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"Aiglamiento, seleceidn y caracterizaeidén de cepas de Xanthomonas
campestris"

Tesis para obtener el grado de Maestria en Biotecnologia

presenta Biol. Ma. Bugenia Ramirez Guapo

RESUMEN

Xanthomonas campestris son bacterias fitopatdégenas que producen la
goma xantana, un bilopolimero de gran importancia industrial. La goma
xantana tiene variadas aplicaciones en las industrias alimentaria,
petrolera, cosmetoica y agroindustrial, entre otras. 5

wlis
La tecnologia de produccién de este biopolimero podria serx
mejorada si se contara con cepas nativas que proporcionen ! jventajas
potenciales respecto a las de coleccidén. El presente trabajo tuvo como
principales objetivos el aislamiento, la seleccidén y la caracterizacién
de cepas nativas de Xanthomonas con el fin de ser utilizadas para 1la
produccién de goma xantana.

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

El producto fue recuperado mediante la precipitacién con alcohol
isopropilico, evaluado reoldgicamente y mediante espectroscopia
infrarroja.

Los resultados indicaron que la cepa clasificada con el nimero 12,
producia 40% mds de goma y un producto con mejores caracteristicas
reoldgicas (mayor viscosidad aparente-en un amplic rango de gradientes
de deformacién-, mayor K y un menor indice de pseudoplasticidad), que
la cepa E2 e inclusive que un producto comercial. De acuerdo con la
mayor capacidad de produccién de goma y por las caracteristicas
reoldégicas que presentaron los productos al ser resuspendidos, en
comparacién con las de la cepa E2, se consider cuatro cepas que
presentaban potencial en la produccién de goma. Estas fueron las
clasificadas con los ndmeros 10, 11, 15 y 16.

Las cepas 10, 11, 12 vy 16 fueron evaluadas en un fermentador de
laboratorio de 1 litro, Se emplearon dos medios de produccidn con

diferentes fuentes de nitrégeno (sulfato de amonio o pepteona). En el
medio con peptona, se observd que las cepas 10, 11, y 12 presentaron
una velocidad especifica de crecimiento mayor a la de la cepa E2. Las

cepas 10 y 11 presentaron ventajas en la produccién de goma: mayor
produccién de polimero, mayor rendimiento y mejor productividad que la
cepa E2. Sin embargo, los productos resuspendidos (soluciones al 1% de

polimero y 1% de KCl), exhibieron (a todos los gradientes de
deformacién) menor viscosidad aparente, en comparacién con el del
producto de la cepa E2 y los del producto "Keltrol”. Los polimeros

presentaron un porcentaje muy bajo de radicales piruvatos vy
posiblemente tengan un peso molecular menor al de la cepa E2 y al
"Keltrol".

En el medio que contenia peptona, se observd gue el polimero de la:
cepa 12, presentd baja viscogsidad aparente en el caldo de
fermentacidn. El perfil de la viscosidad aparente en el caldo de
fermentacién de la cepa 12 de acuerdo con la concentracidén de polimero
sintetizado durante la evolucién de la fermentacién, fué menor a lo



presentado por los polimeros de las cepas 10, 11, 16 y E2 durante la
evolucién de 1las fermentaciones con peptona. El producto resuspendido
(1% b.s.) de 1la cepa 12, presentd indices reoldgicos menores a lo
presentado por el polimero de la cepa E2 y los del "Keltrol". Esta
baja viscosidad fué explicado por la baja pureza del producto de 1la
cepa 12. Los datos analiticos mostraron un alto porcentaje de
nitrdgeno presente. En este producto se detectd un contenido muy bajo
de radicales piruvatos. Los espectros de infrarrojo sugieren que
los radicales pirdvicos se encuentran en asociacién con compuestos
nitrogenados.

La caracteristica de baja viscosidad aparente del caldo de
fermentacién obtenida en el wmedioc gque contenia peptona, podria
representar una ventaja potencial durante el proceso de fermentacidn,
ya que se eliminarian los problemas inherentes del mezclado.La cepa 12
evaluada en el medio con sulfato de amonio, produjé 28% mas de goma,
presentd mayor productividad y mayor produccidén especifica respecto a la
cepa E2. Las caracteristicas reoldgicas 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 pirdvicos. La
espectroscopfia de infrarrojo sugiere que el productc puede ser de
mayor peso molecular gque el de la cepa E2.

Se cuenta con cepas nativas que presentan ventajas en 1la
produceién del biopolimero y que pueden ser susceptibles de ser
empleadas en procesos de mayor escala.

©oBo
Dr. Enrique Galindo Fentanes
Director Tesis
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RESUMEN

Xanthomonas campestris son bacterias fitopatégenas que producen la
goma xantana, un biopolimero de gran importancia industrial. La goma
xantana tiene variadas aplicaciones en las industrias alimentaria,
petrolera, cosmetoldgica y agroindustrial, entre otras.

La tecnologfa de produccion de este biopolfmero podria ser
mejorada si se contara con cepas nativas que proporcionen ventajas
potenciales respecto a las de coleccién. El presente trabajo tuve como
principales objetivos el aislamiento, la seleccion y la caracterizacién
de cepas nativas de Xanthomonas con el fin de ser utilizadas para la
produccién de goma Xantana.

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

El producto fue recuperado mediante la precipitacién con alcohol
isopropflico, evaluado reolégicamente y mediante  espectroscopfa
infrarroja.

Los resultados indicaron que la cepa clasificada con el nimero 12,
producia 40% mas de goma y un producto con mejores caracterfsticas
reoldgicas (mayor viscosidad aparente -en un amplic rango de gradientes
de deformacién-, mayor K y un menor Indice de pseudoplasticidad), que
la cepa E2 e inclusive que un producto comercial. De acuerdo con la
mayor capacidad de produccibn de goma y por las caracteristicas
reolégicas que presentaron los productos al ser resuspendidos, en
comparacién con las de la cepa E2, se consideré cuatro cepas que
presentaban potencial en la produccién de goma. Estas fueron las
clasificadas con los nimeros 10, 11, 15 y 16.

Las cepas 10, 11, 12 y 16 fueron evaluadas en un fermentador de
laboratorio de 1 litro. Se emplearon dos medios de produccién con
diferentes fuentes de nitrégeno (sulfato de amonio o peptona). En el
medio con peptona, se observd que las cepas 10, 11, y 12 presentaron
una velocidad especifica de crecimiento mayor a la de la cepa E2. lLas
cepas 10 y 1l presentaron ventajas en la produccién de goma: mayor
produccién de polimero, mayor rendimiento y mejor productividad que la
cepa EZ. Sin embargo, los productos resuspendidos (soluciones al 17 de
polimero y 1% de KCl), exhibieron (a todos los gradientes de
deformacién) menor viscosidad aparente, en comparacidn con el del
producto de la cepa E2 y la del producto "Keltrol". Los polfmeros
presentaron un porcentaje muy bajo de radicales piruvatos y
posiblemente tengan un peso molecular menor al de la cepa E2 y al
"Keltrol".



En el medio que contenfa peptona, se observd que el polfmero de la
cepa 12, presenté baja viscosidad aparente en el caldo de fermentacion,
El perfil de la viscosidad aparente en el caldo de fermentacién del
polimero de la cepa 12 (de acuerdo con la concentracién del producto
que produjo durante la fermentacién), fué menor a lo presentado por los
polfmeros de las cepas 10, 11, 16 y E2 . El producto resuspendido (1%
b.s.) de la cepa 12, presenté (ndices reolégicos menores a lo
presentado por el polfmero 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 analfticos mostraron un alto porcentaje de nitrégeno
presente. En este producto se detecté un contenido muy bajo de
radicales piruvatos. Los espectros de infrarrojo sugieren que Ilos
radicales pirdvicos se encuentran en asociaclén con compuestos
nitrogenados.

La caracterfstica de baja viscosidad aparente del caldo de
fermentacién obtenida en el medio que contenfa peptona, podria
representar una ventaja potencial durante el proceso de fermentacion,
ya que se eliminarfan los problemas inherentes del mezclado.

La cepa 12 evaluada en el medio con sulfato de amonio, produjoé 287
mds de goma, presenté mayor productividad y mayor produccién especifica
respecto a la cepa E2. Las caracteristicas reolégicas 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
pirtdvicos. La espectroscopfa 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 en la
produccién del biopolfmero y que pueden ser susceptibles de ser
empleadas en procesos de mayor escala.



CAPITULO 1

INTRODUCCION.

Xanthomonas campestris son microorganismos de gran importancia
econémica en dos &reas comunmente no afines: la biotecnologfa y la

fitopatologfa.

Dentro del marco biotecnolégico la bacteria produce la goma
xantapna, uno de los polimeros microbianos de mayor importancia a nivel
industrial, por sus amplias aplicaciones en las industrias alimentaria,

petrolera y farmacéutica, entre otras.

Debido a su amplia distribucién mundial y a que infectan una
gran diversidad de plantas, Xanthornonas campestris pertenece a uno de
los S géneros mdas importantes de bacterias fitopatégenas. Se ha
observado que existen ciertos parimetros de "calidad de la goma" (i.e.
propiedades reolégicas) que estan relacionados con la virulencia de las
cepas. Ello ha sugerido que la virulencia pueda ser usada como criterio
para la seleccién y el aislamiento de cepas productoras de goma xantana

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

El aislamiento de cepas nativas de Xantomonas campestris, resulta
de gran importancia ya que se pueden obtener cultives que presenten
ventajas en la produccién de la goma xantana Yy, en consecuencia, se

podria mejorar la tecnologfa de produccién de este biopolimero.

El presente estudio  tuvo como  principales objetivos el
aislamiento, la seleccién y la caracterizacién de cepas nativas de X,
campestris con el fin de ser empleadas para la produccién de gotna

xantana.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

En un ecosistema definido, generalmente existen poblaciones
microbianas casi siempre heterogéneas y bien estructuradas. Forman
parte de una organizacién necesaria para subsistir en las condiciones
particulares en las que se encuentran para poder aprovechar lo que el
medio ambiente les ofrece. Asf, las poblaciones microbianas

generalmente viven en un equilibrio.

Varios microorganismos de importancia econémica 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 seleccion de microorganismos o "screening” no es
una actividad cientifica nueva. Edison probd cientos de materiales
filamentosos en los bulbos de luz antes de descubrir que el bambi
carbonizado podria funcionar satisfactoriamente por perfodos
prolongados. En la biotecnologfa, 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 cefalosporinas fue obtenido del agua residual en Cerdefia (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, Debide a que generaimente, no se
puede asegurar que se pueda obtener el microorganismo deseado en un
aislamiento primario. Como consecuencia, es necesaria la
realizacién sucesiva del esquema general hasta  obtener el
microorganismo y/o metabolito de interés.



El esquema general que frecuentemente se emplea para la busqueda
y el aislamiento de microorganismos se presenta en la figura 1.
Inicialmente se procede a realizar un aislamientc primario, en el que
se detecta la presencia de los microorganismos de interés, Se eliminan
todos aquellos microorganismos no deseados para permitir la selecién y
purificacién de los aislamientos. Generalmente, los métodos para la
obtencién del o los aislamientos de particular interés, deben ser
selectivos, rapidos, econémicos y adaptables a muestras de gran tamafio
(Elander, 1987).

Dado que los microorganismos son ubicuos, es factible seleccionar
condiciones extremas y no comunes como agentes selectivos para la
busqueda de microorganismos c¢on capacidades especificas, especiales y
con caracteristicas no comunes (Elander, 1987). Recientemente se han
reportado varios ejemplos de este tipo de microorganismos que han sido
obtenidos como biocatalizadores o como extractos enzimdticos de

potencial aplicacién industrial (Cheetham, 1987).

Los principales métodos del aislamiento y la seleceidn de
microorganismos se han basado en técnicas de enriquecimiento selectivo
e inhibicion. En la tabla 1 se listan algunos métodos en placas
selectivas para la  obtencién de metabolitos con actividades

especificas.

El conocimiento bioquimicoe claro y minucioso del o los metobolitos
de interés es una gufa util para obtener y seleccionar el
procedimiento para la obtencién del o de los microorganismos (
Elander, 1987). Sin embargo, en el caso de productos extracelulares
tales como los polisacdridos microbianos no se han desarrollado
técnicas directas para el aislamiento y seleccién de microorganismos

productores.

La seleccién de este tipo de microorganismos se ha realizado de
forma indirecta . Considerando ciertas caracterfsticas que se les
asocian, tales como la naturaleza mucoide de las colonjas (como en el

caso de bacterias del género de las Xanthomonas). En bacterias del
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Figura 1. Esquema general para el desarrollo y obtencién de
un nuevo producto microbiano.
Fuente: Elander, 1987,



Tabla 1.

Procedimientos tfpicos en placas para la deteccibn de metabolftos

microbianos

Enzimas extracelulares.

Amilasa: Hidrolisis de almidén en agar simple demostrado por
zonas claras después de la tincién con yodo.

Proteasa:Solubilizacién de la protefna especifica del pH en
suspensién de agar mostrada por zonas claras;
licuefaccién de gel de gelatina {(colagenasas).

Lipasas: Digestion de lipidos emulsivos en agar demostrado por
zonas claras o por precipitacién de ca®en agar liberando
acidos grasos.

Pectinasas: Licuefacion de pectatos de gel; pectatos de agar con
indicadores (ph 5 o 7) con bromuro de cetiltrimetil de
amonio ( CTAB ) por endopoligalacturosidasa o pectato
liasa respectivamente, la licuefaccion se denota por las
zonas claras.

Carboximethilcelulasa: Zonas claras en agar de carboximetil
celulosa con CTAB ( ver pectinasas).

Celulasa:Aclaramiento del tefiido en el agar que contiene cejulasa.

Xylanasa:Seme jante a carboxymetilcelulosa ’

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

Nucleasa:Precipitacién de &cido nucleico deshidrolizado (RNA,
DNA)con HCIl; fluorescencia ultravioleta del acide
nucleico deshidrolizado con anaranjado de acridina

Fosfatasa:Agar con difosfato de fenolftaleina combinade con
substrato e indicador de pH.

Inhibidores enzimaticos.

En general, por procesos modificados de la misma manera
en los casos anterjores.

Otros metabolitos.

Acido citrico: Indicador pH o cubierta de papel; solubilizacién de

CaC03 en agar.




tabla 1 (continuacién).

Otros metabolitos.

Oestrégeno (Provienen de esteroides): color rojo con
p-nitrobenzenediazonium fluoroborato

NAD: Bioantografia usando microorganismos autétrofos
(auxanograffa)

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

identificando la actividad por colores

especificos, PpH o reacciones de bioensayos.

Fuente: Elander, 1987.



tipo de la E. coli, las colonias parecen estar asociadas con la
sensibilidad a la luz ultravioleta. Por otra parte, se ha sugerido el
empleo de enzimas especificas para el reconocimiento de ciertos tipos
de polisacdridos, come wuna posibilidad inte}esante para el desarrollo
de programas de seleccion de microorganismos productores de

polisacdridos extracelulares (Kidby et al, 1977).

2.2 "SCREENING" DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE POLISACARIDOS

Los polisacdridos obtenidos de plantas o algas marinas -también
llamadas gomas-~ se han usado industrialmente desde hace varias décadas
Sin embargo, varios factéres aceleraron la busqueda de fuentes
alternas de produccién. En la investigacién continua de polisacaridos
hidrosolubles, los polisacdridos extracelulares de origen microbiano

proporcionaron una alternativa (Kang y Cotrell, 1979).

Los microorganismos  productores de hexopolisacaridos se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Se encuentran en
diferentes tipos de habitats, principalmente en donde el polisacarido
Jjuega un papel importante en la proliferacién y/o supervivencia del
microorganismo. Tal es el caso de superficies de adhesién, procesos de

infeccién y procesos de desecacion.

LLos nichos ecolégicos en los que se pueden encontrar son:
vegetales enfermos, suelos, plantas de tratamientos de desechos,
tractos = gastrointestinales y habitats acuaticos (Wachenheim y

Patterson, 1988).

El problema del aislamiento de nuevas cepas productoras de
polisaciridos extracelulares en habitats naturales ha sido la falta
del conocimiento de los requerimentos de crecimiento de los
microorganismos y aquellos necesarios para la produccién del
polisacdrido (Sutherland, 1983).

Aunque existen microorganismos que producen colonias gomosas sobre

una superficie sélida, solo una plaqueha proporcién de estas producen
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polisacdridos extracelulares en un caldo de cultivo.

Se han reportado varios microorganismos productores de
exopolisacdridos (Tabla 2). Sin embargo, solo un namere reducido de
los microorganismos que producen exopolisacaridos presentan
eficiencias de interés econémico en la conversion del sustrato al
polisacirido (Margaritis y Pace, 1985). Por otra parte, solo una
pequefia fraccién de estos microorganismos producen un producto con

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

Para que un polisacarido sea considerado como un producto de
potencial aplicacién industria! se ha considerado que debe de cumplir
con las siguientes caracterfsticas: ser hidrosoluble, producir
viscosidad en solucién, presentar propiedades reoldgicas interesantes,
ser compatibles con sales, mostrar estabilidad térmica, 4&cida y
alcalina. Ademas, el microorganismo no debe ser patégeno y el producto

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

Los nuevos polisacaridos que puedan ser descubiertos deberan
presentar las propiedades que tienen los polisaciridos que actualmente
se emplean en la industria, o bien mostrar nuevas propiedades que sean
ditiles para su empleo en aplicaciones especificas (Wachenheim y
Patterson, 1988 ).

Los esfuerzos para  desarrollar polisacéridos de origen
microbianos se originaron con el descubrimiento de la dextrana, la
cual fue empleada como sustituto del plasma sanguineo durante la
segunda guerra mundial. En los inicios de los afios cuarentas el
proceso fue desarrollado a nivel comercial. Actué.lrhente, la dextrana
se produce limitadamente, solo para sus wusos farmacéuticos y

analfticos (Sutherland.,1983).

El segundo polisacdrido microbiano obtenido por fermentacién fue
la goma xantana. En la actualidad, es el biopolimero 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 unicas propiedades que

presenta el polimero en solucién.

1



Tabla 2.

Produccién de polisacdridos extracelulares por varios microorganismos

Microorganisme Substrato Producto Rendimiento
(7).
Azotobacter
vinelandit Sacarosa Alginato S Cultivo en
lote.
Xanthomonas
fuscans Glucosa {27%) ol{mero de 25 Cultivo en
- U co8a,manosh
rlEosn,Deoxl lote
manos a. 45 Continuo
Alcaligenes
faecalis

var. mixogenes

Erwinia
tahitica

Methilomonas
mucose

Methilomonas
methanolitica
MI13V mutante

Pseudomonas
sp.

Zymomonas
mobilis
Alcaligenes
viscousus

Zooglea
ramigera

Pseudomonas
elodea

Arthrobacter
viscousus

Glucosa (20%)

Lactosa

hidrolizada

Metanol (4.57%)

Metanol (0.37)

Sacarosa 272

Lactosa
(6 7)

Lactosa
(67)

Carbohidratos

Lactosa
(67)

Tipo curdlana

Zanflo

Pol{mero

D-glucosa,ramnosa
L-glucosa,manosa

galactoza

Polisacadrido

Goma PS-60
Glucosa 41%,
ramnosa 30%

Levanas

Levanas

Galactoglucanos

Goma gelana

Polimero de

galactosa, glucosa y

dcldo glucoronico.

50

No reportado

45.2

2.5

55.6

0.7

Fuente: Margaritis y Pace, 1985.
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EL desarrollo de la goma xantana fue un factor importante que
incrementé el interés en el estudio de la produccién de polisacaridos
microbianos y motivé la investigacién en el campo, en los dltimos 10

aflos.

La goma xantana es un heteropolisacdrido que es producido por la
bacteria Xanthomonas campestris. Esta bacteria presenta ademas, la
particularidad de que es fitopatdgena. Produce la enfermedad conocida

como "pudricién negra", especialmente en la familia de las cruciferas.

Aunque la mayor parte de los trabajos sobre la produccién de goma
xantana reportan el empleo de la cepa de coleccién X. campestris
NRRLB-1459 de los Northern Regional Research Laboratories (Peoria,
USA), se ha propuesto que otros pathovars de Xanthomonas campestris

pueden ser empieados para la produccién de la goma xantana.

Patton y Lindblom (1962) obtuvieron una patente del proceso de
produccion del polisacarido usando otras especies de Xanthomonas.
Recientemente, Scamparini y Rosato (1987} reportaron la produccién del
polimeroc con diferentes cepas nativas de Xanthomonas, Xanthomonas
campestris pv. manihotis produjo un polimero de propiedades reolégicas

interesantes,

La evaluacién de cepas nativas de Xanthomonas ofrece una
alternativa potencial para la produccién de goma xantana. Aunque se ha
remarcado la falta de técnicas para el aislamiento de cepas, en el
caso particular de Xanthomonas se ha reportado que la sensibilidad a
ciertos antibidticos (como la penicilina) podria 'ser un criterio atil
para la seleccién de buenas cepas productoras de la goma (Torrestiana

et al, 1990).

Por otra parte, se ha establecido que ciertas caracteristicas
del polimero extracelular que produce la bacteria (por ejemplo su
capacidad viscosificante ) estdn relacionadas con la virulencia de las
cepas ( Ramirez et al, 1988). Esto ha sugerido que la virulencia
podria ser usada como un' criterio pa:. el aislamiento de buenas cepas

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

Desde hace algunos afios en la taxonomia de bacterias existe una
tendencia hacia la disminucién del nimero de especies de bacterias
fitopatdgenas, especialmente entre los géneros de las Pseudomonas y
Xanthomonas.

De acuerdo con el manual de Bergey (Buchanan y Gibbons,1974), el
género Xanthomoenas 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 ampelina, Xanthomonas alblilineans y Xanthomonas
axonopodis. El grupo de especies nominales de X.campestris han sido
formalmente designado como pathovar. Debido a su poca diferenciacién
morfoldgica, la diferencia de este grupo se ha basado principalmente en

la especificidad vegetal ¥ 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 més rapido que las otras Xanthomonas y
producen colonias de 1-3 mm de didmetro después de 3 a 5 dias de
incubacién sobre un medio nutritivo que contenga glucosa o sacarosa.
las otras cuatro taxoespecies crecen mas lentamente, sobre todo a
partir de su primer aislamiento de plantas infectadas. Después de 4 a
14 dias de incubacién se pueden obtener colonias de 1 mm de didmetro
(Buchanan y Gibbons, 1974).

