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RESUMEN 

El OhJclrvo del pri·~Pt11t• lratJa¡o lut> d1scri-'tr un rnL~10 de cu/111,10 optimo para la producc1on de 
t~xopoh'iac.~r-tdo.-. lltu~ra11n~ por Rl11zob1~111 pl1.as<!ol1 FES-Cl y lil c."lrac!enrac1on quirn1<"".-."1 y 
rcolog1ca de cslc b1opol11ncro Se aislo una c«~pa n;:ll1va dc~e nódulos. de ratee~ ae fnJOI y ~ 
self"cc1onó de ,"1ClJt•rdo a sus c.1rach,•rrst1c.as rclaaon."1das con la pr0ducc1ón de cxopohs.acando La 
op1>rnu;1c1on dd nH .. 110 de cull1vo s~ des.arrollo por medio de un d1~ño expcnrnental en bloques 
1ncomplclos con ancglo factorial c1e lratarn1(>nlo!'. dt.~ acucn:Jo a Bol( y Bchnken (1960) Se 
evaluaron 3 mvPlt.~.-. (-1. O. +1) para c.ada uno df' 'º"'- c:ornponentf"S rnanitol (10. 20. 30 yll) extracto 
dC levadura (O 37. O 75. 1 5 y1I). c.artxm.110 r1e C.."llcm (0 1 5. 3 g/I) 'S.ulfato de magnesio (O 33 
O 67. 1 01 gil). ~Julf.tto de alurnmro (O. 50. 100 µM/1). cl<Huro lérrico {O. 50. 100 µMii) 5ulfato 
manganas.o (0. 200. 400 µM1n. b10t1na (0.10 20 µgil). pcruc1lma (O. 1 5. 3 rngll) Se 1raba¡o con 
malractJS de 1000 mi con 300 rnl de 1ncdro de cultivo. a pH 1n1c1al d'--• 7. incubando a 30ª C y a 200 
rprn La etnehc.a dP pr0t."1ucc1ón se prolonyo por 1 O d1as v s.t~ tomaron muestras t.•n forma period1ca 
se ccntnfugaron a 1 7000 g por 30 rn111 vanas veces hasta oblencr un ...at>rcnadantc transparente 
Se procedió a l.1 prt_0c1ri1tac1ón del Pxopoli!-.ac.ando v a la evaluación de pr0ducc1on ml•dliHll,.. 
secado a 80'" C por pe!.o con-:.1~1ntu Po~tt·norrnenle a la ophrn1zac16n del mt:>d10 Ot.• cultivo St• 
pr-oc~~tó a evaluar t>I clrcto dt! drferenlt·~ fut•ntes de C.:Hbonu (rnamtol. sacaro!.>a. glucos.;.iJ la 
vanac1ón del pH 1mc1al (fi 7. 8) v la h"'rnp.o-.ralura de 1ncub;1crón (30. 34-C) sobrt! la pr0ducc10n dt->I 
pol1s.ac.1ndo La cu1~·t1ca a nivel de ft·rn1t>nta1Jor ~e dt·~<-1rrolló <I partlf de B 1 del mt•dm de CtJ!t1vo 
optim1.rado. ag1l.ldo a 400 rprn. pH=8 r'-.."QUl<ido t'n lorrna aulom<thc.a. ternperatura de 30-C 
nereaaon de 1 VVM con unil <hJrac1on d~~ 100 horas En el lcrrnenlador ~e t"valuo la s.-.carosa 
rcmancnfü en el 1n1•<110 c1t• cultivo y St• rcal1J'<:trnr1 ffled1c1ones rt•ol(.)Q•c.-is dt>I llu,cfo p.Ha delern11nar 
las curvas de llu¡o t.•n un Reornclrn Ptiy<;1c.1 MClOO con gPometr1a de r ... ono y plato En el 
exopolrs..11c.""lndo aislado y punl1c.ado S<' d1•ft~rn11no la v1scos1d.'.ld 1ntr1nsec.a (v1sc.o~;1metro c..ap1rar 
Ubbelot1dc). v st~ reahJ'aron pructHIS de llu¡o y v1scoP.las11cas (Reometro Ph ys1c.1 MC t 00 
geornctna cono y pl.itoJ En t~'>la!'. dt.•tern11naciones se 1rab.'.l¡O con conce11Trac1ones al 1 ""'º del 
pollsac.ándo en ~oluc1oll'-'S. detenn1nando el '-'lccto de los c.at1oncs (manganeso. calcio y s.od10) al 
O 5% . t1atam1ento 1t .. rn11co y la retr1111·r~i:.1on ~bre el compor1a1n1cnto 1coléMJ1co y sr cornparo el 
polimero oblen1llu con do~ go111as de xantana comt~rc1ales de uso industrial La c.aracien¿ación 
química se re.ah.ro para delerrn1nar la co1npo'>1C1ón y pt.!SO molecular por d1ferrntes mefDdologias 
como· espcctro!:.c.Op1a 1nrrano1a. crornatogralia en capa fina y HPLC Los resut!ados obtenidos en 
el período de oplln11z-rtc1ón del mt>d10 de cultivo en malraL 1n<11c.aron la 1mportanc1a de la relación 
CIN sobre la produccion del exopohs.acar1do logrando la max1rna produccion con 25 gil de 
sacarosa y O 76 gil de extracio de levadura Las relaciones elevadas entre estas dos fuentes 
favorecieron la producción del bmpolimero Los iones aportados al medio de cultivo presentaron 
efectos pos1t1vos en la pr0ducc1on de polrs.ac.,ndo como las sales de manganeso v de hierro. 
mientras que las de maanes10. potasio v c.alc10 afectan cscnc1almente la produccrón de b1omasa 
La btotma y la pernc1l1na mo~traron elecios pos111vos en el rend1m1cnto de pollsac.Ando La 
producoón en el ferrnenlador por 100 horas fue de 1 O 76 g11 y se conslltuyó en su mayor 
proporción por el pohsacándo de allo peso rnolecular ( µ = O 106 h ' ) con una producción máxima 
de b1omasa de 3 1 g/I La max1ma pr0ducc1on celular coincide con la liberación del 
exopohasc.ándo de ba¡o peso molecular y probablemente se aSOQa a la muerte celular La 
uhhzac1ón de S.."lC...""lro~a para la producción de pohs.ac."lndO esluvo relacionada con la b1omas.a 
1nstán1anca mas que con el crec1m1ento microbiano. La c.aractcnzac1ón reológ1ca en el n1ed10 de 
cul11vo de fermentación dernostro rn tas pr-ucbas de nu¡o un aumenlo del índice de cons1stenc1a 
(K} a la vez que d1srmnuye el ind1~ de flu¡o (n) y el c..arnb10 es aprec1abh~ a partir de las 40 horas 
de crcc1m1cnto El comport.am1ento es seudoplast1co reoflutduante. v al avanzar el tiempo de 
ferrncntaoón K aumenta hastH 10 1 Pa s""' con un descenso de n hasta O 19 La v1scosrdad 
intr-insec.a del poh!>acando a1slac10 y pu11f1c.ado fue de 3.730 dl/g El tra1am1ento terrr11co a 96º C y 
1 O mmulos de cxpos1c1ón pro<Ju10 una marcada reducción de K (5. 1 Pa s"') en relación al control 
no tratado (6 9 Pa s') Los resultados de las pruebas v1scoelást1cas nos indican que los módulos 
elástico (G") y viscoso (G) disminuyeron en relación al conlro:::il (G.=38 43 Pa y G··= 13.90 Pa) El 
efecto de las sales en las pruebas de nu¡o condu¡o a una reducción de K que fue dependienle del 
callón ad1c1onado. obteniendo una reducción mayor con sales de ca·· (3 4 Pa s"). intermedia para 



el Mg·· (6 Pa s"} y Mn" • (5 1 Pa s). y minirr1a para t•I Na" (6 4 Pa s"') L<1•; pr1JetJao..; V•'>Coel<is.flca-; 
revelaron qu•~ Ja ad1c1ón dP iones coruJuc•!fl a una 11>tJucc1ó11 '11! /<J dt•peridPric1a ll•~ G 1end1eodo .1 
un comportarnu~tllo dt• un 50/uJo \1'1!'~0elo1~.11co LO!. c~.f1J<J1os ch•I f'lt•cto <11• '" tt•fn(71•rac1nn t•n el 
btopolimero fu,~o d•~ un tratanut>nlo f(•rn11c.o fo'> 1orH!~> fJt,• -.ocl•o (6 62 P,1 ~• ") y rnttr1<]<1'1t''•O (5 76 
Pa s') conduet~n a ur1 a1H1u .. •nto de K en con1p.1tac1on .al no u.·1110Pr~1dtl (5 4 P,1 .... .,.. 5 1 P<• ~" 
rr.spect1varnt.•ntt•) la vanac:1ún dt! pH no 1nt .. r1rr:o t>n t!I cornport.im11•11ru en t,p, prtu•b.1~. dP tltJ/O L.1 
comparac1on dt•I Pxnr>0l1 .... ac.iJ1do Obtt>thdo Pn e-.1 Ct•p.1 b.1ct1:•nana flu• cornp.natJo r:on do'."> rJorn.as 
de xa11t<1na cou1crci.1lp5 mo!"itando valore<> prornt•d1n.._ <1e K (f•• 6 9 P.1 •, · .,.. ,,,. n rlt! O ;:>O qu1..• 
superaron a las corn .. rc1ah•s con fao:; QlH~ !>•' con1p:1rJron La:-:. prut.•fJ,¡1•. v1!'•Ct>t-la•.11<:¡1s 1nd1r.aron un 
cornportd1n11•nro (h•f rnc.>dulo v1sc.uso t1p1co de un rn.1tt>nal "''~·'-º"''l~.tr<..o 'irrndar ;1 un qef 1Ji"'tJtl Los 
1·csulradu<> d1! la caract1•n..""aCu~n qo1rr11c ... a por HPLC rJef poluru:ro punt1c."Jc1o 1nd1C...;1ron la pn•s.enc1.1 
de dos trac ... c1nn1.•~ •. 1iri.1 cJt• arlo P•'"'i.O 1nolt•c11lar d1• 878000 d y orr.1 de t>a/O p.·~.o rnoh•cular de 5200 
d Los esludros por ~-fPLC y Crurn;:1looraf1a f"tl C.ip.1 Fu1:1 de lo•, producto"> de flldtolu<-ttJo por ac1do 
rnostró 1ndrra qtH' t'I po/1s.1c.lndu d1• alto p.t•so rno/ecul<H t'Sta con1puP"ifo dr! qluCo!>a. <iCtdO 
glucuroruco y ga/ac-to-.a. n11en1ra·• que la lr.:icc1or1 de b:110 pt.•so rr1olecufar ~~·· l'tlCucnrra 1n!egrado 
por 15 a 17 urH<1a(1t"'• dt_> gh1cosa Lo-; gri1po~. ~uo:;trfU'P'l'flfl•-. son ac1do p1nJ\ltCO y dCelilo. y los 
grupos re.actrvoo:; por e~p.,..crroscop1a mfr;1rro¡a 1nd1ca11 corno con1ponen!e~ 1tnpo11~1nrps grupas de 
melllos y c ... 1rt>ux1/0'• LO"'> n_•!->ullados oblen1do-; en t..•sle lrab.i10 no~. Pf~1rn1lt..•n c.onclu1r que el 
exopol15ac."tndo dt~ Rt11~ob1tJtn pllas~o/J FES-C 1 puPde ser con~1dt•rado corno pos1b/p poli mero 
alternallvo a los i:ornt:.'rC1iiJes d<Jd."J sus propiedades v1scu1:•rasflc-"J~ .,.. -:.u .1tta produc<.:1ón. en la 
medida que las cep.is HltH•'.>lran ,"Jira procJucc1on 



ABSTRACT 

The moin 01m of lh•s work was to dcs1gn a formulallon for thc production of 

exopolysacchande from Rhi:obium phascoll FES-CI. and the chem1cal and 

meolog1cal charactenzat1on ar th1s b1opolymcr The optim1zation of the 

rcact1on was re::iched by a faetona! expenment.:il dcsign The k1net1c study 

was followod an a terrnenta.tor on tllc opt1m1zod forrnulation Tho intnns1c 

viscosity of d1lute solution plus v1scoclast1c bcho:J1.11or of the b1opolymer 1s 

reportcd here Cherrncal chürnctcnzi'.'lt1on was obta1ned by IR. HPLC. TLC 

The 1n vitre results shown the 1mport.::tnce of the rel:::il1on C/N upen the 

product1on of the exopolysacchande The best product1on is rcportcd as 16 g/I 

with 25 gil of sacch.:Jrosc and O 76 g:l of ye3st The rheolog1cal test on the 

fermentation product 1nd1cated an mercase in thc consistency. K paramctcr. 

at tho sarne tirnc the flux 1ndcx (n) dccre.:ises, 1n th1s case the dittcrcnce was 

evident after 40 hr of react1on The 1ntnns1c v1scos1ty of pur1f1eC polymer was 

3730 dVg. The values of the el<Jstjc modulo G" y v1scous module G"" decrease 

when compare w1th the controls. The reduct1on in the K volucs is dependcnt 

on the specific cation added to the polymcnc solut1on The presence of salt in 

the biopolymer solullon causes or ro:juct1on on the G" dcpendence and 

viscoelastic bohavior was reportcd Our rtieological study included to xanthan 

commercial gums. The exopolysacchan~e shown onc high molecular weight 

fraction 87.4x10 .. O and second fract1ons of molecular we1ght 0.5x10 .. O The 

composition of the high molecular weight fractions of lhe polymenc material is 

composted of: glucose, glucouronic acid and gal.:Jctose. 15 to 17 glucosa 

units form the low molecular weight fractions. Punv1c acid. acetyl and methyl 

groups were ident1fied by IR spectroscopy and HPLC 
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1) INTROOUCCION. 

Los polisacándos son poilmeros de 1mportanc1a por sus aplicaciones en la 1ndustna 

ahmentana. quim1ca. medica, de tratamiento de residuos y del petroleo El papel que Juegan 

estos polimeros en tos sistemas b1olog1cos y en la naturaleza hacen evidente que los 

pohsacándos poseen propiedades qu1m1cas y f1s1cas particulares que les proveen de una 

amplia vanedad de funciones {S1nsk.ey ot al . 1986) 

La hab1hdad de los pohsac."3ndos para disolverse o dispersarse en agua. conducen a un 

cambio sustancial en el ambiente acuoso y unido a su baJa tox1c1dad es responsable de la 

mayoría de sus usos corno h1drocolo1des en las 1ndustnas al1mentana y de la salud Estos 

h1drocolo1des son norn1alrnente espesantes y v1scosantes Estas propiedades funcionales. 

que de hecho son efectos reolog1cos. son cond1c1onados pnn-1anarnente por la estructura 

molecular del pollsacándo (Stnskey er ar. 1986) 

El ongen de estas gomas de uso 1ndustral es normalmente de plantas o de microorganismos 

Estos pohsacandos interactúan con moleculas de naturaleza qu1m1ca vanada dependiendo 

de las matenas pnmas utilizadas en la fabncac1on de diferentes productos (Wh1stler. 1993) 

De acuerdo a su ongen las gomas pueden ser clas1f1cadas como 1) naturales. 2) 

modificadas o sem1sintét1cas y 3) sintéticas Las gomas naturales pueden provenir de 

exudados de árboles (arábiga. tragacanto). extractos de plantas (pectinas). extractos de 

semillas (guar. algarrobo). algas mannas (agar. alginatos. carragenina). almidones de 

cereales (maíz, sorgo). almidones de tubérculos (papa, tapioca). almidones animales 

(glucógeno), protemas animales (gelatina. caseina). proteinas vegetales (soya) y gomas 



microbianas (dextrana. >1:antana) Dent10 de las gorn~'ls rnod1'1cadc."JS o sern1s1ntét1cas se 

encuentran los derivados de celulosa (carbox1met1lcelulosa. met1lcelulosa). almidones 

(dextnnas. acetatos de alm1don) y otros (metox1pecttnas. alginato de prop1lenghco1> Entre las 

gomas sintét1ca.s se encuentran los derivados de petroquim1cos tales como alcohol 

pof1vini11co. pohv1n!lp1rrolod1na polrcarbox1v1rnl. sales del ac1do pollacnbco polimeros de óxido 

de etdeno (Gal1ndo. 1985) 

Los pol!sacandos de ongen m1crob1ano constituyen en la actualidad una fracc1on pequer"la 

del mercado de bropolln1eros pero ofrece un amplio potencial de desarrollo de productos 

nuevos o meiorados con la apltcac1on adecuada de tecnologras de 1ngerner1a genet1ca 

(Sinskey et al 198{)) Una griln vanedad de gomas de uso industrial son productos del 

crec1m1ento bacteriano (de)(tranas. alg1nalos curdlan pulluJanas. qu1tosanos y xantana) y 

tienen la potenc1alldad de poder obtenerse a ba10 costo (Wh1sUer 1 993) La industna 

allmentana const1tuy"' un usuano d1nárn1co de estos productos y normalmente se enfrenta a 

la necesidad de nueva~ características organolept1cas particulares para satisfacer los 

requenm1entos del consumidor Estos pohsacandos ademas de producir geles o actuar corno 

estabilizadores de emulsrones, pueden ser flocut.:intes formadores de pel1culas. lubncantes 

y reductores de fncc1on (Sandford y Baird. 1983) Los poltsacandos de 1n1eres comercial son 

ut1llzados para modificar y controlar las propiedades reológ1cas de sistemas acuosos Entre 

otros usos potenciales de estos pohsacandos se han propuesto como matenales matrices 

para técnicas de separac1on. cromatografia e 1nmov1hzac1on de enzimas (M1ttal. 1992) 



2) REVISION BIBLIOGRAFICA. 

La 1nvesrigac1on sobre la producc1on de pohsacandos m1crob1anos e)ftracelulares comenzó 

alrededor de 1940 con el desarrollo de las dextranas para su uso en plasma sangu1neo y fue 

ampliamente estimulado por los traba1os de producc1on de xantana alrededor de 1950 

Desde ese entonces muchos grupos y compañ1as se han involucrado en programas de 

bUsqueda y desarrollo de m1croorganrsmos capaces de producir exopollsacandos. pero 

hasta el momento actual los dos pnmeros polrmeros desarrollados son todavia en muchos 

aspectos los mas exrtosos Los po11sacandos m1crob1anos aun no suplantan a las fuentes 

trad1cionales provenientes de plantas o algas. pero estan establecidas en el mercado 

(McNe1/ y Harvey 1993) 

2.1. POLISACARIDOS BACTERIANOS 

Los m1croorgan1smos producen po11sacándos como componentes de su estructura de pared 

y también. en muchos casos. como macromoleculas extracelulares La habilidad de los 

m1croorgamsmos para producir exopolisacandos se desarrolla como respuesta directa a la 

presiones selectivas del ambiente (Oudman. 1977) La mayona de las funciones que se le 

asignan a estos po/lsacandos se relacionan a medros de protecc1on del mrcroorgarnsmo 

(Wh1tfield. 1988) La d1st1nc1ón entre pollsacandos de pared y extracerurares puede ser 

solamente aproximada Muchos de los polímeros de pared pueden ser e)(cretados o 

separarse de la super11c1e celular a medida que ra edad del cultrvo aumenta 



Los polisacandos microbianos extracelulares o exopohsacandos pueden presentar. desde el 

punto de vista de su estructura quim1ca. diversos grados de comple11dad Este rango incluye 

homopohsacándos con uno o mas tipos de uniones glucosid1cas hasta heteropoltsacándos 

conteniendo diferentes rnonosacandos y tipos de uniones entre los mismos En forma 

ad1c1onal vanos grupos acilos pueden estar presentes en la estructura, en particular grupos 

O-acetilos y p1ruvato que se asocian a los azúcares neutros del polisacando y raramente a 

los ácidos uronicos (Suther1and 1979) 

Desde un punto de v1sta practtco los estudios de 1nteres •ndustnal se concentran 

pnnc1palmente en aquellos pollsacandos que se liberan desde la cclula bactenana hacia el 

medio de cultivo liquido Solo este tipo de productos pueden ser obtenidos con rend1m1entos 

suficientemente altos para ser considerados por la producc1on 1ndustnat S1n embargo 

ex1ste un amplio sector de la b1bl1ograf1a que describe los pohsacandos que 1) pueden ser 

extraídos de los compleios de pared celu!ar no muco1de de la celu!a bactenana. por medio 

de tratamientos qwm1cos o enz1mat1cos o 2l pueden presentarse como discretas capsulas 

que rodean la célula (Sodk1 y Cadmus. 1978) Los pollsacandos extracelulares aparecen 

formando una capsula 1nt1mamente asociada a !a supert1c1e celular por rned10 de enlaces o 

como polisacandos pobremente asociados con la supert1c1e celular que se liberan al medio 

circundante Las d1ferenc1as entre los dos son frecuentemente operacionales y definidas por 

el grado de asoc1ac1on postenor a un proceso de centnfugac1on La d1ferenc1ac1on entre 

ambas formas puede ser d1f1cultosa. desde que las celulas que producen altas cantidades de 

pollsacándo capsular pueden liberar algo de matenal hacia la penfena. dando la 1mpres1on 

de una producc1on hacia el medio circundante Se conocen mutaciones de organismos 

productores de pohsacandos capsulares que transforman su producc1on en exopol1sacandos 

liberados al medio La mayoria de las bacterias muestran preferencias hacia una u otra 



fonna de pollsacéindo extracelular. aunque algunas cepas de Klebs1ella sp pueden produc1r 

polisacándos 1dent1cos en las dos formas Vanas bactenas incluyendo Rh1zob1t.Jm sp. 

Agrobactenum sp y Alcaltgencs !aecalts vólr my><.ogenes son capaces de sintetizar mas de 

un exopolimero qu1m1camente distinto (Suthcrfand. 1985. Wtutf1eld. "'1988) 

Frecuentemente. dependiendo de las cond1c1oncs de crecimiento. pequeñas cantidades de 

este m.'.ltenal capsular es encontrado libre en el medio de cultivo Estos matenales 

capsulares o unidos a la pared cclul3r pueden contener cantidades importantes de péptidos 

unidos covalen1cn1ente. mientras que los exopo/1sacandos formados y liberados al medio de 

cultivo pueden ser obtenidos vrnualmcnte libres de prote1nas por proccd1m1entos sencillos de 

punf1cac1on En base a esto. algunos autores han especulado que la ausencia de pépt1dos 

covalcntcmente unidos a los poJ1s.:lcandos es una cond1c1onan1e de Ja presencia de los 

exopohsacandos en el medio de cu1!1vo mas que formando parte de la envoltura capsular 

(SIOdk1 y Cadmus. 1978) Esto parece ser apoyado por otros trabaJOS en que se han 

enconlrado s1m1/rtudes entre los pol1s.:1candos capsulares y los exopolrs.3candos Dudman 

(1976. "'1978) traba¡ando con 10 cepas de Rhrzob1um FJPOmcum anaJ:zo pol1sacandos 

capsulares y exopol1sacandos producido en el medio. encontrando en 5 de ellas 

composiciones similares entre ambos pol1sacándos Mort y Bauer ( 1 980) traba¡ando con dos 

cepas R japon1cum encontraron compos1c1ones similares entre ambos tipos de po11sacandos 

produodos por estas cepas en medios líquidos 

La presencia de EPS asociados con el crec1m1cnto de las células m1crob1anas sobre medios 

de cultivo sólidos es frecuentemente reconocido en la morfología mucotde de la colonia En 

medios de cultivo líquidos su producción conduce a un aumento de la viscosidad y algunas 

veces tiende a comportarse como un gel (Suther1and, "'1990) Los exopolisac.éndos 



bactenanos son usados ampliamente como agentes espesantes y ge1ir1cantes en un amplio 

rango de procesos y productos industnales (Kang y Cottrell, 1979). pero las cepas ultllzadas 

para la producc.ion industnal de gomas pertenecen a un nUmero sorprendentemente 

pequeño de b.:ictcnas. tales como Agrobactenum rad1obacter. Rh1zob1um spp . Xanthomonas 

campestns. Bac1//us spp Arotobacter v1nc-tand11. Alca/lgcnes fac•cal1s y K/ebs1e!la 

pneumon1ae (Wh1tcf1eld. 1988) Vanos de estas cspec1üs son capaces de s1ntet1zar mas de 

un t1po de pohsacandos {Suthcr1and. 1985) 

Los exopollsacandos son compuestos de carboh1dratos los cuales pueden presentar 

sust1tuyentes organices e 1norgarncos Los carboh1dratos do los cxopohsacandos 

m1crob1anos extremadamente diversos Frecuentemente se encuentran como 

componentes pnnc1pales O-glucosa. O-galactosa y D-m.:lnosa en la formas p1ranosas. como 

6-deoxyhexosas. L-fucosa y L-ramnosa En las colu1~s cucanotrcas los PLS pueden 

contener pentosas tales como D-nbosa o D-x1losa. son de menor 1mportnnc1.a en las cciulas 

procanót1cas ( las aanobactenas son la excepoon) Am1noazuc.ares estan presentes en 

especies de Eschench1a coh. mientras que son ausentes para especies de xanthornonas o 

Klebsiella Los aminoazUcaros mas comunes son N-acct1l-O-glucosam1na y N-acetrl-0-

galactosamina La presencia de ac1dos uron1cos. como D-glucurón1co o D-galacturonico. son 

comunes en especies de Rh1zob;um Bactenas anaerob1cas como Butynv1bno fibnsolvens 

presentan ácido L-1durórnco Otro azUcar inusual hallado en los exopollsacandos es el ácido 

cetodeoxioctano1co (KDO) (Suther1and. 1990) 

Los exopohsacilnodos bactenanos pueden ser heteropo11sacé3ndos y algunos 

homopolisacándos generalmente estan compuestos de estructuras repet1t1vas y la mayoria 
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son amon1cos En el Cuadro 1 se presentan algunos pohsacándos de origen m1crob1ano 

indicando la especie que lo produco 

Cuadro 1 Produccion de polisacáridos extracelulares por diferentes 
m1croorganismos y sus pos1b1hdades industnales 

TIPO 

Neutros 

OeXlnnas 

Esc1erogl1canos 

Curdlan 

Pululan 

Levadura de cerveza 

Aniónicos 

Xantana 

PS-7 

ZANFL0-·10 

ZANFLO -·21 

Algmato bactenano 

ORIGEN MICROBIANO COMERCIALIZACION 

Leuco11ostoc spp 

Sclerot1tJrn spp 

Agrobactenurn spp 

Alcal1gvnc.•s fat.--Cal1s 

Aureobas1d1urn pullulans 

Saccharornyces cerevrs1ae 

Xantomonas carnpcs.tns 

Azotobacter 1nd1Cu:; 

bactenas del suelo 

bacterias del suelo 

Azotobacter vrnelanc111 

actual propuesla 

Sandford (1979) 

2.2. SELECCION Y MANTENIMIENTO DE MICROORGANISMOS. 

Desde el punto de vista de la producción mdustnal de gomas por medios microbianos. se 

debe lograr que el producto obtenido cumpla con los siguientes requisitos min1mos· 1) 

disolverse rápidamente en agua. 2) mantener constantes las me¡ores propiedades 

tunoonales que presentan las gomas trad1etonales y 3) obtenerse en una forma abundante 

partiendo de una base microbiana estable Las gomas trad1oonales de ongen vegetal 

pueden sufrir pérdidas en la reproduc1bilidad de sus propiedades. vanac1ones en el grado de 



pureza. presentar cambios en la producción obtenida y en el suministro a los morcados por 

efectos cllmát1cos y en los costos del producto. mientras que las de ongen microbiano 

pueden ser producidas ba10 cond1c1ones controladas que eviten estas dcf1c1encias 

(Sandford. 1979) 

Un m1croorgamsmo puede presentar mtercs tndustnal cuando sus productos disponen de 

características apropiadas Por lo tanto. c>n una etapa 1n1c1al se debe disponer de 1nforTnac1ón 

por medio de relevam1cntos de una sene de m1croorganrsmos. evaluando su capacidad de 

producc1on. caractenst1c.as de compos1cJOn qu1m1ca y propiedades reolog1cas del producto 

(Galindo. 1885) Lil fuente de mrcroorgan1smos utdcs con estos fines es pnnc1palmenre el 

suelo y otros nichos naturales En est<l busqut~da es frecuentemente posible en1plcar 

cond1c1ones inusuales o extremas como iJC)ente selectivo para obtener m1croorgan1smos con 

habilidades especiales Los pnnc1p1os empleados para a1sfam1ento es por medio del uso de 

caldos de cultivo ennquec1dos yío en presencia de 1nh1b1dores de posibles contaminantes 

Los requenm1entos nutnc1onales conocidos o sospechados del material colectado y las 

caracteristicas f1s1ológ1cas del m1croroganismo dictara los proced1m1en1os a utilizar (K1dby. 

