e

//éé_«;cf’(f‘

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIO SUPERIORES
CUAUTITLAN

EVALUACION DE PRODUCCION Y
CARACTERIZACION DE UN BIOPOLIMERO
NATURAL EN FERMENTACION EN LOTE
EN UNA CEPA DE Rhizobium

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS
{AREA:: MICROBIOLOGIA)
[ ! E s E N T A :
STELLA MARIS LiE_G"‘ENSl RIVERA

DIRECTCOR DE TESIS: DR. JAIME KELLER TORRES

ASESORES DE TESIS:
DR.JOAQUIN PALACIOS ALQUISIRA
DAA. PATRICIA MARTINEZ PADILLA

CUAUTITLAN 1ZCALL!, EDO. DE MEXICO. 1997

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



COMITE TUTORAL

DR. JAIME KELLER TORRES

DR. ELISEO HERNANDEZ BAUMGARTEN

DR. AGUSTIN LOPEZ MUNGUIA

DR. JOAQUIN PALACIOS ALQUISIRA

DRA. LAURA PATRICIA MARTINEZ PADILLA



SINODALES

PRESIDENTE: DR. JAIME KELLER TORRES

PRIMER VOCAL DR. ELISEO HERNANDEZ BAUMGARTEN
SEGUNDO VOCAL: DR. AGUSTIN LOPEZ MUNGUIA

TERCER VOCAL: DR. JOAQUIN ALQUISIRA

SECRETARIO: DRA. LAURA PATRICIA MARTINEZ PADILLA
PRIMER SUPLENTE: DR. SERGIO JIMENEZ AMBRIZ

SEGUNDO SUPLENTE: DRA ROSA MARIA NAVARRETE MAYA



ESTE TRABAJO SE REALIZO EN ElL. LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA BAJO LA
DIRECCION DEIL. DR JAIME KELLER TORRES DE 1L.A COORDINACION GENERAIL DE
ESTUDIOS DE POSGRADO. EN EL LABORATORIO DE REOLOGIA DEIL. AREA DE
INGENIERIA Y TECNOLOGIA, BAJO LA DIRF TON DE LA DRA LAURA PATRICIA
MARTINEZ PADILL.A, EN LA FES-CUAUTITLAN N ELL LABORATORIO DE
FISICOQUINMICA MACROMOLECULAR DE LA FACULTAD DE QUINICA, BAJO LA
DIRECCION DEL DR JOAQUIN PALACIOS ALQUISIRA Y EN FL ILABORATORIO DE
PRODUCTOS NATURALES DE LA ENEP-IZTACALA CON APOYO DE LA QFB
ROCIO CASTRO Y DEL CINVESTAV EN COLABORACION CON LA QF B ELVIRA RIOS

ESTE TRABAJO FUE APOYADO POR:

PROYECTOS PADEP-DOCTORADO 100-302; 100-303
BECARIA DE DGAPA 1991-1900
CATEDRA: RHIZOBIOLOGIA




Dedicatoria

Esta tesis se la dedico con gran carilo a mis padres, a Coca y Chiche' , a mis hijos
Jimi y Rodn, a Jorge quién constantemente me ha apoyado y motivado para la

finalizacién de la tesis y sobretodo a México.



Agradecimientos

A la Facultad de Estudios Superiores Cuautittan-UNAM, por mi preparacién académica y por

las facitidades brindadas
Al Dr. Jaime Keller por haberme brnndado la oportunidad de trabajar bajo su direccién.  por
Sy amistad y apoyo protesional en fodo momento permitieron 13 culminacién de esla tesis,

mif gracias
Al Dr. Joaquin fPalacios y la Dra Patncia Martinez por su amistad e invalorables apones de
conociTuentos y sugerencias en el drea que lograron mejorar la presente tesis

At Dr. Efiseo Hemandez por sy paciencia y comprensidn, asi como los buenos consejos,
enseflanzas que me ha aponado durante la reatizacién de mi posgrado

En especial a la Ora Susana Mendoza por ser mi armiga durante 1antos anos y por su apoyo
desinteresado en las diferentes etapas de este trabajo y también en parte de i vida en

Mexico
AL Dr. Abel Cipnian por permitic que pudiera conciur mi tesis Doctoral, gracias
Br Cartos Quezaca. Rogehio My Rigobernto Nelasco por su gran

Al pM.C Natahliet Soto,
amistad, comprensidn y gran ayuea en los momentos que los necesitaba

Al M.C Ennque Angeles por su anustad, por sus CoNsejos y recomendaciones profesionales
en el area de quirntnca

Al M.C Juan Burguerno por su invalorable asesoramrento en el anihsis estadistico de los
resultados como también por su gran armistad

A las Q. F. B Rocio Castro y Elvira Rios por su desinteresada ayuda para peder hinalizar 1os
estudios en HPLC.

A la M.C Carolina Moreno por la amistad bnndada y por su apoy0 cuando era necesano.

A fos ténicos Rodolfo Robles. Gabino Sanchez (Gabinete) e Ignacio por su amistad y
apayo en las partes fotogrdficas y bibliograficas de la tesi
A Rosy, David y Minerva por su comprensién y amabilidad en los momentos requendos.

A Dr. Adolfo Obaya por su amistad, comprension y desinteresada colaboracién

A tocdlas aqueilas personas Que en esle momento escapan de mi Memerna, pero que de
alguna manera u otra contribuyeron a la realizacién de esta tesis, GRACIAS



RESUMEN

E! objetivo del presente trabao fue disefiar un medio de¢ cultivae optimo para ta produccion de
exopahsacandos Liberados por Rhuzotwurn phaseoh FES-C1 y 1la caracienzacion qQuimica y
reoiogica de esle bopolimers  Se aisto una cepa nativa desde noddulos de races de fnjol y se
selecciond de Acuerdo a sus cdracternsticas relacionadas con la produccdn de exopohsacando La
ophmizacion del Mmewhio de cullivo se desarrolio por medio de un disedo expernmental en bloques
incompletos con arteglo factonal de tratasmientos de acuerdo a Box y Behnken (1960) Se
evaluaron 3 miveies (-1, 0, + 1) para cada uno de los componentes manitol (10, 20, 30 g/). extracto
age levadura (037. 075, 15 g/d). carbonato de calcio (0 1 5. 3 /1) sulfdato de magnesio (0 33,
067. 1.01 g/, sulfato de alurmmo (0. 50. 100 uM/), cloruro fémeco (0. 50, 100 puM/l)y. sulfato
manganoso (0, 200. 400 yM/I}. biotina (0.10. 20 pg/), permicilina (0. 1 5, 3 mg/) Se trabajo con
matraces de 1000 mi con 300 mil de medio de cuttivo, a pH amcal de 7, incubando a 30°C y a 200
rpm. La cinetica de produccidon se prolongo por 10 dias y ¢ tomaron muestras ¢n forma periodica.
se ceninfugaron a 1700Q g por 30 rMmin vanas veces hasta obtener un sobrenadante transparente

Se procedid a la precipiacion det exopohsacando y a 18 evaluacidtn de produccion mediante
secado a 80° C por peso conslante Postenaornnente a la optymzacion del medio de cullivo se
procedid a evaluar el efecto de diferemtes fuentes de carbono (manitol. sicarosa. glucosa). ta
vanacion del pH imicial (6. 7. 8) y la temperatura de incubacion (30, 34°C) sobre 1a produccion del
polisacando La cinetica a mivel de termentacdor se desarrollo a partr de 8 1 del medio de cultivo
optimizado. agiado a 400 rpm. pH=8 regulado en lorma automatca. temperatura de 30°C

aereacion de 1 VVM. con una duracion de 100 horas  En el fermentador se evaluo 1a sacarosa
remanente e¢n el Medio de culivo y se realizaron mediciones reologicas del tluido para determunae
fas curvas de Nujo en un Reometin Physica MC100 coa geomettia de cono y plato En el
exopohisacando aislado y punficado se detenmino la viscosidad intrinseca (viscosimetro capitar
Ubbelonhde). y se reabzaron pruebas de flujo y wiscoelasticas (Reometio Physica MT 100
geometria cono y plato) En estas determinaciones se trabaje con concentraciones al 1% del
pPohsacando en soluciones, detenminando el efecto de fos cationes (Manganeso, calcio y 50dio) al
0.5% . tratamiento termico y 1a retngeracion sobre et comportarmento reoldégico y se comparo el
polimero obtemdo  con dos gomas de xantana comerciales de uso industrial. La caractenzaciéon
quimica se realizo para detenmunar & composicion y peso molecular por diferentes metodologias
COMO: espectroscopia nfranoja. cromatogratia en capa hina y HPLC  Los resultados oblemidos en
el periodo de optimizacion del medio de cultivo en matraz ndcaron la impaortancia de la relacion
C/N sobre la produccion del exopohsacando. logrando la maxima produccion con 25 g/ qe
sacarosa y 0 768 g/1 de extracto de levadura tas relaciones elevadas entre estas dos fuentes
favarecieron la produccion del biopolimero  Los iones apoftados al medio de cultivo presentaron
efectos positivos en la produccion de polsacando como las sales de manganeso y de hieno,
mientras que tas de magnesio, potasio y calcio afectan esencialmente la produccion de biomasa

La biotina y la permcilina mostraron efectos positivos en el rendimiento de poitsacaAndo ta
produccidon en el fermentador por 100 horas fue de 1076 g/ y se constituyd en su  mayor
proporcién por el polisacarndo de allo peso molecular ( p = 0.106 h ' ) con una produccidon maxima
de biomasa de 31 g/t La maxima produccion celular comncide con la  hberacién  del
exopolhascindo de bajo peso molecular y probablemente se asocia a la muerne celutar La
utthzacién de sdcarosa para la producciéon de polisacando esluvo felacionada con |12 biomasa
instantanea mas que con el crecmiento mucrobiano. La caractenzacion reolégica en el medio de
cullivo de fermentacion demostro en las pruebas de flujo un aumento det indice de consistencia
(K) a la vez que disrminuye ¢l indice de flujo (n) y e} cambio es apreciable a partir de las 40 horas
de crecurnento El comportamiento es seudoplastico reoflukdizante. y al avanzar el tempo de
fermentacion K aumenta hasta 101 Pa.s” con un descensc de n hasta 0.19 La viscosidad
intrinseca del pohsacando aistado y punficado tue de 3,730 Qi/g El tratamiento termico a 86° C y
10 minutos de exposicidn produjo una marcada reduccidén de K (5.1 Pa.s”) en retacidon al control
no tratado (6.9 Pa s”) Los resultados de las pruebas viscoeldsticas nos indican que los moédulas
elastico (G') y viscoso (G ) disminuyeron en refacidon al control (G'=38.43 Pay G'= 13.90 Pa). EI
efecto de las sales en |as pruebas de flujo condujo a una reduccion de K que fue dependiente del
cation adicionado, obtemendo una reduccion mayor con sales de Ca™" (3.4 Pas™), intermedha para




el Mg™" (6 Pas™) y Mn' " (6 1 Pa s™). y minima para el Na' (6 4 Pa s") Las pruchas wviscoelishcas
revelaron que Ja adicidn de ones conducen i una reduccion de la dependencia de G lendiendo a
| etecto de La refngeracion en el

un comportarmenio de un sobdo viscoelashco Los estuthos e
bropolimero luego de un tratamiento termico 1os ones de sodo (6 62 Pa s’) y rmanganeso (S 76
do (64 FPPas vy 51 Pas

Pa s™) conducen a un aumento de K en compHacion al no efriger.
1 varnacion de pH no interNins en of comportamento en ldas pruebas de o La

respectivamente)
comparacion det exopolisacdando obtendo en est cepa bactednd fue comparadao con dos gomas
4yt de 020 qQue

de xantana comerciales mostando valares promedios de K ¢ 6 9 Pa s
superaron a las comerciiies con 1as que se compararon Las pruebas viscoelasticas indicaron un
compartaimiento del modalo viscoso pico de un matenal viscoelastico serutar 3 un qel datnl Los
resultados de 1a ciractensacion quirmica por HPLC del polnnero punticado indicaron ia presencia
de dos fracciones, una de alto perso moleculiar de 878000 d y otra de bino pewo molecutar de 5200
d Los estudios por HPLC y Cromatogratia en Capa Fina de 10s productos de hidrolizado por ackdo
€l polisacando de alto peso moleculyr esta compuesto de glucosa, acdo
ras que la fraccion de baje peso molecular se encuentra integrado

Los grupas sustituyentes son acido pruvico y acetilo, y los
S unpartantes grupos de

concliur que el

mostréd ndica quer
glucuronico y galactosa. m
por 15 a 17 umvidades de glucosa

grupas reactivos por espectioscopia mfrarroja mndician como components
menlos y carnoxilos Los resultados obtemdos en este rabaio nos permiten
exopolisdcando de Riuzobrun phasceol FES-C1 puede ser considerado como pasible polimero
alternativo a 10s comerciales dada sus propiedades viscoelasthicas y su alta produccidon, en la

medida qur las cepas muestran alta produccion

i
’
!
i
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ABSTRACT

The main aim of this work was to design a formulation for the production of
exopolysacchande from Rhizobium phaseoli FES-CI, and the chemicai and
rheological charactenzauon of this biopolymer The optmization of the
reaction was reached by a factonal expenmental design The kinetic study
was followed in a termentator on the optmized formulaton The intnnsic
viscosity of dilute soluton plus viscoelastic behavior of the biopolymer is
reported here Chemical charactenzation was obtained by IR, HPLC, TLC
The i1n vitro results shown the importance of the relation C/N upon the
production of the exopalysaccharide The best preduction 1s reported as 16 g/l
with 25 g/t of saccharose and 0.76 g1 of yeast The rheological test on the
fermentation product indicated an increase in the consistency, K parameter,
at the same time the flux index (n) decreases, 0 this case the difference was
evident after 40 hr. of reaction. The intnnsic viscosity of purifiec polymer was
3730 d/g. The values of the elastic module G' y viscous module G™ decrease
when compare with the controls. The reduction in the K values 1s dependent
on the specific cation added to the polymeric sclution. The presence of salt in
the biopolymer solution causes or reduction on the G’ dependence and
viscoelastic behavior was reported. Our rheological study included to xanthan
commercial gums. The exopolysaccharice shown one high molecular weight
fraction 87.4x10* D and second fractions of molecular weight 0.5x10* D. The
composition of the high molecular weight fractions of the polymeric material is
composted of: glucose, glucouronic acid and galactose. 15 to 17 glucose
units form the low molecular weight fractions. Purivic acid, acety! and methy!
groups were identified by IR spectroscopy and HPLC
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1) INTRODUCCION.

Los polisacandos son polimeros de importancia por sus aplcaciones en la industna

alimentana, quimica, medica, de tratarmiento de residuos y del petroleo E! papel que juegan

estos polimeros en 10s sistemas biologicos y en la naturaleza hacen evidente que los

polisacandos poseen propiedades quimicas y fisicas particulares que fes proveen de una

ampha vanedad de funciones (Sinskey et a/ | 1986)

La habiidad de los polsacarndos para disolverse o dispersarse en agua, conducen a un
cambio sustancial en el ambiente acuoso y unido a su baja toxicidad es responsable de la
mayoria de sus usos como hidrocoloides en las ndustnas ahmentana y de la salud Estos
hidrocoloides son normalmente espesantes y viscosantes Estas propiedades funcionates,
que de hecho son efectos reolcgicos. son condicionados pnmanamente por la estructura

molecular del polisacando (Sinskey et al ., 1986)

El origen de estas gomas de uso industral es normalmente de plantas o de microorganismes
Estos polisacandos interactuan con moléculas de naturaleza quimica vanada dependiendo

de las matenas pnmas utilizadas en ia fabncacion de diferentes productos (Whistler, 1993)

De acuerdc a su origen las gomas pueden ser clasificadas como:. 1) naturales, 2)

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

exudados de arboles (arabiga, tragacanto), extractos de plantas (pectinas), extractos de

semillas (guar, algarrobo), aigas mannas {(agar, alginatos, carragenina). almdones de

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

(glucogeno), proteinas animales (gelatna, caseina), proteinas vegetales (soya) y gomas



microbianas (dextrana. xantana) Dentro de las gomas modificadas o semusintéticas se
encuentran los denvados de celulosa (carboxmetilcelulosa, metlcelulosa), almidones
{dextnnas, acetatos de almidon) y otros (metoxipectinas. alginato de propienglicot) Entre tas
gomas sintéticas se encuentran los denvados de petroquiricos tales como alcohol
pottvinihco, pohvinilpirrotodina. policarboxivinil, sales del acido polhacrilico. polimeros de oxido

de etileno {Galindo, 1985)

Los poitsacandos de ongen microtiano constituyen en ifa actuahidad una fraccion pequena
del mercado de biopolimeros. pero ofrece un ampho potencial de desarrolio de productos
nuevos o mejoradaos con la aphcacion adecuada de tecnologias de ingerverta geneétca
{Sinskey et a/. 1986) Una gran vanedad de gomas de uso industrial son productos det
crecumento bactenano (dextranas. algmatos. curdlan, puilulanas. quitosanos y xantana) y
tenen ia potenciahdad de poder obtenerse a bao costo (Whistler 1993) La industna
alimentaria constituye un usuano dinamico de estos productos y normaimente se enfrenta a
la necesidad de nuevas caracteristicas organolepticas particulares para satsfacer los
requenmentos del consurmidor Estos pohsacandos ademas de producir geles o actuar como
estabilizadores de emuisiones, pueden ser floculantes. formadores de peliculas, lubncantes
y reductores de friccion (Sandford y Baird, 1983) Los polisacandos de interes comercial son
utlizados para modificar y controlar las propiedades reclégicas de sistemas acuosos Entre
otros usos potenciales de estos polisacandos se han propuesto como matenales matnces

para téecnicas de separacion, cromatografia e mmovihizacion de enzimas (Mittal, 1992)



2) REVISION BIBLIOGRAFICA.

La investigacion sobre la produccion de polisacandos microbiancs extracelulares comenzo
alrededor de 1940 con el desarroilo de las dextranas para su uUso en plasma sanguineo y fue
ampliamente estimuiado por los trabajos de produccidn de xantana alrededor de 1950

Desde ese entonces muchos grupos y companias se han involucrado en programas de
busqueda y desarrollo de microcorgantsmos capaces de producir exopolisacandos. pero
hasta el momento actual los dos pnmeros polimeros desarrollados son todavia en muchos
aspectos los mas exitesos Los polisacandos microbianos aun no suplantan a las fuentes

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

(McNeil y Harvey 1993)

2.1. POLISACARIDOS BACTERIANOS

Los microorganismos producen polisacandos comoe componentes de su estructura de pared
y también. en rmuchos casos. como macromoleculas extracelulares La habilidad de ios

microorganismos para producir exopohsacandos se desarrolla como respuesta directa a la

presiones selectivas del ambiente (Duaman, 1877) La mayoria de ias funciones gue se le

asignan a estos polisacandos se relacionan a medios de protecaion del microorganismo

La daisuncidn entre polisacandos de pared y extracelulares puede ser

(Whitfield, 1988)
excretados o

solamente aproximada. Muchos de los polimeros de pared pueden ser

separarse de la superficie celular a medida que la edad del cultivo aumenta



Los polisacandos microb@anos extr llares o P 1dos pueden presentar. desde el

punto de vista de su estructura quimica, diverscs grados de complendad. Este rango incluye
homopolisacandos con uno o mas tpos de uniones glucosidicas hasta heteropolisacandos
conteniendo diferentes monosacandos y upos de urones entre los mismos En forma
adicional vanos grupos acilos pueden estar presentes en la estructura, en particular grupos
C-acetlos y piruvato que se asocian a los azucares neutros del polisacando y raramente a

los acidos urdnicos (Sutherland. 1979)

Desde un punto de vista practico, los estudios de interes ndustnal se concentran
pnncipalmente en aquellos polisacandos que se hberan desde la celula bactenana hacia el
medio de cultivo liquido Solo este tipo de productos pueden ser obtenidos con rendimientos
suficientemente altos para ser considerados por la produccion ndustnal Sin embargo.
existe un amplho sector de la biohografia que describe los poilsacandos que 1) pueden ser
extraidos de los complejos de pared celular no mucoide de la celuta bactenana, por medio
de tratamientos quimICos © enzimaticos O 2) pueden presentarse comeo discretas capsulas
que rodean la célula (Sodki y Cadmus,1978) Los pohsacandos extracelulares aparecen
formando una capsula iINntimamente asociada a la superficie cetular por medio de enlaces o
como polisacandos pobremente asociados con la superficie celular que se liberan al medio
circundante Las diferencias entre los dos son frecuentemente operacionales y definidas por
el grado de asociacion postenor a un proceso de centnfugacion La diferenciacion entre
ambas formas puede ser dificultosa, desde que las celulas que producen altas cantidades de
polisacarido capsular pueden liberar algo de matenal hacia la perifena. dando la /mpresion
de una produccion hacia el medio cirrcundante Se conocen Mutaciones de organismos
productores de polisacaridos capsulares que transforman su produccion en exopolisacandos

tiberados a! medic La mayoria de las bacterias muestran preferencias hacia una u otra




forma de pohsacando extracelular, aunque algunas cepas de Klebsiella sp pueden producir

polisacandos dénticos en las dos farmas Vanas bacterias incluyendo Rhizobium sp,

Agrobactenurn sp y Alcahgenes faecalis var myxogenes son capaces de sintetzar mas de

un exopolimero quimicamente distinto {Sutherfand, 1985, Whitfield, 1988)

Frecuentemente. dependiendo de las condiciones de crecimiento, pequenas cantidades de

hbre en el medio de culuvo Estos matenales

este matenal capsular es encontrado

capsulares o unidos a la pared celuiar pueden contener cantidades /mportantes de peplidos
unidos covalentemente. mentras que los exopolisacandos formados y liberados al medio de
cultivo pueden ser obterdos virtualmente hbres de proteinas por procedimientos sencillos de

punficacion En base a esto. algunos autores han especulado que la ausencia de péeptidos

covalentemente unidos a 1os polisacandos es und condicionante de la presencia de los

exopolisacandos en el madio de cuilivo mas que formando parte de la envoltura capsular

(Stodkr y Cadmus. 1978) Esto parece ser apoyado por otros trabajos en gue se han

encontrado similitudes entre los pohsacandos capsulares y los exopoirsacandos Dudman
(1976, 1978) trabajando con 10 cepas de Rizobium japomcum analzo polisacandos

capsulares y exopolsacandos producido en el medio, encontrando en 5 de ellas
composiciones simidares entre ambos polisacandos Mort y Bauer (1980) trabajando con dos

cepas R japoricum encontraron composiciones similares entre ambos tpos de poilsacandos

producidos por estas cepas en medios liquidos.