2.3.1. Caracter{sticas morfol6gicas

Se ha establecido que las Xanthomonas son microorganismos
bacilares de 0.2-0.8 por 0.6-2,0 um. Presentan un flagelo polar. X.
fragariae y el grupo de X. campestris estan rodeadas de una capa mucosa
constitufda por polisacaridos extracelulares. Vistas al microscopio

electrénico 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 caracteristicas morfolégicas. Se
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Figura 2. Vista microscépica de Xanthomonas campestris pv. campestris.
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manifiestan come colonfas de color amarillo y brillantes, viscosas y
con bordes lisos que, medidos a las 48 h de incubacién (a 29°C), son

de un diametro aproximado de 4 mm.

2.3.2. Caracter{sticas bioquimicas

Las Xanthomonas son gram negativas, estrictamente aerébicas y son
quimoorganotétrofos. Presentan un metabolismo respiratorio en donde el
oxigeno molecular es el Gltimo aceptor de electrones. Son catalasa
positivas, la reaccion de oxidasa es negativa o de efecto retardado
(15-60 ). Los nitratos no son reducidos a nitritos y no producen
acetoina o indol. Muchas especies hidrolizan la gelatina, el almidén y
el Tween 80 rapidamente. El sulfuro de hidrégeno es producido de la
cisteina y en muchas especies puede ser generado del tiosulfato y de la

peptona.

Los requerimientos nutricionales son complejos y usualmente
incluyen metionina, dcido glutdmico y 4cido nicotinico 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 % y para
otras especies de 63.9 - 71.6 mol %. La temperatura oOptima 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. E! 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. albilineans 63.1 - 63.5; X. ampelina
66.9; X. axonopodis 62.6 - 62.4 y X. fragarie 62.6.

No se han observado fimbrias en las células bacterianas, con la
excepcién de X. manihotls. En X. manthotis y X. albilineans se han
formadoe en un medio con poly-8-hidroxibutirato (Buchanan y Gibbons,

1974).

Las caracterfsticas bioqufmicas que diferencfan a las especies del

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

Caracteres dif'erenciales de las especies del género Xanthomonas

1) 2) 3) @ (5)
Desarrolle a 35 °C + + + + -2
Hidrolisis de esculin® + + + + -
Crecimiento mucoide sobre
agar glucosado + - - -
Licuefaccion de gelatina + + d° - -
Protetlisis de la leche + - - - -
Peptona con agua + - - +
Ureasa - - - - + .
Tolerancia al NaCl.Z 2.0-5.0 0.5-1.0 <0.5 10O 1.0
Produccién de &cido® :
Arabinosa + - - - +
Glucosa + + + + -
Manosa + + + - -
Galactosa + - d - +
Trehalosa + - - + -
Celobiosa + - - - -

(+%) El 907 o mé&s son positivos en esta caracteristica.

( -) E1 907 o mds son negativos en esta caracteristica.

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

b Algunas reacciones retardadas

c Durante 21 dias por los métodos de Dye (1962)}(Citado en Buchanan
Gibbons, 1974).

(1) X. campestris, (2) X. fragariae, (3) X. albilineans, (4) X.

axonopodis, (5} X. ampelina.

Fuente: Buchanan y Gibbons, 1974.
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2.3.3. Pigmentacion

El pigmento amarillo de 19 miembros del grupo de Xanthomonas se ha
caracterizado como un carotenoide no soluble al agua. Es soluble en
eter de petréleo, metanol y benceno y tienen su maximo de absorcién en
el metanol en los 420, 441, y 468 nm de longuitud de onda. En el eter
de petréleo tiene un espectro de absorcién con un maximo a 418, 437 y
463 nm {Starr et al, 1977).

Los pigmentos son ésteres de metil-arilpolieno-bromado
(xanthomonadinos). Se ha asumido que los areloctanos bromados
constituyen los pigmentos especifficos 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. recinl son
pigmentadas y otras no. Se ha encontrado variaciones similares en X.
uppalii, X. zaderachtal. Los aislamientos de X. manthotis y X. pedalli
no presentan pigmentos (Buchanan y Gibbons, 1974).

Algunos miembros del grupo X. campestris producen un pigmento café
que se difunde en el medio de cultivo.. Una alta concentracién de
glucosa en el medio de cultivo produce inhibicién de la produccion det
pigmento, aparentemente por el efecto de represién de la glucosa en la
sintesis o secrecién de la tirosinasa ¢ enzimas relacionadas (Buchanan
y Gibbons, 1974).

2.3.4.Patogenicidad

Se ha reconocido que todas las especies de Xanthomonas son
patégenas a las plantas. Se les puede encontrar asociadas en las
plantas o con el material vegetal y ain no se han confirmado otros

hiabitats (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 sintomas que se presentan.

2..4. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL POLIMERO EXTRACELULAR QUE
PRODUCE X. campestris,

Una gran proporcion de especies del género Xanthomonas producen
polisacaridos. La naturaleza mucoide de las colonias es una funcién de
la produccién extracelular del polisacdrido, las cuales dan soluciones

de alta viscosidad.

Nueve de doce Xanthomonas estudiadas se ha reconocido que producen
polisacaridos, los cuales estdn constituidos principalmente de &cido
glucorénico, glucosa y manosa. Dos especies de Xanthomonas no producen
cantidades apreciables de polisacdridos (tabla S ) (Gorin y Spencer,

1961).

Aunque se ha estudiado la constitucién de los exopolisacarides,
solo el polimero que produce Xanthomonas campestris pv campestris ha
sido estudiado y caracterizado. El polfmero que produce X. campestris
pv campestris se ha reconocido como un heteropolisacéarido de origen
extracelular, polianiénico y de alto peso molecular (Cottrell y Kang,
1978).

La estructura del polisacdarido ha sido propuesta por Jansson et
al. (1975). Es un polimero ramificado constituido por unidades
monoméricas repetidas que contienen dos unidades de B-D glucosa,dos de
D-manosa y una unidad de &cido glvcordnico y cuya relacién molar es de
2.8:3:2. La molécula presenta ademas sustituyentes de &cido pirtvico y

residuos O-acetdlicos en diferentes proporciones.

La cadena principal estd formada por monémeros de B-D-giucosa
unidos con enlaces glicosfdicos B (1,4). La cadena lateral ramificada
estd integrada por el monosacdrido D-manosa unido a la glucosa con un
enlace glucosfdico (1,3), la cual a su vezestd unida con el B-D 4cido

glucorénico por un enlace 8 (1,2). El Acido glucordnico estd unido con
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Tabla 4.

Principales enfermedades producidas por Xanthomonas.

ENFERMEDADES VASCULARES

PATOGENO

SINTOMAS

X. campestris pv.

campestris
X. campestris pv.

hyacinthi

X. campestris pv.

armoricae

X. campestris pv.

incanae

X. campestris pv.

vasculorum

HOSPEDANTE ENFERMEDAD
Cruciferea Pudricién negra
Hyactinthus Amarilla del
orientalus Jacinto
Armoricae
rusticana
Iberis
amara
Frijol
Methiola
Sp.

Cafia de Gomosa de la
azicar cafia de azucar

Palma royal
Dyctiosperma

album

20

Enegrecimiento de
venas, Clorosis en

forma de V.

Pudricién de bulbo
puntas de las hojas
decoloradas,

cafés,

inflorescentes.

Manchas foliares,
verde obscuro,
tornandose café con

bordes negros.

En hojas maduras
cercanas al suelo
se presentan dreas
verdes obscuras
lineales al tallo
principal.

Franjas amarillas
pdlidas cafés en
las hojas y en
algunas especies
de la planta se

tornan rojas.



Tabla 4 (continuacién)
ENFERMEDADES VASCULARES

PATOGENO HOSPEDANTE ENFERMEDAD SINTOMAS

X. campestris pv. Articulum Manchas angulares

nigromaculans lappa de color negro en
las hojas.

X. campestris pv. Papaver Manchas negras.

papavericola orientale

X. campestris pv. Gladiola Roya bacteriana Manchas rectangula-

gummisudans
X. campestris pv.

pruni

X. campestris pv.

cassava

X. campeslris pv.

pelargo ;

X. campestris pv.

corylinia

Prunus sp.

Cassava mani-

hotls utilyssima

Pelargonio

Geranio

Corylus

21

de la gladiola

Mancha bacteria—~
na del durazno

y ciruelo

Manchas de la

hoja

res verdes obscuras

En frutos y hojas
manchas, en brotes

lesiones rugosas.

Manchas circulares
amarillo café,

venas decoloradas.

Manchas foliares,
pequefias, cafés;
redondas 6 angula-

res. Necrosis.

Mancha angular
negra en brotes .

y hojas.



TABLA 4 (continuacion)
ENFERMEDADES PARENQUIMATOSAS.

PATOGENO HOSPEDANTE ENFERMEDAD SINTOMAS
X. campestris pv. Citricos Cancer del En frutos maduros
citri citrico se observan costras

X. campestris pv.

Juglandis

X. campestris pv.

malvacearum

X. campestris pv.

transiucens

Juglandis sp.

Malva

Algodén

Cebada, trigo

y centeno

Tizén del nogal

Mancha angular

"Blackarn"

Pudricién del
algodén. Roya
bacteriana del

algodén

Franja bacteria-
na de la cebada,.
trigo y centeno.
Paja negra del

centeno

22

cafés rodeados por
margenes cafés

obscuro brillante,

Manchas negras
irregulares en
hojas y peciolos,
en frutos manchas

negras.

Manchaé foliares
café abscuro
Tallo con manchas
negras. Bollo
(céapsula) con
manchas negras

verduscas.

Hojas en franjas
translicidas., Es-
piga amarilla que

se torna café.

Con en exudado bac-
teriano se forman
incrustaciones ama-

rillas.



Tabla 4 (continuacién)

.ENFERMEDADES PARENQUIMATOSAS

PATOGENO HOSPEDANTE ENFERMEDAD SINTOMAS

X. campestris Tomate Mancha Costras y manchas

pv vesicatoria Pepino costrosa hojas, tallos y
del tomate frutos de color
y pepinos café, negro con

bordes amarillos.
X. campestris pv. Ricinus Manchas cafés en
ricinicola communis hojas.

X. campestris pv.

begoniae

X. campestris pv.

phaseoli

X. albilineans

X. axonopodis

Begonia soco-
trance

Begonia degrei

Phaseolus vul ga~

ris

Cafia de azucar

Axonopus

scobarius

Roya del frijol

Gomosa Java

Gomosis pasto

de forraje

Manchas en hojas

y marchitamiento.

Manchas foliares

Lineas blancas
con zonas
amarillas que

se vuelven rojas.

Tallos prematura-
mente elongados,
hojas con franjas
blancas, amarillas

con lineas rojas.

Fuente: Agrios, 1978



Tabla S.

Constitucion de diferentes tipos de polisacdaridos producidos por las

diferentes especies de Xanthomonas.

CONSTITUCION DE POLISACARIDOS

Acido aldobiurénico Acido aldobiurénio No producen

glucosa, manosa galactosa, glucosa polisaciridos

X. campestris X. vesicatoria X. beticola

X. carotal X. vasculorum
X. hijacinthi

X. maculofoliigardeniae

X. malvacearum

X. phaseoli

X. translucens

X. vignicola

Fuente: Gorin y Spencer, 196l.
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la 8-D manosa terminal por un enlace 8 (1,4). La cadena lateral esta
unida -al tercer carbén 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 posicién del sexto carbono. LLa mitad de los
residuos terminales de la fB-D manosa se encuentran unidos
cetdlicamente a un residuo de &cido pirdvico en el cuarto y sexto
carbono de la manosa. En la figura 3 se esquematiza la wunidad

monomérica de la xantana.

La manera en que estd conformado el polimero ha sido el motivo
mads importante de su resistencia al ataque enzimdtico y de sus

propiedades fisicas, quimicas y reclégicas (Kelco,1981).

2.5. BIOSINTESIS

La biosintesis del polimero es un drea que ha sido relativamente
poco explorada. los reportes de ia literatura se basan en una ruta
propuesta por lelpi y colaboradores (Betlach et al, 1987). En esta
ruta (figura 4 ), las unidades pentaméricas repetidas son
ensambladas scbre un acarreador, que es un lipido isoprenoide,
representado en este caso como C5S. Los cinco azicares son donados por
azicares nucleot{dicos fosfatados, via la enzima especifica
5-glicosiltransferasa. Las unidades repetidas son acetiladas por una
enzima especifica, la acetilasa, utilizando acetil-coenzima-A como
sustrato donador. Estas cadenas también son piruviladas por una
catalasa especifica utilizando fosfoenolpiruvato.

Para la polimerizacién, se cree que la molécula activada de la
xantana se ensambla a las unidades repetidas mediante el lipido.
Posterijormente, el l{pido acarreador se desprende de la molécula y es
reciclado mediante una etapa de desfosforilacién. Finalmente el

poiimero es liberado fuera de la célula.
Betlach y colaboradores (1987) realizaron estudios bioquimicos y

25



Figura 3. Estructura primaria de la goma xantana de acuerdo a Jansson

et al, 1975.
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Figura 4.Ruta de la biosfntésis de la goma xantana.

UDP~C=Uridina 5°-Difosfoglucosa; GDPM= Guanidina 5’Difosfomanosa;
UDP-GA= Uridina 5'Acido Difosfoglucoronico; GC= Celobiosa; C55=
Acarreador Lipido Isoprenoide; PEP= Fosfo(enol) piruvato; Acetil CoA=
Acetil coenzima A; 1-V= Glicosil Transferasas I-V; Ac= Acetato y
PYR= Piruvato.

Fuente: Betlach et al, 1987.
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genéticos sobre la biosintesis 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 trisacaridos

que podrian llegar a formar una familia de "xantanas"

2.6. Funci6n biolégica del polisacdrido extracelular que produce

Xanthomonas campestris

Los polisacaridos extracelulares desempefian funciones importantes
para las células microbianas asf como en la interaccién de los
microorganismos con su alrededor. Sirven como barreras de proteccién
ante condiciones ambientales desfavorables, mantienen la humedad del
microorganismo en st microambiente; funcionan como barrera fisica
contra bacteriéfagos y proporcionan proteccién a fagocitosis y ataques

amibianos (Powell, 1979).

En cuanto a la interaccién de microorganismos con su medio
ambiente, Sutton y Williams {(1970) demostraron que el polisacarido
extracelular que produce Xanthomonas campestris en un medio de cultivo
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 composicién del
exopolisacdrido que produce la bacteria y de un area particular de las

células de la planta.

Bajo condiciones Tfisiolégicas, el polfmero extracelular muestra’
evidencias de interaccién molecular con las galactomananas. La
interaccién galactomanana-xantana, involucra la asociacion de las
regiones no substituidas de las mananas en l!a galactomanana con la

forma ordenada de la xantana ( figura 5 ).

Estudios de rotacion éptica y difraccién de rayos X del proceso de
interaccién galactomanana-xantana han mostrado que los geles se forman
como resultado de la interaccién. Ademds,en conjunto con la

galactomananas, la goma xantana presenta un Incremento sinérgico en la
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Xantana
forma desordenada
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Forma Asociacidén
ordenada

Figura 5. Representacién esquemdtica de la Interacciéon 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 Jos componentes ).

Se cree que el significado biolégico de estas interacciones esta
relacionado con los dafios provocados por la bacteria en el tejido de
las hojas de las cruciferas, las cuales presentan una pared celular
constituida de celulosa y galactoglucomananas. Ademéas, este tejido
vegetal contiene elementos fibrilares embebidos en una matrfz amorfa o
de hemicelulosa que puede incluir ciertos elementos de forma ordenada

asi como sustancias pépticas (Bacon, 1979).

2.7. PRODUCCION DE LA GOMA XANTANA POR FERMENTACION.

La goma xantana es un polisacdrido que se produce durante la
fermentacién de un carbohidrato con cultivos puros de Xanthomonas
campestris.La producciéon se realiza en tanques de fermentacién que han
sido previamente esterilizados e inoculados, y que estin dotados de

suministro de aire estéril y de agitacién mecanica.

El diagrama de flujo del proceso tipico se 'presenta en la figura
6, Este proceso consiste de varias etapas, las cuales se describen a

continuacion:
a) Microorganismo.

Xanthomonas campestris es la bacteria que representa el centro del
proceso de produccién y se ha establecido como uno de los aspectos
criticos del proceso (Galindo, 1985). La Dbacteria presenta la
caracteristica de ser inestable genéticamente( Cadmus et al, 1976).
Esta caracteristica genotipica puede conducir a la "degeneracién
celular” y a ocasionar cultives que pierden la capacidad de produccién
de la goma e inclusive la pérdida de la viabilidad. Por estas razones
es importante mantener las caracteristicas de la cepa en el corto,
mediano y largo plazo. Es fundamental garantizar que la bacteria
preserve las caracteristicas de produccién, mediante métodos id6neos

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

30



Medio de cultivo

yalkall
Xanthomonas
campestris ) Tanque de
reposo
— — —— — i
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Figura 6. Diagrama de flujo tipico del proceso de produccién de  goma

Xantana.
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cépas' empleadas  para asegurar el éxite de la fermentacién y

consecuentemente de la produccién de goma.

Entre los criterios "de «calidad" que se han propuesto se
encuentran: aspectos morfoldgicos, sensibilidad a farmacos (Torrestiana
et al, 1990 ; Marquet et al, 1989; Tait et al, 1986), la virulencia
fitopatolégica (Ramfrez et al,1988), pruebas biogufmicas (Quintero et
al, 1984 a, b), pruebas denominadas "de produccién” en matraces

agitados (Galindo et al, 1992 ).
b) Desarrollo de inéculos

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 indculos para los tanques semilla. El medio de cultive que
se emplea en este paso tanto en los inéculos como en los tanques
semillas es un medio rico y complejo. Esta disefiado unicamente para la

generacién de la biomasa microbiana.

El cultivo se inicia en matraces agitados e incubados por 48 h,
posteriormente estos indculos se transfieren en un S a 10 % ( en
volumen ) a los tanques semilla. En fermentadores, la produccién de los

inéculos dura entre 12 y 24 horas.
d) Fermentacién

£1 proceso de fermentacion se lleva a cabo en tanques equipados
con suministro de aire estéril, agitacién mecdnica con impulsores cuya
geometria permita la eficiencia en la transferencia de oxfgeno y el

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

El medio de cultivo quc se emplea en esta etapa es un medio
. quimicamente definido. Esta disefiado de tal manera que satisface los
requerimentos para la produccién 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 polimero (Souw y Demain, 1979). En
concentraciones mayores de 50 g/L se observa un efecto de inhibicién
tanto en el crecimiento comc en la producciéon de goma (Funahashi et al,
1987).

Se ha indicado que las mejores fuentes de niirégeno son el nitrato
de sodio y el nitrato de amonjo, debido a que producen mejores
rendimiento {Souw y Demain, 1979). Se han empleado ademdas otras fuentes
de carbono complejas como las vinazas, la peptona, el licor de maiz,
harina de semillas de algodon y extractos de plantas {(Cadmus et al,
1971; Moraine y Rogovin, 1971 y 1973; Souw y Demain, 1979; Patton y
Dugar, 1[98l). El medio de cultivo contiene ademas fd&sfore, sales

minerales y elementos trazas.

Durante el proceso de fermentacion, el pH del medio decrece debido
a la formacién de acidos. Si el pH del medio alcanza un valor de 5, la
produccién de goma decrece drasticamente. Un pH neutro permite que la
sintesis de la goma continue hasta que la fuente de carbone se agote,

indicando el término de la fermentacion {Moraine y Rogovin, 1971).

En el transcurso de la fermentacién el caldo se vuelve mas
pseudoplastico y se va incrementando la viscosidad. El incremento en
la viscosidad del caldo de fermentacién trae como consecuencia
problemas en la transferencia de masa, Ocasionados por un mezclado

deficiente (Galindo , 1985).

La fermentacién puede durar entre 50 y 70 horas, la concentracién
de poiimero que se puede alcanzar al final de la fermentacién se
encuentra entre 18 y 25 g/L, con viscosidades aparentes en el caldo de

fermentacioén de 7, 000 a 20, 000 cps.
d) Esterilizaciéon

Una vez finalizada la fermentacién se procede a la esterilizacion
del caldo de fermentacién. Esteé proceso se realiza con dos finalidades:
la de elimipar la bacteria y la de mejorar las caracteristicas

reolégicas de la goma en solucién.
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e) Recuperacién de la goma

La goma se recupera del caldo de fermentacién mediante la
precipitacién con aleohol. Dependiendo del uso final de la goma se

puede emplear alcohol etilico o isopropilico.
f) Eliminacién de agua

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

agua-etanol mediante la centrifugacién o mediante filtros.
g) Secado

Las fibras deben ser secadas para mejorar la manipulacién de ellas
y se recomienda un nivel maximo del 10 7. Se recomienda el uso de

secadores de charolas.
h) Molido

La reduccién del tamafio de particula se realiza para mejorar la
dispersabilidad del polimero en la solucién acuosa., Para esto se
emplean molinos que proporcionen una adecuada distribucién del tamafio

de la particula,

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, geliffcante, 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 formulacién de
lodos de perforacion , lodos de reparacién y lodos de tarminacién de
pozos petroleros. Se usa como agente controlante de la mobilidad en la
recuperacéon asistida de petréieo (Sandvic y Maercker, 1977; Paul et al,
1986).

En la industria alimentaria se ha empleado por su capacidad de
suspensién, estabilidad térmica y quimica, por tener un elevado
poderviscosificante y por las propiedades pseudoplasticas

("adelgazantes") de sus soluciones.

Las principales aplicaciones de la goma xantana en la industria
alimentaria son: como aditivo en pasteleria, alimentos enlatados,
bebidas, alimentos congelados, jugos de frutas, aderezos, sazonadores,
salsas, maycnesa, jarabes, cntre otros, En este sector la goma xantana
tiene especial aplicacién, esencialmente porque imparte a los productos
elaborados mejor calidad en su sabor, consistencia, olor y gusto al
paladar. También producemejoras en su proceso de elaboracién. Las
soluciones viscosas de goma xantana, presentan elevada estabilidad a la
temperatura, pH y concentracion de sales, ademds 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
agroquimicos (tales como herbicidas, fungicidas, etc.), en ceramica se
usa para suspender los componentes de los barnices; se emplea como
aditivo en agentes limpiadores para prolongar el tiempo de contacto,
como base para explosivos y como aditive en adhesivos (Galindo, 1985).
En la industria farmacéutica sc aplica como agente suspendor de

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

MATERIALES Y METODOS

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

la realizacién del presente trabajo se describen en el anexo 1.

3.1. Estrategia experimental

La estrategia experimental en el desarrollo del presente trabajo
se esquematiza en la figura 7. Debido a la época en el que se inicié el
presente estudio (primavera), se procedié inicialmente al estudio de
17 aislamientos de Xanthomonas campestris de la coleccion de bacterias

fitopatégenas del Dr. Leopoldo Fucikovski del Colegio de Posgraduados.

