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RESUMEN

La mayorfa de los trabajos relacionados con Ia produccién de goma se han llevado a
cabo con la cepa de coleccién Xanth pestris NRRL-B 1459. Por consiguiente, la

- caracterizacién de cepas que potencialmente sean mejores productoras o que presenten
caracteristicas explotables constituye un aspecto importante para la produccién de goma xantana.

El objetivo general del presente trabajo consistié en caracterizar mds detalladamente las
fermentaciones a escala laboratorio y el polfmero producido por varias cepas de Xanthomonas, para
su posible utilizaci6n en la produccién de goma xantana.

Se trabajé con tres cepas nativas de Xanth (d inadas 10, 11 y 16). La cepa control
fue una variante de la cepa de coleccién X. campestris NRRL-B 1459 (denominada E2). Los
cultivos se llevaron a cabo en fermentadores cuyo volumen de trabajo fue 1.5 litros y se realizaron
bajo condiclones controladas de oxigeno disuelto, velocidad de agitacién, pH y temperatura. Los
productos obtenidos fueron caracterizados mediante la determinacién de la distribucién de pesos
moleculares, contenido de acetilo, pinivico, nitrégeno total y proteico. Posteriormente, estos
productos fueron sometidos a un proceso de purificacién (precipitacién, centrifugacién,
diafiltracién, cromatografia de intercamnbio ibnico y liofilizacién). Durante este proceso se
obtuvieron 2 clases de productos (semi-purificados y purificados), los cuales fueron empleados en
Ias determinaciones reolGgicas de las soluciones de 1 y 10 g/L. de xantana y en la cuantificacin del
peso molecular promedio.

Las cinéticas de biomasa, producto y sustrato, asf como €l cambio en la viscosidad durante las
fermentaciones de las cepas 10, 11 y 16 fueron similares a las reportadas previamente para la cepa
E2. La cepa 16 mostré un menor crecimiento de la bacteria sin repercutir en la produccién de
goma, Esto puede representar una ventaja técnica en el proceso, dado que permite tener un
-producto més puro. Aunque las concentraciones finales de xantana fueron similares en todos los
casos (+ 1.0 g/l con respecto a la cepa E2), las cepas 10, 11 y 16 mostraron una viscosidad
aparente final mayor que la que presenté la cepa control.

Los productos de las cepas de estudio p on dife idos de radicales acetilo y
pindvico, Los productos de las cepas 10 y 11 mostraron bajo contenido de pinivico, debido a que
un bajo contenido de pinivico causa una menor adsorcién sobre el suelo estas cepas presentan
potencial para aplicarse en la recuperacion del petrdleo. El producto de 1a cepa 16 present$ un alto
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contenido de nitrégeno, en relacién al que mostré el prod de la cepa 1, lo cual sugi
que alguna proteina puede estar asociada con ¢l polfmero.

El peso molecular promedio de los productos de las cepas de estudio estuvieron en el rango de
10x106 -13x106 kg/kgmol. Los cromatogramas de la distribucién de pesos moleculares de los

productos de las cepas de dio p la tendencia modal previ reportada para
xantana,

Los reog de las soluci de 1 g/l. de xantana (y 0.1 M de NaCl como electrolito)
mostraron que dichas soluci P iscosidades (Pa.s, 0.3 s'! < velocidad de
deformacién < 40 s1) en el siguiente orden: 11 > 16 > 10 > E2. Se obtuvieron diferentes

dencias at p las viscosidades de 1as soluci de 1 g/L de los cuatro productos cuando

no se adicioné sal; con una fuerza i6nica m4s alta (NaCl, 1.0 M) o cuando se adicion6 una sal
diferente (buffer de fosfatos, 0.1 M). Asimismo, se observaron diferentes tendencias al comparar las
viscosidades de las soluci de 10 g/L cuando se adicioné (1 % de KC1) o no sal, antes y después
de ser sometidas a tratamiento térmico.

Se caracterizaron una serie de cepas de Xanth las cuales p ial para

jorar aspectos parti del proceso de produccidn o para producir xantana adecuada para
aplicaciones especificas.




CAPITULO 1
INTRODUCCION

La goma xantana es el primer heteropolisacdrido bacteriano usado ampliamente en las industrias
de ali ys, far itica y del petréleo. El éxito de la goma xantana se debe a sus propiedades
unicas como hidrocoloide. Se caracteriza por su alta viscosidad, alto grado de pseudoplasticidad,
excelente estabilidad al pH y temperatura, asf como alta afinidad a una variedad de sales. Ademds,
en unién con otras gomas forma geles o produce un incresmento sinérgico en la viscosidad.

La unidad repetitiva de la goma estd integrada por un p drido ramificado
(glucosa-glucosa-manosa-4cido glucorénico-manosa). En las manosas interna y externa de la
ramificacién o cadena lateral se localizan los radicales acetilo y pinivico respectivamente. La
proporcién de estos radicales influye en las caracterfsticas de la goma (v.g. viscosidad) y son una
funcién de Ia cepa y de las condiciones de cultivo (v.g. velocidad de agitacién, concentracién de
oxfgeno disuelto). Asf, en la produccia de goma xantana, la cepa de cultivo, la concentracién de

goma y la recuperacién del producto son aspectos criticos del proceso.

La caracterizacién de cepas nativas de Xanth is, ref un punto de gran
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importancia, dado que pueden encontrarse cepas que p mayor prc ién de goma
xantana con respecto a la que se obtiene actualmente con una cepa de colecci6n.
Consecuentemente, sc mejorarfa el proceso de produccién de este heteropalisacérido bacteriano.

Sin embargo, la mayorfa de los trabajos relacionados con la produccién de goma xantana han
sido reportados con cepas provenientes de colecciones de cultivos, principal Xanth
campesiris NRRL-B 1459 y sus derivados.

Los reportes sobre la caracterizacién de cepas nativas que podrian ser utilizadas en aplicaciones
précticas son muy escasos y limitados en cuanto al tipo de estudios realizados (v.g. viscosidad ylo
contenido de acetilos, pirivico, nitnégeno total). Por otra parte, las comparaciones entre cepas de
Xanthomonas no se han realizado bajo las mismas condiciones de fermentacién (v.g. concentracién
de oxfgeno disuelto). Ademds, el producio obtenido de las fermentaciones es frecuentemente
comparado sin tener en cuenta la pureza del polimero.



Debido a la poca investigacién realizada en este campo, surge la idea de llevar a cabo la
caracterizacién de diferentes cepas de Xanthomonas campestris enfocada en los aspectos de
fermentacién (en condiciones controladas de oxfgeno disuelto), fisico-quimico (contenido de
acetilo, pinivico, nirégeno total, nitrégeno proteico, peso molecular promedio y distribucitn de
pesos moleculares) y reolSgico (determinaciones de la viscosidad de soluciones de diferentes
¢ iones de goma ). Los ltados de esta izacién permiticdn tener un
panorama general de las relaciones existentes entre estas dreas.




CAPITULO 2

ANTECEDENTES

21 ORIGEN bE LA GOMA XANTANA

La Nrmhem Reglonnl Rcsemch Laboratories (N R.R.L) del Departamento de Agncuhum de
los Esmdos Umdos lievé a cabo -dumme los aiios 50's- un’ extensivo programa de seleccién de
culuvos con la ﬁnnhdnd dc encommr mlcmoorgamsmos. que pudxemn smteumr gomas solubles en

cafia de azucar (X albx[means y X vasculamtm). la fnesa (X fragarm) y cl nogal (X Juglandu) :
(Kennedy y Bmdshaw, 1984) ’



Finalm después de afios de dios que comprobaron Iz inocuidad de la goma xantana, ca

1969 €ésta goma fue épmbada como un aditivo de alimentos por la Food and Drug Administration
. de'los Estados Unidos.

2.2, ESTRUCTURA DE LA GOMA XANTANA
2.2.1. UNIDAD REPETITIVA BASICA

La estructura primaria aceptada para la goma xantana s¢ presenta’en Ia ﬁgura 2.1. Este

biopolfmero tiene una unidad repetitiva de cinco azicares en dondc la’ cadena pnn i al conu:ne dos i

unidades de glucosa unidas por enlaces B-1,4. L:l cadena laleral §e €l ! un aa una glucosa de

MA XANTANA EN SOLUCION

y' pmpiedadcs en solucién)

u:rcmnas o cuatemarias).

una confonnacuin hclx
(figura 2.2). Estos da s s .
pnnmpa.l del po]nmcro y establlm ln estructum de ]a héhce La gomn xanuma es dxﬁ‘cxl dc cnsmlxzar,‘,‘ .
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CHROCCH,
0
OH
HO
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0, M+ =Nag, K, 1/2Ca
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c0g-m+ O-CHz o
/ 0, OH
c
cfy \ OH OH
o

Figura 2.1 Estructura prifnaria de la goma xantana @mg y Kokini, 1991).



4.7nm

Figura 2.2 E! empacamiento de la hélice de goma visto: a) perpendicul y b) desde
la parte de abajo del eje (Moothouse et al., 1977).



lo cual msuhzi en fo(égﬁffns de rayos X de pobire resolicion que hacen imposible discriminar entre

estructuras de hélice sencilla o ‘multicadenas. Por consigui adn existe polémica sobre el hecho
deque s ta molécula de se p en solucién como una hélice sencilla, una hélice doble
° como un dimero resultado de 1a asociacion de cadenas de hélice sencilla. Sin embargo, al parecer,
los modelos de doble cadena comi a ser mis aceptados (Morris er al., 1983; Shatwell y

Sutherland, 1990; Morris, 1993).

Existe evidencia (Morris, 1977; Shatwell y Sutherland, 1990) que indica que, con el
calentamiento, ia molécula de goma xantana experimenta un cambio conformacional reversible de la
estructura ordenada a la desordenada (transicién orden-desorden) (figura 2.3). En la conformacidn

denada, las cad 1 les estdn alineadas con 1a cadena principal para dar una estructura rigida
estabilizada por enl coval intramolecul Por owa parte, Milas y Rinaudo (1984)
encontraron que existen 2 conformaciones diferentes (forma ordenada y desordenada) de Ia
molécula en solucién, d

s Y . 1

do de las exper

P

Milas et af. (1990) mencionan que existen 2 conformaciones ordenadas en solucifn: una nativa
(T) y otra renaturalizada (IT). El esquema de las conformaciones de la goma xantana es el siguiente:

NATIVA () ~>  DESNATURALIZADA -9  RENATURALIZADA (1)
(ORDENADA) (DESORDENADA) (ORDENADA) .

Las conformaciones I y IT presentan Ia misma masa aiolecular, pero pieséntan diferencias enel

1 hidrodindmico (vol que ocupa la molécula en el cspacm) y-en las propiedades
reolégicas. La conformacién 1T muestrs, en relacién a la conformacxén 1, una viscosidad mds
clevada. Las temperaturas de wransicién conformacional para las transiciones nativa-d lizad)

y renaturalizada-di Ja son

Se ha reportado (Kennedy y Bradshaw, 1984; Shatwell y §ﬁthe;lnnd,fl990) que un incremento
en la fucrza iénica causa un incremento en la temperatura media de wansicién. En condiciones de
baja fuerza iénica, la repulsién entre los grupos carboxilatos uende a desestabilizar la estructura.
Sin embargo, si se adiciona sal, los cationes tienden a esmbnhzzr la conformacion ordenada y ast
evitar su ruptura por calor. Cuando se adiciona un. clcctiuh a una concentracién amiba de un
valor critico (aproximadamente 0.02 N NaCl) se Lun “incremento en el volumen
hidrodindmico™ del polisacdrido. ‘Este i 3 sc dcbe a  repulsiones electrostiticas
intermoleculares ocasionadas por el exceso e sa! lo cual pcmu(e la asociacion de cadenas de
xantana. :




Enfriamiento
Py
== AN\

Calentomiento

Forma desordenada Forma ordenada

Figura 2.3 Estructura conformacional de la goma xantana (Dea et al., 1977).
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El grado de sustitucién de acetilos y pinivicos en la molécula de xantana afecta la estabilidad de
1a hélice. La conformacisn ondenada llega a ser mds estable en funcién de un incremento en Jos
radicales acetilo, o bien a una disminucién en cuanto a pinjvico se reficre. La desestabilizacién
ocasionada por el pinivico estd retacionada con un i en la repulsién enwre las cad
laterales. Por otro lado, el efecto estabilizante relacionado con el contenido de grupos acetilo no
estf claro aiin. Sin embargo, existen 2 hipétesis. Una indica que este efecto estf asociado a
interaccioncs apolares entre Jos grupos metil cetilos y oira propone que estos sustituyentes puedan
actuar como acep de de hidrégeno y estabilizen la molécula

{Shatwell y Sutheriand, 1990).

2.3. CARACTERISTICAS DE LA GOMA XANTANA
2.3.1. PROPIEDADES REOLOGICAS DE LAS SOLUCIONES DE GOMA XANTANA

La importancia de la goma xantana se basa fundamentalmente en 1as propiedades reol6gicas que

P en solucién. La propi nﬂs:mpommcdclaumanaes su capacidad viscosificante. En

1a figura 2.4 s¢ un reogr (viscosidad versus velocidad de d ion) que ejemplifica

Ia pseudoplasticidad de Ias soluci de Esdccxr.quclavxscosxdaddweccal aumentar la

locidad de defi i6n. Ademis, se Ia rel entre viscosidad y i6n de
goma.

Adanﬁsdehs fstica ionad; i la viscosidad que p las

1 de es ionall estable a Ia temperatura (4-93 9C), pH (1-13) y fuerza

6nica (Margaritis y Pace, 1985 Galindo, 1990).

En diversos trabajos (Margaritis y Zajic, 1978; Margaritis y Pace, 1985) se ha reportado ¢! uso
del modelo dc Ostwald de Waele, mejor conocido como 1a “ley de la potencia®, para representar el

e {égico de diversos poli: idos en suspensién como es el caso de la goma
La i6n fund ‘deesle delo es la siguiente:
=Ky
donde:

t _Esfuerzo de corte

7 Velocidad de deformacion
K Indice de Consistencia

n  Indice de flujo



Xantana (g/L)

25

zap=o

.5
.0
o}

Viscosidad aparente (cp)

L 1oaanswd r asenud 11t

1 10 10%
Velocidad de deformacién (seg™)

6‘0
L

F‘gum 2. 4 Reogmma mosu'ando el cfccto de Ia velocldad de deformacién sobre la viscosidad

p e de dc goma de varias i (Galindo, 1990).




La ley de la potencia ha demostrado ser una ccuacxdn dtit” y adecuada para representar el
compormmxemo reoldgico no-Newtoniano del tipo pseudopldsuco que exhiben las soluciones
pohméncns en funcién de la velocidad de deformacin. Mientras mds grande sea el valor de K, mis
viscose es el fluido. A medida que el valor de n decrece, el fluido es mis pseudopldstico 6
veofluidizante,

2.3.2. BASES MOLECULARES DE LAS PROPIEDADES DE LAS SOLUCIONES DE
XANTANA

G ! 1os polielectrolitos (como Ja goma xantana) en condiciones de baja fuerza i6nica,
adoptan una conformacién altamente expandida. En este caso, al adicionar sal, Ja conformacién se
colapsa a un ensrollamiento mds compacto, debido a 1a distribucién de cargas. Dado que la reologfa
de la solucién polimérica es criticamente dependiente de la forma molecular, estas variaciones en las
di fones del Warniento se reflejan normalmente en grandes cambios enla viscosidad de la
solucién (Morris, 1977). . -

Las propiedades que presenta la goma xantana en soluciSn pueden . explicarse mediante
interacciones inter e intramoleculares, las cuales surgen de las estructuras secundann y terciaria, La
capacidad de la xantana para formar soluciones de alta viscosidad, atin a bajas conccntraclones de
este blopolfmero, es el msulmdo de su estructura. rarmf cada,” de. la ngidez dc la estructura

> ya sea un d
mencionan que. cuando la concenh'acxén 16mca del

bajas de goma (v.g. 1 g/l. o mcnos) Ademﬁs es necesnno ﬂdoptar 12 més ba_\a velocidad de flujo
disponible para asf prevenir la onenmcxén y/o defomm:lén del polfmero




Exxs(en rcpones (\lorns. 1977) que’ mdxcnn quc la conformncxdn de.la goma xantana es
total te dep di dc l:l senci °o prescncm dc sal Cunndo se somelen a calcnumuemo, las

ordenada probablemcn(e sc‘ b

cargndos cercanos.