La presencia de EPS asociados con el crecimiento de las células microbianas sobre medios
de cultivo solidos es frecuentemente reconocido en la morfologia mucoide de la colonia. En

medios de cultivo liquidos su produccién conduce a un aumento de la viscosidad y algunas

veces tiende a comportarse como un gel (Sutherdand, 1990). Los exopolisacandos



bactenanos son usados ampliamente como agentes espesantes y gelificantes en un amplio
rango de procesos y productos industnales (Kang y Cottrell, 1979}, pero las cepas utihzadas
para la produccion industrial de gomas pertenecen a un numeroc sorprendentemente
pequefio de bactenas, tales como Agrobactenum radiobacter, Rhuzobium spp . Xanthomonas
campestns. Bacilus spp . Azotobacter wvinelandu, Alcaligenes favcahs y Klebsiella
prneumomas (Whitehiold, 1988) Vanos de estas especies Son capaces de sintetzar mas de

un tipo de polisacandos (Sutherand, 1985)

Los exopolisacandos son compuestos de carbohidratos. los cuales pueden presentar
sustituyentes orgamicos e 1INOrganicos Los carbohidratos de los exopohsacandos
microbranos  son  extremadamente diversos Frecuentemente se encuentran  como
componentes pnncipales D-glucosa, D-galactosa y D-manosa en ia formas piranosas. como
6-deoxyhexosas, t-fucosa y L-ramnosa En tas celulas eucanoticas fos PLS puedcen
contener pentosas tales como D-nbosa o D-xilosa. son de menor importancia en las ceiulas
procanoticas ( las ciancbactenas son la excepcion) Aminoazucares estan presentes en
especies de Eschenchia colr, mentras que son ausentes para especies de Xanthormonas o
Klebsiella Los aminoazucares mas comunes son A-aceul-D-glucosamma y N-acetil-D-
galactosamina La presencia de actdos uronmcos, como D-glucuromeco o D-galacturonico. son
comunes en especies de Rhizobium. Bactenas anaerobicas como Sutynvibro fibnsolvens
presentan acido L-iduronico. Otro azucar inusual hallado en {os exopolisacandos es el acido

cetodeoxioctanoico (KDO) (Sutherand. 1980)

Los exopolisacanodos bactenanos pueden ser heteropolisacandos Yy aigunos

homopolisacandos generalmente estan compuestos de estructuras repetitvas y la mayoria



indicando 1a especie que lo produce

son andnicos En el Cuadro 1 se presentan algunos polisacandos de origen microbiano

Cuadro 1 Produccion de polisacandos extracelulares por diferentes
microorganismos y sus posibihdades industnales

TIPO
Neutros
Dextnnas
Escleroglicanos
Curdlan
Pululan

Levagura de cerveza
Aniénicos

Xantana

PS-7

ZANFLO -*10
ZANFLO -*21
Alginato bactenanc

ORIGEN MICROBIANO

Leuconostoc spp
Sclerotum spp
AGrobacternum spp
Ajcahgenes faecals
Aurecbasidium putlulans

Saccharomyces cerevisiae

Xantornonas campestns
Azotobacter indicus
bactenas del suclo
bactenas ael suclo
Azotobacter vinelandii

COMERCIALIZACION

actual propuesia

Sandford (1979)

2.2. SELECCION Y MANTENIMIENTO DE MICROORGANISMOS.

Desde el punto de vista de la produccion industnal de gomas por medios microbianos, se
debe lograr que el producto obtenido cumpla con los sigwentes requisitos minimos: 1)

propiedades

mantener constantes las mejores

disolverse rapidamente en agua, 2)
funcionales que presentan las gomas tradicionales y 3) obtenerse en una forma abundante
partiendo de una base microbiana estable. Las gomas tradicionales de origen vegetal

pueden sufrir pérdidas en la reproducibilidad de sus propiedades, vanaciones en el grado de



pureza, presentar cambios en la produccion abtenida y en el suministro a 1os mercados por
efectos chmatcos y en los costos del producto, mientras que las de ongen microbiano

pueden ser producidas bajo condiciones controladas QqQue eviten estas deficiencias

(Sandford, 1979)

Un microorganismo puede presentar interes industnal cuando sus productos disponen de
caracteristicas apropiadas Por lo tanto. on una etapa imnical se debe disponer de informacién
por medio de relevamientos de una sene de microorgansmos, evaluando su capacidad de
produccion, caractensticas de composicion quimica y propiedades reoclogicas del producto
(Galindo. 1985) La fuente de microorgamsmos utiles con estos fines es pnnapalmente el
suelo y otros michos naturales En esta busqueda es frecuentemente posible emplear
condiciones nusuales O extremas como agente seiectvo para obtener mMiCroorganmsmos con
habiidades especiaies Los pnncipios empieados para aisfamiento es por medio del uso de
caldos de culivo ennquecdos y/o en presencia de inhibidores de posibles contamunantes
las

Los requenmientos nutncionales conocidos o sospechados del matenal colectado y

caracteristicas fisioiogicas del microrogamsme dictara las procedimientos a uthzar (Kidby,

1877)

En el caso de !a seleccidon por organismos productores de polisacandos puede ser
importante las caracteristicas mucoides de la coloria Los procedimientos selectivos pueden
basarse en la explotacion de alguna caracterisuca especifica del polisacando deseado o por
medios indirectos a traves de otras propiedades asociadas de la caracteristica de interés
Torrestiana et al. (1990) utilizaron diferertes caracteristicas como los atnbutos morfologicos
del cultivo en placas de agar, el contenido de acido piruvico en el exopolisacando y la

resistencia a antibidticos para correlacionar con caracteristicas de importancia como



produccion de goma y habiidad espesante de xantana Trabajaran con 7 aislamientos y una
cepa de coleccion de Xantomonas campestns. estudiando las caracteristica mucoides de las
colonias por medio de evaluacion wvisual No encontraron correlaciones entre el grado
mucode del! cultivo con la produccion de goma (F:O 1) Sandford et al (1977) plantearon
qQue la concentracion de prruvato en [a goma producida puede ser un ndicador adecuado de
ta cahdad del producto Sin embargo. las Ramurer ef af (1988) y Torrestiana et af (1990}
consideran esta forma indirecta como mnadecuada por sus bajas correlaciones con fa
habilidad espesante (=0 50) En cambic. el comportarmiento de resistencia a antbidoticos,
particularmente pentciina (F:O 80) y amprcihna (r=072) pueden ser indices Mmuy precisos
en la evaluacon prehminar de la calidad de goma producida por diferente cepas o

aislamentos

En el caso especifico de los polisacandos mucrobianos 1os procedrmnientos para la evaluacion
de produccion, sus caracteristicas quimicas y propiedades reologicas requieren  del
aislamiento del producto Los procedimientos de aislamento del pohsacando depende del
organismo que lo produce, de tpo de polisacarkdo producido y del grado de pureza
requeridc. Cuando se requeren productos con bajo grado de pureza pucden ser obtemdo
por secado del caldo de cultive Otros metodos de separacion del exopolisacando pueden
utilizar ia centnfugacion y el filtrado. que normalmente son utlzados cuando el caldo
presenta una baja viscosidad Con mayor grado de viscosidad se utibza normaimente la
centnfugacion y precipitacién del biopolimero por medio de diferentes solventes (1sopropanol,
acetona, metancl o etanal) . Esta ultima forma de separacion es normalmente usada a rvel
industrial para obtener el polimero concentrado (Sutherland, 1982, Sandford, 1979, Vashitz y
Sheintuch, 1990). El 1sopropancl es el alcohol mas usado, pnnapalmente debido a su

relativa facilidad de recuperacidn y su aceptacion en productos de grado alimenticio. La



recuperacidon dei solvente utihzado juega un papel fundamental en los costos del proceso

industnal (Galindo, 1985)

A nivel industnal, deben considerarse otros aspectos adicionales posteriores a la

fermentacion que deben considerar uno o mas de los siguentes puntos 1) concentracion del

caldo o extracto de fermentacion a una forma, usualmente sohda. que es
microbiologicamente estable, facl de manejar, transportar y almacenar, y que pueda
volverse a disolver o diluir para una apbcacion, 2) la punficacion reduce el nive! do sohdos no
polimencos, tales como celulas o sales, y mejora el compornamiento funcional. color olor o
sabor del producto. 3) desactivacion de enzimas contaminantes indeseables. tales como

celulasas, pectinasas etc . y 4) modificacion de las proptedades quimicas del polimero para
alterar las propiedades funcionales, 1as propiedades de manejo del producto seco o la tasa

dispers:an y solucion del polimero (Smith y Pace. 1982)

Posteriormente a la deteccion de los matenales de interés es necesano el mantenimiento de
las cepas con las caracteristicas onginalmente encontradas. La péraida de las caracteristicas
deseadas de un microorgarusmo pueden deberse a que 1) los microorganismos son
inherentemente nestables y 2) no existe ningun método para la completa preservacion del
genotipo. La inestabilidad de las cepas se debe a que todas las regiones de informacion
genética pueden ser mutables, aungue algunas regiones del gen tenen rmayores
probabilidades de presentar una mutacion. Evans et al/ (1979) plantea que mantener cultivos
en medios minimos pefmite disminuwr la vanabiidad genética de una poblacion microbiana
Dentro de los meétodos actuales la liofilizacién parece ser el meétodo mas adecuado para

mantener cepas por periodos prolongados (Galindo, 1985). Las razones para 'a elecaion de

este meétodo se basa en gque ha sido utiizado con eéxito en la preservacidon por largos
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periodos, el producto hofihzade tiene una apanencia adecuada. se evitan danos por la

concentracion de solutos de un medio liquido, lo cual conduce a considerarto ventajusoe por

evitar dafos en el proceso de secado por este meétodo (Kidby, 1977)

Se uthzan diferentes metodos para reconocer 1a apancion de mutantes en el cultivo, lns
cuales pueden piesentar vanadas caractensticas en relacion a la produccion, compaosicion y
comporatmiento reologico del polisacando En cepas de Rrizobwrm 1a utihzacion de cultivos

de agar-rojo Congo ha sido recomendada (Kneen y La Rue 1983) Bajo estas condiciones

de cultivo las colomas que se¢ desarrollan pueden praesentar variaciones morfologicas o

propiedades de tincion qQue se desvian del comportamiento de 'as cepas parentales En

Rhiizobium tnfolin TA1, se presentan mutanies espontanaos (TA1-1 y TA1-R) cuya frecuencia
es baja y su tincion con el colerante le transfiere un color rojo oscure bajo estas condiciones
de cuitivo La colonia natrva r;o presenta colorac:on en este medio La presencia de estos
tpos de mutaciones se vuelve mas comun cuando la cepa ha sido sometda a periodos
prolongados de crectimiento en gquimiostato  El creamiento de estas diferentes cepas en

cuttivos liquidos permutieron detectar diferencras en la sintesis de polisacando (Zevenhuwizen,
1984) Otros autores (Ghar et a/. 1981) han utilizado agar-azul de aniina para differenciar

colonias mutantes en R tnfoln JEQW
2.3. PRODUCCION DE POLISACARIDOS EN EL GENERO RHIZOBIUM.
La mayoria de los taxa que son habitantes del suelo o se asocian con ptantas por sus

caracteristicas diazotroficas, son capaces de producirr exopolisacandos. La habihdad de

estas especies para fijar nitrégeno /1 vitro o en asociacion con plantas, esta relacionado a su



habiidad de producr cantidades importantes de polisacandos Esta habiidad ha sido
demostrada en rhizobactenas que forman colonias hsas y mucoides gue presentan alta
capacidad de fyar nitrogeno, respecto a aquellas con colonias nigosas y Nno mucoides que No
o fyan. La exphcacion se asocia a que la enzima nitrogenasa es sensible al oxigeno y los
polisacandos extracelulares actuan contra ta aifusion del mismo, condicionando bajas pO:
Que son optmas para creamiento bactenano y 13 tyacion de nitrogeno (Hebbar ef a/ . 1992)
Lta especificcdad do la relacion simiotica entre una especie partcular de Rhizobiym con una
leguminosa deternmunada es por el reconocimiento por parte de las lectinas (ghcoprotemnas)
secretados por la planta y el polisacando particular de la superficie celular det Rzobiurn que

ntervendra en la simbosis (Dudman, 1977, Whitfield, 1988)

La famitia Rhizobraceae es notable per los patrones complejos de produccién de
polisacandos. en la forma de un exopohsacando extracelular viscoso, polsacando capsular
insoluble, B-1-2-glicanos cichicos y unidades estructurales (octasacandos) aislagas que por
union posternor forman las cadenas de EPS (Zevenhuizen, 1986) Las dferentes especies
del género Rhurobiwm, particularmente aquellas de crecmiento rapdo. producen 3 tpos
diferentes de exopolisacandos 1) polisacando capsular neutro e insoluble. 2) -1-2-glucanos

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

2.3.1. Polisacarido capsular.

Un polisacando neutro e insoluble es producido a nivel capsular (PSC), el cual es depositado
en forma masiva alrededor de la ceéiula bactenana En algunos casos. se ha reportado la
formacion de microfibnllas celuldosicas en Rhizobiwm (Zevenhuizen et al, 19886) La
produccion de polisacandos capsulares es una caracteristica comun de muchas bacterias.
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Estas estructuras juegan un papel particularmente importante en la interacciéon de !a bactena
con su medio ambiente (Boulnots y Jann, 1989) Cuando se reahza la centnfugacion de un
medio de culivo de Rizobwum luego de vanas dias de creamiento, los paquetes celulares
formados contienen una altad proporcion de carbohidratos Estas concentraciones son
particularmente altas cuando el medio de crecamiento dispone de niveles elevados de una
fuente de carbono El analisis de estos carbohidratos demuestran la presencia de
glucogeno. pol-fl-midroxibutirato  y {i-1-2-ghcanos extraidos en alcohol (Zevenhuizen y
Scholten-Koersetlman, 1979, Zevenhuizen, 1981) En algunas circunstancias, en cultivas en
fase estacionana. se encuentra unNa masa capsular con matenal adhendo Qque No es uhhizado
como fuente de carbono y puede sor extrawdo del paquete celular con NaOH normal o con
agua caliente Los componentes de esta fraccion detectados en Rmuzobrum tnfoln TA-1 son
D-manosa D-galactosa D-glucosa en proporciones molares 1 4 1 (Zevenhuizen y Van

Neerven, 1983b)

Zevenhuizen (1984) estudio la produccion de diferentes pohsacandos en el curso de las
diferentes fases del culivo en R tnfoln TA-1. La produccion de PSC cormienza al final de la
fase logaritmica de crecimiento. alrededor del tercer dia, con un descenso simultaneo dei
contenido de glucogeno La extension de la sintesis de PSC es dependiente de la presencia
de una fuente disponible de carbono En el medic de cultivo con 5 g de manitoll, la
produccion de polisacando capsular fue de 05 g/l de cultvo al sexto dia de crecimiento y
con 10 g manitol/! la produccian alzanzd 1.5 g PSC/ en 10 dias de crecymiento cuando la
fuente de carbono extema fue totalmente utihzada En esta etapa, el glucogeno y poli-fi-
hidroxibutirato funcionan como reservas y son utilizadas en la produccion Estas fuentes de
reserva se acumulan al final de la fase logaritmica de crecimiento y son utihzadas en la fase

estacionara cuando ias reservas de carbono dei medio se van agotando Otro de los
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productos que se acumula en ia fase exponencial es ei  [}-1-2-glucano Esta moiecula no es
usada como fuente de carbono. pero graduaimente se va hberando al medio de cultivo

durante la fase estacionana (Zevenhuizen, 1984)

Algunas cepas presentan mutaciones que atectan el hpo de exopolsacando producido Ghar
et al. (1981) trabajaron con la cepa JEOW de R (nfolun. Que al ser culivada en medio sohdo
con azul de anilina presentaron colomas atipicas azules en una proporcion de 1 380 Las
restantes colomas presentaron el comportamento normal con una coloracion blanca en este
medio que corresponde a la cepa J60OVW Las cepas de coloracion azxul fueron punficadas por
aislamento y se denominaron J60B1 y J60B2 Estas cepas mutaron espontan2amente
debido a las condiciones de almacenamiento prolongado (2 meses) en medio sohdo de agar-
manitol. La tincion azul de la cepa en el megio con azul de anthna y el anahsis postenor del
polisacarido obtenido en la cepa J6OB1 permitto detenminar por pnmera vez en Riizobium la

produccion de curdian, similar al obtenido en Alcaligenes faecalis var myxogenes

Ghai et al (1981) reportan en forma adicional la produccion de exopolisaciandos capsulares
insolubles en diferentes cepas de R meliot, R tnfohi y R. japonicum. logrando
concentraciones entre 0.2 y 0 9 g/| de medio de cultivo precipitado, aunque en R. Tnfolii
mutantes (J60B1 y J6082) la produccion de polisacando capsular fue de 1.2 g/l de medio de

cultivo prec_ipilado,

Los poli-B-hidroxibutiratos (FPBH) constituye otro de los potlisacandos producidos por
Rhizobium que han despertado el interes cientifico y tecnologico. tos PBH estan
involucrados en el aporte de energia en el proceso de fijacion simbidtica de nitrogeno en

Rhizobium y Bradirhizobium. Este polisacandos se acumula en e! bacteroide llegando a
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representar el 50% del peso celular y henen un papel reguilador de la actvidad de ia
nitrogenasa (Wong y Evans, 1971) Desde el punto de vista industnal el interés se concentra
en la posibiidad de utihzartos en la produccion de maternales termoplashcos biodegradables
La atencidn actual a la contaminacion causada por plasticos descartabies de la industna
petroquimica han dado un gran »mpulso a la investigacion en PBH en estas bactenas
(Anderson y Dawes, 1990) Estudios en R mellotr indicaron la presencia de copolimeros
constituidos por 3-hidroxibutirato qQue contenian un 22% molar de 3-hidroxivalerato, que bajo
diferentes condiciones de crecamento pueden representar hasta el 58% det peso celutar

obterudo del cultivo bactenano (Tombohn y Nuti, 1989)

En algunas cepas de Rfuzobwm se ha establecido una clara relacion entre el polisacando
capsular y el exopolisacando liberado al medio Mort y Bauer (1980) trabajando con dos
cepas de Rzobiwm japonicum (311b-138 y 311b-110) encontraron una estrecha simulitud en
la composicion de ambos exopolisacandos El analisis de los exopohisacandos reveld la
presencia de glucosa. manosa, acdo galacturénico, galactosa y un azucar desconocido que
postenormente fue identificado como 4-O-meti-galactosa La proporciones de giucosa,
manosa y acido galacturonico fueron de 2:1.1. con menos de una mol de galactosa y 4-O-
metil-galactosa. En forma adicional. el polisacarido contenia dos grupos acetilos por cada
una de estas unidades pentasacandas No se encontraron evidencias de la presencia de
acido piruvico que es comunmente reportado en otros polisacandos de Rfuzobium. En forma

adicional se encontrd la presencia de 2% de proteina en el polisacando capsular/EPS

Dudman (1976, 1978B) estudio 10 cepas de R japoricum. CINCo de las cuales presentaron
composiciones similares entre los ambos tpos de polisacandos. Las cepas restantes

presentaron composiciones diferentes. Por lo tanto, estos trabajos pemiten concluir gue en
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algunas cepas de R japonicum el polisacando hberado al medio de cultivo proviene del
exopolisarando capsular a traves de una perdida mecanica o por la accion enzimatuca (Mort y
Bauer. 1980) La composicion del exopolisacando capsular puede vanar en las diferentes
fases del culive y por lo tanto el exopohsacando del medio refleja un promedio de estos

cambios Por esta razon, normalmente se detectan pequernas diferenc:as en la composicion

de ambos polisacandos (Mort y Bauer. 1980}

2.3.2. B-1-2-glicanos ciclicos.

Los p-1-2-ghcanos son moléculas unicas que se presentan en la famiia Rhivzobiaceae que

son acumulados a nivel celular y postenormente podrnian ser hberados de alguna forma hacia

el medio de cultivo (Zevenhuizen, 1986) Bajo ciertas condiciones de cultivo entre un 5 al

20% del peso celular producido corresponde a [i-ghcanos ciclicos. Estas moleculas estan
constituidas por glucosa unidas por enlaces f3- 1-2-glucosidicos y et grado de polimerizacion

puede ser vanable entre 17 y 40 glucosas en cepas de Rmuzobum rmeliot

La localizacion de los glicanos ciclicos es en la zona penplasmica (Abe ef al., 1982, Miller et
al., 19886) 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. Zevenhuizen y Scholten-

1979). No es conocido si los glicanos ciclicos son excretados al medio por

Koerselman,
mismo durante la fase

Mmecanismos especificos 0 simplemente son lavados hacia el
estacionarna. Sin embargo. se conoce que determinadas mutaciones (locus nNdvA) interfieren
en la normal nodulacion al evitar la excrecion de glicanos ciclicos (Stanfield et a/., 1988),

apoyando la hipétesis de que el proceso de excrecidn es especifico y funcionalmente



importante. Sin embargo. No puede exclurse la posibihidad de la existencia de transporte
activo, dado que en Rhuzobrurm meliotr se aisio una proteina involucrada en la exportaciéon de
B-1-2-ghicanos (Stanfieid et a/. 1988) Las cantdades totales de {3-1-2-ghcanos producidos.
medio. son altamente dependientes de la

asi como las cantdades excretacas haca el

especie bacternana utihzada y de 1a composicidn del medio de cultivo La deteccidn de altos
niveles de [i-ghcanos extracelulares se encuentran normalmente asociados a la fase
estacionana del cultivo La composicion del medio de cultivo ejerce un papel decisivo en la

excrecion de este exopohsacarido al mismo y a altas temperaturas de incubacion (Breedveid

y Miller. 1994)

La regulacidn de ia sintesis de este polhsacando durante la fase de crecimento parece estar
asociada a condiciones de baja osmolandad en el penplasma (Coronado et al, 1956) Este
mecanismos fue pnmeramente reportade en Agrobactenurn tumelasciens y se propuso que
puede actuar como mecanismo de adaptacion hipo-osmotica En estudios realizados con
diferentes cepas mutantes de Rfuzobwm y Agrobactenum que son defictentes en la

produccion de f3-ghcanos presentan una marcada disminucion de crecimiento en medio hipo-

osmotico.