Posteriormente se lievé a cabo un muestreo en el estado de Colima.
y el material foliar fue procesado para la obtencién de las cepas
(figura 7). Se obtuvieron cerca de 30 cepas. Las cepas presentaban
caracteristicas morfolégicas que sugerian la produccién de goma. Se
evalué la produccién 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 evalud la producciéon de goma en un fermentador

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

E! procedimiento experimental que se siguié para la seleccién de
las cepas nativas de Xanthomonas se presenta en la figura 8. La
seleccién de las cepas se realizé en base a 'pruebas de 'produccién" de
goma, desarrolladas mediante fermentaciones en matraces bafleados y con
el medio de produccion reportado por Quintero et al (1984 b). Al final
de 1a fermentacién se - determiné la viscosidad del calde de

fermentacion, se precipité la goma, la cual se secé y se molid. 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 seleccién

de cepas nativas de Xanthomonas campestris.



evalué la reologia del polimero y los polimeros fueron analizados

mediante espectroscopia de infrarrojo (Figura 8).

Para la caracterizacién de las cepas nativas, se realizaron
fermentaciones en un tanque de 2L (figura 9). Las fermentaciones se
efectuaron con dos medios de produccién, La diferencia en su
composiciéon fué bdsicamente la fuente de nitrégeno: en uno se usd
peptona y en el otro sulfato de sodio. El ajuste de pH se realiza con
Hidréxido de amonio e Hidréoxido de potasio para cada medio respectivo,
Durante e! transcurso de la fermentacién se tomaron muestras
periédicamente con el fin de determinar la cinética de produccién de la

goma (figura 9).

Al término de la fermentacién se determiné la viscosidad del caldo
de fermentacién. Se realizé el tratamiento enzimdatico para eliminar
células y posteriormente se llevd a cabo el tratamiento térmico. Se
precipité 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 polimero se evalud
quimicamente y sus soluciones se caracterizaron reoldgicamente (figura

9.
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Caracterizacion de cepas nativas de Xanthomonas

l———— Fermentacion en el equipo de 2 L ——
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Figura 9. Estrategia experimental de la caracterizacién de

cepas nativas de Xanthomonas.
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3.2. CEPAS.

Se empled la cepa Xanthomonas campestris E2~CEINGEBI/UNAM como un
cepa control para la comparacién de la produccién 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 seleccidn. Presenta caracteristicas que la hacen
que se le considere como una subcepa de la original (Galindo et al,
1992).

Los aislamientos de Xanthomonas campestris que fueron evaluados
se presentan en la tabla 6. En esta misma se indica el pathovar, el

hospedero, la ubicacién y el afio 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. pruni. En cuatro de estas se desconoce el pv. al que
pertenecen, por lo que fueron identificadas arbitrariamente con los
ndmeros 10, 11, 12 y 13. De acuerdo con sus caracteristicas
morfolégicas, las cepas pueden agruparse dentro del género de las

Xanthomonas (Tabla 7).
lL.as cepas evaluadas fueron obtenidas de la coleccién del
laboratorio de Fitobacterias del Departamento de Fitopatologia, del
Colegio de Posgraduados (Montecillos, Texcoco).
3.3. METODOS.
3.3.1. Tecnicas analiticas
3.3.1.1. Determinacién de azicar residual
Determinacién de glucosa
La determinacién de glucosa se realizé mediante el kit del método de.

Merck test. La determinacién 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 campestris,

empleadas en este trabajo

-
Notacién Pathovar Hospedero Estado Afio
1 campestris Brassica oleraceae México 1984
var. capltata

2 campestris Brassica oleraceae México 1984
var. capltata

3 campestris Brassica oleraceae México 1984
var, capltata

4 campestris Brassica oleraceae México 1984
var. capltata

5 campestris Brassica oleraceae México 1984
var. capltata

6 campestris Brassica oleracear México 1984
var. capitata

7 campestris Brassica oleraceae México 1984
var. capltata

8 campestris Brassica oleraceae México 1984
var, capitata

9 campestris Brassica oleraceae México 1984
var. capltata
10 7 Citrus aureantifolia Colima 1985
1 ? Citrus aureantifolla Colima 1985
12 ? Citrus aureantifolia Colima 1985
13 ? Citrus aureantifolia Colima 1985
14 Juglandis Juglandis sp. México 1983
15 Juglandis Juglandis sp. Tabasco 1983
16 manihotis Morelos 1985
17 pruni Prunus sp. Morelos 1982

* Esta es. la notacién que se empleard en el capftulo 6.

42



Tabla 7

Caracteristicas morfolégicas de los diferentes pv. de Xanthomonas

campestris
Caracteristicas de las colonias
Cepa (pv)
Tipo Color Diametro*
{cm)
1-10 {campestris) Viscosa, convexa Amarillo 0.2 - 0.4
bordes lisos brillante
14-15 (juglandis) Viscosa, convexa Amarillo 0.3 -~ 0.4
bordes liscs brillante
16 (manihotis) Viscosa, Crema 0.3 - 0.4
convexa, brillante
bordes lisos
17 (prunt) Viscosa, Amarillo 0.4
convexa, brillante
bordes lisos
10 (7) Viscosas Amarillas 0.1 - 0.3
1 (7) convexas brillantes
13 (?) bordes lisos
12 (?}) Viscosa, poco Amarillo 0.05 - 0.1

convexa opaco

bordes lisos

* Determinados en cajas petri con medio YM, a las 48 h de incubacién.
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3.3.1.2 Determinacioén de sacarosa (Metodo DNS, p-fructosidasa)

La sacarosa, o azicar de cafia, es un disacdrido compuestoc de
glucosa y fructosa. A diferencia de muchos  disacéridos y
oligosacdridos, la sacarosa no contiene Aatomo de carbono anométrico
libre. l.a sacarosa, por tanto, no experimenta mutarrotaciéon ni
reacciona con la fenilhidracina para formar osazonas y no es un azucar
reductor. Sin embargo, presenta la ventaja que se hidroliza con mayor

facilidad que otros disacaridos.

Este método se basa en la hidroélisis enzimatica del disacarido
para producir una molécula de glucosa y wuna de fructosa. EI
monosacidrido se cuantifica colorimétricamente a una longitud de onda de
540 nm después de la adicién del reactivo cromogénico.

Los detalles de esta técnica se encuentra descritos por Galindo et
al {1986).
3.3.1.3 Determinacion de radicales acetilos

Reaccién acida hidroxamica (Mc Comb y Mc Cready, 1957}

Esta técnica se basa fundamentalmente en la determinacion

colorimétrica del dcido acetohidroxamico que se forma por las

siguientes reacciones:

9w
N on
O H
3n  NH OH
o— o + 2n CH3 CONHOH +
O H- H o] CHz OHn
Q H OH
0=C-CHy | n
Carbohidrate Carbohidrate Acldo
acetilado acldo Hidroxdmico Hldroxu’mlco
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A temperaturas bajas, el grupo éster del carbohidrato con la
hidroxilamina alcalina produce &cido hidroxdmico. El carbohidrato &cido
hidroxdmico forma con los iones férricos un complejo insoluble. Cuando
el 4cido acetohidroxamico se produce por los grupos acetilos
secundarios, se forma un complejo rosa soluble que se detecta
colorimétricamente. Esta técnica es aplicable en general a polimeros
acetilados.

La manera de preparar los reactivos y la descripcién detallada de
la técnica ha sido publicado por Mc Comb y Mc Cready (1957} y por
Ramirez (1987).

3.3.1.4. Determinacion de acido pirdvico

El &cido pirdvico se determina enzimdticamente, 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

factato deshidrogenasa:

CH Lactato CH

vy 3 deshldrogenasa \\3
c=0 NADH __ NAD ~ H-C-O0H
coo Ccoo

La forma detatlada de llevar a cabo esta técnica se encuentran
descritas en las publicaciénes de Hadjivassiliou y Rieder (1968) y de
Ramirez (1987).

3.3.1.5. Determinacién de humedad

La determinacién de humedad se realizé como lo ha descrito Galindo
et al (1986).
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3.3.1.6. Determinacién de cenizas

La determinacién de las cenizas se realizé como se describe en la

referencia de Galindo et al (1986).

3.3.1.7. Determinacién de nitrégeno

La determinacidon del nitrégeno se realizé 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 polimero fue analizado mediante espectroscopia de
infrarrojo, mediante el método de la pastilla de bromuro de potasio.
Detalles de la técnica se encuentran descrites en la literatura
(Ramirez et al, 1988).

3.4. METODOLOGIAS GENERALES

3.4 .'1. Conservacion de las cepas en tubo inclinado con agar suave

1. Preparar un tubo con 20 mL. del medio YM y dejar que
solidifiquen en posicidén inclinada.
2. Preparar 5 mL del medio YM agar suave (0.8 7Z) y esterilizar.
3. Agregar 5 mL de agar suave al tubo inclinado y dejar solidificar en
posicién inclinada.
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. Determinacién de biomasa (D.O.)

a)} En un matraz aforado de 50 mL se pesa 1 g del caldo de fermentacion
(antes del tratamiento térmico) se afora y se agita.
b

P}

La densidad Optica se lee en el espectofotémetro 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) E! sobrenadante se lee en el espectofotémetro, como se indica en el

paso b.

—

e} A ésta lectura se le resta la primera y el resultado representa la

densidad éptica debido a las células bacterianas.

3.5. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
3.5.1. Pruebas de produccién 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.

c) Se toma. una azada de indculo y se estrfa en cajas con medio YM

sélido para corroborar que el inéculo no se encuentre contaminado.

d) Al indculo del matraz Erlenmeyer se transfieren 10 mL en un matraz
bafleado de 500 mL que contiene 100 mL de medio de produccién.
‘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 fermentacién en el viscos{metro

Brookfield.

g) Se procesa e! caldo de fermentacién para la obtencidn y
cuantificacién del polimero.

3.5.2. Fermentacion en equipo de 2 Litros

a) Obtencién de indéculos

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 composicién del medio ver anexo 1)( 10 % del volumen

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

Después de incubar los matraces,se tomd una muestra en condiciones
de esterilidad,a la que se le determind la densidad optica. Para
comprobar la pureza del cultivo de cada matraz, se les realizé una

tincion de Gram para su observacién en el microscopio.

El criterio para la seleccién del indculo en cada fermentacién fué
el siguiente: la densidad o&ptica total del cultivo deberfa estar en el
rangoe de 0.17 - 0.20 (1 g de caldo/ 50 mL de agua) y las tinciones de
Gram deberian presentar estrictamente un cultivo uniforme de bacilos

gram negativos tipicos de X. campestris.

b) Fermentacién

Una vez seleccionado el inéculo, este se transfirié6 en condiciones
estériles al fermentador, e! cual tenfa medio de producciéon previamente
esterilizado. E] volumen total del fermentador fué de 1045 mlL

Las condiciones generales de operacion fueron las siguientes:
Temperatura 29°C, pH.7 (controlado con NH4OH al S0 % o con KOH
dependiendo del medio empleado), Agitacién: 100 a 1000 rpm, Aireacién:

1.0 vvm.

E! seguimientc de las fermentaciones se realizé mediante muestreos

a intervalos de entre 6 y 12 horas.

Como criterio para . suspender las fermentaciones se consideré lo

siguiente:

-El nivel de la concentracién residual de sacarosa en el medio de
cultive (2 +/- 1 g/L).

-Estabilizacion de las lecturas de viscosidad del caldo de
fermentacion.

-La tendencia del pH: incrementarse por arriba del neutro sin la
adicién de hidréoxido de amonio.

-Disminuciones drasticas de la D.O.
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3.5.3. Tratamiento enziméatico

Una vez finalizada la fermentacién, el caldo de fermentacién fué
sometido a un tratamiento enzimdtico, el cual se llevo a cabo en las
siguientes condiciones. o
pH: 7.0 - 8.0
Temperatura: 45°C
Agitacion: 500 - 100 rpm

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

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

3.5.4. Tratamiento térmico del calde de fermentacién

Después del tratamiento enzimdtico, se ajusté el pH a 5.5, el
caldo se sometié a un tratamiento térmico a 110°C durante 15 minutos.
Este, por una parte, pasteuriza el caldo, desactiva a las enzimas y

también confiere mejores propiedades reolégicas al producto.

3.5.5. Determinacién de viscosidad aparente en el viscosimetro

Brookfield

l.a viscosidad se define como la resistencia a fluir y es causada
por la friccién interna de! fluidoe. El viscosimetro Brookfield basa su
funcionamiento en el principio de la viscosimetria rotacional; es
decir, que la 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 vdstago sumergido.

Procedimiento:
a) Se coloca en el viscosfmetro (Brookfield modelo LVT} la aguja
niimero 4 para determinaciones de soluciones con viscosidades altas.

b) Se coloca en una probeta de 4 mL el caldo proveniente de ia
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c) Se sumerge la aguja dentro de la muestra cuidando que el nivel
de ésta coincida con el nivel que tiene marcado la aguja.
d) Se prende el viscosimetro con el clutch sostenido y después de

encendido, se suelta.

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

f) Se sostiene el clutch nuevamente para mantener el sefialador en la
lectura, se apaga y se toma la lectura que indica el sefialador 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
rpmj,que fué caleulado por el fabricante en funcién la geometrfa de

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

Nota:
Las mediciones de viscosidad del caldo de fermentacién se

efectuan a 30 rpm.

3.5.6. Obtencién del polimero en polvo

Para la determinacién de la concentracién total del producto al
final de la fermentaclén, el caldo se someti6 a un tratamiento de
purificacion ( ver seccién 3.5.3 ), posteriormente se precipité' en
presencia de 2 % (peso/peso polimero) de KCl como electrolito. Las
fibrag se lavaron, secaron, molieron y finalmente se tamizaron ( malla

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

3.5.7. Determinacién de la concentracién del polfmero

a) El caldo de fermentacién se ajusta a pH de 6.
b) Se toman 10 mL del caldo de fermentacion y se agrega KCl al 2 7 en

relacién con el rendimiento promedic de goma.

Se agregan (con agitacién constante) 20 mL de alcohol

—

c
isopropflico.
d

=

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

f) Se pesa en balanza analftica.

3.5.8. Determinacién de reogramas de soluciones de productos

resuspendidos

Se preparan soluciones de goma xantana al 1 % (base seca) y como
electrolito se agregd KCl también al ! % (peso/volumen). Para efectos
de comparacién se preparé una solucién de "Keltrol" (goma xantana
comercial) a la misma concentracién de goma y electrolito.

A estas soluciones se les determindé la viscosidad en el
viscosimetro Brookfield LVT usando la aguja naimero 3. Las
determinaciones de cada muestra se realizaron en todo el rango de
velocidades disponibles en el viscosimetro ( 0.3, 0.6, 1.5, 3, 6, 12,
30 y 60 rpm.). La lectura obtenida para cada velocidad en 7% de la
cardtula, se multiplico por un factor de conversibn a centipoises
(cps), el cual es una funcién de la geometrfa del viscosimetro y estd

dado por el fabricante.

3.5.9 Determinacién de los indices reolégicos (n y K).

Los indices reolégicos de las soluciones de xantana resuspendida,
se obtuvieron empleando el programa de computadora "Reologia de
fluidos, Ley de la potencia; software"” (Brito, 1988). Este programa
considera la geometria de las agujas del viscosfmetro Brookfield (LVT),
realiza un andlisis estadfstico de los datos experimentales obtenidos
del viscosimetro y efectua el célculo de los fndices de acuerdo a la

ecuacion de la "Ley de la potencia".

Para efectuar el programa se indicé los siguientes datos:
Constante del instrumento: 673.7
Numero de datos: 2< N< 6
Nivel de confianza: 99
Valor de T-alpha/2: 3.717
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Long. efect.

Aguja # 1..... 7.453
Aguja # 2..... 6.121
Aguja # 3.....4.846
Aguja # 4..... 3.396

Radio del bob (cm):
Aguja # l..... 0.9421
Aguja # 2..... 0.5128
Aguja # 3..... 0.2941
Aguja # 4..... 1. 588

Una vez introducido los valores de las velocidades (rpm) y de las
lecturas, el programa calculéd los indices, 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 correlacién r=0.9976412

Vel(RPM) Lect v(s-1) T(N/m2} visco(Pa.s)
3.3 .1814501 4.13173 23.92101
4.8 0.3629. 6.00979 15.2044

1.5 5.8 0.9072505 7.26183 8.352192
1.8 1.814501 9.765908 5.308727
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, seleccitn y caracterizacion de cepas
nativas de Xanthomonas campestris (X. c.)
Particulares:

-  Aislamiento, seleccion e identificacién de los

microorganismos productores de goma xantana.

- Evaluacién de cepas nativas mediante pruebas de

produccién en matraces.

- Caracterizacién de las cepas mas 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.

S.1.1 Caracterizacion de la produccién de la goma xantana en matraces

bafleados.

Las bacterias del género de las Xanthomonas son fitopatdgenos 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 restringue solo a temporadas de alta precipitacién
pluvial ( Kuan et al, 1986).

En vista de que el presente estudio se inicié6 durante la
primavera, €época en la cual no se presenta precipitacién pluvial, se
inicié el estudio evaluando 17 aislamientos de bacterias del género de
las Xanthomonas de la coleccién del proyecto de fitobacterias
del Colegio de Posgraduados. La evaluacién de las cepas nativas se
realizé mediante pruebas denominadas "de produccién” en matraces

bafleados.

En un estudio previo se reporté la produccién de goma xantana en
matraces Fernbach de 2 cepas nativas (Torrestiana et al, 1990). Sin
embargo, se ha establecido que la produccién del polfmero asi como de
las caracteristicas reolégicas de los productos obtenidos en matraces
bafleados son particularmente mds parecidos a lo que se obtiene en un
fermentador agitado (Galindo et al, 1992). El empleo de los matraces
bafleados ofrece ademds, las siguientes ventajas : incremento en la
produccién de la goma debido a la mayor eficiencia en el mezclado y
mayor transferencia de oxfgeno (Galindo et al, 1992; Yamada et al,
1978). El empleo de este tipo de matraces es mds adecuado para los
estudios de escalamiento. Por otra parte se pueden realizar un mayor

nimero de pruebas en poco espacio (Galindo et al, 1992).
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En la produccién de polisaciridos se presenta una profunda
interrelacién e interdependencia entre la reologia, los fepémenos de
transporte y las condiciones ambientales que determinan la cinética de
produccion (Galindo, 1985). La caracterizacién de los pardmetros de la
produccién asi como de las caracteristicas reolégicas del producto sen
de vital importancia, con el fin 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
produccién en matraces bafleados para cada una de las cepas. En la
figura 10 se muestran, de forma comparativa, los resultados de la
viscosidad aparente final del caldo de fermentacién (con y sin
tratamiento térmico} de las 17 cepas evaluadas y su comparacién con la
cepa E2. Se obtuvo un amplio range en los valores de viscosidad
aparente. Las cepas podrian agruparse en tres grupos: las que producen
polisacaridos con viscosidades aparentes en el caldo de fermentacién
entre 200 y 400 cps; las cepas que producen de 500 a 900 cps y aquellas
que producen mas de 900 cps. Dentro de éstas tltimas solo se encuentran
la cepa E2 y la cepa 12. Es importante denotar que la cepa 12 fué la
tdnica 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

concentracién de polimere ( Galindo et al, 1992 ),

De acuerdo con los resultados (Tabla 8, figura 10), se procedié a
seleccionar las cepas que podrfan ser consideradas como potenciales
productoras. Se ha indicado que el valor de la viscosidad aparente del
caldo de fermentacién, obtenido en matraces puede ser un pardmetro
para la seleccién inicial de cepas productoras de goma xantana (Cooke y
Broderick, 1989).

La seleccion inicial de las cepas se llevé a cabo considerando la
viscosidad aparente del caldo de fermentacién. Se seleccionaron
aquellas cepas cuya viscosidad final fuera mayor o igual a 900 cps. Se
consideré también la concentracién final de goma, la cual deberia ser
igual o mayor a la producida por la cepa E2. Tomando en cuenta ambos

parimetros, las cepas seleccionadas se muestran en la figura 11,
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Tabla 8

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

Copa pathovar viscosi- Viecost- & Rendimten- Rendimien

Ho. dad aad cién espacitica -dad to mcbra to sobre
aparents aparente tg/ry (epa/D.D) tg/L/h) Azlcar Azdear
8/TT c/1T intclal consunida
(cpn) {cpr) L i3]

1 campestris 453 1,040 6.6 17,561 0.11 27 23.7
* 52 = 160 * 0.4 +3,026 £0.02 0.5

2 campestris 120 200 3.4 2,683 0.05 16.3 16.3

4 0.5 *274

3" campestris 730 1,580 7.9 63,605 0.16 31 34
£230 *220 +1.3 %48,724 £0.3 &6,3 +9

4 campestris 720 1,300 8.7 23,208 0.18 36.4 52
+40 4100 0.3 2542 +0.005 a] &1

5 campestris 783 1,366 8.8 26,742 0.182 36.5 65
%57 £206 0.2 +5,565 +0.6 +4

13 campestris 460 1,180 7.7 673,738 0.16 32 49
*220 +0.6 *63735 +0.02 =3 &1

7 campestris 433 1,110 5.6 10,871 0.1 23.1 36
*340 %2410 0.1 +4054 +0.015 *0.4 29

B campestris - - - - - ~ ~

9 campetris 400 1,680 8.9 5,298 0.13 a7

10° ? 810 1,880 9 7,223 0.16 39 62
£137 %300 x1.8 22000 & =8 =10

11 ? 900 3,200 11 10,659 0.22 46 52.3
+80 =746 =0.4 =100 =2 £2

12° ? 3,700 4,800 i5.3 91,366 0.225 63.75 66.52
%20 *27 £0.2 =634

13 ? 700 1680 9 19,405 0.19 38 45
£20 &£0.5 +1845 2 £24

14 juglandis - - - - - - -

15® Jjuglandis 993 1,330 7.26 16,864 0.12 30 41.5
x82 %3590 20.6 x226 +2 =6

16 manihotis 9230 2,400 B.96 12,470 0.186 37.32 50
%150 +0.3 41930 &2 &2

17 pruni 320 710 7.36 4,929 0.108 30.66
+20 =10 =334

E2 campestris 1,140 2,400 9.95 19,954 0.207 41.54 66.11
+«580 =2 25,500 +0.04 *8.4 =2

I E—— F— —
Hmero de pruchas por experlmento: doB, COn l1a excepcidn de:.

* eriplicados

h cuatriplicados

Los pardmetros en donde no se indica la desviacién estandar, no preeentaron diferencias en los valores.
(-} No presents crecimiento en la prueba de produccién.

56



s

1
w <

., >=000W—~VSED wCas.ooc~0 0O X =000

Cepa

Figura 10.

Viscosidad aparente final de los caldos de fermentacién

producidos por las cepas nativas. Antes del tratamiento térmico

{ [T 1). Después del tratamiento térmico ( TNy ).

