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Introduccion

La goma xantana es un importante biopolimero producido por la bacteria Xanthomonas campestris a traves
de una fermentacion. Sus usos en el area de alimentos son principalmente como agente estabilizador y
espesante en aderezos y ensaladas, ya que evita la separacion del aceite y de particulas sélidas insolubles
[1]. Para producir la goma xantana, es necesario proveer a Xanthomonas campestris de diferentes
macronutrientes como carbono (glucosa y sacarosa son los mas utilizados) y nitrégeno, asi como
micronutrientes (por ejemplo, potasio, hierro y sales de calcio). De acuerdo con Lopez-Munguia y col. [2],
son preferibles concentraciones de carbono de 2 a 4%, ya que concentraciones superiores inhiben el
crecimiento.

Ademas del medio de cultivo, el proceso de elaboracion de la goma xantana involucra altos costos como la
compra del sustrato y la adquisicién de la infraestructura necesaria para la fermentacion, asi como el
mantenimiento de la asepsia. Debido a ello, la implementacion de estrategias adecuadas para la
optimizacion del bioproceso ha sido adoptadas. Una de estas técnicas consiste en utilizar otro tipo de
sustratos que sean mas economicos y que permitan obtener altos rendimientos del producto, a la vez que
minimicen los costos. En este sentido, se han estudiado diferentes residuos de la industria alimentaria para
la produccion de diferentes polisacaridos, tales como la remolacha azucarera, la pulpa de melocotén, la
cascara de pifa, el suero lacteo, entre otros [3].

Oftros residuos que pudieran ser prometedores para su aprovechamiento en la generacién de productos con
alto valor agregado son 1) tomates en mal estado, ya que de acuerdo con la FAOSTAT [4], se desperdician
cerca del 50 % de la cosecha de tomates, debido principalmente a danos mecanicos y fisioldgicos y a
menudo no existe un mercado alternativo para este tipo de productos; 2) mucilago de nopal generado
durante las etapas de procesamiento de nopal verdura, ya que este residuo posee un elevado contenido de
carbohidratos y fibra y 3) suero lacteo, el cual, al ser descargado en sistemas acuaticos puede provocar la
muerte de la fauna en el ecosistema y al descargarlo en los sueles puede contaminar aguas freaticas,
convirtiéndose en una amenaza para la salud de los animales y los humanos.

Cada uno de los sustratos mencionados, pueden ser aprovechados para la generacién de otros productos,
tales como la goma xantana, sin embargo, antes de optimizar el proceso de fermentacién, es necesario
evaluar la viabilidad de crecimiento de Xanthomonas campestris en diferentes sustratos, para conocer la
factibilidad de produccion a una escala piloto o industrial. Debido lo anterior, el objetivo de este trabajo es
evaluar el crecimiento de Xanthomonas campestris en tres residuos de la industria alimentaria: tomates en
mal estado, mucilago de nopal y suero lacteo en fermentaciones a nivel laboratorio y a nivel piloto.

Metodologia

Se elaboraron 3 medios de cultivo: caldo de tomate, caldo de nopal y suero lacteo. Para el primero, se
adquirieron en mercados locales tomates tipo bola (Lycopersicon esculentum) que tuvieran defectos de
calidad como golpes, magulladuras, defectos de coloracién, protuberancias, etc. pero que no tuvieran
desarrollo microbiano. Los tomates fueron lavados con agua y jabdn para retirar tierra y/o materia extrana.
Posteriormente, fueron cocidos con agua destilada en una relacion 1:2 (peso del tomate: volumen de agua
destilada) a 80-85°C durante 30 minutos. Una vez cocidos, se prensaron y se maceraron, esto se realizd
con el objetivo de extraer las partes solubles del tomate. Posteriormente se recupero el liquido filtrando y se
ajusto el pH (pH-metro ThermoScientific, OrionStar A211, USA) a 7 utilizando NaOH 1N (Reactivo analitico,
Analytyka, México). Para separar particulas sélidas que quedaron suspendidas y que no interfirieran en el
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proceso, el caldo fue centrifugado (Thermo Fisher Scientific Legend RT+, USA) a 10 000 rpm durante 10
minutos. Finalmente, el caldo se esterilizé a 121°C por 15 minutos.