1977) 

En el caso de la selecaón por organismos productores de polisacandos puede ser 

importante las caracterist1cas muco1des de la colonia Los procedrm1entos selectivos pueden 

basarse en la explotaoón de alguna caracterist1c.:J espec1f1ca del pol1sacando deseado o por 

medios indirectos a traves de otras propiedades asociadas de la caracterist1ca de interés 

Torrestiana et al (1990) ut1hzaron diferentes caractenst1cas como los atnbutos morfolog1cos 

del cultivo en placas de agar, el contenido de ácido p1n.Jv1co en el exopollsacando y la 

resistencia a ant1b1ót1cos para correlac1onar con caractensflcas de 1mportanc1a como 



producción de goma y habilidad espesante do xantana Trabajaron con 7 aislamientos y una 

cepa de colección de Xantomonas campestns. estudiando las caracterishca mucoides de las 

colonias por medio do evaluac1on visual No encontraron correlac1oncs entre el grado 

muco1de del cultivo con la producción do goma (r-~:::Q 1) Sandford et al (1977) plantearon 

que la concentrac1on de p1ruvato en la goma producida puede ser un 1nd1cador adecuado de 

la calidad del producto Sm embargo las Ram1re;: et al (1988) ·y Torrcstlana et al (1990) 

consideran esta fom1a tndirecta como inadecuada por sus ba¡as correlaciones con la 

hab1hdad espesante (r=o 50) En carnb10. el comportamiento de res1stenc1a a ant1b1ot1cos. 

particularmente pen1c1lma (r='=O 80) y arnp1c1l1na tr=o 72l pueden ser 1nd1ces muy precisos 

en la cvaluac1on prchmmar de la calidad de goma produado::l por diferente cepas o 

aislamientos 

En el caso especifico de los pohsacandos m1crob1anos tos proccdrm1entos para la evaluacion 

de producc1on. sus caractenst1cas qu1m1cas y propiedades rcologicas requieren del 

aislamiento del producto Los proced1m1entos de a1slarn1ento del poi.sacando depende del 

organismo que lo produce. de tipo de pol1sacando producido y del grado de pureza 

requendo. Cuando se requieren productos con b.:i¡o grado de pureza pueden ser obtenido 

por secado del caldo de cultivo Otros mctodos de scparac1on del exopohsacando pueden 

utilizar la centnfugac1on y el filtrado. que normalmente son ut1hzados cuando el caldo 

presenta una ba¡a v1scos1dad Con mayor grado de v1scos1dad -:.e ut1h~a normalmente la 

centnfugac1on y prec1p1tac1cn del b1opollmero por medio de diferentes solventes {1sopropanol. 

acetona, metanol o etanol) Esta última forma de separac1on es normalmente usada a nivel 

1ndustnal para obtener el polímero concentrado (Suthcrtand. 198.2. Sandford. 1979. Vash1tz y 

Sheintueh. 1990). El 1sopropanol es el alcohol mas usado. pnnc1palmcntc debido a 

relativa fac1hdad de recuperación y su aceptación en productos de grado allment1c10 La 



recuperación del solvente ut11lzado 1uega un papel fundamental en los costos del proceso 

industnal (Gahndo. 1985) 

A nivel mdustnal, deben considerarse otros aspectos ad1CJonales postenores a la 

rerrnentac1on que deben considerar uno o mas de los s1gwentes puntos 1) concentrac1on del 

caldo o extracto de ferrnentac1on a forma, usualmente solida. que es 

microb1ofóg1camente estable. racll do rnane¡ar, transportar y almacenar. y que pueda 

volverse a disolver o diluir para una aphcac1on. 2) la punf1cac1on reduce el nivel do solidos no 

poflmencos, tales como celuJas o sales. y me¡ora el comportamiento funcional. color olor o 

sabor del producto 3) desact1vac1on de en.::1rnns contaminantes indeseables. tales como 

celulasas. pectmasas etc y 4 l mod1f1C.3c1ori de las propiedades químicas del poflmero para 

alterar las propiedades funcionales. l.'.Js propiedades de mane10 del producto seco o la tasa 

d1spers16n y soluc1on del poi.mero (Sm1lh y Pace. 1982) 

Posteriormente a la detección de los matenales de 1nterCs es neccsano el mantenimiento de 

las cepas con Jas caracterist1cas ong1nalmente encontradas La perdida de las caracterist1cas 

deseadas de un m1croorgan1smo pueden deberse a que 1) los m1croorgan1smos son 

inherentemente inestables y 2) no existe ningun método para la completa preservac1on del 

genotipo La inestabd1dad de las cepas se debe a que todas las regiones de 1nformac1on 

genética pueden ser mutables. aunque algunas regiones del gen tienen mayores 

probabilidades de presentar una mutac1on. Evans et al (1979) plantea que mantener cultivos 

en medios mínimos permite d1sm1nuir la vanab1ltdad genética de una poblac1on microbiana 

Dentro de los métodos actuales la liofihzac1on parece ser el método mas adecuado para 

mantener cepas por periodos prolongados (Gallndo, 1985) Las razones para ta elecc1on de 

este método se basa en que ha sido utilizado con éxito en la preservación por largos 
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periodos. el producto liof1llzado tiene una apar1enc1a adecu.:Jd.3. se evitan daños por la 

concentrac1on de solutos de un mcd•O liquido. lo cual condLJce a cons1derar10 vcntaioso por 

evitar danos en el proceso de scc.:JdO por este mdodo {K1dby 1977) 

Se utilizan d1fercn1es melados para reconocer la ap.::mcior dí:.' rnut::Jn!cs en el cultivo. los 

cuales pueden presentar van.-id.1s cnractcnsticas en rel<..ic1on a la producc1on. cornpos1c1on y 

con1poratmrcnto rcolog1co del pohsacarido F.n cepas de f~h1:ob1urn !.~ lll1hzac1on de cu/11vos 

de agar·rOJO Congo ha sido rccon1endad.::::i fKneen y L.::i Ruc 1983) (3a10 estas condiciones 

de cultrvo las colonias que se desLJrrollan pueden prcs.-:>ntar variaciones morfolog1cas o 

proprcdades de trnc•on que se desv1an del comriortamr.-.nto de ras cepas parent.::tles En 

Rh1zobn1m tnfol1t TA1 se prescnt.:in n1u1nn1es espontan·~os (TA1-1 y TA1-R) cuya trecucncra 

es ba1a y su tlnc1on con el colorante le transfiere un color ro¡o oscuro ba10 estas cond1c1ones 

de cultivo La colonia n.:itr·1a no presenta colorac1on en este medio La prascnc1.:i de estos 

hpos de mutaciones se vuelve mas comun cuando la cepa ha sido sometida a periodos 

prolongados de crccrm1ento en qu1m1ostato El ::rcc1m1enlo de estas diferentes cepas en 

cultivos liqu1do5 perm1t1cron detectar dtfercncras en la srntes1s de poltsacando (Zevenhu1.::en. 

1984) Otros autores (Ghar et al 1981) han utd1.:!'.ado agar-a.::ul de anilina para d1ferencrar 

colonias mutantes en R tnfol" J60W 

2.3. PRODUCCION DE POLISACARIDOS EN EL GENERO RHIZOB/UM. 

la mayoría de los taxa que son habitantes del suelo o se asocian con plantas por sus 

caracterist1cas d1azotrof1c.as. son capaces de producir e;.;opollsacandos La habilidad de 

estas especies para f1Jar n1trogeno 1n vrtro o en asoc1ac1on con plantas. esta relacionado a su 
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habilidad de producir cantidades importantes de poltsacandos Esta habilidad ha sido 

demostrada en rh1zobactenas que forman colonias lisas y muco1des que presentan alta 

capacidad de f1¡ar n1trogeno. respecto a aquellas con colonias rugosas y no muco1dcs que no 

lo f11an La cxpllc.ac:ion se asocia a que la enzima n1trogcnasa es sensible al oxigeno y los 

pol1sacandos cxtracclul.::ircs actu.:-in contra r.:.i d1fus1on del m1srno. cond1c1onando baJaS PO: 

que son optimas para crcc1m1cnto b.uctenano y la !1¡ac1on de rntrogcno (t-febbar et al .1992) 

La espec1f1cidad de la relac1on s1n1b1otica entre una especw particular de Rh1:ob1um con una 

leguminosa detcrn1mada es por el rcconoc1m1ento por par1c de las lect1nas (gl1copro1e1nas) 

secretados por la pl.:inta y t:?I pohsacando par11cular de ta superf1c1e celular del Rh1zob1urn que 

intervcndra en la s1rnb1os1s {Oudrnan. 1977, 1Nh1tf1cld 1988) 

La familia Rh1zobwceac es not.:ible por los patrones complejos de producc1on de 

pollsacandos. en la forn1a de un exopol1sacarido e:.::tracelular viscoso pohsacando ~psular 

insoluble. P-1-2-glicanos cic11cos y unidades estructurales (octasac.andos) aisladas que por 

unión postenor forman las cadenas de EPS (Zevenhuizen. 1986) Las diferentes especies 

del género Rh1zob1um. particularmente aquellas de crcc1f""11ento rap1do. producen 3 tipos 

diferentes de exopohsacandos 1) pohsacándo capsular neutro e insoluble. 2) P-1-2-glucanos 

ciclicos y 3) Exopohsacándo (EPS) de alto peso molecular 

2.3.1. Polisacé'lrido capsular. 

Un polisacando neutro e insoluble es producido a nivel capsular (PSC). el cual es depositado 

en forma masiva alrededor de la celula bactenana En algunos casos. se ha reportado la 

formación de m1crofibnllas celulós1cas en Rh1;:ob1um (Zevenhu1zen et al , 1986) La 

producción de polisacándos capsulares es una caracterist1ca comUn de muchas bacterias 

10 



Estas estructuras iucgnn un papel particularmente importante en la 1nteracc1ón de la bactena 

con su medio ambiente (Boutno1s y Jann. 1989) Cuando se realiza la centnfugac1ón de un 

medio de cultivo de Rh1zob1un1 luego de vanos dias do crcc1m1ento, los paquetes celulares 

fonnados contienen una alta proporc1on de cart>oh1dratos Estas concentraciones son 

particularmente altas cuando el medio de crec1mu~nto dispone de niveles elevados de una 

fuente de carbono El anal1s1s de estos carboh1dratos demuestran la presenaa de 

glucogeno. polt-l~-h1drox1butiralo y P-1-2-gllcanos extra1dos en alcohol (Ze'w'enhu1zen y 

Scholten-Koerselrnan. 1979, Zevenhw;;-en. 1981) En algunas ClfCunstanc1as. en cult1vos en 

fase estac1onana. se encuentra una rn.:-is<1 Ci1psular con maten.al adherido que no es utilizado 

como fuente de carbono y puede ser cxtracdo del paquete celular con !'JaOH normal o con 

agua caliente Los componentes de esta fracc1on detectados en Rt11zoD1urn tnfo/u TA-1 son 

0-manosa D·galactosa O-glucosa en proporciones molares -: 4 1 (Zevenhu1zen y Van 

Neerven. 1983b) 

ze .... enhu1zen (1984) estudio la producc1on de diferentes pol1sacandos en el curso de las 

diferentes fases del cultivo en R tnfolu T A-1 La produccion de PSC comienza al final de la 

tase logarítmica de crec•m1ento. alrededor del tercer d1a. con :..in descenso simultaneo del 

contenido de glucógeno La extens1on de Ja sintes1s de PSC es dependiente de la presencia 

de una fuente disponible de carbono En el medio de cultivo con 5 g de manitol/I, la 

producoon de pollsac.3ndo capsular fue de O 5 gn de cultivo al sexto dia de crec1m1cnto y 

con 10 g man1tol/I la producc1on al!"'".-anzó 1 5 g PSC/I en 10 d1as de crecimiento cuando la 

fuente de carbono externa fue totalmente utilizada En esta etapa. el glucogeno y poh-f\· 

hidrox1but1rato funcionan como reservas y son ut1hzadas en la producción Estas fuentes de 

reserva se acumulan al final de la fase logaritm1ca de crec1m1ento y son ut1l1zadas en la fase 

estacionana cuando las reservas de carbono del medio se van agotando Otro de los 

IJ 



productos que se acumula en la fase exponencial es el Jl-1-2-glucano Esta molécula no es 

usada como fuente de carbono. pero gradualmente se va hberando al medio de cultivo 

durante la fase estac1onana (Zevenhu1zen, 1984) 

Algunas cepas presentan mutaciones que atect.:in el tipo de e:-opolisacando producido Gha1 

et al (1981) traba1aron con la cepa J60'N de R tnfo/11. que al ser cu!t1vilda en medio sohdo 

con azul de anilina presentaron colonias at1picas n:-ules en una proporc1on de 1 380 Las 

restantes colonias presentaron el conlponarn1cnto normal con una colorac1on blanc¿J en este 

medio que corresponde a la cepa J60W Las cepas de colorac1on a.!ul fueron purificadas por 

aislamiento y se denominaron J6081 y J60B2 Estas cepas mutaron espontaneamente 

debido a las cond1aones de almacenam1ento prolongado (2 meses) en medio sohdo de agar

man1tol La tinc1ón azul de la cepa en el medio con azul de andina y et análisis postenor del 

pol1sac.:indo obtenido en la cepa J60B 1 pcrm1t10 dctcrrmnar por pnmcra vez en Rh1zobwrn la 

producoón de curdlan, similar al obtenido en Alca/lgcnes faocaf1s var myxogcnes 

Gha1 et al (1981) ,.eportan en fomia ad1c1onal la producoon de exopollsacándos capsulares 

insolubles en diferentes cepas de R mef1fot1. R tnfofti y R. ;apomcum. logrando 

concentraciones entre O 2 y O 9 g/I de medio de cultivo prec1p1tado. aunque en R. Tnfolii 

mutantes (J6081 y J6082) la producc1on de polisacando capsular fue de 1 2 g/1 de medio de 

cultivo pre<?pitado 

Los poli-Jl-hidrox1butiratos (PBH) constituye otro de los pollsacándos producidos por 

Rhizobium que han despertado el interes científico y tecnológico. Los PBH están 

involucrados en el aporte de energia en el proceso de fijación s1mb1ót1ca de nitrógeno en 

Rhizobium y Bradirhizobwm. Este pollsacándos se acumula en el bacte,.01de llegando a 
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representar el SOo/o dol peso celular y tienen un papel regulador de la actividad de la 

nitrogenasa (Wong y Evans. 1971) Desde el punto de vista 1ndustnal el interés se concentra 

en la pos1b1lldad de ut1h.:!artos en la producc1on de materiales termopla!.hcos b1odegradablcs 

La atenc1on actual a la contam1nac1on causada por plast1cos descartables de la 1ndustna 

petroquim1ca han d3do un grnn impulso a I~ 1nvcst1gac1ón en PBH en estas. b.3ctcnas 

(Anderson y Dawes. 1990) Estudios en R rne///ot1 indicaron la presencia de copolimeros 

const1tU1dos por 3-h1drox1b1.1t1rato que conten1an un 22"}'<. molar de 3-h1drox1valcrato que baJO 

diferentes cond1c1ones de crec1m1ento pueden representar hasta el 58':;,, del peso celular 

obtenido del cultivo b:.:ictenano (Ton1bohnc y Nut1. 1989) 

En algunas cepas de Rh1zob1um se ha establecido una claro rclac1on entre el pohsacando 

capsular y el exopolrsaC<-indo liberado al medio Mort y Bauer ( 1980) trabajando con dos 

cepas de Rh1zob1um j<:lpon1cum (311 b-138 y 311b-110) encontraron una estrecha s1m1htud en 

la compos1c1on de ambos exopol1sacandos El anal1s1s de los exopolisacandos revelo la 

presencia de glucosa. manosa. ácido galacturón1co. galactosa y un azucar desconocido que 

postenormente fue 1dent1f1cado como 4-0-metil-galactosa La proporciones de glucosa. 

manosa y ácido galacturonico fueron de 2 1 1. con menos de una mol de galactosa y 4-0-

met!l-galactosa En forma ad1c1onal. el poilsacando contenia dos grupos acetilos por cada 

una de estas unidades pentasacándas No se encontraron evrdenc1as de la presencia de 

ácido p1nJv1co que es comunmente reportado en otros pol1saciindos de Rh1Zob1Um En forma 

adicional se encontró la presencia de 2% de proteína en el pollsacando capsular/EPS 

Dudman (1976. 1978) estudió 10 cepas de R 1apomcum. cinco de las cuales presentaron 

composiciones s1m1lares entre los ambos tipos de polisacándos. Las cepas restantes 

presentaron compos1c1ones diferentes Por lo tanto, estos trabaJOS permiten concluir que en 



algunas cepas de R ¡apomcum el pohsacando liberado al medio de cultivo proviene del 

exopolisaréindo capsular a travcs de una perdida mccanica o por la acc1on enz1mar.ca (Mort y 

Bauer. 1980) La compos1c1on del cxopo11sacando capsular puede vanar en las diferentes 

fases del cultivo y por Jo tilnto el cxopohsacando del medio refleJa un promedio de estos 

cambios Por esta razon. normaJmcn1e se detectan pequeñas drferencias en la compos1c1ón 

de ambos pohsaC<lndos (Mort y Oaucr. 1980) 

2.3.2. P-1-2-glicanos cíclicos. 

Los P-1-2-g/icanos son moleculas Unicas que se presentan en la fam1/1a Rh1zob1aceae que 

son acumulados a nrvel celular y postenormente podr1an ser hberados de alguna forma hacia 

el medio de cultivo (Zevenhurzen. 1986) Ba¡o ciertas cond1c1ones de cultivo entre un 5 al 

20o/o del peso celular produado corresponde a f.\-gl•canos cichcos Estas moleculas están 

const1tu1das por glucosa unidas por enlaces ii· :-2-glucosidicos y el grado de pollmenzaaón 

puede ser vanable entre 17 y 40 glucosas en cepas de Rh1zob1urn rnehJot1 

La localización de los gllcanos cici1cos es en la zona penplásmica (Abe et al .. 1982; M1ller et 

al., 1966) aunque cantidades importantes de los mismos han sido aislados del medio de 

cultivo (Amemura et al.. 1983; Batley et al. 1987. York et al. 1980; Zevenhurzen y Scholten

Koerselman, 1979). No es conoado si los gllcanos cichcos son excretados al medio por 

mecanismos especificas o simplemente son lavados haaa el mismo durante la fase 

estacionana. Sin embargo. se conoce que determinadas mutaciones (locus ndvA) interfi-aren 

en la nonnal nodulación al evitar Ja excreción de glicanos ciciicos (Stanfield et al, 1988), 

apoyando la hipótesis de que el proceso de excreción es especifico y tunaonalmente 
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importante Sin embargo. no puede e>ccJuirsc la pos1bd1dad de la e>c1s1cnc1a de transporte 

activo. dado que en Rh1zab1um rne/tlot1 se aislo una prote1na involucrada en la exportación de 

p-1-2-gltcanos cStanf1eld et al 1988) Las cantidades totales de jl-1-2-ghC<lnos produados. 

así como las c:1nt1dades excretadas hacia el medio. son altamente dependientes de la 

especie bactenana utilizada y de la con1pos1c1ón del medio de Cl.df1vo La derccc1on de altos 

niveles de p~glrcanos c>ctracelulares se encuentran normalmente asociados a la fase 

estac1onana del cultivo La compos1cion del medro de cultrvo CJúrce un papel decisivo en la 

excrec1on de este exopolisacando al mrsmo y a aftas temperaturas de 1ncubac1on (Breedveld 

y M1ller. 1994) 

La regulación de la síntesis de este pof1sacando durante la fase de crec1m1en10 parece estar 

asociada a cond1c1ones de baJa osmolandad en el perrplasma (Coronado et al . 1996) Este 

mecanismos fue pnmeramente reportado en Agrobactenum tumefasc1ens y se propuso que 

puede actuar como mecanismo de adaptación h1po-osmót1ca En estudios realizados con 

diferentes cepas mutantes de Rh1zob1um y Agrobactenum que son der1c1entes en la 

producción de p-g/lcanos presentan una marcada d1smrnuc1on de crec1m1ento en medio h1po

osmótlco. 

No se conocen bien las funciones que cumplen los p-glicanos cíchcos a nivel celular, pero 

pueden intervenir en el volumen penplásm1co bactenano. la fuerza osmótica penplásmica y 

la presión ejercida sobre la membrana c1toplasmática En mutantes deficientes en la 

producción de p-glicanos se han detectado una sene de alteraciones en la propiedades 

superficiales de la célula Entre esta se pueden mencionar la pérdida de motilidad con 

reducido numero de flagelos. la mayor resistencia a bactenóragos. un aumento en Ja 

sensibilidad a antibióttcos, aumento en la producción de EPS extracelular y modificaciones 
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en la compos1c1ón proteica de las envolturas celulares (Breedveld el af. 1 995. Balley el af, 

1987). El papel que juegan estos compuestos se asemeJan a los que cumplen los 

oligosacandos denvados de membrana de Eschench1a cofl durante la adaptación h1po

osmótica (Kennedy y Rumley. 1988; M1Uer el al, 1986) Por otra parte, se ha sugendos que 

los p-1-2-glicanos pueden ser de importancia durante el proceso de infección de los pelos 

radiculares de la leguminosa huesped Mutantes de R mell/011 incapaces de formar P-1-2-

glicanos indujeron solo la presencia de pseudonódulos en alfalfa (Geremra et al. 1987) 

Durante las pnmeras etapas de estudio do los p-1-2-glicanos cichcos de Rh1Zob1urn y 

Agrobaclenum. se consideraba que estas moléculas no presentaban suslltuyentes_ Estudios 

posteriores revelaron la presencia de P-1-2-g/icanos sustituidos con residuos sn-1-

fosfoglicerol (Batley et al., 1987, M1ller et al 1987) y .:iodo metllmalónico ó O-succ1nll-ésteres 

(Mrller et al.. 1988). Una gran proporción de los gllcanos presentes en R me/1/of1 y A 

tun1efasciens (50-90%) contiene entre uno y cuatro sustltuyentes sn-1-fosfogllcerol Por cada 

glicano (Millar et al.. 1987. 1988). El proceso de sustJtución puede ser influido por la etapa 

de crecimiento del cultivo. Geigereta/. (1991) estudiaron el proceso de fomiación de los P-1-

2·glicanos en Rhizobium rneliloti 1021 a lo largo de las diferentes etapas de crecimiento. 

Este estudio indicó que en las etapas iniciales del crecimiento celular la mayoría de los P-1-

2·glicanos presentes eran neutros y posterionnente su extracción disminuía por conversión a 

sustituyentes ani6n1cos. Los resultados de este trabajo permiten concluir que la fracción 

neutra de p-1-2-glicanos es precursor de las fracciones aniónicas y que existe una 

conversión continua de estos componentes durante la fase de crecimiento exponencial, 

siendo reducida en la fase estacionaria. Este proceso de sustitución. sin embargo. parece 
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en la compos1c16n proteica de las envolturas celulares (Breedveld et al. 1995, Batley et al. 

1987). El papel que juegan estos compuestos se asemejan a los que cumplen los 

oligosacándos denvados de membrana de Eschench1a co/J durante la adaptación h1po

osmótica (Kennedy y Rumley. 1988. M1ller et al. 1986) Por otra parte, se ha sugendos que 

los p-1-2-glrcanos pueden ser de 1mportanc1a durante el proceso de 1nfecc1ón de los pelos 

radiculares de la leguminosa huesped Mutantes de R rnell/ot1 incapaces de formar fl-1-2-

glicanos indujeron solo la presencia de pseudonódulos en alfalfa (Gerem1a et al. 1987} 

Durante las pnmeras etapas de estudio de Jos p-1-2-gllcanos cichcos de Rh1zob1um y 

Agrobactenum, se consideraba que estas moléculas no presentaban sushtuyentes Estudios 

posteriores revelaron la presencia de Jl-1-2-ghcanos sustituidos con residuos sn-1-

fosfogllcerol (Batley et al , 1987, M1ller et al 1987) y életdo met1lmalón1co ó O-succ1n!l-ésteres 

(Mtller et al.. 1988) Una gran proporción de los glicanos presentes en R me/11011 y A 

turnefasciens (50-90%) contiene entre uno y cuatro sust1tuyentes sn-1-fosfoghcerol por cada 

glicano (Millar et al., 1987, 1988). El proceso de sustitución puede ser influido por la etapa 

de crecimiento del cultivo. Geiger et al. (1991) estudiaron el proceso de formación de los Jl-1-

2-glicanos en Rhizob1um tne/iloti 1021 a lo largo de Jas diferentes etapas de crec1m1ento. 