.87



Destaca la cepa- 12 ya que el caldo de fermentacién presentd una
viscosidad aparente tres veces superior que la del caldo de la cepa
E2.

Otra cepa que es interesante resaltar es la 1l (figura 11). La
viscosidad aparente del caldo producido por esta cepa, después del
tratamiento térmico, se incrementdé considerablemente. Superando el
valor del caldo de fermentacién de la cepa E2, el cual fue tratado bajo

las mismas condiciones.

Con respecto a la concentracién de polimero, la cepa 12 sobresale

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

La cepa 16, la cual corresponde al pv. manthotis, fué considerada
debido a las caracteristicas morfolégicas que presenta (tabla 7) y por
que produce un caldo de fermentacién color crema y un producto mas
blanco. Al ser resuspendido, la suspensién de este polimero presenta
mayor claridad. Estas caracteristicas hacen que e} producto pueda tener
alguna ventaja en su aplicacién fipal. Sin embargo, esta cepa no
representa tener ninguna ventaja (en términos de produccién de goma)
con respecto a la cepa E2 debido a que produce menor cantidad del

polimero (figura 11).

Debido a que la viscosidad final del caldo de fermentacién (y en
general de scluciones de polisacaridos) son wuna funcién de la
concentracion del polifmero y de las caracteristicas quimicas ¥y
moleculares de la cadena polimérica (peso molecular, ¥ su distribucic‘:h,
radicales pirdvicos y/o acetilos), se determiné el poder viscosificante
del producto de cada una de las cepas como un criterio adicional de

seleccion.

La capacidad viscosificante se ha empleado como un indice de la
calidad de la goma xantana producidas por varias cepas ( Torrestiana et
al, 1990; Ramirez et al, 1987)., La capacidad viscosificante se ha
definido como la viscosidad generada por unidad de concentraciéon de
goma. Sin embargo, como la vlscosidgd' es una funcién exponencial de la
concentracién (por lo menos en el rango de concentraciones por debajo
de los 15 g/L) (Galindo, 1985). E! f{ndice de capacidad viscosificante
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se expresarad como el logaritmo de la viscosidad dividido entre la

concentracidén de goma (Galindo et al, 1992; Salcedo et al, 1992).

La figura 12 muestra los valores de la capacidad viscosificante de
las cepas nativas. Los polfmeros de las cepas 15 y 16 muestran valores
mayores respecto al de la cepa E2. El polfmero de la cepa 10 presentd
practicamente la misma capacidad viscosificante que la cepa E2. La cepa

12, presentd caldos con la capacidad viscosificante mas baja.

En polimeros como la xantana, la gelana, el alginato el
hialurinato y la rhamsana, la “calidad reolégica” puede estar asociada
a cambios en el peso molecular, al fndice de polidispersidad, a la
rigidez de la cadena , asi como de la fuerza iénica de la solucién

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

Se ha demostrado que la fuerza iénica no cambia durante la corrida
de una fermentacién cuando no se adicionan iones para el control del pH
(Torres,1990). En las pruebas de produccién en matraces bafleados el pH
no se controla durante el transcurso de la fermentacién, por lo que es
factible que los resultados obtenidos de la capacidad viscosificante

esten determinades por los pesos moleculares de los polimeros.

Por otra parte, datos no publicados han indicado que la capacidad
viscosificante es un buen f(ndice de calidad solo para concentraciones
menores a los 8 g/L, aun cuando se ajuste la fuerza {dnica. En este
sentido, la capacidad viscosificante como wun f(ndice de “calidad
reolégica" fue de valor muy limitado para la caracterizacién del
polimero de las cepas nativas. Hubiera sido necesario realizar una
dilucién y llevar a cabo las determinaciones de viscosidad en el range

adecuado de concentraciones.

La produccién de xantana en matraces bafleados puede ser
considerado como un método rapido y sencillo para el "screening" de
diferentes cepas productoras de exopolfmeros. Sin embargo, en tales
condiciones no es posible controlar el pH de la fermentacion. Es bien
conocido que es muy importante controlar el pH durante el transcurso de
la fermentacién, ya que afecta Importantemente la concentracién del

polfmero producido (Moraine y Rogovin, 1971).
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En la Tabla 9 se muestran los valores finales del pH de los
caldos de fermentacién de las diferentes cepas. Con excepcién del caldo
de fermentacién de la cepa E2, el pH final de los caldos fué entre 5.5

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

fermentaciones donde se controle el pH.

Con respecto a la produccién especffica (viscosidad generada por
D.0 de células bacterianas), la cepa 12 presenté valores superiores a
los de la cepa E2. Las otras 4 cepas mostraron valores inferiores
(figura 13). En la figura 13 se indica ademas la productividad (g de
xantana/litro de caldo-h de fermentacién ) de cada una de las cepas. En
este parametro, se distinguen las cepas 11 y 12, ya que fueron
superiores a la presentada por la cepa EZ2. Estas dos cepas también

presentaron mayor rendimiento en base al azdecar inicial (figura 14 ).

De acuerdo con el rendimiento del producto en base al azicar
consumida, las cepas 12 y 10 mostraron el mismo porcentaje que la cepa
E2 (Figura 14.). Las cepas 1ll, 15 y 16 presentaron menor rendimiento

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

5.1.2 Caracterizacién reoldgica de los polfmeros en suspension.

El polimero que produce Xanthomonas campestris (goma xantana)
imparte propiedades no-Newtonianas a la solucién cuando se le disuelve
en agua. Genera fluidos de comportamiento pseudopldstico 6 adelgazante.
Es decir, la viscosidad decrece con el incremento en la rapidez de
deformacién. Dentro de ciertos rangos de temperatura, pH y
concentracion de sales, la viscosidad aparente de! polfmero en solucién
presenta una elevada estabilidad (Margaritis y Pace, 1985; Galindo,
1985; Galindo et al, 1989).

Se caracterizé la reologfa de los productos resuspendidos de cada

una de las cepas. La comparacién se llevé 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 fermentacién obtenidos en matraces bafleados
mediante el cultivo de las cepas nativas y de la cepa E2

Cepas pv pH*
E2 campesitris 7.0
10 ? 6.8 %02
11 ? 6.8
12 ? 6.5 %02
15 Jjuglandis 58205
16 manihotis 5.9

*Obtenidd’ en e! medio de produccién, incubados a 29 °C, 48 h a 200 rpm.

.63



100 B

sne—w—cfTue SO-nacoo~Y

¢00. x O C uue>

Cepa

figura 13.

Produccién especffica (
por las cepas nativas seleccionadas y por la cepa E2.

64

0.3

0.25

0.1

0.05

—XNFNO~ OBA-<—~0CROY

y productividad ([] ) presentada



*» Om30=3-0d03

® —PrQe

80 - : 100

70 H
e
n
d
i
m
i
a
n
t
o
A
<
o
n
a
u
m
)
d
a
%

Figura 14.

Rendimiento ( en base al aztcar inicial y al azdcar consumida)
del polfmero producido por las cepas nativas y de la cepa EZ,
en las pruebas de produccién en matraces bafleados., En base al
azucar total (). En base al azicar consumida (] ).
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En la figura 15 se presentan los perfiles de la viscosidad
aparente a diferentes gradientes de deformacion de los polimeros de las
cepas correspondientes al pv. campestris. Los productos de la cepas 3 y
4 presentaron perfiles con viscosidades menores a las de la cepa E2.
El polimero de la cepa 1 presenta un perfil de viscosidad mayor al de
la cepa E2, especialmente en altos gradientes de deformacién. Sin
embargo, con esta cepa no se obtuvieron resultados satisfactorios en
las pruebas de produccion, debido a la baja concentraciéon del polimero
producido y la baja viscosidad generada en el caldo de fermentacién

(600 cps).

En la figura 16 se muestran los resultados de los productos de las
cepas obtenidas de los aislamientos de Tecoman, Colima (cepas 10 y 11).
Ambos productos presentaron practicamente las mismas viscosidades
aparentes que la cepa E2. Adicionalmente, los productos presentaron
viscosidades aparentes mas altas a los diferentes gradientes de

deformacién que el producto comercial "Keltrol”.

El perfil de viscosidades del polimero de la cepa 13 fué similar
al de la cepa E2 (figura 17). Por otra parte, el producto de la cepa
12 presentd valores superiores de viscosidad aparente, sobre todo en en
el rango de gradientes de deformacién bajos. Para gradientes de
deformacion altos, las viscosidades aparentes fueron similares a las
del producto de la cepa E2. El producto de la cepa 12 presentc'; ademds,
un perfil de viscosidades aparentes superior al del producto comercial

"Keltrol".

En la figura 18 se presenta el reograma del polimero de la cepa
15, que corresponde al pv. juglandis. A bajos gradientes de
deformacion, el perfil de viscosidades es ligeramente mayor al de la
cepa de trabajo Sin embargo, a altos gradientes de deformacién, la

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

LLos 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 fa figura 19. A  bajos gradientes de
deformacién, las viscosidades aparente del producto de la cepa 17,

fueron inferiores a los que presenté el producto de la cepa E2 y el
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Figura 15.

Reograma de los poiimeros de las cepas nativas,
correspondientes al pv campestris [ Cepas ( - ), ( + )3 y

( # ) 4] y su comparacion con el reograma de! polimero de la
cepa E2 ( © ) y del producto comercial "Keltrol" ( < ). ( Los
polimeros de las cepas nativas y de la E2 no fueron sometidos a
ningun tratamiento de purificacién., Soluciones al 12 del
polimero y 1% de KCI.)
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Reograma de los polimeros de las cepas obtenidas en Tecoman,
Colima (cepas 10 ( - ), 11 { + }] y su comparacion con el
polimero de la cepa E2 ( % ) y el producto comercial "Keltrol"
(O ) ( Los polfmeros de las cepas nativas y de la E2 no fueron
sometidos a ningln tratamiento de purificacién. Soluciones. al
17. 'de! polimero y 17 de KClL.)
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Reograma de los polimeros de las cepas obtenidas en Tecoman,
Colima [ecepas 12 ( 6 ), 13 { & )] y su comparacién con el
polfmero de la cepa E2 ( % ) y el producto comercial
"Keltrol" { O ) {Los polimeros de las cepas nativas y de la
E2 no fueron sometidos a ningin tratamiento de purificacién.
Soluciones al 1% del polimero y 1% de KCL).
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Figura 18.

Reograma del polimero producido por la cepa correspondiente al
pv. Jjuglandis [Cepa 15 ( O )} y su comparacién con el polimero
de la cepa E2 ( 3 ) y el producto comercial "Keltrol" ( O )(Los
polimeros de las cepas nativas y de la cepa E2 no fueron
sometidos a ningin tratamiento de purificacién. Soluciones al
17 del polimero y 17 de KCL).
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Figura 19.

Reograma de los polimeros producidos por las cepas X.
campestris pv. manthotis [ 16 ( A) ] y X. campestris pv. pruni
[ 17 {( % ) ] y su comparacién con el polimero de la cepa EZ
( % ) y el producto comercial "Keltrol" { O }(Los polimeros de
las cepas nativas y de la E2 no fueron sometidos a ningin
tratamiento de purificacién. Soluciones al 17 del polfmero y 17
de KCL).

71



producto comercial "Keltrol'. A altos gradientes de deformacién, las
viscosidades aparentes fueron similares a las del producto
"Keltrol". El polimero de la cepa 16 presentd el fenémeno contrario, a
gradientes de deformacién bajos se presentaron valores de viscosidad
aparente muy similares a las del producto "Keltrol". A gradientes de
deformacién altos , la viscosidad aparente fué menor a la del producto
"Keltrol". Sin  embargo, ambos perfiles mostraron viscosidades

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

El comportamiento reoldgico de la goma xantana, puede ajustarse al

modelo reolégico de la "ley de la potencia”, que establece :

Donde T es el esfuerzo de corte (din/em? ), ' es la rdépidez de
deformacion (seg~1 ), K el indice de consistencia (din;seg” sem? ) yn
es el indice de flujo o pseudoplasticidad (adimensional). Mientras més
grande es el valor de K mas viscoso es el fluido , a menor valor de n
el fluido es mas pseudopldstico (se adelgaza mds con respecto a la

rdpidez de deformacién) (Galindo, 1985; Galindo et al, 1989).

Para caracterizar completamente la reologfa de los polimeros en
suspensién, se procedi® a obtener el indice de consistencia ("K") y el
indice de flujo o pseudoplasticidad ("n"). En la tabla 10 se indican
estos  valores para las suspensiones de los polfmeros producidos por

las cepas seleccionadas.

E! polimero de la cepa 12 presentd un valor superior de K y un
valor inferior de n con respecto al polimero de la cepa E2., Esto
significa que el polimero de la cepa 12 es un producto que produce
mayor viscosidad y que genera un fluide mas adelgazante o

pseudoplastico que el producto de la cepa E2.

Los polimeros de las cepas 10, 1l y 13 también presentaron
indices reologicos superiores a los del polfmero de la cepa E2 (Tabla
10). E! polimero de la cepa 15 presentd el mismo valor en el fndice de
consistencia (K) que la cepa E2, Sin embargo, de acuerdo con el indice

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

Indices reoldgicos de las soluciones de los polimeros obtenidos de las

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

Cepas (pv) Indices reolégicos*
K n

(N s"/ m%) (-)
E2 6.6 0.37
10 7.2 0.21
11 7.5 0.25
12 11.9 0.12
1S {(Juglandis) 6.6 0.19
16 (manihotis) 3.7 0.32

"Determinados con el programa de computadora que realiza un andlisis
estadistico de los datos experimentales del viscosimetro y calcula los
indices de acuerdo a la "Ley de la potencia" (Brito, 1988). Los
polimeros obtenidos de las cepas nativas y de la E2 no fueron sometidos
al tratamiento de purificacién. Soluciones preparadas al 1% del

polimero y 17 de KCI.
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pseudopldstico que el producto de la cepa E2 (Tabla 10).

Con respecto al producto de la cepa 16 se observa que el fndice de
consistencia (K} es menor al del producto de la cepa E2, lo que
significa que el polfimero de la cepa 16 genera una viscosidad aparente
menor que el polfmero de la cepa E2. Ademds, que es un producto menos
pseudoplastico debido a que presenta un valor de n mayor que el del

producto de la cepa E2 (Tabla 10).

5.1.3 Espectroscopfa de Infrarrojo de los polimeros de las cepas

nativas de X. campestris

La espectroscopia de infrarrojo (E.I) ha sido considerada como una
herramienta  potencial para el "screening" de  microorganismos

productores de polimeros (Ramirez, et al, 1988).

La principal finalidad de llevar a cabo la E.I fué la de inferir,
de una forma rdpida la posible conformacién molecular asi como la
posible composicién de los polimeros en cuestidon. En la tabla 11  se
presentan los nimeros de onda correspondientes a las principales bandas
que describen la vibracion de los grupos funcionales del polimero 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
polimeros de las cepas 10, 11, 12 , 15, 16 en comparaciéon con el

espectro de infrarrojo del polimero de la E2.

De actierdo con el andlisis de los espectros de infrarrojo se cbservé,
que los polimeros de las cepas nativas presentaron bandas similares (en
todo el rango de numeros de onda) a las que presenté el polimero de la
E2. Esto sugiri6 que los polimeros de las cepas nativas pueden

conside.arse «<omo xantanas "tipicas"

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

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

Descripcion del E.I. del polimero de Xanthomonas campestris-E2.

Niomero de onda

1

Vibracién del grupo funcicnal

( em™ )
1727 Carbonilo de acetilos
i

1629 Carbonilo de' 4cidos carboxflicos libres

1560-1511 Carbonilo de 4&cido piravico CHa del
acetilo

1248 Vibracién asimétrica del OH del CH20H
terminal de los azicares y probablemente
indique ademas, la ramificacién de la
cadena principal.

1113 Asociacién intermolecular (interaccién
entre grupos funcionales de diferentes
cadenas).

1069 Interaccién ©  intramolecular (asociacién

entre grupos funcionales de la misma

cadenal.
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de ‘los radicales acetilos (1727 cm_l). }o que sugiere que estos
productos pueden contener mayor cantidad de estos radicales. Por otra
parte, se sugiere que estos productos presenten una mayor asociacién

intramolecular (ver anexo 2; Tabla A-l, A-2 y A-3).

Tako y Nakamura (1984} establecieron, que los radicales acetilos
contribuyen a una mayor asociacién intramolecular de la cadena

polimérica.

La fuerte asociacién 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 rigidas por la asociacién intramolecular a bajos gradientes
de deformacidén. La débil asociacién intermolecular se puede mantener
por la atraccién de la asociacién intramolecular, aun en altas
concentraciones. Con el incremento en los gradientes de deformacién,
esta fuerte asociacién disminuye (Tako y Nakamura, 1984). El incremento
de la viscosidad aparente y de la viscoelasticidad dinamica con la
temperatura puede deberse a la eliminacibn de la asociaciéon
intramolecular y a la formacién de una asociacién intermolecular

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

Finalmente, a los espectros de infrarrojo se les realizd un
andlisis detallado, determinando cocientes entre las bandas de mayor
frecuencia.Con esto se  pretendid establecer las  principales
diferencias sobre una base mds cuantitativa. Se midié la intensidad de
1 -1
, 1620 cm

como bandas A, B y C, respectivamente. La relacién A/B permite

las bandas a 1737 cm” y 1026 cm™ , las cuales se designan
establecer un parametro util, ya que estd relacionada con la proporcién
entre grupos acetato y carboxilos de la molécula. El coeficiente B/C
establece una relacién entre los carboxilos de la molécula y el nimero
de unidades de carbohidrato de Ja misma. En la tabla 12 se presenta el

resultado de este andlisis.

En una primera aproximacién, se asumira que mientras mds cercanos
estén estos datos a los de referencia, las muestras serdn mas 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

Andlisis de los espectros de infrarrojo de los polimeros obtenidos en

matraz bafleado de cepas nativas y su comparacién con el polfmerc de la

cepa E2.

Cepas (pathovar) Relacién de bandas Banda 1065 em™
A/B B/C p/C Area (cm?)

campestris E2 0.38 0.8l 1.08 33.6

10 0.68 0.90 1.07 S1.0

11 0.43 0.88 1.1S 36.5

12 0.65 0.64 1.10 13.7

15 (juglandis) 0.28 0.84 118 30.3

16 (manihotis) - - - -

= Acetilos

Carboxilatos

A
B
C = Banda C-O Azicares
D

CH, (Acetilos, pirdvicos)
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(Colima) presentan valores iguales o superiores a los presentados por
la cepa E2. Ello implica que podrfan ser similares en su composicién e
inclusive que podrfan presentar mayor concentracion de ciertos

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

El area de la banda 1065 em™ da una idea de la asociacién
intramolecular; es decir, la interaccién que existe entre grupos
funcionales de la misma cadena. En la tabla 18 se observa que el &rea
de la banda de los 1065 em™ es mayor para el pelfmero de la cepa 10 y
que es menor en el de la cepa 12. Ademas, en el polimero de la cepa 10,

presenta mayor interaccién intermolecular { figura A-1 ).
Los resultados de esta primera etapa de caracterizacién indicaron

de manera general, que Jas cepas analizadas tenfan potencial para la

produccién de goma xantana.

ETA TS B M
SAR BE Lh Blsiicls
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Conclusiones (seccién 5.1)

De acuerdo con las evaluaciones de las cepas nativas en las
pruebas de produccién .empleando matraces bafleados, fué posible

establecer lo siguiente:

1.~ 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 respectoc a

la produccién del polimero son:
i) Produce 407 mas de polimero con respecto a la cepa E2.

if) Presenta mayor produccién especffica y mas alta productividad

que la cepa E2.

lil) Presenta un perfil de viscosidades superior al que presenta el
polimero-de la cepa E2 e inclusiye a un producto comercial,

tanto a bajos como a altos gradientes de deformacién.

iv) El polimero presenta un fndice de consistencia (K} y un (ndice
de flujo (n), mayor que e! de la cepa E2. Por lo que'genera un

fluido mds viscoso y mds pseudopldstico.

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

presentar elevados contenidos de radicales acetilos.

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

potenciales productoras de polimero:

a) Cepa 15 (pv. Juglandis).
Su produtto al ser resuspendido, presenta elevada viscosidad a
bajos gradientes de deformacién y viscosidades iguales a la que
presenta el producto comercial "Keltrol" en altos gradientes de

deformacién.
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b) Cepa 10 (Tecoman)
Cepa 1l (Tecoman-1)

Producen mayor concentracién de polimero, mayor
rendimiento ¥y me jor productividad (11). Presentan
perfiles de viscosidades igual al polfmero de la cepa E2.
Generan un fluido con indices de consistencia (K) ligeramente

superiores al de la cepa E2.

c) Cepa 16 (manthotis}
Aunque los datos referentes a la concentracién de goma y
viscosidad aparente del! caldo de fermentacién  obtenidos de
la fermentacién en matraz son mencres a la cepa E2, es posible
considerarla como potencial debido a que produce un polimero
que no presenta la pigmentacién tipica de la goma =xantana, lo

que podria proporcionar ventajas en su aplicacién final.
El analisis de los espectros de infrarojos indico:

a} Que los productos de las cepas provenlentes de Tecoman,
(Celima) presentan los mismos perfiles de bandas que se
presentan en la cepa E2. Ello que implica que los productos

udiesen ser considerados como xantanas "tipicas".
P p

b) Las cepas provenientes de Tecoman, presentan mayor intensidad
relativa en la banda de los 1711 cem™. Banda que representa la
vibracion molecular de los radicales acetilos, lo que indica
que Jlos productos podrian presentar mayor porcentaje de

tales radicales.

c) Los productos de las cepas 10, Il y 12 no presentan bandas
definidas en e! numero de onda correspondiente a la vibracidn
molecular de los radicales piravices, lo que implica que estos
productos o no contienen . piruvato o pr‘esehtar‘fan niveles muy

bajos de tales radicales
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d) La espectroscopia de infrarojo podria ser una herramienta util
para ser empleada como un método rdpido para la identificacién
de bacterias productoras de goma xantana. Con estudios mds
detallados con diferentes géneros de Xanthomonas, se podrfan
generar diversos patrones de los E.I. y estos utilizarse para

diferenciar a nivel de géneros.
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S5.2. CARACTERIZACION DE CEPAS NATIVAS DE X. campestris EN
FERMENTADOR DE 1 LITRO (PEPTONA COMO FUENTE DE NITROGENO).

§.2.1 Caracterizacién de la produccién de goma xantana.