Para la preparacién del segundo caldo se utilizdé nopal (Opuntia ficus-indica) cortado en trozos en un centro
comercial de la localidad. Se cocié con agua destilada (80-85°C durante 45 minutos) en una relacion 1:2
(peso del nopal: volumen de agua destilada), se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y se separ6 el
nopal del caldo pasandolo por un filtro. Debido al pH acido del nopal, se ajusté su pH (pH-metro
ThermoScientific, OrionStar A211, USA) a 7 con NaOH 1N (Reactivo analitico, Analytyka, México).
Posteriormente, se centrifugé a 10 000 rpm durante 10 minutos para separar soélidos suspendidos en el
mismo y que no interfirieran durante los experimentos. Finalmente, el caldo se esterilizé a 121°C durante 15
minutos.

Para el tercer medio de cultivo, se utilizé suero lacteo acido procedente de la elaboracién de queso Oaxaca
producido en la region. Para separar restos de queso y de requeson que pudiera tener el lactosuero y que
pudiera afectar posteriormente, se coagularon las proteinas sometiendo el suero a un proceso térmico,
calentandolo a 80°C durante 20 minutos. Una vez coaguladas las proteinas, el suero fue filtrado a vacio
utilizando filtros de diferente tamafo de poro, separando asi el requesén y el suero lacteo. Posteriormente,
debido a su caracter acido, se tuvo que ajustar el pH (pH-metro ThermoScientific, OrionStar A211, USA) del
suero a 7, con NaOH 1N (Reactivo analitico, Analytyka, México). Finalmente, el suero fue esterilizado a 10
psi (115°C) durante 20 minutos.

La esterilidad de todos los medios de cultivo fue verificada por recuentos de: Organismos Mesofilicos
Aerobios (NOM-092-SSA1-1994), Organismos Coliformes Totales (NOM-113-SSA1-1994) y Mohos vy
Levaduras (NOM-111-SSA1-1994) [5]. Ademas, se analizd la composicion quimica de los medios de cultivo
(tabla 1).

Tabla 1. Métodos utilizados para los analisis fisicoquimicos de los medios de cultivo

Determinacion Meétodo Referencia
Humedad Estufa A.O.A.C. 934.06 [6]
Proteina Kjeldahl (Ajustado a micro-escala) A.0.A.C. 920.152 [6]

Grasa Soxhlet (Ajustado a micro-escala) A.0.A.C. 963.15 [6]

Carbohidratos totales Fehling-Soxhlet (Ajustado a micro-escala) A.O.A.C. 923.09 [6]

Para la preparacidon del inéculo, primero se prepard una suspension bacteriana basada en la escala de
McFarland, suspendiendo colonias de una estria cruzada previamente obtenida en agar YM (DIFCO, Becton
Dickinson Company, USA) y transfiriéndolas a tubos con solucién salina al 0.85 % (reactivo analitico,
Monterrey, México), hasta alcanzar una turbidez aproximada de 5 en la escala de McFarland. Para conocer
la concentracion celular de la suspension bacteriana, se realizé una siembra utilizando el método Miles y
Misra [7].

Posteriormente, se determind la concentracion celular inicial en dicha suspensién bacteriana, sembrandola
en placas de Agar YM (DIFCO, Becton Dickinson Company, USA), utilizando la técnica de siembra de Miles
& Misra [7] y el método de preparacién de diluciones senalado en la NOM-110-SSA1-1994, utilizando
peptona de caseina (BIOXON, Becton Dickinson de México, México) como diluyen. Una vez conocida la
concentracion celular, se realizaron los calculos pertinentes para diluir esta concentracion hasta 1X108
UFC/mL, utilizando como diluyente agua con peptona de caseina (BIOXON, Becton Dickinson de México,
México) al 0.1%.