No se conocen bien las funciones que cumplen los f3-glicanos ciclicos a nivel celular, pero
pueden intervenir en el volumen penpiasmico bactenano, la fuerza osmdadtica penplasmica y
la presidn ejercida sobre la membrana citoplasmatica E£n mutantes deficientes en la
produccion de pB-glicanos se han detectado una sene de alteraciones en la propiedades
superficiales de la ceélula. Entre esta se pueden mencionar la pérdida de motilidad con
reducido numero de flagelos, la mayor resistencia a bactendfagos, un aumento en la
sensibilidad a antibiéticos, aumento en la produccidon de EPS extracelular y modificaciones
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en |a composicion proteica de las envolluras celulares (Breedveld ef a/. 1995, Batley et al,

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

oligosacandos denvados de membrana de Eschenchia coli durante la adaptacidon hipo-
osmotica (Kennedy y Rumliey, 1988; Miller ef a/. 1986) Por otra parte, se ha sugendos que
los p-1-2-ghcanos pueden ser de importancia durante el proceso de infeccion de los pelos
radiculares de la leguminosa huesped. Mutantes de R meliot: incapaces de formar {3-1-2-

glicanos indujeron solo la presencia de pseudonodulos en alfalfa (Geremia et a/, 1987)

Durante las pnmeras etapas de estudio de los p-1-2-glicanos ciclicos de Rhizobium y

Agrobactenum, se consideraba que estas moléculas no presentaban sustituyentes. Estudios
residuos sn-1-

posteriores revelaron la presencia de [(-1-2-glicanos sustituidos con

fosfoglicerol (Batley et al.. 1987, Miller et al 1987) y acido metimalonico ¢ O-succinil-ésteres

(Miller et al., 1988). Una gran proporcién de los glicanos presentes en R melioti y A
turnefasciens (50-90%) contiene entre uno y cuatro sustituyentes sn-1-fosfoglicerol por cada
glicano (Miller et a/., 1987, 1988). El proceso de sustitucion puede ser influido por la etapa
de crecimiento del cutltivo. Geiger et a/. (1991) estudiaron el proceso de formacion de los pB-1-
2-glicanos en Rhizobium meliloti 1021 a lo largo de las diferentes etapas de crecimiento.
Este estudio indicd que en las etapas iniciales del crecimiento celular la mayoria de los 3-1-
2-glicanos presentes eran neutros y posteriormente su extraccion disminuia por conversion a

sustituyentes aniénicos. Los resultados de este trabajo permiten concluir Que la fraccion

neutra de B-1-2-glicanos es precursor de las fracciones anidnicas y que existe una

conversion continua de estos componentes durante la fase de crecimiento exponenciat,
de sustitucion, sin embargo. parece

siendo reducida en |a fase ionaria. Este pr



en la composicion proteica de las envolturas celulares (Breedveld ef a/. 1995, Batley et af ,

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

oligosacandos denvados de membrana de Eschenchia coli durante la adaptacion hipo-
osmadtica (Kennedy y Rumiley. 1988, Miller e¢ a/. 1986) Por otra parte, se ha sugendos que
los pB-1-2-glicanos pueden ser de 'mporancia durante ei proceso de infeccion de los pelos
radiculares de la leguminosa huesped Mutantes de R meliot: ncapaces de formar §§-1-2-

glicanos indujeron solo la presencia de pseudonodulos en alfalfa (Gerermea et a/, 1987)

Durante las pnmeras etapas de estudio de los pB-1-2-ghcanos cichicos de Riuzobwum y

Agrobactenum, se consideraba que estas moléculas no presentaban sustituyentes Estudios
residuos sn-1-

posteriores revelaron la presencia de p-1-2-ghcanos sustituidos con

fosfoglicerol (Batley et al , 1987, Miller et al 1987) y acido metimalonico ¢ O-succirul-ésteres

(Miller et al.. 1988). Una gran proporcion de los glicanos presentes en R melloti y A
turnefasciens (50-90%) contiene entre uno y cuatro sustituyentes sn-1-fosfoglicerol por cada
glicano (Miller et al., 1987, 1988). El proceso de susttucion puede ser influido por la etapa
de crecimiento del cuttivo. Geiger et al. (1991) estudiaron el proceso de formacion de ios 3-1-
2-glicanos en Rhizobium meliloti 1021 a lo targo de las diferentes etapas de crecimiento.
Este estudio indico que en las etapas iniciales del crecimiento celular la mayoria de los B-1-
2-glicanos presentes eran neutros y posteriormente su extraccion disminuia por conversion a
sustituyentes aniénicos. Los resultados de este trabajo permiten concluir que la fraccion

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

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

siendo reducida en la fase estacionaria. Este proceso de sustitucidn, sin embargo, parece



no ser generalizado a todas las cepas de Rmwrobium, puesto que en R tnfolu TA-1 los 3-1-2-

ghcanos son exclusivamente neutros (Breedveid ef a/. 1990)

Beedveld et al. (1990) estudiaron la produccion de (I-1-2-ghcanos en R tnfoli TA-1,
buscando incrementar la produccion de estos compuestos La produccion fue incrementada
notabliemente ulitzando temperatura supenores a las optimas para el crecrmiento de la cepa
y en medios que promueven un alta densidad microbtana En este trabajo se utihizaron
temperaturas entre 25 y 33 C para el crecimento del medio de cultivo En el extremo infenor

Ia produccion de ji-ghcanos fue de 0 04 g/l de med:io que se hbero durante la

de este rango.
encontro una reduccion

fase estacionaria de crecimiento En temperatura de 33° C se
sensibe en el ttempo de generacion (12-13 h). las células microbianas presentaron forma
irregular y mayor tamarnio que en temperaturas bajas La hiberacion de {}-glicanos se imici6 en

la fase estacionana temprana y alcanzo 2 9 g/l de meadio. con una reduccion sens:ble de la

produccidén de EPS (004 g/M) y PSC (001 g/I) Los etfectos de la temperatura sobre la

produccion de p-glicanos también se han encontrado en otras cepas de Rhizobium

En medios de alto crecimiento celular Zevenhutzen et al. (1988) reportaron una produccion
de 4 g/l de pB-1-2-glicanos. Trabajando con esta misma cepa de Rmzobium, Breedveld et al
(1990) incrementaron los niveles de manitol hasta S0 g/l de medio mantemnendo el aporte
nitrogenado como acido glutamico en una relacion constante (20% del aporte de manitol)
Estos cambios en el medio se manifestaron en efectos posiives en la produccion de f3-1-2-
glicanos. llegando a una produccion de 10.9 g/l de medio de cultivo Cambios marcados en

la produccién de B-1-2-ghcanos en el medio de cultivo con modificaciones de los nutnente

han sido reportados por Geiger ef al. (1991).



Los f3-1-2 glicanos son moléculas potenciatmente utles debido a su espacio interno

relativamente hidrofobico Esto perrmite caracteristicas de agente de inclusidn, comparable a

las oiclodextninas que contienen 6-8 residquos de glucosa con enlaces «-1-4. El espacio

interno de estos dos thpos de moleculas es simiar, pero ia solubilidad de los 3-1-2-ghcanos

es mayor (Breedveld ef a/,1990) Aunque mucho ha sido publicado sobre la inclusidn de

compuestos en ciclodextrinas. poco es conocdo de [i-1-2-ghcanos como transportadores

{Koisumt et a/ . 1984)
2.3.3. Polisacaridos anionicos solubles de alto peso molecular

Los exopolisacandos bactenanos pueden ser divididos en grupos sobre la base de su
composicion quimica y las condiciones bajo las cuales es sintetizado tos
heteropolisacandos, y en algunos casos !os homopolisacandos, estan compuestos por

estructuras basicas repetdas y en su mayoria son anionicos La estructura de! polisacarido

esta compuesta por una cadena pnncapal a ia cual se une una cadena lateral La diversidad
estructural proviene del amplo rango de componentes monosacandos y es aun

incrementada por |a presencia de sustituyentes no carbohidratados potenciales y por el tipo

de enlace (Kenne y Lindberg, 1983).

Las proporciones de glicanos de las unidades monosacandas estructurales. que se repiten

en la molécula, son consideradas invanables. Leigh et a/ (1987) consideran que estas

importante en el proceso de

unidades estucturales del polisacarido juegan un papel

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



campestns y Rhizobiurn tnfoli aportan evidencias que sugieren alguna flexibihdad en la

taterales de ila cadena

estructura, particularmente con respecto a aquellas unidades

Los sustituyentes no carbohidratados. en cambio. estan frecuentemente

{Sutherland, 1982)
dependiendo de las

presentes en cantdades no estequiometncas y pueden vanar
condiciones de crecimiento o de la fase del cultivo (Sherwood ef a/ . 1984, Suthertand, 1982)

El EPS producido por las diferentes cepas de Riuzobiurm ha sido dividido en dos grandes

tipos. ElI EPS de upo-i es excretado por cepas de Rruzobium mehlatr y por Agrobactenas

relacionadas Estos polisacandos no presentan acidos uronicos y tienen en su composicion
D-glucosa, D-galactosa, acido piruvico y acido succiruco en relaciones molares de 7 11 1

Los polisacandos de Tipo-it son excretados por cepas de Rhzobium lequrmnosanm,

Rhizobium tnfolii y Riuzobium phaseol, y estan compuestos por D-glucosa. D-gatactosa, D-

glucuronico y acido piruvico en relaciones molares de S 1 2 2 (Zevenhwzen 1971, 1873). Por
otra parte en los filtrados de cultivo se puede aprec:ar la presencita de [3-1-2-ghicanos de bajo
peso molecular y oligosacandos acidicos. los cuales son considerados como unidades de los

exopolisacandos de alto peso molecular (Amemura ef a/ . 1983, Zevenhuizen y van Neerven

1983a).

La composicion quimica de los polisacandos soiubles de Rhizobium no es homogénea. En el
Cuadro 2 se presenta un resumen de la composicion reportada por diferentes autores. Los
primeros trabajos que reportaron la composicion de estos polimeros indicaban la presencia
de glucosa. galactosa, manosa y algunas veces acido glucuronico (De Leizaola y Dedonder,
1955). Posteriormente, diferentes autores (Amemura et a/, 1983, Dudman, 1878, Harada et
al, 1979) indicaron que los polisacaridos de Rhizobiwum estan forrmados por unidades

repetidas de monosacandos que No contienen Manosa, pero en algunas ocasiones estas
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unidades pueden unirse a acido PIruvico, acélico o succinico en aiferentes proporciones

Humphrey et al/ (1974) trabajando con Rhizobwurmn tnfoln TAl y Rhizobwm melicti SU47
encontraron que el polisacando extraido del medio y no punficado presentd manosa, pero

esta fue complietamente eliminada luego de la punficacon La presencia de extracto de
levadura en e! medio de cultivo probablemente contnbuyo a la deteccidon de manosa y fue
extraida junto a los polisacandos solubles Sin embargo, postenormente se han pubhcado

reportes de investigacion que han delcctado manosa como constituyente de polisacando

soluble en el medio en R menlotr (Ghar e! al. 1981), en el polhsacardo capsular de

Rhizobiurm leguminosarum y Rhwzobiurm tnfolu (Zevenhuizen. 1984) y en polisacandos

capsulares y solubles en e! medio de cultivo de Rhzobium de diferentes bpos de

leguminosas estudiadas (Courtois et a/. 1986)

Cuadro 2. Composicion de exopolisacandos solubles en diferentes especies de Rhizobiurm

Constituyentes de! exopolisacando Sustituyente Referencia
49 galacturemico (21 1)* . T T Tmot’y Bavee T T
ctosa (1980

1 CEPA

im (3T16° C

Harada et e

acetico. piruvico
(1979). Jarsson ef

y succinico

i 138y 371 16-110)

{ Rmzobwm mewot; (J7017. Glucosa-galactosa -acido prrgvice (7 1 1)

2020, 204. 207. 209 y U27) )
»~ (1977)
Rhuzobwim melof; Gl iact, piry 1 : prrovico  Courors ef af
(70-74, 82-10.61-72, 795-82y2 52 7%)° ¥y succinico NSA5)
Rmzobwm sp (NGR 234) Gh g o [ {5 22) pruvico y Diordpevic (1986)
acetico

Bredveid ef o

Rhuzobum leguninosarum Glucosa- 4aido glucuronico-galactosa {52 1) . piruvico
: {1993)
; Rtuzobuwum trifol Glucosa-galactosa-acido glucurénico (5 1.2) ACIJO PIruvICo y - ZEvenhuzen
: O-acetito (1973)
! Rtuzobwm phaseck 127-K38 Glucesa-acido glucurémce -galactosa (6 3 1) - acetio Kenne y Linaberg
i (1943)
i R fog Lm, G gaiact a0 GIUCUrOMEO-ACIHO - ACIO EIrUVICD Zavennuzen
LR trifole y R_Phaseck pruvico (5 12 2) {1971. 1976)

o L de os it it

ayo

o
0



El exopohsacando producido por R. meliloti es diferente al sintetizado por otros Riuzobium
por la ausencia de acido glucuronico en sus estructuras basicas monosacandas (mayor
porcentaje de axucares neutros) y la presencia de acido succinice lo cual los caractenza
comoe succmoghcanos Los sustituyentes que s¢ encuentran en este polisacanda son acido
acéhco, piruvico y succinico Estas diferencias han conducrdo a proponer a R meldot y

Agrobactenum sp COMo un grupo diferente a los otros RMuzotrum, asi como caractenzar a R

1979 Courtois et a/. 1988) Los

meliiots como un geénero diferente (Harada et a/.
polsacandos de /R rnellotr de las cepas J7017, 2020, 204, 207 y 209 presentaron una

relacion molar de glucosa, galactosa y acido piruvico (7 1 1) Esta relacion es identica a la
encontrada en Alcaligenes faecals var myxogenes 10C3, aiferentes cepas de Agrobactenum
W27 (Jansson et al. 1977)

evaluadas por Hisamatsu er a/ (1978, 1880) y R mellot;

Diferentes cepas de R meliloti estudiadas por Courtars ef a/ (1986) conterian 70-74% de
glucosa, 8.2-10% de galaciosa, 6 1-7 2 acido prruvico, 7 9-8 2 de acido succinico y 2.5-2 7
de acido acético Las estructuras de KR meliloti presentan regiones del pohsacando similares
en composicion a Rhizobium sp. NGR234 que nodula a Lewcaena leucocephala Sin
embargo, este ulimo secreta un polhisacando con una uridad estructural de 9 monosacandos
que esta constituida por 5 glucosas, 2 galactosas y 2 acidos galacturonicos unidos por
enlaces de tipo a y 3, presentando ademas una molécula de acido piruvico y una de acético

corno sustituyentes (Djordjevic, 1986) Gray et al (1991) manipularon geneticamente la cepa

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

caracteristicos de R. melloti. Con estos cambios

produccion de succinoglucanes

introducidos a la cepa NGR234 se mantuvieron las caracteristicas de formacion de nodulos

en Leucaena leucocephala pero se perdio la capacidad de fijacion de nitrégeno en la misma.
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Courtois et a/ (1986) encontraron que {a composicion de diferentes cepas de Rhizobium

lequminosarum., R phaseoli y R (nfoli presentaron caracteristicas similares, presentando
entre 52-64 6% de glucosa, B 9-14 4% de galactosa. 14-23% de acido glucuronico, 0.7-2.2
de acido puruvico y acido acetico Breedveld ef al (1993) consideran que la estructura basica
de Rhvzobwum leguminosarum es un octasacando compuesta por glucosa. acado ghlucurénico
y galactosa en proporciones molares de 52 1 unidas por enlaces [} y presentando dos
sustituyentes prruvato Zevenhuizen (1973) reporna la composicion quimica del pohsacarido
extracelular hberado at medio de cultivo por Rmrobtwm tnfoli. con una estructura basica
octasacanda con glucosa. galactosa y acado glucuronico en proporciones molares de 5 1 2,

presentando dos sustituyentes piruvato y tres CG-acetilo Por otra parte, Zevenhwizen (1973) y

Somme (1974) plantecan una estrecha simubitud de composicion entre R tnfoly y R phaseoh,

Estudios estructurales realzados por

en incluso la posibiidad de que sean identcas

Somme (1974) y postenormente Jansson y Lindberg (1993) plantean una estructura

heptasacanda constituida por glucosa. galactosa y acido glucuromico en proporciones

molares 5.1 1, con dos piruvicos y 4 O-acetilos como sustituyentes Sin embargo. estos
autores consideran que las unidades estructurales gue se repiten deben tener por lo menos
14 azucares Para Rhuzobiwum phaseol cepa 127-K38. Kenne y Lindberg (1883) reportan una
estructura basica de 10 monosacandos, las cuales estan constituidas por 6 glucosas. 3 acido

glucurdnico y una galactosa unidas a un sustituyente acetlo Las umones entre polisacandos

son de tipo f3-1-4 y 3-1-6, restringiéndose 10s enlaces de Lpo u a la urion con galactosa y las

uniones de las unidades estructurales entre si

Zevenhuizen (1986) probo diferentes cepas de Riuzobium legurrunosarum y Rhizobiurm trifolii
para determinar la produccion del polisacando extracelular en condiciones de cultivo con

acido glutamico (0.1%), manito! (1%) ¥ sales, en matraces a 25 C. La mayocria de las cepas
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produjeron pnncipalmente el polisacando extracelular y solo pequenas cantidades de
polisacando capsular, encontrando que la cepa de R tnifoin TA-1 revertia estas proporciones
con alta produccién de polsacando capsular y pequenas cantidades de polisacando

extracelular bajo las condiciones de cultivo impuestas

El polisacando extracelular es producido por ia bactena es excretadoe hacia el medio de
cultivo y conduce a gue este se vuelva altamente viscoso Las condiciones de cultivo del
microorganismo puede conducir a cambios €¢n |la produccion y composicion del poilsacando
extraceiutar La produccion de! pohsacando extracelular se wnicia en la fase de crecimiento
del cultive y se prolenga en la fase estacicnana en condgiionas imitantes de nitrogeno y es
favorecido por el aporte de carbohidratos hacia el hinat de la fase ge logaritrmica, sin embargo
esta estrategia puede favorecer aun mas la produccion de exvpohsacando capsular Bajo
condiciones de alta aereacién puede favorecerse la producaion de polisacando extraceiutar
con bajas producciones de pohsacando capsular. En cambio condiciones de aito contemdo
de nitrédgeno hacia el final de la fase logantmica puede favorecer la produccion de -1-2-
glicanos. Por lo tanto dependiendo del modo de manejo del mecio de cultivo puede dingirse
la sintesis hacia uno u otro producto de acuerdo al imteres partcular Zevenhuizen (1986)
considera que las mayores producciones de polisacando extracelular pueden lograrse bajo
condiciones de cultivo con saturacion de arre, la produccidon de polisacando capsutar con
limitacién de nitrégeno y un aporte moderado de oxigeno y los {3-1-2-glicanos en un medio
con 4 veces el aporte normal de nitrégeno 1o cual por el alto crecirmiento crearia imitaciones
en el aporte de oxigeno. En base a esta informacion concluye que el oxigeno presenta un

efecto principal sobre la naturaleza del producto pnncipal

"
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El control del pH puede ser importante en la producciébn del exopolisacando Bajo

condiciones de cuitivo en sales-manitol-acido glutamico el pH se mantente entre 6 y 8
Noermalmente cuando se presenta la fase exponencial de crecimento et pH hende a decrecer

de condiciones neutras hasta pH 6. pero en fases postenores tiende a mncrementarse hasta

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

menor 3 6 y en estos casos normaimente no hay un ncremento postencr y la produccion de

exopolisacarndo se detiene (Courtors et al , 1979)

La fuente de carbono normalmente usada es manitoi, pero otras formas carbonada pueden

ser utilizadas como glicerol, glucosa manosa y sacarosa con igual eficienca en el

crecimiento y en algunos c¢asos con mayores rendimiento del producto deseado
(Zevennhuizen, 1984)