Sandford er al. (1977) : ' de xantana fue mayor a
medida que se incrementaba radica 3 n ; mucstras de estc

X. campestris, de modo que

caracterfsticas como podrrnn se

1984). En conn’as(e. sc ha reponado (Kenncdy y Bmdshaw, 1984) que el comemdo de mdlca.lcs
pinivico en la Xantana o a.fecm cmmemc la viscosidad de las ‘soluciones de csta gom Para
apoyar esto, se prepararon qu “ cnmeme ‘saluciones - de xantana ‘Libre” de plruvato. las cuales": K
mostraron wscosndudes sngruf cauvamenlc mzis altas que las presentaron las soluclones de xantana
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libre de piruvato obtenidas de una cepa’ mutante de X. campe.rrru- Esto indicé que ocurrié algin
cambio en lns cnmcten’sncas de la xantana, lo cual inﬂuye enla vnscosxdnd de la solucnén

Por otra p.'mc, Hwa.ng ¥ Kokuu (1991) ’mencionan’ que, en solucioncs concentradas
(aproxnmadameme I 9 la wscosndad dc Is go» a on alm comcmdo de pinivico se
mcnememé s mﬂcauvam nte con la ad:ctén de sa] En cl caso de goma xnmana con bajo contenido

) d mcncxonnn las condiciones

24. FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE GOMA XANTANA

La fcrmenmcxén para Ia. pmduccnén de gomn xan!nna, nl xgual que la de otros polisacéridos
rmcrobxanos. se lleva a cabo en cultivos | por e emplcan tanques agitados mecdnicamente con
suministro de aire estéril, comrol de’ remperatura e de PpH. Una de las principales caracteristicas de
1a fermentacién es el camblo quc ”se pmscnla en las pmplcdadcs reolégicas del caldo durante ¢l
cultivo, K

El comportamiento reolégico al inicio de la fermentacién es Newtoniano® (la viscosidad es
independiente de la velocidad de deformacién). A medida que procede la fermentacién, 1a reologfa
del caldo es del tipo no-Newtoniano (se toma mds viscoso y pseudopldstico). Ademds, presenta un
comportamiento viscoeldstico a altas cc iones de goma : (Torres er al., 1994).

La importancia de las propiedades reolégicas del caldo de fermentacién radica en que los
cambios ocurridos durante el cultivo afectan pardmetros tales como la transferencia de masa, el
mezclado y el consumo de energfa en el tanque, que consecuentemente, repercuten en el
escalamiento del proceso (Margaritis y Zajic, 1978). i

2,5, INFLUENCIA DEL USO DE DIFERENTES CEPAS DE Xnnthomonas Y DE LAS .
CONDICIONES DE~ FERMENTACION SOBRE A"PRODUCCION DE GOMA
XANTANA

Herbst et al. (1988) reporuuon I n:lacxén enu-c, las condx blones dc cultivo y la calidad de la:
xantana, La tensusn de’ oxxgeno durame Ia fcrmenmcxén fue mzxmemda amba de 20 %. La

s



distribucion de pesos nx ul fue d inada por cmmn!ografxa en gel dumnle el mmscurso; ;
de la’ misma, cncontr.’mdose que el volumen de’ elucxén dcl:plco mmumo no cnmhm"f

s:gmﬁcauvnmemc con el ucmpo de fermenlacnén (ﬁg\m\ 2, 5) Sm Vmbargo. cl peso molacular- f.;‘ e

promedio varia en funcién de la fnsedc- ie .y..
fermentacién (figura 2. 6)

Peters et al. (1989) rcporta:on como la produccxdn y el peso molccular promadxo dela xzumu\a :
. estdn influenciados por la velocidad de agllamén “Estos - autores encontraron ‘que evitando 1a
timitacién de oxfgeno, mediante altas velocndndes de agitacibén o por el uso dealias presiones
parciales de oxfgeno en el gas, se tenfan los mismos resultados en la productividad especfica de
goma. En relacién ‘al peso molecular pmmed_xo, Peters et al. (1989), reportaron que a-mayor
velacidad de’ agitaci6n, mayor peso- molecular ‘promedio. Ademds, cuando introdujeron al
fermentador aire enrfquecidb' con voxfge‘no a bajas velocidades de agitacién, obtuvieron - |
aproximadamente el mmhé péso molecular que cuando emplearon altas velocidades de agitacién.
Estos autores afirman que el efecto de la velocldad de agitacién sobre la calidad de la xantana es
mis bien funcidn de la dxspombnhdnﬂ de oxfgcno en el sistema que de hxdmdmzirmca en el
bioreactor.

oblcner dxferentes upo
prescmar dxfen:ncms en su cstmclura. pnnclpa]meme en In cadena lateml ((etra o mS-’K&ﬂdOS)»
(Hass]er y Doherty, 1990) g N
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De manera concluyente, se establece que el uso de dxfcmmcs ccpas de Xanlhomanas as{ como )
condiciones de fermentacién (v.g. velocidad de agm\cxén, mvc] de o;u'geno dxsueho, medio’de -
cultivo) dan como resultado variaciones en la cmnposxcxén del polfmero Eslns van ‘ones uenden
a estar principalmente relacionadas con el contenido de mdlcales /'pindvico ¥,
con el peso molecular promedio.

Actualmente, existe una diversidad dc xanmnas lns
grados de acetifacidn y piruvilacién, Lo rmsmo sc p
contenido de piruvato o bien con la total nuscncm dc cste radical.
xantanas disponibles cc n

ejemplo, en la recuperacién del petrdleo, un alvtov c'q'n/
sobre el suelo y por consiguiente ocasiona problemias e
al., 1989; Schumpe y Deckwer, 1990; Peters el'ql., 1993).

2.6. CARACT ERIZACION DE DIF ERENTES CEPAS DE Xanthomonas

Los rcpones relacionados con el . aislamies .‘y‘ :
Xanth i que‘ p caracteristicas mtemsames dc
ScnmpanmyRosnlo (1987) reportaron el mslnm mo de 21

Tannd a PR

cun:m cepas

2,1B.). La viscosidad aparente fue dc(em\madn c
Scamparini y Rosato (1987) muestran qué' Ginicament
seolégicas que la solucién de Keltrol, espe
respecto, recientemente Sdnchez et al. (1992) d goma xaniana i
comercial no permiten simular (a la nusma concemracxén de goma y t'uem 16mca) exacmmeme los -
propiedades reoldgicas de los caldos de fermen!acnén e ’
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Tabla 2.1A. VISCOSIDAD (cps) DE LOS CALDOS DE FER\!ENTACION DE LAS

CEPAS SELECCIONADAS.
CE PA i

RPM 280 287 289 : ~3zp‘:-“
03 23,000 . 10,500 0
0.6 15,500 7,750

15 8,700 4800

30 5450 3325

6.0 330 2aE :

1200 "“'2000- ey T SR RN
00 1000 Y Cea2 e
600, 456 403 357

(Scamparini y Rosato, 1987)

Tabla' 2.1B. VISCOSIDAD (cps) DE LAS SOLUCIONES* DE LOS PRODUCTOS

e OBTENIDOS A PARTIR DE LAS CEPAS SELECCIONADAS.
CEPA
RPM 280 287 289 280 Keltrol
03 1,100 150 300 00 550
06 825 125 225 25 450
L5 500 130 160 30 310
30 325 85 110 45 220
60 205 T 6 2 35
S0 S50 e
300 2 w0 s s
600 gl hygi il sqg gt 37
* Concentrzcién: 0.2 % de goma xantana. - erln
Scampanm y Rosmo ( 1987)
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En 1989, Galindo et al. reponzuon la cmclcnz.acldn reoldgxca de caldos de t‘ermcnmcndn de
tres cepas de Xanthomonas campeslru (NRRL B-1459, subccpa NRRL B-1459 y una cepa aislada
de col, SCF-4). También presc_ma.mn ‘dato: req{égmosv de soluciones reconstituidas a partir de los
polimeros crudos precxpnndos I e’ro'n{ cultivadas en un fermentador de 25 litros. Los
resultados se muestran en la mbla 220 Eslos aulorcs ‘encontraron diferencias en los pardmetros de
1a ley de la potencia (K y n) entre la ccpa SCF-4 y las cepas NRRL B-1459, NRRL B-1459-4L.
Postulan que esto podng ser una evidencia indirecta de diferencias genéticas entre las
cepas.

Tabla 2.2, CARACTERISTICAS DE 'LAS FERMENTACIONES DE 3 CEPAS DE

Xanth as campestris.,
. CEPA
1459 1459-4L. SCF-4

Tiempo de fermentacién (h) 48.0 48.0 73.0
Velocidad especifica de crecimiento (h-!) 0.19 032 . 0.05
Concentraci6n final (g/L) . 18.0 . 129

Viscosidad* final (cps) : 6,100 4,500

Azticar residual (g/L) e 0.0 27

* Viscosfmetro Brockﬂeld. agu;a
Galindo er al. (1989)

Aunado a ]o anterior, Gz\lmdo et al. (1989) encom.raron que el tratamiento :émuco nl cual son'
sornetidos los caldos -de" fermentaciGn, origina cambios en las propiedades reolGgicas de los
productos (tabla 2.3). EI efecto que produce este tratamiento en las soluciones de los polimeros es
diferente dependiendo del origen de la Esto probabl, indica que los polfmeros
presenten diferencias conformacionales.

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

PARAMETROS DE LA LEY DE LA POTENCIA 0 (=) " K_(Pas)
TRATAMIENTO TERMICO NO SI NO SI
SOLUCION DEL POLIMERO DE LA CEPA:

1459 0.35 0.14 20 OILL
1459-4L 0.23 0.15 59 98
SCF-4 0.29 0.19 " 32 8:2
* Concentracién: 10 g/L. . N

Galindo ef al. (1989)
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Posteriormente, Torresuana er al. (1990) llevaron a cabo ‘el msl.'umcmo de 7 cepas de
Xant, La izacién se realizé en términos de la morfologi’a. n:sistencm a antibidticos,
produccién de goma, viscosidad y contemdo de puuvxco. La ccpa control fue la cepa de coleccitn
X. campestris NRRL B- 1459 Tom:suana y colabomd r:s (1990) encontraron que s6lo una cepa
presenté una viscosidad apzu-cme (n 30 rpm vHscosfmctro Brookfield) muy cercana a la que
presentd la cepa de colccclén Por otra’ pnne, aunquc el contenido de 4cido pinivico ha sido
sugerido por otros aulorcs (Snndford etal; ) como un ‘fndice de la calidad dela goma xantana,
los resultados de Torvestiana ef al, (1990) presenmron una muy baja correlacién entre el comemdo
de 4cido pindvico y la viscosidad, Adcmﬁs estos encc que la itividad a la
penicilina G podria ser un buen fndice pam 1a seleccién de cepas productoras de goma xantana de
alta calidad, g

Ramfrez (1993) llevé cabo un aislamiento, seleccién y camcterizacién de cepas de
Xanthomonas campestris. En este ‘estudio se aislaron 14 cepas nativas, las cuales fueron
caracterizadas a nivel de matraces en cuanto a viscosidad aparente (figura 2.9). En base a este
pardmetro fueron seleccionadas las cepas denominadas como 10, 11, 12, 15y 16 para scrcvaluadas

a nivel de fermentador de 2 litros. Ramfrez (1993) reporta que los cultivos de las ccpns ‘en cuesuén - . ‘
dif ias cinéticas (tabla 2.4) y reolégicas (tabla 2.5) en mlac:én al culuvo de la cepn e

conlml Los productos de estas cepas pr diferentes cc id dc acculo. pu-uwco y de i
nitrégeno total (tabla 2.6), U

Tabla 24, RESULTADOS DE LAS FERMENTACIONES DE CINCO CEPAS DE:
Xanthomonas EN UN FERMENTADOR®* DE UN LITRO.

CEPA L) XANTANA (kg.m3) Yy *¥(mPas)
10 0.57 18.9 : 4,500
1 _ 0.16 17.1 5,800
12 0.20 13.9 1,200
16 0.12 13.2 3,800
E2 0.11 16.1 4,300

“=* Peptona como fuente de nitrégeno y despugs de que la concentracién de glucosa estuvo abajo
de 1 kg3,
xe Vlscosfmetro Brokfi eld LVT, aguln 4,30 Tpm.
Ramirez (1993)",
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Figura 2,9 Viscosidad aparente final de los caldos de fermcnta.cldn pmduexdos por b:s
cepas nativas (Ramfrez, 1993). . oy S s
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Tabla '2.5. INDICES REOLOGICOS DE LA LEY DE LA POTENCIA DE LAS
SOLUCIONES DE LOS PRODUCTOS DE CINCO CEPAS DE Xanthomonas,

SOLUCION DE 10 g/L. DE LA CEPA: K (Pash) n(-)
' 10 8.9 0.21

1t 8.6 023

12 5.7 0.25

16 4.2 032

E2 12.0 0.18

Ramirez (1993)

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

" DE Xanthomonas.
PRODUCTO DELA CEPA:  PIRUVICO  ACETILO  NITROGENO KJELDAHAL

(%) (%) (%)
10 0.75 5.0 1.8
11 0.21 57 1.9
12 0.03 40 2.9
16 a0 a1 L0
E2 i 214 50 0.5

(Ramirez, 1993) s

Postcnorrueme, se demostré quc los re: ulmdos dc la ccpa 12 obu:mdos por Ram(rcz (1993) no’
fueron n:pmducxbles (datos no pubhcados) concluyéndose quc probablcmcnrc esta ccpa prescmé
mcs!abmdad ¢ :

fem:en(acnoncs



Ademis, la caracterizacién qu[mxca-rcoléglca rcahzadn por Ramfrez (1993) 'se basé en
dclemunacnones del comcmdo de nceulo, pu'uvnco y nnrégcno total'y en solucxones de 10 g/ de
goma xanmm Y 1 N de KCI n:specu am

Dc acuerdo a esxo. msulm lmeresnmc mtegrnr la

“resilta de mlerfs c:u'actenzar -en fermcmadores dxfcrentes cepas “nativas de Xanthomonas
campe:m.\‘ que pudxcmn prescmar propxedndes explombles pnm la produccxén de goma xantana.
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CAPITULO 3
OBIETIVOS
GENERAL

Carac(enznr bajo condiciones controladas de ox!gcno dxsuelto. la t‘ennenmcnén yel polfmem s

producido en estas condiciones por - varias cepas de Xanthomonas que . pudxcran mostrar . .. -

caracterfsticas ‘aprovechables para la produccién’ de’ gom:x Dadas las" B
naturales de los productos, tratar de csmblccer posnbles con'elncxones cntre los aspeclos ﬁsnco- :
qufmicos y reoldgicos. L e ‘

-EsPECIFrCOS‘

A) Caracterizar cinética y reoléglc:urcn!e la; fcrmcmacnén bajo. condxcxones conlmladns ‘de -
oxfgeno disuelto de las cepas 10 ll y
una variante de la cepa Xanth

en un fém\enmdor de2 htros, us:mdo como concml
is NRRL B-1459, denommada FJ

B) Caracterizar fi slco—qufmeﬂmcntelospolfmems bienidos y reolégicamente las soluciones de
ellos. : REERES
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CAPITULO4
MATERIALES Y METODOS

41 EQUIPO

4,1.1. FERMENTADOR

En la figura 4.1 se el diagy del fer for de 2 litros, Entre los componentes y
caracterfsticas de este equipo se encuentran: una flecha de acero inoxidable de 0.009 m de
didmetro, motor eléctrico de 1 Hp, un sello que permite un cierre hermético y un tzmquc dc vidrio
(diémetro = 0.11 m, altura = 0.22 m, espesor del vidrio = 0.005 m). .