La fermentacion se llevo a cabo a dos niveles: a escala laboratorio y a nivel piloto. Para el estudio a nivel
laboratorio se utilizé un matraz Erlenmeyer de 500 mL estéril, en el cual se agregaron 90 mL del medio de
cultivo a probar y 10 mL del inéculo previamente estandarizado a la concentracion celular inicial. El medio
de cultivo se mezclé con el indculo, agitandolos manualmente y una vez homogenizado el caldo, se realizé
una siembra de este utilizando la técnica de siembra Miles y Misra [7], para verificar la concentracién celular
inicial. La fermentacién se llevé a cabo a 28 °C por 72 horas en una incubadora (Environmental Shaker
Incubator, Modelo SI-45).

Para la fermentacién a nivel piloto se utilizd6 un matraz Kitasato estéril de 2 L de capacidad, se agregaron
900 mL del medio de cultivo a probar y 100 mL del in6culo previamente estandarizado. La mezcla se agito
en una placa de agitacion (Thermolyne Nuova Il modelo SP184425) durante aproximadamente 5 minutos.
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Una vez homogenizado el caldo, se realizé una siembra de este utilizando la técnica Miles y Misra [7], para
verificar la concentracion celular al inicio de la fermentacion. Posteriormente, en un ambiente estéril, se
vertid el caldo en el biorreactor (Bioreactor MBF-500ME, Wheaton, Japdén) de 5 litros previamente
esterilizado. La fermentacion se llevé a cabo a 28 °C por 72 horas y con una velocidad de agitacion de 150
rpm.

Una vez concluida la fermentacién, se realizé una siembra del medio de cultivo fermentado utilizando
nuevamente la técnica de Miles y Misra [7] en Agar YM (DIFCO, Becton Dickinson Company, USA), con el
objetivo de conocer la concentracion celular al final de la fermentacion.

Resultados y discusion
En la tabla 2 se muestran los resultados del analisis de la calidad sanitaria de los medios de cultivo. Como
se puede apreciar, los tres medios de cultivo propuestos eran estériles, asegurando con esto que durante

la fermentacion no crecieran otros microorganismos distintos a Xanthomonas campestris.

Tabla 2. Resultados del analisis de la calidad sanitaria de los medios de cultivo

Determinacion Caldo de tomate Caldo de nopal Suero lacteo
Organismos Mesofilicos Aerobios <1 UFC/g <1 UFC/g <1 UFCl/g
Organismos Coliformes Totales <1 UFC/g <1 UFC/g <1 UFCl/g
Mohos y Levaduras <1 UFC/g <1 UFC/g <1 UFC/g

En cuanto a la composicién quimica de los medios de cultivo, mostrada en la tabla 3, se puede apreciar
que en los tres medios destaca el elevado contenido de agua y que, en carbohidratos totales, el suero
lacteo fue el que mostré tener un mayor contenido. Sin embargo, dicho porcentaje podria corresponder
meramente a la lactosa, en cambio, en el caso del caldo de tomate, probablemente el contenido de
carbohidratos corresponde a azucares solubles, como la glucosa y la fructosa.

Tabla 3. Resultados del fisicoquimico de los medios de cultivo

Determinacion Caldo de tomate Caldo de nopal Suero lacteo
Agua 98.02 % 99.13 % 94.55 %
Cenizas 1.11 % 0.21 % 0.52 %
Carbohidratos Totales 0.53 % 0.30 % 4.40 %
Proteina (N X 5.83) 0.22 % 0.33 % 0.36 %
Grasa Total 0.12 % 0.03 % 017 %

En cuanto al crecimiento microbiano, en la tabla 4 se puede apreciar que la cepa utilizada Xanthomonas
campestris fue capaz de crecer en los tres medios de cultivo. El mayor crecimiento celular se encontré en
el caldo de nopal, con una diferencia entre el conteo inicial y el conteo final celular de 2.22 ciclos
logaritmicos. Esto puede deberse a que el mucilago de nopal (constituido por diferentes carbohidratos)
puede ser asimilado y utilizado como fuente de carbono. Por otra parte, el contenido de nitrégeno y las
sales presentes en este medio de cultivo pudieron favorecer significativamente el crecimiento celular.