Zhan et al (1991) repontaron que Rhizobiwum mehlati SU47 produce un exopolisacando

alternativo (EPSb) bajo condiciones imitantes de fosfato en e medio de cultivo. mientras que
en medios limitantes de Nitrégeno o azufre no existieron cambios en el EPS normal de esta
cepa Zevenhuizen (1984) repora que la productidon y excrecion del EPS al medio se inicia

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

cultivos de diferentes cepas con S y 10 g manitol/l de medio. la produccion de EPS fue de

0.6-0.7 g/t de cultivo en 3 dias de crecimento

La produccion de EPS se ha determinado bajo diferentes medios y condiciones de cultivo

En el Cuadro 3 se presentan los rniveles de produccion obtenidos para diferentes especies y

cepas de Rmzobium



Cuadro 3. Produccion de exopolisacandos solubles en agua
de alto peso molecular por diferentes especies y cepas
de Rhizobwm

Cepa Carbohidratos Referencia
solubles en agua
(g/n
R mewiol:
IFO 13336 840 Ghar et al (1981)
J7017 220 Grar et al (1981)
201 280 Ghai et at {1881)
202 330 Ghai et al (1981}
204 360 Ghas et al (1981}
206 450 Ghai et al (1981)
207 340 Ghai et al (1981)
209 090 Ghar et al (1981
R tritoin
IFG13337 150 Ghai et al (1381}
JECW s ac Ghaietal (1981}
J5081 ° Ghaietal (1581;
JECB2 020 Ghai et at (1981
TA1 190 Zevenhuizen {1984)
TAY 310 Zevenbuizen (1984}
R japormcurm
IFO13338 & co Ghaietal (1581)

2.4. BIOSINTESIS DEL EXOPOLISACARIDO.

La mayoria de las gomas comerciales de ongen microbiano son formadas en procesos
intracelulares microbianos y en diferente fases de crecimiento bajo una variada gama de
condiciones dependiendo del microorganismo en estudio La biosintesis invotlucra dos
aspectos principales de interés que son el sitio de sintesis del polisacando y |la naturaleza
del precursor (Sutherfand. 1982, 1985) En algunos géneros bactenanos como Acetobacter

xylinum la sintesis de celulosa ocurre en la membrana citoplasmatica y utiiza como

s
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precursores azucares nucleétidos, y No estan involucrados lipides intermed:anos como en 1a

mayoria de tas bactenas que producen otro tipo de exopolisacando (Whithield, 1988)

El inicio de la biosintesis del exopohsacando involucra una sene de procescs que a traves de
los cuales el sustrato entra a la célula microbiana, es postenormente modificado por
reacciones enzimatcas y finaimente es excretado en forma poimenca desde la superficie
microbiana El sustrato puede entrar a la celula a traves de difusion tacihitada. transporte
acuvo o translocacion de grupo Los dos uihiMmos son procesos que requieren de un aporte de
energia En el transporte activo el sustrato entra a ta célula en forma inalterada. en cambio
s1 el mecanmismo involucra translocacion de grupo el sustrato es fosfonlado uulizando
fosfoenolpiruvato (PEP) que es transformado en piryvato En este ulimo caso. no existen
evidencias que indiquen que el uso de PEP para la translocacion de grupo pueda interfenr o
afectar otros procesos metabolicos de impornancia para la bactena St existiera algun grado
de interferencia podria ser detectado por bajas proporciones de acido piruvico en el
polisacando sintetizado. En algunos casos, mas de un mecanismo puede estar involucrado
en la entrada del susirato a la ceéiula bactenana (£ Co/) La entrada del sustrato aparece
como la prnmera limitante potencial en la produccon del exeopclisacando microbiano

(Sutherand, 1977)

Postenomente a !a entrada de! sustrato a la ceélula microbiana y a su fosfoniacion por el
mecanismo de translocacion de grupos o por una hexockinasa utihzando ATP. el sustrato
puede ser utilizado para procesos anabdlicos o catabdlicos celulares La entrada de! sustrata
hacia procesos catabdlicos cejulares hacen que esta parte de la energia no sea utilizada en

los procesos de sintesis de polisacaridos extracelulares, aungque una parte de los productos



intermedianos del ciclo de los acidos tncarboxilicos (acido pinivico y acido acético) pueden
ser incorporados en las ultmas etapas de la sintesis del polisacando aportando los
sustituyentes que o integran En el caso en que el sustrato sea usado para procesos
anabolicos y la especie es una bactena Gram negativa productora de exopohsacandos.
Ipopohsacandos y glucogeno. diferentes proporciones del mismo pueden ser destnados a
estas vias de sintesis Durante 1as etapas de creamiento bactenano la sintesis de glucogeno
por la celula bactenana es hmitada, pero su produccion  se diferencia claramente de la
sintesis de polimeros de pared y extracelulares puesto que no involucra a hpdos
1soprenoides El control de la sintesis de glucogeno es ejercida a traves de la regulacion
alostenca de 1a sintesis de ADP-glucosa Aquellas cepas mutantes que carecen de la enzima
ADP-glucosa-pirofosforilasa pueden ser interesantes cuando se desca que el sustrato no
sea desviado a este producto de sintesis y sea uthizado en la sintesis de los productos de

interés. £l valor de estas mutaciones deben ser consideradas en aquellos organismos en

que los carbohidratos de reserva son poly-f}-hidroxibutirato y trenalosa (Suthefand. 1977)

€l siguiente precursor sobre el cual puede ejercerse el contro! es UDP-glucosa y |a enzima
UDP-glucosa-pirofosforilasa que estan involucrados en [a sintesis de polimeros de la pared
bactenana y polisacaridos extracelulares. Por otra parte, en la Figura 1 se presentan
diferentes tipos de interconversiones que ocurfen normalmente para los azucares

nucledticos mas comunmente utilizados en la sintesis de exopolisacandos En
microorganismos que producen polisacandos gque contenen ramnosa, la enzima TDP-
pirofosfonlasa esta presente junto a la UDP-glucosa-pirofosfoniasa y muestran inhibicion
cruzada ante la presencia de los precursores sobre los que actuan. Una forma similar de

control se presenta en organismos que producen UDP-fucosa y UDP manosa. Este fue

estudiado en bactenas que contienen: 1) D-manosa en sus polisacaridos, 2) contienen L-

9



fucosa y 3) contienen ambos polisacandos (L-fucosa y D-manosa) En el pnmer caso el

control de la sintesis de GDP-manosa es realizade por GDP-manosa-pirofosfordasa En

aquellas bactenas en que GDP-manosa es el unico precursor de 1a sintesis de fucosa, GDP-

GDP-manosa-tudrolasa a través de

ia GDP-manosa-profosfontasa y la

fucosa controla
fucosa en su

mnhibicion retroalimentada Cuando ¢! polisacando presenta manodosa y

composicion cada azucar-nuclieohdo controla su propia sintesis

En el proceso de sintesis de polisacandos se requiere de transporntadores hpidicos que se
encuentran en la parte externa de la membrana celular y son formadas dentro de la rmisma
Los lipidos 1soprenoides intervienen en la formacion de hipopolhsacandos, peptdoghcanaos y
exopolisacandas El lipido funcional es bactoprenol en forma de monofosfato ipidico Uno de
los factores criticos que afectan la sintesis de exopohsacarndos es la disponibihdad de

lipidos isoprenoides fosfato. Algunas mutaciones que afectan la sintesis de este ultimo y por
lo tanto afectan la produccion de los exopolhsacardos Por otra parte. algunas mutantes

defectivas en ia sintesis de peptidoglican regueren menos lipidos isoprenoides que ei tipo

silvestre y por lo tanto la hiberacion el exopoltsacandos se tncrementa Una mutante de este

tipo ha sido detectada en £. coll (Sutherand, 1990)
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GALACTOSA — 7 GALACTQSA 1-P

UDP-GALACTGSA

Epimerasa

GLUCOSA ——« GLUCOSA 6-P e GLUC 1-P . UDP-GLUCOSA
I Deshubrogenasa
UDP-ACIDO GLUCURONICO
FRUCTOSA 6-P GOP-FUCOSA

A 4

MANOSA >  MANOSA §-P MANOSA 1-P GOP-MANOSA

FIGURA 1. Sistemas catabdlicos que conducen a la sintesis de azucares nucieotidos y
sus interconversiones (Sutherand, 1990)
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La formacion del exopolisacando se inicta con la construccidn de las urndades estructurales

caracteristicas del polimero que se repiten a io largo de la molécula Esto es dependiente de
los monosacandos apropiados desde las umidades de  azucar

ta transferencia de
La

pertenecientes a los nucleondos al transportador hpidico-isoprenoide alcohol fosfato

secuencia de reacciones han sido ben caractenzadas en Lnterobacter aerogenes Esta

sene de reacciongs son descntas a continuacion

- UMP

Gal-P-P-tipido
- GDP

Man-Gal-P-P-Lipido

uDP-Gal +  Plipdo

Gal-P-Plipido + GDP-Man
Man-Gal-P-P-Lip + UDP-GicA e GleA-Man-Gal-P-P.lip + UDP
GicA-Man-Gal-#--Lip +  UDP-Gal ——— e Gal-Man-Gai-P-P-lip + UDP

(Suthertand, 1977) GlcA

piruvato  provienen de acenl-CoA y

La entrada de Jlos susttuyentes como acetlo.
fosfoenolpiruvato y en el caso de xantana forman parte de esta sintesis secuencial de la

unidades estructurales lLas unidades estructurales del pohsacando requieren de la postenor
elongacion y el pasaje del matenal pohmenzado al extenor de fa membrana ctoplamatica
Finalmente el polimero es excretado al medio externo a travées de enzimas que hberan el
polimero en su union lipidica Los oligosacandos umdos al lipido transportador €s separado

de los monosacandos (Sutherand,

por la reaccion enzimatca que drivide a los fosfalos

1990)
la velocidad de

polimero puede tambien depender de

La longitud de la cadena del
A mayor

crecimento celular, de una manera analoga a las cadenas de lipopolisacaridos

velocidad de crecimiento hay un mayor recambio de los lipidos transportadores y liberacion

32



de polimeros de menor peso molecular Esto puede ser importante para la produccion
comercial de gomas y puede ser ventaoso el uso de cepas mutantes con defectos de
La produccion de EPS microbianos mnvolucra un gran numero de enzimas,

superficie
algunas de las cuales estan involucradas en la formacion de otros polisacandos en forma

adwional a los exopolisacandos (Suthertand, 1990)

2.5. CARACTERISTICAS REOLOGICAS DE LLOS POLISACARIDOS.

En procesos fermentativos microblanos en batch la naturaleza wviscosa de algunos caldos
aumento de la

tienen un efecto wmportante en el caracter reologico del fiuigo debido al

concentracion celular dentro del bioreactor, cambios en la morfologia microbrana. © agumento
En algunos procesos produchvos tales

de la produccion de metabointos extracelulares
los exopohsacardos

cambios son deseables como es el
microbtanos. En el siguiente esquema se detallan tipos de fermentacion donde el produclo

caso de la produccion de

es el causante directo de los cambios en la reologia del caldo de cultivo

Cuadro 4. Categorias de fermentaciones viscosas No-Newtomanas

Ejemplo

Categoria l Tipo de Producto Forma Microbiana
Fiamentosa Pecriomyces vanoti

1 Biomasa
Scytahdiurn acidophilum

2 EPRPS Filamentosa Sclerotina sclerotiorum
Sclerotina glucanicum

3 EPS Uniceiular Pseudomonas mendocina
Azotobacter vinelandii

{McNeil et a/. 1993)




La fementacion para la produccion de polisacandos microbianos presenta como
caracteristica mas mportante el cambio sustancial en el comportarmmento reoiogco dei caldo
durante el cullivo, que se deben considerar paramelros crittcos como la transferencia de
masa y calor, caractenstcas de merciado y requenmiento de potenua de agitacion. 10s
cuales pueden volverse cnbcos al intentar escalar el sisterna El Huido al wwcio de la
fermentacion €n el caso de la produccion de xantana es practicamente newtomano
entonces la viscosidad es mnadepaendienls der la rapidez de deformacion, al avanzar la
fermentacion se wvuelve mas viSCoso pPero con comportamiento no-newtoruvanc Por o
general, en las etapas finales de produccion de xantana se presenta un compornarmento
reciogico de Upo seudopiastico o reoffuidizant, ya que la wviscosidad disminuye con el

incremento en 1a rapwdez de delormacion

Los modelos reologicos mas comunmente utihizados para descrnbirr medas de de
termentacion conterrendo EPS bactenanos son la Ley de Potencia, Plastico de Bingham y

Casson

£l modelo de Ley de Potencia o de Ostwald de Waele es el que mas se ajusta al EPS

referido en este estudio

t = esfuerzo de corte (Pa s)
K= indice de consistencia (Pa s ")
v = rapidez de deformacian (seg’’)

n= indice de Hujo o seudoplastcidad (adimensional)
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El modelo de la Polencia ha sido el mas aphcado amplamente para descnbir caldos de
suspensiones filamentosas de hongos en forma dispersa y caldos contemiendo
exopolisacandos, incluyendo soluciones de goma xantana. pululana wellana y rhamsana
Para ambos tipos de productos, en culivos en batch, n tpicamente disminuye a valores
minimos indicando un alto grado de seudoplasticidad Los valores de k llegan a un maximo,

el cual usuatmente ocurre en coinNcidencia con los MirIMos vatores de n (McNell et al/, 1993,

Chanes, 1978, Gahndo, 1985)
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3. OBJETIVOS.

El objelivo general del presente trabajo fue generar conoamientos y tecnologia en el area de
produccidn y caractenzacion de exopolisacarndos de ongen microbiano. proveniente de una
cepa nativa de Rhizobium phaseol

Los objetivos particulares que se plantearon son los sigulentes

1) estudiar los efectos de nutnentes, sustancias que alteran el metabohsmo microbianoc y

modidicaciones ambientales, sobre la produccion de biopolimeros en la cepa en estudio

2) Estudiar y evaluar diferentes tecnicas para caractenzar quimicamente el exopolisacando

3. Evailuar las caracteristicas reologicas del polsacarido extraido y del medio de

fermentacion



4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. MICROORGANISMO

Se utihizd una cepa de Rhawzobuin phaseoli naliva obtenida de raices de fmot (Phaseolus
vuigans). la cual fue aislaga de noduios de buen tamano & iINtensamente coloreados que

indican su buena fjacion de Nnitrogeno Se realizaronN Pases sucesivos en un medio de cultivo

sohdo para el crecirmento y selecaon del microorgarusmo  Fl medio sohgo utihzado se

compuso de cloruro termico O 15 g/, cloruro de sodio 0445 gl extracto de levadura 15 g/,
sulfato de magnesio 1 01 g/ fosfato dibasica de potasio 1 16 g1 mamitol 10 g1 y agar

baclenologio 15 g/, que fueron estandanrzados a pH=7 Las cajas de cutivo se mantuvieron

a 30°C en estufa microbiologrca durante S dias  Se ubhrarcn unciones de azul de anilna y

rojo congo para evaluar la homogeneidad de las cepas cultivadas o dotectar cambios en el
comportarmento del microorganismo durante el periodo de seleccion Las colormas de mayor
tamano y de alta produccion mucoide fueron  arsiadas y cultivadas nuevamente en forma
liquido

rutinana. evaluandose la cantdad de exopolisacanda producido en un medio

previamente utiizado para Rhizobiwm phaseo/r (Regnens:. 1992) En esta forma se
selecciond una cepa de R phaseoli (FES-C1) por sus caracteristicas de produccion de

exopolisacando bajo las condiciones impuestas y fue utihzada para el desarrollo de la fase

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

El estudio de los efectos de los diferentes nutnentes sobre la produccion de exopohsacando
fue realizada utiizando un diseno expenmental en blogues incompletos con arregio factonal
de tratamientos de acuerdo a ta forma recomendada por Box y Behnken (1960) El cnteno
de bloqueo fueron las diferentes etapas de cultivo (13 matraces por elapa) para cubnr un
total de 104 cnetlicas de crecmento Cada blogue contaba con 12 matraces
correspondientes a los tratarmentos y un control En el Cuadro 5 se presentan los mniveles de
cada una de las vanables estudiadas en culivo y las concentraciones de cada nivel para
cada nutnente. Los medios de culuvo para cada tratamiento contenian en  forma constante
1.16 g/l de fosfato dibasico de potasio. 0 15 g/l de cloruro de sodio y ¢l sulfato de sodio
necesanao para balancear el apornte de azufre en todos los tratamientos £} pH imicial de los

medwos fue de 7. la temperatura de incubacion de 30° C y la aguiacion se requlé a 200 rpm

Los resultados obtenndos a partr del total de cmneticas de produccion reahzadas, se
sometieron a un analisis de regresion para ajustar un medelo explicativo de la respuesta en
produccion de exopolisacando Los niveles optimos de cada nutnente se obtuvo por medio

de superficies de respuesta

Los medios de cultivo para fermentacidn se colocaron en matraces de 1000 mi con 300 mi
de medio y cada matraz fue inoculade con S ml de un culuve de Rhizobium phaseoli con
una densidad éptica (DO) de 1 medida a 600 nm de absortancia. Los conteas de celulas
viables a DO de 1 equivalen a 1 x 10° UFC/mI. La cuantficacidon de la produccion de

exopolisacaridos se realizo en muestras obtenidas durante 10 dias de fermentacion. tas
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muestras obterudas se centnfugaron (10 ml} a 17000 g por 30 minutos y en las mas

viscosas se repiio el proceso seralado hasta lograr un sobrenadante transparente [uego
de separar el paquete celular del sobrenadante. a este ultimo se le adicionaron de 30 a 60
ml de isopropanol y se agitaron con barras magneticas por 10 nunutos para cada muestra. la

produccion del exopolisacando se evaluo en el precipitado obtenido por peso seco constante
aso°C

Cuadro 5 Niveles utlizados para cada uno de los componentes
del medio de cultvo

COMPONENTE -1 o +1
Mannol (g/) 10 20 30
Extracto de levadura (g/l) o037 075 15
Carbonato de calcio (g/h) o] 15 30
Sultfato de magnesio (g/1) 033 067 101
Sultato de aluminio (M1 [o] 5C 100
Cloruro fémco (M) o 50 100
Sulfato manganoso (uM/l) o] 200 400
Biotina (ug/) [o] 10 20
[} 1.5 30

Penicihna (mg/l)

Luego de optimizar las concentraciones de cada uno de los componentes del medio de
cultivo se evalud el efecto de la vanacion de la fuentes de carbono en la produccion de
exopolisacarido, utilizando sacarosa y glucosa como carbohidratos alternativos. Para definir
las condiciones de fermentacidn se realizaron estudios para evaluar el efecto de la vanacion

de! pH iucial (6.7.8) y de la temperatura de incubacion (30° C y 34° C) sobre la

concentracion de exopolisacando en el medio de cultivo.