Los controles con los que cuenta este fermentador son:

Temperatura. Mediante un tcnnomix (Colora ETS) sumcrgido enla tina del feméhmdér.

Agitacién. Mediante un redslalo adxmonado al motor. ca.llbmdo [

facéinetro optico - -
(Uveeder-Root 6611).." Chmi

Afreacién. Mediante un mlémetro (Colc-Pamner, 3217—45)

pH. Mediante un comrolndor de pH (Cole-Parmer, 5662-00). elecn‘odo de pH (Ingold), bomba
perist4ltica para la adici6n de cido o base (Masterflex 7014 20)

Espuma. Control manua! mediante myeccxén de sumsn

4.1.2.° CEPAS

Se trabajé con tres cepas nativas de Xanthomonas (10, 11 y 16). Estas cepas provncnen de un

u-nbnjo (Ramirez, 1993) de aislamiento y seleccién de cepas silvestres de Xanthomonas compestris- -

(Tabla 4.1) Atin cuando se desconoce el pathovar de las cepas 10 y 11, Ramirez (1993) reporté que -
en base a sus caracterfsticas morfolégicas estas cepas pueden considerarse como pertenecientes al - -
género Xanthomonas. Asimismo, reporté que los cultivos de las cepas 10, 11'y.16 presentaron los
valores de viscosidad mds altos y que ademds sus productos presentaron diferentes conienidos de
radicales acetilo y pinivico. La cepa control fue una variante de la cepa.de coleccién Xamhomana:
campestris NRRL B-1459, denominada E2 (Galindo et al., 1992).

28



E: MOTOR
CONTROL OE
TOMA OE OXIGENO
0|
MUESTRA DISUELTO
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DE pH
3 v
HEE
o 3 011110 cm
= [~ Ol a7.43¢m
g 8
8 2
T
HL=1.3D¢t

Figura 4.1 Diagrama del fermentador y sus componentes.
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Tabla 4.1. CEPAS DE TRABAJO

CEPA" 7+ PATHOVAR %

413, MEDIOS DE CUETIVO

. {EDIQ YM (CRECIMIENTO) (Hayneser al, 1955)

" (1. Baker)

= (Difco)
Xtract 7 (Bioxon)
* Extracto de levadira (Bioxon)
Agar (si s¢ requiere) B T
MEDIO DE PRODUCCION (Flores, 1989)
COMFPONENTE gL
Glucosa 24
Peptona 0.8 Lo
Fosfato de amonio monobdsico 0.6978 (J.T. Baker)
Fosfato de potasio monobdsico 3.068 .- (1.T. Baker)
Acido cftrico 13 {J.T. Baker)
Sulfato de magnesio 0.23 : (J.T. Baker) ..o
Cloruro férrico 0.0014-< < (I.T. Baker) "~ **
Carbonato de calcio 0.0024 ~. {(J.T. Baker) :
Acido bérico 0.0048 ... "(J.T. Baker) -
Oxido de zinc 0.0072 © . (LT. Baker).
pH (con NaOH concentrado) 7 . - (J.T. Baker) .
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El ajuste de pH y la esterilizacién del medio deben llevarse a cabo sin la- glucosa. Esta dltima se
disuelve y esteriliza por separado (121 0C, 20 minutos), para ser porteriormente adicionada al
fermentador en condiciones estériles.

4.2, METODOS ANALITICOS

4.2.1. DETERMINACION DE BIOMASA

La masa celular se d iné medi su densidad Sptica (D.0.) en el espectrofotémetro
(Beckman 35) a 565 nm. )
Las de las fer iones se procesaron de la siguiente manera:

1. Pesar un gramo de caldo de fermentacién en un matraz de 50 mL (aforado), aforar con agua
destilada (IBT/AUNAM) y homogenizar (Voncx, Lab-lxne lnslrumenl)

2. Leerla D.O. total de Ia solucién a 565 nm, * .

3. Cenwifugar (Beckman J2-21) la solucién’:a” 14,000 rpm duranbtc 20 minutos. Separar
cuidadosamente el sobrenadante y leer la absorbancia de éste a 565 nm,

4. La diferencia entre la D.O. tota] (paso 2) y la dcl sob

enadante (paso 3) comesponde a Ia D,O.
celular, SN L :

Para determinar la concenlmcxén celular, se extrapol6 el valor de D, 0 en la curvu de peso scco
(seccién 4.2,1.1.). E i

4.21.1" - CURVA DE PESO SECO

Las muestras de las fermentaciones de la cepa E2 se proccsm'on dc acucrdo a lo descmo en la .
seccién 4.2.1. Posteriormente: :

— Las células centrifugadas se resuspenden en 20 mL de agua desnl'
— Se filtran a través de membranas Millipore de tamaiio de

a peso constante).
— Se dejan secar en la estufa a 40 0C hasta que esten a peso ¢
— La diferencia entre el peso final y el pcso inicial de la mcmbmna ;
células. ;

células en peso seco (figura 4.2),



0.30

0.25F

015 -

0.0.7(1 /50 mL)

0.0

0.05 |-

ol

0.00 ¥ 4 L

: Peso i‘stez,co‘(g/L)’ L

Figura 4.2 D0, versus la concenmclén de células en peso seco.
*aS565nm, b T o :
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4.2.2. DETERMINACION DE GLUCQSA

La concenracidn de glucosa en el caldo de Ienncn!acldn se delcmund mediante el analizador
de glucosa Beckman 2. .

El analizador utiliza un electrodo de oxfgeno, un mcuvo yun ma clecr.rémco que mide la
velocidad de cambio en ¢l consumo de ox{gcno cum\do uina_ muestra es myeclnda en una solucién
de un reactivo conteniendo enzimas. iR

Cuando la muestra es inyectada en la solumdn “di ia ﬂ-DQ‘glucosz{ de la mucstra se
combina con el oxfgeno disuelto de Ia solucxén deacuerdo’ala s:guxcmc rcaccxdn

o glucSnico +H 20,

B -D-glucosa + q __E‘ﬁﬂ“_”_"‘;‘_“i‘*_;

En la reaccién el oxigeno es consumido a la’ misma velocidad que la glucosa reacciona para
formar el dcido glucSnico. La mdxu-ua veloci bs después’ ‘de un intervalo requerido para
que el reactivo se mezcle 'y el snswm spond uria’ medida directa de la concentracién de

‘glucosa original .al ‘tiempo’ de'la inyeccién. El analizador mide esta
velocidad médxima y permuc una lectira digital ¢ quie corresponde a Ia concentracién de glucosa en
mg/dL. e

4.2.3, DETERMINACION DE ‘CONCE RACION DE POLIMERO
Las muestras se proccs:u'on dela sxguleme manera: -

L. Sepesan 5 g de caldo de fcnn iacuin, sc le adlcxona 1 mL de cloruro de pousio (J.T. Baker)
concentrado (35 % P/V) 'y 10 'mL de’alcohol’ isopmpihco (Drogucn’a Cosmopolita, S.A.;
relacién 2:1 V/P. alcohol-rnue a)

2. Elalcchol se dccama yel es con nlcohol 1sopr0pﬂlco

3. La goma prccxpl!ada seca en estufa (Felisa 2914) a 50 0C hasta peso consla.mc L ‘

4. 2,4. DETERMINACION DE RADICALES ACETILO

Esm técmca se ba 2 L determis colonm ca de Ci obacetohldréxamlou (McComb y ‘
McCready, 1957} que'se forma por la siguiente maécién :
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+ 2nCH,CONHOH  + ncH,OH

T OAG :
. - n
Carbohidrato. =i =~
: Carbohidrato Acido
: ‘"‘9"‘?'“" L Acido hidroxamico acetohidroxdmico

El grupo €ster del carbohidrato con fa hidroxilamina alcalina a bajas temy as, produce
dcido hidroxdmico. El carbohidrato dcido hidroxdmico forma con los iones férricos un complejo
insoluble. Cuando el 4cido acetohidroxdmico se produce por los grupos acetilos secundarios, se
forma un complejo rosa soluble que se detecta colorimétricamente, Esta técnica es aplicable en
general a polfmeros acetilados.

REACTIVOS

1. Solucidn de hidréxido de sodio. 9.4 g en 100 ml. de agua destilada.”

2. Solucién de clorhidrato de hidroxilamina (Rcacnvo mo |
agua destilada.

3. Solucnén de 4cido pen:lﬁnco (I.T. Bakcr) al 70 %

solucién casi a sequedad. Finalmente, ley
solucién es estable por un mes en refri racién

mL de fa solucién
ién estable. por una ¢

P

7. Solucxén g
penta-acetato de glucosa por. ca]cm:umemo lento en 30 mL de’ alcohol etﬂxco Llevarloa 50 mL¢
conagua destilada. Tomar. alfcuotas de 5, 10,:15,°20 ml ‘de’esa so)ucxén y.levarlos a 50 mL
con agua destilada, 5 mlL de éstas solucnoncs representan 5, 10, 15'y.20 pg de aceu]o por mL.
Preparar un blanco usando 5 mL dc agun en lugar de la solucxén csr.’mdzu— . L
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CURVA ESTANDAR

1. Para la elaboraci6n de esta curva tomar 5 mL de la muestra, disolver en 25 mL dc la solucldn :
de hidroxilamina y se agrega gota a gota 25 mL de la solucién de NaOH, =

2. De la solucién anterior se toman 2 mL y se adicionan 5 mL de agua dcsulada y:5 mL dc la.
solucién dcida de metanol. Se lleva a un volumen de 25 mL con solucndn de percloralo fémco -
Se lee a 520 nm contra el blanco. B
NOTA: El perclorato férrico se adiciona lentamente y con agnacnén por lo que se cmplca una
bureta que regule cl goteo. s

DETERMINACION DE RADICALES ACETILO ENLA MUESTRA .

1. Sepesa 0.130 g de cada muestra, disolver en 25 mL de Ia solumén de hidroxilamina y se agn:ga S

gota a gota 25 mL de la solucién de NaOH.

2. Se procede como en el paso 2 para la preparacién de la curva estﬁndzu' :

3. Se prepzu-a un bl:mcc con 5 mL de agua desulada y sc pms:gue como en el caso dc las.

I q:;acc'ﬁlos :

* En el éaso de Ia cirva estindar, el volumen entre ¢l cual se divide es de S5 mL.

4.2 S. DET RMINACXON DE RADICALES PIRUVICOS

El Acxdo P ’v1co se determina enzimdticamente (Hadjivassiliou y Rieder, 1968 Dukwonh y:
Yaphe, 1970), mediante el decremento de la absorbancia a 340 nm por el NAD* formado cuando

se reduce una mol de piruvato a lactato, en presencia de la enzima lactato deshldmgcnasa.
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| : lactato deshidrogenasa N H~C- OH
e ~ - NADH == NAD * ° !

Se prepara un blanco con 2 dec ci co lin
manera como para las muestms El blanco lleva todos 1

Se tapan los mbos hcrméncamcntc y se cahen
poszcnormcntc se dejan enfnnr yse agmm

S la solucién se neutrahu con 1.2 mL dc la solucnén de carbonal sodio. Se'lleva a un v,
“‘volumen de 10 ml con agua detilada. Se asegum que el pH sea neutro con una tira de papel
indicador de pH.: . : :
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5. Tomar 2 mL de ]a mezcla en un .tubo de ensaye, Adxclonnr 1 mi, de la solucién de
trietanolamina,’ Postcnonncmc. agregar 50 pL de ln solucién de NADH, Agitar y medir la
absorbancia a 340 nm en contra dcl bl:moo

6. Adicionar a cada muesm 4 pL dc la cnzxma lactato deshidrogenasa y se deja actuar la enzima
por %0 mmutos. Una vez que ha lranscurndo este tiempo, se vuelve a leer contra el blanco.

7. "Restirla absorbnncm final obtenxdn de la absorbnncm inicial para determinar que cantidad de
NADH se consume. .

El porcentaje de ﬁcid& pinivico se calcula de la siguiente manera:

(NADH consumido) (88) (3.054) (5) (100)

% 4cido pinivico =

*(5000) (6.22)
Donde:
88 es el peso molecular del dcido pinivico,
3054 volumen total de la muestra,
5 factor de diluci6n.
622 coeficiente de extincién.

5000 muestra en pg.

4.2.6. DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL (MICRO-KJELDAHAL)

El método de Kjeldahal ha sido adaptado a la escala de microandlisis (micro-Kjeldahal) y semi-
microandlisis (semi-micro-Kjeldahal) (Montes, 1966; Devore y Mufioz, 1978). La reacci6n esencial
es la mineralizacién sulfiirica del nitrGgeno total al estado del sulfato de amonio, por la oxidacién
de la materia con el 4cido sulfiirico. Al hacer reaccionar esta sal con la base fuerte se desprende
amoniaco que se destila y se recibe en un volumen conocido de una solucién valorada de 4¢ido en
presencia de indicadores.

Mediarite titulacién con un 4cido valorado, se calcula la cantidad de amoniaco desprendido y
por consiguiente, el porcentaje de nitrégeno de la muestra.

REACTIVOS
1. Hidréxido de sodio 1:1 (P/V).

2. Acido bérico al 4 % (P/V).
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3. Solucién indicadora. Mezclar 2 ‘partes de tna solucién alcoholica de rojo de metilo (Merck) al
0.2 % (P/V) con l panc de una solucnén alcohéhca de azulde meulcno (Merck) al 0.2 % (P/V).

L Sulfnto de polasw (J T' 3

extraccién.

' matraz este completamente clam Se deja cnfn »

5. Para dcsnlar las muestras, es necesario lavm- el apnrato conagua destilada, E} proccdmuemo dc
"lavado se describe a continuaci6n:

a) El aparato de destilacién se ilustra en la figura 4. 3

b) Se agrega aproximadamente la mitad de agua ala bola del matraz, Calentar co una manulla

hemisférica hasta observar las primeras burbujas de ebullicién, En este momcnto ngregnr agua :

por la parte superior del aparato (llave de paso 1),
NOTA.: debe asegurarse que la llave de paso 2 cslé‘cem

c) Colocar a la salida del refrigerante un matraz coll

d) Destilar aproximadamente 30 mL dc agua dcsuladm El agua que qucda en el bulbo se descchn
abriendo Ja llave de paso 2. Ef aparato estd hsxo pam usarse.’ &
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Liove de
paso (1)

Entrada de!
agua de
ebullicién

Entroda del
> agua de
enfriamlsnto

Mantitla de - |~
calentamlento™ -~

Figura 4.3 Aparato de micro-Kjeldahal.
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6. Destilacidn de Jas muestras; :
a) La muestra digerida se pasa al destilador en la misma manera en que se agfega o ﬂgua para‘el
- lavado {tomando las mismas precauciones). El mau-az se enJunga con 5 mL dc ngua dcsu)ada y
se introduce al destilador. L ;
b) Se agrega lentamente gota a gota 20 mL dc la solut:ldn de hxdns:udo
n:accnén es muy v:olen!a

de la solucién indicadora.
d) Destilar 20 mL y retirar el matraz.

ml HCl blanco'< milil 'u‘os de HCL gas!ados en'el bla.nco s
NHC! = normalidad del 4cido clorhfdsico.