Este estudio indicó que en las etapas iniciales del crecimiento celular la mayoria de los P-1-

2-glicanos presentes eran neutros y postenormente su extraeción disminuia por conversión a 

sustituyentes ani6n1cos. Los resultados de este trabajo permiten concluir que la fracción 

neutra de p-1-2-glicanos es precursor de las fracciones aniónicas y que existe una 

conversión continua de estos componentes durante ra fase de crecimiento exponencial. 

siendo reducida en Ja fase estacionaria. Este proceso de sustitución. sin embargo, parece 
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no ser generalizado a todas las cepas de Rh1zob1urn, puesto que en R tnfol11 TA-1 los p-1-2-

gllcanos son exclusivamente neulros (Breodveld et al. 1990) 

Beedveld et al (1990) estudiaron la producc1on de 11-1-2-glicanos en R tnfolu TA-1, 

buscando incrementar la producc1on de estos compuestos La produccion fue incrementada 

notablemente ul1llzando temperatura superiores a las optimas para el crcc1m1ento de la cepa 

y en medios que promueven un alta densrdad n,rcrobrana En este trabilJO se utd1zaron 

temperaturas entre 25 y 33 C para el crec1mrento del medro de cultivo En el extremo intcnor 

de este rango. la producc1on de p-g/1canos fue de o 0·.1 g:r de medio que se lrbero durante la 

fase estacionaria de crecimiento En temperatura de 33., C se encentro una rcducoon 

sens1be en e/ tiempo de generac1on (12-13 h). las cúlulas m1crob1anas presentaron forma 

irregular y mayor tamaño que en temperaturas ba¡as La l1berac1on de ji-gire.anos se m1oó en 

Ja fase estaoonana temprana y alcanzo 3 9 gil de m~~d10. con una reducc1on sensible de Ja 

producción de EPS (O 04 g/I) y PSC (0 01 gll) Los efectos de Ja tcm~eratura sobre Ja 

producción de p-ghcanos también se han encontrado en otras cepas de Rh1zob1um 

En medios de alto crecimiento celular Zevenhuizen et al (1986) reportaron una producoón 

de 4 g/I de P-1-2-ghcanos. Trabajando con esta misma cepa de Rh1zobwm, Breedveld et al 

(1990) incrementaron los niveles de mamtol hasta 50 g/I de medio manteniendo el aporte 

nitrogenado como áado glutám1co en una relación constante (20o/., del aporte de mamtol) 

Estos cambios en el medio se manifestaron en efectos pos111vos en la producción de P-1-2-

glicanos. llegando a una producoón de 10.9 gil de medio de cultivo Cambios marcados en 

fa produCción de P-1-2-gllcanos en el medio de cultivo con modificaoones de los nutnente 

han sido reportados por Geiger et al. (1991). 
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Los fJ-1·2 ghcanos son molecufas potenc•almente útiles debido a su espacio interno 

relativamente h1drofob1co Esto permite caractensflcas de agente de 1nclus16n. comparable a 

las ociodextnnas que contienen 6-B residuos de glucosa con enlaces u-1-4 El espacio 

interno de es1os dos tipos de molecul.-:is es s1m1lar. pero la solub1ildad de los f)-1-2-ghc.anos 

es mayor (Breedveld et af, 1990) Aunque mucho ha sido publicado sobre la 1ncJus1ón de 

compueslos en c1clodc)(tnnas. poco es conocido de f\-1-2-ghcanos como transportadores 

(Ko1sum1 et al 1984) 

2.3.3. Polisacáridos aniónicos solubles de alto peso molecular 

Los exopo/1sacandos bacten.:inos pueden ser d1v1d1dos en grupos sobre la base de su 

compos1c1ón qu1m1ca las cond1cJones baJO las cuales es s1ntet1zado Los 

heteropohsacandos. y en algunos casos los homopohs.:icandos, estan compuestos por 

estructuras bas1cas repetidas y en su mayoría son aniorncos La estructura del pollsac.iindo 

esta compuesta por una cadena pnnopal a la cual se une una cadena lateral La d1vers1dad 

estructural proviene del ampho rango de componentes monosac.andos y es aUn 

incrementada por la presencia de sust1tuyentes no carboh1dratados potenciales y por el tipo 

de enlace (Kenne y Lindberg, 1983) 

Las proporciones de ghcanos de /as unidades monosacándas estructurales. que se repiten 

en la molécula, son consideradas 1nvanables Le1gh et al (1987) consideran que estas 

unidades estn.Jcturales del polisacándo Juegan un papel importante en el proceso de 

nodulación de la bactena en la leguminosa huesped especifica Sin embargo. Xantomonas 



campeslns y Rh1zob1um tnfo/11 aportan ev1denc1as que sugieren alguna tlex1b1/idad en la 

estructura, particularmente con respecto a aquellas unidades laterales de la cadena 

(Suther1and. 1982) Los sustJtuyentes no carbohrdratados. en cambio. estan frecuentemente 

presentes en cantidades no estequ1omctnc.as y pueden vanar dependiendo de las 

cond1c1oncs de crec1m1ento o de la fase del cultivo (Shcrwood et al 1984, Suthertand. 1982) 

El EPS producido por las diferentes cepas de Rh1zob1urn ha sido d1v1d1do en dos grandes 

tipos El EPS de hpo-1 es excretado por cepas de Rtuzob1urn rnel1/ot1 y por Agrobactenas 

relacionadas Estos pof1sacandos no prcscnlan ac1dos uronrcos y 11cnen en su composición 

O-glucosa, O-galactosa. acido p1ruvrco y ac1do succ1n1co en relaciones molares de 7 1 1 1 

Los pohsacándos de l 1po-ll son excretados por cepas de Rh1zob1um legum1nosarum. 

Rh1zob1um tnfol11 y Rh1.zob1um phaseoh. y estan compuestos por O-glucosa. O-galactosa, D

glucurónico y ácido p1n.Jv1co en relaciones molares de 5 1 2 2 (Zevenhwzen 1971. 1973) Por 

otra pane en Jos filtrados de cultivo se puede apreciar la presencia de í'· 1-2-g11canos de baJO 

peso molecular y 011gosacindos acidrcos. los cuales son considerados como unidades de Jos 

exopolisacándos de alto peso molecular (Amemura et al . 1983. Zevenhu1zen y van Neerven 

1983a). 

La composición química de Jos polisacandos solubles de Rh1zob1um no es homogénea. En el 

Cuadro 2 se presenta un resumen de la compos1c1ón reportada por diferentes autores. Los 

primeros traba1os que reportaron la compos1c1ón de estos polimeros 1nd1caban la presenaa 

de glucosa. galactosa. manosa y algunas veces ac1do glucurón1co (De Le1zaota y Oedonder. 

1955). Postenormente, diferentes autores (Amemura el al. 1983; Dudman. 1978. Harada el 

al .• 1979) indicaron que Jos polisac.ándos de Rh1zob1urn estan formados por unidades 

repetidas de monosacilndos que no contienen manosa. pero en algunas ocasiones estas 



unidades pueden unirse a ac1do p1n.Jv1co. acóllco o succ1nico en d1feren1es proporciones 

Humphrey et al (1974) traba1ando con Rh1:ob1um tnfolu TAi y Rh1zob1um rnehlot1 SU47 

encontraron que el pol1sac.ando extraído del medio y no punf1cado presento manosa. pero 

esta fue completamente el1m1nada luego de la punf1caaón La presencia de extracto de 

levadura en el medio de cultivo probablemente contnbuyo a la detecc1on de manosa y fue 

extra1da 1unto a los pol1sac.:'lndos solubles Sin embargo. postcnormenrc se han publicado 

reportes de 1nvest1gac1on que han dcrcctado manosa como constituyente de pollsacando 

soluble en el medio en R nl<L~l1/ot1 (Gha1 et al. 1981). en el pol1sacarido capsular de 

Rh1zob1um legum1nosarun1 y Rh1:ob1um tnfoln (Zevenhw:cn 1984) y en pollsacandos 

capsulares y solubles en el medio de cultrvo de Rh1:ob1Urn de diferentes tipos de 

leguminosas estudiadas (Courto1s et al. 1986) 

Cuadro 2 Compos1c1ón de exopol1sacandos solubles en diferentes especies de Rh1zob1um 

:CEPA Constituyentes del exopo/1sacando 

-Rh1zoiVUm}apon,cúm--r31-1 b-=--G1uc0Sa::manosa~.-;-c;-do Q<J1actUíOn1cO c2-,----, >'" 
, 138 y 31 tb-110) Galactosa y 4-0-metilgalactosa 
; Rh1zob1Urn rnoll/ofl (J7017. Glucosa-galactosa -.aic1do p1rúv1c:o (7 1 1} 
; 2020. 204. 207_ 209 y U27) 

i RhtZObfurn rne41olt 

J Rt11zoblurn sp (/\IGR 234) 

i Rh1Zob1urn legum1nosarurn 

Glucosa-galactosa-p1ruv1co-succ1n1c:o-acét1co 
(70-74. 8 2-10. 6 1-7 2. 7 9-8 2 y 2 5-2 ,,,~ 
Glucosa-ga1actosa-ác1do galacturomco (5 2 2) 

Gluc:os-.- ácido gJucuron1co-gaJacto:.a (5 2 1} 

Glucosa-galactosa-.ttc1do glucurOn1co (5 1 2l 

Rh1ZObtUrn phaseoJI r27-K3B Glucosa-ácido glucuromco -galaclo-;>a (6311 

Rhzob1Urn /6gum1nosarum. Glucos.a-gal4CfoSd-dC1do glucurón1c0-~c1do 

R tnfo/t/ y R Phaseoll p1rú...,1co tS 1 2 2) 

Sust1tuyente Referencia 

aC:f"flC:O, 
y succ:rn1co 

y succ1n1co 
p11uY1C:o 
ac:et1co 

Mott-y e • ....e; -- · 
(1Si00l ..... ,.., .. ,., 
(1979) . .Ja~•t 
., (1977) 
Cour1oos ~r al 

p1ruv1co Sr~ ~r .411 
(199.3) 

áCldO p1íUYICO y z~r.u.:en 

0-ace!lto {19TJ) 

acet1lo 

.á1;1(JO PlflJ\flCU 

Kfl'f'>""' y LITTdbl!org 
P963J 
Zrvenn~en 
(1971. 1976) 



El exopolisacando producido por R melllot1 es diferente af sintetizado por otros Rh1zob1Um 

por la ausencia de aado gfucuronico en sus estructuras bás1COJs monosacandas (mayor 

porcenta1e de azUc.:Jres neutros) y la presencia de ac1do succin1co lo cual Jos caracteriza 

como succmoghcanos Los sust1tuyentes que se encuentran en este pohsacando son ac1do 

acético. p1ruv1co y succin1co Estas diferencias han conducrdo a proponer a R met1fot1 y 

Agrobactonum sp como un grupo diferente a los otros Rh1:ob1um as• como caracterizar a R 

rnefl/ot1 como un genero drtorcnte (Harada et al 1979 Courto1s et al. 1986) Los 

po/1sacandos de R rne/J/or1 de las cepas J7017. 2020. 204 207 y 209 presen1aron una 

relación molar de glucosa. galactosa y ac1do p1ruvrco (7 1 1) Esta re/ac1on es 1dont1ca a la 

encontrada en Alca/Jgcncs faccal1s var my.-.:.ogones 1 OC3. diferentes cepas de Agrobactcnum 

evaluadas por Hlsamatsu et al (1978. 1980) y R mt....,.fllot1 U27 (-lansson et at. 1977) 

Diferentes cepas de R rne/Jlot1 estudiadas por Courtors et al (1986) contenian 70-74% de 

glucosa. 8 2-10o/o de galactosa, 6 1-7 2 ac1do prruv1co. 7 9-8 2 de ac1do succ1mco y 2 5-2 7 

de ácido acético Las estructuras de R mo/f/ot1 presentan regrones del pohsacando s1m1lares 

en composic16n a Rh1zob1um sp NGR234 que nodula a Leucaena Jeucocephala Sin 

embargo, este último secreta un pollsacándo con una unidad estructural de 9 monosacándos 

que esta constituida por 5 glucosas, 2 galactosas y 2 ácidos galacturorncos unidos por 

enlaces de tipo a. y p, presentando ademas una molécula de ácido p1rUv1co y una de acético 

como sustituyentes (D1ord1ev1c. 1986) Gray et al (1991) manipularon genet1camente Ja cepa 

NGR234 introduciendo genes de R. mehloti conduciendo a una cepa mutante con 

producción de succmoglucanes caracteristicos de R melt/ot1. Con estos cambios 

introducidos a Ja cepa NGR234 se mantuvieron las características de rorrnaoón de nodulos 

en Leucaena leucocephala pero se perdió la capaodad de fijación de nitrógeno en la misma. 
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Courtois et al ( 1986) encontraron que la compos1c1on de diferentes cepas de Rh1zob1um 

legurrunosarurn. R phasoo/1 y R tnfo/11 presentaron características s1mdares, presentando 

entre 52-64 6% de glucosa. 8 9-14 4% de galactosa. 14-23'Yo de ac1do glucurón1co. O 7-2 2 

de ácido pm . .Jv1co y ac1do acellco 8reedvcld et al ( 1993) consideran que la estructura bas1ca 

de Rt11zob1un1 legum1nosarum es un octasac.,.;·Jr1do compuesta por glucosa. ácido glucuróntco 

y galactosa en proporciones rno/.::ircs de 5 2 1 un.das por enlaces jl y presentando dos 

sust1tuyentes piruvaro Zevcnhu•zcn ( 1973) reporta ra compos1c1on qu1m1ca del pohsacando 

extracelular liberado ;<Jf medro de cultivo por f~t11:ob1urn tnfo/11. con una estructura básica 

octasacanda con glucos.:l qalactos.:i y ac1do glucurornco en proporciones molares de 5 1 2. 

presentando dos sustituycntes p1ruvato y tres O-acetilo Por otra parte. Zcvcnhu1zen (1973) y 

Somn1c {1974) plantean un<.J estrecha s1n11/ltud de compos1c1on entre F? tnfo/11 y R phaseo/1, 

en incluso la pos1b1J1dad de que sean 1dcnt1cas Estudios estructurales realizados por 

Somme (1974) y pos!enormcntc Jansson y Lindberg (1993) plantean una estructura 

heptasacanda cons1Jtu1da por glucosa galactosa y ac1do glucuronrco en proporciones 

molares 5 1 1, con dos p1n.Jv1cos y 4 O-acetilos como sus11:uyentes Sin embargo. estos 

autores consideran que las unidades estructurales que se reprten deben lener por lo menos 

14 azúcares Para Rh1:ob1umphaseoll cepa 127-K38 Kcnne y L1ndbcrg (1983) reportan una 

estructura básica de 10 monosacandos, las cuales cs!an const1tu1das por 6 glucosas, 3 acido 

glucurónico y una galactosa unidas a un sust1tuyente ncetdo L<Js uniones entre pol1sacandos 

son de tipo f)-1-4 y f\-1-6. restnng1endose los enlaces de tipo o: a fa union con galactosa y las 

uniones de las unidades estructurales entre si 

Zevenhuizen (1986) probo diferentes cepas de Rh1zob1um Jegummosarum y Rh1zob1um tnfolii 

para determinar la producoón del pollsacando extracelular en cond•aones de cultivo con 

ácido glutám1co (0.1%), manito! (1%) y sales. en malraces a 25 C La mayoria de las cepas 



produjeron pnnc1palmente el pohsacindo extracelular y solo pequeflas cantidades de 

pohsacándo capsular. encontrando que la cepa de R tnfol11 TA·1 revertía estas proporciones 

con alta producc1on de pohsacando capsular y pequeñas cantidades de polLsacando 

extracelular ba10 las cond1c1ones de cultivo 1mpucst<:1s 

El pol1sacando cxtracelulnr es producido por la bacteria es excretado hacia el medio de 

cultivo y conduce a que este se vuelva altan1cnto viscoso La<> cond1c1ones de cultivo del 

microorganismo puede conducir a cambios en l.<l producc1on y compos1c1on del poilsacando 

extracelular La producc1on del pollsncando extracclul<lr se 1nic1a en la fase de crec1nlte11to 

del cultivo y se prolonga en la fase estac1onana en cond1c1oncs lun1tantcs de n1trogC!no y es 

favoreado por el aporte de c.arboh1d1atos hacia el final de la fase de logaritm1ca. sin cn1bargo 

esta estrategia puede favorecer aun mas la producc1on de e:..opolls.:icando capsular Ba¡o 

condioones de alta aereac1on puede favorecerse la pro-jucc1on de pohsacando extracelutar 

con ba1as producciones de pol1sacando capsular En c.¿imb10 cond1c1oncs de alto contenido 

de nitrógeno hacia el final de la fase 1ogantmica puede favorecer la producc1on de ¡\-1-2-

glicanos. Por lo tanto dependiendo del modo de manc¡o del medio de cultivo puede dmg1rse 

la síntesis hacia uno u otro producto de acuerdo al 1n~eres particular Zevenhu1zen (1986) 

considera que las mayores producciones de polisacando extracc1ular pueden lograrse baio 

condiaones de cultivo con saturac1on de aire. la producc1on de polisacando capsular con 

lim1taoón de nitrogeno y un aporte moderado de oxigeno y los f\- 1-2·ghcanos en un medio 

con 4 veces el aporte normal de nitrógeno lo cual por el alto crcc1m1ento crearia hm1tac1ones 

en el aporte de oxigeno En base a esta información concluye que el oxigeno presenta un 

efecto principal sobre la naturaleza del producto pnnc1pal 



El control del pH puede ser importante en ta producción del exopollsacando BaJO 

cond1c1ones de cultivo en sales·mam101-ac1do glutam1co el pH se mantiente entre 6 y 8 

Normalmente cuando se presenta la fase exponencial de crec1m1ento el pH tiende a decrecer 

de cond1c1ones neutras hasta pH 6 pero en fases postenores tiende a incrementarse hasta 

niveles de pH entre 7 y 8 En algunas cepas 1a fase de descenso puede conducir a pH 

menor a 6 y en estos casos normalmente no hay un incremento postenor y la producc1on de 

exopollsacando se detiene (Courto1s et di. 1979) 

La fuente de carbono normalmente usada es man1tol. pero otras formas carbonada pueden 

ser utilizadas como glicerol. glucosa manosa y sacarosa con igual ef1c1enc1a en el 

crec1m1ento y en algunos casos con mayores rend1m1ento del producto deseado 

(Zevenhu1zen. 1 984) 

Zhan et al (1991) reportaron que Rh1zob1um me//lot1 SU47 produce un exopo11sacándo 

alternativo (EPSb) ba10 cond1c1ones \1m1tantes de fosfato en el med10 de cultivo. mientras que 

en medio~ llm1tantes de nitrógeno o azufre no existieron cambios en el EPS normal de esta 

cepa Zevenhu1zen (1984) reporta que la producción y excrec1on del EPS al medio se 1n1c1a 

durante la fase exponencial de crecimiento y continua durante la fase estac1onana En 

cultivos de diferentes cepas con 5 y 1 O g manitol/1 de medio la producc1on de EPS fue de 

O 6-0. 7 g/I de cultivo en 3 días de crec1m1ento 

La producción de EPS se ha determinado ba10 diferentes medios y cond1c1ones de cultivo 

En el Cuadro 3 se presentan los niveles de producc1on obtenidos para diferentes especies y 

cepas de Rh1zob1um 



Cuadro 3 Producción de exopollsacilridos solubles en agua 
de alto peso molecular por diferentes especies y cepas 

de Rh1zob1um 

Cepa 

R rnelllolt 

IFO 133.38 
.J7017 
201 
202 
204 
206 
207 
209 

R tnfoJ,1 

tF01J.3.37 
.:.scvv 
J'.5081 
J6082 
TA1 
TA1 

Carboh1dratos 1 
solubles en agua 

(n/I) 

Referencia 

B 40 
~:'O 

2 EO 
3 30 
3 50 
4 50 
3 40 
o 90 

1 50 
s ~e 

o 
o 20 
, 90 
3 10 

6 DO 

1 
Gha• el al { 1981 ) 
Gha1 et al {198,J 
Gha1etat (19i'l,) 

Gha1 et al (~981) 
Gh.:11 et di ! 1981 l 
Gha1 al al ( 19611 
Ghd• et al ( 1981) 
Gha1elo1I {1981) 

1 Ghc.1 et al \ ~ 98 ~ ¡ 
Gh'31 e~ al ( i 98 ~) 

1 

Gl"'a1 et al p981 ¡ 
Gha• et al t,9811 
Zevenhu1zen 11904¡ 

i z~-.... P.nhu1zeri / 196-4' 

1 
1 Gti<:11 ~t .ti (1'J8,¡ 

2.4. BIOSINTESIS DEL EXOPOLISACÁRIDO. 

La mayoria de las gomas comerciales de ongen m1crob1ano son formadas en procesos 

intracelulares m1crob1anos y en diferente fases de crec1m1ento bajo una variada gama de 

cond1c1ones dependiendo del m1croorgamsmo en estudio La b1osintes1s involucra dos 

aspectos pnnc1pales de interés que son el s1t10 de sintes1s del pohsacando y la naturaleza 

del precursor (Sutherland. 1982, 1985) En algunos géneros bactenanos como Acetobacter 

xylinum la síntesis de celulosa ocurre en la membrana c1toplasmat1ca y utrhza como 



precursores azucares nucleOhdos. y no están involucrados 1tp1dos 1ntormed1anos conio en la 

mayoria de las bactenas que producen otro tipo do exopohsacándo (Wh1tf1eld, 1988) 

El 1nic10 de la b1os1ntes1s del exopohsacándo involucra una sene de procesos que a traves de 

los cuales el sustrato entra a L:i ce1u1.u microbiana. es postcnorTI'lonte mod1f1cado por 

reacciones enz1n1at1c.:ls y finalmente es excretado en forma pol1menca desde la superficie 

m1crob1ana Et sustrato puede entrar a la cetula a traves de d1fus1on facilitada. transporte 

activo o translocac1on de grupo Los dos ultimas son procesos que requieren de un aporte de 

energia En et transporte activo el sustrato entra a ta cetula en forma 1nalter<:ida. en cambio 

s1 el mecanismo involucra translocac1on de grupo el sustrato es fosfonl.ado utilizando 

rosfoenolp1ruvato (PEP) que es transformado en p1ruvato En este ullimo caso no existen 

evidencias que 1nd1qucn que el uso de PEP para la trans1ocac1on de grupo pueda nilcrtenr o 

afectar otros procesos metabollcos de 1rnportanc1a para la bactena St existiera algun grado 

de interferencia podria ser detectado por ba1as proporciones de ac1do p1ruv1co en el 

polisacando sintetizado En algunos casos. mas de un mecanismo puede estar 1n11otucrado 

en la entrada del sus1rato a la célula bactenana (E Co11) La entrada del sustrato aparece 

como la pnmera lim1tante potencial en la producoón del exopclrsacando microbiano 

(Suther1and, 1977) 

Postenorrnente a la entrada del sustrato a la célula m1crob1ana y a su fosfonlac1on por el 

mecanismo de translocac1ón de grupos o por una hexok.1nasa utilizando A TP. el sustrato 

puede ser utilizado para procesos anabólicos o catabóhcos celulares La entrada del sustrato 

hacia procesos catabólicos celulares hacen que esta parte de la energia no sea ulillzada en 

los procesos de sintesis de polisacilndos extracelulares. aunque una parte de los productos 



1ntermed1anos del ciclo de los a~dos tncarbOxillcos (ácido p1n.Jvico y ácido acético) pueden 

ser 1ncorporados en las últimas etapas de ta sintes1s del pollsac.ando aportando los 

sust1tuyentes que lo 1ntcgro.n En el caso en que el sustrato sea usado para procesos 

anabollcos y la espec10 es una bactena Gram negativa productora de exopoltsacandos. 

llpopollsacandos y glucogeno. diferentes proporc1ones del mismo pueden ser destinados a 

estas v1dS de s1n!es1s Durante 1<'.ls etapas de crec1n11ento bactcnano la sin1es1s de glucogeno 

por la celula baclonand es hm1tada. pero su producc1on se d1ferenc1a claramente de la 

s1ntes1s de pol1meros de pared y extracclulares puesto Que no involucra a llp1dos 

1sopreno1dcs El control de la sin1es1s de glucogcno es eiercida a travcs de la regulac1on 

alostenc...""'i de la síntesis de ADP~glucosa Aquellas cepas m1.itantes que carecen de la enzima 

ADP-glucosa~pirofosforil.:isa pueden ser interesantes cuando s~~ desc.::i que el sustrato no 

sea desviado a este producto de s1n!es1s y sea ut1llzado en l::i s1ntcs1s de los productos de 

interés El valor de estas mutaciones deben ser consideradas en aquellos org.:in1smos en 

que los carboh1dratos de reserva son poly·[\-h1drox1but1rato y trehalos3 (Suther1and. "1977) 

El s1gu1ente precursor sobre el cual puede eJercerse el control es UDP-glucosa y la enzima 

UDP-glucosa-p1rofosfonlasa que estan involucrados en la s1ntes1s de polímeros de la pared 

bactenana y pollsacandos extrace\ulares Por otra parte. en la Figura 1 se presentan 

diferentes tipos de 1nterconvers1ones que ocurren normalmente para los azúcares 

nucleóticos más comunmente utilizados en la sintesis de exopohsacándos En 

m1croorganismos que producen pollsacándos que contienen ramnosa. la enzima TOP

pirofosfonlasa esta presente Junto a la UDP-glucosa-pirofosfonlasa y muestran 1nh1b1c1on 

cruzada ante la presencia de los precursores sobre los que actúan Una forma s1m1lar de 

control se presenta en organismos que producen UOP-fucosa y UDP manosa Esto fue 

estudiado en bactenas que contienen: 1) D-manosa en sus pohsacáridos. 2) contienen L-

;!•J 



fucosa y 3) contienen ambos polisac.andos (L-fucosa y O-manos.a) En el pnmer caso el 

control de la síntesis de GDP-manosa es rea!1~ado por GOP-manosa-p1rofosfon/asa En 

aquellas bactenas en que GDP-manosa es el urnco prccur5or de la s1ntes1s de fucosa. GDP

fucosa control.:J la GOP-manosa-pirofosfonlasa y r.a GDP·manos.:J-hidrolasa a traves de 

1nh1b1c1ón retroal1nientada Cuanuo el polisacarido presenta nianosa y fucosa en su 

compos1c1on cada azuC.."lr-nucJeot1do controla su propia s1ntcs1s 

En el proceso de sinles1s de pol1sacandos se requiere de transportadores l1pidrcos que se 

encuentran en la parte externa de la membrana celular y son formadas dentro de la misma 

Los lip1dos 1soprcno1des 1nterv1enen en la formac1on de bpopoilsacandos. pepl1dogl1canos y 

exopol1sacandos El lip1do funcional es bactoprenof en fomia de monofosfato llpid1co Uno de 

los factores críticos que afec1an la s1ntcs1s de exopol1s.:ic.:.Jndos es la d1spon1b1J1dad de 

lipidos 1sopreno1des fosfato Algunas mutac1one~ que afectan la s1n1es1s de este úllrmo y por 

lo tanto afectan la producc1on de los exopol1sacandos Por otra parte. algunas mutantes 

defectivas en la sintes1s de pept1dog/1can requieren menos lrprdos 1sopreno1des que el tipo 

silvestre y por lo tanto la /1berac,on del exopoltsacandos se incrementa Una mutante de este 

tipo ha sido detectada en E. co/1 (Sutherfand. 1990) 
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GALACTOSA------ GAlACT~ 

GLUCOSA --- GLUCOSA 6-P - GLUC 1-P - UOP-GLUCOSA 

I 
FRUCTOSA 6-P 

l / )t•1lt1.ln>J.:~""sa 
UDP-ACIOO GLUCURONICO 

GOP-FUCOSA 

1 
MANOSA----:> MANOSA6-P - MANOSA 1-P - GDP-MANOSA 

FIGURA 1. Sistemas catab6hcos que conducen a la síntesis de azucares nucleotidos y 
sus interconversiones (Suther1and, 1990) 
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La rormac1ón del exopoflsacilndo se 1mcra con la conslrucoón de las unidades estructurales 

caracterishcas del pohmero que se repiten a Jo largo de la molecufa Esto es dependiente de 

la transrerenc1a de los nlonosac..3ndos apropiados desde las unidades de a¿Ucar 

pertenec1enres a los nucleoridos al transportador /ip1d1co-1sopreno1de alcohol fosfato La 

secuencia de reacciones han sido bien carLJctenzadas en E:nterobacter aeroqenes Esta 

sene de reacciones son dcscn1as a con11nuac1on 

UDP-Gal 

Gal-P-P-lip1do 

Man-Gal·P-P-Lip 

GlcA-M<Jn·G.tl·P-~'-l•p 

(Sutherland. 1977) 

P-l1p1d'O 

GOP-M,:1n 

UDP-Glc..A 

UOP-Gal 

----~ 
.~-------

Gal-P-P-1ip1do • UMP 

Man-Ga/-P-P-Lip1do • GOP 

GlcA-Man-Gal-P-P-llp • UDP 

Gal-MJn-Gal-P-P-/lp • UDP 

GlcA 

La entrada de los sustiruyenres como acetilo. p1ruvato provienen de aceril-CoA y 

rosroenofp1ruvato y en el caso de xantana forrnan parte de esla síntesis secuencial de la 

unidades estructurales Las unidades estructurales del pol1sac.ando reqweren de /a postenor 

elongación y el paSaJe ael matenal polrmen.:o:.:::Jdo al extenor de la membrana otoplamat1ca 

Finalmente el Polímero es excretado al medio externo a través de enzimas que liberan el 

polimero en su un1on llp1d1ca Los o/1gosacarrdos unrdos al llp1do transportador es separado 

por la reacción enz1mat1ca que d1v1de a /os fosfa!os de los monosacandos (Suther1and. 