La cuantificacion del crecimiento celular se realizd en forma periddica durante 10 dias de
incubacién en la etapa de ajuste hinal de las condiciones de fermentacion en matraces y en
el trabajo reahzado por 100 h en fermentador La DO se determuind por medic de un
espectrofometro (Espectronic 20 Baush&lLomb) a 660 nm de absorbancaa La cantdad de
sales de carbonatos y de exopolisacando en el medio de cultivo, interfenan en las lecturas
por lo que se aphco la tecrica descripta par Suresh &f al (19811 Utilizando 10 ml de cuitive
fueron centrnifugados a 10000 rpm, las celulas y el CaCO, fueron precipitados ElI CaCO; fue

removido con HCt al 1M y el precipitado fue lavado con agua Las mediciones se realizaron

de los paquetes celulares dduidos con agua 5 veces

4.3, ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDO EN FERMENTADOR
(SISTEMA BATCH)

En esta etapa del trabajo expenmental se utihizo un fermentador de 14 | (New Brunswick
Scientific Magnaferm) para la propagacién bactenana y la produccion de exopolisacando.
utilizando ei medio optimizado obtemdo en la etapa expenmental previa Se trabajo con 8
de medio de cuitivo que fue estenhizadc y postenormente se ajusto et pH a 8. el cual se
mantuvo durante todo el proceso por ajuste automatico con una solucion de KOH 1N. En
forma separada. se prepard el mndculo uthizando 5 ml de una suspension bactenana
provenientes de medio solido de 5 dias de crecimiento, Que se colocaron en matraces de
Erenmeyer de 1000 mi contentendo 300 ml de medio optirmuzado. El inoculo fue incubade en
agitador orbitat a 30 ° C y 200 rpm durante 3 dias. previo a su transferenca al ferrentador

E! medio de cultivo fue inoculado con 266 ml de bromasa de Rhizobium phaseoli FES-C1. El



voilumen del indculo equivale al utnhzado en la fase expenmental para la optimizacion del

medio de cuitivo en matraz En torma adicional. se aaiasono silicen (FG10 Dow Corming)
para evitar la formacion de espuma durante el periodo de fermentacion La produccion de
exopolisacando en el fermentador se realizo utihzando un valor de aereacion de 1 VVM,

agitacion de 4300 mm. phi- 8. temperatura de 30 ° C y un periodo de 100 horas

Durante ia etapa expenmental de fermentador se midieron las siguientes vanables

a) Cuantficacidn del crecimhento celular La medicion det crecmento bactenano se reahzo
por lecturas periodicas de la DO a 660 nm de absorbancia durante el transcurso de la
fermentacron. Las muestras se trataron en forma simdar a lo descrito antenormente y se
obtuwieron las relaciones de esta medida con el peso seco bactenano y la proteina celular

por medio de Ia técnica de Bradford (Robyt y White, 1990)

b) Cuantficacion de la produccitn de exopohsacando. Se centnfugaron 10 mi de muestra
obterudas en forma penodica durante el transcurso de la fermentacion Las condiciones de
centrifugacion fueron 17000 g por 30 minutos a 4°C En el sobrenadante obtermido se
agregaron de 30 a 60 m! de isopropanol y se agitaron durante 10 minutos E! precipitadoc
obtenido fue filtrado en papel Whatman N1 previamente secado hasta peso constante y
80 ° C. El peso seco de exopolisacando

fueron colocados en estufa de aire forzado

producido fue obtenido por diferencia

<) Cuantificacién de sacarvsa La técnica utilizada es ia de [i-fructofuranosidasa-DNS La

enzima fue activada en un buffer de citrato 0.32 M a pH=4.6. Se colocaron 0.9 ml de muestra
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(sobrenadante) + 0 1 mi de la solucidén enzimatica, se mezclaron y se dejaron reposar por 3
Se adiciono 1 mi de acda 3. 5-dinitrosabciico (DNS., Sigma) Los tubos se

minutos
calentaron en un bano de aqua a ebullicion por 5 mMinutos e INMmediatamente despues se

enfnaron en bano de hielo  Se fe adicionaron 10 mi de agua a cada tubo, se mezclaron y se
reahzaron las lecturas de 1as muestras a 540 nm contra un blanco de agua deshlada Por las

cantdades miciales de sacarosa utthrzadas y el rango de deteccion del metodo se uthizaron
las diluciones necesanas (Tinoco y Lopez-Munguia, 1993)

d) Medicion de la viscosidad y cunsas do Fuo del medio de cultivo La obtencion de las

curvas de flujo se realzo duectamente en muestras del medio de cuftivo obteridas en el
Se utiizo un Reometro Physica MC 100 con geometria de

transcurso de la fermentacion

cono y piato MK24. con 75 mm de diametro. un angulo de 1° y la truncacion de 50 um
{todas las determmaciones se realraron a 30" C) Se utiizo un programa en el que la
velocidad de deformacion se aumento progresivamente de 1-1000 s " en 120 segundos.
la viscosidad aparente (T v) en cada velocidad de

tomando 15 puntos Se evaluo

deformacion obtenida

4.4. CARACTERIZACION REOLOGICA DEL MEDIO DE CULTIVO Y DEL EPS.
realizaron en un

intrinseca  lLas mediciones se

a) Determinacién de la wiscosidad
viscosimetro capilar de Ubbelohde a 25° C El wiscosimetro se cahibro con agua, etanal y

isopropancl, los hempos de desplazamiento de las soluciones y dispersiones se midieron
con cronofmetro automatco y por quintuphcado La viscosidad intrinseca fue expresada en
decilitros/gramo (dl/g). y fue determinada por extrapolacion de las graficas de viscosidad

concentracién, La goma fue solubilizada en agua y

reducida y viscosidad inherente vs



formamida (mejores solventes para xantana y el EPS obtenido desde R phaseol) en las
concentraciones 4 x 10*, 3 x 10, 25 x 10* y 2 x 10” g/dl. se determinaron la viscosidad
relativa y la viscosidad especifica A partr de las ecuaciones de Huggins y Kraemer (1984)
se permitio evaluar el grado de interaccion entre el biopohmero y el solvente Los resuftados
ias rmusmas determmnaciones

fueron comparados con gomas comercdles sometdas a

{Rodnguex, 1984 Whitcomb er al 1976)

b) Determinacion de curvas de flujo y propedades viscoelasticas del polimero arslado Las
mediciones fueron realizadas a partr muestras arisladas punficadas y diahzadas obtenidas
detl proceso fermentativo las cuales se utitzaron dispersiones del exopohsacando seco en
agua desiomzada a pH=7 a 25" C Los estudios reologicos se realraron en muestras
hidratadas y homogetmizadas por 2 horas, y almacenadas a 4°C por 7 horas Para estos
estudios se utilizo un reometro Physica MC100 con geometria de cono y piato MK24, con
diametro de 75 mm, un angulo de 1° y truncacicn de 50 pm  Se realizaron deterrmnacion de
curvas de flujo y viscosidad aparente, asi como determirnacion de modulo elastico (G ) y et
modulo wviscoso (G"). en pruebas de cazxatla oxlatona utihzando concentraciones del

exopolisacarido al 1 % En las pruebas de dinamica se realizaron en forma previa barndos

de amplitud para seleccionar la zona de viscoelasticidad lineat

El polimero fue sometido a diferentes tratamientos para conocer «l efecto de la temperatura

sobre e! comportamiento reologico La dispersion del exopolisacarido fue sometda a

temperaturas de 96°C por 10 minutos, a 121° C por 15 minutos o a 121° C por 30 minutos
Cada tratamiento fue comparado con un control sin tratamento térmico y todas las

determinaciones se realizaron por duplicado. Las muestras se someteron a las mismas



determinaciones detailadas antenormente E£n forma adicional las muestras tratadas fueron

sometidas postenormente a un almacenaie por 5 dias en refngeracion para evaluar los

mismos efectos

Se estudiaron los efectos de diferentes sales mono y divalentes ( modificando la fuerza

wWnica) en el comportarmento reologico. uthzando concentraciones 0 5% de CaCl:. MnCly,

MgCl; y NaCl Se realzaron pruebas con un caton tnvalente (Al'""), para estudiar sus
efectos en el exopohsacandao luego de los tratamientos termmicos Sin embargo, los estudios
con este cation no fueron considerados por la produccion de agregados gelficados con

exceso de sineres:s Los estudios antenores se realizaron a pH=7 y postenormente se

evaluo el efecto del pH en las propiedades viscoelastcas del biopolimero tratado por 15

minutos a 1212 C Se utthzaron dispersiones del polisacando al 1% en agua desiomzada con
valores de pH de 3 y 11. Las mediciones de los diferentes modulos se reahzaron en ias

mismas condictones que para pH=7
4.5. CARACTERIZACION QUIMICA

4.5.1. Aislamiento y purificacién del exopolisacarido

Al finalizar la cinética de producaidn el exopolisacarido liberado en el medio de cultivo fue
centrifugado a 17000 g por 60 minutos a 4° Cy el sobrenadante obtenido fue precipitado
con etanol frio en presencia de acetato de sodio al 0.5 M. La extraccion del polimero de alto

peso molecular se completo al centrifugar @ 10000 g por 15 minutos

44



Et precipitado se secd a 60° C y se diahzd por 4 dias utihzando agua bidestlada que fue

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

precipitacion una vez finalzada la dialisis A los bropolimeros obtenidos se les determind la

posible presencia de restos de proteinas celulares por estudios electroforeticos y tecnica de

Bradford (Robyt y White, 1990)

4.5.2. Analisis del exopolisacando por cromatografia en capa fina.

Se sometieron a hidrahisis acida 10 mg de goma/ ml de acido suifunco ai 0 S M, a 121° C por
23 minutos, 1, 1 30y 2 horas, y los hiarolizados fueron neutrakzaron a pH=7 con hidroxido
de bano. Se estudiaron los miveles de hidrolists por medio de una determinacion enzimatca

con D-glucosa oxidasa (Sigma. Diagnostics a 505 nm) utlizando como vanable los diferentes

tiempos de exposicion detallados (Zevenhuizen. 1973) Los anahksis en cromatografia en

capa fina (TLC) se realizaron en cromatofolhos de Sihcagel G660 y de UV expuestos a

diferentes sistemas de disolventes TLC1 acetonutnio agua 85 15. TLC2 propanoi-acetato de
etilo-agua 60.30.10 y TLC3 etanol-butanol-agua 505040 Los cromatofolios fueron
revelados con una solucidtn de aado ftalico y se compararon los frentes de retencion (Rg)
con estandares de diferentes azucares. Se metilaron 20 mg de goma (Amemura e! al. 1985)
en la fase cloroformica se estudiaron por TLC con el sistema solvente TLC3 para 4 tiempos
ascendentes de 8 horas cada uno. Los cromatogramas se revelaron con una disolucion al 10

% de dacido sulfurico en etanol y calentando las cromatopilacas a 105° C por 15 minutos

{(Breedveld ef a/, 1990)
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4.5.3. Extraccién de las diferentes fracciones en el medio de cultivo por HPLC

Se centnfugaron 20 ml de medio de cultivo, el sobrenadante obterido fue scmetudo a
precipitacion con 2 volumenes de etanol, y nuevamente centnfugado para remover al PLS de
alto peso molecular E! sobrenadante obtenido fue concentrado a pequenos volimenes y se
centnfugo nuevamente, luego de mezclario con 14 volumenes de etanoi fno El biopolimero
de bajo peso molecular se obtuvo por precipitacion con etanol y secado al vacio La
extraccion de las diferentes fracciones del exopohsacando se realizo con la finakdad de
determinar la produccion en el fermentador en el medio optimizado En  las muestras
obtenidas se realizaron dializados utiizando agua bidestiada por 4 dias y se analzaron por
HPLC para determinar las diferentes fracciones de EPS en columnas cde TSK gel G5000
PWXL (TOSOHAAS), con una fase moévil de buffer compuesto por NaHPO., NaH;PO, y
NaCl a pH=6.8. La velocidad de fiujo fue de 1 mil / minuto, y la deteccion por U V a 205 nm
Se utilizaron estandares para filtracién en gel provenientes de una mezcla liofiizada de:
tiroglobulina (bovina) 670,000 d. gamma globulina (bovina) 158,000 d, ovoalbumina 44,000
d, mioglobina (caballo) 17,000 d y cianocobalamina 1,350 d (Gel Filtration Standard BIO-
RAD) para la obtenciéon del peso molecular de cada fraccion obterida (Benincasa et al, 1987,

Zevenhuizen, 1983. Canter, 1991).
4.5.4. Estudio de la composicién monosacarida de las diferentes fracciones por HPLC.

Al separar las fracciones en el exopolisacarido, éstas se sometieron a hidrolisis acida a 121°
C por 2:30 y 3 horas, se neutalizaron a pH=7 con hidréxido de barno. Los analisis de los

componentes monosacaridos de las fracciones se realizaron en una columna de amina, en
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una fase movil de agua acetonitnio (80 20 v/v), con un flujo de 0 8 m¥minuto y la deteccion

se reahzd por indice de refraccion La identficacion de los azdacares componentes det

exopolisacarido se realhizd por comparacion con monosacandos estandares

4.5.5. Determinacion de la temperatura de degradacion.

Utilizando 30 mg de EPS se determino la temperatura de degradacidn por medic de un

equipo Fisher, donde los resultados obteniddos se compararon con xantana, guar. algarroba,
alginato y carboximeticelulosa sometidas al mismo proceso La degradacién de los

polisacaridos se determuno por el cambio de color
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5. RESULTADOS 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. Efecto de nutnentes en el medi

En el Cuadro 6 y Cuadro 7 se presentan los promedios de produccion @n 10 dias de
fermentacion (Cuadro 6) y produccion diaria {Cuadro 7) para los diferentes rniveles de

nutnentes utilizados en el expenmento

La produccién promedio de exopolisacandos durante 10 dias de fermentacion vanando los
niveles de la fuente de carbono en el medio de cultivo fue de 4 91, 6 87 y 7 40 g/l, mientras
que la produccion diana fue de 0.74, 0.86 y O 90 g/l, para concentraciones de manitol de 10,
20 y 30 g/ de medio, respectvamente. Los resultados dei analisis de la informacion para la
fuente de carbono (Cuadro 8 y 9) muestran la existencia de efectos significativos lineales
(P<0.007) y cuadraticos {P<0 02), indicando un efecto positivo del aporte de manitol en el
medio de cultivo sobre la produccion de exopolisacando por el microorgamsmo. Ei efecto
positivo del aumento de la concentracion de manitol en el medio de culuvo sobre la
produccion de exopolisacarido, sera a tasas decrecientes por cada umdad adicional de
manito!l agregada. El cultivo de Rhizobium para su uso como microorgamsmo del suelo o
para la produccién de polisacaridos ha utilizado preferentermente al manitol como fuente de

carbono. aungue otras fuentes (glucosa, sacarosa, glicerol) pueden ser utlizadas en
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sustitucion sin cambios detnmentales en el crecimiento dei

Reginensi, 1992)

Cuadro 6. Produccion total promedio {g/1) de exopolisacando con diferentes
niveles de nutnentes en 10 dias de fermentacion (media + error estandar)

cultivo (Ghai et al,

COMPUESTO -1 o +1

MANITOL 4912030 8872086 740 2 0 34
EXTRACTO DE LEVADURA 58342036 7042020 5722033
SULFATO DE MAGNESIO 63312035 6652021 700t047
CARBONATO DE CALCIO 61012043 6802021 6 80 2045
SULFATO DE ALUMINIO 6722042 6722052 70920237
CLORURO FERRICO 66012030 6722023 640030
SULFATO MANGANOSO 676 2048 677+ 020 602 ¢ 042
BIOTINA 6512020 695:048 69912042
PENICILINA 598 1+ 028 680+ 028 6864 +0 43

Cuadro?7. Promedios dianos de produccion {g/l) de exopolisacandos con

diferentes niveles de nutnentes {(medazerror estandar)

COMPUESTO -1 A e
MANITOL 0.7410 052 0.8620.020 0.90£0 048
EXTRACTO DE LEVADURA 0.7620.034 0.8810.022 0.79:£0.039
SULFATO DE MAGNESIO 0.7520.034 0.8620.021 0.8910.059
CARBONATO DE CALCIO 0 81+0.047 0.86+0.022 0.8520.048
SULFATO DE ALUMINIO 09110053 0.8410.022 0.84:0032
CLORURO FERRICO 0.8520.033 0.86+0.023 0.7920.042
SULFATO MANGANOSO 0.8020.054 0.84£0.022 0.851+0.032
BIOTINA 0.8510 044 0.8620.021 0.91+0.058
PENICILINA 0.7820.035 0.86120 022 O 8520049
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Cuadro 8. Efectos lineales, cuadraticos e interacciones de los nutnentes utiizados en el
medio sobre la produccién total (gN) de exopolisacandos

PARAMETRO Efectos ineales [ Efectos cuadraticos

Coeficiente Significancia C. e Sagr

de regresiéon (P<) de regresidn P<)
Intercepto 8 716527 00001 - -
Manitol 1.247500 0 0001 -1 172777 0.0001
Nitrogeno -0 0556825 08120 -1672777 0©.0001
Mg*” 0 327187 01643 -0 500694 0.0889
CaCoO, 0 346562 01410 -0.8281954 0.0056
Fe ™~ -0 145625 0 5339 -0.710277 0 0168
Mn’” -0 369680 0.1167 -0 860694 0.0040
Penicilina 0 330937 0 1596 -0 964861 0 0014
Fe " "*Mn”" 1140000 00167 - -
Mg "*Penicilina 0 960000 00427 - -

Cuadro 9. Efectos lineales. cuadraticos e interacciones de 10s nutnentes uthizados en el
medio sobre la produccion diana (g/1) de exopolisacandos

PARAMETRO Efectos lineales Efectos cuadrancos
Coeficiente Sigruficancia Coeficiente Significancia
ge reqresion (P<) de regresion P<)
| Manatol 0 075437 0.0068 -0 077408 0.0235
Nitrégeno 0.011048 0.6849 -0.139535 0.0001
Mg~ 0.071331 0.0103 -0.078222 0.0221
Ca’" 0.015553 0 5680 -0 064976 00562
Al -0 036567 0.1816 ns ns
Fe ™~ -0.145625 0.5339 -0.710277 0 0168
Mn”” -0.022179 0.4161 ns ns
Biotina 0.029203 0.2850 ns ns
Peniciina 0.031366 02511 -0 083564 0.0147
Fe™ "*Mn™" 0.142500 0.0104 - -
Al’""~Biotina -0.117882 0.0329 - -
Biotina 0.110877 0.0444 - -
Peniciling 0.098678 0 0728 - hund
“*Penicilina -0.101133 0 0661
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Et tipo de sustrato especifico puede depender de la especie de Rhizobium. y en el caso
particular de R phaseoli el crecimiento bactenano con ghceral y sacarosa es simiar al
obtenide con manitol (Reginensi, 1992) En forma general. la estructura del pohsacando
producido por la especie microbiana es independiente del sustrato carbonado utilizado,
aunque Pseudomonas puede modificar el polisacando producido al vanar la fuente de
carbono utilizada para el crecimiento del microorgarmismo (Sutherland, 1990) En la mayoria
de los estudios de produccion de goma por Rhizobum se ha uthzado manitol en
concentraciones de 5 a 10 g/ (Zevenhuizen. 1984, Breedveld et a/. 1990b). aunque en
algunos casos la fuente ha sido glucosa (Ghai ef al. 1981) o fructosa (Courtais et a/, 1986)
Breedveld ef a/ (1990a) estudiaron el efecto de diferentes niveles de manitol (2 5 a S0 g/l
medio) sobre la produccién de exopolisacandos en 10 dias de fermentacion Los resultados
de este trabajo muestran que los efectos positivos sobre la produccion de polisandos fueron

igualmente a tasas decrecientes por cada urmidad adicional de manitol agregada

Probablemente los efectos decrecientes en la respuesta en produccion de exopolisacandos
al incrementarse el aporte de una fuente de carbono, sean debidas a que la reduccion de su
concentracion en el medio por el crecimento microbiano incrementa la fuerza de manejo
necesaria para su transferencia desde el medio hacia el intenor de la ceélula. Por otra parte,
esta menor transferencia de la fuente de carbono hacia 1a ceélula puede ser causada por
interferencia del mismo exopohsacando producido en el medio y circundando a la célula
microbiana (Funahashi et a/, 1987). En Xanthomonas campestns, concentraciones mayores

a 50 g/t de glucosa en el medio inicial de cultvo tienen efectos negativos sobre el



crecimiento bacteriano y la produccion de xantana, por lo Que proponen utilizar niveles

iniciales menores (42 g/l medio} y concluida la fase logaritrmica de crecamiento bactenano
Esta estrategia de

mantener concentraciones de 30 a 40 g/l por adictones rutinanas
produccion de gomas ha sido utihizada con éxilo en Xantormonas campestns (Funahashi et

al/, 1987. Rajeshwan et al, 1995). esto permitiria mejorar 1a tasa especifica de produccion

del polisacando

Sin embargo, en el géneroc Rhizobum se debe tener en cuenta que la produccidon de

polisacandos genera mas de un producto poliménca (polisacarndo capsular, {*-1-2-glicanos y
trabajando con un sistema de Jdos

polisacando de alto peso molecuiar) Zevenhuizen (19886)
fases, con una concentracion imicial de manitol de 50 g/l en el medio de cultivo y un aporte

adicional de 10 g/l en la fase de produccidon del pohsacando de alto peso molecular, encontro
que el incremento de la produccion de pohsacando era pnncipalmente a nivel capsular con
s0lo pequerios cambios en los polisacandos extracelulares Los cambios encontrados en ia
concentracion de estos Ultimos fueron fundamentalmente en 3-1-2-ghcanos Por 1o tanto, las

condiciones de cuitivo para la produccion dependera del tipo de polisacando que se requiera
{Zevenhuizen, 1986).

E! efecto del aporte de nitrégeno sobre los promedios de produccidon del exopolisacarido en

10 dias de fermentacion se presenta en el Cuadro 6, mientras que los promedios de
produccion diaria se incluyen en el Cuadro 7. Los promedios de produccion de
exopolisacando en 10 dias de fermentaciéon fueron de 584, 7.04 y 572 g/ de medio,

mientras que la produccion diaria fue de 0.76, 0.88 y 0.79 g/I, para un aporte de 0.37, 0.75 y
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1.5 g de extracto de levadura. El analisis de la informacién (Cuadro 8 y 9) indicd la presencia
de efectos cuadraticos altamente significativos (P<0 0001). lo cual permitiria conclurr que las

concentraciones intermedias utilizadas fueron optimas para la produccion de goma

Las cantidades éptmas de nitrogeno para la produccion de exopolisacandos que surgen de

esta informacion son cercanas al 6ptmo requernmiento calculado para el creamiento

microbiano (Aba et a/, 1973. Bergensen. 1961) y coincidente con las concentraciones
utilizadas en trabajos de crecimiento y produccion de pohsacandos utiizando Rhizobium
Entre las fuentes de nitrbgenc que se han utiizado para el crecamiento de Rhizobium la mas
comuan es el acido glutdmico, cuyo aporte es de 008 a 009 g N/A de medio de cultivo
(Bergensen, 1961, Zevenhuizen y van Neerven. 1983, Zevenhuizen, 1984, 1986; Breedveld
et al., 1990a). Bergensen (1961) estudio ia uliizacion de diferentes fuentes inorgamcas y
organicas de nitrogeno sobre el crecimiento de Rhizaobium, concluyendo que ia fuente mas
adecuada es el acido glutamico y que los aportes de nitrogeno inorgamco conducen a
menores tasas de crecimiento bactenano. Courtors et al. (1986) utihzo O 18 g N/ de medio
de cultivo en forma de extracto de levadura para estudios de produccion de exopolisacandos
en Rhizobiurn, 10 cual es coincidente con las recomendaciones que se han realizado para los

medios de cultivo utilizados en Xanthomonas campestns (De Vuyst et al., 1987.Garcia-

Ochoa et al., 1992).