4 2, 7. DETERM]NACION DE NlTROGENO PROTEICO (LOWRY)

temunacx 1 de mmﬁgeno proteico se emplea un método colorimétrico sensible
. Este’ mélodo usa material seco o en solucién. Requiere 2 mg de pmte[nn,

"El color producido resulta de la reaccién de la protefna con el cobre alcalino del macuvo‘
ret) mﬁs 1a reduccién de la sal de fosformnolibdato fosfotungsmto (reacuvo de Folfn- .
Cxocallcu) por resrduos de’ nmsma y mplofa.no de la pro!cfna ’

REACT[VOS S
1. Solucién de hidréxido de sodio 0.1 N,
Disolver 4 g en 1000 mL de agua destilada.
2. Sulfato de cobre (J.T. Baker) al 1.0 % (PIV) i
3. . Tartrato de sodio y potasio (I.T. Baker) al % (PIV)
4. Carbanato de sodio at 2% (P/V)."
Disolver 2 g de carbonato dc sodio en 00 mL hldréxldo de SOd.lO 0 l N
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5. Solucién E. : =l L : B :
Mezclar 1 volumen de ln so]ucnén 2 mﬂs l volumen de la solucnén 3.
6. Solucién F. - ..inob i & :
Mezclar 50 vo]umenes de la solucién 4 mids un volumen dela solucnén E
- 7. “Reactivo de Folfn-Clocal(eu (Slgma F- 9252)
Solucién’1:1 (V/V) con agun desnlada un momiento an es'd lmcm.r la técmca.
NOTA- Esta solucnén debe nnle erse en fras ‘amb a tempemtum amblemc

CURVA ESTANDA D]

l. Pcsar 10 g de albiimina sérica bovina (Sigma A-7906) Llevarlaa 10 mL con agua desulada.

ma y llcvarlos a lO mL con

minutos.

6. Leera 590 nm contra el blancé. ¥

Elaborar la curva estdnd fic:
(pp/mL. de albiimina).

2. Tomar 1 mL de esta solucxén ¥y proceder como en ¢l caso de la curva cstdndnr
Los resu]lados de mtrégeno protefco se exprean en %.

4.2.8. DETERM]NACION DE HUMEDAD

Este pxu'émctm se detemuné medxante una balanm pnra delermmacnén de humedad.

El procedumcnto es el sxguxentc :
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. Pesar 0.2 g de goma sobre plato de aluminio previamente tarado.

Seleccionar la temperatura mdxima,

. Seleccionar tiempo de secado.

. Iniciar el proceso de secado y tomar lecturas cada minuto hasta tener peso constante (% de .
sélidos). .

AW~

% humedad = 100 % de sélidos inicial - % de sélidos final -

4.3. DETERMINACIONES REOLOGICAS
4,3.1. REOLOGIJA EN EL VISCOSIMETRO BROOKFIELD LVT

A cada una de las muestras de las fermentaciones (por disponibilidad del equipo) se les
determiné la viscosidad aparente en el viscosfmetro Brookfield de agujuas LVT en todas las
velocidades disponibles (0.3, 0.6, 1.5, 3.0, 6.0, 12.0, 30.0 y 60.0 rpm) a una lempcramra cons!ame
de 25 0C. El procedimiento es el sigui

1, Colocar 5 mL de muestra en una probeta.
2. Colocar en el viscosfmerro la apuja 4.

3. Al estarel indicador de lectura en cero, presionar el cmbiaguﬁ Vy sumerguu' 14 éguja dentrodela ="

muestra, Cerciorarse que el nivel superior de esia, comcxda con la'marca de inmersidn’ de La B )

aguja.

4. Seleccionar la velocidad a la cual se dcsea hacer la med1 idn. ‘Pmnder
sosteniendo el embrague.
embrague.

6. Cuando el indicador de lectura pase por.la mirilla’
lectura indicada (sin soltar el embrague), Ja cual est{ da

4.3.1.1. INDICES REOLOG[COS Y .VISCOSIDAD APARENTE
En base al modelo de la leydela polcnc y quc el wscosfmet:ro Brookﬁeld

de agujas LVT fue disefiado para fluidos Newionianos, s¢ emplearon Jas sxgmentcs ecuaciones para
-calcular los parfmetros n (fndice de ﬂu;o) y K ({ndxcc de consxs(encm) de ﬂuxdos nvNewtomanos
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weRGr @n

En cl caso de ﬂu;o entre cnlmdros concénmcos, se sabc que T es una funcién dcl radio yde la
longitud dc la aguJa con que se. haccn lns detemunacmnes (Chnrles, 1978) Por lo ramo

[@2)

T i esfuexm de cone (Pa X
M torque aphcado por el instrume
Ry © radiodela agu)z\ (0.001588 m).
Ly - " longitud efectiva de la agu_|a (0.03396'm).
107 - “factor de convcmén de dxm!s/cm2 aPa

Se ha demostrado (Charles, 1978) que para el caso exclusivo de fluidos que obedecen Ia ley de
la potencia, ¢n un flujo entre dos cilindros uno de los cuales estd girando en un medio de radio
“infinito" (situacién a la que se asemeja el Brookfield cuando se utiliza sin el protector), Ia
velocidad de deformacién estd dada por:

Velocidad de v = Z_._. @3

deformacién (s ) n

donde:
s la velocidad angular, 2aN (s

Por consiguiente, el esfuerzo de corte para este tipo de fluidos, puedc ser cnlculado :
sustituyendo la ecuacién (4.1) en la ecuacxén (4.3), quedando entonces: .
eK@a @y

reordenando:

TRK @ ’ "'(4.'4n)

De acuerdo con lo amenor, la ecuacxdn (4 4a) se puede lmeahur A parur dc a mgresxén lmeal s :
se calculan los valores den y K g o . a
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lbgr:log[K(Z/n)]+hlégq;‘ ne ' :'(4.5)

Si se construye un gﬁﬁco logarfmuco dc t versus o, ln pendxcmc corrcsponde a n Conocxendo .
nyel valor de la ordenada al ongcn, es posxblc conoccr el valor de K . .

(4,6)

Una vez cncommdos los va]oms dc n y K, cslos se uulmm en cl c.’ﬂculo de la cuwa de ﬂuJo (t
versus ), utilizando Ias ecuaciones :m(es descmas .

(4.?)

, todas, las solucmnes que. s
en’el reémeu'o Hankc :

"Con la ﬁnalxdad de tener mcdxc:ones de:vi :
prepararon con los productos ﬁnalcs de las ferme
CV20N a 259C. .

El procedmucmo es el siguiente:

apretar demasiado ¢l tomillo.
Ajustar a cero con el botén <0>,

hhwe

El bot6n de t debe estaren 1.0
Se prende el CY20N.

0 0N

posicién del mdxcador
10. Una vez determinadas las lect :
11. Se sube el sensor. Se quitay hmpla tanto el sensor como el rec:pxente de la muestra.
12 Se apaga el Rolovxsco RV20 y cl Rhcocommller R020
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4.4. METODOLOGIAS EXPERIMENTALES
4.4.1, PURIFICACION DE LAS CEPAS
Para llevar a cabo la purificacién de cada cepa se planteo la siguiente esu‘al;gia:'

CEPA ALMACENADA EN TUBOS
CON AGUA l L

CRECER EN CAJAS CON MEDIO
YM A 29 C

DILUCIONES

HASTA OBSERVAR

COLONIAS AISLADAS
CAMPO UNIFORME brpals e

L TINCION DE GRAM

CRECER EN CAJAS CON MEDIO
“YM A 29%

N
~ CRECER EN SLANTS

«

PR'E'SERVArFiVEN NITROGENO LIQUIDO
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4.4.1.1. . PRESERVACION DE LAS CEPASEN NITROGENO LIQUIDO
PREPARACION DE LA CEPA ‘ g L
1. El microorganismo es scmbrado en tubos’ mchnados (slan!s) y culuvado duramc 48 homs a9

0C. De un tubo inclinado apmxunadnmenlc se obuenen 30 ] muesu-as para ser n-ansfendns a-
viales de palipropileno. ; L

PREPARACION Y ADICION DEL AGENTE CRIOPROTECT OR' (DIMETIL SULFOXIDO)
AL TUBO INCLINADO R

1. Diluir el dimetil sulféxido al 10% V/V. Eslcnlimr a 114 OC durante 10 minutos-en frasco;
. Agmgnr a cada tubo inclinado 20 mL del agcme cnop tec 0
. Agitar vigorosamente el slant en un vonex Evmu' qu
no se contamine,

w N

—

. Esterilizar tubos Eppendorf de 1.5 y 0.5 mL ableno
2. Transferir la suspensién celular a los tubos Eppendorf

evitar desprender el agar del tubo inclinado.
3. De estos tubos transferir una alicuota de 0.3 1
0.5 mL. Utilizar jeringas estériles de 1.0 mL."

SELLADO DE TUBOS

l. La pane supenor del tubo sc acerca al !
se presiona con pinzas... .

CONGELAMIENTO Y ALMACEN

Es necesario reahzar un congelm'memo Ienfo para minimizar al mAximo el daﬁo a las células en
esta etapa. chxdo aesto, el congel:um to se realiza de la snguxcme manera; .

1. Almaccnar los

2.

4. Finalmente se aimacenan en el tanque con nxuééeno ll‘q:uvido.-: »
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44, 2. FERME\ITACIONES

4421 INOCULOS

Las cepas (10. 11,16 y EZ) se encuemmn almacenadas en nitrdgeno liquido en tubos
Eppendorf (0.3 mL).:En cada caso se moculé nproxunadnmeme 0.15 mL en matraces de 250 ml,
con 50 mL de mcdxo YM

Por segundad para cada’ fermcmacndn, se prepararon 4 matraces los cuales fueron incubados a
29 0C durante 48 horas a 200 rpm; Tcmnnado este tiempo de incubacién, de cada matraz se tomé
una muestra en conciones estériles, para ser tefiida con los reactivos de Gram y ser observada al
microscopio.

Los indculos fueron selcccxonados tomando como criterio que las tinciones presentaran un
cultivo uniforme de bacilos gram-negativos fsticos de Xanth

44.22. CONDICIONES DE FERMENTACION

Una vez seleccionado el inéculo, este se transfirié al fermentador (figura 4.1) en condiciones
estériles, el cual contenfa ¢l medio de produccién previamente eswnhmdo EI volurnen de trabajo
del fermentador fue de 1.5 litros.

Las condiciones de operacién fueron las siguientes: PR i
Agitacién 200 rpm (las primeras 18 horas) *
600 rpm :(de las 18 a las 24 horas) -
700 pm - - (delas 24 horasen adelante)

Aireacién 1.0 vvm ;

Presién : LO0kgfem =177

Oxfgeno disuelto 70t10% - i BRI
pH 7.0 (controlado con NH OH al 50%)

Temperatura 290c Co el i

El seguimiento de las fermentaciones se llevé a cabo tomahdo muestras cada 66 12 horas.’

El criterio para aumentar la velocidad de agitaci6én durante la fe 16n fue que ien pre se .
observara movimiento del fluido en la pared del tanque. De esta manera, fue posible mcjomr Ia
determinacién del oxfgeno disuelto.

1,

Como criterio para
el medio de cultivo.

las fer i se considers el agotamiento de la glucosa en’
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4423, CONTROL DE OXIGENO DISUELTO DURANTE LAS FERMENTAC!ONES

E! control de oxfgeno disuelto durante las fermentaciones se levé a cabo mcdla.me un sistema
on-off (figura 4.1). Este sistema consta de un controlador de oxfgeno disuelto (Cole Parrner) al cual
estd conectado un electrodo de oxigeno polarogrifico (Cole Parmer). En este controlador se
seleccionan los valotes mfnimo y méximo en los cuales va a variar. el nivel de oxfgeno disuelto.
Ademds, a este controlador se an CC das en paralelo dos bombas peristéiticas de
velocidad fija (60 rpm, Cole Parmer). A . .

Las bombas peristdlticas trabajan intermitentemente pcmnnendo el puso dcl oxfgeno y del’
nitrdgeno. Las lineas que pasan por las bombas estdn’ unidas mediante una coneccién de cruz a la
entrada del aire, la cual est4 regulada por un manémetro a't kg/cm2. En esta dred sc lleva a cabo la
mezcla aire-nitrégeno o mre—uxrgcno que permite mantener el oxfgcno dlsuelto x\l nivel es!ablccndo :
previamente, A L

4.4.3. DETERMINACION DE LA PUREZA RELATIVA DEL PRODUCTO

Con cada cepa se realizaron fermentaciones por duplicado. Para cada cepa la'goma xanuma fue
precipitada en presencia de 2 % (peso/peso polimero) de cloruro ‘de. pomsxo como electrolito. .-
Posteriormente, las fibras se secaron, molieron y homogcmumn Con este’ polvo prepnr6 una
solucién al 0.1 %, con la finalidad de determinar la cantidad de gomn ciﬁc po gramo de caldo” <
deshidratado. Esta solucién se centrifugd a 14-000 rpm ‘durante; 30 minutos.” El sobrenad::.n:ejir
comrespondiente fue precipitado con alcohol xsopmpﬂlco y c)omro’ pom o (2 % peso/peso”
polfmero). :

Los resultados del pimafo anterior se corroboraron : mediant
i6n de goma diante el método del dcido sulfi

4. Goma xapu‘m'az(‘Rl;\odigél):
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PROCEDIMIENTO o
1. Preparar una solucién (con el buffer) un poco mds concentrada de 1000 ppm (menor de 1500
ppm). Esta solucién se filtra a traves de una membrana millipore de 0.45 pm. '
2. Checar la concentracién de goma de la solucién mediante la técnica de 4cido sulfifrico-
resorcinol (Seccién 4.4.5.). -
Ajustar la concentraci6n de 1a solucién a 1000 ppm (1 g/L).
.. Tomar 3 mL de la solucién de goma xantana (1000 ppm) e introducir deslizdndola por las
" parcdes de la columna de cromatograffa en gel (no por las paredes del embudo). evitando
mover la capa superior de gel. .
. El goteo de la columna debe estar ajustado entre 3-4 mL/h,
. Colectar las fracciones que se obtengan al eluir el buffer de NaCl 0.5 M en una proporcién
equivalente a un volumen del embudo,
. Determinar la absorbancia de cada una de las muestras siguiendo
. Al terminar, lavar la columna con la fase mévil por lo menos una vez el volumen del embudo.

aw hw

00~

445. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GOMA XANTANA (COMO
CARBOHIDRATOS TOTALES, METODO ~DEL ACIDO - SULFURICO-
RESORCINOL) Graham, 1971; Kennedy erl, 1982) -

REACTIVOS

1. Acido sulfiirico concentrado. - ;
2, Solucién de Resorcinol. 4 % (PN). esla dcbc de prepararse cada vez que vaa ser uuhuda.

CURVA ESTANDAR

1. Preparar soluciones de gbma X (“Rhodigel") que tengan cohéenlrﬁci()né; entre

5y 250 ppm.

2. Tom:u' l .OmL de cada solucnén, agregm- 1.0'mL dc la lumén de son:‘

3. Agrcgar réipidarnente 6 mL de 4cido sulfunco concentrddo. S
4. Colocar la solucién en bafio de hielo.

5. Sacardel bafio y dejar reposar 10-25 minutos a temperatura ambit;nte. :
6. Leer la absorbancia a 494 nm contra el blanco. A

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

Herbst et al. (1992) determinaron el peso molecular promedio mediante el método de dispersién de

luz de lascr (Lcw Angle Laser nghl Scattering) de di tipas de (v.g. caldos de
ferr I, productos sonicados) obtenidos b:uo diferentes condiciones de
fer ién y los cuales p diferentes cc idos de acetilo y pinivico. Este peso molecular

fue correlacionado con la viscosidad aparente (velocidad de deformacién = 7.5 s*1) de soluciones
de 1 g/L de xantana. Herbst er al. (1992) ajustaron los datos obtenidos a una curva, que s¢ presenta
en la grifica de i, versus Mw (figura 4.4). Estos autores mencionan que la dispersién que
presentan estos datos probablemente sea debida al efecto de alguna caracterfstica no identificada.
Sin embargo, la tendencia general en todos los casos es muy similar.