Durante el transcurso de la fermentacién para la producciéon de
goma xantana se presentan cambios drasticos en la reologia del caldo de
fermentacién. El comportamiento de flujo del caldo de fermentacién es
determinada importantemente por la concentracion de goma. Al inicio de
la fermentacién, el fluido es practicamente Newtoniano; esto es, la
viscosidad es independiente de la rdpidez de deformacién. Conforme
avanza la fermentaciéon, el caldo se vuelve mis viscoso y no-
Newtonianoc. En las etapas finales de la fermentaciéon, el caldo es de

tipo pseudoplastico (Galindo et al, 1989).

La importancia de las caracterfsticas reolégicas del calde de
fermentacién, se debe a que los cambios reolégicos durante el cultivo
afectan otros pardmetros como la transferencia de masa, el mezclado y
el consumo de energfa en el tanque asi como en el escalamiento del

proceso (Margaritis y Zajic, 1978).

Una vez determinadas las cepas que podrian ser consideradas como
potenciales productores de goma, se decidié evaluarlas bajo condiciones
mds controladas de agitacién, aireacién y pH, en un fermentador de 1

litro de capacidad de traba jo.

La evaluacién de la produccién de goma se realizé en las cepas 10,
11, 12 , 16 y se compard con la produccién de la cepa E2. Debido a que
la cepa 15 ( pv., Jjuglandls) perdié la viabilidad, no fue posible

realizar su caracterizacién en el fermentador de 1 L.

En estudios previos, se determiné la composicién del medio para la
produccion de goma xantana (Quintero et al, 1984b). En un estudio
reciente, se establecieron modificaciones en la composiciéon del medio
de produccién , con el fin de incrementar la concentracién de xantana
al término de la fermentacién (Flores, 1989)., En este .medio, se
sustituyd la fuente de nitrdgeno (sulfato de amonio por peptona), el

control de pH se realiz6 con hidréxido de amonio y la concentracién
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inicial de glucosa fué 24 g/L.

A continuacién se presentarin las cinéticas de crecimiento y de

produccién de goma xantana de cada una de las cepas.

En la figura 2! se presenta la cinética de la fermentaciéon de la
cepa E2. Se observo que el patrén de crecimiento (D.0.) presenta las
fases tipicas del crecimiento microbiano. Durante las primeras cuatro
horas, se manifiesta una fase de acondicionamiento. Posteriormente, se
presenta la fase exponencial o logarftmica. Cuando el crecimiento
exponencial llega al méaximo, el azlcar se encuentra en concentraciones
bajas (1 g/L) por lo que no se observa la fase estacionaria, Al
concluir la fase exponencial, se presenté la fase de muerte celular

(lisis celular}.

La viscosidad, se incrementd (debido al incremento de la
concentracién de la goma) de forma exponencial a partir de las 30 h de
fermentacién. La produccién de la goma estuvo parcialmente asociada al
crecimiento de la bacteria. Cuando se agoté la fuente de carbono, la
bacteria dejé de producir el polimero (figura 21}). La viscosidad final
del caldo de fermentacién fué de 4, 250 ¢ps y la concentracién de goma
fué de 16 g/L.

La cinética de crecimiento y de produccién presentaron el mismo
comportamiento que el que ha sido reportado en estudios previos

empleando este medio (Flores, 1989).

En la figura 2l se presenta comparativamente la cinética de la
cepa 10. La bacteria no presenté fase lag ni fase estacionaria en su
crecimijento, La cinética de produccién de goma fué similar a la

presentada por la cepa E2.

En la figura 22 se presenta la cinétic;a de fermentacién de la cepa
11. La cepa 1l no presentd fase lag. Aderhés, la fase estacionaria fue
evidente y mds definida, durando aproximadamente 20 h. Los perfiles del
consumo de azicar fueron similares a los que presentd la cepa E2. De la
misma manera que en la cepa E2, la produccién del polimero estuvo

parcialmente asociada al crecimiento.
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En la figura 23 se presenta la cinética de la cepa 12. No se
presenté fase lag, ni fase estacionaria. Una vez concluida la fase
exponencial, el cultivo entré6 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, O00 y 5, 000 cps con una concentracién de goma
de entre 13 y 19 g/L.). Para la concentracion final que sintetizé la
cepa 12 (14 g/L) se deberia obtener viscosidades superiores a los 2000
cps. Sin embargo, se obtuvieron caldos de fermentacién con viscosidades

aparentes ba jas.

En la figura 24 se presenta de manera comparativa, la viscosidad
aparente del caldo de fermentacién que se genera. de acuerde a la
concentraciéon de polimero que sintetizan las cepas nativas y la E2 en
el caldo de fermentaciéon. De acuerdo con los resultados se observé que
el polimerc de la cepa 12 presentd un perfil de viscosidad aparente en
el caldo de fermentacién baja con respecto a la concentracién 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 observd, que
conforme se incrementa la concentracién de la goma, la viscosidad

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

Se ha reportado que en cultivos con cepas productoras de goma
xantana cuando se incrementa la concentracién de la goma, el caldo de
fermentacién se wvuelve mds viscoso y no-Newtoniano. En las etapas
finales de la fermentacién el fluido es de tipo pseudoplastico y

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

Es importante resaltar que estas fermentacidénes fueron realizadas

con peptona, una fuente compleja de nitrégeno.
Se ha establecido que las fuentes complejas de nitrégeno (como la
peptona y el licor de maiz), permiten obtener altos rendimientos de

producto y tiempos cortos de fermentacién. Sin embargo, la reologia de
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estos productos se ha reportado como inferior cuando se produce con
altas concentraciones de estas fuentes complejas de nitrégeno (Kennedy
et al, 1982). El comportamiento reolégico de estas soluciones fué
explicado en términos del! alto porcentaje de células microbianas que
fueron co-precipitadas y consecuentemente a la baja pureza de los
productos  finales, Ademds, se reportd una posible variacién

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

Pinches y Pallet (1986} demostraron que, tanto en fuentes de
nitrogeno complejas como qufmicamente definidas la fase de crecimiento,
el rendimiento y la velocidad de produccién de goma son independientes
de la concentracién inicial de nitrégeno. Cuando el microorganismo se
encuentra en la fase estacionaria (aunque la velocidad de produccién
sigue siendo independiente de la fuente), el rendimiento es dependiente

de la concentracién de nitrégeno.

En el caso de la cepa 12, se observé que la peptona (como fuente
de nitrégeno), estimulé la produccién de biomasa, en comparacién con
las otras cepas (Tabla 13). En consecuencia, su productividad y

produccién especifica son bajos (figura 27).

En la figura 25 se muestra, de forma comparativa, la cinética de
crecimientc y de produccion de la cepa 16 (X. campestris pv.
manihotis). Este cultivo presenté una fase lag prolongada (mayor de 20
h), lo que ocasiond que el tiempo total de la fermentaciéon 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
10 presenté la velocidad especifica de crecimiento mas alta. La cepa 12
también presentd una velocidad especffica del doble de la que presenté
la cepa E2. La cepa 12 presentd ademds, la concentracion mas alta de
biomasa. Estos datos' confirman que el medio favorece el crecimiento de

la bacteria.
El tiempo de fermentacién de la cepa E2 fué en promedio de 60 h,

con una produccién de goma de 16,0 g/L. El tiempo de fermentacién fue

menor en las cepas 10, 11 y 12 (48, 49 y 45 h respectivamente)., Sin
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Tabhla 13

Velocidad especifica de crecimiento y concentracén

células de las cepas nativas y de la cepa E2,

maxima de

Cepa
Pardametro E2 10 11 12 16
Crecimiento

uth™h 0.105 0.57 0.16 0.2 0.12
Xmax (D.0.) 0.33 0.3 0.35 0.40 0.25
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embargo, con la cepa 16 (pv. manihotis) el tiempo de fermentacién fue
hasta de 68 h.

La figura 26 muestra los resultados promedios de viscosidad y
concentraciéon de polimero de las fermentaciones. La figura 26a
presenta la viscosidad aparente final del caldo de fermentacién. La
cepa 11 produjo la viscosidad aparente maés alta. La cepa i2 produjo un
caldo con la menor viscosidad aparente final. La cepa 10 y 1l
produjeron mayor concentracién de goma que la cepa E2 (figura 26b).

En la figura <27a, se muestran los valores de la capacidad
viscosificante de los polfmeros en el caldo de fermentacién. La cepa 16
mostré una capacidad viscosificante mayor al de la cepa E2, la cepa 10
produjé un polimero con la menor capacidad viscosificante. El polfmero
de la cepa 12 presenté la misma capacidad viscosificante que la cepa
E2. Sin embargo, de acuerdo con los datos de viscosidad aparente en el
caldo de fermentacién, el producto de la cepa Ez'generé un pol{mero que
present6 alta viscosidad aparente en el caldo de fermentacién (> 4000
cps) en comparacién con la viscosidad del polimero de la cepa 12 . Como
se establecid en el capitulo 5.1, este findice de '"calidad reoldgica "
fue de un valor limitado. Hubiese sido adecuado haber realizado
diluciones de los caldos a fin de ajustar la concentracién de la goma
(> 8 g/L), para llevar a cabo las determinaciones de viscosidad en el

rango adecuado de concentracidn, para la determinacién de este indice.

En la figura 27b, se consignan los valores de la produccién
especifica de cada una de las cepas. Ninguna cepa presenté valores
superiores al que presenté la cepa E2. En la figura 27b se presentan
ademas, los datos de productividad. Las cepas 10 y 1l y 12 presentaron
productividad superiores que la cepa E2. Finalmente, la figura 28
consigna los resultados con respecto al rendimiento. La cepa 10
presentd un rendimiento superior con respecto a la cepa E2 . La cepa li

mostré ademds, mayor rendimiento que la cepa E2.

Considerando que fue reproducible la obtencién de baja viscosidad
del caldo de fermentaciéon en las fermentaciones realizadas con la cepa
12, con peptona como fuente de nitrégeno. Ademds, que no era posible

comparar la viscosidad aparente de soluciones que no tenfan la misma
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concentracién de goma, Debido, a que se encontraban disueltos sales y
posiblemente otros componentes del medio de cultivo que no fueron
consumidos en su totalidad, la alta concentracién de células en
suspensibn 'y que en su conjunto podian estar afectando las
caracteristicas reolégicas del producto, en el caldo de fermentacién.
Se procedié6 a analizar la reologia del polimero en suspensién
(posteriormente de los tratamientos post-fermentativos: térmico,

enzimatico y lavados del productos)

S5.2.2 Caracterizacién reoldgica de los polimeros producidos en el

fermentador de 1 L.

Una vez producida la goma, el caldo de fermentacién fué sometido
al tratamiento enzimatico, posteriormente al tratamiento térmico. .Los
productos fueron lavados dos veces con =alcohol al 607, para eliminar
sales y restos celulares. El producto se recuperé y se evalud la

viscosidad del producto resuspendido.

La viscosidad aparente de los productos resuspendidos se comparé
con la del producto de la cepa E2, asi como con un producto comercial
{"Keltrol").

En la figura 29 se presentan los reogramas de las cepas 10, 11, 16
y su comparacién con el reograma de la cepa E2 y el del -producto
"Keltrol". El polimero de la cepa EZ presenté valores de viscosidad
aparente muy similares a las del producto "Keltrol", a todos los
gradientes de deformacién. 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 polimero de la cepa E2.

En todo el rango de gradientes de deformacidén, el producto de la
cepa 16 (correspondiente al pv. manihotis) presenté valores de
viscosidad aparente mas bajos que aquellos para el producto de la cepa

EZ y el producto "Keltrol" (figura 29).
Aunque con la cepa 12 se obtuvo una baja viscosidad aparente en
el caldo de fermentacién, se determiné caracterizar el comportamiento

reolégico del! polimero resuspendido. El reograma se presenta en la
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Recgrama de las soluciones de los polimeros de las cepas 10, ll,
16, E2 y el del producto “Keltrol”. Los productos fueron
sometidos al tratamiento enzimdtico, térmico y fueron lavados dos
veces [Suspensiones realizadas con 1% de xantana (b.s.) y li de

KCIl.
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figuré 30. El producto resuspendido presenté valores de viscosidad
aparente inferiores a los del polimero de la cepa E2 y a los del

producto "Keltrol".

El polimero de la cepa 12 en el caldo de fermentacién presenté una
viscosidad aparente menor que el polimero de la cepa E2, (figura 24).
Fué interesante observar que después de los tratamientos
post-fermentativos, el polfmero de la cepa 12 no  presentd
gran diferencia en la viscosidad aparente (a todos los gradientes de
deformacion), cﬁn respecto a la viscosidad aparente que produjo el

producto de la cepa E2.

Estos resultados pueden sugerir que la tmolécula polimérica podria
estar asociada con complejos que se encuentran en el medio de cultivo.
Cuando el polfmero se somete al tratamiento enzimatico y se lava con
alecohol, es posible que se eliminen parte de estos potenciales

complejos.

En la tabla 14 se presentan los valores del (ndice de
consistencia "K" y del f{ndice de flujo o pseudoplasticidad "n". Los
polimeros de las cepas 10 y 1l presentaron un indice de consistencia
menor al que presentd la cepa E2 y el producto "Keltrol". Con respecto
al indice de flujo, ambos productos presentaron valores muy semejantes

al producto "Keltrol".

El polimero de la cepa 12 presenté un valor de K menor al de la
cepa E2 y al del producto "Keltrol", lo que significa que genera un
fluido con menor viscosidad que los productos de comparacién. Ademias,
el fluido se adelgaza menos con respecto a la rapidéz de deformacion,
que el producto "Keltrol” y que el de la cepa E2 (n es mayor que el de

ambos prodﬁctos) (Tabla 14).

El polimero de la cepa 16 presenté el valor mas bajo del indice
de consistencia (K) y el valor mas alto del indice 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 producte presenta

menor viscosidad y se adelgaza menos.
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Reogramas de las soluciones de los polimeros de las cepas 12, E2 y
del producto "Keltrol". Los productos fueron sometidos al
tratamiento enzimdtico, térmico y fueron lavados dos veces

[Soluciones preparadas con xantana al 1% (b.s.) y 1% de KCI).
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Tabla 14
Indices reolégicos de las soluciones de los productos de las cepas

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

Indices reoldgicos*

Productos K n
(N.s™ /m? ) (-)
10 ‘ 8.9 0.21
1 R . 8.6 0.23
12 5.7 0.25
16 4.2 ' 0.32
E2 12.0 0.18
Keitrol ) 12.7 ' 0.2

* Determinados con el programa “Reologia de fluidos, Ley de la
potencia; software' (Brito, 1988}, eh soluciones preparadas con 17 de

xantana (b.s.) y 1% de KCl
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Se ha establecido que las caracterfsticas reolégicas del caldo de
fermentacién cambian drasticamente en el transcurso de la fermentacién.
El mezclado es eficiente solo en las primeras etapas de la
fermentacién. A medida que transcurre la fermentacién, la naturaleza
pseudoplastica del fluido crea =zonas muertas 6 estdticas en el

fermentador (Galindo, 1985).

La baja viscosidad aparente del caldo de fermentacién de la cepa
12, podria eliminar los problemas de - mezclado que se presentan en el
transcurso de la fermentacién. Aunque, $e generarfa un productc que al
ser resuspendido presentaria menor viscosidad aparente que el polimero

de la cepa E2.

5.2.3. Caracterizacién quimica de los polimeros producidos por las

cepas nativas en el medio con peptona como fuente de nitrégeno

Los productos recupérados fueron analizados quimicamente. Se les
determind: cenizas, humedad, radicales acetilos, radicales pirGvicos,
y su contenido de nitrégeno. En la tabla 15 se presentan los valores
analfticos de estos parametros para las cepas 10, 1I, 12 , 16, cepa E2
y los del pfoducto "Keltrol". Es interesante resaltar que los productos
de las cepas 10 y 1l presentaron bajos contenidos de pirtvico (si se
comparan con la cepa E2) e inclusive con respecto al producto
"Keltrol”. La cepa 12 presenté un porcentaje de radicales pirtvicos muy

bajos (0.03%).

Con respecto al contenido de acetilos, los productos de las cepas
10 y 11 presentaron el mismo porcentaje que el de la cepa E2 y que el
producto "Keltrol". El polimero de la cepa 12 presenté menor contenido

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

Debido a que el caldo de fermentacién fue sometido a un
tratamiento de purificacion, se determindé el porcentaje de nitrégeno
presente ¢n el producto. Los resultados de la tabla 15 manifiestan que
los polimeros de las cepas 10 y Il no fueron purificados completamente.
Curiosamente, el producto de la cepa 12 presenté el mds alto porcentaje

de nitrégeno (2.97). Estos datos sugieren que la biomasa {u otros
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Tabla IS

Evaluacion quimica de los productos obtenidos de las cepas 10, 11, 12,
16, E2 y del producto "Keitrol".

Producto de Pirtvico Acetilo Cenizas Nitrégeno Humedad
las cepas® (%) (7) (7) (%) (7)
10 0.75 S.0 2.3 1.8 15
11 0.21 5.7 4.0 1.9 15
12 0.03 ‘40 aa 2.9 12
16 4,2 4.1 5.6 1.0 13
E2 2.14 5.0 5.4 0.5 15
"Keltrol" 4.3 5.8 8.8 0.5 8

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

nitrégeno.
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compuestos nitrogenados) no fueron eliminados por completo, Esto
posiblemente apoyaria la hipétesis de wuna posible interaccién de
ciertos complejos nitrogenados con el polfmero, la cual pueda afectar

la capacidad de generar la viscosidad aparente.

De acuerdo con lo anterior fue posible inferir que la reologia
estaba afectada por la pureza del producto (contenido de
nitrégeno), por los radicales acetilos y/o pirdvicos. En la figura 31 se
presentan los valores consignados del contenido de nitrégeno (a),en
relacién con los valores del indice de consistencia (K). Radicales
piruvicos (31b) y radicales acetilos (3lc) de los polimeros de las
cepas con respecto al contenido de nitrégeno. El contenido de los
radicales pirdvico (3id) y radicales acetilos (3le} en relacidén con los
valores del indice de consistencia (K) de los polimeros de las cepas

nativas y de la E2,

En la figura 31(a) se observa de una manera general, una tendencia
lineal del porcentaje de nitrégenc en los polimeros y el indice de
consistencia. Productos con menor contenido de nitrégeno presentan el
valor mas alto en el indice de consistencia y productos con mayor
contenido de nitrégeno presentan un fndice de consistencia bajo. La
cepa 12 contiene el mds alto porcentaje de nitrégeno y el Indice mas
bajo. Esta tendencia indica que los productos con menor contenido de
nitrégeno son mas puros y que en igualdad de peso en’ polvo, conatendra
mas polimero y consecuentemente su solucién serd mas viscosa. Aunque,
el producto de la cepa 16 no se encuentra dentro de esta tendencia, es
posible inferir que el indice de consistencia puede estar afectado por
otros parametros. Este producto presentd ademas, el mas bajo porcentaje
de radicales acetilos de todos los polimeros de las cepas evaluadas

{Tabla 15, figura 3le).

En la grafica 31b se muestra que la pureza del producto puede
estar influyendo en los radicales piravicos. Los productos de las cepas
nativas que contenfan el mds alto porcentaje de nitrégeno presentan
valores bajos en el ‘contenido del radical piravico. En productos con el
mismo porcentaje de = nitrégene, la diferencia en el contenido del’
pirtvico pudo estar relacionado con la cepa empleada. En relacién al

contenido de acetilos se observé que el contenido ‘de nitrégeno no
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Efecto del contenido del nitrégeno, con el fndice de consistencia "K"
presentado en las suspenciénes de los productos de las cepas nativas,
E2 y "Keltrol" (a). Contenido de los radicales piruvico (b) y acetilos
(¢), con relacién al porcentaje de nitrégeno presente en los productos
de las cepas evaluadas. Relacién del contenido de radicales piravicos
(d} y acetilos (e) con el indice de consistencia de los polimeros de

las cepas nativas, E2 y "Keltrol".
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influye en este parametro (figura 3lc).

El contenido de radicales pirivico podrfa no estar influyendo en la
reologia de los productos. Productos que presentan alto contenide de
radicales pirdvico pueden presentar alto o bajos (ndices de
consistencia, El "Keltrol" presenté un porcentaje alto de radicales
pirdvicos y el valor mas alto de K, mientras que el producto de la cepa
16 presenté un porcentaje similar de radicales pirdvicos al del
"Keltrol" y presentdé el valor mas bajo en el indice de consistencia que
el "Keltrol" e inclusive que el de las otras cepas nativas (figura
31d). Con respecto al contenido de radicales acetilos y la relacién con
el indice de consistencia (K), se observé que estos radicales influyen
en la reologia. Productos con el menor contenido de radicales presentan
el valor mas bajo en el indice de consistencia que los productos con

mayor contenido de acetilos (figura 3le).

5.2.4. Espectroscopia de Infrarrojo de los polimeros obtenidos con el

medio de produccién con peptona como fuente de nitrégeno.

Los espectros de infrarrojo de los polimeros producidos por cada
cepa nativa, fueron cotejados con aquellos del producto obtenido con Ia
cepa E2 y con el producto "Keltrol'. Los resultados detallados y
comparativos de cada uno de los espectros de los polimeros de las cepas

nativas se presentan en el anexo 3.

Las principales diferencias que se observaron en el E.I. del
polimero de la cepa 10 con el producto de la cepa E2 y del producte
"Keltrol” sugieren que ese producto pueda ser de un peso molecular
menor, de menor ramificacién, con un menor contenido de radicales
acetilos y pirtvicos que el producto de la cepa E2 y del producto
"Keltrol". Sin embargo, lo anterior no concuerda con los datos
analiticos de los radicales acetilos. La cepa !0 presenté los mismos
porcentajes de acetilos que el polimero de la cepa E2Z y que el

"Keltrol".
Con respecto al pirivico, la menor intensidad en ‘la banda
correspondiente a Ja vibracién molecular del metilo del radical

piruvato ({371 cm'l) sugiere que ‘el polimero presenta bajos contenidos
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de ‘este radical. Esto concuerda con lds resultados analiticos (0.75%).

Las diferencias observadas con el polimero de la cepa 1l sugieren
que el producto puede ser de menor pesc molecular, menor ramificacion y
presentar menor porcentaje de radicales pirdvicos que la cepa E2 y que
el producto "Keltrol”. Los datos analiticos mostraron que el producto
presentdé menor porcentaje de radicales piruvatos que la cepa F2 y que

el producto "Keltrof".

El espectro de infrarrojo del polimero de la cepa 12 sugiere que el
producto puede presentar menor cantidad de radicales acetilos y
pirdvicos que Ia cepa E2 y el producto "Keltrol". Esto concuerda con
los datos analfticcs. Es intercsante remarcar que este producto

presentd un porcentaje muy bajo de radicales piravicos (0.03%).

En el producto de la cepa 12 sc remarca la presencia de la banda
de los 1542 cm-l . La cual no se presenta en el E. . de! producto de
la cepa E2 ni en el "Keltrol". Esto sugiere la posible presencia de de

compuestos aminados en asociacién con la cadena polimérica.