1990) 

La longitud de la cadena del poltmero puede tamb1cn depender de la velocidad de 

crecimiento celular, de una manera analoga a las cadenas de lipopol1sac.ándos A mayor 

velocidad de crec1m1ento hay un mayor recambio de los lip1dos transportadores y l1berac1on 



de polímeros de menor peso molecular Esto puede ser unportanfe para Ja producc.1ón 

comercial de gomas y puede ser venta¡oso el uso de cepas mutantes con defectos de 

superf1c1e La producc1on de EPS m1crob1anos involucra un gran numero de enzimas. 

algunas de las cuales esran 1nvofl1crad.:1s en /'3 forn1ac1on de otros poJ1sacandos en forma 

ad1c1onal a los exopo/isacandos ¡Sutherland, 7990) 

2.5. CARACTERISTICAS REOLOGICAS DE LOS POLISACARIDOS. 

En procesos fermentativos m1crob1anos en batch la naturale~a viscosa de algunos caldos 

tienen un efecto importante en el caracter reo/og1co del fluido dt'!b•do al aurnento de la 

concentrac1on celular dentro del b1oreacror. c:ambros en la rnorfologia mrcrobrana o aumento 

de la producc1on de metabo/1tos extracelufares En algunos proc~sos productivos tales 

cambios son deseables como es el caso de la producc1on de los exopo/1sacarrdos 

mrcrob1anos En el s1gu1ente esquema se detallan tipos de fermentac1on donde el producto 

es el causante directo de los cambios en la reolog•a del caldo de cultivo 

2 

3 

Cuadro 4 Categorías de fermentaciones viscosas No-Newrornanas 

Categorfa Tipo de Producto Forma Microbiana 

81omasa Filamentosa 

EPS Filamentosa 

EPS Unicelular 

JJ 

Ejemplo 

Pec1/omyces vanot1 

Scytahd1um ac1doph1/um 

Sc/erot1na scleroflorum 

Scteroflna glucamcum 

Pseudomonas mendocina 

Azofobacter vmelandil 

(McNe1I et al. 1993) 



La ferrnentac1on para la producc1on de pohs.acaridos m1crob1anos presenta como 

característica mas 1n1port.:into el cambio sus1anc1al en el comportamiento reolog1co del c¿]Jdo 

durante el cultivo. que se deben considerar parametros crittcos con10 la transferencia de 

masa y calor. caract~nstic.as de me.:clado y requenmrenlo de potencia de ag1t<1c1on. los 

cuales pueden volverse cri11cos al 1nten1ar escalar el s1sterna El fluido al 1nic10 de la 

fermentac1on ton el C..""150 de la producc1on de xanlana es pract1c.3rnen1e newton1ano 

entonces la viscosidad es Hldt-~pend1enh:~ de la rap1deL de deforrnac1on, al avan¿ar la 

fennentac1on se vuelve rnas viscoso pero con comportamiento no-newton1ano Por lo 

general. en las e!apas finales de producc1on de xantana s~ presenta un comportarn1ento 

reolog1co de tipo seudoplast1co o reoflu1d1.zant. ya que la 1,11scos1dad d1sm1nuye con el 

incremento en la rapidez de delormac1on 

Los modelos reolog1cos mas comunmente utilizados para descnb1r medias de de 

fennentac1on contemendo EPS bactenanos son la Ley de Potencia. Plast1co de Bingham y 

Casson 

El modelo de Ley de Potencia o de Qst....,ald de Waele es el que mas se aJUSta al EPS 

refendo en este estudio 

't= K fy)" 

't = esfuerzo de corte (Pa s) 

K= indice de cons1stenc1a (Pa s ") 

y= rapidez de deformación (seg·') 

n= indice de flujo o seudoplast1c1dad (ad1mens1onal) 



El modelo de la Potencia ha sido el más aplicado ampliamente para descnb1r caldos de 

suspensiones filamentosas de hongos forn1a dispersa caldos conteniendo 

exopohsac.:indos, 1ncluyendo soluciones de goma xantana. pululana weUana y rtiamsana 

Para ambos tipos de productos. en cultivos en batch, n l1p1camenle disminuye a valores 

mirnmos indicando un alto grado de seudoplasl1c1dad Los valores de ""- llegan a un max1mo. 

el cual usualmente ocurre en co1nc1denc1a con los rn1n1mos .,;alares d.-~ n (McNell et al. 1993, 

Char1es. 1978, Gal1ndo, 1985) 
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3. OBJETIVOS. 

El ob1eti"o general del presente' traba10 fue g¿nerar cono~m1entos y tecnologia en el area de 

producción y caractenzac1on de eJo.opohsacandos de ong-=n m1crob1ano proveniente de una 

cepa nativa de Rh1zob1um phaseolt 

Los ob¡et1vos particulares que se plantearon son los s1gu1c:ntes 

1) estudiar tos efectos de nutnentes. sustancias qut alteran el metabolismo microbiano y 

mod1f1cac1onBs ambientales. sobre ta producc1on de b1opolimeros en la cepa en estudio 

2) Estudiar y evaluar diferentes tecnicas para caracterizar quim1camente el e:Kopollsacando 

3. Evaluar las caractenst1cas reológ1cas del pollsacándo extra1do y del medio de 

ferrnentac1on 
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4. MATERIALES Y METOOOS. 

4.1. MICROORGANISMO 

Se uh/izó una c~~pa de RtuLobnun phaseo/f nal1v<l obtenida d~ raices de tn1ol (Phaseolus 

vulgans). la cual rue aislada do nodulos de buen !amarlo e intensamenle coloreados quo 

1nd1can su buena f1¡ac1on de n11rogeno Se real1¿aron pases succ:s1vos en un medio de cultivo 

sohdo para el crecrnuento y serecoon del m1croorgarnsmo FI n1ed10 solido utilizado se 

compuso de cloruro fernco O 15 g!I. cloruro de soaro O 4$ q·I f~-'ltracto de levadura 1 5 gil 

sulfato de magnesio 1 01 g:I. fosfato d1b.:ts1co d~ pO!dS10 1 1ti g:I rnanitol 10 g 1 y agar 

baclenológ10 15 gll. que fueron estandan¿ados a pH:::7 Lds c..~1as de cutlfvo se mantuvieron 

a 30°C en eslufa m1crob1olog1ca durante 5 d1as Se u!1/r.~arcn t1nc1ones dt· a.:ur de an,l1na y 

rOJO congo para evaluar la homogeneidad do las Ct-2-pas cu/t1v.:idas o detectar C..-"lmbios en el 

comportamiento del microorganismo durante el p~r1odo de se1ecc1on Las colonias de mayor 

tamaño y de alta producc1on muco1de fueron aisladas y cultivadas nuevamente en forma 

rut1nana. evaluándose la cantidad de exopol1sacando producido en un medio líquido 

prevramente utilizado para Rh1zob1um phaseo/1 (Rog1nens1. 1992) En esta forma se 

seleccionó una cepa de R phaseo/J (FES-C 1) por sus caracteristicas de producción de 

exopollsacándo ba10 las cond1c1ones impuestas y fue ut1l1zada para el desarrollo de la fase 

experimental del trabajo 
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4.2. OPTIMIZACIÓN DEL MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO EN MATRAZ 

El estudio de los efectos de los drferenles nutrientes sobre la producc1on de exopollsacando 

fue realizada utll1Lando un diseño e:o;pennlental en bloques incompletos con arreglo faetona! 

de tratamientos de acuerdo a la forma rc•comc-ndada por 80• y Oehnken ( 19CO) El entena 

de bloqueo fueron 1.-:is diferentes etapJs de culttvo ( 13 matraces por e lapa) para cubnr un 

total de 104 cint:.-licas de crecimiento Cada bloqut.-:!' contaba con 12 matraces 

correspondientes a los tratarn1entos y un control En el Cuadro S se presentan los niveles de 

cada una de las vanables estud1adus en cultivo y las concentrac1ones de c.3da nivel para 

cada nutnente Los medros di:"? cultivo para cada 1ra!am1ento contenían en forma constante 

1.16 g/I de fosfato d1bas1co de potasio. O 15 q, 1 df..;o cloruro de sodio y d sulfato de sodio 

necesano para balancear el aporte de a:ufre en todos los tra':am1cntos CI pH 1n1cial de los 

medios fue de 7. la temperatura de 1ncubac1on de 30" C y la. ag1tac1on se regulo a 200 rprn 

Los resultados obtenidos a partir del total de cinet1cns de producc1on realizadas se 

sometieron a un anahs1s de regresión para aiustar un modelo e:llplicat1vo de la respuesta en 

produCCJón de exopohsacándo Los niveles opt1mos de cada nutnente se obtuvo por medio 

de superfiaes de respuesta 

Los medios de cultivo para fennentac1ón se colocaron en matraces de 1000 mi con 300 mi 

de medio y cada matraz fue inoculado con 5 mi de un cultivo de Rh1zob1urn phaseol1 con 

una densidad óptica (00) de 1 medida a 600 nm de absort-;:¡ncaa Los conteos de celulas 

viables a DO de 1 equivalen a 1 x 1011 UFC/ml La cuant1ficac1ón de la producc1on de 

exopolisacáridos se realizó en muestras obtenidas durante 10 dias de fermentac1on. Las 
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muestras obtenidas se centnfugaron (10 mi) a 17000 g por 30 minutos y en las mas 

viscosas se rep1t10 el proceso serlalado hasta lograr un sobrenadante transparente Luego 

de separar el paquete celular del sobrenadante. a este ultimo S•:! le ad1cmnaron de 30 a 60 

mi de 1sopropanol y se agitaron con barras magnetic.as por 10 nJJnuros para c...-ida muestra. la 

producc1on del exopohsac:.ando se cvaluo en el precipitado obtenido por peso seco constante 

a ao0 e 

Cuadro 5 Niveles utilizados para cada uno de los componenles 
del medio de cuU1vo 

Manito! (g/I) 

Extracto de levadura (gll) 

Carbonato de c.;:¡lc10 (gil) 

Sulfato de magnesio (g/I) 

Sulfato de alum•n10 (µM/I) 

Cloruro femco (µMil) 

Sulfato manganeso (µMI/) 

Btohna (µg/I) 

Pen1c1hna (mg/I) 

10 20 30 

o 37 o 75 1 5 

o 1 5 3 o 
o 33 o 67 1 01 

o so 100 

o so 100 

o 200 400 

o 10 20 

o 1 5 3 o 

Luego de opt1m1zar las concentrac1ones de cada uno de los componentes del medio de 

cultivo se evaluó el efecto de la variación de la fuentes de carbono en Ja producción de 

exopolisac.ando, utilizando sacarosa y glucosa como carboh1dratos altemat1vos Para definir 

las condiciones de fermentación se realizaron estudios para evaluar el efecto de la vanac1ón 

del pH inicial (6.7.B) y de la temperatura de incubación (300 C y 34º C) sobre la 

concentración de e.xopolisacándo en el medio de culllvo 
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La cuanllf1cac1ón del crec1m1enlo celular se reahzo en forma penód1ca duranle 10 dias de 

incubación en la etapa de a1usle hnal de las cond1c1ones de fermenlaceon en matraces y en 

el trabajo reall~.:ido por 100 h en fermf!'ntador La DO se determino por medio de un 

espectrofórnetro (Especlrornc :'O BaushS.Lornb) a 660 nm de absorbanc1a La cantidad de 

sares de carbonatos y de e'l(opolis<icando en el medio de cultivo. 1ntertenan en las lecturas 

por lo que se 3pl1co la tt.:.-crnca descnp!a por Suresh el al ( 1981 i Ut1l1?ando 1 O mi de cultivo 

fueron centnfugados a 10000 rprn. las celulas y el CaC0 1 fueron prec1p1tados El CaCO:l fue 

removido con HCI al 1M y el precrprtado fue layado con agua Las med1c1ones se realizaron 

de los paquetes celulares d1Jwdos con aqua 5 veces 

4.3. ESTUDIO DE LA PRODUCCIÓN DE EXOPOLISACARIDO EN FERMENTADOR 
(SISTEMA BATCH) 

En esta etapa del traba10 expenmental se ut1lrzo un fermentador de 14 1 (New Brunswtck 

Scientific Magnaferm) para la propagac1on bactenana y la producaón de exopohsacando. 

utilizando el medio optimizado obtenido en la etapa expenmental previa Se trabajo con 8 1 

de medio de cultivo que fue estenhzadc. y postenorTTiente se a1usto el pH a B. el cual se 

mantuvo durante todo el proceso por ajuste automat1co con una soluoon de KOH 1 N. En 

forma separada. se preparo el inoculo utilizando 5 mi de una suspensión bactenana 

provenientes de medio sólido de 5 d1as de crec1m1ento. que se colocaron en matraces de 

Er1enmeyer de 1000 mi conteniendo 300 mi de medio opt1m1zado. El 1n6culo fue incubado en 

agitador orbital a 30 o e y 200 rpm durante 3 d1as. previo a su transferencia al fermentador 

El medio de cult.Jvo fue inoculado con 256 mi de bromasa de Rhrzob1um phaseoll FES-C 1. El 
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volUmen del inóculo equivale al utilizado en la fase expenmental para la opt1m1zac1ón del 

medio de cultivo en matra~ En forma ad1c1onal. se adiciono sll1con CFG10 Dow Com1ng) 

para evitar la formac1on de espuma durante el penado de fermentac1on La producción de 

exopohsacando en el fernicntador Sú reall.;oo:o utd1~ando un valor de aereac1on de 1 VVM, 

ag1tac1on de 400 rpm. pti-1:3. temperatura de 30 u e y un penOdo de 100 horas 

Durante la etapa e;icpenmental de fermentador se m1d1eron las s1gu1entes vanables 

a} Cuant1f1cac1ón d~I croc1n11ento celular La medrc1on del crec1rmento bacteriano se rea/Izo 

Por lecturas penod1cas de la DO a 660 nm de absorbanc1a durante el transcurso de la 

fermen1ac1on Las muestras se trataron en forma similar a lo descrito anrenorn1ente y se 

obtuvieron las relaciones de esta medida con el peso seco bactenano y la prote1na celular 

por medio de la tecnica de Bradford (Robyt y Wh1te. 1990) 

b} Cuan/1flcac1ón de la proctucc1ón de exopol1sacándo Se centnfugaron 10 mi de muestra 

obtenidas en forma penod1ca durante el transcurso de la fermentac1on Las cond1c1ones de 

centnfugac1on fueron 17000 g por 30 minutos a 4ºC En el sobrenadante obtenido se 

agregaron de 30 a 60 mi de 1sopropanol y se agrtaron durante 10 minutos El prec1p1tado 

obtenido fue filtrado en papel Whatman N"1 previamente secado hasta peso constante y 

fueron colocados en estufa de aire forzado 80 ª C El peso seco de exopol1sacando 

produado fue obtenido por d1ferene1a 

e} Cuant1ficac1ón de sacarosa La técrnca utilizada es la de r~-fructotüranos1dasa-DNS La 

enzima fue activada en un buffer de citrato 0.32 M a pH=4.6. Se colocaron O 9 mi de muestra 



(sobrenadante) + O 1 mi de la solución enz1mat1ca. se mezclaron y se de1aron reposar por 3 

minutos Se ad1c1ono 1 mi de ac1do 3.5-d1n1rrosaflcil1co (DNS. Sigma) Los tubos se 

calentaron en un burlo de agua a ebu//1cion por 5 minutos e 1nmed1atamente después 

enfnaron en bario de hielo So le .ad1c1onaron 10 mi de agua a cada tubo. se mezclaron y se 

reah.;;:aron las lecturas de /as mu~stras a 540 nm contra un blanco de agua destilada Por las 

cantidades 1nrc1al~!S de sacarosa uh/1.;_-adas y ~/ rango de detecc1on del metodo se uf1/1zaron 

las diluciones necesanas (Tinaco y Lopcz-MungLna 1993) 

d} Med1c1on d(_• la v1scos1dJd y curvc1s dt-.' Nu¡o del rned10 de cult1vo La obtenc1on de /as 

curvas de f/u10 se rea/1.~o directarnenfe c-n n1uestras del medio de cultivo obtenidas en el 

transcurso de la fermentacion Se ut1l1zo un Rcornetro Physrc.a MC 100 con geometria de 

cono y plato MK2·1. con 75 mnl de d1arnetro un annulo de 1° y la truncac1on de 50 µm 

(todas las determinaciones se rea/l,;.:aron u 30" C) Se ut1f1zo un program.a en el que la 

velocidad de deformac1on se aumento progresivamente de 1-1000 s 'en 120 segundos. 

tomando 1 S puntos Se evaluo fa vrscos1dad aparente (-r 

deformac1on obtenida 

:•) en cada velocidad de 

4.4. CARACTERIZACIÓN REOLÓGICA DEL MEDIO DE CULTIVO Y DEL EPS. 

a} Deterrn1nac1ón de ta v1scos1dad 1ntrinseca Las mediciones se realizaron en un 

v1scosimetro capilar de Ubbelohde a 25ª C El v1scosimetro se calibro con agua. etanol y 

isopropanol. los tiempos de desplazamiento de las soluciones y dispersiones se midieron 

con cronómetro auromárico y por qu1ntup/1cado La v1scos1dad mtnnseca fue expresada en 

decilitros/gramo (dl/g). y fue determinada por exrrapolac1on de las graf1cas de v1scos1dad 

reducida y v1scos1dad inherente vs concentración La goma fue solub1/1zada en agua y 



forniam1da (meJores solventes para xantana y el EPS obtenido desde R phaseo/1) en las 

concentrac1ones 4 x 10"'. 3 x io·"'. 2 5 x 10·"' y 2 x 10"' g/dl. se deterrmnaron la v1scos1dad 

r-elat1va y la v1scos1dad ~spec1frca A partir de las ecuaciones de Huggms y Kraemer (1984) 

se perm1t10 evaluar el gr::tdo de 1ntcracc1on entre el b1opol1mero y el solvente Los resultados 

fueron compar.:idos con gomas con1erc1.:J!es sometidas a f<Js mismas dcterrn1nac1ones 

(Rodnguez. 1984 V\..'h1tcomb et JI 1976) 

b) Detenn1nac1ón de Cl.HVJS de flu10 y prap1ú-dades v1scoelast1cas dt...-.f pol1rnero aislado Las 

med1c1ones fueron re.311;::.:id.:is a p.:lrtlf muestras arslad.:is punf1cadas y dializadas oblenrdas 

del proceso ferrncntativo las cuales se utilizaron d1spersrones del ei<opo/lsac<Jrrdo seco en 

agua des1on1zada a pH=7 a 25" C Los e::.!ud1os reolog1cos se reahzaron en muestras 

h1dr-atadas y hornoge1ni;::.:id.:-ts por 2 hora5. y aln1;Jcen.:1das a 4"C por 7 horas Para estos 

estudios se utilizo un rcornetro Phys1ca MC 100 con gcometna de cono y plato MK.24, con 

diámetro de 75 mm. un angulo de 1º y tn. .. mcac1on de 50 µm Se rcall:;::aron determmac1on de 

curvas de fluJO y v1scos1d<Jd nparcnte, as1 como detcrm1nac1on de modulo clastico (G ) y et 

módulo viscoso (G"). en pruebas de c1;::alla oxllatona utllrzando concentraciones del 

exOPolisacándo al 1 ~/º En las pruebas de d1narnic.3 se real1z<Jron en form..:::i previa barndos 

de amplitud para seleccionar ra zona de v1scoclast1c1dad lrneat 

Et polimero fue sometido a diferentes tratamientos para conocer 1::?/ efecto de la temperatura 

sobre el comportamiento reológ1co La d1spers1on del exopol1sacando fue sometida a 

temperaturas de 96ºC por 10 minutos. a 121º C por 15 minutos o a 121º C por 30 m.nutos 

Cada tratamiento fue comparado con un control sin tratamiento térmico y todas las 

determinaciones se realizaron por duplicado Las muestras se sometieron a las mismas 



determinaciones detalladas antonormente En forma adicional las muestras tratadas fueron 

sometidas postenormente a un almacena¡e por 5 días en refngerac1ón para evaluar los 

mismos efectos 

Se estud1.:iron los efectos de diferentes sales mono y d1varentes ( mod1í1cando la fuerza 

16rnca) en el cornportam1ento rcolog1co. utihzando concentrac1ones O 5°/Q de CaCI;-. MnCI~. 

MgCI:: y NaCI Se re.:ili..:-aron pruebas con un catión tnvalcnte cA1···). para estudiar sus 

efectos en el exopol!sacando luego de los tratamientos temi1cos Sin embargo. los estudios 

con este c.ahon no fueron considerados por la producc1on de agregados gellf1cados con 

exceso de s1neres1s Los estudios antenores se realizaron a pt .¡.:::; 7 y postenormente se 

evaluó el efecto del pH en las prop1edadt~S viscoefastcas del b1opolrmero tratado por 15 

minutos a 121º C Se utJl1zaron d1sper~1ones del pol1sac.ando ni 1c,,o en agua dcs1ornzada con 

valores de pH de 3 y 11 Las mediciones de los diferentes modulas se realizaron en las 

mismas cond1c1ones que para pH=7 

4.5. CARACTERIZACIÓN OUIMICA 

4.5.1. Aislamiento y purificación del exopolisacárido 

AJ finalizar Ja cinétJca de pr0ducc16n el exopolisac.ándo liberado en el medio de cultivo fue 

centnfugado a 17000 g por 60 minutos a 4º C,y el sobrenadante obtenido fue precipitado 

con etanol trio en presencia de acetato de sodio al 0.5 M La ex1racción del polimero de alto 

peso molecular se completó al centnfugar a 10000 g por 15 minutos 



El precipitado se secó a 60º C y se d1al1z6 por 4 dias uhllzando agua b1destJlada que fue 

cambiada a los 30 m1n. 2. 4 y 24 horas sometiendo las muestras a otro proceso de 

precip1tac1ón una vez finalizada Ja d1alls1s A los b1opol1meros obtenidos se les determinó la 

posible presencia de restos do protc1nas celulares por estudios e/ectroforet1cos y tecn1ca de 

Bradford (Robyt y VVh1te. 1990) 

4.5.2. Análisis dol exopolisacándo por cromatografía en capa rina. 

Se sometieron a h1drolis1s acida 10 mg de goma/ mi de aado sulfúnco al O 5 M. a 121° C por 

23 minutos. 1, 1 30 y 2 horas. y los h1dror1zados fueron neutralizaron c:l pH=7 con h1drox1do 

de bano Se estudiaron los rnveles de htdrollsrs por medio de una delerm1nac1on enzrmática 

con O-glucosa oxrdasa (Srgma. D1agnost1cs a 505 nm) utilizando como vanable los diferentes 

tiempos de exposic1on detallados (Zevenhwzen. 1973) Los analis1s er. cromatografia en 

capa fina (TLC) se realizaron en cromatofol1os de S11tcagel G60 y de UV expuestos a 

diferentes sistemas de disolventes TLC 1 acelorntnlo aqua 85 15. TLC2 propanol·acetato de 

etJk>-agua 60.30.10 y TLC3 etanol·butanol-agua 50 50 40 Los cromatofolios fueron 

revelados con una solución de aado ftállco y se compararon los frentes de retención (f4) 

con estándares de diferentes azúcares Se metilaron 20 mg de goma (Amemura et al. 1985) 

en la fase cJorofórrmca se estudiaron por TLC con el sistema solvente TLC3 para 4 tiempos 

ascendentes de 8 horas cada uno Los cromatogramas se revelaron con una disolución al 10 

% de ácido sulfúnco en etanol y calentando las cromatoplacas a 105º C por 15 minutos 

(Breedveld et al, 1 990) 



4.5.3. Extracción de las diferentes fracciones en el medio de cultivo por HPLC 

Se centnfugaron 20 mi de medio de cultivo. el sobrenadante obtenido fue sometido a 

prec1p1tac1ón con 2 volúmenes de etanol. y nuevamente centrifugado para remover al PLS de 

arto peso molecular El sobrenadante obtenido fue concentrado a pequeños volúmenes y se 

centnfugo nue ... amente. luego de mezcJar1o con 14 >JOlumenes de etanol fno El biopolímero 

de baJO peso molecular se obtuvo por prec1p1tac1on con etanol y secado al vado La 

extracción de las diferentes fracciones del e.-.:opoltsacando se realizo con la finalldad de 

determinar la producc1on en el fermentador en el medio opr1m1zado En las muestras 

obtenidas se realizaron d1ahzados utilizando agua b1dest1lada por 4 dias y se analizaron por 

HPLC para determinar las diferentes fracciones de EPS en columnas de TSK gel GSOOO 

PWXL (TOSOHAAS), con una fase móvil de buffer compuesto por Na:=HPO ... NaH1PO,. y 

NaCI a pH:;;:6.8 La velocidad de flUJO fue de 1 mi I minuto. y la deteccion por U V a 205 nm 

Se utilizaron estándares para filtración en gel provenientes de una mezcla llof11!zada de: 

tiroglobulina (bovina) 670,000 d. gamma globulina (bovina) 158,000 d. ovoalbUm1na 44.000 

d, m1oglob1na (caballo) 17,000 d y cianocobalam1na 1,350 d (Gel F1ltrat1on Standard 810-

RAD) para la obtención del peso molecular de cada fracaón obtenida (Bernncasa et al. 1987; 

Zevenhuizen, 1983; Canter, 1991 ). 