REACTIVOS

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

PROCEDIMIENTO

1. Preparar una solucién dc 1 g/L de 3 xantana épn el buffer de fosfatos.

2, Eliminarlas bm’ou)as dc aire,’

3. Determinar la v:scomdad en lodo el mngo dc velocxdades de: dcfom:ac:én dxspombles enel
resmetro Haake CVZON oo

4. Caleular Ia viscosidad a 7.5 s°1,

5 Interpolar el valor de viscosidad en la grifica rcponnda por Her ¢ et aI (1992) (f gum 4 4) b4 o
determinar el rango del peso molecular promedio de la muesm :

4.4.7. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS FINALES :

Los pasos que se siguieron para la purificacién de los’ produclos se plamcn.ron tomando como‘
base los reportes de Kennedy y Sutherland (1987) y Shatwell y Sulhcrland (1990). “Estos pasos
permiten eliminar células, i biar sales y disminuir el cc ido de ™ ‘las ' mismas.” Por
consiguiente, se obtiene una disminucién en el contenido de mtrégcno La u'atcgm de punﬁcac:én X
se describe mediante el siguiente diagrama:
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Figura 4.4 Viscosidad versus peso ntoiccular promedio (Herbst et al., 1992),
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CALDO DE FERMENTACION
RECONSTITUIDO (5g1)

v
CENTRIFUGAR
(A 10,000 RPM)

v

PRECIPITAR

CON DOS
VOLUMENES DE ACETONA
PRODUCTO A S
SEMI-PURIFICADO SECAR Y MOLER (POLVO) -
(Reologla: 10 gL) I L
SOLUCION DE GOMA (5 gL
CENTRIFUGAR

Y27 (A7 10,000 RPM)
"DIAFILTRACION

COLUMNAS EMPACADAS CON AMBERLITAS
CI", Na* (1g1)

DIAFILTRACION

' LIOFILIZACION”

PRODUCTO PURIFICADO - (Reclogia: 1 g/L. peso molecular promedio)

wo
5]



Inicialmente, se preparé una solucién de 5 g/L (5 litros) a partir del caldo de fermentacién
deshidratado. Esta solucién fue centrifugada (cenwifuga Beckman J2-21, rotor JA-10) a 10,000
rpm durante 3 horas. Una vez realizado este paso, se procedié a precipitar la goma xantana con tres
voliimenes de acetona. Las fibras obtenidas fueron das y molidas. A este polvo, se le denomind
producto semi-purificado y se wilizd en la preparacién de las soluciones de 10 g/L, las cuales
fueron leadas en las determinaci reolGgicas de las soluciones concentradas.

Posteriormente, con el producto semi-purificado se preparé una solucién de 5 g/L de xaniana
(2 litros). Esta solucién fue centrifugadn a 10,000 rpm durante 3 horas. Al terminar este paso, la
solucién s diluyé con agua destilada a una cc i6n de 1g/L de xantana. Esta solucin
diluida fue diafiltrada (Amicon DC-10L, cartucho de fibra hueca  H5P100-43) manteniendo un
volumen constante ‘de siete’ liros, se wutilizé agua miliQ durante este paso. La diafiltracién se
terminG una vez que la conductividad del agua procedente de Ia diafiltracién, fue igual a la que
presentaba ‘el agua’ th (05 p\(hos) En este momcnm. ln solucuSn se concentré al volurmen
mxcnal (5 hrms) : B

imrod ir Ia,solucxén 61 g/L de' xantana, primero, a traves de una
'columna (2.5x 50 cm) em  con un intercambiador. aniGnico (Amberlita de Q1°, Sigma [RA-
‘410) Esta culumn cstab conectada’ en serie’a’una ‘columna cmpncada con un intercambiador

ita de IR-120 plus). En ambas col el flujo de ali i6n fue
de 45 mL/M:"Acto i soliicién de'l /L se diafilro bajo las mismas condiciones que en la
primera dxnﬁltmcxén Fmalmenle. esta‘solucién ‘se liofilizé (Liofilizadora de charolas Usifroid,
) " pmduclo ‘obtenido ‘se  denominé producto purificado y fue
i “de 1 yx_, las cualcs se. utilizaron en las
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CAPITULO §
RESULTADOS Y DISCUSION

51. FERMENTACIONES CON CONTROL DE OXIGENO DISUELTO

Las fermentaciones de las cepas 10, 11, 16 y conwol (E2) se llevaron a cabo bajo
condiciones constantes de temperatura, pH, velocidad de agitacién y nivel de oxfgeno disuelto
como se especifica 1a seccién 4.4.2.2. En la figura 5.1 se presenta un perfil de oxfgeno disuelto

tipico durante el s0 de la fern i6n (cepa control). Estos datos muestran que el
sistema de control on-off permitié mantener de manera satisfactoria el nivel de oxfgeno disuelto
dentro del rango de 70 = 10 %. Todas las fer i se reali; por duplicado, los

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

En las figusas 5.2, 5.3, 5.4 y 5.5 sc presenta el promedio de los resultados para cada cepa. -
En estas graficas, las barmas indican el valor miximo y mfnimo que- se obtuvo:con” Jos -
duplicados. En algunos casos estas desviaciones son dela misma ‘magnitud que el sfmbalo. Los
resultados demuestran que las fermentaciones con comrol del mvel de oxfgeno distielto :n el
inetrvalo de 70 % 10 % para cada cepa fueron muy sumlnms

En la figura 5.2 se presenta la cinética de la fermenmcnén de la cepa EZ. La cméuca dc :
crecimiento (D.0.) presentd las fases propias del mcmuenlo microbiano. Dumme 1 3
6 horas, manifest6 una fase de adaptacién (fase lng) 'Una vez tcrmmada esta fase as bacxenas ey
entraron a una fase de crecimiento logaritmico o exponcncml Sin embargo, no :
las fases estacionaria y de Iisis reportada por Flores (1989) y Ramfmz (1993) ba o
condiciones de fer 6n. En la fase logaritmica de esta fer ! sn, I velocidad
de crecimiento promedio fue 0.123 h-l, Io cual mpresenta un ue npo’d

> de sustrato La visc
a partir de las 24 horas de habcr xmcmdo la ferm ntacién, dcbxdo a

ién es el agc

mcremenlo enla
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concentracién de goma. La viscosidad aparente final promedio del caldo de fermentaci6n fue de :
2,150 centipoises y la concentracién de goma promedio fue de 19.1 g/L. Las cinéticas de

crecimiento, : formacién de producto y generacién . de’ vxscosxdad concuerdan con el
comportamiento reportado por Flores (1989). T i

En la figura 5.3 se p la cinética de fer
bacteria no p 5 fase lag. A
reportadas por Ramirez (1993) bajo diferentes o
cepa. Durante la fase exponencial se presenté una vclocndad especfﬁca de cr:cmuento pmmedm L
de 0.10 h°!, 1o cual implica un tiempo de duplicacién de 7.2 ho o

Las cinéticas de produccién de goma y viscosidad de la cebé 10 presenmmh 1a mlsma
tendencia que la encontrada con la cepa E2. Con esta cepa se obtuvo, en promedio, una
concentracién de goma y viscosidad aparente final de 19.4 g/L y. 3,240 centipoises,
respectivamente.

En la figura 5.4 se Ia cinética de fer i6n de la cepa 11. Esta cepa, al igual que
Ia cepa 10, no present la fase lag. Ademds, no se presentaron las fases estacionaria y de lisis
reportadas por Ramfrez (1993) para esta misma cepa bajo diferentes condiciones de
fermentacién. La velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial promedio fue 0.11
h°l, Presentando un tiempo de duplicacién de 6.2 horas. El perfil del consumo de aziicar fue
similar al que present$ la cepa E2. Sin embargo, en este caso, la produccién de goma estuvo
parcialmente asociada al crecimiento (o= 3.25 g xantana/g biomasa, B= 0.103 g xantana/g
biomasa-h). La concentraci6n final de goma promedio fue de 20.4 g/L. La viscosidad aparente
final promedio fue de 4,400 centipoises. ‘

En la figura 5.5 se presenta la cinética de crecimiento de la cepa 16 Esla ccpa tuvo una fase o

lag de 6 horas. Adem.is presentd fase estacionaria a d1fen:ncm de Tos reportado por Ram[rcz e

) dc Ia hactcna

(o= 11.60 g xantana/g biomasa, B=0.232 g xanmné/g biomasa-h) ,>
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Recapitulando, en'la tabla 5.1 sc presentan los resultados promedios finales de las
fermentaciones con cada cepa. Ain cuando las cepas 16 y E2 p fase de i6
" (lag), sus tiemnpos de fer ién no se i n (tabla 5.1) en relacién a lacepa 11 que
no mostré fase lag. La cepa 10 fue la que presenté un mayor tiempo de fermentacién (54
horas), es decir que la fermentacion tardS en finalizar aproximadamente 6 horas mds que las
otras cepas, lo cual no es significativo. Esta diferencia en tiempo puede deberse a que esta cepa
presenté -en promedio -la menor velocidad especffica de crecimiento de las cuatro cepas.

Tabla S5.1. RESULTADOS PROMEDIOS FINALES DE LOS LOTES DE
FERMENTACION CON CONTROL DE OXIGENO DISUELTO AL 70 £ 10 %.

CEPA__10 11 16 E2
Tiempo de fermentacién* (h) 54.0 49.0 48.8 48.0
Velocidad especifica de crecimiento (h-1) 010 011 014  0.I2
Tiempo de duplicacicn (b) 7262 48 56
Azicar residual (g/L) dld did. dld fi.l.&.

Concentmcién celulart"lﬁal (gpcso seco/L)
Concentracién fmal de goma (g/L) A
Vlscosndad final** (mPa.s) S
Rendimiento sobre azucgr consumldn (%)

Yx/s ik
Yp/s

Productividad (g/L-h) -

* Azucar inicial 24, 0 g/L, conce

De las cepas expcnmenmdas @ a 1), 1a la cepa 16 mosu—é na menor concentraclén celular
sin menoscabo de la produccndn de: goma., La velocldad espcciﬁca de’ cmcmucnlo fue mayor
paralacepa 16yla cepa 10 presemé la menor velocndad especfﬁca dc cmcmuenlo
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En'Ia figura 5.6 se mg}aﬁcamn los datos promedio de viscosidad aparente (30 rpm) de los
caldos de fermentacién en funcién de la concentraci6n de gorna xantana (figuras 5.2, 5.3, 5.4 y
5.5). Los cultivos de las cepas 10, 11, 16 y E2, a la misma concentracién de goma, presentaron

2309

diferentes valores de viscosidad. - Las cepas de dio p n mayos vi p
final que la cepa control. En relacién a este pardmetro, la cepa 11 presenté la mayor viscosidad
aparente final (4,400 centipoises) de las cuatro cepas. La cepa control (E2) mostré una

viscosidad aparente de 2150 centipoises (tabla 5.1).

De las cuatro cepas, la cepa 11 (tabla 5.1) presentd el mayor rendimiento de producto sobre
aziicar consumida (84.8 %), asi como la mayor productividad (0.43 g/L-h),

5.2. CALIDAD DE LOS PRODUCT OS FINALES DE

= Los caldos de cada una de las fermentacione (por
precxpuados Las ﬁbras fueron secadas, molidas y el
para que el loxe de cada cepa fuera homogéneo ’ PO
pureza del producto (tabla 52) mediante el método dcscn po

o) de las’ cuatro ccpas fucmn
o a traves dcunamalla 100

4.4.3)y corroborado con la determinacién de 1a aci6n relativa de goma, en basc auna.

curva de calibracién de un producto comercial {"Rhodigel"} mediante la detmmnacxén de
carbohidratos totales (método del dcido sulfirico-resorcinol, seccién 4.4.5).

Tabla 5.2. PUREZA RELATIVA* DE LOS PRODUCTOS FINALES DE LAS
FERMENTACIONES CON CONTROL DE OXIGENO DISUELTO (70 £ 10 %).

PRODUCTO DE LA CEPA g goma xantana relativa/g polvo

10 0.74
11 0.82
16 0.74
E2 0.76

* Referida al producto comercial "Rhedigel", como carbohidratos totales.
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Los resultados entre estos dos mélodos difieren en la tercera cifra después del pimlo
decimal (£ 0.002, datos no presentados). La diferencia entre ambos métodos fde'dcsprﬁciablc, .
de modo que atin cuando el método descrito por Sanchez er al. (1992) ésta relncxonndo con los It
solidos precipitables, este refleja cl ¢l contenido de goma.en’ o product
relativa del producto). Probablemente, esto esté relacionado con el hccho de quc en ambos: A
métodos se eliminan células, ya sea por centrifugacién (método de séhdos precxpnnblcs) ° por
tiltracién (mélodo del 4cido sulfiirico-resorcinol).

De actierdo con los datos de la tabla 5.2, el producto de Ia cepa 11-present6 el mayor

contenido de goma xantana por gramo de caldo deshidratado, es decir, una pureza n:lanva mzis )

alta, Las cepas 10, 16 y E2 p n una pureza relativa muy similar enire ellas.

5§.3. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS

La goma xantana producida por las cuatro cepas fue sometida (por scpamdo) a un pmceso L

de purificacién (seccién 4.4.7.) con la finalidad de obtener un producro que pmscnt:ua una:
mayor pureza relativa y caracterfsticas adecuadas (v.g. cantidad m{nima del ‘mismo tipo de sa]) ‘
para ser utilizado en las determinaciones reolSgicas y del peso.molecular pmmedxo Durante
este proceso se obtuvieron dos tipos de productos, uno se dcn 6 "semi- punﬁcado" y cl otro
“purificado”, productos a los cuales también se determin su pureza n:lanva. :

En la 1abla 5.3 se muestran los resultados de la pureza relativa de los productos “semi-
purificados”. Los resultados reflejan que estos productos presentaron un contenido de goma
relativo muy similar (0.895 + 0.015) por gramo de polvo. Estos productos incrementaron su
pureza relativa en un rango de 7-23% con respecto a su pureza relativa inicial. Esto se debe a
que en la primera centrifugacién y precipitacién se elimind la mayor proporcién de células.

Tabla 5.3. PUREZA RELATIVA®* DE LOS PRODUCTOS SEMI-PURIFICADOS.

PRODUCTO DE LA CEPA_g goma relativa/g polvo
10 0.89
11 0.88
16 0.91
E2 0.88

* Referida al producto comercial "Rhodigel”, como carbohidratos totales.
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. En la wbla 5.4 se presenlh la proporcién de goma xantana relaiva en los. productos
"puriﬁcédos"‘ Al igual que .en los productos semi-purificados, los productos denominados
purificados presentaron una proporcién de goma xantana relativa similar (0.935 + 0.015) por
gramo de producto liofitizado. El porcentaje restante (6.5-8%) puede ser atribuido a cenizas y
nitrégeno total. Los productos purificados i su pureza relativa en un 3 a 6% con

pecto a los producto: i-purificados. Esto es el resultado de que en la segunda
centrifugacién y pasos subsecuentes (v.g. diafiltracin, intercambio i6nico) se excluyé una
menor proporcién de células, se disminuyd la cantidad de sal y se uniformizé el tipo de sal
presente.

Tabla S4. PUREZA RELATIVA® DE LOS PRODUCTOS PURIFICADOS,

PRODUCTO DE LA CEPA g goma xantana relativa/g polvo

10 0.92
11 0.93
16 0.95
E2 0.93

* Referida al producto comercial “Rhodigel”, como carbohidratos totales,

Los resultados de las tablas 5.3 y 5.4 muestran que la estrategia planteada (scccléu 4 4 7 ) )
permiti6 purificar de manera satisfactoria el pmducto de cada cepa, logmndo ﬁnalmemc p\nezas
del 92-95 % (tabla 5.4) . b

*

Como se menciond anteri 10§ producios semi-puri :
similares de goma, lo cual permiti§ comparar dc mancm mﬁs esmcta los producto: pmvemenxes'
de las cepas de estudio con el producto dela cepa contm -
productos purificados.