Finalmente, el E.I. del polimero de la cepa 16 (correspondiente al
pv. manthotis) mostré que, en comparacion con el polimero de la cepa E2
y el producto "Keltrol”, las principales diferencias estriban en la
intensidad de las bandas, las cuales son de menor intensidad y sugieren
que los radicales acetilos (1725 cmh') se¢ encuentran en  menor
porcentaje, lo que concuerda con los datos analiticos. Se infiere una
menor proporcion de CH20H en la cadena (;250 em '), lo cual implicarfa
que fuese menos ramificada que el producto de la cepa E2 y el producto

"Keltrol",

Las principales diferencias que se observaron en los E.lI. de los
productos de las cepas nativas con respecto al polimero de la cepa E2 e
inclusive al del “Keltrol", radicaron en las intensidades de las bandas
en todo el rango de los nimeros de onda en el que se presentan los
grupos: funcionales que constituyen la rmolécula polimérica. Para
establecer estas diferencias cuantitativamente, se determindé la
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 polimeros de las cepas nativas.

Cepa Intensidad relativa de_las_bandas_(cms)
A B c D E

E2 5.1 8.71 3.7 6.3 6.2
10 T 7.6 13.4 4.5 4.5
i : 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 §.0 14.5 13.9 6.2 5.9

A = Banda correspondiente a la vibracién molecular de los radicales
acetilos (1727 cm ™).

B = Banda correspondiente a la vibracién molecular de los &cldos
carboxflicos libres (1062 em™).

C = Banda que sugiere la asociacién intramolecular (1060 em™).

D = Banda correspondiente al metilo de los radicales acetilos (1404
em™) y carbonilo del &cido pirtvico (1372).

E = OH de CH20H de la cadena (1250 cm ).
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los polfmeros de las cepas nativas, de la cepa E2 y del producto
"Keltrol".

La baja intensidad relativa que presentaron las bandas de los
espectros de los productos de las cepas 10, 11, 12 y 16 implicaria que
estos productos pueden presentar un peso molecular menocr que el

producto de la cepa E2 y que el producto "Keltrol".

Tratando de realizar un andlisis de los espectros, en la tabla 17
se presenta la relacién entre las bandas de los espectros de infrarrojo
y su comparacién con el polfmero de la cepa E2 y el producto "Keltroil".
En los productos de las cepas nativas, la relacién A/B es mayor o igual
a la del producto de la cepa E2 e inclusive a la del producto
"Keltrol”. La iunica excepci6n la constituye el producto de la cepa 16,
cuya relacién es muy baja (presentd un éreé muy pequefia en los 1725 cﬁ'xl

que corresponde a la vibracion molecular de los grupos acetilos).

Con respecto a la relacién entre las bandas B/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
relaclén entre los carboxilatos y C~0 de los azicares es muy semejante
entre los polimeros de las cepas nativas. En la relacién D/E, se
observa que los valores son menores con respecto al producto "Keltrol",
lo que significa que existe una menor relacién de radicales piruvato y
acetilos en la cadena polimérica de las cepas nativas, si se compara

con el producto "Keltrol".
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Tabla 17

Relacién entre

bandas de

polimeros de las cepas nativas.

los

espectros

infrarrojo de los

Polimeros de

Relacion_entre bandas

Banda 1065 cm™

las cepas A/B B/C D/E Area (cm®)
E2 0.39 0.30  0.86 34.9
10 0.59 0.47 0.96 26.1
1 0.41 0.35 0.93 27.1
12 0.35 0.49 1.34 29.4
16 0.1 0.43 15 aLo
Keltrol 0.33 0.49 1.87 29.2

A/B
B/C

n

n

Acetilos/carboxilato

Carboxilato/banda C-0 azicares

D/E = CHa acetilos-piruvicos/0OH de CH20H de la cadena
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Conclusiones (seccién 5.2)

Los resultados de la caracterizacion de las cepas nativas permiten

establecer las siguientes conclusiones:

1.

Con respecto a la cinética de fermentacién de las cepas nativas:

a)

b)

En la cinética dc¢ crecimiento, las cepas 10 y 1l no
presentaron fase lag. La velocidad especifica de crecimiento
() fue mayor a la de la cepa E2. Con respecto en la cinética
de produccién, se observé que estd  parcialmente asociada al

crecimiento (como en la cepa E2).

La cepa 12 no presentd fase lag. Mostré una velocidad
especifica de crecimiento (u) mayor a la de la cepa E2. La
evolucidn de viscosidad fué diferente a la de la cepa E2. Se
obtuvieron valores inferiores de viscosidad aparente en

el caldo de fermentacién.

2. Respecto a la produccién de ia goma:

a)

La cepa 1l produce un caldo con mayor viscosidad aparente,
mayor concentracién final de goma y la productividad fue

mayor res;;ecto a la cepa E2.

"b) La cepa 10 produjo mds polimero, una productividad mas alta y

presentd mayor rendimiento del producto que la cepa E2.

3. Los reogramas de las soluciones de los productos resuspendidos, se

a)

puede establecer lo siguiente:

Los polimeros de las cepas 10 y il presentaron -en todas las
velocidades de deformacién- viscosidades aparentes menores a
las del producto de - la cepa E2 y a las del producto
"Keltrol",
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b) Aunque el polimero de la cepa 12 presentd valores inferiores

de viscosidad aparente en todos los gradientes de deformacién
(respecto a los del producto de la cepa E2 y al del producto
"Keltrol"}. Es posible considerar este producto come
potencial. Debido a que presenté una baja pureza
(el contenido de nitrégeno fué alto 2.9%), el producto en
igualdad de peso representé menor cantidad de polimero y

consecuentemente su solucién fué menos viscosa.

4. Los resultados analfticos indicaron lo siguiente:

a) Que los productos de las cepas 10, !l y 12 presentan muy

b

-~

bajos porcentajes de radicales piruvicos,

Aunque se detectaron muy bajos porcentajes de radicales
pirtvicos en el producto de la cepa 12, es posible inferir
que este substituyente no estd involucrado en la reologfa det
producto, ya que el polimero de la cepa 16 presenté un alto
contenido de radicales pirdvicos y presenté valores bajos en

los {ndices reolégicos.

S. De acuerdo con los espectros de infrarrojo:

a

)

Se infiere que los polimeros de las cepas 10 y 11 pueden
presentar menor peso molecular que el polimero de la cepa E2

y que el del producto "Keltrol".

b) Es posible inferir que el polfmero de la cepa 12 se encuentre

en interaccién con compuestos aminados o nitrogenados, debido
a la presencia de la banda a los 1542 em™. Ademas,este

producto presenté ios valores mas altos de nitrégeno.
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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. Evaluacién de la produccién del polfmero empleando el medio que
contenia sulfato de amonio y su comparacién eon lo obtenido en el

medio que contenfa peptona como fuente de nitrégeno

La composicion del medio de cultivo para la produccién de goma
xantana puede influir en las caracterfsticas finales del producto.
Existen pocos estudios sobre este tema (Tait, et al, 1986; Cadmus et
al, 1978; Kennedy et al, 1982).

En medios quimicamente definidos, en medios cémplejos y en medios
definidos que combinan una fuente compleja de nitrdgeno, se ha
observado que una mayor concentracién de nitrégeno inicial produce
concentraciénes mas elevadas de biomasa celular. Este incremento
promueve altos rendimientos del producto, tiempos cortos de
fermentacién 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 referentes a la produccién de goma de la cepa 12
a nivel de matraces bafleados, con sulfato de amonio como fuente de
nitrogeno, indicaron que la cepa presentaba ventajas en la produccién
de goma con respecto a la cepa E2. Entre las que se obtuvieron: que la
cepa produjo 40 7% mas de polimero, mayor produccion especifica que la
cepa E2. Un polfmerc que presentd un perfil de viscosidad superior [en
todo los gradientes de deformacién y a la misma concentracién de goma
(1% b.s.)] e indices reolégicos superiores a los que presenté el

producto de la cepa E2.

Se ha establecido que la fuente de nitrégeno puede afectar la
calidad del polisacdrido producido (Cadmus et al, 1978). En vista que
la evaluaci6én en matraces bafleados se llevé a cabo con un medio de
cultivo que contenfa sulfato de amonio como fuente de nitrégeno. Se

evalué también la produccién 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 produccion 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 presenté una fase lag de
4 horas y una fase exponencial de aproximadamente 26 horas. La fase
estacionaria fué de aproximadamente 5 horas, esta fase¢ no se observd en
el medio que contenia peptona como fuente de nitrogeno. A partir de las
48 h, se inicid la fase de lisis. La produccién del polisacirido estuvo

parcialmente asociada al crecimiento.

El crecimiento de la cepa 12 no presenté fase "lag". Inicié el
crecimiento exponencial desde las primeras horas de la fermentacién y
muestra la fase de lisis celular cuande finalizd el crecimiento. La
produccion de la goma fué parcialmente asociada al crecimiento. Se
observé mayor generacion de la viscosidad aparente en el caldo de

fermentacién y mayor produccién de goma que la cepa E2 (figura 32).

De las fuentes de nitrogeno organico que se han estudiado, se ha
establecido que la peptona es una fuente que genera los mas altos
rendimientos de goma xantana. Sin embargo, un incremento en su
concentracion inicial (hasta 8.8 g/L) genera productos con indices
reolégicos inferiores a los que presenta el producto comercial "Kelzan"
(Kennedy et al, 1982).

En el medio de produccién cuya fuente de nitrégeno fue la peptona,
la cepa 12 genert un caldo de fermentacién de baja viscosidad aparente
durante la evolucién de la fermentacién, en comparacién con las cepas

nativas y la cepa E2.

En esta seccién se presentaran, de forma comparativa, los
resultados de la produccién de polimero y de las propiedades que
presenta el producto de la cepa 12, obtenido en los dos medios: 1)
medio de produccién con sulfato de amonio como fuente de nitrégeno y

2) medio de produccién modificado II, que contenia peptona como fuente
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de nitrégeno.

En ambos medios el control del pH se realizé con dos Aalkalis
diferentes. En el medio que contenfa peptona, se empled hidroxido de
amonio. En el medio con sulfato de amocnio, se utilizé hidréxido de

potasio.

Debido a que el amonio puede ser consumido como fuente adicional

de nitrégeno para el crecimiento celular, se ha cbservado que la
p q

productividad se incrementa cuando el pH se controla con hidréxido 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 nitrégeno, el crecimiento
fué mayor al que presentd en el medio con suifato de amonio. Una vez
terminada la fase exponencial, se observd que la bacteria presentd 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 contenia peptona como fuente de nitrégeno, la
velocidad de consumo fué mayor (durante las primeras cuarenta horas)

que en el que contenfa sulfato de amonio.

La figura 35 presenta la evolucion de la viscosidad aparente del
caldo de fermentacidén, con ambas fuentes de nitrdégeno. En el medio con
peptona, el polimero generd menor viscosidad aparente en todo el
transcurso de la fermentacién. En el medio con sulfato de amonio, la

bacteria produjo un polimero con mayor viscosidad aparente.

En el medio que contenfa peptona, la cepa 12 generé menor
concentracién de polfmero, que en el medio que contenia sulfato de
amonio (figura 36 a). Sin embargo, la evoluciéon del polfmero durante el
cultivo de la cepa 12 en ambos medios fué similar. De acuerdo con la
concentracién del polfmero sintetizado durante el cultivo de la cepa,
se observé que el polfmerc en el medio que contenfa peptona generaba
menor viscosidad aparente en el caldo de fermentacién, en comparacion

con las viscosidades aparentes que presentd en el caldo de fermentacién
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del cultivo con sulfato de amonio. En el medio que contenfa peptona y
de acuerdo con la concentracién de polimero sintetizado, la viscosidad
aparente fué 100 veces menor, que lo obtenido en el medio que contenia

sulfato de amonio (figura 36b).

Aunque nc se conoce la razén de la baja viscosidad aparente en el
medio que contiene la peptona como fuente de nitrégeno, los resultados
analfticos y de infrarrojo sugieren que, en este medio, el polimero
puede presentar interaccién con compuestos nitrogenados presentes en el
medio. Esta interaccién podria modificar la estructura molecular de la
goma, de tal manera que su capacidad de generar viscosidad en el caldo

de fermentacién sea baja.

Se ha establecido que Xanthomonas campestris pv. campestris
consume el nitrégeno principalmente para la produccién de biomasa, La
bacteria, cuando finaliza la etapa exponent;ial de crecimiento, consume
la mitad de la concentracién del nitréogeno inicial. El otro 507 no se
consume y queda disuelto en el medio de cultivo (Moraine y Rogovin,
1973).

£n la tabla 18 se presenta la velocidad especifica de crecimiento
de las cepas E2 y 12, en ambos medios. La cepa 12 l1:zr<:s¢:ntc'> una
velocidad especifica de crecimiento mayor cn el medic con peptona y
tambien una mayor concentracién maxima de células, con respecte a la
cepa E2. Interesantemente, la velocidad especifica de crecimiento de la

cepa E2 fué pricticamente la misma en ambos medios.

En la figura 37 se presentan los valores de viscosidad aparente
del caldo de fermentacién obtenido en los dos medios de produccién, con
las cepas E2 y 12. El polimero de la cepa 12 generd un caldo con mayor
viscosidad aparente (cuatro veces mds) en el medio con sulfato de
amonio, en comparacién con el medio que contenfa peptona. La viscosidad
aparente del caldo de fermentacion de la cepa E2 en ambos medios, fue

practicamente la misma.

La figura 38 muestra que la cepa 12 generé una mayor concentracion

de polimero en el medio con sulfato de amonio. Por el contrario, la
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Tabla 18

Velocidad especifica de crecimiento y concentracién méxima de células
de las cepas 12 y E2 en los medios que contenfan peptona o sulfato de

amonio como fuente de nitréogeno.

Pardmetro Cepas
1459-E2 12
Peptona (NH 4) 2504 Peptona (NH“ )2504
p (hr Y 0.105 0.12 0.26 0.08
Xmax(D.0.) 0.30 0.20 0.40 0.22
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cepa E2 produjo concentraciénes ligeramente més elevadas de goma en el

medio que contenfa peptona, respecto al que contenfa sulfato de amonio.

En el fermentador la cepa 12 produjo solo 1.3 veces mds de goma
que la E2 (figura 38). De acuerdo con la evaluacién en matraces la cepa

produjo 60% mas que la cepa E2 (Capitulo 5.1).

Es posible establecer que la cepa 12 generd mayor produccién de
polfmero en los matraces, debido a una mayor transferencia de oxfgeno
durante el cultivo de 1a cepa. El desarrollo de fermentaciones en
matraces bafleados, se han caracterizado y propuesto para el
escalamiento de cepas productoras de exopolisacdridos, debido a que
pueden proporcionar mayor transferencia de oxigeno (Galindo, et al,
1992). Se ha comprobado que el kLa puede ser mayor en matraces

bafleados que en el fermentador (Delgado et al, 1989)

Existe ademds, la posibilidad de considerar la inestabilidad de la
cepa, la cual podrfa estar jugando un papel importante. Es decir, que
la bacteria probablemente hubiese disminuido la capacidad de produccién

de goma.

Se ha reportado que Xanthomononas Ilega a perder sus
caracterfsticas originales y en algunas ocasiones, desarrolla formas
variantes (Cadmus et al, 1976}, que puede presentar una disminucién en

Ia produccién de goma xantana (Cooke and Broderick ,1989).

Norton et al (1979) al incrementar el S507% de nitrégeno inicial en
el medio de cultivo, observaron mayor produccién de biomasa y una baja
viscosidad aparente final del caldo de fermentacién (2,900 cps con

respecto a lo obtenido de 4,000 cps).
En la figura 39 se indican los valores de la produccién especifica

de las cepas E2 y 12, en ambos medios. La cepa E2 presenté mayor

produccién especffica en el medio que contiene peptona. La cepa 12
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presenté mayor produccién especifica en el medio que contiene sulfato
de amonio (en comparacion con el que contiene peptona). Los valores de
produccién especifica de la cepa 12 en el medio con sulfato de amonio

fué menor a la que presentd la cepa E2 en el medio con peptona.

La cepa 12 presentd mayor productividad en el medio con sulfato de
amonio que en el medio con peptona. Por el contrario, la cepa E2
presenté mayor productividad en el medio que contenfa peptona como

fuente de nitrégeno {figura 40).

Esta misma tendencia se observd con respecto al rendimiento de
polimero (tanto en base a az(car inicial como en base a azicar
consumida) para las cepas 12 y E2 (figuras 41 y 42). La cepa I2
presenta el mas alto porcentaje tanto en el rendimiento en base a
azUcar consumida como en base al azlcar inicial en el medio con sulfato

de amonio que la cepa E2 (figura 42).

5.3.2 Reologia de los polimeros obtenidos en los medios que contenian

peptona y sulfato de amonio como fuente de nitrdgeno.

Los reogramas de las soluciones del polfmero de la cepa 12

obtenido en ambos medios de cultivo, se muestran en la figura 43.

El polimero de la cepa 12 obtenido con el medio que contiene
sulfato de amonio, se obtiene un producto con viscosidades aparentes

muy semejante al que presenté el producto "Keltrol" (figura 43).

Debido al bajo grado de pureza del producto de la cepa 12,
obtenido en el medio que contenia peptona, la solucién del producto
resuspendido presenté -en todo el rango probado de velocidades de
deformacitén- viscosidades aparentes menores a las del producto de la

cepa E2 y a las del producto "Keltrol”.
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Reogramas de los polimeros producido por la cepa 12 en los cultivos
realizados con el medio que contenfa peptona o sulfato de amonio como
fuente de nitrégeno. Los productos fueron sometidos al tratamiento
enzimdatico, térmico y lavados dos veces con alcohol

isopropilico. Soluciones de polimero al 1% (b.s.) y 12 de KCL
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Con {a cepa E2 se observé (figura 44) que el polfmero generado en
el medio que contenfa sulfato de amonio, a bajas velocidades de
deformacién generé valores de viscosidades aparentes menores que el
del "Keltrol”. En el medio que contenia peptona presenté (a todas las
velocidades de deformacién) valores de viscosidades aparentes muy

similares al que presentd el "Keltrol”.

En la tabla 19 se presentan los {ndices reoclégicos de los
polimeros de las cepas 12 y E2, obtenidos en los medios que contenfan
peptona y sulfato de amonio. ElI polimero de la cepa 12 obtenido en el
medio que contenfa sulfato de amonio, presenté un f{ndice de
consistencia més alto y un menor indice de pseudoplasticidad, si se
compara con aquellos obtenidos con los productos generados. EI
polimero de la cepa 12, generado con el medio .conteniendo sulfato de
amonio, presenté mejores caracteristicas reolégicas si se compara con

el polfmero de la cepa E2.

El polimero de la cepa E2 mostré los mejores indices reologicos
(indice de consistencia mas alto e f{ndice de flujo mas bajo), en el

medio que contenia peptona como fuente de nitrégeno.

5.3.3 Efecto de los tratamientos post-fermentativos

Se evaluaron las propiedades reolégicas de las soluciones del
polimero de la cepa 12 en funcién de los distintos tratamientos
post-fermentativos. El objetive de lo anterior fué determinar si los
tratamientos (térmico o enzimdtico) infiuian en la capacid'ad de

generacién de viscosidad en el producto resuspendido.

En la figura 45 se presentan los reogramas de las soluciones del
polimero de la cepa 2, obtenido con el medio que contenia peptona y
obtenido bajo dos condiciones a) sin ningin tratamiento, b) con los
tratamientos térmico y enzimatico. El principal efecto en el cambio de

la reologia lo constituyd el tratamiento enzimatico-térmico.

Se ha reportado que el tratamiento térmico causa diferentes
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Reogramas de las soluciones de los polfmeros producidos por la cepa E2
en el medic que contenfa peptona ¢ sulfato de amonio como fuente de
nitrégeno. Los productos fueron sometidos al tratamiento enzimético,
térmico y lavados dos veces con alcohol isopropilicoSoluciones de

polfmero al 1% (b.s.) y 1% de KCL
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Tabla 19

Indices reoldgicos de las soluciones de los productos generados por las
cepas 12 y E2, obtenidos en los medios que contenian peptona ¢ sulfato

de amonio como fuente de nitrégeno.

Peptona Sulfato de amonic
Productos K n K n
(n.s"/ m?) =) s md (-)
12 5.68 0.25 10.3 0.27
E2 11,99 0.18 7.8 0.34
K n

(Ns" /m? ) (-)

Keltrol - 12.7 0.20

Los indices K y n fueron determinados con el programa "Reologfa de
fluidos, Ley de la potencia; software" (Brito, 1988). Los productos
fueron sometidos al tratamiento enzimdtico, térmico y lavados dos veces
con alcohol isopropilico, Soluciones al 1% (b.s) de polimero y 17 de
KCL.
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Reogramas de las soluciones de polfmeros producidos por la cepa 12 (en
el medio que contenfa peptona como fuente de nitrégeno), en funcién de
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efectos en los polfmeros de diferentes origenes. El contenido de
radicales piruvatos en el polimero 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 polimeros con mas alto contenido de

radicales piruvates (Galindo et al, 1989},

Datos analiticos, indicaron que para el polimerc de la cepa 12
obtenido en el medio con peptona como fuente de nitrégeno, el contenido

de radicales piruvatos muy bajo (Tabla 20).

Se ha sugerido que la asociacién inter e intramolecular entre las
cadenas poliméricas juega un papel importante en los cambios que se
pueden presentar en la reologfa de soluciones de goma xantana. Estas
asociaciones moleculares son intermediadas por los radicales acetilos y
el radical piruvato, asf como la fuerga ibnica determinada por el
polimero en forma de sal (Caz, K® , Na®) { Tako y Nakamura, 1984; 1987

y 1988).

5.3.4. Caracterizacién quimica de los polimeros de las cepas 12 y E2

La caracterizacién qufmica .de los polfmeres de las cepas 12 y E2,
obtenidos en ambos medios de cultivo se presenta en la tabla 20. En el
producto de la cepa "12 obtenido con el medio que contenia sulfato de
-amonio, no se detectaron radicales piruvatos (tabla 20). Con el medio

que contenfa peptona, el contenido de este radical fue muy bajo.

En el polimero de la cepa 12 producido en el medio que contenfa
suifato de amonio, el contenido de radicales acetilo fue mayor (5.37%)
que en el producto obtenido en el medio con peptona.

En la cepa E2 se observd que el pirdvico es mayor en el polfmero
obtenido en el medio que contenfa peptona como fuente de nitrégeno

(2.14%) respecto al que contenfa sulfato de amonio (0.14%).