El segundo medio de cultivo con mayor crecimiento celular es el caldo de tomate, en donde se obtuvo un
incremento de 1.65 log UFC/mL. Este medio era donde se esperaba el mayor crecimiento celular, ya que
los carbohidratos presentes (glucosa y fructosa principalmente) se encontraban disponibles de forma libre,
y no unidos a una cadena que requiriera romperse mediante el uso de enzimas especificas, como en el
caso del mucilago del nopal. Ademas, en todos los componentes determinados (carbohidratos totales,
proteinas, grasa total y cenizas), el caldo de tomate presentaba valores superiores a los del caldo de
nopal, por lo tanto, era un medio de cultivo mas nutritivo para la bacteria.

En cuanto al suero lacteo, existen estudios donde se ha demostrado que Xanthomonas campestris es
capaz de utilizar este como sustrato [8]. Sin embargo, en este trabajo se observd que la cepa utilizada
presentod dificultades para crecer en dicho medio de cultivo, lo cual se podria deber a una capacidad
limitada para asimilar la lactosa por la carencia de la enzima 3-galactosidasa.
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Tabla 4. Crecimiento celular en los medios de cultivo propuestos a nivel laboratorio

Medio de cultivo Cco Ccs A celular
(Log UFC/mL) (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
Suero lacteo 6.98 8.22 1.24
Caldo de tomate 6.97 8.62 1.65
Caldo de nopal 7.01 9.23 2.22

Cco= Concentracion celular inicial (Log UFC/mL); Ccr= Concentracion celular final (Log UFC/mL); A celular=
diferencia entre la Ccry la Cco (Log UFC/mL).

Respecto al crecimiento del microorganismo a nivel piloto, se puede apreciar en la tabla 5 que, la utilizacion
de un biorreactor con agitacién y aireacion modifico el orden de crecimiento celular, resultando totalmente
desfavorable para el caldo de nopal y favorable para el caldo de tomate.
Probablemente el cambio se debe a las caracteristicas del mucilago de nopal, ya que la relativamente alta
viscosidad puede dificultar la agitacion del medio de cultivo e impedir una adecuada distribucion del
tamario de las burbujas de aire, trayendo como consecuencia un problema de absorcion de oxigeno en el
medio liquido. Como resultado, al no tener el oxigeno necesario, la bacteria puede sufrir una degradacion
celular, teniendo como consecuencia la muerte celular.
El caso contrario se encontré con el caldo de tomate, ya que al ser un medio de cultivo liquido de baja
viscosidad no presenta problemas para la ruptura de las burbujas ni para la integracion del aire dentro del
liquido. En consecuencia, la bacteria fue capaz de crecer en cantidades incluso superiores a los valores
encontrados para la fermentacién a nivel laboratorio. Cabe senalar que, para el primer caso, a nivel
laboratorio, el unico oxigeno disponible era el que se encontraba en el matraz, en cambio, para el
biorreactor el oxigeno era suministrado continuamente.
Respecto al suero lacteo, en la misma tabla se puede apreciar que, aunque su crecimiento mejoré al
utilizar el biorreactor con el flujo de aire, no fue superior al crecimiento celular observado en el caldo de
tomate.

Tabla 5. Crecimiento celular en los medios de cultivo propuestos a nivel piloto

Medio de cultivo  CCo Cer A celular
(Log UFC/mL) (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
Suero lacteo 6.92 8.68 1.76
Caldo de tomate 6.97 8.86 1.89
Caldo de nopal 6.98 5.12 -1.86

Cco= Concentracion celular inicial (Log UFC/mL); Ccr= Concentracion celular final (Log UFC/mL); A celular=
diferencia entre la Ccry la Cco (Log UFC/mL).

Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que, de los sustratos estudiados, el caldo de tomate
es el que permite un mejor crecimiento microbiano y probablemente, una mayor produccion de goma
xantana. Ademas, se encontro que el lactosuero no es un medio de cultivo adecuado para la cepa utilizada,
ya que no posee los sistemas enzimaticos necesarios para la fermentacion de la lactosa. Por otra parte, a
pesar de que el caldo de nopal es rico en carbohidratos, la fermentacién a nivel piloto demostré que no es
un medio de cultivo factible. Finalmente, se demostré que utilizar sistemas aireados, tales como el
biorreactor, mejora notablemente el crecimiento microbiano en este tipo de fermentaciones.
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