Diferentes autores han presentado resultados concluyentes que indican que las relaciones
carbono-nitrégeno (C/N) bajas favorecen un crecimiento celular acelerado, mientras que

relaciones elevadas estimulan la produccion de exopolisacarido y el nitrégeno es solamente
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aportado para el crecimiento cefular (Slodki y Cadmus, 1978, Jarman et al, 1978) Sin
embargo, es de considerar en Rhizobiurm el Wpo de polisacando que se seleccione para
produccion y en este caso las modificaciones en el nitrégeno contemdo en el medio puede
cambiar el patron de polisacandos excretados Zevenhuizen (1986) aumentd 4 veces el
aporte de acido giutarmico basal (1 g/l), con esta modificacdon logro bajas concentraciones

de exopolisacandos solubles de alto peso molecular y polisacando capsular, pero aumemo a

4 gl de medio la produccion de 3-1-2-ghcanos de bajo peso molecular

Postenormente,
Breedveld et al

(1990a) trabajaron con un medio de culivo para altlo creamiento celular
incrementando el contermido de manitol (2 5 hasta 50 g/l) y acido glutamico (0 5 hasta 10 g/).
pero manteniendo la relacion carbono/mitrégenc constante La produccdn de proteina
microbiana se incremento a 1o largo de todo el rango estudiado, aungque por amba de 20 g
de manitol y 4 g/l de acido glutamico los aumentos de biomasa no fueron proporcionales ala
concentracion det sustrato En términos de produccidn de polisacandos se encontro un
aumento en la produccidn de exopolisacando de alto peso molecular hasta niveles de 20 g/t
de manitol y 4 g de acido glutamico (hasta 2.7 g/}, disminuyendo a mayores concentraciones
de sustrato. En cambio, 1a produccion de exopolisacérido de bajo peso molecular (P-1-2-
glicanos) aumento considerablemente hasta la maxima concentracion de sustrato utihizada
(50 g/ manitol y 10 g/l acido glutamico) liegandoe a una produccion de 109 g, lo cual
representa un rendimiento del 21.8% del manitol inicialmente agregado. Por lo tanto, 1as
cantidades de nitrégeno aportada al medio y el manejo de las relaciones carbono/nitrogenc

del medio pueden permitir la direccién de la fermentacion hacia los productos deseados.

54



En los Cuadros 6 y 7 se presentan los promedios de produccion de polisacando para el
periodo de 10 dias de fermentacion (Cuadro 6) y la produccion diana (Cuadro 7) para los

diferentes niveles de aporte de Mg’~ en el medio de cultvo La produccion total en 10 dias
de fermentacion fue de 6 33. 6 65 y 7.00 g1. mentras la produccion diana fuede 075 086 y
0.89 g/l de medio para las concentraciones de 033, 067 y 1 01 g MgSO. 7H;0/l de medio.
respectivamente. El anaiisis presentado en el Cuadro 8 indica la mexistencia de efectos
significativos hneales (P<0 16) o cuadratcos (P<0 09). muentras gque el analisis para ia
produccion diana (Cuadro 9) indico la exitstencia de efectos significativos lineales (P<001) y
cuadraticos (P<0 02) Conociendo que et Mg®™, junto con el K™ y en menor grado el Ca™", son
requeridos en forma esencial para lograr 6ptimo crecimientao (Suthertand, 1990). es probable
que los efectos encontrados sobre la produccidon diana del polisacando sean atnbuibles a la
accién que ejerce sobre el crecimiento bactenano, mas aue un efecto directo sobre la
sintesis del exopolisacarido. Garcia-Ochoa et al (1992) que trabajando con Xantomonas
campestnis encontrd efectos del Mg“ sobre el crecimiento del cultivoe pero no afectd ia
producciéon de xantana, lo cual es coincidente con o obtenido con en este trabajo al evaluar
produccion total. En  algunos microorganismos productores de polisacaridos como
Arthrobacter y Hansenula el Mg™" tene efectos directos sobre la produccidn de goma y en
medios con menos de 0.4 g la produccion es afectada fuertemente (Slodki y Cadmus,
1978). El Mg™~ esta involucrado en diferentes actividades celulares y juega un papel
importante en el control de la actividad de la enzima que intervienen en !a sintesis
extracelular, por lo que niveles bajos en el medio de cultivo podria reducir o incluso detener

la sintesis de polisacaridos (Evans el al., 1979).
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Los niveles de MgSO, 7H:Q utiizados en el crecimento de Rhizobiwm es de 0 2 g/t de medio
de cultivo (Zevenhurzen, 1984, 1986, Zevenhuizen y van Neerven, 1983, Breedveld et al.
1990a) aunque Ghai et a/ (1981) utthza 0 5 g/l de medio En Xanthormonas es frecuente el
uso de 0 2 g/l de MgSO, TH.O (De Vuyst et af, 1987, Jarman ef al, 1978} hasta rmveles
recomendados mas elevados de 1 1 a 13 g/t (Rajeshwan et al. 1995 Garcia-Ochoa et al .
1992) Los niveles que s¢ sugeren optimos en este trabajo estan dentro de las

concentraciones medias utihradas en el rango de estudio lo cudl es supenor a lo que

normalmente se utihiza actualmente en tos medios de Rhvzobium

El efecto de diferentes miveles del CaCO, sobre la produccion promedio de exopohsacanda
total se presenta en el Cuadro 6, mientras que el Cuadro 7 presenta la informacién promedio
para la produccion diana Los medias de produccion total de exopohsacandos en 10 dias de
fermentacion fueron 6 10. 6 80 y 6 80 g/l de medio, mientras las producciones dianas fueron
de 0.81, 0.86 y 0 85 g/l de medio para los niveles de 0, 1 5 y 30 g/l de CaCO; en el medio
El analisis de Ja informacion para produccion total (Cuadro 8) y diana (Cuadro 9) mndico la
existencia de efectos cuadratcos significatvos (P<0 05) Los niveles de inclusion de Ca’™”
exceden ampliamente los requenmientos bactenanos y por tanto estan por encima de las
concentraciones normmalmente uthizadas en la iiteratura de Rhizobium que se utihza entre
0.04 g/1 de mediocen la forma de CaCl; (Zevenhuizen, 1984, 1986, Breedveld et a/. 1990a)
hasta 0.5 g/1 de medio en la forma de CaCQ, (Ghai et a/, 1981), otras bacterias productoras
de polisacarnidos (Jarman et a/, 1978) Los efectos detectados en este caso se atnbuyen ala

regulacion que ejerce el CaCO, sobre los cambios de pH en el medio de cultivo en

crecimiento. La influencia del CaCO; en la produccién de polisacandos (curdlan) ha sido



reportado Agrob. Tum tumel.:

15 var myxogenes y se considera el mejor agente
amontiguador posible para la produccidon con este microorganismo. La utilizacién de otros
buffer no ha logrado los niveles de produccion alcanzadaos con CaCO,; aungue se
alcanzaran niveles de pH similares. El CaCQ, funciona para neutralizar el polisacarido
acidico producido a medida que este es formado. La concentracidon de CaCO, utlizada es de

10 g/l por itro de medio (Siodki y Cadmus, 1978, Harada et al/, 1993)

El los Cuadros 6 y 7 se presentan los promedios de produccion de polisacando en 10 dias
de fermentacion (Cuadro 6) y diana (Cuadro 7) cuando se utlizaron diferentes niveles de
inclusién de Fe'"” en el medio de cultivo. La produccién total de polisacarido fue de 6.60,
6.72 y 6.40 g/l. mientras la produccidn diaria fue de 0.85, 0.86 y 0.79 g/l, cuando se utilizaron
0, 50 y 100 uM FeClyl de medio de cultivo, respectivamente Ei analisis de la informacién

indicé la existencia de efectos cuadraticos significativos (P<0.02) de la inclusion de Fe™™" en

el medio de cultivo.

Los niveles utilizados en Rhizobium han sido de 2-2.5 mg/t a 10 mg/ de medio de cultivo
(Bergensen, 1961, Zevenhuizen, 1984, 1986, Zevenhuizen y van Neerven, 1983) hasta 10
mgN de medio de cultivo (Humphrey y Vincent, 1959, Courtois et al, 1986). Los resuitados
indican que las cantidades intermedias del rango utilizado en este trabajo pueden ser las

indicadas para un medio optimizado, 10 cual seria superior a las maximas concentraciones

utilizadas en los trabajos con Rhizobium.

Ellos Cuadros 6 y 7 se presentan los promedios de produccién de polisacarido en 10 dias

de fermentacién (Cuadro 6) y diaria (Cuadro 7) cuando se ulilizaron diferentes niveles de
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inclusidn de Mn®" en el medio de cultivo. La producciéon promedio de polisacandos en 10 dias
de fermentacion fue de 6.76, 6 77 y 6 02 g/l , mientras que la produccion diana fue de 0.90,
0.84 y 085 g/l de medio de cultvo para las concentraciones de 0, 200 y 400 uM
MnSO, . HON, respectivamente. El analisis de la informacion indicd la existencia de un efecto
cuadratico sigrnificaivo (P<0.004) en la produccidn total del polisacando en 10 dias de
fermentacion, no presentando efectos en la produccidon diana (P>0 10) El Mn"" participa en
la biosintesis del polisacando y participa en el control de los mecanismos de transcnpcion
(Sodki y Cadmus, 1978). Appanna y Preston {(1987) encontraron que !a uthzacion de un
aporte de 400 nM de Mn"" en Rhizobium N, el microorganismao sintetizo un polisacando que
presentd una marcada diversidad respecto al producido en medio control sin adicion de sales
de Mn™". Las vanaciones encontradas se concentraron en un aumento de los carbohidratos
se incrementaron en un 18 7% sobre 10s niveles del control, una reduccion aproximada al
50% en el contenido de acidos uronicos y cambios en la estructura del polimero. El polimero

presentd aumentos en la viscosidad y estos cambios son atnbuidos a una adaptacion del

microorganismo para poder atrapar at Mn"" en exceso en el medio.

El los Cuadros 6 y 7 se presentan los promedios de produccion de total en 10 dias de
fermentacion (Cuadro 6) y diana (Cuadro 7) en medios con diferentes aportes de Fe™", Los
promedios obtenidos para produccidén en 10 dias de fermentacidn fueron de 6.60, 6.72 y
6.40 g/l de medio. mientras que las producciones diarias fueron de 0.85, 0.86 y 0.79 g/dia

para concentraciones de 0, 50 y 100 uM FeClyt de medio, respectivamente. El analisis de la

informacién indica 1a existencia de efectos cuadraticos significativos (P<0.02). Appanna



(1988) trabajando con Rhizobium melilott JJ-1 en medios de cuitivo contenendo

concentraciones de 100 uM de Fe'"" o sin adicion del mismo, encontro efectas estimufantes
del Fe'"" sobre el crecimiento con una reduccion del tempo de generacidon medio a 75 h
respecto al control (8 2 h), y una duplicacion en la produccion de pohsacarndo excretado al
medio (127 vs 64 mg/100 ml) Es conocido el papel que tiene el Fe ' como nutnente

esencial de los organismos vivos y puede tener efectos sobre la esttmulacion del crecimiento

(Lankford, 1973. Arceneaux et al, 1984) Appanna (1988) considera que los cambios en la

produccion y composicion del polisacando producido en medios con metales (Fe ™" y Al'™")
puede deberse a las propiedades de atrapar estas moléculas o que realmente puedan estar

involucrados en la biosintesis del exopolisaciando

La produccion total y 1a produccion diana del exopohsacando presento en forma consistente
una interaccion positiva y significativa (P<0.02) de hierro*manganeso Esto indicaria que la
presencia de ambos nutrientes en el medio de culuivo puede conducir a un efecto positive
sobre la produccion En la produccaidon de succinoghcanos se ha encontrado que Fe ™" y Mn™”
son nutnentes esenciales para la produccion del polimero y deben ser incluidos en el medio
de cuiltivo. Slodki y Cadmus (1978) consideran que estos micronutrientes actuan actvando el

crecimiento celular (Mn"") y la produccion del polisacando (Fe®*’). Requenmientos de ambos
nutrientes han sido reportados en el género Hansenulla para la obtencion de una eficiencia

optima en la fermentacion y produccién de polimeros (Slodkl y Cadmus, 1978)

En los Cuadros 6 y 7 se presentan los promedios de produccion total en 10 dias de

fermentacion (Cuadro 6) y diana (Cuadro 7) para diferentes concentraciones de Al en el
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medio de cultivo. La produccion Iotal fue de 6 72, 672 y 7 09 g/l de medio. mientras la
produccion diana fue de 081, 0 84 y O 84 g/l para concentraciones de 0, 50 y 100 mM de
Al{SOL)1 1 de medio El analisis de la informacién indica ta inexistencia de efectos lineales o
cuadraticos significativos (P>0 05) en el modelo para produccion total o produccion diana La
utilizacion de AlI""° en concentraciones de 100 M de A" conduyjeron a una severa
reducciéon en el crecimiento celular y un mayor periodo de incubacion para la produccion det
polisacando Sin embargo, la produccidon del exopohsacando fue superior a la del control sin
atuminio {127 vs 64 mg/100 mi) atnbuyenda este comportamiento @ causas similares a las
comentadas antenormente para el Fe '~ (Appanna, 1988} E! aluminio presentd asimismo
interaccion con la biouna en el modelo ajustado para produccion diaria del pohsacando. o

cual podria ser atnbuido a los efectos detnmentales gque hene sobre el crecmiento

El efecto de diferentles concentraciones de biouna sobre ia produccion total y diana se
presenta en los Cuxdros 6 y 7 La produccion total de exopolisacando fue de 6 51, 695 y
6.99 g/, mientras que la produccion diana fue de 085 086 y 091 para 0,10 y 20 ug/ de
medio, respectivamente. La biotna no presentd efectos significativos (P>0.10) sobre la
produccién total o la produccion diaria, sin embarge en produccion diana presentd
interaccion positiva con magnesio Los efectos positivos de |la biotina en el crecimiento de
Rhizobiurm ha sido repontado previamente (Bergersen, 1961). El trabajo de Bergensen (1961)
establecid respuestas en crecimiento de Rhizobium hasta niveles de 250 ug de biotina. La
biotina es utiizada en forma rutinarna en Jos medios de cultive para produccion de

polisacandos (Zenvenhuizen, 1984, 1986, Breedveld et a/., 1990a).



En los Cuadros 6 y 7 se presentan los efectos de la inclusion de peniciina en el medio de
cultivo sobre la produccion total en 10 dias de fermentacion (Cuadro 6) y diana (Cuadro 7)
La produccion total promedio fue de 5 98, 6 80 y 6 64 g/1 y para produccion diaria 0 78, 0. 86
y O 85 g/1 para concentraciones de 0, 1.5y 3 0 mg/ de medio Ei analsis de la informacidon

permitd encontrar efectos cuadralicos significativos (P<0 01) sobre la produccion total y

diana
Los efectos posiivos de los antbidlicos sobre la produccion de polisacandoes ha sido
reportada previamente (Deretic et a/, 1986) y para goma xantana s¢ ha asociado a la

pencilina como un buen indice de la calidad de! polisacarndeo excretado (Torrestiana el al .,

1990). La penicilina presentd interacciones positivas y significativas (P<0 07) con magnesio

en produccidén diana y produccion total En cambio presento correlaciones negauvas y

significativas (P<0.07) con manganeso

En base a la informacion obtenida previamente se optimizaron los medios para produccion
total y diaria de exopolisacando que se presentan en el Cuadro 10 Estas concentraciones

optimizadas se utilizaron en la siguiente fase de matraz durante el ajuste de otras vanables

para el medio de cultivo.
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Cuadro 10. Medios optimizados en base a la produccién diana y produccién total
de pohsacandos de R phaseoli

COMPUESTO MEDIO DE CULTIVO  MEDIO DE CULTIVO
Produccion diana Produccion total

. . MEDIO A MEDIO 8
MANITOL g /1 251 254
EXTRACTO DE LEVADURA g /! o 76 o7
SULFATO DE ALUMINIO uM /| 575 66 4
CLORURO FERRICO uM /| 507 o
CARBONATO DE CALCIO g/ 1.70 379
SULFATO DE MAGHNESIO g1 073 13
SULFATO MANGANOSO pM /1 256 5 (o]
BIOTINA ug /) 8 06 3.6
PENICILINA mg /1 146 29

5.1.1.2. Efecto dei pH inicral del medio

En base a la informacion antenor se defimeron los medios de cultivo A y B, los cuales fueron
incubados bajo diferentes condiciones de pH Inicial del medio. Los resultados cbtenidos en
esta etapa se presentan en el Cuadro 11. Coino se aprecia en ambos medios se incrementa
la produccion de exopolisacando al incrementarse el pH inicial y 1os pH finales en el medio
tienden a incrementarse a medida que aumenta el pH inicial. El anahsis de la informacion
correspondiente a produccion se presenta una interaccidn entre el medio utihizado y el pH
incial, cuyo anadlisis indica que la produccidn de polisacando en el medio B es similar entre
pH de 7 a 8, y es supenor en pH 8. La produccidn maxima lograda con el medio B fue
de10.5 gn lo cual implica un incremento respecto a los valores presentados anteriormente.

Rhizobium phaseoli es una bactena acidificadora y su crecimento es favorecido por pH
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neutro o alcalino, y bajo esas condiciones el crecimiento ceiular se ve favorecido con alla

produccion de biomasa {Reginensi, 1992) y la produccion de metabolitos microbianos

Cuadro 11. Efecto del pH inicial sobre la produccion de exopohsacando (EPS)
y el pH final obtenido en el medio

Medio de Cultivo  pH inicial pH finat Produccién

de EPS (g/V)
Medio A

77

8 24

870
Medio B
7.84
8 00
10 47

@N® @ONO
o Onw

owm NoON

5.1.1.3. Efeclo de la fuente de carbono y nitrégeno utihzada

La fuente de carbono utilizada en |la pamera etapa fue manitol y la construcciéon del medio

optimizado para produccidon diaria sugeria la utihizacdn 251 g/t de medio de cultvo.

Resultados previos (Reginensi, 1992) indicaban que en el caso de Rhizobium phaseol los
indices de crecimiento en cultivo podrian sustiturr el manitol por otra fuente con iguales o
mejores resuitados La produccidn con manitol (105 gl) no presentd diferencias
significauvas (P>0.10) con io obtenido con dextrosa (9.8 g/l). sin embargo la utilizacion de

sacarosa mejord (P<0.01) incremento la produccion a 16 g/l

La produccidon en matraz fue evaluada sustiluyendo el extracto de levadura por un sustrato

inorganico (sulfato de amonio). La produccion lograda en medic de sacarosa con suifato de
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amonio fue inferior al testigo lograndeo 12.52 g/t Humphrey y Vincent (1959) uthizaron murato
de potasio como fuente norganica de mirégeno. sin embargo, Bergersen (1961) encontré
que las fuentes de nitrégeno no proteico tienen menores sobre el crecmiento de Rhizobium
que las fuentes organicas, y entre estas ultimas el acodo glutamico condujo a las mejores
tasas de ceamento tos trabajos de produccton de exopolisacandos con Rhzobium utthzan

en general una fuente organica de nitrogeno. principalmente acdo glutamico

5.1.1.4 Efecto de ia temperatura del cultivo

En base a la nformaciéon de temperatura existente en la hiteratura se probaron temperaturas
de 30 y 34°C sobre la produccion de exopolisacando. La producaidon del polimero con
temperatura de 34°C se redujo a 12 g/l respecto a 16 g/l en el controt a 30°C. En estudios
previos realizados en Rhuzobiurm phaseol (Reginens), 1992) indicaron que la velocidad de
crecimiento (u) del microorganisme es afectado por la temperatura de acuerdo a un modelo
de tpo cuadratico: u= -2.207 + 0.158%(T) - 0 003%(T)*. donde T es la temperatura de
incubacién del medio de cullivo. De esta informacién surge una temperatura optima de 30°C,
posteriormente a la cual la reduccién del crecimiento es marcada y probablemente esto
explica la reduccion en la produccién del polimero 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 Rhizobium aumentando

considerablemente la produccion p-1-2-glicanos ciclicos (Breedveld et a/.,1990a).