"El polfmero de la cepa E2 presenté menor contenido de acetilos en
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Tabla 20

Anilisis quimico de los productos de

las cepas 12 y E2 obtenidos en

los medios que contenfan peptona 6 sulfato de amonio como fuente de

nitrégeno.

C E P A
12 E2
Peptona (NH4 )2504 Peptona (NH4 )2504
Piravicos (%) 0.03 0.0 2.14 0.7
Acetilos () 4.0 5.3 S.0 . 2.5
Cenizas (%) 4.4 5.7 5.4 7.1
Nitrégeno (%) 2.9 1.4 a.5 1.3
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el medio que contenia sulfato de amonio (2.5%) respecto al que contenia

peptona (5%).

Para la cepa 12, el contenido de nitrégeno del producto obtenido
con el medio que contenia peptona como fuente de nitrégeno fué mayor
respecto al formulado con suilfato de amonio. Esto sugiere que puede
establecerse una interaccidén entre compuestos nitrogenados con la
molécula del polimero de la cepa 12. Ello explicaria la presencia de la

banda de los 1560-1543 cm™ en el espectro de infrarrojo.

5.3.5. Espectroscopia de infrarrojo, de los polimeros obtenidos con los
medios que contenian peptona ¢ sulfato de amonio como fuente de

nitrogeno.

Se llevd a cabe la espectroscopia de infrarrojo a los productos
en los diversos pasos de los tratamientos post-fermentativos. Es decir,
sin ningun tratamiento y con los tratamientos enzimatico y térmico.
Ello se llevd a cabo con la principal finalidad de poder indagar cual
de estos pasos producian cambios importantes en los polimeros. En el
anexo 4 se presentan los espectros de infrarrojo y el andlisis cada uno
de ellos. N

Las principales diferencias del polimero de la cepa E2, obtenido
en el medio que contenia suifato de amonio, con respecto al “"Keltrol”
fueron las intensidades de las bandas (tabla 21). El1 producto de la
cepa E2 presentéd bandas con intensidades menores que en el proeducto
"Keltrol”. Esto sugiere que ta! producto presenta menor porcentaje de
radicales acetilos, y pirivicos. Ello concuerda con los datos
analiticos (ver tabla 20). También sugiere una mener cantidad de
acidos carboxilos libres { 1615 em™) 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
contenfa sulfato de amonio (fermentador de 1 L), se observaron cambios

1 1 .

en las intensidades de las bandas de los 1407 cm’ y 1373 cm™~ asi

como la ausencia de la banda de los 1541 em™ con el tratamiento post
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Tabla 21

Intensidad relativa de las principales bandas de los espectros de

infrarrojo del polimero de las cepas 12 y E2%.

Cepas Intensidad relativa {(cms)
A B C D E

E2*(ST) 3.4 6.8 13.1 4.2 3.8
E2*(TT-TE) 3.4 6.8 13.7 4.3 4.0
12%(ST} 3.5 12.1 13.4 3.7 3.5
12*(TT-TE), 5.4 7.3 13.6 5.0 5.2
Keltrol 5.0 14.5 13.9 6.2 5.9

A = Banda correspondiente a la vibracién molecular de los radicales

acetilos (1727 cm ).
B = Banda correspondiente a la vibracién molecular de los 4cidos

carboxilicos libres (1620 10 cm™).

C = Banda de la inferencia de la asociacién intramolecular (1060
em™).
D = Banda correspondiente al metilo de los radicales acetilos (1404

em™) y carbonilo del acido pirtivico (1372).
E = OH de CH20H de la cadena (1250 cm™).

ST= Sin ningin tratamiento.

TT-TE= Tratamiento térmico y tratamiento enzimético.

*Pol{meros obtenidos de fermentaciones en el medio de produccién que

contiene sulfato de amonio como fuente de nitrégeno.
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fermentativo. Esto sugiere que el producto presenta cambios
conformacionales asi como una posible interaccién con productos

nitrogenados,

Al realizar la comparacién de los polimeros con tratamiento
térmico, se observd que la banda de los 1726 em™! es mas intensa (tabla
21) lo cual indica un mayor porcentaje de radicales acetilos y esto

concuerda con los resultados analfticos.

La comparacién del espectro del polfmero de la cepa 12, obtenido
en el medio que contenfa sulfato de amonio (fermentador 1 L) y el
producto "Keltrol", indicé una diferencia en la menor intensidad de la
banda de 1614 cm ' , lo que significa que el polfmero puede presentar
menor cantidad de dcidos carboxilicos libres. Se observa tambien una
mayor intensidad en la banda 1248 em™!  (ver tabla 21) (vibracién
molecular de los OH de los CHz0H de la cadena} y posiblemente indica
que la molécula puede presentar mayor ramificacién que el producto

"Keltrol”.

Es importante remarcar que el perfil de las bandas de! espectro de
la cepa 12 , obtenido con el medio que contenfa sulfato de amonio, es °
muy semejante al producto comercial. Esto podria sugerir que la
constitucién qufmica del polimero de la cepa 12 es practicamente
identica a la del "Keltrol" por lo que se le podria considerar una
xantana “tipica”. El polfmero de la cepa 12 presenta camblos

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 pelimero de la
cepa E2 (obtenido con el medio que contenfa sulfato de amonio) no
presentd diferencias significativas en el 4drea de las bandas. Sin
embargo, como resultado de los tratamientos post- fermentativos en el
producto de la cepa 12 se observé un incremento en la relacién de
bandas A/B y un decremento en la relacién B/C con respecto al producto
que no se le realizé6 ningun tratamiento. Se observé también un

incremento en el area de la banda 1065 cm'l, respecto al producto que
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Tabla 22

Relacion entre las

bandas de

los espectros

de infrarrojo de

polimeros de la cepa 12 y de la cepa E2* y las del producto "Keltrol”

los

-1

Cepa Relacién de bandas Banda 1065 cm
A/B B/C D/E Area (cm’)
E2*(ST) 0.29 0.36 .10 23.6
E2*(TT~TE) 0.31 0.32 1.16 30.1
12%(8T) 0.14 0.64 1.25 27.5
12*(TT-TE) 0.42 0.28 1.33 33.3
Keltrol 0.34 .04 1.05
A/B = Acetilos/carboxilato

B/C = Carboxilato/banda C-O azlcares

i

D/E

ST = Sin ningun tratamiento.

TT-TE =Tratamiento térmico-tratamiento enzimatico.

Cha acetilos-pirtvicos/OH de CH20H de la cadena

* Polimeros obtenidos con el medio que contiene sulfato de amonio como

fuente de nitrégeno.
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no se le realizé ningin tratamiento, lo que sugiere que se presenta
mayor -asociacién intramolecular en el polimero 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 polimerc de la cepa E2

obtenido en el medio que contenia peptona y sulfato de amonio. Las

principales diferencias se encuentran en las bandas de los 1727 cm‘l.

1624 em™, 1404 cm™’

producto obtenido con el medio que contenfa peptona. Ello implica un

y 1248 cm™. Todas ellas son més intensas en el

mayor contenido de radicales acetilos y piravicos asi como una mayor
cantidad de acidos carboxilicos libres. También implica una mayor
ramificacién y posiblemente, en su conjunto, un mayor peso molecular.
Esto podria explicar las mejores caracterfsticas reologicas del
producto, obtenido con el medic que contenfa peptona como fuente de

nitrégeno,

Con respecto al producto de la cepa 12, la figura 47 indica que,
el polfmerc obtenido en el medio que contenfa sulfato de amonio, la
intensidad de todas las bandas fue mayor si se compara con el producto
generado en el medio que contenia peptona. Lo anterior podria sugerir
un mayor peso molecular. Lo que a su vez podria explicar las mejores

caracter{sticas reolégicas del producto.

En la figura 48 se muestra los espectros de infrarrojo para los
productos de la cepa 12 obtenidos en el medio que contenia peptona y
después de cada uno de los tratamientos post-fermentativos. Las

' 1543 em™, 1407 em™, 1373

intensidades de las bandas de los 1627 cm”
em™ y 1248 cm_l se reducen con el tratamiento térmico y se reducen ain
mds cuando ademds el producto se trata enzimiticamente (ver tabla 23).
Es notable, un cambio en las intensidades de las bandas de los 1407

em™ y 1373 cm™. Esto sugiere cambios en la conformacién y la posible
eliminacién de los compuestos nitrogenados que podrian estar asociados

con el polimero.

142



Transmitancia (%)

60

50

40

30

20

hY
"
L L
-
————— Medio con sulfato de amonio como fuente de nitrégeno
| ———— Medio con peptona como fuenie de nitrégeno
v
1 1 1 1 | 1 A |
1860 1720 - 1580 1440 1300 1160 1020 880
Ndmero de onda (em™)
Figura 46

Espectros de infrarrojo del polimero producido por la cepa E2 en el

medio que ‘contenfa sulfato de amonio o peptona como fuente de

nitrégeno. Ambos polfmeros fueron sometidos a los tratamientos térmico

y enzimatico.
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Espectros de infrarrojo del polimero "producide por la cepa 12 en el

medio que contenia sulfato de amonio o peptona, como fuente de

nitrégeno. Ambos polimeros fueron sometidos a los tratamientos térmico

y enzimati

co.
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Transmitancia (%)
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Figura 48

Espectros de infrarrojo del polimero producido por la cepa i2 en el

medic que contenia peptona como fuente de nitrégeno.

tratamientos post-fermentativos.
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Tahla 23

Intensidad relativa de las bandas del espectro

de infrarrojo del

polfmero de la cepa 12, obtenido en el medio que contenia peptona como

fuente de nitrégeno

Condiciones Intensidad relativa (

cm)

del tratamiento

A B C D E
ST . S.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 12.8 5.9 3.8

A = Banda correspondiente a la vibracién molecular de

acetilos (1727 em™).

B = Banda correspondiente a la vibracion molecular de los

carboxilicos libres (1620 $10 em™).

€ =Banda de la inferencia de Ia asociacién

cm™).

D =Banda correspondiente al metilo de los

em™) y carbonilo del 4cido pirdvico (1372).

OH de CH20H de la cadera {1250 cm™).

t
n

ST = Sin tratamiento.

TE = Tratamiento enzimdético

intramolecular

radicales acetilos

TE-TT = Tratamiento enzimitico - tratamiento térmico

los radicales

acidos

(1060

(1404



CONCLUSIONES (seccién 5.3)

I. a) La cinética de produccién de goma xantana de la cepa 12 se
vié afectada por los componentes de! medio, principalmente

por la peptona,

b) La velocidad especffica de crecimiento de la cepa 12 es
mayor en el medio que contiene peptona como fuente de

nitrégeno. Se obtuvo mayor concentracién de células.

c) En el medio que contiene peptona, el polimero de la cepa
12 generdé una viscosidad aparente baja en el caldo de

fermentacién.

d) La produccion especifica, el rendimiento (en base al azicar
inicial y consumida) de la cepa 12, fué menor al que
presenté la cepa E2, en el medio que contiene peptona. Sin
embargo, la cepa 12 presentd mayor productividad que la

cepa E2.

2. Con respecto a la produccién de! polimero de la cepa 12 en el

medio que contiene sulfato de amonio como fuente de nitrégeno:

a) Se observé que se obtiene mayor concentracién de goma
(287%), mayor productividad y mayor rendimiento con

respecto a la cepa E2.

b} La cepa produce un caldo de fermentacién con una
viscosidad aparente mayor a la que se presenta en la
fermentacién con peptona como fuente de nitrégeno.

3.-Respecto a la reologfa del producto resuspendido:

a) El polimero de la cepa 12, obtenido en el medio con

peptona, generS una viscosidad aparente menor a la que

presenté en el polimero de la E2.
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"~ b)

c

En ‘el medio que contiene el sulfato de amonio, la cepa 12
produce un polimero que, al ser resuspendido, present6
{en todos los gradientes de deformacién) mayor viscosidad
aparente, con respecto al producto de la cepa E2.
Viscosidades aparentes (en todos los gradientes de
deformacién) similares al del producto Keltrol. Presentdé
un Indice de consistencia mayer al de la cepa E2 y un

fndice de pseudoplasticidad menor al de la cepa E2.

En la cepa E2 se observé que el polimeroc obtenido con el
medio con .peptona presenté valores de viscosidades
aparentes muy semejantes a las del producto "Keltrol®.
Este producto, sin embargo, presenté un fndice de
consistencia (K) menor, pero fue més pseudopldstico (n
menor), que el producto "Keltrol". El polimero de la cepa
E2 obtenido con el medio que contiene sulfato de amonio
presentd valores inferiores en los f(ndices reolégicos con
respecto al producto "Keltrol" y al producto obtenido en

el medio con peptona.

4.-Los resultados de las pruebas analfticas indicaron que:

a)

b)

En el polimero de la cepa 12 obtenido con el medio con
sulfato de amonio, no se detectaron radicales de &cido
pirtdvico. El contenido de radicales acetilos es mayor que

en el producto obtenido en el medio con peptona.

El producto de la cepa 12 obtenido en el medioc con
peptona, presenta mayor contenido de nitrdgeno. Este valor
confirmarfa la posibilidad de que la molécula polimérica
se encuentra asociada con un complejo nitrogenado. Esta
interaccién se establece con los radicales piruvatos, de
tal forma que la cuantificacién con el método enziméatico

pudiera ser inadecuada.
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5.-Los espectros de infrarrojo indicaron:

a)

b)

c)

La cepa E2 sintetizé, en el medio con peptona, un polimero
de mayor peso molecular. El peso molecular del producto,
podria estar involucrado en las mejores caracteristicas

reolédgicas del producto resuspendido.

La cepa 12 sintetizé, en el medio con sulfato de amonio,
un polimero que presentdé mayor intensidad relativa en las
bandas, lo cual indicarfa que fuese de mayor peso
molecular que el producto sintetizado en el medio con
peptona. [Este peso molecular mas elevado explicaria
también las me jores caracteristicas reolégicas del

producto.

En el polimero de la cepa 12 obtenido en el medio con
peptona, los tratamientos post-fermentativos reducen la
interaccién molecular de los compuestos nitrogenados y
radicales piruvatos de la cadena polimérica. Esto se apoya
por la reduccién (hasta la desaparicion) de la‘ banda de
los 1541 em™’. La cual representa la vibracién molecular
del complejo de los grupos piruvatos y su asociacién con

grupos nitrogenados.
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Con

CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

respecto a la selecciéon de cepas nativas evaluadas en

matraces bafleados.

a) Se seleccionaron las cepas denominadas 10, Il, 12, 15 y 16, las

b)

cuales

presentaron mayor produccién de polimero, mayor

rendimiento y mejores productividades en la produccién de goma

con respecto a la cepa E2.

De

las cepas seleccionadas, se destacé la cepa 12 dado

que produ jo:

i)

407 mas de polimero que la cepa E2,

ii) Mayor produccién especifica y mas alta productividad,

iii)

con respecto a la cepa E2.

El producto resuspendido presentd valores de viscosidad
aparente superiores al producto de la cepa E2 y al

Keltrol [Soluciones preparadas al 1% de producto (b.s.)].

iv) Indice de consistencia mds alto que el de Ja cepa E2 y

v)

fndice de pseudoplasticidad mas baja que de la cepa E2.

El anilisis en el espectro de infarrojo sugirié que el

producto podria contener altos valores de radicales
acetilos, lo cual fue confirmado con los andlisis
qufmicos.
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2. Respecto a la produccién de goma de las cepas nativas selecionadas

y evaluadas en el fermentador de 1 L con el medio que contiene

peptona como fuente de nitrégeno:

a) Las cepas 10, 1l y 12 presentaron una velocidad especifica de

b

c)

d

crecimiento mayor a la que presenté la cepa E2.

Las cepas 10, 11 y 12 no presentaron fase de acondicionamiento

o fase "lag" en el crecimiento.

Las cepas 10 y 1l presentaron ventajas en la produccion de
goma: mayor productividad, mayor concentracién de goma ¥y
mejores rendimiento con respecto a la cepa E2. Las soluciones
de los polimeros de estas cepas {12 (b.s) de polimero] -en
todos los gradientes de deformacién=- presentaron valores de
viscosidad aparente menor al del producto "Keitrol”. Los
productos presentaron bajo contenido de dcido pirdvico . Los
espectros de infrarrojo sugieren que los 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 podria explicar los bajos Indices
reolégicos obtenidos de las suspenciones realizadas, en
comparacién con los indices reolégicos obtenidos del producto

de la cepa E2 y los del producto “Keltrol".

Durante el cultivo de la cepa 12 se observo, que el polimero
presenté baja viscosidad aparente en el caido de fermentacién
(en relacién a la concentracién sintetizada y la generacion de
viscosidad aparente determinada en el caldo de fermentacion,
durante el cultivo de [a cepa y su comparacién con lo
presentado por los polimeros de las cepas evaluadas).

En soluciones preparadas con el 1% (b.s.), el polimero,
presentd en un rango amplio de velocidades de deformacién,
valores de viscosidades aparentes menores a las que presenté el

producto de la cepa E2 y et "Keltrol'. Los valores mencres en
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los indices reolégicos del producto de la cepa 12 fué explicado
por la baja pureza que contenia el producto, debido a que
presentd un alto porcentaje de nitrégeno. Presentd un bajo
contenido de radicales piruvatos. De acuerdo con el espectro
de infrarrojo, es posible inferir que los radicales piruvatos
esten en interaccién con compuestos aminados. Lo cual esta
apoyado por la presencia de la banda de los 1541 cm™ asi como

por los altos contenidos de nitrégeno medidos analiticamente.

Es importante resaltar que este fenémeno (generacién de viscosidad
aparente baja en el caldo de fermentacién) no ha sido reportado y que
ofrecerfa ventajas potenciales en el proceso de la produccién del
polimero. Ello permitiria eliminar los problemas inherentes del
mezclado y transferencia de masa, durante el proceso de la

fermentacion.

3. De acuerdo con la evaluacién de la produccién de goma de la cepa
12, empleando el medio que contenfa sulfato de amonio como fuente de

nitrégeno:

a) La cepa 12 presenté una velocidad especifica menor al de la
cepa E2.

b) Produce 287 mas de goma, mayor produccién especifica mejores

rendimientos y mayor productividad que la cepa E2.

c) La reoiogia del producto resuspendido (1% de polimero
b.s.) presenté viscosidades aparentes muy similares a las del
"Keltrol" y valores superiores al producto de la cepa E2. Los
indices reolégicos fueron mas altos que el polimero de la cepa
E2 y mas bajos que para el "Keltrol". En este producto no se
detectaron radicales piruvatos. Del espectro de infrarrojo se
infiere que el radical piravico podria estar asociado con
compuestos aminados, esta interaccién podia interferir en la
accién enzimética y en consecuencia no detectarse con el método

empleado. Ademds fué posible inferir cambios en la conformacién
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del producto con los tratamientos post-fermentativos.

El peolimero de la cepa E2 obtenido con el medio que contiene
sulfato de amonio, presentd valores inferiores en los indices
reologicos con respecto al producto "Keltrol” y al producto
obtenido en el medio con peptona. De acuerdo con los andlisis
de los espectros de infrarrojo se observd que el producto de la
cepa E2 puede presentar menor peso molecular que el "Keltrol”
y esto podria explicar los bajos valores de los indices

reologicos.

Durante el desarrollo del presente estudio se han evaluado cepas
nativas potenciales para la produccion de goma xantana. Estas cepas
nativas presentan ventajas en la produccién de goma asi como en el
producto resuspendiso en comparacién con el producto de la cepa E2 e

inclusive al productc "Keltrol".

La posibilidad de la produccién de la goma xantana, con caldos de
fermentacién de viscosidades aparentes bajas, proporcionaria ventajas
en el proceso de produccién debido a que se eliminarfan problemas de

mezclado.

Se ha establecido que la cepa 12 proporcionarfa ventajas en la
produccién 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 produccién de goma xantana. Estas cepas nativas no
solo incrementan una coleccién de cultivos microbianos sino que son un
potencial para la realizacién de estudios basicos referentes a la
genética, biosintesis, produccion, constitucién y reologia de los

productos.

~-Se propone realizar un estudic taxondmico exahustivoe para
identificar las cepas nativas 10, 1l y 12, estableciendo (si

fuera posible) el pv, de cada una.

-La espectroscopia de infrarrojo de los polimeros sintetizados por
las cepas nativas ha sugerido la posibilidad de emplear esta
herramienta como un método potencial para la identificacién
taxonémica de cepas productoras de goma xantana. Por lo que se
recomendaria realizar un estudio comparativo de espectroscopia de
infarrojo de diferentes polimeros cuyas fuentes sean cepas de
coleccién o cuya identificacién taxonémica sea reconocida. Formar
familias de acuerdo con las agrupaciones de las bandas
caracteristicas que se presentan en los diferentes nGmero de onda.
De esta manera comparar con los espectros de la cepas nativas en

ias que se desconoce la especie e inclusive el pv.

-El género Xanthomonas se ha caracterizado por su inestabilidad
genética. Se han reportado cambios morfolégicos, pérdida en la
capacidad de produccién de goma, asi como cambios en la
composicion molecular del polimero. Por ello, se sugiere que se
realizen estudios integrales acerca de la estabilidad -]
inestabilidad de las cepas nativas potenciales 10, 11, 16 y sobre

todo de la cepa i2.
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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
produccién de goma asi como de los productos obtenidos. Realizar
estudios sobre la reproducibilidad quimica y reolégica de los

lotes de goma generada en diversos lotes de fermentacion.

-Evaluar la produccién y las caracteristicas de los productos
generados con la cepa 12 obtenidos con diferentes condiciones de

aireacién.

-Es posible que la composicién de los azlcares sea diferente en
los polimeros de las cepas nativas 10, i1, 12 y 16. Por lo que
serfa interesante realizar un estudio quimico detallado sobre la

composicién de los productos.

~Los espectros de infrarrojo sugieren que los polimeros de las
cepas 10, 11 y 12 puedan ser de menor peso molecular, lo cual

deberia comprobarse con una evaluacion experimental.

-LLa presencia y ausencia de la banda de los 1541 em™ con el
tratamiento térmico sugiere que el producto sintetizado por la
cepa 12, podria contener radicales piruvatos. Posiblemente estos
radicales interaccionen con compuestos  nitrogenados. Esta
asociacién molecular podria interferir en la cuantificacion
enzimatica y por lo tanto es posible que este método no se el
mas adecuado. Por lo que se propone emplear espectroscopia de
masas para establecer evidencias de la presencia del radical.
Ademds, realizar un estudio de hidrdlisis quimica para cuantificar

el contenido de radical piruvato.