4.5.4. Estudio de la composición monosacárida de las diferentes fracciones por HPLC. 

Al separar las fracciones en el exopolisaccirido. éstas se sometieron a h1dróhs1s ácida a 121° 

C por 2:30 y 3 horas, se neutalizaron a pH:;7 con hidróxido de bano. Los anilhsis de k>s 

componentes monosacandos de las fracciones se realizaron en una columna de amina, en 



una fase móvil de agua acetomtnlo (80 20 v/v). con un fluJO de O B mUm1nuto y la detección 

se reahzó por indice de refracc1on La 1dent1f1cac1on de los azúcares componentes del 

exopolisac.árido se realizo por comparac1on con monosacandos esrandares 

4.5.5. Determinación de fa temperatura de degradación. 

Utilizando 30 mg de EPS se determino la temperatura de degradaoón por medio de un 

equipo F1sher, donde los resultados obtenidos se compararon con xantana. guar. algarroba. 

alginato y cart>ox1melllcelulosa sometidas al mismo proceso La degradaoón de los 

polísacáridos se deterrmno por el cambio de color 
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5. RESUL TAOOS Y DISCUSION. 

5.1. PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDOS EN FERMENTACION EN LOTE. 

5.1. 1. OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO EN MATRAZ. 

5.1. 1.1. Eft.~to de nutnentes en el rneQ!Q 

En el Cuadro 6 y Cuadro 7 se presentan los promedios de producción en 10 dias de 

fermentación (Cuadro 6) y producc1on diana (Cuadro 7) para los diferentes niveles de 

nutnentes utilizados en el experimento 

La producción promedio de exopol1sacándos durante 10 d1as de termentac1on vanando los 

niveles de la fuente de carbono en el medio de cultivo fue de 4 91. 6 87 y 7 40 gil, mientras 

que la producción diana fue de O 74, 0.86 y O 90 g/1, para concentrac1ones de manitol de 10, 

20 y 30 g/I de medio, respectivamente Los resultados del anal1s1s de la 1nformaoon para la 

fuente de carbono (Cuadro 8 y 9) muestran la ex1stenc1a de efectos s1gnif1catJvos lineales 

(P<0.007) y cuadráticos (P<O 02). indicando un efecto positivo del aporte de manito! en el 

medio de cultivo sobre la producoón de cxopolisac.ándo por el rn1croorganrsmo. El efecto 

pos1llvo del aumento de la concentración de man1tol en el medio de cultJvo sobre la 

producción de exopolisacárido, será a tasas decreoentes por cada unidad adicional de 

manito! agregada. El cultivo de Rhizobium para su uso como microorganismo del suelo o 

para la producción de polisacándos ha utJhzado preferentemente al manitol como fuente de 

carbono. aunque otras fuentes (glucosa. sacarosa. glicerol) pueden ser ut1hzadas en 
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sustrtuc:Jón sin cambios detnmentales en el crecimiento del cultivo (Ghai et al, 1981, 

Reginens1. 1992) 

Cuadro 6 Producción total promedio (g/I) de exopollsacándo con d1ferenles 
niveles de nutnentes en 1 O di as de fermentación (media ± error estándar) 

COMPUESTO -1 O 
MANITOL 4 91 :t O 30 6 87 :t O 66 
EXTRACTO DE LEVADURA 5 84 ± O 36 7 04 :t O 20 
SULFATO DE MAGNESIO 6 33 :t O 35 6 65 :t O 21 
CARBONATO DE CALCIO 6 10 ±O 43 6 80 :t O 21 
SULFATO DE ALUMINIO 6 72 ± O 42 6 72 :t O 52 
CLORURO FERRICO 6 60 :t O 30 6 72 :t O 23 
SULFATO MANGANOSO 5 75 :t O 48 6 77 ±O ~O 
BIOTINA 6 51 ± O 20 6 95 :t O 48 
~P~E~N=IC~l~Ll~N~A~-------~5~98~•~0~2~8~~6 80 :t O 28 

. ' 
7 40 :to 34 
5 72 :to 33 
700:t047 
6 80 :to 45 
709:t037 
6 40 :to 30 
G 02 .t: O 42 
5 99 :to 42 
6 64 :to 43 

Cuadro7. Promedios d1anos de produccion (g/I) de exopollsacandos con 
diferentes nrveles de nutnentes (med1a.1:error estandar) 

COMPUESTO 
·-MA.N1TOL ... 
EXTRACTO DE LEVADURA 
SULFATO DE MAGNESIO 
CARBONATO DE CALCIO 
SULFATO DE ALUMINIO 
CLORURO FERRJCO 
SULFATO MANGANOSO 
BIOTJNA 
PENICILINA 

_, 
0.74:t0 052 
0.76:t-0.034 
o 75:t0.034 
o 61.%0.047 
o 91±0 053 
O BS:t0.033 
0.90:t0.054 
o 85±0 044 
o 78±0 035 

o 
0.86:t0 020 
o 88±0.022 
0.86±0.021 
0.86:t0.022 
0.84±0.022 
0.66±0_023 
0.84±0.022 
0.86:t0.021 
o 86±0 022 

., 
o 90±0 046-. 
0.79±0 039 
o 89±0.059 
0.85:.t:0.048 
0.84:t0 032 
0.79±0.042 
0.85:t-O 032 
0.91:.t-0.056 
o 85:t0 049 



Cuadro 8. Efectos lineales, cuadráticos e mteracoones de los nutncntes ut1hzados en el 
medio sobre la produCC16n total (g/1) de exopolisacándos 

PARAMETRO Electos hneales Efectos cuadratacos 
Coetic.ient~ S1gn1ficanc1a Coefacaente S1gn1ficancaa 
de rear-es16n CP< \ de rearcs16n <P<) 

lnterceoto 8 716527 00001 
Manato! 1.247500 00001 _, 172777 00001 
Nitr6oeno -O 055625 o 8120 -1 672777 00001 
Ma·· o 327187 o 1643 -O 500694 0.0889 
caco o 346562 o 1410 -O 828194 o 0056 
Fe·-- -O 145625 o 5339 -O 710277 o 0168 

-O 369680 o 1167 -O 860694 o 0040 
Peniol1na o 330937 o 159'3 -O 964861 o 0014 

, 140000 o 0167-=-+== --
o 960000 o 0427 --Ma···Pen1c1lina 

Cuadro 9 Efectos lineales. cuadráticos e interacciones de los nutnentes ut1hzados en el 
medio sobre la producción diana (gil) de exopollsacándos 

PARAMETRO Electos lineales Efectos cuadrat1cos 

Coeficiente S+gmficanc1a Coeficiente S1gnifir;.anc.ia 
de rrnresión tP<\ de renres1ón tP<) 

Man1tol o 075437 0.0068 -O 077408 o 0235 
Nitróocno 0011048 0.6849 -O 139535 0.0001 
Me .. o 071331 0.0103 -O 078222 o 0221 
Ca o 015553 o 5680 -0064926 o 0562 
Al ... -O 036567 0.1816 ns ns 
Fe ... -O 145625 0.5339 -O 710277 o 0168 
Mn .. -0.022179 0.4161 ns ns 
Biotma 0.029203 02850 ns ns 
Pen1ohna 0.031386 o 2511 -O 083564 00147 
Fe ..... -·Mn-- o 142500 0.0104 
Ar···siotma -0.117882 o 0329 
Ma·-·s1ot1na o 110877 0.0444 
Ma···Penicahna o 098678 o 0728 
Mn···Pen1c1hna -0.101133 o 0661 
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El tipo de sustrato especifico puede depender de la especie de Rh1zob1urn. y en el caso 

particular de R phaseoll el crec1m1ento bacteriano con ghcerol y sacarosa es s1m11ar al 

obtenido con marntol (Rcg1ncns1. 1992) En forma general la estructura del pollsacando 

producido por la especie microbiana es 1ndepcnd1cnle del sustrato carbonado ut1hzado. 

aunque Pseudomonas puede mod1f1car el pol1sacando producido al vanar la fuente de 

carbono utilizada para el crec1m1cnto dct m1croorgan1smo (Suthcn.::ind. 1990) En la mayoria 

de los estudios de producc1on de goma por Rh1zob1um se ha utilizado marntol en 

concentraciones de 5 a 10 g/l (Zevenhu1zen. 1984. E3reed11eld et al 1990b). aunque en 

algunos casos la fuente ha sido glucosa (Ghai cr at. 1981) o fructosa (Courto1s et al. 1986) 

Breedveld er al (1990a) estudiaron el efecto de diferentes niveles de rnarntol (2 5 a 50 g/1 

medio) sobre la producción de exopollsacandos en 1 O d1as de fermentac1on Los resultados 

de este traba10 muestran que los efectos pos1t1vos sobre la produccion de poltsandos fueron 

igualmente a tasas decrecientes por cada unidad ad1c1onal de rnarntol agregada 

Probablemente los efectos decrecientes en la respuesta en producc1on de exopohsacándos 

al incrementarse el aporte de una fuente de carbono. sean debidas a que la reducción de su 

concentración en el medro por el crec1m1ento microbiano incrementa la fuerza de manejo 

necesaria para su transferencia desde el medio hacia el intenor de la célula. Por otra parte, 

esta menor transferencia de la fuente de carbono hacia la célula puede ser causada por 

interferencia del mismo exopollsacándo producido en el medio y ctrcundando a la célula 

microbiana (Funahashi et al. 1987)_ En Xanthomonas campestris, concentraciones mayores 

a 50 g/I de glucosa en el medio inicial de cultivo tienen efectos negativos sobre el 



crecimiento bacteriano y la producción de xantana, por lo que proponen uM1zar niveles 

iniciales menores (42 g!I medio) y conciuida la fase logaritm1ca de creC1m1ento bactenano 

mantener concentraciones de 30 a 40 g/I por ad1aones rutmanas Esta estrategia de 

producción de gomas ha sido uri/f.:ada con e)l:1fo en Xanton1onas catnpestns (Funahash1 et 

al., 1987. Ra1eshwan et al. 1905). oslo perm1tma me1orar la tasa espec1f1ca de producción 

del polisacándo 

Sin embargo, en el género Rh1zobwm se debe tener en cuenta que la producoon de 

pohsacandos genera mas de un producto pollménco (pohsac.3ndo capsular. ft-1-2-ghcanos y 

pol1s.acindo de atto peso molecular) Zevenhu1zen (1986) traba1ando con un sistema de dos 

fases, con una concenrracion tniCial de man1tol de 50 g/I en el medio do cultivo y un aporte 

adicional de 10 g/I en /a fase de producción de/ pollsacándo de alto peso molecurar, encontró 

que eJ incremento de la producc1on de po/1sac.3ndo era pnnc1palmen10 a nivel capsular con 

sólo pequeños cambios en los pof/sacándos extracelulares Los cambios encontrados en la 

concentraCJón de estos ü1t1mos fueron fundamenta/mente en JJ·1-2-gl1canos Por lo tanto. las 

condiciones de cultivo para la producc1on dependera del tipo de polisacándo que se requiera 

(Zevenhuizen, 1986) 

El efecto del aporte de nitrógeno sobre los promedios de producetón del exopolisacándo en 

10 días de fermentación se presenta en el Cuadro 6, mientras que los promedios de 

producción diaria se incluyen en el Cuadro 7. Los promedios de producción de 

exoPofisacando en 10 dias de fermentación fueron de 5.84, 7.04 y 5.72 gil de medio, 

mjentras que Ja producción diana fue de 0.76, 0.88 y 0.79 gn, para un aporte de 0.37, 0.75 y 



1. S g de extraclo de levadura. El anáhs1s de la 1nforniac16n (Cuadro 8 y 9) indicó la presencia 

de erectos cuadráticos altamente signif1c.a11vos (P<O 0001 ). lo cual perrn1flria conciuir que las 

concentraciones intermedias utilizadas fueron óptimas para la producción de goma 

Las cantJdades ópllmas de nilrogeno para la producc1on de e;r.opoi.sacandos que surgen de 

esta infonnac1ón son cercanas al ópr.mo requenm1ento calculado para el crecimiento 

microbiano (A1ba et al. 1973: Oergensen. 1961) y coincidente con las concentraoones 

utilizadas en traba1os de crec1m1ento y producción de pollsacándos utih.zando Rhuob1um 

Entre Jas fuentes de nitrógeno que se han ut1llzado para el crecimiento de Rh1zobwm la más 

común es el ácido glutámico, cuyo aporte es de O 08 a O 09 g N/I de medio de cuU1vo 

(Bergensen, 1961; Zevenhu1zen y van Neerven. 1983. Zevenhu1zen. 1984, 1986; Breedveld 

et al., 1990a). Bergensen (1961) estudio la ut1hzac1on de diferentes fuentes inorgánicas y 

orgánicas de nitrógeno sobre el crec1m1ento de Rh1zob1urn, conciuyendo que la ruente más 

adecuada es el ácido glutám1co y que los aportes de nitrógeno inorgánico conducen a 

menores tasas de creetm1ento bactenano Courto1s et al (1986) ut1l1.zó O 18 g N/I de medio 

de cultivo en fonna de extracto de levadura para estudios de producción de exopolisacándos 

en Rhizobium. lo cual es coincidente con las recomendaciones que se han realizado para Jos 

medios de cultivo utilizados en Xanthomonas carnpestns (De Vuyst et al., 1987,Garcia

Ochoa e/al .• 1992). 

Diferentes autores han presentado resultados concluyentes que indican que las relaciones 

carbonc:rnitrógeno (C/N) bajas ravorecen un cre~miento celular acelerado, mientras que 

relaciones elevadas estimulan la producción de exopolisacarido y el nitrógeno es solamente 
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aportado para el croc1m1ento celular (Slodkt y Cadrnus. 1978, Jarman ot al. 1978) Sin 

embargo, es de considerar en Rh1zobium el tipo de pohsacilndo que s.e seleccione para 

prodUCCJón y en este caso las mod1flcaoones en el nitrógeno contenido en el medio puede 

cambiar el patrón de pollsacándos excretados Zovenhuszen ( 1 986) aumentó 4 veces el 

aporte de ac1do gh..1tam1co basal ( 1 gil). con esta mod1f1caoón logro ba)aS concentraciones 

de exopohsacándos solubles de alto peso molecular y pohsacando capsular pero aumento a 

4 gil de medio la producc1on de ~\-1-2-ghcanos de ba10 peso molecular Postenorrriente, 

Breedveld et al (1990a) traba¡aron con un medio do cultJvo para alto crec1m1ento celular 

incrementando el contenido de man1tol (2 5 hasta 50 gil) y ácido gtutam1co (0 5 hasta 10 g/1). 

pero manteniendo \<::i re\ac1on carbono/n1trogeno constante La producción de proteína 

microbiana se incrementó a lo largo de todo el rango estudiado. aunque por amba de 20 gil 

de man1tol y 4 g/\ de aodo g\utam1co los aumentos de b1omasa no fueron proporc1onales a la 

conc.entrac1ón del sustrato En terminas de producoón de polisac.3ndos se encentro un 

aumento en la producaón de exopolisacándo de alto peso molecular hasta niveles de 20 g!\ 

de manitol y 4 g de ácido glutám1co (hasta 2 7 g/1), d1smmuyendo a mayores concentraciones 

de sustrato. En cambio. ta produCCJón de exopolisacándo de ba10 peso molecular <P-1·2-

glicanos) aumento considerablemente hasta la máxima concentracion de sustrato ut1ltzada 

(50 g/I manito\ y 10 g/1 ácido glutám1co) llegando a una producción de 10 9 g/1, lo cual 

representa un rendimiento del 21 Bo/o del manitol imc1almente agregado Por lo tanto, las 

cantidades de nitrógeno aportada al medio y el manejo de las relaciones carbono/nitrógeno 

del mecho pueden perm1t1r la d1recc16n de la ferrnentaaón hacia los pf'oductos deseados. 



En los Cuadros 6 y 7 se presentan los promedios do producción de pollsacando para el 

periodo de 10 dias de rermentación (Cuadro 6) y la producción diana (Cuadro 7) para los 

diferentes niveles de aporte de Mg"· on el medio de cultivo La producc1on total en 10 dias 

de fermentación fue de 6 33. 6 65 y 7 00 gil. mientras la producc1on diana fue de O 75 O 86 y 

0.89 gil de medio para las concentrac1ones de O 33. O 67 y 1 01 g MgSO. ?H::-011 de medio. 

respectivamente El analis1s presentado en el Cuadro 8 1nd1ca la 1nex1stenc1a de efectos 

sign1f1cat1vos lineales (P<O 16) o cuadrátJcos (P..:Q 09}. mientras que el anal1s1s para la 

producción diana (Cuadro 9) 1nd1có la ex1stenc1a de efectos s1gn1r1cat1vos lineales (P<O 01) y 

cuadriit1cos (P<O 02) Conociendo que el Mg··. 1unto con el K" y en menor grado el ca··. son 

requendos en forma esencial para lograr óptimo crec1m1cnto (Sutherland. 1990). es probable 

que los efectos encontrados sobre la producción diana del pollsacando sean atnbuibles a la 

acción que ejerce sobre el cream1ento bacteriano. más auc un efecto directo sobre la 

sintes1s del exopohsac.ando Garcia-Ochoa et al ( 1992) que traba1ando con Xantomonas 

campestris encontró efectos del Mg... sobre el cream1ento del cultivo pero no afecto la 

producción de xantana, lo cual es coincidente con lo obtenido con en este traba10 al evaluar 

producoón total. En algunos microorganismos productores de pohsacándos como 

Arthrobacter y Hansenufa el Mg ... tiene efectos directos sobre la producción de goma y en 

medios con menos de 0.4 gil la producción es afectada fuertemente (Slodk1 y Cadmus. 

1978). El Mg·· está involucrado en diferentes act1v1dades celulares y juega un papel 

importante en el control de la actividad de la enzima que intervienen en la síntesis 

extracelular, por lo que niveles bajos en el medio de cultivo podria reducir o incluso detener 

la sintesis de polisacáridos (Evans el a'-. 1979). 



Los niveles de MgSO .. 7H:O ut1hzados an el crec1m1cnto de Rh1zob1um es de O 2 g/I de medio 

de cultJ\10 (Ze\lenhurz:en. 1984. 1986, Zevenht..uzen y van Neerven. 1983, Breedveld et al. 

1990a) aunquo Gha1 et at (1981) utiliza O 5 g/I de medio En Xanrhomonas es frecuente el 

uso de O 2 gil de MgSO,. fH:O (De Vuyst et al. 198 7 J¿uman C!f al. 1978) hasta n1vates 

recomendados mas elevados de 1 1 LJ 1 3 g/I (Ra¡cshwan et al 1995. Garcia-Ochoa et al. 

1992) Los nrvcles que s._;o su91f~rc-n opt1rnos en este traba¡o estan dentro de las 

concentraciones rncd1.:is ut1r..·adas en el rnngo de cstuc1io ro cu.::ir es supenor a· lo que 

normalmente se utiliza actualmente en los medios de Rh1zob1un1 

El efecto de diferentes rnveles del CaCOJ sobre la producc1on promedio de exopohsacando 

total se presenta en el Cu.:idro 6. rn1entras que el Cuadro 7 presenta la infonnac1on promedio 

para la producc1on diana Los medias de producción 1otal de e:ropohsacandos en 1 O di as de 

fermentación fueron 6 1 O. 6 80 y 6 80 g/I de medio. mientras las producciones dianas fueron 

de O 81, O 86 y O 85 gtJ de medio para los niveles de O. 1 5 y 3 O g/I de CaCO.l en el medio 

El análisis de Ja intormac1ón parJ producc1on total (Cuadro 8) y diana (Cuadro 9} indico la 

existencia de efectos cuadrat1cos s1gn1ficativos (P<O 05) Los niveles de inclusión de ca·· 

exceden ampliamente los requerimientos bactenanos y por tanto están por enc1rnn de ras 

concentraciones normalmente ut111=adas en la literatura de Rh1zob1um que se utiliza entre 

O 04 g/J de medioen la forma de CaCI;: (Zevenhurzen, 1984, 1986, Breedveld et al. 1990a) 

hasta 0.5 g/I de medio en la forma de CaC03 (Ghai et al. 1981), otras bactenas productoras 

de polisacáridos (Jarrnan et al. 1978) Los efectos detectados en este caso se atnbuyen a la 

regulación que CJerce el CaC03 sobre los cambios de pH en el medio de cultivo en 

crecimiento. La influencia del CaC03 en la producción de pohsacándos (curdlan) ha sido 



reportado Agrobactenum tumefasciens var myxogenes y se considera el mejor agente 

amortiguador posible para la producoón con este microorganismo La utilización de otros 

buffer no ha logrado los niveles de producoón alcanzados con CaC03 , aunque se 

alcanzaran niveles de pH similares El CaC03 funciona para neutralizar el polisacárido 

acidico producido a medida que este es formado. La concentración de CaC03 utdizada es de 

10 g/1 por htro de medio (Slodk1 y Cadmus, 1978, Harada et al. 1993) 

El tos Cuadros 6 y 7 se presentan los promedios de producoón de polisacárido en 1 O dias 

de fermentación (Cuadro 6) y diana (Cuadro 7) cuando se utilizaron diferentes niveles de 

inclusión de Fe··· en el medio de cultivo La produCClón total de polisacárido fue de 6.60, 

6.72 y 6.40 gil. mientras la producción diaria fue de O 85, O 86 y 0.79 gil. cuando se ulillzaron 

O, 50 y 100 µM FeCl3'1 de medio de cultivo. respectivamente El anahs1s de la infonnación 

indicó la existencia de efectos cuadr3ticos significativos (P<0.02) de la inclusión de Fe··· en 

el medio de cuttJvo. 

Los niveles utilizados en Rhlzobium han sido de 2·2.5 mg/1 a 10 mg/I de medio de cultivo 

(Bergensen,1961,Zevenhuizen. 1984. 1986, Zevenhuizen y van Neerven. 1983) hasta 10 

mg/1 de medio de cultivo (Humphrey y Vincent. 1959. Courtois et al. 1986). Los resultados 

indican que las cantidades intennedias del rango utilizado en este trabajo pueden ser las 

indicadas para un medio optimizado, lo cual seria supenor a las máximas concentraciones 

utilizadas en los trabajos con Rhizobium. 

El los Cuadros 6 y 7 se presentan los promedios de producción de polisacárido en 10 días 

de fennentación (Cuadro 6) y diaria (Cuadro 7) cuando se utilizaron diferentes niveles de 
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inclusión de Mn·· en el medio de cultivo La pt"oducción promedio de pohsaciJndos en 10 días 

de fennentación fue de 6 76, 6 77 y 6 02 gf1 , mientras que ta producción diana fue de O 90, 

0.84 y 0.85 gil de medio de cultivo para las concentrac1ones de O, 200 y 400 µM 

MnSO,.H:z011, respectivamente. El analts1s de la 1nformac1on 1nd1co la ex1stenc1a de un efecto 

cuadrático s1gn1f1callvo (P<O 004) en la pr-oducc1ón total del pohsacándo en 10 dic::1s de 

fermentación, no presentando efectos en la producc1on diana (P>O 10) El Mn·· part1c1pa en 

la b1osíntes1s del pohsacando y part1apa en el control de los mecanismos de transcnpc1ón 

(SOdki y Cadmus. 1978) Appanna y Preston (1987) encontraron que la ut1hzación de un 

aporte de 400 J.1M de Mn·· en Rhizobium N,, el m1croorgarnsrno sintetizo un pohsacando que 

presentó una marcada d1vers1dad respecto a\ producido en medio control sin ad1aón de sales 

de Mn··. Las vanac1ones encontradas se concentraron en un aumento de los cart>oh1dratos 

se incrementaron en un 18 7°/o sobre los niveles del control. una reducción aproximada al 

50% en el contenido de ac1dos urómcos y cambios en la estructura del polímero. El polimero 

presentó aumentos en la viscosidad y estos cambios son atnbuidos a una adaptaaón del 

microorganismo para poder atrapar al Mn·· en exceso en el medio. 

El los Cuadros 6 y 7 se presentan los promedios de pr0<1uco6n de total en 10 dias de 

fermentación (Cuadro 6) y diana (Cuadro 7) en medios con diferentes aportes de Fe···. Los 

promedios obtenidos para producción en 10 dias de fermentación fueron de 6.60, 6. 72 y 

6.40 g/1 de medio. mientras que las producciones dianas fueron de 0.85, 0.86 y 0.79 g/día 

para concentraciones de O, 50 y 100 µM FeC13'1 de medio, respectivamente. El análisis de la 

información indica la existencia de efectos cuadf"át1cos s1gmficat1vos (P<0.02). Appanna 
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(1988) trabajando con Rh1zob1um mehlot1 JJ-1 en medios de cultivo conteniendo 

concentraciones de 100 ~1M de Fe··· o sin ad1c1ón del mismo. cncontro efectos estimulantes 

del Fe··· sobre el crec1m1cnto con una reducc1on del tiempo de gcnerac1on medio a 7 5 h 

respecto al control (8 2 h), y una dupllcac1on en la producc1on de pol1sacando excretado al 

medio (127 vs 64 rng/100 mi) Es conocido el papel quo tiene el Fe··· como nutriente 

esenetal de los organismos vivos y puede tener efectos sobre la est1rnulac1on del crec1m1ento 

(Lankford.1973. Arccneaux et al, 1984) Appanna (1988) considera que los cambios en la 

producción y compos1c1ón del pohsacando producido en med1os con metales (Fe··· y Al ___ ) 

puede deberse a tas propiedades de atrapar estas rnoleculas o que realmcnt8 puedan estar 

involucrados en ta b1osintes1s del exopohsacando 

La producción total y la producción d1.:ina del cxopohsacándo presento en forma consistente 

una interacción positiva y s1gn1f1cat1va (P<O 02) de h1crro•manganeso Esto md1caria que la 

presencia de ambos nutnentes en el medio de cultivo puede conducir a un efecto positivo 

sobre la producción En la producción de succinoghcanos so h<:. encontrado que Fe·-- y Mn·· 

son nutnentes esenaales para la producción del polimero y deben ser incluidos en el medio 

de cultivo. Slodk1 y Cadmus ( 1978) consideran que estos m1cronutnen1es actUan activando el 

creamiento celular (Mn .... ) y la producción del pohsac.ando (Fe···). Requenm1entos de ambos 

nutrientes han sido reportados en el género Hansenulla para la obtención de una eficiencia 

óptJma en la fermentación y producción de polimeros (Slodk1 y Cadmus. 1978) 

En los Cuadros 6 y 7 se presentan los promedios de producción total en 1 O dias de 

fermentación (Cuadro 6) y diaria (Cuadro 7) para diferentes concentraciones de Al ...... en el 
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medio de cultivo. La producción rotal fue de 6 72. 6 72 y 7 09 gil de medio. mientras la 

producción diana fue de o 91. O 84 y O 84 gil para concentraciones de O, 50 y 100 mM de 

Al2(SO .. b n de medio El anal1s1s de la 1nformac1ón 1nd1ca la 1ncx1stenc1a de efectos lineales o 

cuadráticos s1gnificat1vos (P;.Q 05) en el modelo para producción total o producción diana La 

utilización de Al'"•• en concentraciones de 100 ~1M de AJ°·· 11 condujeron a una severa 

reducaón en el cr-ec1m1t:nto c"~lular y un mJyor p<o:>r1odo de 1ncubac1on p.:Jrd la producción del 

polisacándo Sin embargo, la producc1on del exopol1sacando fue supenor a la del control sin 

aluminio (127 vs 64 mg:ioo mi) atnbuyendo este comportamiento a causas s1m1lares a las 

comentadas antenorrncnte para el Fü··· (Appanna. 1988) El arum1n10 presentó as1m1smo 

interacción con la b1ot1na en el modelo a1ustado para produccion diana del pohsacando. lo 

cual podría se,. atnbu1do a los efectos detnmentales que tiene sobre ol crec1m1ento 

El efecto de diferentes concentrac1ones de b1otina sobre la producc1on total y diana se 

presenta en los Cu::.dros 6 y 7 La producción total de exopol1sacándo fue de 6 51. 6.95 y 

6.99 g/1. mientras que la producaon diana fue de O 85, O 86 y O 91 para O, 10 y 20 µgfl de 

medio, l"espectivamente. La b1011na no presentó efectos sign1f1cat1vos (P>O_ 10) sobre la 

producción total o la producción diana. sin embargo en pl"oducaon diana presentó 

interacción positiva con magnesio Los efectos pos1tJvos de la b1ot1na en el crecimiento de 

Rhizobium ha sido reportado previamente (Bergersen, 1961 ). El trabaJO de Bergensen (1961) 

estableció l"espuestas en crec1m1ento de Rh1zobium hasta niveles de 250 µg de biotma. La 

biotina es utilizada en forma rutinana en los medios de cultivo para producción de 

polisacá.ndos (Zenvenhuizen, 1984, 1986. Breedveld et al.. 1990a). 
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En los Cuadros 6 y 7 se presentan los efectos de la 1nclus1ón de penicilina en el medio de 

cultiYo sobra la producClón total en 10 dras de fermentación (Cuadro 6) y diana (Cuadro 7) 

La producción total promedio fue de 5 98, 6 80 y 6 64 g/I y para producc1on diana O 78. O 86 

y O 85 gn para concentruc1ones de o. 1 5 y 3 O mgll de rned10 El anal1srs de la 1nformaaón 

pennitJó encontrar efectos cuadral1cos s1grnfrcahvos (P<O 01) sobre la producción lotal y 

diana 

Los efectos pos1t1vos de Jos ant1b1ót1cos sobre la producc1on de pol1sacandos ha sido 

reportada previamente (Deret1c et al. 1986) y para goma xantana se ha asociado a la 

pen1alina como un buen indice de la calidad del pol1sacando excretado (Torrest1ana et al . 