En base al estudio realizado con las condiciones de produccién del exopolisacarido se
definid que el medio 6ptimo para ta produccién de exopolisacarido en la cepa utilizada de
Rhizobium phaseoli debe crecer a pH=8 y con temperaturas de 30°C. La constitucion del

medio de crecimiento se presenta en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Medio Optimizado para la produccion de exopolisacando
en Rhizobium phaseoli (pH = 8 y 30°C)

COMPUESTO R . CONCENTRACION
SACAROSA (gh) 251
EXTRACTO DE LEVADURA (g/) 0.76
CARBONATO DE CALCIO (g/) 1.70
SULFATO DE MAGNESIO (gN) 073
SULFATO MANGANOSO (uMA) 256.5
CLORURO FERRICO (pM/) 50.7
SULFATO DE ALUMINIO (LM/) 57.5
BIOTINA (pgN) 8.06
PENICILINA (mg/) 146

5.1.1.8. P 16N d XOPOlisaca rid: N matraz n el medio (las?4

En la Figura 2 se puede observar 1a evolucién de la produccién del exopolisacando total a lo
targo del periodo de fermentacidn cuando se utilizaron manitol y sacarosa. De esta
informacién surge Que la tasa de produccidn es mayor con sacarosa y que con esta fuente
se mantiene la excrecién por un periodo mayor de tiempo. La produccién se inicia en la fase
logaritmica de crecimiento del microorganismo y se prolonga en la fase estacionaria.
Probablemente las diferencias en produccién puedan ser explicadas por un mayor

crecimiento microbiano cuando se utiliza sacarosa como fuente. Resultado previos del
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Figura 2. Crecimiento y produccion de exopolisacaridos totales

usando manitol y sacarosa como fuentes en el medio optimizado
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estudio de Rhizobium phaseoli con diferentes fuentes de carbono permiten confirmar &l buen
comportamiento de crecimrento de esta cepa cuando se uthza sacarosa (Reginensi. 1992)

Postenormente. el exopalisacando producido en cultivo con sacarosa fue separado de
acuerdo al pese molecular (alto y bajo peso) y los resultados se presentan en la Figura 3
Como se aprecia entre las 20-25 h de crectmtento del cultivo comienza la produccion del
exopolisacando de alto peso molecular concidiendo con la fase de crecimiento exponencial
del cultivo. Este crecimiento se prolonga hasta la pnmera parte de la fase estacionana para
mantenerse constante postenormente a las 150 h de fermentacion A parur de las 50 horas
de cultivo inicia la produccion de polisacandos de bajo peso molecular (3-1-2-ghcanos) cuyo
incremento se proionga hasta poco antes de la linalizacion de! periodo de ferrmentacién
Estos resultados son coincidentes con lo obtentdo por Zevenhuizen (1986) que encuentran
una separacién en el tiempo en la produccion de los exopolisacandos de alto y bajo peso
molecular, obteniendo una produccidon de 4 g/l de exopolisacandos de bajo pesc molecular y
1.5 gt de alto peso molecular. Posteriormente, Breedveld et a/. (1990a) reportan una alta

concentracion de exopolisacaridos de bajo peso molecular en cultivos con S0 g/l de manitol y

una produccion de 10.9 g1 de B-1-2-glicanos . La produccion de polisacandos de alto peso

molecular fue de 4.8 g/1. Estos resultados son comparables a los obtenidos en este trabajo

en términos de produccidn aunque las concentraciones de sacarosa utilizadas

correspondieron a ta mitad de la utilizada por Breedveld ef al. (1990a). Estos resultados

permiten concluir que el potencial de la cepa utilizada de Rhizobium phaseoli se encuentra

dentro de los mas altos reportados en la literatura en el medio oplimizado para la misma. Por
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otra parte hay una clara separaciéon en el tempo en la produccién de ambos poltisacandos y

esta puede ser una altemativa de manejo de la fermentacion para lograr el pohsacando

deseado.

5.1.2. PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDO EN FERMENTADOR.

En la Figura 4 se presenta ia evolucion de la produccién de exopolisacandos en cultivo en
fermentador utihzando el medio optmizado E! tiempo de fermentacion fue de 100 horas y
las condiciones de fermentacidn se ajustaron a T=30°C. 400 rpm, pH=8 y arreacion=1 VVM
Como se aprecia la produccion en este periodo la alcanzé un peso seco total de 10 8 gA.
correspondiendo 89 2 g/t al exaopolisacando de alto peso molecular y 16 g/ al polimero de
bajo peso molecular. La maxima concentracién de biomasa se obtuvo alas 28 hcon 36 g/
en base a peso seco que coincaide con el comienzo de la liberacion del EPS de bajo peso
molecular. Probablemente, ja produccion del polisacando de bajo peso molecular en este
periodo, se asocie al imcio de la muerte celular luego de la fase exponencial de crecimiento.

mas que a un mecanismao activo de excrecién (Breedveid y Miller, 1994)

En la Figura S se presenta graficamente la produccion total de exopolisacarido en relacion al
consumo de sacarosa y produccion de biomasa (peso seco y proteina celular). La
informaciéon obtenida en esta etapa fue ajustada a un modelo matematico que describe la

cinética de fermentacion de acuerdo a la ecuacion logistica descnta por Weiss y Ollis (1980).
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Figura 5.Produccion de proteina, exopolisacarido total y sacarosa
remanente durante el periodo de fermentacién
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BIOMASA= X, = Xo*Xm*exp(u'hora) / (Xm-Xao*(1-exp(*hora)))
donde
Xo= concentracion nicial de bhomasa (gN) 0 46 + O 06°
Xm= maxima concentracion de bromasa (g/1) 3 10 £ 0 47

¥ = velocidad especifica de crecimiento (') 0 11 £ O 04~

* {ertor estancan

La produccion maxima de exopolisacandos en 100 h de fermentacion fue de 1076 gy la
velocidad especifica de crecimiento (p) para Rinrobium phaseoli bajo estas condiciones de
crecimiento fue de 0 106 h ', y la produccion maxima de biomasa fue de 3 10 g/l El estudio
de la producciéon de exopolisacando en relacion a la biomasa se anahzé de acuerdo a la
ecuacion propuesta para la formacion de producto de Luedeking-Piret (Weiss y Olis. 1980)

donde expresan

PRODUCTO= P,= Po+ua(Xm/pln [ 1-(Xo/Xm)(1-e ~ ut) ] + B Xoe pv [ 1-(Xo/Xm){1-e » pt) ]
donde
Po = concentracidn inicial del producto (g/)

= constante (relacionada al crecimiento) (g producto / g biomasa / hora)

a
B = constante (relacionado ala biomasa instantanea) (g producto / g biomasa)

La constante obtenidas fueron significativamente (P<0.05) diferentes de cero y los valores

obtenidos fueron a=0.341 (g EPS/g biomasa’hora) y p=0792 (g EPS/g biomasa). La



produccion de exopolisacarido esta asociada a la biomasa instantanea (presente en el

momento) y por el crecimiento. De acuerdo a los valores presentados la biomasa

instantanea esta mas relacionada con la produccién que con el crecimiento del cultivo

El estudio del consumo de sustrato en relacion a la produccion de bromasa se anahzé de

acuerdo a la ecuacion de Luedeking-Prret (Weiss y Ollis, 1980):

SUSTRATO= Say= So-n{Xy, - Xo) - m(Xnm/p) In [ 1-(Xo/Xm)(1-e ~ ut) ]

donde.

So= sustrato imcial (g /1)

n= constante (g fuente de C / g biomasa)

m= constante (g fuente de C / g biomasa /7 hora)
Los valores obtenidos fueron significativamente diferentes (P<0.0001) de cero, con n=1.57 (g
Sacarosa/’g Biomasa) y m=0.057 (g Sacarosa / g Biomasa / hora). El consumo de sacarosa
esta en funcidn de la biomasa instantanea y por la velocidad de crecimiento. Por lo tanto, la

mayor parte del consumo de sacarosa estaria relacionado con la biomasa instantanea

presente.



5.2. CARACTERIZACION REOLOGICA DEL EXOPOLISACARIDO

o N Dot AR

5.2.1 Determinacion de la viscosidad intrinseca

La viscosidad intrinseca se calculd para cada uno de los polimeros por la intercepcién en la ordenada
de las regresiones para n reducida y la n inherente Las Figuras 6 a la 9 presentan graficamente los

reltados de estas regresiones. En el Cuadro 13 se detallan ias {n] obtenidas en este estudio

Cuadro 13. Comparacion de 1a viscosidad intrinseca [n] calculada para los H
diferentes polimeros en estudio

Polisacando Viscosidad intrinseca
evaluada en agua (dl/g)

Xantana 7,099
Alginato 5,336
EPS de Rhizobium 3.730
Guar 1.882
Algarrobo 897

Carboximetiicelulosa 774

Los resultados logrados en esta etapa muestran que el polisacando de alto peso molecular, aislado de
ta cepa de Rhizobium phaseoli , presenta una viscosidad intrinseca interrmedia entre valores superiores
de xantana y alginato de sodio, e inferiores de las gomas guar, carboximetilcelulosa (CMC) y

algarrobo.
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Figura 6. Valores de viscosidad intrinseca (dl/g) del polimero de Rhizobium
phaseoli FES-C1 en soluciones de agua (a) y en formamida (b).
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a#) Viscosidad inlrinseca del Xantana en agua
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Figura 7. Valores de viscosidad intrinseca (dl/g) del polimero de xantana en
soluciones de agua (a) y en formamida (b).
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r a) Viscosidad intrinseca do algarrobo
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Figura 8. Valores de viscosidad intrinseca (dl/g) del polimero de algarrobo (a) y
alginato de sodio (b) en soluciones de agua.
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a) Viscosdad intrinseca de guar
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Figura 9. Valores de viscosidad intrinseca (dl/g) del polimero de guar (a) y
carboximetilcelulosa (b) en soluciones de agua.
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SALIR DE LA BIiBLIGi:CA
En el Cuadro 14 se presentan los valores para los parametros de Huggins (K') y de Kraemer (K7}
Estos coeficientes se calcularon en soluciones acuosas para todos 10s pohsacandos en estudio y en
formamida para xantana y el exopohsacando de Rhwzobium debido a su mayor solubihdad Los

coeficientes K'o K™ nos inaican el grado de solubiidad del polimero y las vanaciones gue expenmenta

con el cambio en el solvente utizado

Cuadro 14 Resumen de las constantes ge Huggins (K ) y de Kraemer (K”) para el polisacando
de alto peso molecular de R phaseol y diferentes gomas comerciales

Pohsacando K con agua K con K™ con agua ¥~ con formarmida
. formaruda . .

Xanmana 364x 107 802 x 107 -11x 10’ -34x 107

Alginato 560x 107 -1 7x 107

EPS de Rhizobwum [2 48 x 10° 326x 10° -15x 10’ -15x 10

Guar 541 x 107 -19x 10°

Algarrobo 309x 10° -18x 107

cmc 547 x 107 -16x 10"

Desde ei punto de vista fisico. la existencia de diferencias en los valores de K al uthzar distintos
solventes puede mindicar ta ngidez de la particula 0 la dificultad de penetracion de! solvente (Walton y
Blackwell, 1973) La goma xantana -rnostro una ampha diferencia en los valores K' con los dos
solventes utihizados. lo cual sugenria que el grado de expansion o de contraccren del! bropolimero

difiere considerablemente al vanar el solvente En cambio los valores de K para el polisacando de

Rhizobiurrt en los dos solventes no presentaron la magnitud de las diferencias observadas en xantana,

lo cual podria indicar una mayor ngidez Los resultados obtenidos para K” en estos exopolisacandos
presentaron las mismas tendencias de vanacion para los dos polimeros en los dos soiventes utilizados,

y en el caso de Ruzobiurn los valores en estos solventes fueron similares
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La informacion disponible. a partir de estos resultados en el polisacando de Rtnzobium phasecl nos

ndica que posee un pesc molecular intermedio y un adecuado comportarmiento hidrodinamico en

ambos soilventes

5.2.2. Determinacion de Curvas de Flujo en el Medio de Cultive en el Transcurso
de la Fermentacion

T en relacion a la

En las Figuras 10 y 11 se observan tas curvas de flujo (viscosidad aparente y
velocidad de deformacion 7 ) en muestras del medio de culttvo de Rhizobwm phaseoll obternidas a
diferentes horas en el transcurso de la fermentacion El indice de consistencia (K) se incrementa a

medida Que aumenta la viscosidad del medio. y es particularmente apreciable a partur de las 40 horas

de iniciada la fermentacion. continuando en aumento hasta el final de la misma Estos cambios son

atnbuibles al Inrcio de la produccion del poltsacando en el medio hac:a el final de la etapa logantmica

de crecimento y a la acumulacion del mismo a medida que aumenta el hempo de fermentacion El

comportarmento de! fllido en el muestreo de las prmeras horas de fermentacion (28 h) es
practicamente newtonm@ano y en esta etapa la wviscosidad es ndependiente de la rapidez de

deformacion A medida que avanza la fermentacion el medio se vuelve mas wviscoso y el

comportamiento del fluido €s no-newtontano presentado cambios en la viscosidad al vanar la rapidez

de deformacion Haca el final de la fermentacidn el comportarniento del fluido es dei tpo

seudoplastico reafluidizante

Los resultados obtenidos en esta etapa, se ajustaron a un comportamiento reocidgico que puede ser

descnpto matematicamente por el modeio Ostwaid de Waele. Utilizando esta relacion matematca, ia

Y



Figura10. Variacion en ia viscosidad aparente (nap) en diferentes
tiempos de fermentacion en lote.
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Figura 11. Curvas de flujo en diferentes horas del
proceso de fermentacion
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viscosidad aparente (n.,) aparece como una funcon de la rapidez de deformacion (v} Como se
aprecia en el Cuadro 15 al avanzar e! iempo de fermentacion se presenta un mcremento en los
valores de K hasta alcanzar 10 1 Pa s” aias 100 horas de incubacion, lo cual indica un aumento en la
viscosidad global del fhuido vy a su ver presenta un descenso €n los valores del indice de fluo (n) hasta

0 19 Desde el punto de vista reclogico 1as propiedades deseables en un polmero estan asociadas
con ailtos valeres de K y bajos valores de n. lo cual permite obtener alta n,, a baa velocidad de

la wviscosidad en funcion de ia

deformacion y un compananmeento reofluidizante (dismmucion de

tuberias o filtracion a nivel ngustnial En

velocidad de ceformacion) lo que facihta el manejo en
Rhizobiurm phaseol No se dispone de informacion que permita comparar ios resultados obtenidos para
estas vanables En xantana comercial en concentraciones de pohsacarndos similares a las obtermdas

en el medio de fermentacion utihzado en este trabajo. los valores detennmnados para K y n fueron de

Estos autores trabajando con Xanthomonas campestns

34 5 Pas" y 023 (Kennedy ef al. 1982)

IC 19 en diferentes medios de cultivo determmaron los valores de K y n en el medio de fermentacion
Los valores de n determinados por estos autores fueron tan altos como 0 86 hasta valores similares a
los deseados en el producto comercial (0 22) cuando se vano la fuente de nitrogeno en el medio,
mientras que los valores de K fueron tan bajos como 0 21 Pa s" hasta valores de 28 8 Pa s” que se
acercan a los deseados para un pohsacarndo comercial adecuado Estos resultados mdicarian que el
exopolisacando de Rhizobuim phaseoir bajo las condiciones de este estudio no mostraron las altas
consistencias obtenidas en xantana. aunque los valores de n fueron inferiores (0 19) Es importante
seAalar el conterndo de proteina extraida del medio utihzado en este trabajo y los efectos detrnmentales
que puede tener sobre las propiedades reologicas del fluide Como se aprecia en el Cuadro 15 el
contenido de proteina ceiular ai final de la fermentacion alcanzo valores de 0.98 g/l y la presencia de

estas cantidades podria tener efectos antagonicos © sineérgistas sobre las propiedades reclogicas del
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medio Normaimente los fluidos con altos valores de K y bajos valores de n se asocian a la presencia

de ruveles bajos de aminoacidos (Kennedy ef a/. 1982) en fermentaciones similares a las reportadas
para xantana Cuando comparamos con las determmnaciones en el pohsacando aistado y punficado a
(1%), los valores de

una concentracton similar que se logra a ias 100 horas de fermentacion

consistencia encontrados en el fluido de fermentacion fueron supernores

Cuadro 15 indice de consistencia (K), indice de flujo (nN) de la ecuacion de Ostwald, produccion de
exopohsacando y de proteina celular en el transcurso de la fermentacion

Horas k (Pas’) n Promedio de Produccion de
Produccion de EPS  proteina celular (g/1)
e e . - . e - e
=] - o Q05
4 - - 008 013
15 - -~ 0864 016
20 010 0 50 141 037
28 012 0.49 238 113
40 102 031 508 106
64 5 50 0.20 7 50 1 05
88 883 o188 810 1 00
100 101 019 10 76 0 98

comportamiento del polisacando cuando se disminuian las

En forma adicional se determind el

velocidades de deformacion una vez alcanzado el maximo esfuerzo dentro del rango en estudio. En

esta forma se pudo demostrar que el polimero no presenta cambios dependientes del tempo de

cizallamiento en n.,, y ¥, lo cual indica el comportamiento reversible del polisacando al vanar la

velocidad de deformacion aplicada sobre el mismo



5.2.3. Efecto del tratamicnto térmico y diferentes sales en el comportamiento reolégico
del exopolisacdrido.

5.2.3.1. Efecto del tratamiento térmico

5.2.3.1.1. Prucbas de Flujo.

E! estudio det comportamiento reologico del pohsacando aislado y punficado se reahzo en dispersiones

© en soluciones utilizando una concentracron del 1%, las cuales fueron sometidas a diferentes

tratamientos termmicos En las Figuras 12 y 13 se presenta ia mformacion correspondiente al efecto de
ta temperatura (96° C por 10 min y 121° C por 15 min ) sobre el comportarmento de tlujo En la Figura
12 se aprecia para todas las curvas un aumento de 1 al ncrementarse la v | y el polisacando sin
tratarmiento termicao presento una T Mmayor para una misma veloadad de deformacion respecto a fos
tratados téermicamente Tambien la grafica indica que a medida que la velocidad de deformacion
aumenta las diferencias en T entre los tratamientos térmicos se inNcrementan. En la Figura 13 se

muestran los cambios en viscosidad aparente para los diferentes tratamientos termicos aphcados al
polisacando en estudio Desde el punto de vista reologico es de interes gue algunos pohsacandos

mantengan sus caracteristicas de viscosidad con los cambios de temperatura. La goma xantana

dispone de buenas caracteristicas porque presenta cambios pequefios en viscosidad al

entre Oy 200° C (Cottrell et al ..1980) No obstante, existen otras

incrementarse la temperatura
gomas espesantes gue son fuertemente dependientes de |a temperatura que también se emplean

para modificar la consistencia de los alimentos (Suthertand, 1990)
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Figura 12. Variaciones de las curvas de flujo del exopolisacarido
al 1% por efecto del tratamiento térmico aplicado al biopolimero
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Figura 13. Variacién de la viscosidad aparente (nap) en el biopolimero
al 1 % sometido a diferentes tratamientos térmicos
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En el Cuadro 16 se presentan los efectos del tratamiento témmico sobre el indice de consistencia (K)y

el indice de MNuo (n) Como se aprecia en el Cuadro se presenta un descenso en K por efecto del

tratamiento termico, siN embargo la reduccion en el indice de consistencia fue mayor para el

polisacando tratado a 96° C por 10 min. respecto al tratamiento de 121° C por 15 min Por otra parte,

para los dos tratamientos térmicos se presentd un incremento similar en el indice de flujo

Cuadro 16 Efecto del tratamiento térmico en el comportamiento de flujo
del exopohsacando

Tratamiento Indice de Indice de
consistencia (K) flujo (n)
S . B
EPS 1% (control) 6,9 0,20
EPS 1% + 10 minutos a 96°C 5.1 0,29
EPS 1% + 15 minutos a8 121°C 6.5 0.28

5.2.3.1.2. Pruebas viscoelasticas.

En la Figura 14 se puede observar la respuesta viscoelastica del polimero a través de los modulos
elastico (G') y viscoso (G7), indicando que el G° para el exopolisacarido sin tratamiento témico es
elevado. Esta informacion es coincidente con los valores obtenidos para el indice de consistencia (K)
presentado en el Cuadro 16. El modulo elastico G° muestra una dependencia de la frecuencia, de esta
forma G° = ", para todos los fluidos de estudio. Por su parte, G* muestra una dependencia similar.
En Cuadro 17 se presentan los valores promedios y la dependencia de Gy G” = w, para cada

tratamiento térmico. El fluido muestra caracteristicas elasticas en su respuesta puesto que |os vailores
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Figura 14. Efecto del tratamiento térmico sobre los mddulos
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de G  son mayores que los valores de G™ en todas las frecuencias con y sin tratamiento térmco

(Yukihiro et al/, 1991. Baird y Pottit, 1991) Por olra parte, el comportamento es tipico a un matenal

viscoelastico simiar a lo Que algunos autores denommnan gel détul

En todos los tratamientos termcos los modulos efasticos y visCosos disminuyeron bLa disminucion en

el modulo elastico (G') y viscoso (G”) fue similar en todos los tratarmientos terrmicos aphcados (96° C
por 10 min 121° C por 15 min y 1212 C por 30 nun ) Sin embargeo, en las curvas de flujo se
observaron diferencias entre los tratamientos termucos Las formas de las curvas, nos naicana que es
posible que a frecuencias mayores al rango utiizado tendenan a crusarse y en esta etapa G seria

menor a G”. ndicando que el polimero podna comportarse como iquido viscos0 a partr de ese punto

Efecto del tratamiento termico sobre los modulos elastico (G ) y viscoso (G7). en los

Cuadro 17
valores promedios y en la dependenctade G 'y G”

T T Fratamiento TG Promeaio FUncion de ia s #romnedio | TFuncion acia
Frecuencaa G -~ o " Frecuencia
- - .- [ . e PO < L
(Pa) d e a | r (Pa)y | de a r

38 43 0 w9 1390J 125 004 0 56

[
EPS con tratamiento termico 0 31 057 677 247 026 0958
a_95° C por 10 rmin l
EPS con tratamiento térmico 1310
a 1212 C per 15 mn
T 51 031 097 7 69 2757 028 099

099 6 93 265 028 0 99

EPS con tratarmiento fermico | 12 85
a121°Cpor 30 mn

d'e & desviacon estindar
G = moduic eLashco

G MOduio viec oS0




5.2.3.2. Efecto de la adicién de sales.

5.2.3.2.1. Pruebas de flujo.

El exopolisacando producido por Riturobnum phaseol en presencia de sales produce geles débiles que
calentados a 96° C regresan a la consistencta liquida y en frio gelfican nuevamente La formacion de

geles es favorecida por la presencia de sales cauonmcas mono y drivalentes como ha sido descripto

para los geles de alginato (Mitchell. 1975) Esto es explhicado por el grado de entrecruzamiento entre

los componentes de! polimero y puede ser alterado vanondo la concentracion de rones divalentes

necesanes para promaver la gelficacton También, el grado de pohmenzac:on aumenta

con incremento de la flexibihdad (Mitchell 1979) Suthedand (1990) reporta en la goma gellana que la
temperatura para la formacion de gel y su durera depende de la naturaleza del polimero y la

concentracion del cation, asi como de la concentracion del exopolisacando En este caso ia
gelificacion requiere de dos pasos. uno inicial que conduce a un ordenamiento de las cadenas y una
postenor de asociacion entre las mismas En aigunos polsacandos el sitio de union de los cationes es

impaornante para mantener la estabiidad de Ia conformacion ordenada

En las Figuras 15 y 16 se evidenciarorn cambios en viscasidad e indice de flujo del exopolisacando
tratado térmicamente (control) cuando se le adicionaron sales divalentes y monovalentes. En la Figura
15 se aprecia un incremento importante en ia v.:scosidad por la adicién de Na“, mientras que las
respuestas a la adicion de Mg"" y Mn™", fueron sodio levemente supenores al control En cambio la

viscosidad aparente disminuyé® respectoc al control cuando el cation adicionado fue Ca*". Estos

an
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Figura 15. Variacion de la viscosidad aparente ( nap) del
biopolimero al 1% con tratamiento térmico (121°C por 15 min.)
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cambios en la viscosidad aparente se presentaron para bajas velocidades de deformacion. mientras
que en altas las diferencias entre los diferentes cationes y el control se mimimizaron En_relacion a las

curvas de fluyjo Na’'. Mn™~ y Mg'~ presentaron mayores valores que el control, mientras que el Ca’

presento valores menores

En el Cuadro 18 se presentan los indices de consistencia (K) y de flujo (n) para el polisacando tratado

térmicamente (121° C por 15 min ) al cual se le adicionaron sales a una concentracion de 0 5% (cuyos

equivalentes son para el NaCl 87 mM/g. CaCl: 45 mM/g. MgCl; 52 mM/g y MnCi; 40 mM;g) En todos

los casos se presentd una reduccidn en el indice de consistencia que fue dependiente del tipo de

cation adicionado La reduccion fue mayor para el Ca’’ bajando hasta valores de » de 34 Pas”,

intermecha para Mg™” (60 Pas™) y Mn™” (51 Pas"). y minnma en el caso de Na~ (64 Pas”) Los

cambios en el indice de flujo mantuvieron un orden sutiiar con escaso ncremento en €l caso de Na“

(O 30). medioen Mn " (0 31)y Mg™ " (0 31). y mas elevado en ef Ca™~ (0 33)

Cuadro 18. Efecto del tratamiento térmico y la presencia de sales mono y divalentes, en el
comoportamiento de flujo del exopolisacando

Tratamiento Indice de indice de

consistencia (K) flujo

. a.s”

EPS 1% + 15 munutes a 121°C 6.5 0,28

EPS 1% + 15 minutos a 121°C + 0.5 % de MnCl, 5.1 0.31

EPS 1% + 15 minutos a 121°C + 0.5 % de MgCl; 6,0 0.31

EPS 1 % + 15 minutos a 121°C + 0.5 % de CaCl; 3.4 0,33

EPS 1% + 15 munutos a 121°C + 0.5 % de NaCl 6.4 0.30
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5.2.3.2.2. Pruebas viscoelasticas.