-Realizar estudios de reologfa de los productes de las cepas 12,
10, 1l y 16 de soluciones diluidas de goma xantana, Evaluar
ademas, la  estabilidad a diferentes pH, temperaturas y

concentraciones de sales.
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. ANEXO 1
DESCRIPCION DE REACTIVOS Y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
REACTIVOS

A continuaciéon se enlistan los productos quimicos utilizados durante

el desarrollo del presente trabajo:

Nombre comercial Procedencia

Acetona Laboratorios Laitz S.A.
Antiespumante (silicén) Drogueria Costnopolita S.A, de C.V.
Agua (filtrada por 6smosis reversa)
Agar Difco

Acido acético J.T. Baker

Acido bérico J.T. Baker

Acido cftrico J.T. Baker

Acido clorhidrico J.T. Baker

Alcohol isopropilico (Grado industrial)
Bacto agar Difco

Bactro dextrosa Difco

Bacto peptona 1.T. Baker

Carbonato de calcio J.T. Baker

Cicruro férrico J.T. Baker

Ciloruro de potasio J.T. Baker

Cristal violeta Laboratorios Lzitz, S.A.
Carbonato de calcio J.T. Baker

Dextrosa J.'T. Baker

Etano! J.T. Baker

Extracto de levadura Difco

Extracto de malta Difco

Fosfato de amonio monobasico J.T. Baker

Fosfato de potasio ) J1.T. Baker
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Goma xantana "Keltrol"
Hidréxido de amonio.
Hidréxidode sodio
Hipoclorito de sodio
Kit para la determinacién
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 analftica

Balanza granataria

Bomba de vacio

Campana de fiujo laminar

Centrifuga ( 0-5,000 rpm)
Centrifuga ( 0-14,000 rpm)
Espectrofotémetro

Estufa

Fermentador de 2 L.

Kelco, Co.
J.T. Baker
J.T. Baker

Cloralex

Merck

Laboratorios Laitz. S.A.
J.T. Baker

Difco

Laberatorios Laitz, S.A.
J.T. Baker

J.T, Baker

Proveedor y/o modelo

Marca "CAFRAMO" Wiarton, Ont.Canada

Tipo stirrer RZRI-04
FAMSA

Bosch S 200

Ohaus Brainweigh B 5000
Feli Welch, modelo FE-1400
Veleo modelo GHFL-12
Solvat, Aparatos cientificos
Sorvall RC-5B (rotor SS-34)
Beckman, modelo 35

Felisa, modelo 2914
s/marca (més detalles en la
figura A-1)

Componentes y caracteristicas:

Flecha: barra de acero inoxidable de 0.9
mm de didmetro. Motor eléctrico de 1 Hp.

Sello : sistema de cierre hermético (shaf
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Homogenizador
Impulsores

Incubadora -Agitadora
Manémetro

Matraces

Parrilla agitadora
Potenciémetro
Rotametro

Sistema de filtracién

Viscosimetro
Olla expres

Super Mixer, Vortex

seal).

Tanque de vidrio, didmetro 11 cm, altura
22 cm. espesor del vidrio 0.5 cm.

Los controles empleados para realizar
fermentaciones con el equipo de 2 lIts.
fueron los siguientes:

Temperatura : mediante un termomix (Colora
ET 5 ) sumergido dentro de la tina del
fermentador.

Agitacién : mediante un reéstato
adaptado al motor, calibracién con
tacémetro éptico (Uveeder-Root 6611).
Aireacion : mediante un rotdmetro
(Cole- Parmer, modelo 3217-45) flujo

de aire humedo 0.25-1 \zzvm, presién de
entrada de aire: 1 kg/cm .

pH : controlador de pH (CI - UNAM),
electrodo de pH (Ingold), bomba
peristaltica para la adicién de base o
dcido (MasterFlex 7014 20).

Espuma : Control manual mediante

la inyeccién de silicén

Caframo Wiarton, Ont. 60
Turbinas tipo Rushton s/marca
New Brunswick Scientific
Metron

Erlenmeyer 500 ml.Pyrex
Corning PC 353

Corning pH meter 3D
Cole-Parmer modelo 3217-45
Millipore (membranas de poro de -0.45
micras)

Brookfield, modelo LVT
Presto, modelo 21 L

Lab~Line Inst.
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VENTEQ

TOMA DE
MUESTRA i

e
FILTRO ( ) h]— 1 HDIE%EI

=
° CJ- 0000
& ¥ A __ CONTROLADOR
2 o ! DE pH DI = 7.55cm
5 m Dd = 506 cm
Wb= 1.9 cm
' Hb= 1.51 cm
(o Bl <o L = 047cm
T i G = 09 em
1 L . bf = 0.85¢cm
MANOMETRO S ‘ X = Es&egordelmaterlul

AIRE: i - P = Prisionero

Figura A-1, Diagrama y componentes del fermentador, volimen de trabajo
de 1L.
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MEDIOS DE CULTIVO

Medio YPD MEDIO DE EXTRACTO DE LEVADURA MALTA
(YM).
(Jeans et al , 1976}

Componente j-%4 Componente g/1

Glucosa 20 Extracto de levadura 3

Extracto de levadura 10 Extracto de malta 3

Peptona 20 Peptona S

pH (con NaOH) 7 Glucosa 10

Agar 20 (cuando se requlere).

Preparacién

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/pul2 (120°C) de
presién durante 15 min. '

En el caso de medio sblido, una vez estéril el medio y con una
temperatura moderada (antes de solidificarse el agar) se vacfa en cajas

de Petri estériles (aproximadamente 20 ml. de medio en cada caja).

Medio de produccién (Quintero, et al, 1984b).

Componente 8/L
Sacarosa 24
NH (SO) 0.23
4 2
Mg SO, . 1.3
Ac. cftrico 3.9
KH_PO 0.0024
2 4
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Componente g/1

CaCO2 0.0048
HBOa 0.0072
Zn0 - 0.0014
F eCI:, 0.0014
pH 7.1

Preparacidén

Se pesa la sacarosa y se disuelve en el 10 7 del volumen total
del medio a preparar en agua destilada. Los demds componentes se pesan
y se disuelven en el 90 % 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 solucién de la sacarosa estéril

con el medio.

MEDIO DE PRODUCCION MODIFICADO.

En el presente trabajo se empled otro medio que se le denomind
medio modificado el cual fue previamente reportado ( Flores, 1989} . La
modificacion que se realizé fue en base a la concentracion en la fuente
de carbono. La fuente original de nitrégeno {(sulfato de amonio) se

sustituyé por peptona.

Componente g/L
Sacarosa 24
Peptona 2
Fosfato de amonio monobésico 0.69
Fosfato de potasio 3.07
Acido cftricol 1.3
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Componente g7l

Sulfato de magnesio 0.23
Cloruro férrico 0.0014
Carbonato de calcio 0.0024
Acido bérico 0.0048
Oxido de zinc 0.0072
pH (con NaOH concentrado) 7.0
Preparacion

El medio se prepara de la misma forma que el medio de produccién.
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-S se presentan los espectros de los
polimeros de las cepas identificadas como 10, 11, 12, 15 y 16. En cada

caso , la comparacioén se realizé con el El del polimero de la cepa E2.

En la figura A-1 se presenta el espectro del polfmero de la cepa
10. Este polisacéarido presenté las mismas bandas que el polisacaride de
la cepa E2, aunque las bandas son de mayor intensidad . Esto sugiere
que el polimero podria ser de mayor peso molecular. La intensidad
superior de la banda de los 1727 em™ (vibracién de los carbonilos de
los radicales acetilos}, implica que el polimero podria contener mayor
cantidad de radicales acetilos. La presencia de un solo hombro a los
1560-151L cm™’ (vibracién molecular del carbonilo del metilo presente

en el radical acido pirdvico) indica un bajo contenido de este radical.

Las principales diferencias del EI del polimero de la cepa 10 con
respecto al de la cepa E2, se presentan en la tabla A-l. En vista de
que el espectro presentdé el mismo perfil de bandas que el producto de
la cepa E2, este polifmero puede considerarse como una xantana

"tipica".

En la figura A-2 se presenta el espectro del polfmero de la cepa
11. Las bandas que se presentan en todo el rango de los nuimeros de onda
fueron similares a las que se cobservaron en el polfmero 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 polimero de la cepa E2 . Es
posible considerar al producto de la cepa 11, como otra xantana

“"tipica".

En la figura A-3 se presenta el espectro de la cepa 12 y su
comparacién con el de la cepa E2. En la tabla A-3 se indican las
principales diferencias que mostré el polimero proveniente de esta cepa

respecto al de la cepa E2. Es importante remarcar que este polimero
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Figura A-1

Espectro de infrarrojo del polimero de la cepa 10 y su

comparacién con el espectro del polimero de la cepa E2.
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Tabla A-1

Diferencias en las bandas del E.I del polimero de la cepa 10 con

respecto al E. I. de la cepa E2.

Nﬁmerglde onda
(em ™)

Comentario

1727

1624-1629

1560-1511

1404

1297-1248

1067

Mayor intensidad en la banda, lo que sugiere

mayor concentracién de radicales acetilos

Mayor intensidad, lo que sugiere mayor

cantidad de acidos carboxilicos libres.

La presencia de un solo hombro sugiere un bajo

porcentaje de 4cido piruvico.

Las dos bandas en esta longitud de
onda, indicaria que los piruvatos se podrian

localizar en varias partes de la cadena.

Mayor intensidad, mayor cantidad de CH20H

libres y una posible mayor ramificacién.

Mayor intensidad, lo que sugiere que prevalece

la asociacién intramolecular.
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Figura A-2

Espectro de infrarrojo del polimero de la cepa 11 y su

comparacién con el espectro del polimero de la cepa E2.
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Tabla A-2

Diferencias en las bandas del E.I del polfmero de la cepa 11 con

respecto al E. 1. del polimero de la cepa E2.

Nl’lmero_lde onda Comentario
(cm™)
1629 Mayor intensidad, lo que sugiere una mayor
cantidad de acidos carboxilicos libres.
10067 Esta banda predomina, lo que implica que

el polimero presenta fuerte asociacién

intramolecular.
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Tabla A-3

Diferencias en

las bandas del E.I del polimero de la cepa 12 con

respecto al polimero de la cepa E2.

Nimero de onda
{em™)

Comentario

1727

1560-1511

1246-1248

1067

Mayor intensidad, lo que sugiere mayor

concentracién de acetilos.

No se presenta, lo que sugiere que este
polfmero no podria contener radicales

pirdvicos.

Mayor intensidad. Sugiere que existe
mayor cantidad de CHZOH libres y una

posible mayor ramificacién.

Se presenta como banda tdnica, lo que
implicaria que prevalece la asociacién

intramolecular.
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también podrfa considerarse como una xantana "tipica”. Por otra parte y
de acuerdo con el E.I, es posible indicar que este no contenga

radicales piruvatos.

En la figura A-4 se presenta el espectro de la cepa X. campestris
pv.juglandis (1S). En la tabla A-4 se presentan las diferencias con
respecto al E.I. del polimero de la cepa E2. Es posible indicar que el

polimero presenta mayor porcentaje de radicales piravicos.

En la figura A-S se muestra el espectro de la cepa X. campestris
pv. manthotis (l16) y en la tabla A-5 se presentan las principales
diferencias respecto al espectro dela cepa E2. Este polimero {16}
también presenté mayor intensidad relativa en las bandas, lo que

sugiere que el polimero podrfa presentar mayor peso molecular.
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Figura A-4
Espectro de infrarrojo del polimero de la cepa 15 (pv.
juglandis) y su comparacion con el espectro del polimero de

la cepa E2.
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Tabla A-4

Diferencias en las bandas del E. .de la cepa 15 (pv. juglandis) con
respecto al E.I. de la cepa E2.

Nimero de onda Comentario
{em™)
1727 Presencia de un solo hombro. Implicaria

menor porcentaje de radicales acetilos.

1560-1511 Mayor presencia de la banda, lo que
implica la presencia de mayor nimerc de

radicales de acidos pirdvico.

1248-1211 Menor  intensidad, implicarfa menor
cantidad de CH20H libres y menor

ramificacién,
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Espectro de infrarrojo del polfmero de la cepa 16
(pv. manlhotis)y su comparacién con el espectro del polimero

de la cepa E2.
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Tabla A-5

Diferencias en las bandas del E.I. de la cepa 16 ( pv. manthotls) con

respecto al E. I. de la cepa E2.

Numero de onda Comentario

(em h

1727 Presencia de un hombro. Implicarfa menor

porcenta je de radicales acetilos.

1624 Mayor intensidad. Posiblemente indique
una mayor cantidad de &cidos carboxilicos
libres.

1248 Mayor cantidad de CHZOH terminal de los
azucares.

113 Presencia de esta banda como un hombro.

Implicarfa que existe asociacién entre

grupos funcionales de diferentes cadenas.

1069 La presencia de esta banda sugiere

una fuerte interaccién intramolecular.
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ANEXO 3

ANALISIS DE LOS ESPECTROS DE INFRARROJO DE LOS POLIMEROS DE LAS CEPAS
NATIVAS OBTENIDOS CON EL MEDIO QUE CONTIENE PEPTONA COMO FUENTE DE
NITROGENO

El andlisis 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 polfmeros obtenidos en dos lotes de fermentacién de la cepa
E2. En el polfmero de la cepa E2 (lote 1) la banda de los 1612 cm™ es
de mayor intensidad que en el duplicade, lo que sugiere que puede
contener mas &cidos carboxilicos libres. En el producto del lote 1, se
observa también mayor intensidad en la banda de los 1408 y 1371 cm'l,
lo cual implicaria mayor contenido de radicales piruvatos y acetatos

que en el polfmero del lote 2.

Para fines comparativos se empleard el espectro del polimero de la
cepa E2 del lote 1. En la figura A3-2 se presenta la comparacién 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 polfmero de la cepa
10. Las principales diferencias con respecto a la cepa EZ se enlistan
en la tabla A2-1. En la figura A3-4 se¢ presentan de forma comparativa
los espectros de la cepa 10 y el del producto "Keltrol". En la tabla
A2-1 se indican las principales diferencias entre ambos. Las
intensidades relativas de las bandas también son menores que en el

producto "Keltrol”.

En la figura A3-5 se presenta el E.I. del polfmero de la cepa 1l.
En la tabla A2-3 se indican las principales diferencias con respecto a
la cepa E2. la baja intensidad relativa presentada en las bandas
implicar{fa que este producto puede presentar un peso molecular menor

que el producto de la cepa E2, Su comparacién con el producto comercial
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Espectro de infrarrojo del polimero de la cepa E2, obtenidos en

dos lotes de fermentacién.
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Tabla A2-1

Diferencias en las bandas del espectro de infrarrojo de la cepa 10 con

respecto al de la cepa E2

Numero de onda

(em™)

Comentario

1729, 1720

1560-1541

1410-1371

La presencia de ambas bandas (que no se
presentan en el polimero de la cepa EZ2)
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.I. de
la cepa E2, pueden estar asociadas con el

pirdvico o representar compuestos aminados.

Bandas que representan los metilos de los
radicales acetilo y carbonilo del acido
piravico.La menor intensidad de esta banda con
respecto al del polimero de la cepa E2 podria

sugerir-menor porcentaje de ambos radicales.
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Tabla A2-2

Diferencias en las bandas del E. I. de la cepa 10 con respecto al del

producto "Keltrol”

Numero de onda

(em™)

Comentario

1724 y

1560-1541

1405-1371

1252

1720

La prescencia de ambas bandas implicarfa que
los radicales acetilos podrfan estar asociados

en diferentes lugares en la cadena polimérica.

La presencia de esta banda sugiere la

asociacién con compuestos animados.

Banda de menor intensidad, lo cual implicaria
menor porcentaje de radicales acetilos y
pirdvico, lo cual concuerda con los datos

analfticos.

Banda de menor intensidad lo cual implicarfa
probablemente que es un polfmero de menor
ramificacién por la menor presencia del CHz20H

terminal de los azicares.
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Tabla A2Z-3

Principales diferencias en el E. I, del polimero de la cepa il en

comparacién  con

E. I del polimero de la cepa E2.

Numero de onda

(em™)

Comentario

le44-1614

1544-1533

1405-1312

1250

H26-1116

Dos bandas mas que sugieren que existen
distintos - grupos carboxilatos, la baja
intensidad sugiere pocos &dcidos carboxflicos

libres.

Bandas -aunque de wuna intensidad menor-
sugien la presencia de grupos pirivicos
distribuidos en distintas partes del polimero
asi como baja concentracién de estos

radicales.

L.a baja intensidad de ambas bandas sugiere
bajo contenido de radicales acetilos y

piruvatos.

La baja intensidad en esta banda implicarfa

un polfmero de poca ramificacién.

La presencia de estas dos bandas implica la
asociacién  intermolecular en las cadenas

poliméricas.
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(figura A3-6) muestra que el polfmero de la cepa 11 también puede ser
de menor peso molecular, menor ramificacién y menor porcentaje de

radicales pirdvicos. Lo que concuerda con los datos analfticos.

El espectro de infrarojo del polimero de la cepa 12 y su
comparacién con el espectro del polimero de la cepa E2 indica que el
producto puede presentar menor cantidad de radicales acetilos y
pirtavicos (figura A3-7 y tabla A2-4 ). Los datos analfticos indicaron
que en el producto se presentan bajos porcentajes de radicales
piruvicos, asi como de radicales acetilos.

! en el E. L. del polfmero

La presencia de la banda de los 1542 cm~
de la cepa 12 posiblemente indique que se encuentren asociados

compuestos aminados en la cadena polimérica .

Como se podra denotar en la figura A3-8 el polimero 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

polfimero de la cepa E2.

Finalmente, el E.I. del polfmero de la cepa 16 (pv. manihotis) se
muestra en la figura A3-9. La comparacién con el polfmero de la cepa E2
indicé que las principales diferencias estriban en la intensidad de las
bandas, las cuales son de menor intensidad e indican que los
radicales acetilos (1725 cm_l) se encuentran en menor proporcién, lo
que concuerda con los datos analfticos. Se observa ademds, menor
proporcidén de CHz0H en la cadena (1250 em™ ), lo cual implicarfa que

fuese menos ramificada.
En la figura A3-10 se presenta la comparaciéon con el producto

"Keltrol”, en donde se observaron las mismas diferencias que con

respecto a la comparacién del producto de la cepa E2.
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Tabla A2-4

Principales diferencias en el E. I. del polifmero de la cepa 12 en

comparacién con el E. I. del polfmero de la cepa E2.

Numero de onda

(em™)

Comentario

1542

1467-1372

Banda de gran intensidad la cual esta asociada
con los radicales piruvato. Sin embargo los
datos analfticos indican una baja presencia de
estos radicales. Esta banda también se

encuentra relacionada con compuestos aminados.

Bandas de menor intensidad. Implicarfa menor
porcentaje de radicales acetilos y pirdvicos.

Lo que concuerda con los datos analiticos.
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Figura A3-10
Espectro de infrarrojo del polimero de la cepa 16 y su comparacién con

el espectro del producto "Keltrol”.
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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 E2, OBTENIDOS CON

EL MEDIO DE PRODUCCION QUE CONTENIA SULFATO DE AMONIO EN EL FERMENTADOR
DE 1 L.

En la figura A4-1 se presenta el espectro del polfmero de la cepa
E2, con y sin tratamiento térmico. En ambos casos el espectro es muy
similar. En las bandas de los 1407 cm™ y 1371 cm ' se observé un
cambio en las intensidades de las bandas, con una tendencia a
igualarse. Este cambio es un posible reflejo de los cambios que

suceden en la conformacién del polfmero debido al tratamiento térmico.

En la figura A4-2 se presenta, de forma comparativa,el espectro
del polimero de la cepa E2 y el del producto "Keltrol". Las principales
diferencias se indicaron en la tabla A3-1 . Las intensidades en las
bandas son menores que las del producto "Keitrol”, lo cual implica que
este producto presenta menor porcentaje de radicales acetilos y
pirtvicos. Ello concuerda con los datos analiticos (ver tabla. 20
capitulo 5.3.4). También sugiere menor cantidad de acidos carboxalicos
libres ( 1615 em™) 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 los espectros de los polfmeros sin ningin tratamiento y con
tratamiento enzimatico y térmico. Son notables los cambios en las
intensidades de las bandas de los 1407 cm”™' y 1373 cm™! (tabla A3-2),
asi como la ausencia de la banda de los 1541 cm™ con el tratamiento
post—fermentativo. Esto sugeriria que el producto presenta cambios
conformacionales asi como la asociacién con productos nitrogenados. Es
posible que esto interfiera en la deteccién de los radicales piruvatos

en la molécula.

Al realizar la comparacién con el espectro del polimero de la cepa

E2 sin ningun 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 polimero

de la cepa E2 y su comparacién con el producto “Keltrol"

Nimero de onda

{em™)

Principales diferencias de 1la banda

con respecto al producto comercial.

1727

1615

1408-1312

1246

Menor intensidad relativa. Ello indicarfa
que presenta menor cantidad de radicales
acetilos, Se confirma con los datos

analiticos.

Menor intensidad relativa. Sugiere que

existen menos Acidos carboxilos libres.

Menor intensidad. Implicarfa mener

relacién de acetilos/piravicos.

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 polimerc de la cepa 12,

con y sin tratamientos post-fermentativos.

Numero de Onda Comentario
{em™h)
1726 La intensidad de la banda es mayor.

Sugiere mayor cantidad de radicales
acetilos. Esto concuerda con los datos

analfticos.

1614 Menor intensidad en la banda. Implicaria

que existen mencs dcidos carboxilicos

libres
1407-1709 Mayor intensidad. Esto sugiere cambios
conformacionales y una posible

interaccién con compuestos nitrogenados.

1248 Mayor intensidad. Ello implicaria mayor
cantidad de CH20H de la cadena
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polimero de la cepa 12 se observa que la unica diferencia se presenta
en la banda de los 1541 cm™ y en los 1650 em™ ya que el producto de
la cepa 12 presenta mayor intensidad, lo cual implicarfa la presencia

de una mayor cantidad de &dcidoa carboxflicos libres,

La comparacién con los polfmeros con tratamiento térmico se
presenta en la figura A4-5. La banda de los 1726 cm™ es més intensa lo
cual indica mayor porcentaje de radicales acetilos y esto concuerda con

los resultados analiticos.

En la figura A4-6 se muestra la comparacién del espectro del
polimero de la cepa 12 y el del producto "Keltrol". Es evidente una
menor intensidad en la banda 1614 cm-l. lo que significa que el
polimero puede presentar menor cantidad de acidos carboxilicos libres.

1
(ver

Se observa también una mayor intensidad en la banda 1248 cm”
tabla A3-2) (vibracién molecular de los OH de los CH20H de la cadena) y
posiblemente indica que la molécula puede presentar mayor ramificacién

que el producto "Keltrol”.

El perfil de las bandas del espectro de la cepa 12 es muy
semejante al producto "Keltrol". El polimero de la cepa 12 presenta

cambios importantes con los tratamientos post fermentativos.
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