1990). La penio/1na presentó 1nteracoones pos1t1vas y s1grnf1ca11vas (P<O 07) con magnesio 

en prOducción diana y producción total En cambio presento correlaciones negativas y 

sígnrficatJVas (P<0.07) con manganeso 

En base a la informacion obtenida preY1amente se opt1m1zaron /os medios para producción 

total y diaria de exopolisac.ándo que se presentan en el Cuadro 1 O Estas concentraoones 

optimizadas se ubfizaron en la siguiente fase de matraz durante el a1uste de otras variables 

para el medio de cultivo. 
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Cuadro 10. Medios optimizados en base a la producción diana y p,-oducción total 
de poltsac.andos de R phaseo/1 

COMPUESTO 

MANITOL g 11 
EXTRACTO DE LEVADURA g / I 
SULFATO DE ALUMINIO µM ,;I 
CLORURO FERRICO µM 1 1 
CARBONATO DE CALCIO g i 1 
SULFATO DE MAGNESIO g / I 
SULFATO MANGANOSO µM / I 
BIOTINA µg I J 
PENICILINA rng I 1 

5.1.1.2. Efecto del pH m1c1al del medio 

MEDIO DE CULTIVO MEDIO DE CULTIVO 
Producc1on diana 

MEDIO A 
25 1 
o 76 
57 5 
50 7 
1 70 
o 73 

256 5 
8 06 
, 46 

ProduCCJón total 
MEDIO 8 

25 4 
07 
664 

o 
3 79 

, 3 

o 
3.6 
29 

En base a la 1nformac1ón antenor se definieron los medios de cultivo A y B. los cuales fueron 

incubados baJO diferentes cond1cJones de pH 1mc1al del medio Los resultados cbtenidos en 

esta etapa se presentan en el Cuadro 11 Cerno se aprecia en ambos medios se incrementa 

la producoón de exopolisacándo al incrementarse el pH 1niaal y los pH finales en el medio 

tienden a incrementarse a medida que aumenta el pH 1n1oal. El análisis de la 1nformac1ón 

correspondiente a producción se presenta una interacaón entre el medio utilizado y el pH 

1nc1al, cuyo análisis 1nd1ca que la producción de pohsacándo en el medio B es s1m1lar entre 

pH de 7 a 8. y es supenor en pH B. La producción máxima lograda con el medio B fue 

de10.5 g/1 lo cual implica un incremento respecto a los valores presentados antenorrnente. 

Rhtzobium phaseoli es una bactena acidificadora y su crec1m1ento es favorecido por pH 
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neutro o alcalino, y b.:JJO esas cond1c1ones el crec1m1ento celular se ve favorecedo con alta 

producaón de b1omasa {Reg1nens1, 1992) y la producc1on de melabohtos m1crob1anos 

Cuadro 11 Ffecto del pH 1n1cial sobre la producción de exopohsacándo (EPS) 
y el pH final obtenido en el medio 

Medio de Cultivo pH 1rnc1al pH ftn.31 Produccion 
de EPS (911) 

Medio A 
(l 57 7 77 
7 59 8 24 
B ü 2 B 70 

Medio B 
6 58 7 84 
7 59 8 ºº 
B 60 10 47 

5.1.1.3. Efecto de la fuente de carbono y nitrógeno ut1/lzada 

La fuente de carbono utd1zada en la pnmcra etapa ru~ marntol y la construcción del medio 

optimizado para producción diaria sugcria la ut1hzac16n 25 1 grl de medio de cultivo. 

Resultados previos (Reg1nens1, 1992) indicaban que en el caso de Rh1zob1um phaseoli los 

indices de crecimiento en cultJvo podrian sustituir el marntol por otra fuente con iguales. o 

mejores resultados La producoón con manito! ( 1 o 5 g/1) no presentó diferencias 

signif1cat1vas (P>0.10) con lo obtenido con dextrosa (9 8 g/I), sin embargo la ut1llzac1ón de 

sacarosa mejoró (P<0.01) incrementó la producción a 16 g/I 

La producción en matraz rue evaluada sustituyendo el extracto de levadura por un sustrato 

inorgánico (sulrato de amonto). La producoon lograda en medio de sacarosa con sulfato de 
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amonio fue infenor al testigo logrando 12 52 g/I Humphrey y Vincent (1959) ut11tzaron nitrato 

de potasio como fuente 1norgan1ca de nitrógeno. sin embargo. Bergersen (1961) encontró 

que las fuentes de nitrógeno no proteico tienen menores sobre el crec1m1ento de Rhuob1um 

que las fuentes orgamcas, y entre estas ultimas el ac1do glutam1co conduJO a las meiores 

tasas de crecimiento Los trabaJOS de producc1on de exopol1sacandos con Rhuob1um utJhzan 

en general una fuente organ1ca de mtrogeno. pnnc1p3lmente ac1do glutnm1co 

5.1.1.4 Efecto de la temperatura del cultrvo 

En base a la 1nformaaon de temperatura existente en la literatura se probaron temperaturas 

de 30 y 34°C sobre la producc1on de exopollsacándo La producción del polimero con 

temperatura de 34ºC se redu¡o a 12 g/I respecto a 16 g/I en el control a 30ºC En estudios 

previos realizados en Rh1zobiurn phaseo/J (Reg1nens1, 1992) indicaron que la velocidad de 

crecimiento (µ) del microorganismo es afectado por la temperatura de acuerdo a un modelo 

de tipo cuadrat1co· µ= -2.207 + O 158'"(T) - O 003 .. (T)::o. donde T es la temperatura de 

incubación del medio de cuU.1110 De esta información surge una temperatura óptima de 300C. 

posteriormente a la cual la reducción del cream1ento es marcada y probablemente esto 

explica la reducaón en la producción del polímero en este estudio Sin embargo, otros 

trabajos han demostrado que los incrementos de la temperatura hasta 33<>C pueden conducir 

a un cambio en el tipo de exopolisacandos producidos por Rh1zob1um aumentando 

considerablemente la producción P-1-2-glicanos cicllcos (Breed11eld et a/..1990a). 



En base al estudio realizado con tas condiciones de producción del exopolisacárido se 

definió que el medio óptimo para la producc.i6n de exopolisacélrido en la cepa utilizada de 

Rhizobium phaseoli debe aecer a pH=B y con temperaturas de 300C. La consbtución del 

medio de crecimiento se presenta en el Cuadro 12 

Cuadro 12. Medio Opbm1zado para la produCCJ6n de exopohsac.ándo 
en Rhizobium phaseoli (pH = B y 30 ° C) 

COMPUESTO 
SACAROSA C9/il-
EXTRACTO DE LEVADURA (gil) 
CARBONA TO DE CALCIO (gil) 
SULFATO DE MAGNESIO (gil) 
SULFATO MANGANOSO (µMil) 
CLORURO FERRICO (µMil) 
SULFATO DE ALUMINIO (µMil) 
BIOTINA (µg/1) 
PENICILINA (mgn) 

CONCENTRACION 
25 1 
076 
1 70 
073 
256 5 
50.7 
57.5 
806 
146 

5.1.1.5. Producción de exoooUsacáridos en matraz con el mecJio optimizado. 

En la Figura 2 se puede observar la evolución de la produeci6n del exopolisacéndo total a lo 

largo del periodo de fermentación cuando se utilizaron manitol y sacarosa. De esta 

Información surge que la tasa de producción es mayor con sacarosa y que con esta fuente 

se mantiene la excreción por un periodo mayor de tiempo. La producción se inicia en la fase 

logarítmica de crecimiento del microorganismo y se prolonga en la tase estacionaria. 

Probablemente las diferencias en producción puedan ser explicadas por un mayor 

crecimiento microbiano cuando se utiliza sacarosa como fuente. Resultado previos del 
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usando manito! y sacarosa como fuentes en el medio optimizado 
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estudio de Rh1zob1um phaseoh con diferentes fuentes de carbono permiten confirmar el buen 

comportamiento de crec1m1ento de esta cepa cuando se ut1l1za sacarosa (Reg1nens1. 1992) 

Postenorniente. el exopolisacando producido en cultivo con sacarosa rue separado de 

acuerdo af peso molecular (alto y ba10 peso) y los resultados se presentan en la Figura 3 

Como se aprecia entre las 20-25 h de crec1mrcrHo del cultivo comienza la producoon del 

exopol!sac.ando de alto peso molecular co1nc1d1endo con la fase de creom1ento exponencial 

del cultivo Este crec1m1ento se prolonga hasta la pnmera parte de la fase estacronana para 

mantenerse constante postenormcnte a las 150 h de fermcntac1ón A partlf de las SO horas 

de cultivo 1mc1a la produccion de pohsacandos de bajo peso molecular (fJ-1-.?-glicanos) cuyo 

rncrernento se prolonga hasta poco anles de la r1na/1zac1on del periOdo de fermentac1on 

Estos resultados son co1nodentes con lo obtenido por Zevenhu1zen (1986) que encuentran 

una separación en el tiempo en la producción de /os exopo/1sacandos de alto y bajo peso 

molecular. obteniendo una producoón de 4 gn de exopolisacandos de bajo peso molecular y 

1.5 g/I de alto peso molecular. Postenonnente. Breedveld et al. (1990a) reportan una arta 

concentración de exopolisacáridos de ba10 peso molecular en cultivos con 50 gJJ de mamtol y 

una producción de 10.9 g/I de P-1-2~glicanos La produccion de pofisacándos de alto peso 

molecular fue de 4.B g/J. Estos resultados son comparables a los obtenidos en este trabajo 

en términos de producoón aunque las concentraciones de sacarosa utilizadas 

correspondieron a la mitad de la utilizada por Breedveld et al (1990a). Estos resultados 

penniten conciuir que el patenciaJ de Ja cepa utilizada de Rhizobiurn phaseoli se encuentra 

dentro de los más altos reportados en la literatura en el medio optimizado para la misma. Por 
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Figura 3. Producción de exopolisacáridos de alto peso molecular (EPS) 
y 13-1-2-glicanos durante la fermentación en matraz con sacarosa. 
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otra parte hay una ciara separación en el tiempo en la producción de ambos pohsacandos y 

esta puede ser una alternativa de mane10 de la fermentación para lograr el pol1sacándo 

deseado 

5.1.2. PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDO EN FERMENTADOR. 

En la Figura 4 se presenla la evolución de la producción de exopollsacandos en cultivo en 

fennentador ut11tzando el medio opt1m1zado El tiempo de fermentac1on fue de 100 horas y 

las cond1c1ones de fermentación se ajustaron a T=30ºC. 400 rpm. pH=B y a1reac1on=1 VVM 

Como se aprecia la producción en este periodo la alcanzó un peso seco total de 10 B g/1. 

correspondiendo 9 2 g/I al exopoltsacándo de alto peso molecular y 1 6 gil al polímero de 

ba¡o peso molecular La máxima concentración de b1omasa se obtuvo a las 28 h con 3 6 g /l 

en base a peso seco que coincide con el comienzo de la liberac.ión del EPS de ba10 peso 

molecular. Probablemente. la prOducción del polisacándo de baJO peso molecular en este 

periodo. se asoae al inicio de la muerte celular luego de la fase exponencial de crec1m1ento. 

mas que a un mecanismo activo de exacción (Breedveld y Miller, 1994) 

En la Figura 5 se presenta gráficamente la produCClón total de exopallsacándo en relación al 

consumo de sacarosa y producción de biomasa (peso seco y proteína celular). La 

infonnación obtenida en esta etapa fue a1ustada a un modelo matemático que describe Ja 

cinética de fermentación de acuerdo a la ecuación logistica descnta Por We1ss y Ollis (1980). 
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Figura 5.Producción de proteína, exopolisacárido total y sacarosa 
remanente durante el período de fermentación 
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donde 

Xo= concentrac1on 1n1c1al de b1omasa (g/1) O 46 ± O oo· 

Xm= máxima concentrac1on de b•omasa (gil) 3 10 :i: O 47• 

µ = ve1oc1d.:id espec1f1ca de crecimiento (h- 1
) O 11 .t. O 04• 

La producc1on max1ma de exopollsacandos en 100 h de fermentac1on fue de 10 76 g/I y la 

velocidad especifica de crec1m1ento (µ) para Rh1zob1um phaseol1 baJO estas cond1c1ones de 

crec1m1ento fue de O 106 h '. y la producc1on max1ma de b1omasa fue de 3 10 g/1 El estudio 

de la produccaon de exopohsacando en re1ac1on a la b1omasa se analizo de acuerdo a la 

ecuac1on propuesta para la formac1on de producto de Luedek1ng·Piret (\l\/e1ss y Olhs 1980) 

donde expresan 

PRODUCTO= P~, 1= Po+u(Xrnlµ)ln [ 1-(Xo/Xm)(1-e" µt) J + p Xoe µU [ 1-(Xo/Xm){1·e" µt)) 

donde 

Po= concentración inicial del producto (gll) 

constante (relacionada al crec1m1ento) (g producto I g b1omasa I hora) 

p = constante (relacionado a la b1omasa mstéintanea) (g producto I g b1omasa) 

La constante obtenidas fueron s1gnificat1vamente (P<O 05) diferentes de cero y los valores 

obtenidos fueron a=O 341 (g EPStg b1omasa/hora) y po::O 792 (g EPS/g b1omasa). La 



producción de exopolisacárido esta asociada a la biomasa mstántanea (presente en el 

momento) y por el crecimiento De acuerdo a los valores presentados la b1omasa 

instantánea esta más relacionada con la producción que con el crecimiento del cultivo 

El estudio del consumo de sustrato en relación a la producción de b1omasa se analizó de 

acuerdo a Ja ecuación de Luedekrng-Prret (Weiss y Oll1s, 1980)· 

SUSTRATO= Sm= So-n(X.,, - Xo) - m(Xm/µ) In [ 1-(Xo/Xm)(1-e • µt) J 

donde 

So= sustrato in1c1al (g t I) 

n"" constante (g fuente de C I g b1omasa) 

m= constante (g fuente de C I g biomasa I hora) 

Los valores obtenidos fueron s1gn1ficativamente diferentes (P<0.0001) de cero, con n=1.57 (g 

Sacarosa/g Biomasa) y m=0.057 (g Sacarosa I g Biomasa I hora). El consumo de sacarosa 

está en funoón de la biomasa instántanea y por la velocidad de crecimiento. Por lo tanto. la 

mayor parte del consumo de sacarosa estarla relacionado con la biomasa instántanea 

presente. 
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5.2. CARACTERIZACION REOLOGICA DEL EXOPOLISACARIDO 

5.2.1 Detenninación de la viscosidad intrinscca 

La viscosidad 1ntrinseca se calculó para cada uno de los pollmeros por la intercepción en la ordenada 

de las regresiones para 11 reducida y la '1 inherente Las Figuras 6 a la 9 presentan graf1camente los 

reilados de estas regresiones. En el Cuadro 13 se detallan las (11] obtenidas en este estudio 

Cuadro 1 3. Comparación de la v1scos1dad intrinseca [ '11 calculada para los 
diferentes polimeros en estudio 

Xantana 
Al gin ato 

Pohsacándo 

EPS de Rh1zobium 
Guar 
Algarrobo 
Carhoximet1lcelulosa 

V1scos1dad intrínseca 
_'§'_"-~~~~~~-en ~gua (dUg}_ 

7,099 
5,336 
3,730 
1,882 
897 
774 

Los resultados logrados en esta etapa muestran que el polisacando de alto peso molecular, aislado de 

la cepa de Rhizobium phaseoli, pr-esenta una viscosidad intr-inseca intermedia entr-e valores superiores 

de xantana y alginato de sodio, e inferiores de tas gomas guar, carboxímetilcelulosa (CMC) y 

algarrobo. 
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a) Vosco.,dad ont,.nseca del exopohsactmdo d//• 

Rluzob•um en agua ~ 

·---·--·--~· 
_ _,,,.//. 

Concenlraoón (g/dl) • (10 ""> 

b) V1sco~1dad intr1nseca del exopohsacilndo de • 
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Figura 6. Valores de viscosidad intrínseca (dl/g) del polimero de Rhizobium 
phaseoli FES-C1 en soluciones de agua (a) y en formamida (b). 
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Figura 7. Valores de viscosidad intrínseca (dl/g) del polímero de xantana en 
soluciones de agua (a) y en formamida (b). 
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Figura 8. Valores de viscosidad intrínseca (dl/g) del polímero de algarroba (a) y 
alginato de sodio (b) en soluciones de agua. 
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Figura 9. Valores de viscosidad intrínseca (dl/g) del polímero de guar (a) y 
carboximetilcelulosa (b) en soluciones de agua. 
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En el Cuadro 14 se presentan los valores para los parametros de Hugg1ns (K') y de Kraemer (K-) 

Estos coef1c1entes se calcularon en soluciones acuosas para todos los pollsacandos en estudio y en 

formam1da para xantana y el exopolisacarrdo de Rh1zob1um debido a su mayor solub1lldad Los 

coef1c1entes K ·o K- nos indrc.:in el 9rado dú solub.t1dad del pollmero y las va naciones que expenment.:J 

con el cambio en el solvenro utilizado 

Cuadro 14 Resumen de las consranres de Hugg1ns (K ) y de Kraemer (K-) para el pollsacarido 
de alto peso rno/ecular de R pt1aseoll y diferentes gomas comerc1a/es 

Polisact¡ndo K con ,-¡q1Ja K con K- con ,Jgua K- con lormam1da 
ftHrn.1rnnJa 

Xarua11a 3 64 X 10' B 02 X 10' -1 1 X 10' -3 4 )( 16·3 

Alginaro 5 60 X 10• -1 7 X 10. 
EPS de Rh1.l'oblurn 2 48 X 10' 3 26 X 10' -1 5 X 10' -1 6x 10' 
Guar 5 41 X 10·.J -1 9 X 10' 
Algarrobo 3 09 )( 10' -1 8 X 10' 
CMC 5 4/ X 10• -1 6x 10• 

Desde el punto de v•sta f1s1co Ja ex1stenc1a de d1ferenc1as en los valores de K al utilizar dtst1ntos 

solventes puede 1nd1car Ja ngrdez de la part1cula o la drfrcu/tad de penetracron del solvente (Walton y 

Blackwel1. 1973) La goma xanrana mostro una amplra d•ferenc1a en Jos yalor-es K · con los dos 

solventes ut1hzados. lo cual sugenrra que el grado de expansron o de contraccion del bropolimero 

d1f1ere considerablemente al variar el solvente En cambio /os valores de K para el poJ1sacando de 

Rh1zob1um en los dos solventes no presentaron la magnitud de las diferencias observadas en xantana. 

lo cual podria 1nd1car una mayor ng1dez Los resultados obtenidos para K .. en estos exopo11sacandos 

presentaron fas mismas tendencias de vanac1on para los dos pol1meros en los dos solventes utilizados. 

y en el caso de Rh1zob1um /os valores en estos solventes fueron s•mllares 
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La mfonnac1on disponible. a partir de estos resultados en el pollsacándo de Rh1zob1utn phasea/1 nos 

1nd1ca que poseo un peso molecular 1ntermed10 y un adecuado comportamiento h1drod1nám1co en 

ambos solventes 

5.2.2. Determinación de Curvas de Flujo en el Medio de Cultivo en el Transcurso 
do Ja Fermentación 

En las Figuras 10 y 11 se observan tas curvas de flu¡o (111scos1dad aparente y !' en relación a la 

velocidad de deforrnac1on ~¡ ) en muestras del medio de cultivo de Rh1zob1um phaseo/1 obtenidas a 

diferentes horas en el transcurso de la fermentac1on El rndrce de consrstenc1a (1'.) se mcremenra a 

medida que aumenta la 111scos1dad del medio. y es particularmente apreciable a partlí de las 40 horas 

de m1c1ada la fermentac1on continuando en aumento hasta el final de la misma Estos cambios son 

atnbu1bles al 1nrc10 de la produccron del poltsacando en el medio hacia el final de la etapa logantmica 

de crec1m1ento y a la acumulac1on del mrsmo a medida que aumenta el tiempo de fernientacion El 

comportamiento del fluido en el muestreo de las pnmeras horas de fermentac1on (28 hl es 

pract1camente newtomano y en esta etapa la vrscosrdad es 1ndepend1ente de la rapidez de 

deformac1on A medida que avanza la fermentac1on el medio se vuelve mas viscoso y el 

comportamrento del fluido es no-new-toniano presentado cambros en la vrscos1dad al vanar la rapidez 

de deformac1on Hacia el final de la fermentación el comportam1ento del fluído es del tipo 

seudoplast1co reoflu1d1zante 

Los resultados obtenidos en esta etapa, se a¡ustaron a un comportamiento reolog1co que puede ser 

descnpto matemáticamente por el modelo Ostwald de Waele. Utilizando esta relac1on matemática. la 
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viscosidad aparente ('J .. .,} aparece como una función de la rapidez de deformac1on (·!'} Como se 

aprecia en el Cuadro 15 al avanzar f'.'!I 11empo de fermenlac1on se presenta un rncremento en los 

valores de 1'..: hasta alcan.!:.:lr 10 1 Pa s" a las 100 horas de 1ncubac1on. lo cual 1nd1ca un aumento en la 

v1scos1dad global del llu1do y a su ve: presenta un descenso en los valores del md1ce de f!uJO (n) hasta 

O 19 Desde el punto dü vrST.:l reolog1co las propiedades deseables en un polrmcro estan asociadas 

con altos valores dú 1'. y b.:l¡os valores de n. lo cu.al permite oblencr alta r¡..,, a ba¡a vc!ocrdad de 

deformac1on y un compnrtan11enro reoflwd1~anle (d1smrnuc1on de la viscosidad en funcion de la 

velocidad de deforrn.""Jc1on) fo que f.:rcd1ta el rnanCJO en tutH:~rias o filtrac1on a nrvcl tndustnal En 

Rh1zob1un1 phasc-.0!1 no o;e drspor1e de 1nform.:ic1on que permrta con1pnrar los resultados obtenidos para 

estas vanab/es En :<:antana corn0rc1al en conct"?ntrac10nf~s dt~ pohsac..-:indos srmdares a las obtenid<:Js 

en el medio de tern1erlf,"3cion utilizado en este traba¡o los vnlores deterTnmados para l..: y n fueron de 

34 5 Pa s" y O 23 (Kenn.~dt el al 1!J82) Estos autores trab.::tjando con XanthonJOnas cumpc•stns 

IC 19 en diferentes medios de c•_1/hvo determinaron los valores de l..: y n en el rncd10 de ferrnentac1on 

Los valores de n determinados por estos autores fueron tan altos como O 86 hasta valores similares a 

ros deseados en el producto comercial (0 22) cuando se vano Ja fuente de nitrógeno en el medio. 

mientras que los valores de,..._ fueron tan ba¡os como O 21 Pa s" hasta valores de 28 8 Pa s"' que se 

acercan a Jos deseados para un polrsacándo comercial adecuado Estos resultados 1ndrcanan que el 

exopohsacándo de Rh1zob1um phaseo/1 ba10 las cond1c1ones de este estudro no mostraron las altas 

consistencias obtenrdas en xantana. aunque los valores de n fueron infenores (0 19) Es importante 

señalar el contenido de proterna extraída del medio utilizado en este traba10 y Jos efectos detnmentaJes 

que puede tener sobre las propiedades reolog1cas del fluido Como se aprecia en el Cuadro 15 el 

contenido de proteína celular al final de la fermentación alcanzo valores de O 98 gil y la presencia de 

estas cantidades podría tener efectos antagorncos o s1nerg1stas sobre las propiedades reológ1cas del 

"' 



medio Normalmente Jos fluidos con altos valores de K y ba1os valores de n se asocian a la presencia 

de niveles ba¡os de am1noac1dos (Kennedy et al. 1982) en fcrmenrac1ones s1m1/ares a las reponadas 

para :.:antana Cuando cornpar.:irnos con las dcterm1nac1oncs en el pohsacando aislado y punf1c.ado a 

una concentrac1on s1mdar que se logra a lils 100 horas de fermenrac1on ( 1 "/o). los valores de 

cons1srenc1a encontrados en el fluido de fermentac1on fueron supenores 

Cuadro 15 Indice de cons1stenc1a (/..:.). indrcc de flu¡o (n) de la ecuación de Ostwald. produce.ion de 
exopoflsacando y de proteína celular en el transcurso de la fermentac1on 

Horas k (Pa s") P101nPd10 de Pr0ducc1on de 
Pro11ucc1ón de EPS prolr.1na celular {glf) 

6 
(!)11) 

o o 05 
4 o 08 o 13 
1S o 54 o 16 
20 o 10 o so 1 41 o 37 
28 o 12 o •9 2 38 1 13 
40 1 02 o 31 s 08 1 05 
54 s 50 020 7 so 1 os 
88 8 83 o 18 9 10 1 00 
100 10 1 0.19 10 76 o 98 

En forma ad1c1onal se determinó el comportamiento del polisacando cuando se d1sminuian las 

velocidades de deformación una vez alcanzado el má:.:1mo esfuerzo dentro del rango en estudio. En 

esta forma se pudo demostrar que el polimero no presenta cambios dependientes del tiempa de 

c1zallamiento en 'l•P y T, Jo cual indica el comportamiento reversible del polisacimdo al vanar Ja 

veJocrdad de deformación aplicada sobre el mismo 



5.2.3. Efecto del tratamiento térmico y diferentes sales en el comportamiento reológico 
del cxopolisacárido. 

5.2.3.1. Efecto del tratamiento térmico 

5.2.3.1.1. Pruebas de Flujo. 

El estudro del comportarn1ento reologrco del po/1sacando aislado y purificado se realizo en dispersiones 

o en soluciones ut111zando una concentrac1on del 1 'Yu. l.:ts cuales fueron sometidas a diferentes 

tratamientos tem11cos En las Figuras 12 y 13 se presenta fil mformac1on correspondiente al efecto de 

la temperatura (96º C por 10 rmn y 121° C por 15 m1n) sobre el comportam1ento de flu10 En Ja Figura 

12 se aprecia para todas las curvas un aumento de ' al 1ncremcntarse l.:l y y el pollsacando 

tratamiento tennrco presento una t mayor para una mrsma velocid.:id de deformac1on respecto a los 

tratados térmicamente Tamb1en la grafica rnd1ca que a mcdrda que Ja velocidad de deforrnac1on 

aumenta las d1ferenc1as en r entre los tratamientos term1cos se incrementan En la Figura 1 3 se 

muestran los cambios en v1scos1dad aparente para los diferentes tratamientos terrmcos aplicados al 

poi/sacando en estudio Desde el punto de vista reolog1co es de rnteres que algunos poilsacandos 

mantengan sus características de v1scos1dad con los cambios de temperatura. La goma xantana 

dispone de buenas caracterist1cas porque presenta cambios pequeños en v1scos1dad al 

incrementarse la temperatura entre O y 200° C (Cottrell et al -.1980) No obstante, existen otras 

gomas espesantes que son fuertemente dependientes de la temperatura que también se emplean 

para modificar la consistenda de los alimentos (Sutherland. 1990) 
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Figura 13. Variación de la viscosidad aparente (qap) en el biopolímero 
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En el Cuadro 16 se presentan los efectos del tratamiento term1co sobre el indice de consistencia (KI y 

el indice de nuJO (n} Como se apreaa en el Cuadro se presenta un descenso en K por efecto del 

tratamiento term1co. sin embargo la reducc1on en el 1nd1ce de cons1stenc1a fue mayor para· el 

pohsacando tratado a 96° C por 10 m1n respecto al tratamiento de 121° C por 15 m1n Por otra parte, 

para los dos tratamientos terrrncos se presentó un incremento s1m1lar en el indice de fluJO 

Cuadro 16 Efecto del tratamiento term1co en el comportam1ento de flu10 
delexopollsacando 

Tratamiento 

· -E-P·s 1%·-ccantí01)-
EPS 1% + 10 minutos a 96ª C 
EPS 1% + 15 minutos a 121º C 

5.2.3.1.2. Pruebas viscoelásticas. 

Indice de 
consistencia (K J 

Pa s" 
6,9 
5.1 
6,5 

Indice de 
flUJO (n) 

---0~20- --
0,29 
0.28 

En la Figura 14 se puede observar Ja respuesta vrscoelástica del polimero a través de los módulos 

elástico (G") y viscoso (G-). indicando que el G" para el exopolisacárido sin tratamiento térmico es 

elevado, Esta inforniacrón es coincidente con los valores obtenidos para el indice de consistencia (K) 

presentado en el Cuadro 16. El módulo elástico G" muestra una dependencia de la frecuene1a, de esta 

forma G~ ~ w", para todos los fJuÍdos de estudio. Por su parte, G'" muestra una dependencia similar. 