El producto semi-purificado se cmp)eé en las determi
concentradas (10 g/L) yel pmducto punﬁc
soluciones diluidas (1.0 g/L) yen la dclcmun i6

amones reoléglcas dc

de.la reologfa dc solucwnu R



En Ia tabla 3 5 se muestran los r:sulmdos de muégcno Kjeldahal y bowry, antes y dcspués
del proceso de’ punﬁcac16n Cun cl proceso de pmﬁmlén, el contcmdo dc mmSgcno tota) yo
nitrégeno proteico diSminuys, respect i

e un 37-55 % ¥ 37:65 % respecti

) ‘SUJEIOS los pmductos, se chnunamn pnnmpalmcnu: células y sal:

- Ad.lcxonalmeme, se. determing e} conu:nido de pmmco antes y: dcspués dcl proceso de
punﬁcamén Los ltados (datos no p s} de’ los cuatm productos mosmmn que el
proceso de purificacidn no disminuyd cl contenido de plruvxco, el cual permanecxd xgua.l

Tabla §.5. CONTENIDQ DE NITROGENO EN':LOS PRODUCTOS ANTES Y
DESPUES DE SER SOMETIDOS AL PRQCESO DE PURIFICACION.

PRODUCTO DE LOWRY . KJELDAHAL
LA CEPA (B)* S ..
ANTES DESPUES ' ANTES DESPUES
10 0.83 042 109 0.43

1 2 056136 075
16 304 0 1e 3z 201
B2 101 045 143 050

% Porciento en peso.

54, - CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LOS PRODUCTOS

54.1. ACETILO, PIRUVICO Y NITROGENO

Los caldos de cada una de las fermentaciones de las cuatro cepas fuemn precxpmdos Las
fibras fueron das (cc iendo una t dad del 5 %) ¥ molxdas A pamr dcl ‘polvo
obtenido se realizaron determinaciones del contenido de acetilo, pinivico, mt;pgeno total®
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(chldahal) y proteico (Lowry) ‘En’la tabla’5. 6 sc 1os resultado: liticos de estos
par:imcrros para los productos de las’ cepas 10, 11 16 y E2 El producto de la cepa 10 presenté
el ‘menor comcmdo dc pu'uvu:o 0.24 %). rmemras quc el produc(o de la cepa 16 mostré el
os cumm produclos analizados.

N cepas de csrudxo dife idos de
mdxwlcs acculo y pu-uv:co (vabla 5.6). El contenido dc ambos 1 les quedé prendido
dcmro de los mtcrvalos reportados para otras cepas (Shatwell y Sutherland, 1990). Ademds, se
cnconmS que ‘existe Ia tendencia de que a mayor contenido de pinivico, menor porcentaje de
radicales acetilo y viceversa (figura 5.7). ’

Tabla 5.6. RESULTADOS ANALITICOS (% EN PESO) DE LOS PRODUCTOS DE .
LAS DIFERENTES CEPAS DE Xanthomonas.

CEPA PIRUV ICO(%) ACET! LO(%) NITROGENO NITR OGENO
LOWRY (%). KJELDA H.AL(%) .

10 024 075 100 50
11 050 021 8.1 57
16 682 Q.zo 46 41
B2 256 204 73 s0.

% Antes de: ser somcudosalproccso de | unﬁcac'é v
hoid Ramfrez. 1993 :

Los produclos de las cepas 10 Il y Ez (tabla S 6) prescntamn valores muy sumlams dc
nitrégeno total, del cual la mayor proporcxén 3
la cepa 16 presentd el ‘doble del comemdo de’ mmS o (oml cn relamdn a 1a cepa comm‘ La:
mayor proporcién de este pardmetro esté P! : do poi' nmﬁgeno protexco, lo cual sugiere
Ia posible asociacién de:un pohpepudo (de cad cona) o ‘una_ pro| na cn “el- polfmcro
producido por esta cepa. R T :
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En la_tabla 5.6 se p bién los ltad lticos obtenidos en las
fenncnmcioncs‘cori conrol ‘de oxfgeno disuelto con los reportados por Ramirez (1993) en
fermentaciones sin control dctcszc parimetro. El contenido de pinivico del producto de la ccpa
E2 ¢n fcrﬁ;énmcié:ﬁe{éon"cbnubl de oxigeno disuclto fue similar al reportado por Ramfrez
(1993) (2L14% y 2.56‘%;. Espéctivamemc). Tomando esto como base, ¢l contenido de pinivico
se normalizo en base al contenido de este radical que presentd en cada caso el producto de la
cepa E2. k(‘t’abla's.“l). B

En la tabla 5.7 se que al eft se las ferm i con control de oxigeno
disuelto al 70 + 10 %, los productos de las cepas 10, 11 y 16 p n diferente prop
de pirdvico normalizado con respecto a la proporcitn que presentaron los datos de pinivico
reportados por Ramirez (1993). Al parecer, los productos de las cepas 10, 11 y 16 fueron mis
susceptibles que el producto de la cepa E2 a p variaci en el o ido de este
radical al controlar el nivel de ox{geno disuelto d las fem i Los datos de
Ramfrez (1993) no involucran la pureza del producto. Teniendo esto en cuenta, en algunos
casas, la diferencia serd mayor que en otros. Por owra parte, Flores ef al. (1994) reportaron que
el contenido de pirivico varfa con la concentracidn de oxfgeno disuelto que se mantenga a lo
largo de la fermentacién. Sin embargo, no reportaron datos que comparen los resultados
ohteridus con y sin control de oxigeno disuelto durante la fermentacidn.

Tabla 5.7. CONTENIDO DE PIRUVICO NORMALIZADO DE LOS PRODUCTOS DE
LAS DIFERENTES CEPAS DE Xanthomonas.

CEPA . PIRUVICO NORMALIZADO
- ¥

10 0.093 0.293

11 0.195 0.082

16 A 2.664 ‘L640

E2 10 0992
*  Antes de ser sometidos al proceso de purificacién. AT
**+ Ramfrez, 1993. ‘
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Por otra parte, el comcmdo de acculo y mmSgcno Kjeldahal también presentaron diferencias
(tabla §. 6) De estos panimeu'os. sobresale Ia gran diferencia en nm'6g:no total comparado con
el rcpone de Ramfrez ( 1993) que _present6 el producto de la cepa 16, del cual la mayor
proporclén corrcsponde a_ nitrégeno prolcxco Al parecer, . el mvel de oxfgeno disuelto
mantenido durante la fermentacién favoreci6 la produccién de dctemnnada protc[na de’ I cun!
no se tiene mayor informacién. : :

En la recuperacién del petrSleo, la adicién de polfmeros, como h goma amana. a los
fluidos que se inyectan reduce la movilidad del agua y mejora la cficiencia de dcsplazarmcmo del
petrSleo. A este respecto, se ha reportado que soluciones de con un ba_]o ntenido de
pinivico (menor del 4 %) presentan una menor adsorcién (medida como calor dc adsorcxén)
sobre el suelo y consecuentemente origina buena inyeccién (Kleinitz er al., 1989, Sch\.}mpe y
Deckwer, 1990; Peters et al., 1993). De acuerdo con el contenido de piriivico que p'r'c'scman los
cuatro productos (tabla 5.6), los comrespondientes a las cepas 10 y 11 podrizm scr cmpleados en
la recuperacién de este recurso natural,

Como se menciond anteriormente, ¢l grado de sustitucién deI
molécula reperctite en la estabilidad de la hélice (Shatwell y Sutherland 990) De m:mem que, -
la conformacién ordennda de la molécula de xantana llega a ser mis csmblc al mcn:mcnmrse el.:
contenido de aceulo En la tabla 5.8 se muestran las relaciones acenlo/pu-uvnco pam cnda uno dc
- los producto Debndo a Ia alia proporcxén de’ radicales acetilo (con rcspecto a mdxcales
—pu’uvxco) que presenla cl produc(o de la’cepa 10, sc puede inferir que posnblemcma de los”
" cuatro produclos. Ia cstructura conformaclonal de este producto sea la mds estable a factoms
'lales como tempemmm Y concentracnén de sal.

Tabla 5.8. RELACION ACETILO/PIRUVICO DE LOS PRODUCTOS

CEPA ACETILO/PIRUVICO
10 41.7
1 ' 163
16 0.7
E2 i 2.8
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5.4.2, ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR PROMEDIO Y DISTRIBUCION DE
PESOS MOLECULARES

E! peso molecular promedio fue deteminado mediante una técnica viscométrica utilizando la
curva de calibracién reportada por Herbst er al. (1992), (seccién 4.4.6.). Los productos
empleados fueron sometidos a un proceso de purificacién (seccién 4.4.7.).

La tabla 5.9 muestra una aproximacién a los pesos moleculares promedio de los productos
obtenidos a partir de las cepas de estudio. Debido a la dispersién que muestran los datos de la
curva de calibracién de Herbst er al. (1992), se presenta el inetervalo en el cual probablemente
se encuentre el peso molecular promedio para cada producto. En ¢l caso de los productos de las
cepas E2, 11 y 16, debido a que la curva de calibracién reportada por Herbst er al. (1992)
incluye valores de viscosidad de hasta 55 mPas y que las soluciones de estos productos
presentaron viscosidades mayores a 55 mPa.s (40 % mds), se extrapold la curva para determinar
el intervalo.

El peso molecular promedio reportado por Flores et al. (1994) para ¢l producto de la cepa
E2, obtenido en fermentaciones con control de oxfgeno disuelto al 80 %, qued6 comprendido
dentro del intervalo de peso molecular promedio encontrado para este producto.

Tabla 5.9. PESO MOLECULAR PROMEDIO DE LOS PRODUCTOS

CEPA M2 (mPa g)* Mw (x 106 kg/kgmol)
10 29.6 9.5-10.5
E2 519 114-12.2
16 724 12-13
11 710 12:13

La distribucién de pesos mol es se d iné medi cromatografia de permeaci6n
en gel (secciones 44.4 y 4.4.5.), para lo cual se emples el caldo de fermentacién deshidratado y
reconstituido en buffer de NaCl correspondiente a cada cepa, Las soluciones fucron filtradas a
traves de una membrana Millipore para remover microgeles y debris celular,
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Los cromatogramas de los productos de las cepasde estudio yde la cepa E2 se presentan en
Ia figura 5.8. Los perfiles de elucién presentaron la tendencia modal reportada para xantana por
Herbst er al. (1988) y por Flores et al. (1994). :

A partir de los datos de absorbancia (figura 5.8), se realiz6 un andlisis de comparacién entre
las variancias de los cuatro productos. Las variancias de los productos de las cepas E2 y 16 con
respecto a la variancia del producto de la cepa 11 presentaron diferencias estadfsticas no
significativas con un limite de confianza del 95 % (Fcal= 1.13 y 1.26, respectivamente).
Asimisno, la variancia del producto de la cepa 16 en relacién a la que present6 ¢l producto de
1a cepa E2 mastré diferencia no significativa estadfsticamente, con un ifmite de confianza dei 95
% (Fcal= 1.12). Ademds, las variancias de los productos de las cepas 11, 16 y E2 presentaron
diferencias estadfsticas significativas con respecto a la variancia del producto de la cepa 10, con
un Ifmite de confianza del 95 % (Fcal=2.24, 2.89, 2.58 respectivamente).

A partir de los datos de la figura 5.8 se calculd el 4rea bajo Ja curva para 3 rangos arbitrarios
de volimenes de elucién: 0-58 mL, 58-109 mL y de 109-155 mL, los cuales representan pesos

leculares altos, medios y bajos, respecti Con estos datos se calcul6 la frecuencia (%)
para cada fraccién de polfmero, la cual se graficé en funcién del rango del volumen de elucién
(figura 5.9). Se observa que:

1) El producto de la cepa 16} 6 1a mayor fr ia de pesos moleculares altos (14.9 %).
2) El producto- de la cepa 11 p 6 la mayor fi ia de pesos moleculares medios
(90.0 %).

3) El producto de Ia cepa 10 present6 la mayor frecuencia de pesos moleculares bajos (23.2 %).

En la tabla 5.10 se presenta un resumen de los pardmetros fisico-quimicos de la goma
xantana producida por las diferentes cepas que se estudiaron en este trabajo. Los pasdmetros
fisico-qufmicos no presentaron una relacién evidente con la concentracién y viscosidad apasente
final (promedio) del caldo de fermentacién. A diferencia de lo reportado por Sandford et al.
(1977), no se enconwd relacién entre la viscosidad aparente final del caldo de fermentacién y el
contenido de pinivico. Esto probablemente se deba a que en el trabajo realizado por Sandford er
al. (1977) no se tomé en cuenta la pureza del producto. Por otra parte, Kennedy y Bradshaw
(1984) reportaron que ¢l contenido de pinivico no afecta directamente la viscosidad de las

1 de goma
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Tabla 5.10. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DE LOS PRODUCTOS

CEPA _ Uas(mppsy PIRUVICO (%) ACETILO (%)  Mw (x106 kg/kgmol)
10 3,240 0.24 100 9.5-10.5
E2 2,150 2.56 7.3 11.4-12.2
16 3,800 6.82 46 12-13
11 4,440 0.50 8.1 12-13

* De los caldos finales de fermentacién, determinada a 30 rpm en el wscosrmctm Bmokﬁcld '
LVT, aguja 4.

Klcinitz et al. (1989) reportaron que a mayor contenido de pu’uwco mayor pcso molecular
¥ que esta ¢s la razén por la cual la goma xantana con alto comcmdo’dc pini ’co mucstra un
mayor valor de viscosidad. Los datos encontrados en este rmbzuo (tabla 5.10; ‘
- tendencia encontrada por estos autores. Esto quizg se deba a q 3
en cuenta la pureza del producto en las determinaciones fisico-qufmicas.’ A- este: réspecro.
Kleinitz er al. (1989) no mencionan el haber considerado estc parémc i i

§5. REOLOGIA e

551 REOLOGIA DE SOLUCIONES DILUIDAS: EFECTO .'DE” LA
CONCENTRACION Y TIPO DE SAL T

Con la finalidad de caracterizar més a fondo las soluciones, s¢ plameé uuhzar soluc:oncs
diluidas de goma xantana (1 g/L) en las determinaciones reolégicas. En la pr:pammén de cstas
soluciones se emplearon los productos purificados.

En la figura 5.10 se muestra el reograma de viscosidad en funcién de 12 velocidad 'evj

deformacién de los difcrenlcs productos a una concentracién 1.0 gll.y sin ‘adicién de sal’ S -} -
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Los cuatro productos pr viscosidades ap (velocidad de defc i6n=10
5°1) m4s altas (entre 40 a 100 %) que las que reportaron Morris ef al. (1983); Tako y Nakamura
(1984) y Kennedy y Bradshaw (1984), a 1a misma concentracién de goma. Sin embargo, estos
autores omiten si tomaron en cuena la pureza de los productos.

Debido a la escasa informaciéa (Cadmus et al., 1976) que se tiene en relacidn al efecto de la
concentracién de sal sobre 1a viscosidad de soluciones diluidas (v.g. | g/L) de goma xantana, s¢
plantes estudiar este efecto agregando injcialmente 0.1 M de NaCl. Posteriormente, se agregé
sal (en cristales) para i la i6n de 0.1 a 1.0 M de NaCl en cada soluci6n.

