH en la cadena (1250 cm -l ), lo cual implicaría que 

fuese menos ramificada. 

En la figura A3-IO se presenta la comparación con el producto 

"Keltrol", en donde se observaron las mismas diferencias que con 

respecto a la comparación del producto de la cepa E2. 
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Tabla A2-4 

Principales diferencias en el E. !. del polímero de la cepa 12 en 

comparación con el E. l. del polímero de la cepa E2. 

Número de onda 

(cm-1 ) 

1542 

1467-1372 

Comentario 

Banda de gran intensidad la cual esta asociada 

con los radicales piruvato. Sin embargo los 

datos analíticos indican una baja presencia de 

estos radicales. Esta banda también se 

encuentra relacionada con compuestos aminados. 

Bandas de menor intensidad. Implicaría menor 

porcentaje de radicales acetilos y pirúvicos. 

Lo que concuerda con los datos analíticos. 
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ANEXO 4 

ANALISIS DE LOS ESPECTROS DE INFRARROJO DEL PRODUCTO DE LA CEPA 12 Y SU 

COMPARACION CON EL ESPECTRO DEL PRODUCTO DE LA CEPA EZ, OBTENIDOS CON 

EL MEDIO DE PRODUCCION QUE CONTENIA SULFATO DE AMONIO EN EL FERMENTADOR 

DE 1 L. 

En Ja figura A4-1 se presenta el espectro del polímero de la cepa 

E2, con y sin tratamiento térmico. En ambos casos el espectro es muy 

similar. En las bandas de Jos 1407 cm_, y 1371 cm _, se observó un 

cambio en las intensidades de las bandas, con una tendencia a 

igualarse. Este cambio es un posible reflejo de Jos cambios que 

suceden en la conformación del polímero debido al tratamiento térmico. 

En Ja figura A4-2 se presenta, de forma comparatlva,el espectro 

del polímero de la cepa E2 y el del producto "Keltrol". Las principales 

diferencias se indicaron en la tabla AJ-! Las intensidades en las 

bandas son menores que las del producto "Keltrol", lo cual implica que 

este producto presenta menor porcentaje de radicales acetilos y 

pirúvicos. Ello concuerda con los datos analíticos (ver tabla. 20 

capítulo 5.3.4). También sugiere menor cantidad de ácidos carboxalicos 

libres ( 1615 cm -l¡ y posiblemente indique que pueda ser de un peso 

molecular menor que el producto "Keltrol". 

Con respecto al producto de la cepa 12, en la figura A4-3 se 

muestran Jos espectros de los polímeros sin ningún tratamiento y con 

tratamiento enzimático y térmico. Son notables los cambios en las 

intensidades de las bandas de los 1407 cm- 1 y 1373 cm- 1 (tabla AJ-2), 

así como Ja ausencia de la banda de los 1541 cm -l con el tratamiento 

post-fermentativo. Esto sugeriría que el producto presenta cambios 

conformacionales así como la asociación con productos nitrogenados. Es 

posible que esto interfiera en Ja detección de Jos radicales piruvatos 

en la molécula. 

Al realizar la comparación con el espectro del polímero de la cepa 

E2 sin nlngun tratamiento (figura A4-4) con respecto al espectro del 
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Tabla A3-1 

Diferencias de las bandas de los espectros de infrarrojo del polímero 

de la cepa E2 y su comparación con el producto "Keltrol". 

Número de onda 

(cm-1) 

1727 

1615 

1408-1312 

1246 

194 

Principales diferencias de la banda 

con respecto al producto comercial. 

Menor intensidad relativa. Ello indicaría 

que presenta menor cantidad de radicales 

acetilos, Se confirma con los datos 

analíticos. 

Menor intensidad relativa. Sugiere que 

existen menos ácidos carboxllos libres. 

Menor intensidad. Implicaría menor 

relación de acetllos/plrúvicos. 

Menor intensidad. Sugiere una menor 

cantidad de CH20H de la cadena. 
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Tabla A3-2 

Diferencias en el espectro de infrarrojo del polímero de la cepa 12, 

con y sin tratamientos post-fermentativos. 

Número de Onda 

(cm- 1 ) 

1726 

1614 

1407-1709 

1248 

196 

Comentario 

La intensidad de la banda es mayor. 

Sugiere mayor cantlC:ad de radicales 

acetilos. Esto concuerda con los datos 

analíticos. 

Menor intensidad en Ja banda. Implicaría 

que existen menos ácidos carboxílicos 

libres 

Mayor intensidad. Esto sugiere cambios 

conformacionales y una posible 

interacción con compuestos nitrogenados. 

Mayor intensidad. Ello implicaría mayor 

cantidad de CHzOH de la cadena 
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polímero de la cepa 12 se observa que la única diferencia se presenta 

en la banda de los 1541 cm-1 y en los 1650 cm -l ya que el producto de 

la cepa 12 presenta mayor intensidad, lo cual implicaría la presencia 

de una mayor cantidad de ácidoa carboxílicos libres. 

La comparación con los polímeros con tratamiento térmico se 

presenta en la figura A4-5. La banda de los 1726 cm -t es más intensa lo 

cual indica mayor porcentaje de radicales acetilos y esto concuerda con 

los resultados analíticos. 

En la figura A4-6 se muestra Ja comparación del espectro del 

polímero de la cepa 12 y el del producto "Keltrol". Es evidente una 

menor intensidad en la banda 1614 cm - 1
, lo que significa que el 

polímero puede presentar menor cantidad de ácidos carboxíllcos libres. 

Se observa también una mayor intensidad en la banda 1248 cm_, (ver 

tabla A3-2) (vibración molecular de los OH de los CH20H de la cadena) y 

posiblemente indica que la molécula puede presentar mayor ramificación 

que el producto "Keltrol". 

El perfil de las bandas del espectro de la cepa 12 es muy 

semejante al producto "Keltrol". El polímero de la cepa 12 presenta 

cambios importantes con los tratamientos post fermentativos. 
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