En Cuadro 17 se presentan los valores promedios y la dependencia de G'y G· = w. para cada 

tratamiento térmico. El fluído muestra característrcas elástrcas en su respuesta puesto que los vafores 

•• 



Figura 14. Efecto del tratamiento térmico sobre los módulos 
elástico (G") y viscoso (G") del polisacárido de Rhizobium phaseoli 
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de G · son mayores que los valores do G~ en rodas las frecuencras con y sin traram1en10 térmico 

(Yuk1hiro et al. 1991. B<:urd y Petlll. 1991} Por otra pane. el comportamiento es típico a un matenal 

v1scoelast1co s1m1/ar a lo que algunos autores denominan gel düb1f 

En todos los tratan11entos rerm1cos los n10<1ulos cfa::-,t1cos y viscosos d1sm1nuyeron La d1sm1nuc1on en 

el modulo elastrco (G ) y vrsco~o (G .. ) tue s1mdar en todos /os tratamiento<> term1cos aplicados (96° C 

por 10 m1n 121º C por 15 m1n y 121" C por 30 mrn) Sin en1bargo. en las curvas de fluJO se 

observaron d1ferenc1as entre los tra1am1entos t0rrn1cos Las formas de /CJs Cl1rvas. nos 1ndrcana que es 

posible que a frecuencias mayores al rango ut1/lzado tender1an a cru~.-Jrse y en estil etapa G seria 

menor a G~ 1nd1cando que el pol1n1ero podr1.::i cornportar5e como l1qu1do v1scoso a partir de esc punto 

Cuadro 17 Efecto del tratamiento termrco sobre los modulos elastrco (G ) y viscoso CG-). en los 
valores promedios y en la dependencia de G y e-

(Pal de 
¡ ""~º'°" "" '" ¡ FrccuPnc1,, G ... "' .-

·a r --- r ... -

Función r.:I~ la 

(Pa) 

Frecue-nc1d 

. ______ ex_ -------
de a r 

~------- --
EPS sin trat.Jrn1ento fl">rrnrco 38 4J 10 ¡ o-·.? o 99 13 90 , '25 o 04 o 56 

2 47 026 o 98 ;~0c~np~:r1a0~~~to wrrn1co 12 74 5 1 o 31 j O 97 6 17 

EPS con tratarnr"'nto térrnrco -,~3~W~-~5~1 --r-0~~37, -¡------o-99-+--05,-9~3oc-+-~=-+-==--+~=---j 
a 121" e por 15 ,,...,n 

2 65 028 o 99 

EPS con tr<Jtarn1ento tcrrn1co 12 8S. 
i!~..?.!~~ __p_i:ir--1_0 _'!1_•!"1 ... 

de • ""'"5>nae>On e5t..1nd.~r 
G "' n>OdulQ ~s.hco 

C 4
>= rnOd'-'lo v...cos.o 

5, 2 97 028 o 99 

.-

"º 



5.2.3.2. Efecto de la adición de sales. 

5.2.3.2.1. Pruebas de flujo. 

El exopo/lsacando producido por Rh1.zrob11un1 phaseoh en presencia de sales produce geles dcblles que 

calentados a 96º C regresan a la cons1stcncra l1qu1da y en fno gellf1can nuevamente La formación de 

geles es favorecida por Ja presencia de sales cat1on1c.as mono y d1valentes corno ha sido descnpto 

para los ge/es de alg1nato (M1tchell 1979) Esto es oxpl1cado por ol grado de entrecruzarrnento entre 

los componentes del pollmero y puedo ser alterado v;:inando la conccnrrac1on de iones d1valentes 

necesanos para promover la gel1f1c.ac1on Tamb1en. el grado de poilmerizac:on aumenta 

con incremento de la flex1b1l1dad (M1tchell 1979) Sutherland {1990) reporta en la goma gcllana que la 

temperatura para la formac1on de gel y su dure~a depende de 13 naturaleza del polimero y la 

concentración del cat1on, asi como de la concentrac1on del exopol1sacélndo En este caso la 

gehficac1ón requiere de dos pasos. uno in1c1al que conduce a un ordenamiento de las cadenas y una 

postenor de asociación entre las mismas En algunos polisacandos el s1t10 de un1on de los cationes es 

importante para mantener fa estabilidad de la conformación ordenada 

En Jas Figuras 15 y 16 se ev1denc1aron cambios en v1scos1dad e indice de tlu10 del e.xopollsacélndo 

tratado ténrncamente (control) cuando se le ad1c1onaron sales d1valentes y monovalentes. En la Figura 

15 se apreoa un incremento importante en la viscosidad por Ja ad1c1on de Na·. mientras que las 

respuestas a la ad1c1on de Mg .. y Mn··. fueron sólo levemente supenores al control En cambio la 

viscosidad aparente d1sm1nuyó respecto al control cuando el cation adicionado fue ca··. Estos 
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cambios en la v1scos1dad aparente se presentaron para ba1as velocidades de deformación. mientras 

que en altas las d1ferenc1as entre los diferentes cationes y el control se m1nim1zaron En_ refac1on a las 

curvas de flujo Na·. Mn·· y Mg·· presentaron mayon)s valores que el control. mientras que el ca·· 

presento valores n1enores 

En el Cuadro 18 se presentan los indices de cons1stenc1a (Jo..: J y de flujo (n) para el poilsacando uatado 

térmicamente ( 121° C por 15 m1n) al cual se le ad1c1onaron sales a una concentracion de O 5%> (cuyos 

equivalentes son para el NaCI 87 rnM/g. CaCI: 45 mM/g. MgCI: 52 mM/g y MnCI~ 40 mM1g) En todos 

los casos se presento una reduccion en el indice de cons1stenc1a que fue dependiente del tipo de 

cat1on ad1c1onado La reducc1on fue mayor para el Ca .. bajando hasta valores de ,._ de 3 4 Pa s". 

intermedia para Mg .. (6 O Pa s") y Mn"" (5 1 Pa s"). y min1ma en el caso de Na· (6 4 Pa s") Los 

cambios en el indice de flujo mantuvieron un orden sun1far con escaso incremento en el caso de Na" 

(O 30). medio en Mn." (O 31) y Mg·· (0 31). y mas elevado en el ca·· (O 33) 

Cuadro 18 Efecto del tratamiento térrmco y la presencia de sales mono y d1valentes, en el 
comoportam1ento de fluJo del exopollsacando 

Tratamiento 

EPS 1% + 15 minutos a 121º C 
EPS 1o/o + 15 minutos a 121º C +O 5 % de MnCl2 
EPS 1% + 15 minutos a 121º C +O 5 % de MgCl2 

EPS 1 o/o+ 15 minutos a 121º C + 0.5 % de CaCJ2 
EPS 1% + 15 minutos a 121º C + O 5 % de NaCI 

94 

lndtce de 
consistencia (K) 

Pa.sn 
6,5 
5,1 
6,0 
3,4 
6,4 

Indice de 
flu10 

0,28 
0,31 
0,31 
0,33 
0,30 



5.2.3.2.2. Pruebas viscoelásticas. 

En la Figura 17 se observa el efecto de cationes d1valentes (ca··. Mg"" y Mn .. ) sobre los modulas 

elilst1co (G ) y viscoso (G .. ) En relac1on a Jos cambios en el comportamiento de G se puede apreoar 

que los cationes diva/entes aumentaron los valores del modulo clashco a lo largo de las diferentes 

frecuencias ut1llzadas Por otra par1e. los incrementos fueron drferentes entre los d1st1ntos cationes con 

los mayores aumentos para manganeso y los menores para calcio Es importante notar que los 

aumentos en G fuero~, mayores cuando las frecuencias fueron ba1as mientras que disminuyeron en 

las mas elevadas carnb1.:indo Ja dependencia del modulo G con la frecuencia En el Cuadro 19 se 

presentan los valores promedios y la func1on de la frecuencia para los módulos elast1cos y vrscosos en 

relac1on a la presencia de sales En ausencia de iones (E PS) la dependcnc1<1 de G con la frecuenaa 

fue G·~ ll o:>t mostrando un comportam1ento t1p1co de un fluido v!scoelasttco La ad1c1on de iones 

conduce a una reducc1on de esta dependencia una func1on G-_- u 0 
, .. (Ca). tendiendo al 

comportamiento de un solido v1scoelast1co 

Cuadro 19 Efecto de diferentes iones sobre los módulos elásticos (G.) y viscoso (G .. ). en los valores 
promedios y en la dependencia de G' y G · 

Tratamiento Term1co a G Promedio F unc1on de la FrL-cuenc1a G" Promedio Función de la Frecuencia 
121ºC por 15 m1n G. G" 

(Pa) de 1 
1 

(PaJ de 

EPS (Control) 13 10 
5 " 

o 31 o 99 6 93 2 65 o 28 o 99 

EPS + MnCl.;o 38 73 7 65 o 14 o 89 8 89 254 020 o 99 

EPS + MgCI; 30 27 6 44 o 16 o 98 88 2 54 o 23 o 99 

EPS + CaCI: 21 20 4 75 o 14 o 88 6 12 1 70 o 20 o 99 

EPS + NaCI 24 80 7 58 o 24 o 98 8 07 2 30 O :!O o 99 

G·•moduio 

95 



Figura 17. Efecto del tratamiento térmico (121ºC por 15 min.) y cationes 
divalentes (0.5°/o) sobre los módulos elástico (G') y viscoso (G") del 

polisacárido de Rhizobium phaseoli 
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En el módulo viscoso cG·) el promedio de valores para el b1opo/imero en soluciones con sales de Mn·· 

(8 89 Pa ± 2 54) y Mg·· (8 80 Pa .:t: 2 54) se comportaron en forma s1m1/ar y fueron suponores al control 

(6 93 Pa ~ 2 65) En el caso de soluciones del b1opo/1mcro con sales de ca·· el promedio de G- (6 12 

Pa .:t: 1 70) fue s1m1/ar al control en frecuenc1.-is baias. mientras que al aumentar las frecuenoas los 

valores de G~ tendieron a d1sm1nu1r por deba10 de los pron1edros del control sin sales Los resultados 

permiten cspecu/.;ir sobr~ cierto grado de sclect1v1dad por diferentes cationes. particularmente 

parecena existir una preferencia por Mg·· y Mn·· en relacion é'll ca·· En la Figura 18 5e presentan los 

modules elast1co y v•<>coso al incluir un c.at1ón n1ono1,1.-i/ente (f'~a") Los valores de G se rncrcmentaron 

respecto al control { 13 1 O Pa :!: 5 11) por la 1nc/usron de Na· y su cornportamiento se mantiene a lo 

largo de las diferentes frecuencias En compLJracron a los v:-ilores observados en los cationes 

d1valentes. el sodio presento un compor1am1ento 1nterrncd10 d::.Jdo que los mismos incrementaron los 

valores de G con promedios para Mn .. de 38 73 Pa .:t 7 65 para Mg·· de 30 27 Pa ~ 6 44 y para ca·· 

de 21 20 Pa ± 4 75. Los valores para el modulo viscoso para el caso do sodio (8 07 Pa .:t 2 30) fueron 

srml/ares a los encontrados con Mn·· y Mg··. aunque en frecuencias altas la tondencia a acercarse a 

los valores del control fue mas acelerada que en estos cationes diva/entes Por Jo tanto. Jos 

incrementos en los valores de G- y G· con la inclus1on de sales dependieron del tipo de catJon 

rncorporado que en orden decreciente fueron Mn·· > Mg·· > Na· :- ca·· El buen comportamiento de 

Jos cationes d1valentes sobre Ja gellficaoón en po11sacandos producidos por Rh1zobwm ha sido 

reportado por Moms (1991). que considera que estos cationes son mas efectivos para Ja ge/if1caoon 

que los monovalentes. En el presente traba10 los cationes Mn·· Mg"· y ca·· presentaron 

comportam1ento s1m1lar en el módulo elastrco. cuyas pendientes tienden a cero y se descnben por las 

tunoones Gº ::;. c,}
0 1

•
2

• G. ;;::: c·Jº 160 y G. :: "Jº 1
.3.!S. respectivamente Emako (1994) traba1ando con la 
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Figura 18. Efectos de la inclusión de sodio (0.5%) sobre los módulos 
elástico (G') y viscoso (G") del polisacárido de Rhizobium phaseoli 
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goma ge/ana 1nd1ca que la presenoa de Na·. Ca .. y Mg·· funcionan como ordenadores de la 

estructura y a baJas concentraciones producen un orecto altamente hidratante sobre los grupos 

carbox1los E/hot (1977) establece que las tuerzas 1onicas del medio reducen la repuls1on entre las 

cargas adyacentes sobre la cadena del pollmero Morns et al (1981) detallan que en la mayoria de los 

casos Ja ge/1ficac1on ocurre por ~zonas de uniones~ entre secuencias de las cadenas pol1mencas. ba10 

adecuadas condrc1ones de temperatura. concentrac1on. tuerza 

Probablemente el Mg·· y Mn·· perrrutcn establecer uniones n1as flfmcs que el ca·· en /a formac1on del 

gel por el establec1m1ento de uniones cruzadas entre los pollsacandos ( Suther1and. 1990, Emako et al. 

1994) Las soluciones del pohsacándo de R phaseol1 con Na· en cond1c1oncs de tratamiento terrn1co 

de la goma, mostraron un me¡or comportan11ento que los d1valentcs en las pruebas de flUJO a través del 

indice de cons1stenc1a Probablemente exista tarnbren una selectividad por Na" en este pohsacando y 

diversos autores han encontrado, en trabaJOS con otras gomas. un incremento en el volumen 

h1drodmám1co efectivo de la molecula, lo cual determina un aumento en Ja v1scos1dad (Kang y Pett•t. 

1993: Dunstan et al. 1995, Moms 1987) 

5.2.3.3. Estabilidad del Exopolisacárido en el almacenamiento refrigerado 

5.2.3.3.1. Pruebas de Flujo 

En el Cuadro 20 se presentan los valores de los indices de consistencia y de flujo para los cationes 

Na· y Mn··. cuando el po11sacarido tratado a 121° C por 15 m1n fueron refrigerados por 5 dias. Los 

valores de K fueron de 5. 7 Pa.s" para Mn·· y de 6 62 Pa s" para Na· ,presentando valores superiores 
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a los obterndos con el tratamiento térmico solamenre ( 5 16 y 6 4 Pa s" para Mnºº y Naº. 

respectivamente) Los valores correspondientes al 1nd1ce de flu10 (n} füeron de O 33 para Mn·· y O 31 

para Na·. respecto a O 31 sin el tratamiento de refngerac1on 

Cuadro 20 Efecto del tratamiento rcrrn1co y refngcraoon sobre los 1nd1ces de consistencia y de fluJo 

Tratamiento term1co 121º C por 15 m1n 15 
dias de retngerac1on 

EPS ·-í 3·-+- o- s ·o/º ·c¡e-·Mric1; · 
EPS 1% +O 5 % de NaCI 

5.2.3.3.2. Pruebas viscoelásticas. 

Indice de 
.~ns!~ten~1a (f..:.) ~a :!!" 

5,76 
6.62 

Indice de fluJo 
(n) ·a:33·- · 

0.31 

En la Figura 19 se presenta el efecto de refngeraetón durante 5 dias del po11sacando tratado a 121° C 

por 15 mm y en preseneta de sales de Mn··. ca·· y Na·. sobre los módulos elástico (G') y viscoso 

(GN) Los resultados para el módulo elásttco muestran que el pohsacándo refrigerado en presenc..a de 

Na· (27.3 Pa :i: 7 53). presentó un leve incremento en los valores de G. respecto al control no 

refngerado (24 8 Pa :i: 7.58) a lo largo de todas las frecuencias En cambio. los incrementos en los 

valores de Gº en refngerac1ón con sales de ca·· (36 06 Pa ~ 7 16) fueron amplias respecto al control 

sin refngerac1ón (21 2 Pa :i: 4.75). En el caso de la 1nclus1on de Mn··. la refngerac1ón condujo a 

reducciones en los valores de G ·a lo largo de todas las frecuencias Los cambios descnptos para el 

módulo elástico cG·) fueron s1m1lares para el caso del módulo VISCOSO (G-). En el Cuadro 21 se 

presentan los valores promedios y la función de Ja frecuencia para los modulas elásticos y viscosos en 

relac.tón a Ja presenc.a de sales y la refngeración. La presencia de sales de Mnº• y ca·· en el 
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Figura 19 (G') .. Efecto de 1 y viscoso (G") a refrigeración en el po11·sa . sobre los m . car·d odulos . • o con diferent elastico 
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b1opolimero con y sin tratamiento term1co a 4° C mostraron una dependencia de G con ta frecuencia 

de G':.:. M 
0 1

'. tendiendo el biopolímero a un comportamiento de un solido v1scoelást1co. lo que sugiere 

que estos iones favorecen la formac1on de un gel deb1I Mientras que las sales de Na" <G. ,.,021
) 

mostraron un efecto diferente en el comportam1ento tendiendo a un flurdo v1scoelast1co En el modulo 

viscoso (G ) el promedio de los valores para el exopohsacando refrigerado y no refrigerado en 

presencia de iones. en el caso de Mn·· refngerado (8 23 Pa :t: 2 21) y no refrigerado (8 89 Pa ±: 2 54) 

mostro un con1portam1ento similar a las sales de Na· Mientras que la presencia de ca·· en el 

tratamiento refngerado (10 04 Pa ::!:: 2 81) y no relngerado (6 12 Pa ± 1 70) 1nd1caron diferencias 

importantes por la presencia de este ion. lo que sugiere que la refngerac1on aumentana la h1dratac1on 

del btopollmero La 1nclus1on de sales con y sin refrigerac1on presentaron una dependencia de la 

frecuencia de G similar para todos los tratamientos. la pendiente nos 1nd1ca el comportamiento de un 

fluido v1scoelást1co 

Cuadro 21 Efecto de la refngerac1on del biopolímero en presencia de sales sobre los modulas 
eléist1co {G.) y viscoso <G) en los valores promedios y en la dependencia de G'y G 

Tratamiento 

EPS • MnCI~ 3M l3 l 65 

EPS • MnCI; • Refr1g 32 60 5 95 

EPS • CaCI; 4 15 

EPS • CaCI: • Refr•g 36 C6 

EPS • NaCI 

EPS • NaCl • Refrig 

d •• i:s- • ...:.on ~landdr 
G • rnodulO eiasroco 
G ... rnodulO .~os.o 

24 80 7 58 

27 30 7 53 

o 14 o 89 

o 13 o 98 

o 14 o 88 

o 15 o 9ti 

o 24 o '}8 

o 2i o 99 

Ful"'c•ón de 1a Frecupnc•a 

8 89 :z. ~4 o 20 o 9q 

8 =3 2 ::1 o 19 o 97 

6 ~2 , 70 o ::o e 99 

10 04 :: 81 o 21 o 98 

B 07 2 JO o 20 o 99 

B 69 3 49 o 20 o 99 



5.2.4. Determinación de los indices de consistencia y de flujo a diferente pH. 

5.2.4.1. Pruebas de Flujo. 

Las muestras de EPS se Hvatuaron a diferentes pH t3 7 y 11) las muestras se sometieron a un 

tratamrento terrn1co de 1~ 1° C por 15 mrn en ausencia de sales A pH= 11. K fue de 7.8 Pa s" y n de 

0.25. para pH==-7. t-... fue de 6.5 Pa s" y n de O 28 y para pH=3 ..._fue de 6 6 Pa s" y n de O 26 A pH alto 

el comportanl1ento viscoso del EPS fue rnayor mientras que la vanac1on de pH neutro a ac1do no 

afecto el cornportamrento reotog1co respecto 3 t-... y n Estos resultados con relac1on al pH nos 1nd1can 

que no existen ~ariac1on en el comportam1ento reotog1co entre pH=3 y de 7 Mientras que a pH="t 1 

presento un cornponam1ento superior lo que se refle¡a con aumento de ¡.__ 

5.2.5. Comparación del polisacárido de R. phaseoli con soluciones de xantanas 
comerciales. 

5.2.5.1. Pruebas de flujo. 

En la Figura 20 se presenta la 1nformac1on correspondiente a las curvas de v1scos1dad del polímero 

bajo estudio respecto a dos xantanas comerciales Como se aprecia la .xantana 1 presento una curva 

con valores supenores a las obtenidas del pollmero de R phaseolr. mientras que la segunda goma 

comercial presentó valores 1nfenores a velocidades de deformac1on bajas siendo similares a 

velocidades altas La Figura 21 presenta las curvas de flu¡o en la cual se aprecia que la xantana 1 

presenta valores mayores al pollsacando ba¡o estudio a lo largo de todas las velocidades de 
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Figura 20. Comparación de la viscosidad aparente ( 11ap) del 
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Figura 21. Curvas de flujo del biopolímero y dos gomas 
comerciales de xantana al 1 º/o. 
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deforrnac1on. en can1b10. la xantana 2 presento valores superiores a velocidades de deformación 

ba1as e inferiores a velocidades de deformación elevadas 

En el Cuadro 22 se prescnla /<J 1nforrnac1on oblen1da de /os valores de los indices de cons1slenc1a (JO.:) 

y de fluJO (n) Los valores de t< fueron de G 9 Pa s" para el po//sacando en eslud10. 6.3 Pa s" para 

.xantana 1 y 2.6 para xan!ana 2. rn1enlras que n presento valores de 0.20 0,26 y 0.36. 

espect1vamenre El exopol•sacando obtenido presento caractcnst1cas reolog1c.as superiores por el 

mayor indice de cons1slenc1.:::t y menor 1nd1ce de tlu10 que las xanranas comerciares probadas. 