En la figura 5.11 s presenta el reograma de los diferentes productos, La i6n de
goma utilizadz fue de 1.0 g/L y 0.1 M de NaCl. En todo el rango de velocidades de
deformacién (30-300 s°1) estudiado, la solucién del prodhclo de Ja cepa 11 present$ Ia

idad mds alta seguido en orden d dente de1as ‘soluciones de los productos de las
cepas 16, 10y E2. ’ :

En la figwra 5.12 se muestra el reograma de las. de:los prod a una
concentracién de goma de 1.0 g/Ly 1.0 M de NaCl ano csms condxcxones, las soluciones de
los productos de las cepas 10 y 11 p idade : muy siendo estas * mds
altas con respecto a la viscosidad dc la solucién del producto de la cepa E2. En cuanto a
viscosidad se refiere, en orden descendente se encuentra la solucién del producto de Ia cepa 16
y finalmente 12 soluci6n del producto de la cepa E2, Datos como los de los reogramas de
soluciones de 1.0 g/L de goma xantana con sal (0.1 My Lo Mdc NaCly ﬁguras 5.11 y5.12,
respectivamente) no tienen antecedentes en la literatura,

En la figura 5. 13 (datos regraficados de las figuras 5. IO, 511y 512y se pmscntan losv- o

g de las soluci de 1 g/L de goma cosrespondientes a los produclos dc las(cuano»
cepas de Xanthamonas con el fin de comparar ms claramente el efecto de la sal En
5.138,b, ¢y d fue evidente que ol agregar NaCl a una conceniracion de 01 M la vnsoosndad de”
Jas soluciones disminuyd. Las soluciones dc los productos de las ccpas E2 y 10 (ﬁguras s. X3 ay .
b, respectiv: ) p n mayor disminucién en el valor de vtscosxdad en lodo el mngof
de velocidades de deformacitn estudiado. )
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'Viscosidad aparente (Pa.s)

b o cepa 10

Foa . cepa E2

TTrrTem

Figura 5.13. Reogroma-de’ viscosidad: versus i iveloc formacién dé’ ‘
_soluciones de:1.g/L"de goma xantana{purificada)., Simbolos:
“(0%) sin-sal, (%°) 0.1:M.de:NaCl y 1.0_M.de NoCl,”
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La disminucién en la viscosidad (como resuliado de la adicigSn de sal), concuerda con el
reporte de Kennedy y Bradshaw (1984), quienes mencionan que a bﬁjas concentraciones de
goma (menores a 0.2 %) la adicién de sal ocasiona un decresmento en la viscosidad, En relacién

aeste aspecto, Kennedy y Bradshaw (1984) indicaron que la di ién en este p ) estd
asociada con el hecho de que a bajas fuerzas i6nicas (caso 3t indo no se ha agregado
sal a la solucién} la conformacién p estd al pandida, la cual al agregar la sal

adopta un enrollamiento aleatorio mds compacto debido a la seleccidén de cargas.

En las figuras 5.13 a y b se muestra que en el caso de las soluciones de los productos de las
cepas E2 y 10, al incrementar ain mis la concentracién de sal (de 0.1 a 1.0 M de NaCl) se
increment6 la viscosidad. A este respecto, Kennedy y Bradshaw (1984) mencionan que cuando
se adiciona sal a una concentracién amriba de un valor critico, se observa un incremento en el

volumen hidrodindmico. Este i > estd relacionado con el hecho de que las repulsiones
1 dricas intermolecul das por el exceso de sal, permiten la asociacién de
d de Eli de la viscosidad fue notable en la solucién del producto de Ia

cepa 10, la cual alcanz6 valores de viscosidad superiores a los determinados en el caso en donde
no se agregd sal. La solucién del producto de la cepa | 11 (6 igura 5,13c) mostré un incremento en
1a viscosidad a velocidades de deformacién’ mcnorcs a30s 1 y 1.0 M de NaCl respecto a la
viscosidad que present$ la solucién a 0.1 M dc NaCl. m:cntras que la viscosidad de Ja solucidn
del producto de la cepa 16 (figura 5.13d) fuc 1a misma al incrementerse la concentracién de sal
(NaCl). Al parecer, las soluciones dc 1 g/L de producms de las cuatro cepas de estudio
presentan diferente valor critico en la conccntmcnén desali’ o2

Se ha reporiado (Shatwell y Sulhcrl:md 1990) que la mlacndn aoenlo/pxruvxco proporciona
informacién de la estabilidad de la estructura confmmcnonal ‘de Ia hélice de xantana. Ademfs,
un: cambxo conformacional se -traduce’ en'.un- mmb ldad' “Sin embm'go,
xncn:memo en Ia viscosidad aparente a 10.8 57! (labln 5.1, ir la Sn de
sal de 0.0at 0 Mde NaCl, parece estar més bxen asoc] ado al mtervalo‘cn el cual se encuentra ¢l
peso molecular promcdxo quc a la n:lacndn :

accnlo/pxruwco no t:nga mﬂuencm cn la v1scos1da¢
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Tabla 5, 1L lNCRE\iENTO EV LA VISCOSIDAD APARENTE DE LAS sowcxow.s
DE ‘GOMA XANTANA. "

SOLUCION % DEL "}t 1 o M‘/ua o' 1 M ‘Mw (x 106 kg/kg'mol) ACETILO/PIRUVICO

PRODUCTX O : : : ndxmc' 'sxonal)
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snd

sobre {a viscosidad de la solucién puede cstar infl por la acién de goma y la

presencia de sal.

De manera preliminar, se traté de correlaci los pard logicos (pa, Ky n) de las
soluciones de 1 g/L. de xantana con los diferentes parimerros fisico-quimicos (pureza, contenido
de acetlo, pinivico, nitrégeno total, nitrégeno p ) y la relacién acetilo/pinivico) con la

finalidad de encontrar alguna posible relacién a nivel molecular, Los resultados de este andlisis
demostraron que la relaci6n entre los pardmetros reolégicos y fisico-quimicos no fue del todo
clara. Posibl a nivel molecular (soluciones diluidas de 1 g/l de xantana), la relacién
entre estos pardmetros sea mis compleja, es decir, que los pardmetros reolGgicos no sean
funcién de un solo pardmetro fisico-quimico sino de varios de ellos en conjunto. Sin embargo,
de acuerdo con ¢l reporie de Herbst er al. (1992), es evidente que existe una relacién directa
entre la viscosidad aparente y €l peso molecular promedio.

5.5.2. REOLOGIA DE SOLUCIONES CONCENTRADAS

Con el objetivo de caracterizar mds detalladamente las soluciones de los diferentes
productos, se decidié Uevar a cabo determinaciones de viscosidad de soluciones concentradas
(10 g/L) de goma xantana. En la preparacién de estas soluci se los prod
denominados semi-purificados dado que a estos productos ya se les hnbfa climinado la mayor
proparcién de c€lulas y a que los productos jales no son sometidos a un proceso de
purificacién tan especffico como el empleado en el presente trabajo para obtener los productos
purificados.

En las figuras 5.16 a y b se muestran los reogramas de las soluciones de los productos de las
cuatro cepas de Xanathomonas, sin y con sal (respectivamente) y antes de ser sometidas al
tratamiento térmico (A.T.T.). Las soluciones de los productos de las cepas 10 y 11 presentaron
mayores viscosidades en todo el rango de velocidades de deformacion (0.3-300 s°1) comparadas
con las que present6 Ja cepa E2. La solucién del producto de la cepa 16 mostrd viscosidades
superiores a las que present6 la cepa control a velocidades de deformacién menores 2 30 571,
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En las figuras 5.17 a, b, cyd scregﬁﬁcardn los datos de las figuras 5.15 a y bcon el finde
analizar el ct‘ccto defa presencia de sal. Para las soluciones de los cuatro productos se observd
que a ¢« jones de 10 g/L de ana, la adicién dc altas concentraciones de sal vg. 1%
de KCI) ocasiona un mcmmenlo en la viscosidad poco significativo (menor a 100 mPa.s) en
todo el rango de velocidades de deformacidn estudiado. Cadmus et al. (1976) reportaron que l2
adici6n de sal a soluciones de goma xantana ocasiona cambios en la viscosidad que diferirdn en
telacién a la concentracién’de Xantana. Morris (1977) ha reportado que variaciones en las
dunensmncs del enrmll.umemo de la molécula de xantana, se reflejan nor en g
cambios en la viscosidad de Ia solucién, Probablemente, a esta concentracién de goma, la
adicién de sal no contribuya a un bio conformacional en la molécula de

2

Las soluciones (de 10 gIL) de los productos de las cepas de estudio fueron sometidos a un
tratamiento térmico (1 10 °C 15 rmnutos, D.T.T.) con la finalidad de inactivar a la bacteria y de
mejorar las canacteristicas mlégxcas de I goma xantana en solucién (Galindo, 1985). En Ia
gra.mas de las solucxones de 10 g/L de las cuatro cepas,
Después del tratamiento térrmco sin ndlcxdn de sal (ﬁgu.ra 5. 18 a), la solucién del producto de la
cepa 10 presentd una viscosi muy: nnlar la quc p}e nt6 la solucién de la cepa control.
Las soluciones de_los  produc 5117y 16 mmbxén mostraron viscosidades muy
similares entre sf, pero menores a la que se determing para 1a solucién de Ia cepa E2.

Enla ﬁgnra 518 b se p concentradas después del
tratamiento térmico con 1:%: dc'KCl Las soluc1 e los productos de las cepas 10 y 11
mostraron viscosidades mayores a la quc prescmé Ia cepa EZ La solucién del producto de Ia
cepa 16 mostré wscosxdadcs cercanas, pcro ml'enores a la que presentd la solucién de la ccpa
control.

En las figuras 5. I9a, b cydsexegre\fcnron los da(osdehsf'guras3 lSaybconelﬁnde”
mostrar de - mejor manera o efecto de la sal en las: soluciones - que fueron: sometidas al
tratamiento térmico, Los resuliados muesm\n quela wscosxdad se lnmmentts cd ndmonar la sal.
Estos resultados concuerdan con’el rcpone de Tako y Nakamurn (1984) ‘quienes’ rncmxonan
que, para concentraciones mayores 2 0.4 g/L. de goma xantana, Ia adicion de sal producc un
incremento en'la viscosidad, Ademss, este incremento también concuerda con el reporic de
Galindo er al. (1989), quienes reportaron que ¢l tratamiento térmico origina cambios en las
propiedades reolégicas de los productos. Sin embargo, el cambio relativo fue diferente en cada
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polimero. Estos autores ';Smponcn que esto probablémcmc se deba a diferencias estructurales
entre las xantanas que presenmn dxfcr:mes _origenes. Por otra parte, se ha reportado (Morris,
1977; Shatwell 'y Sutherland 1990) que la molécula de xanwuna presenta una estructura rigida.
Probablemente 1a adicion de” sal y fa alta temperatura (110 OC ) ocasionen que la molécula sea
mds flexible, origindndose un cambio conformacional (conformacidn mds expandllda) que
produzca ¢! incremento en la viscosidad.

En las figura 5.20 a, b, ¢ y d se presentan los mismos datos de las figuras 5.16a y 5.18a con
el fin de mostrar el efecto del watamiento témmico sobre la viscosidad de las soluciones (sin
adicién de sal). Et i térmico ocasiond un dec "en la viscosidad de las
soluci Posibl Ia temp a aplicada y 1a poca cantidad de sal presente en las
soluciones de corno resultado flexibilidad en Ia molécula y compactamiento de la misma.

. Enlas figura 5.21 a, b, ¢ y d (datos regraficados de las figura 5.16 by 5.17 b) se presentan
los reogramas de las soluciones concentradas de los producios de las cuatro cepas. Después de
someter las soluciones (conteniendo ! % de KCl), al ratamiento térmico la viscosidad de las
soluciones de los productos de las cepas 10, 11 y 16 no experimenté camb:os La solucidn de Ia
cepa control mosré un incremento poco significativo (menor a 100 mPu.s) enla v:scos:dad En
estas condici posibl 1a alta i6n de sal (! % de. KC)) en las solucxones,
ocasion6 que la estructura conformacional de 12 hélice permaneciera establc al ser somenda a

altas terperaturas,

Para las soluciones de 10 g/l de xantana también se traté de coxreln'mbriaf{dé mérera
preliminar, Jos pardmetros reolégicos (viscosidad apareate, y los indices n y K d: lakydela
potencia) en funcién de los diferentes pardmetros fisico-qufmicos (con(cmdo de - acetilo,
pindvico, relacién acetilo/pinivico y pureza) con fa finalidad de encontrar alguna n:lamén que
nos indique que factores y como influyen estos a nivel mtermolecuh\r en cl componmmcmn
reolgico de las soluciones de xantana. Los resultados de las ﬁgums 522, ’s. 23, 5.24 y 525
presentan tendencias relativas debido a que dnicamente se tienen cuatm datos

En la figura 5.22, se presentan los datos de ny K (soluoionés de 10 g/L de xantana, sin sal y
después del tratamiento térmico) en funcién del contenido de acetilo en los productos, El indice
de consi ia (K) se i 6 a medida que aumentd el pbrccmajc de acetilo en los
productos. A medida que aumenta el porceataje de acetilo, las soluciones de los productos son
mds pseudopldsticas (disminucidn en el indice de flujo).
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En la figura 5.23 3, s¢ n'mcsu'ah. los datos de n y K de las soluciones de 10 g/L. de xantana
(sin sal y antes del tramamiento térmico) en funcidn del contenido de pinivico. El fndice de
consistencia ®) dismihixyé‘al aumentar et contenido de radicales pinivico en los producios. En
¢l caso de las soluciones concentradas (10 g/ de xantana) con | % de KC! y después del

tratamiento” térmico (figura 5.23 b), el indice de i disminuyé al el
porcentaje de pinivico. Al parecer, para pinivico mayor al 3 % este fndice permanece
pricticamente constante, El indice de i i al el ido de
pinivico en los productos.

En la figura 5.24 a, s¢ presentan los datos de indice de consistencia (K) de las soluciones de
10 g/ de xantana (sin sal y antes de watamiento térmico) en funcién de la relacidn
acetilo/pinivico. El indice de consi jia se i al i s¢ la relacié
acetilo/pinivico, hasta un valor aproximado de acetilo/pinivico=16. A partir de este punto, el
fndice de consistencia disminuye (en menos 1.0 Pa.s ). Al adicionar {a sal (1 % de KCl) a las
soluciones (antes de tratamiento térmico, figura 5.24 b), el (nd:ce de. conslstenma presenté
tendencias similares a las de la figura 5.24 a.

Enla ﬁg\n-a 5.25 a, s¢ presentan los datos de n y K de las solucnones dc 10 glL dc xnmana
(sin sal y después del tratami érmico) en funcidn de la rclacnén acculo/pu'uvxco El fndice
de flujo (n), el cual representa la pseudoplasticidad de las soluciones, disminuye al aun Ia
relacién acetilo/pinivico en los productos. Con la adicién de fa sal (1 % de KCl) a las soluciones
y después del tratamiento térmico (figura 5.25 b) ¢l indice de ﬂu;o dxsmmuyc, mientras que ¢l
{ndice de consistencia aumenta (hasta un valor aproximado de acculolpxruvnco— 16). A panir
de !a relacién acetilofpinivico igual a 16, K diminuy6 (en menos de 1.0 Pa.s ), mientras que el
fndice de flujo auments (en menos de 0.05).

Aiin cuando en las figurss 5.22, 5.23, 5.24 y 5.25 solo se presentaron las tendencias
preliminares, a nivel intermolecular (soluciones de 10 g/L. de xantana), fue evidenie que los
pardmetros reoldgicos n y K dependi de paré quimicos tales como el contenido de
acetilo, pintivico y 1a relacién acetilo/pirdvico.