Cuadro 22 Comportam1en10 de flu10 dül po11sacando de a/lo peso molecular producido por R phaseo/J 
con dos xan!anas comf!rc1ales 

Goma al l'!'o 

Xantana 1 
Xantana 2 
Po//sacando de R phaseoh 

5.2.5.2. Pruebas viscoelásticas. 

1nd1ce de cons1srenc1a (J...:) 

Pa s" 
·6.3 
2.6 
69 

Indice de fluJO (n) 

0·26 
0.36 
0.20 

En la Figura 22 se presenta la comparaaón de los módulos elastrco (G") y viscoso (G'") para el 

exopolisacándo obtenido de Rhizob1um phaseo/1 con 2 gomas de xantana comerciales de diferente 

cahdad En el Cuadro 23 se presentan los valores de G ·• que fueron s1m1lares a .xantana 1 (34.45 Pa ± 

7.33) en frecuencias ba1as y al incrementarse las rrecuenoas los valores de G · para R. phaseo/i (38 42 

Pa % 10 69) tendieron a ser levemente supenores. Respecto a la segunda goma comercial conparada 

(21.58 Pa % 6.6) • los valores de G · fueron supenores a lo largo de todas las frecuencias. Los valores 
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Figura 22. Comparación de los módulos elástico (G') y viscoso (G") 
del polímero en estudio con xantana comercial de dos procedencias. 
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de G- del pohsacarido de R phaseo/J (13 9 Pa ± 1 26) fueron supenores a lo largo de todas tas 

frecuencias probadas respecto a las dos gomas cornerc1ales, incrementandose las d1ferenc1as en 

frecuencias baJaS y tendiendo a acercarse en las frecuencias altas La dependencia de la función de la 

frecuencia para el modulo elastico fue s1rnil.::Jr p.::ira el exopollsacando de Rh1zob1urn (G , ) 0 
;:-i ) y 

xantana 2 (G , , 0 
:-i}. m1t:'ntras que p.:lri1 )(LJ.ntan.:i 1 ta pendiente fue menor {0 16) El modulo viscoso 

G · para la goma de Rh1zob1urn fue supenor a los prornedoos c.alculados para Jas gomas comerciales 

de xantana El pollmero bélJO estudio. presento una nH::-nor dependencia de la frecuencia (G 

lo cual nos 1nd1c..~ un comportarn1ento trp1co de un niatenal v•scoclastJco similar a un gel 

Cuadro 23 Estudio del comparat1vo de Jos modulas elast1co íG ) y viscoso (G } en el exopollsacando 
de Rh1zob1um phaseo/1 y dos gomas de xantana comcrc1ales 

Traramr~n!o 

E PS de R pflas&oh 

Xanrand 2 

d e- Clesv•ac1on -tdndar 
G · = módulo elasl1co 
G·=mOdulo viscoso 

.384~ 1069 021 Qys; 

7 33 o 16 o 98 

21 58 6 60 o 23 099 

IUH 

1 J YO , 26 o 03 o 56 

9 78 , 42 o 10 o 95 

7 59 , 62 o 86 



5.3. CARACTERIZACION QUIMICA DEL EXOPOLISACARIOO PROVENIENTE DE LA 
CEPA DE Rhizobium phascoli FES-C1. 

5.3.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL BIOPOLIMERO 

La producc1on de exopol1sacando de Rt11:ob1urn phasco/1 FES-C1 obtenrda en el medio de 

cultivo opt1m1zado baJO cond1c1ones de fermentador tue postenormcnte purificado por medio de 

centnfugac1on y d1alls1s. corno fue descrito anteriormente Utdtzando las tecnicas de Bradford y 

electroforesis se confirmo la ausencia de pro1e1nas en el matcnal sometido a estudio Las 

técnicas de separac1on utilizadas pem11t1eron obtener dos fracciones en el pol1sacando 

producido en el medio de cultivo. co1nc1dentes con otros reportes de la literatura en este 

género (Zevenhu1zen, 1984 1986. Breedveld y M1ller. 1994) 

5.3.2. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DEL EXOPOLISACARIOO AL CALOR 

El exopoflsacando total obtenido del medio de cultivo no presento punto de fusión, pero se 

pudo detennrnar la temperatura a la cual se degrada y este valor se comparó con las 

temperaturas necesanas para degradar muestras de Qnco pohsacándos comerciales El 

exopolísacándo de Rh1zobwm phaseo/1 reqwere 225° C. xantana 210° C. carbox1met1lcelulosa 

2000 C, guar 19Cl°C. algarroba 181º C y alg1nato 18Cl°C Los resultados obtenidos nos 

perrmten conocer la estabilidad pohménca del exopohsacándo en estudio, que puede soportar 

altas temperaturas antes de que se desnaturahce La estabilidad del exopolisacándo produodo 

por esta cepa de R. phaseoli fue similar o supenor a otros polimeros existentes en el mercado. 

Si bíen el polisacitndo puede soportar altas temperaturas para lograr su desnaturalización. es 
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importante rcsalt.ar que la temperatura puede tener efectos en la despolimenzac1ón en 

dispersiones que son calentadas. afectando de esta forma las propiedades reológ1cas 

(Pedersen. 1977) 

5.3.3. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA 

Los resultados obtenidos de la c.aractenzac1on del b1opollmero total excretado al medio de 

cultivo por espectroscopia infrarroia se presentan t.?n el Cuadro 24 Se pueden observar las 

pnnopalcs bandas y as1gnaaones encontradas en el exopolisac.ando de esta cepa bacteriana 

Otros polimeros comerciales (xantana carbox1metilcelulosa. guar. algarroba y alg1nato) fueron 

sometidos a la misma metodolog1a de analls1s parc::J efeclos comparat1vos. mostrando en 

algunas bandas y asignaciones cierta s1m1l1tud alfJunos de estos polímeros en los 

componentes de su estructura En las F1guros 23 ;:'4 2~ 26 y 27 se presentan los resultados 

de espectroscopia infrano1a para Rh1zob1um phaseo/1 FES-C 1. xantana. alg1nato. algarroba y 

guar. respectivamente 

5.3.4. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DEL EXOPOLISACARIOO POR HPLC. 

Los resultados obtenidos en HPLC de los estandares utilizados se presentan en la Figura 28 

e indican que la t1roglobuhna bovina presenta un peso molecular de 670.000 d que equivale en 

el sistema utilizado a un tiempo de retenaon (41:) 7 95 mm. gamma-globuhna bovina con 

158.000 d y un lA de 8.76 min. ovoalbUmina de gallina con 44,000 d y un IR de 9.23 m1n. 

mioglobina de caballo con 17.000 d y un ~ de 9 63 m1n y oanocobalamina con 1.350 d y un IR 
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Cuadro 24 Resultados de frecuencias y bandas de as1gnac1ón obtenidos en 
espectroscopia 1nfrarro¡a del oxopot1sacár1do de R phaseo/1 FES-C1 

FRECUENCIA (cm ) ASIGNACION "kT 

3418 Banda anch3 25 

2922 Banda corta 67 
2918 ___ _ 

Band.:i corta 69 
1732 __ _ 

Banda media 

·-- ---·------·-- -- . 
Banda mcd1.3 53 2 

------ Banda mCd~a ------- 60 

56 

1260 Banda media 56 

1160 Banda media 36 

1072 Banda ancha 1, .7 

1 lt 

GRUPOS 

OH 

CH, 
- - --- f--CH.l ____ --

Carbox1lo 

Carbox1lo 

Carbo)(ilo 

CH, 
1 

CH,--C-
1 
CH, 

fH3 
CH, -e 

1 
H 

e- 0--- c 
Eter 



Figura 23 Espectroscopia infrarroja del exopolisacárido de Rhizobium phaseoli 
FES.C1. identificándose las bandas y asignaciones. 
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Figura 24 Espectroscopia infrarroja de la goma xantana, identificandose las bandas y 
asignaciones en el espectro. 
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Figura 25. Espectroscopia infrarroja del alg1nato, identific3ndose las bandas y 
asignaciones en el espectro. 
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Figura 28 . Cromatograma de HPLC de los diferentes estándares para pesos 
moleculares. 
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de 11 58 m1n Las muestras de la goma punf1c.:.-ida ünal1.l'adas por medio de HPLC, revelan la 

presencia de dos fracc1onos una de alto peso moleCLJlar de 878 222 d y otra de ba10 peso 

molecular de 5.200 d (Figura 29) Amcmura et di ( 1983; tr<1ba1ando con una cepa de 

Rh1zob1um phaseoh AHU 1133 1dcnt1f1caron l.a prescncl.d de un .eoxopol1sacando ac1d1co de atto 

peso molecular y otra fracc1on de ba10 corrcspond•onte n ¡ ~ 1 _: gl!cano c1cl1co En este 

estudio. Amemura et al (1983) no detecto la presencia de untdades lineales dü octasacandos 

en los pohsacandos estudiados. que corresponden a las urnd.3des estructurales para la 

sintes1s del exopoltsacando de alto peso molecular La h1drol1s1s ac1da de la fracc1on de ba10 

peso molecular perrn1t10 detectar la cx1stenc1a de 15 cur.1as en HPLC como se aprecia en la 

Figura 30 Estos resultados son co1nadentes con otros reportes en diferentes cepas de 

Rhizob1um las cuales pueden presentar hasta un grado de pol1rnenzac1on de 40 glucosas 

(Amemura et al , 1985. Ko1.z:um1 et al. 1983, Brecdveld y M1ller 1994 J 

La fracaón de alto peso molecular de Rhtzob1um phaseoll presenta un peso de 8 78 x 105 d 

que es s1m1lar a otras gomas de interés industnal. entre ellas algmatos 5 x 105 d. dextnnas 5 x 

105 
- 2 x 107 d. pullulanas 1 x 10• - 1 x 10!>d, els1nanas 3 x 105 d. esclcroglucanas 1 9 x 10•. 

2 5 x 10• d (Suther1and, 1990) 

5.3.5. ESTUDIO DE LOS COMPONENTES QUIMICOS DEL POLISACARIDO. 

5.3 5. 1. La utilizaC1ón de métodos enzimáticos (O-glucosa oxidasa) penn1t1ó detenTiinar el 

grado de h1dróhs1s en relaaón con el tiempo transcurrido desde el 1rnc10 de la misma. Los 

resultados indican que a medida que aumenta el tiempo de acc1on del ácido mayor es la 
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Figura 29 Cromatograma de HPLC con separación de dos fracciones del 
exopolisacándo de Rhizobium phaseoli FES-C1. 

119 



i 

~_} 
· .. 3 

~ -
z: 55 :;:; 

"' Ñ 

~ª 
~g !!! 
E• e!IS ~ ~ 

~ j~ :;: 
~ 

= <=ioLt..c:t l"! 
~~==~iE ~ 

¡;¡ 

Figura 30 Cromatograma de HPLC de Ja fracción de bajo peso molecular luego de 3 
horas de hidrólisis ácida, identificándose 15 curvas. 
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cantidad del h1droflzado Ul1hzando mediciones a los 23. 60. 90 y 120 m1nu1os de exposición a 

h1drólts1s .Bcida se detectaron concentraciones de gluci.:>s.:J de 32. 44. 76 y 94 mgt100 mi de 

muestra. respectivamente Estos resultados muestran la presencia de glucosa en la 

compos1oon del pohsacárando en estudio cuya conf1gurac1ón es O (Aman et al 1<:181) 

5 3 5.2 Los resuUados en cromatografia en capa frna se obtuvieron comparando los valores 

R, de las muestras problemas con los controles El sistema de d1so/11cnte TLC 1 perrrutio los 

mejores RF para el h1dro/1zado del exopol1sacando durante 2 horas Los resultados mostraron 

que los poflsacandos estan constituidos por glucosa (R,- O 30). ac1do glucurornco (R,- O 19) y 

galactosa (~ O 29) y se encontraron co1nc1denc1as con la mancha correspondiente a manosa 

(R, O 33) La ausenoa de esle Ultimo monosacando en cepas de Rh1zob1um de crec1m1ento 

rápido ( Humphrey et al, 1974) se confirmo por HPLC los cuales revelaron la inexistencia de 

manosa en el bropolrmero de la cepa en estudio (Ko1zum1 et al. 1983. Breedveld y M1ller. 

1994). Resultados similares de presencia de manosa se han encontrado cuando se traba1a 

con extracto de levadura como fuente de nitrógeno en el medio de cultivo, y normalmente se 

atnbuye a las mananas provenientes de las levaduras (Humphrey et al, 1974) 

5.3.5.3. Como se mencionó antenorrnente las dos fracciones del exopollsacándo aislado 

fueron estudiados en forma separada. En la Figura 31 se presenta el cromatograma en capa 

fina con el s1slema de disolvente TLC3 de Ja fracción ciorofórmrca de la goma met1lada. 

revelando la presencia de 1 7 manchas ascendentes de glucosa. lo cual difiere con las 15 

glucosas determinadas por HPLC. Estas d1rerenc1as podrian ser asoaadas a los tiempos de 
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hidrólisis y probablemente al uso de una Un1ca relac1on de acetonrtnlo-agua (Ko1zum1 et al. 

1983) 

Hacia uno de los extremos del cromatograma no existe un.:i separ<:Jcron clara por /o cual el 

grado de pollmenzacrán podría ser mayor Esta fracc1on estudiada corresponden a 

polisacándo de baJO peso molecular con un grado de pol1menzac1on de 1 7 o mas glucosas La 

cepa utilizada de Rl11zob1urn phaseo/1 para la producc1on de goma. al igual que otras bactena 

del mrsmo género, producen y liberan al medro de cultivo una fracc1on de bajo peso molecular 

compuesta por p -1-2 -0- gllcanos (Zevenhu1zen 1984. 1986. Amemura et al .1985. Sreedveld 

y M1Jler, 1994) 

5.3.6. ESTUDIO DEL EXOPOLISACÁRIDO POR HPLC 

Los resultados de HPLC de la fracción de alto peso molecular revelan que esta compuesto por 

glucosa, éiodo glucurómco y galactosa. lo cual confirma los resultados que fueron obtenidos 

por Cromatografía en Capa Fina (CCF) y ademas se delectan aetdo p1niv1co y radicales 

acetilo como se aprecia en la Figura 32. La preseneta de radicales de ácido pin.Jv1co y acetJlos 

ha sido reportada en pol1sacéiridos de Rh1zob1um, que se presentan normalmente como 

sustJtuyentes en las unidades estructurales del polimero (Zevenhuizen, 1973; Somme, 1974: 

.Jansson y Lrndberg. 1979) 

En la Figura 33 se observa la separación de los monosacándos de la fracción de alto peso 

molecular, luego de una hidrólisis ácida con una exposición de 2 h 30 min. donde se 

detectaron áodo glucurómco con un tiempo de retención (lR) de 10.64 min, glucosa con un lR 
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Figura 32 Cramatograma de HPLC detectando en el exopolisacá.rido de Ja fracción 
de alto peso molecular ácido pirúvico y radicales acetilos. Juego de una 
hidrólisis ácida al 1 M y por 30 minutos a 121º C. 
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Figura 33 Cromatograma de HPLC de la fracción de alto peso molecular, detectando 
glucosa. galactosa y ácido glucurónico. 
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de 11.84 m1n y galactosa con un~ de 12 75 m1n Estos tH co1nc1den con los monosac.Sndos 

estándares evaluados en las mismas condiciones y columnas que Jos provenientes a los 

exopoJrsacando 

Cuando se traba16 con una h1dróhs1s acida mas agresiva de la fracc1on de baJO peso molecular 

sometida a 121º C durante 3 horns. se detecto que la glucosa era el unico componente de 

este po11sacando En la Figura 34 se presentan los resultados de este ana/Js•s que conf1nnan la 

composición estructural de Jos Jl-1-2-gl1canos c1c11cos reportadas en diferentes cepas del 

género Rh1zob1um (Breedveld y M1ller. 1994) 

5.3.7. ESTUDIO POR RMNH 

En la Figura 35 se presenta el cromatograma de RMNH realizado a la fracaon de ano peso 

molecular indican Ja presencia de tnpletes correspondientes segUn la zona de protones 

anom0ricos presentes en enlaces a y mayontanamente a enlaces p, provenientes de 

unidades de glucosa y probablemente galactosa Por otra parte. se observan picos 

correspondientes a grupos metilos. aislados que pueden corresponder a Jos compuestos 

pin.ivicos y acetilados. detectados previamente por medio de HPLC. 
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Figura 34 Crcmatograma de HPLC para el polisacárido de 
bajo peso molecular sometido a hidólisis de 3 horas 
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Figura 35 Crcmatograma de RNMH de ta fracción de alto peso molecular, indicando 
la existencia de enlaces p y a en el polisacárido 
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6. CONCLUSIONES. 

El estudio 1n1c1al de los componentes del medio de culhvo permrtJó establecer una 

composición óptima, que condu10 a una alta producoón de pollsacandos liberados al 

medio por esta cepa bactenana En la compos1etón de nutnentes del medio de cultivo 

destaca el papel de la fuente de carbono y de nitrógeno en términos de sus efectos 

sobre la producción Las relaaones elevadas entre estos dos nutnentes favorecieron la 

producción de altas cantidades de pol1sacándo. Sin embargo. las concentraciones 

óptimas de Ja fuente de carbono se situó en 25 g/I, lo cual aparece por deba10 a los 

niveles utdizados por Breedveld et al (1990a) que llegan a 50 g/I o las cantidades 

habitualmente utilizadas en la producción comeraal de xantana El estudio de la fuente 

más apropiada de carbono para el crecimiento perrrutió establecer que la sacarosa t.Jene 

mayores efectos sobre la producción de exopolisacarido (16 gn ) respecto al man1tol 

(10.5 g/I ) utilizado previamente Si bien los niveles de carbohidratos en el medio de 

cultivo para producción no fueron elevados o llegaron a las concentraciones ut.Jlizados 

por Breedveld et al (1990a), el rendimiento obtenido fue similar lo que indica la alta 

eficiencia de la cepa de Rhizobium aislada. 

El uso de fuentes inorgánicas de nitrógeno condujo efectos detrimentales en la 

producción de goma. La concentración óptima de nitrógeno fue de 0.76 glt, aportado en 

fonna orgánica (extracto de levadura). Las sales de amonio como fuente inorgánica no 

pennitieron un aumento en la producción (12.52 g/I), por lo que se conciuye que la 

producción es rápida y con altos rendimientos de biopollmeros al utilizar fuentes de 

nitrógeno orgánico en el medio de cultivo. 
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Baio las cond1c1ones do cultivo la cepa ut1hzada respondió a niveles elevados de apor1e 

de CaCO:i 1nd1cando la necesidad de un amortiguador en el medio para evitar cambios 

en e\ pH Este tipo de respuesta ha sido reportada en especies de Agrobactenum 

(Harada et al . 1993) Los niveles de n1agnes10 opt1n1os fucl"on supeno!"es a los 

comunmentes ut1hzados en el génel"o, aunque en algunos m1croo1"garnsmos como 

Arlhrobacter y HanscnuJa se han cncont!"ado efectos dl!"cctos de su 1nclus1on en 

concentraciones c1e .... ados sobl"C los rcnd1m1cntos de cxopo\tsncando 

La 1nclus1on de Mn·· y Fe··· presentaron efectos pos1t1'IOS sobre la producc1on de 

b1opo1imero que se asoaan probablemente a la func1on del pohsacando pal"a atrapar 

estos cationes o que alguno de ellos pueda estar involucrado en los mecanismos de 

sintes1s del mismo 

Las sales de Mg·· iunto con el K* y en menor grado con el ca·· son requendas para la 

pr0ducc1ón de b1omasa. y en fornia 1nd1recta sobre para \a produccaón de 

exopolisacándos Et Mg .. no afectó la producc16n del b•opolimero, pero su importancia 

radica en las diferentes aebvidades celulares, en que part1c1pa y en especial por su papel 

sobre las enzimas involucradas en la síntesis de polisacindos. 

La biotina no presentó efectos positivos ( P>0.1) sobre la producoón total o la 

producción diana de exopolisacBndos. sin embal"go mostró interacQón pos1t1va con el ión 

Mg·•. Se ha citado el uso de b1otma en el medio por sus efectos sobre el crecimiento de 

los m1croorganismos. y nonTialmente es utilizada en para la producción bacteriana de 

polisacándos. 
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El uso de ant1b1ot1co::;. en el medio de cultivo presento efectos sobre la producción de 

pohsacándo probablemente por las mod1f1C<1c1oncs que genera en la pcrmcab1fldad de la 

pared Reportes previos han 1nd1c.ado este tipo efectos e incluso en Xanthomonas puede 

estar relacionada con fa cahdad del producto ob1en1do y servir como prueba evaluatona 

en el proceso de se/ccc1on de cep.::Js (Torrestiana r:•r al. 1990) 

La evaluac1on de las cond1ooncs de pH y teniperatura penn1t1cron establecer las 

condiciones del medio optimo en pH=3 y T==30º C La producaon de exopohsacarrdo en 

el medio establecido y ba¡o cond1c1ones optirnas de pH y tcn1pcratur.:i pcrm1t10 obtener 16 

g/I en fermentac1on en matraz durante 10 d1<.Js Esta cantidad es s1m1far a/ max1mo 

reportado por Breedveld et al ( 1990.:i) con un p<:ltron de producción de dos fracciones 

que son liberadas por el cultivo en tiempos drfercntes a lo largo de la fennentac1on La 

fracción de alto peso molecular 1moa su producc1on durante la fnse logaritm1ca de 

crec1m1ento y continua en las pnmeras etapas de la tase estaaonana (130 h) . mientras 

que el polímero de baJO peso molecular 1rnc1a su producción al rinal del crecimiento 

bactenano y se prolonga hasta el final de /a fermentacion E.x1stc una separación clara en 

el tiempo de producción de ambos polisac<indos y puede ser una alternativa de maneJo 

de la fermentación para obtener el bropolímero de interés 

La producción en fennentador se realizó en un período de 1 00 h obteniendo alta 

producción (10.76 g/I) que se constituyó en su mayor parte por el pohsacándo de alto 

peso molecular (90%). La veloadad de crec1m1ento ( µ) fue de 0.106 h· 1
, y la producción 

máxima de biomasa fue de 3. 1 gn. La máxima producción de celular coincide con la 

liberación del exopo/isacándo de bajo peso molecular y esto se asocia al inicio de la 
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muerte celular más que a un mecanismo de transporte hacia el medio. La utilizaetón de 

la sacarosa para la produeetón de polisacándo estuvo relacionada pnncipalmente con la 

biomasa instantánea más que con el crecimiento del cultivo. aunque estas dos vanables 

presentan una relación directa 

La caractenzac1ón reológ1ca en el transcurso de la fermentación se realizó a través de 

pruebas de fluJO en el medio de cultivo El indice de cons1stenc1a (K) se incrementó a 

medida que aumenta la viscosidad y es apreciable a partir de las 40 horas de iniciada la 

fermentación. El comportamiento del fluido en el muestreo a las 26 horas de creetm1ento 

bacteriano es pract1camente no-newtoniano, y hacia el final de la fermentación el 

comportamiento es del tipo seudoplástrco reonu1d1zante. Al avanzar la fermentaetón K 

aumenta hasta 10 1 Pa s" a las 100 horas, con un descenso den hasta O 19. esta Ultima 

caracteristica reológica es deseada a nivel industnal por el mane10 en tuberías. El 

exopolisacándo producido fue aislado y punficado para la detenninación de la viscosidad 

intrinseca, indicando valores de 3, 730 dVg, lo cual se encuentra entre la goma xantana y 

guar evaluadas en las mismas condiciones. 

El estudio de las pruebas de flujo del polisacárido purificado en relación a los efectos 

tratamiento térmico nos indica una reducción del indice de consistencia (K). que fue 

particularmente marcado para 96º C por 10 min., mientras que el indice de flujo (n) se 

incrementó levemente y fue similar para 96º C por 10 min. y 121° C por 15 min. La 

temperatura y el tiempo de exposición no produjeron variaciones de importancia en n, 

indicando que temperaturas altas no producen la desnaturalización del biopolimero. Las 
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pruebas v1scoeléisticas nos 1nd1can que los módulos G- y G .. disminuyeron en relación al 

control ( G"38 43 Pa y G 13 90 Pa) 

El efecto de la ad1c1on de sales en las pruebas de flu10. condujo a una reducción en el 

indice de cons1stenc1a que fue dependiente del tipo de cat1on ad1c1onado La reducción 

fue mayor con las sales de Ca .. (3 4 Pa s" }. 1ntermed1a para el Mgº" (6 O Pa s") y Mn·· 

(5.1 Pa s") y minima para el Na" (6 4 Pa s") El 1nd1ce de flu10 fue s1m1lar para todos los 

tratamientos . por lo tanto las sales de sodio son las que menor alteracion presentaron 

en las pruebas flujo Las pruebas v1scoelast1cas revelan que la adición de iones 

conducen a una reducción de la dependencia con Ja función de G ·o:- w 0 14
• tendiendo a 

un comportamiento de un sohdo v1scoelast1co En relación al módulo viscoso G·~ t.i• 

tendieron a cero, por lo cual los cationes de ca··. Mg"" y Mn .. son mas efectivos para 

producir geles. El Na" en cond1c1ones de tratamiento térmico de la goma, presentó un 

mejor comportamiento que los d1valentes en las pruebas de flujo a través del indice de 

consistencia y probablemente exista una select1v1dad por este catión. 

El almacenamiento refrigerado del biopolímero luego del tratamiento térmico y en 

presencia de Na· y Mn ..... los valores de K de 6 62 Pa.s" y 5.7 Pa s" respectivamente. que 

fueron superiores a los no refngerados Las pruebas vlscoelásticas indican que la 

dependencia de Gºcon la frecuencia es baja para el ión ca·· y Mn··. tendiendo el 

biopolímero a un comportamiento de un sólido viscoelástico pareado a un gel débil. La 

inclusión de sales con y sin refrigeración demostró la existencia de la dependencia de la 

frecuencia de G .. similar para todos los tratamientos indicando un comportamiento de un 

fluido viscoelástico. 



La vanación de pH en las soluciones no mostró diferencias de comportamiento reol6g1co 

entre pH= 3 y pH= 7. mientras que pH= 11 revelo un aumento en el índice de 

consistencia (K) de 7 8 Pa s" y n de O 25 En este punto es importante señalar que la 

variaCJón de pH hacia la acidez no interfino en el comportamiento de flu¡o 

La comparación en las pruebas de flu10 del pohsacando de Rh1zob1um phaseoll con dos 

gomas de xantana comerciales. mostraron valores prornedros de K de 6 9 Pa s" y n de 

O 20 para el exopohsacándo de Rh1zob1um que superaron las propiedades de los 

polimeros comparados Las pruebas v1scoelásticas 1nd1caron también un comportamiento 

reológ1co supenor donde los valores promedios de G · y de G para el exopolisacándo en 

estudio. con promedios de 38 42 Pa y de 13 9 Pa. respectivamente El polímero 

obtenido en Rh1zob1um presento una menor dependencia de la frecuencia G . lo cual 

nos indica un comportamiento tip1co de un matenal viscoelástico similar a un gel debd. 

Desde el punto de vista quimico se estableoó de acuerdo a los resultados obtenidos que 

el polímero excretado por la cepa de Rhizob1um phaseoli FES-C1 no presentó punto de 

fusión y se degrada a 225° C. También se identJficaron por HPLC dos fraccaones con 

pesos moleculares de 878000 y 5200. La fracción de alto peso molecular luego de una 

hidrólisis ácida fue estudiada por Cromatografia en Capa Fina y por HPLC, revelando la 

presencia de glucosa. galactosa y ácido glucurónico como constituyentes sacándos. y 

como sustituyentes se detectó la presencia de ácido p1rúv1co y acetilo Los grupos 

reactivos identJficados por Espectroscopia Infrarroja indican como componentes 

importantes grupos metilos y carboxilos. El polis'3cárido de bajo peso molecular luego de 
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una hidrólisis ácida total fue estudiada por HPLC, los resultados indican que es un 

polímero compuesto de monosacandos de glucosa Se pudo establecer por el efecto del 

tratamiento ácido y el tiempo de exposición en esta fracoón una h1dróhs1s parcial del 

polimero que se estudio por Cromatografia en Capa Fina y por HPLC, los resultados 

muestran que la compos1c.ión es de 15 a 17 residuos de glucosa Estos polímeros 

podrian corresponder a los ~\-1-2-gllcanos cicllcos otados por Breedveld y M1ller (1994), 

por las caracterist1cas quim1cas y tamb1en por el comportamiento de producción en el 

sistema estudiado Los estudios realizados por RMNH en la fracción de alto peso 

molecular indican la presencia de grupos metilos, enlaces del tipo a y p provenientes de 

las unidades de glucosa y galactosa 
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