De los estudios de reologfa se tiene qde las soluci de goma provenientes de las
cepas 10, 11, 16 y conrol presentaron valores de viscosidad que dependieron de las condici

leadas en su preparacién (v.g. cc ién de goma, contenido de sal, tipo de sal,
tratamiento térmico). Ademds, en soluciones de 10 g/L. de goma xamana con 1 % de KOl y
después del iento térmico (situacié j en la que: se’ comparan los productos
comerciales), sobresalen las soluciones de los productos de las cepas 10 y 11 en relacién a I
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viscosjdgd que-presentd 1a solucién del producto de la cepa control (en todo el rango de
velocidades de deformaci6n estudiado). Bajo estas condicioaes, la viscosidad de la solucién del
producto de la cepa 16 fue similar a la que mosw$ la solucién de la cepa control,

Finalmente, de la caracterizaci6n fisico-qufmica de las proveni de las cepas
10, 11 y 16, asf como de la caracterizacién reoldgica de sus soluciones, se concluye que estas
cepas y sus productos p [ {sticas propi plotables para la produccién de goma

xantana. Esta xantana puede ser utilizada en la recuperacidén del petrbleo, en la industria
alimentaria y en otras dreas como en la produccidn de productos quimicos agricolas, pinturas y
cerdmica o en cualquier otro proceso, en donde se requieran determinadas caracterfsticas
quimicas y/o reoldgicas.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. CONCLUSIONES

Se implementaron una serie de técnicas que permitieron caracterizar en forma més
rigurosa y detallada tres cepas de Xanthomonas. De la caracterizacién fisico-qufmica y
reolégica se concluye que Jas cepas de estudio y sus productos presentaron
caracteristicas peculiares, las cuales son potenciales para mejorar aspectos particulares
del proceso de produccicn o para producir xantana idénea para aplicaciones especificas.

Al comparar las vwcosxdades e las solucxones de los productos, estos presentaron
diferente orden segqgncm] 0 do de. fa concentracién de goma concentracién y
tipo de sal, n'atamienl n fue’el caso,

Las, caracterfsti yqu ‘no n' una relacién - evidente ‘con” el
promedio ‘de - 1a 16n y “de’la” viscosidad aparente final de los caldos de
fermentacion. Posxblemente esto se deba a que las purezas relativas de estos produclos
eran diferentes enu'e ellas :

Para las soluciones diluidas, las cuales pueden proporcionar informacién en relacién
a la molécula, de m:mera preliminar se encontré que la relacién entre los pardmetros
reolégicos y los di p os fisico-quimicos fue poco evidente. Al parecer, la

relaci6n entre estos pardmetros es mds complicada de lo que se pensaba, probablemente
un andlisis estadistico multifactoral pueda dar mayor informacidn.

En las soluciones concentradas, las cuales pueden proparcionar informaci6n a nivel
intehno]éculér,'s'é'encom:ré que los pardmetros quimicos podrfan estar determinando los
para.meu'os reoldglcos (como son ¢} comemdo de puuvnco de acetilo y de la relacxdn B
acemo/pxruvxco)
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Si se compara con la cepa control (EZ) ylo su produclo:

)

e Los caldos de fermentacidn de las cepas 10, 11y 16 ‘, on . visce
finales superiores. L

e Lacepa 11 presentd el mayor rendimiento de producto sobrc azucar consunuda asi'
como la productividad mis alta, : : :

® Lacepa 16 produjo menos biomasa durante el cultivo, pero el ,'prodm:to con mis -
alto contenido de nitrégeno. Esto dltimo sugiere la posible asociacién de un
polipéptido (de cadena corta) o de una proteina con este polimero.

® Las cepas 10 y 11 produjeron polimeros.con. bajo contenido de pinivico. De
acuerdo con los reportes de la literatura los productos de estas cepas pueden ser
empleados en aplicaciones tales como la recuperacién del petréleo. Los productos-
de las cepas 10 y 11 presentnron el més bajo y el mis alto peso molecular
promedio, respecnvamenle

e Las soluciones de 1 g/L de’-los- polimeros provenientes de las cepas 11 y 16
exhibieron vnscosxdades consxderablememe mis altas,

o En una situacién semejame en la que se comparan los productos comerciales, las
soluciones de 10 g/L (con'1'% de KC! y después del tratamiento térmico) de los
polimeros provenientes de las cepas 10 y 11 mostraron viscosidades més altas,

El proceso de puriﬁca’éidn ué obtener’ gomas con purezas relativas del 92- 95:" o
%-de xantana. Durante este_proceso se logré - eliminar, respecto ‘al contenido’ 1mc1al e
entre el 37 y el 55 % del nitrégen ‘total y entre el 37 y el 65 % del nitrégeno protelco. e

Al agregar 0.1 M de: NaCl}
- decremento “en. la vxscosnda
prevnamente en ]a h!e

Al pareccr, las sol
presentan diferentes concemm
incremento en Ia viscosidai
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6.2, RECOMENDACIONES

En el presente trabajo se caracterizaron’ tres cepas que rcsulmron ser potencmles
para emplearse en la produccién de goma xantana. Adernds, estas cepas y sus productos :
pueden ser caracterizados en base a otros pardmetros 0. bien’ser utilizadas en;la”’
realizacién de estudios de cardcter bdsico, en relncnon a aspec( genéucos y dc
biosintesis. .

Para futura caracterizacién de cepas o bxen como una conunua 6n de este trabajo se 5
proponen los siguientes aspectos: ; T
® Se sabe que las soluciones de goma xantana son estables en un amplio rango de pH .-
y temperatura. Sin embargo, es conveniente determinar la” esmblhdad de «‘cada
producto en d:ferentes condiciones de pH y lemperalum : :

® Probablemente la composncxéﬁ de los azicares sea dlferemer en’cada polxmer
Razén por la cual serfa de interés determinar In re]acnén'“ ntre los aziicares
componentes de las gomas obtenidas. S : o

® Integrar a la caracterizacién reolégica otro upo “de’ dele :
viscosidad intrinseca y la viscoelasticidad (para dlferentes concentraciones' de gomn -l
y sal) de los productos.

® En la parte de produccién, se sugiere escalar los procesos de fermentacion con estas
cepas con la finalidad de determinar si los niveles de concentracién de xantana’ ‘que
se ob(engan son adecuados en relacién a los que se obuenen actualmeme conla’ cepa

disuelto, en las fermentaciones) y variar el contenido de acetil
(mediante tratamiento quimico), con la salvedad de que al<varjar’e
estos radicales no cambie el peso molecular promedio y/o la dlSB‘lbUC n de pesos
moleculares. i

102



x 5 =

ES

Yuis

Yous

NOMENCLATURA

Indice de consistencia

Longitud efectiva de la aguja del viscosfmetro
‘Torque aplicado por el viscosimetro Brookfiled LVT
lx_\dicc de flujo

Radio de 1a aguja del viscosimetro

Rendimiento de bi sobre azicar do: (g de bic
azicar consumido) X 100

de

Rendimiento de producto sobre azicar consumido: (g de pmduc(o/g

de aziicar consumido) X 100

Letras griegas

‘Velocidad de deformacién
Velocidad especifica de crecimiento
Viscosidad aparente

Velocidad angular

Esfuerzo de corte

103

(Pas)

(m)
(dinas.cm)
(adimensional)

(m)

(%)

(%)

Y-
ah

@)

Y



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .

Cadmus, M.C.; Rogoﬁn. S.P., Burton, K.A., Pinsley, J.E., Knutson, C.A. and Jeanes, A. (1976).
“Colonial - variation .in Xanrhomonm campestris NRRL B-145%9 and characterization ' of the
polysncchandc fmm a variant strain”. Canadian Journal of Microbiclogy, 22, 942-948.

Cottrell, I. W, and Kang K. S. (1978). "Xanthan gum, a unique bacterial polysaccharide for foqd
applications”. Chapter 10, Develop in Industrial Microbiology, 19, 117-131.

Charles, M. (1978) “Technical aspects of the rheological properties of uncmbml cultures :
Advances in Biochemical Engmeenng,s 1-62.

Davidson, LW. (1978) "Producuon of polysaoch:mde by Xanthomonas. campestris in connnuous:'.

Duckworth, M. and Yaphe, W (1970) "Dcﬁruuve assay for pyruwc acid in ngar and olher algal
polysacchandcs" Chelmstry and lndustry,s 747 748 .




Flores, F. (1989).:"E u.ncgms pam incr tar la conccnn’acmn de producm (goma xam:ma) enla
fermentacién ' de Xanthomonas campcslru Tms .de llccncmlura. Escucla dc Biologfa,
Umversndad Aulénoma dcl Esmdn de Morelos. ’

Flores, F., Torrés. L.G.:ﬁn G
cultivation of X. campestr
Biotechnology, 34, 165-173.

Galindo, E. (1985). "Polisacéridos
Quintero R. (Compilador), Ed

Galmdo,E Ton'esnana B.'and Gama-Rején (1989). Rhcologlcal chmctenunon of xanthan

fcrmcnmnon broths and thcu- mconsmuled 50| unon Bloproc Englneenng, 4,113-118.

Gnhndo. E (1990 3 ‘
elnbomdo pam GEPLACEA

‘sfm'dbndel arte en tecnologfa y mercado®. Informe

Galmdo,E Salcedo,G Flores, |
screening of xanthan producmg
Biotechnology, 9, 122-124, .

and Ramfrez, M.E, (1992). “Improved shake ﬂask test for the
croorganisms”, - World Journal ol' Ml it logy.i nnq

Graham, H. D, (1971). "chmde(emunauon of Keltml (xamhan gum)“ ‘Journal of Dmry Sc:ence,‘ L
54, 1162-1628

105



Hannote, M., Flores. F, Torres, L: and Galmdo. E (1991) "Appamnt yield stress estimation in
xanthan gum soluuons wand t‘ermcnmuon hroths usmg a low-cosr viscometer”. Chemical
Engmeermg Joumal, 45 B49 B56 :

! Hasslcr.

> engmeenng of po)ysacchande structure:
Production of vanams of xanthan gurn in Xamhomonas pestris”. Biotechnology Progress, 6
@ 182-187: S

Herbst, H, Peiers, H.U., Suh. .
quality during
(@), 101104,

Schumpe andDeckwcr,WD (1988). "Momtormg xanthan
hy". Biotechnology Techniques, 2

Hcrbst. H.,; Pclers."HU Suh' o Schumpe ‘and Deckwcr, WD (1989). "Comparison of
various * fermenter types - “used - for- producnon -of - than”. - DECHEMA Biotechnology

Conrerencts 3, part A, VCH Verlagsgeselisc haft, Weinh

Herbst, H., Schumpe, A. and Deckwcr. WD (1992) Xzih!h:m produchon in stirred tank
fermenters: oxygen transfer and scalc-up" Chemlm! Engmeenng and Technnlogy, 15, 425-
434,

Holzwarth, G, (1976). "Conformation of the cxtracellutar

olysaccharide ' of - Xanthomonas
campestris”. Biochemistry, 15 (19), 4333-4339. L

Hwang, I. and Kokini; JL (i991). “Structure and rhcol‘ogtcalb
carbohydrate polymers”. Journal of Texture Studies, 22, 123-167

Kennedy. A.F D. and Sutherland, ILW, (1987). "Ann!ysxs of bactcn
Bnolechnology and Applied Biochemistry, 9, 12-19. - ’

106



Kennedy, LF., Jones, P. and Barker, S.A. (1982). “Factors affecting microbial growth and
polysaccharide production during the fermentation of Xnndmmonas campestris culture™. Enzyme
and Microbial Technology, 4, 39-43,

Kennedy, J.F. and Bradshaw, LJ. (1984). "Production, properties and applications of xanthan”,
Progress in Industrial Microbiology, 19, 319-371.

Kieinitz, W., Littmann, W. and Herbst, H. (1989). "Screening of xanthan-biopolymer for a high
salinity ol reservoir”. Proceedings of the Fifth European Symposium on Improved Oil
Recovery. Budapest, Germany.

Lambert, F., Milas, M. and Rinaudo, M. (1982). "Gel permeation chromatography of the xanthan
gum using a light scattering di *, Polymer Bulletin, 7, 185-189,

Lowry, O. H,, Rosebrough, N. I, Farr, A. L. and Randall, R. J. (1951). "Protein measurement with
the folin phenol reagent", Journal of Biological and Chemistry, 193, 265-275. B

Margaritis, A and bpc, JE. (1978). "Mixing, mass transfer and scale up of polysacchandcs .
fe ions", Biotechnology and Bi ing, 20, 939-1001.

&'

Margaritis, A. and Pace, G.W. (1985). "Microbial polysaccharides”. En: Cdmprehensive
Biotechnology, Moo-Young (Ed) Vol. I, Pergamon press, New York, EU.A., 1005-1041.

McComb, E. A. and McCready, R. M. (1957). ‘Determination of acety! in pectin and in acctylated
carbohydrate polymers. Hydroxamic acid reaction”. Analytical Chemistry, 29, 81 9-821.

Milas, M. and Rinaudo, M. (1984). "On the existence of two different secondary structuses for !hc
xanthan in aqueous solutions”. Polymer Bulletin, 12, 507-514.




Milas, M., Rmnudo. M., Kmpper, M and Schuppxscr JL (1990) "Flow and wscoelnsnc
properties of xamhan gum soluuons" Macromolcculm 23 2506-251 1

Montes, A:L. (1966 romhitologvﬁ". Vol. I, Ed. Univversimria_dvq BruenOSL.A'ircs,vArgcritina. 58-60.

Moorhouse. R, Wnlkmhaw. M.D. and Amott 8. (1977). "Xamhan gum-molccular conformnuon
and interactions”. In: Extracellular Microbial Polysaccharides, Sandt‘ord. P, "A. and Laskin, A,
(Eds.), ACS Symp. Ser. Vol 45, American Chemical Society, Washington D C., 90-102

‘\doriis',' E.R. (1977). "Molecular origin of xanthan solution propertiés" " In: Extracellular
Mlcrobml Polysacchandos. Sandford, P. A. and Laskin, A, (Eds.), ACS Symp. Ser. Vol 45.
American Chemical Society, Washington, D. C., 81-89.

Morris, VJ Franklin, D, and I'anson, K. (1983). “Rheology and mxcroeslmcture of dxspersxons‘
and ‘solutions of the microbial polysaccharide from Xanth ) rj ,' is (xanthan ‘gum)",
Carbohydrate Research, 121, 13-30. L g 3

Moris, V.J. (1993). "Fermentation-derived po]ysacchandes
Chemical Technology and Bi hnol _,,58(2), 199-201,

; D (1939)
o}xa.r campe:!r

Peters, H.-U., Herbst, H., Hcssclmk, P., LUnsdorf H Schumpc A. and Dcckwcr.
"The influence of -agitation rate on: an th
Biotechnology and Bioengineering, 34, 1393'-'1397

Pclcrs.}-l -U., Suh, LS., Schumpe. A;'and Dcckwer, W.:D. 1993) "Thc pyruva(e coment of
xanthan polysaccha.ndc produced under oxyg:n lumtanon" B ech Iogyf;!.,e(tgrs, 15 (6)," 57651
5667 N i N I :

108



Ramirez, M. E. (1993) "Axslnmnenm, scleccnén y cnractcnmcxdn de ccpas de Xaruhamonas
campesrru Tesis de Maestrm en Bwtecnolog( Universidad Nacional Auténoma de Méx:co

M C., and Jeanes, A

iful Microbial Polysaccharides,
Vol ‘45, American Chemical Society,

Suv.herland
339-349

Tako, M. and Nakamura. (! "Rhcologxcal propemcs of deacctylnxcd xamhan in aqueous
med:a" Agrlculture and B ogxcal Chemnstry, 48 (12). 2987-2993

~-109.



Tako, M. and Nakamura, S, (1989). "Evidence for intramolecular nssocmnons in xamh:m molecules
in aqueous media”. Agriculture and Biological Chemistry, 53 (7), 1941 1946

Torrestiana, B., Fucikovsky, L. and Galinde, E. (1990). "Xanthan® producuon by ‘some
Xanthomonas isolates”, Letters in Applied Microbiology, 10, 81-83, S

110



	Portada
	Índice
	Resumen
	Capítulo 1. Introducción
	Capítulo 2. Antecedentes
	Capítulo 3. Objetivos
	Capítulo 4. Materiales y Métodos
	Capítulo 5. Resultados y Discusión
	Capítulo 6. Conclusiones y Recomendaciones
	Referencias Bibliográficas