En ia Figura 17 se observa ei efecto de cationes divalentes ( Ca’’, Mg~ y Mn”") sobre los modulos
elastico (G ') y viscoso (G") En relacion a los cambios en el comporntamiento de G' se puede aprecaar
que los catones divalentes aumentaron ios valores del modulo elastico a o largo de las diferentes
frecuencias utihzadas Por otra parte, los incrementos fueron diferentes entre los distintos cationes con
los mayores aumentos para manganeso y los menores para calcio Es importante notar que los
aumentos en G 1uer051 mayores cuando las frecuencias fueron bajas mientras que disminuyeron en
las mas elevadas cambianda l;a dependencia de! modulo G con la frecuencia En el Cuadro 19 se
presentan los valores promedios y la funcion de la frecuencia para los moduios elashcos y viscosos en
relacion a la presencia de sales En ausencia de 1ones (EPS) la dependencia de G’ con la frecuenaa
fue G'= v 22" mostrando un comporamiento tipico de un fluido viscoelastico La adicion de iones
°' (Ca). tendiendo al

conduce a una reduccion de esta dependencia con una funcon G- o

comportamiento de un sohido viscoelastco

Cuadro 19 Efecto de diferentes iones sobre los moédulos elasticos (G') y viscoso (G). en los valores
promedios y en la dependenciade G y G

Tratamiento Termico a G Promedio Funcion de la Frecuencia G~ Promedio Foncion de [a Frecuenca
121°C por 15 mun G = m®
Pa) de a T r (Pa) de a r
EPS (Control) 13 10 51 CEX 0 99 6 93 265 028 099
EPS + MnCi; 3873 765 014 089 8 89 254 0z0 0sg
EPS + MgCl; 30 27 6 44 016 098 88 254 023 099
EPS + CaCt: 2120 a7rs 014 aes 612 170 020 099
EPS + NaCl 24 80 7 58 024 098 807 2 30 020 099
ca= Cesviaciron estandar G = mocuko eAshco G amoagulo VTSLOSO




Figura 17. Efecto del tratamiento térmico (121°C por 15 min.) y cationes
divalentes (0.5%) sobre ios maddulos elastico (G') y viscoso (G™) del

- polisacarido de_Rhizobium phaseoli -
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En el modulo viscoso (G°) el promedio de valores para el biopolimero en soluciones con sales de Mn”

(889 Pa +254)y Mg™" (8 BO Pa £ 2 54) se componaron en forma similar y fueron superores al control
(6 93 Pa + 2 65) En el caso de soluciones del biopolimero con sales de Ca’” el promedio de G~ (6 12
Pa + 1 70) fue similar al control en frecuencias bajas. mientras que al aumentar las frecuencias 1os

valores de G~ tendieron a aismunuir por debajo de los promedios del control sin sales Los resuitados
cierto grado de selecthvidad por diferentes cationes. partcularmente

permiten especuldr sobre
En ta Figura 18 se presentan los

pareceria existir una preferencia por Mg~y Mn’"~ en relacion al Ca’”
modulos elastico y viscoso al incluir un cation monovalente (Na') Los valores de G se mcrementaron
5 11) por ia inclusion de Na’' y su comportanuento se mantiene a lo
ios cationes

respecto al controt {13 10 Pa =
largo de las diferentes frecuencas En comparacion o los valores cbservados en
divalentes, el sodio presento un comportannento mternmeaedio dado que los mMismas incrementaron los
T de 3027 Pa* 644 y para Ca”’

valores de G ' con promedios para Mn"" de 38 73 Pa + 7 65 para Mg’

de 21 20 Pa + 4 75. Los valores para e! modulo viscoso para el caso de sodio (8 07 Pa = 2 30) fueron

similares a los encontrados con Mn”" y Mg®® | aunque en frecuencias altas la tendencia a acercarse a
itos valores del control fue mas acelerada que en estos cationes divalentes FPor lo tanto, los
incrementos en los valores de G~ y G~ con la inclusion de sales cependieron del tipo de cahon
Ncorporado que en orden decreciente fueron Mn™" > Mg™™ > Na”~ =~ Ca’". El buen comportamiento de
los cationes divalentes sobre la gelficacidon en pohsacandos producidos por Rftuzobiurmn ha sdo

reportado por Moms (1991). que considera que estos cationes son mas efectivos para la gelificacion

que los monovalentes. En el presente trabajo los cationes Mn™® . Mg'® y Ca’  presentaron

comportamiento simular en el modulo elastico, cuyas pendientes tienden a cero y se descnben por las

0?™ G =2 0¥y G =z »”'® respectivamente. Emako (1994) trabajando con la

funciones G~ =
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Figura 18. Efectos de la inclusion de sodio (0.5%) sobre los mddulos
elastico (G') y viscoso (G") del polisacarido de Rhizobium phaseoli
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goma gelana indica que la presencia de Na'. Ca"" y Mg'’ funcionan como ordenadores de la

estructura y a bajas concentraciones producen un efecto altamente hidratante sobre los grupos

carboxilos. Elhot (1977) establece que las luerzas ornicas del medio reducen la repulsion entre las
cargas adyacentes sobre ia cadena deil palimero Morns ef &/ (1981) detallan que en la mayoria de los
casos la gelificacion ocufrre por “zonas de uniones” entre secuencias de [as cadenas poliméncas, bajo
adecuadas condiciones de temperatura. concentracion, fuerza Gnica y/o ambiente 10rico
Probabiemente el Mg"~ y Mn™" permiten establecer uniones mas lirmes que el Ca’” en la formacion del

gel por el establecimiento de uniones cruzadas entre los polisacandos (Sutherfand, 1990, Emako et a/.

1994) Las soluciones del polisacando de R phaseolr con Na“. en condiciones de tratamiento térmico

de la goma, mostraron un mejor comportamiento que ios divalentes en las pruebas de flujo a traves del
indice de consistencia Probablemente exista tambwen una selectividad por Na® en este pohisacando y
incremento en el volumen

diversos autores han encontrado, en trabajos con otras gomas, un

hidrodinamico efectivo de la molecula, lo cual determuna un aumento en 1a viscosidad (Kang y Pettt,

1993. Dunstan et al/., 1995, Morms 1987).

5.2.3.3. Estabilidad del Exopolisacarido 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 polisacarido tratado a 121° C por 15 min_ fueron refngerados 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 obtenidos con el tratamiento térmico solamente ( S16 y 64 Pas” para Mn™" y Na°,
‘y 031

respectivamente) Los valores correspondientes al indice de flujo (n) fueron de O 33 para Mn’

para Na“, respecto a 0 31 sin ei tratamiento de refngeracion

Cuadro 20 Efecto del tratamiento termmuco y refrigeracion sobre fos indices de consistencia y de flujo

Tratamiento termuco 121° C por 15 min /5 indice de Indice de flujo
_________Jdiasderetngeracion  consistenca(K)Pas” ()
EPS 1% + 0 5 % de MnCl; 576 0.33
EPS 1% + 0 5 % de NaCl 662 0.31

5.2.3.3.2. Pruebas viscoelasticas.

En la Figura 19 se presenta el efecto de refrigeracion durante 5 dias del polisacando tratado a 121° C
por 15 mm y en presencia de sales de Mn"", Ca"” y Na’, sobre los modulos elastico (G') y viscoso
(G™) Los resultados para el modulo elastico muestran que el polisacando refrigerado en presencia de
Na” (27.3 Pa * 7.53). presentdé un leve incremento en los valores de G  respecto al control no
refrigerado (24 8 Pa x 7.58) a lo largo de todas las frecuencias En cambio, los incrementos er; los
valores de G~ en refngeracion con sales de Ca’” (36 06 Pa » 7 18) fueron amphas respecto al control
sin refrigeracién (21.2 Pa = 4.75). En el caso de la inclusion de Mn™", la refngeracién condujo a
reducciones en los valores de G’'a lo largo de todas las frecuencias Los cambios descriptos para e!
moédulo elastica (G') fueron similares para el caso del modulo viscoso (G7). En el Cuadro 21 se

presentan los valores promedios y la funcion de la frecuencia para los modulos elasticos y viscosos en
Ty Ca” en el

relacién a la presencia de sales y la refngeracion. La presencia de sales de Mn”
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Figura 19. Efecto de Ia refrigeracion sobre los mdédulos elastico
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biopolimero con y sin tratamiento termico a 4° C. mostraron una dependencia de G con la frecuencia
de G’z «» ° ' tendiendo et biopolimero a un comporanmiento de un sohdo viscoelastico. lo que sugiere
que estos iones favorecen la formacion de un gel debil Mientras que las sales de Na' (G': @2
maostraron un efecto diferente en el comportamiento tendiendo a un fluido viscoelastico En el méadulo
viscoso (G) el promedio de los valores para el exopohsacando refngerado y no refnigerado en
presencia de 1ones. en el caso de Mn'~ refngerado (8 23 Pa = 2 21) y no refngerado (8 89 Pa = 2 54)

mostro un comportarmiento sirmilar a las sales de Na' Mientras qQue la presencia de Ca’’ en el
tratamiento refngerado (1004 Pa =+ 2 81) y no reingerado (6 12 Pa t 1 70) indicaron diferencias
importantes por la presencia de este 10on. lo que sugiere que !a refngeracion aumentaria ia hidratacion
del biopolimere La inclusion de sales con y sin refrigeracion presentaron una dependencia de la

frecuencia de G similar para todos los tratamientos. la pendiente Nos indica el comportamento de un

fluido viscoeiastico

Cuadro 21 Efecto de la refngeracion del biopolimero en presencia de sales sobre los modulos
elastico (G') y viscoso (G ). en los valares promedios y en la dependenciade Gy G

Tratarmiento S Promedio Funcion de a Frecuencia G Bromeaio Furcion de ia Frecuencia
TTEay [ de a S [ Far @ a = I —
EPS + MnCl: 36 73 765 CED 0 89 8 89 2 53 CED) ‘ FER)
EPS - MnCt: » Refng 32 50 595 013 098 23 2 019 [¥-34
EPS ~ CaCiz 21 20 ais RES oss 512 170 o 2o cg9
EPS « CaCl; » Retrg 35 C6 Te 015 ass 1004 283 021 osa
EPS + NaCt 21 30 T s8 o 24 098 807 230 020 099
EPS + NaCl + Retng 27 30 753 o021 o 99 869 349 oo 099

d e= desyac.on estandar
G = modulo elashico
G"=modulo «Cosa
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5.2.4. Determinacién de los indices de consistencia y de flujo a diferente pH.

5.2.4.1. Pruebas de Flujo.

Las muestras de EPS se evaluaron a diferentes pH (3 7 y 11) las muestras se sometercn 3 un
tratamento termico de 121° C por 15 min en ausencia de sales A pH=11 K fue de 7.8 Pas" y n de
0.25 parapH=7 K fuede65Pas” ynde0O28yparapH=3 nfuede 66 Pas"ynde026 A pH alto
el comportamiento viscoso del EPS fue mayor mientras que 1a vanacion de pH neutro a acido no
afecto el comportamento reoctogico respecto a K y n Estos resultados con relacion al pH nos inaican
que no existen varnacion en el comporntamiento reotogico entre pH=3 y de 7 Mentras que a pH=11

presento un comportamiento supernor lo que se refleja con aumento de k.

5.2.5. Comparacién del polisacarido de R. phaseoli con soluciones de xantanas
comerciales.

5.2.5.1. Pruebas de flujo.

En ia Figura 20 se presenta la informacion correspondiente a las curvas de wviscosidad del polimero
bajo estudio respecto a dos xantanas comerciales Como se aprecia la xantana 1 presento una curva
con valores supenores a las obtendas del polimero de R phaseol, mientras que la segunda goma
comercial presentd valores inferiores a velocidades de deformacion bajas siendo similares a
velocidades altas La Figura 21 presenta las curvas de flujo en la cual se aprecia que la xantana 1

presento valores mayores al pohsacando baje estudio a lo largo de todas las velocdades de
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Figura 20. Comparacion de la viscosidad aparente ( nap) del
o 3?igpolimero y dos productos comerciales de xantana al 1%.
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Figura 21. Curvas de flujo del biopolimero y dos gomas

comerciales de xantana al 1%.
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deformacion, en cambio, la xantana 2 presentd valores superiores a velocidades de deformacion

bajas e inferiores a velocidades de deformacion elevadas

En el Cuadro 22 se presenta la nformacion obtenida de los valores de los indices de consistencia (k)

Los valores de K fueron de 6.9 Pa s” para el polisacando en estudio, 6.3 Pas” para

y de fla (n)
026 y 0.36.

xantana 1 y 2.6 para xantana 2, nmientras que n presento valores de 0,20,
espectivamente El exopolisacando obtenido presento caracteristicas reologicas superiores por el
mayor indice de cansistencia y menor indice de flujo que las xantanas comerciales probadas

Cuadro 22 Comportannento de flujo del ponsacando de alto peso molecular producido par R phaseol
con dos xantanas comerciales

Indice de flujo (n)

indice de consistencia (K)
Pa s”
6.3

Gomna a! 1%

Xantana 1° 026
Xantana 2 .6 0.36
Polisacange de R _phaseol S 9 0.20

"N

5.2.5.2. Pruebas viscoelasticas.

En la Figura 22 se presenta la comparacion de los modulos elastico (G°) y viscoso (G7) para el
exopolisacando obtenido de Rhizobiwum phaseoll con 2 gomas de xantana comerciales de diferente
calidad. En el Cuadro 23 se presentan los valores de G°, que fueron similares a xantana 1 (34.45 Pa »
7.33) en frecuencias bajas y al Incrementarse las frecuencias los valores de G~ para R. phaseoli (38 42
Pa = 10.69) tendieron a ser levemente superiores. 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. Comparacion de los modulos elastico (G') y viscoso (G")
del polimero en estudio con xantana comercial de dos procedencias.
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de G~ del polisacando de R phaseocl (139 Pa + 126) fueron supenores a lo largo de todas las

frecuencias probadas respecto a las dos gomas comerciales, incrementandose las diferencias en
frecuencias bajas y tendiendo a acercarse en las frecuencias altas La dependencia de la funcion de ia
ozt

frecuencia para el modulo elastico fue simitar para el exopolisacando de Rmzobiwum (G - o )y

©

xantana 2 (G - o ). mientras que para xantana 1 ta pendiente fue menor (0 16) E! modulo visCcoso

G’ para la goma de Rmzobrnum fue supenor a los promedios calculados para las gomas comerciales
003 )

de xantana Eil polimero bajo estudio, presento una menor dependencia de la frecuencia (G «

1o cual nos indica un compoaamento tipico de un matenal viscoelastco similar a un get

Cuadro 23 Estudio del comparativo de los modulos elastico (G) y viscoso (G ) en el exopohsacando
de Rtuzobium phaseoli y dos gomas de xantana comercaales

Tratarmiento G Promedio Fincion deta Fracuenca [ G Promedio Funcion de fa Frecuencia
T ray T S T ea) *T'—d‘e’_>—'"; B = 2
€S de R phaseos 38 42 1390 126 003 0 56
xantana 1 34 45 733 016 [LR=1} 978 142 010 095
Xantana 2 2158 6 60 023 099 759 162 012 086
g e< desviacion estandar

modulo elastico
G =modylo viscoso

He2 g

{
i
i
i
|
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5.3. CARACTERIZACION QUIMICA DEL EXOPOLISACARIDO PROVENIENTE DE LA
CEPA DE Rhizobium phaseoli FES-C1.

5.3.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL BIOPOLIMERO

La produccion de exopolisacando de Riuzobium phaseoh FES-C1 obtenida en el medio de
cultivo optimizado bajo condiciones de fermentador fue postenormente purificado por medio de
centnfugacion y dialisis, como fue descnto antenaormente Uthizando las tecnicas de Bradford y
electroforesis se confimo la ausencia de protenas en el matenal sometdo a estudic Las
técnicas de separacion utihizadas permmitieron obtener dos fracciones en el pohsacando
producido en el medic de cultivo, comncidentes con otros reportes de la literatura en este

genero (Zevenhuizen, 1984, 1986, Breedveld y Miller 1994)

5.3.2, ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DEL EXOPOLISACARIDO AL CALOR

El exopolisacando total obtenido dei medio de cultivo no presento punto de fusion, pero se
pudo determinar la temperatura a la cual se degrada y este valor se compard con las
temperaturas necesanas para degradar muestras de cince polisacandos comerciales. El
exopolisacando de Rhvzobiurm phaseolr requiere 225° C, xantana 210° C, carboximeticelulosa
200° C, guar 190°C. algarrcba 181° C y alginato 180°C. Los resultados obtenidos nos
permiten conocer la estabilidad poliménca del exopolisacarndo en estudio, que puede soportar
altas temperaturas antes de que se desnaturalice. La estabilidad del exopolisacando producido
por esta cepa de R. phaseoli fue simiar o superior a otros polimeros existentes en el mercado.

Si bien el polisacando puede soportar altas temperaturas para lograr su desnaturalizacion, es
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importante resattar que la temperatura puede tener efectos en la despolimerizacion en
dispersiones que son calentadas. afectando de esta forma las propiedades reoiogicas

(Pedersen, 1877)

5.3.3. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Los resultados obtenidos de la caractenzacion det biopolimero total excretado al medio de
cuitivo por espectroscopia infrarroja se presentan en el Cuadro 24 Se pueden observar las
pnnc:pales bandas y asignaciones encontradas en el exopohsacando de esta cepa bactenana
Otros polimeros comerciales (xantana. carboxmetlcelulosa, guar, algarroba y alginato) fueron
sometidos a la nmusma metodologia de anahsis para efeclos comparativos, mostrando en
algunas bandas y asignaciones cierta simditud con algunos de estos polimeros en los
componentes de su estructura En las Figuras 23. 24, 25 26 y 27 se presentan los resultados
de espectroscopia infrarroya para Rhizobwm phaseoh FES-C1, xantana, alginato, algarmoba y

guar, respectivamente

5.3.4. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DEL EXOPOUSACARIDO POR HPLC.

Los resultados obtenidos en HPLC de los estandares utilizados se presentan en la Figura 28
e indican que 1a tireglobulina bovina presenta un pesc molecular de 670,000 d que equivaie en
el sistema utilizado a un tiempo de retencion (tr) 7 95 mun. gamma-globulina bovina con
158,000 d y un ta de 8.76 min, ovoalbumina de galina con 44,000 d y un ta de 9.23 mmn,

miogiobina de caballo con 17,000 d y un ts de 9 63 min y cianocobalamina con 1,350 d y un ts

o




Cuadro 24 Resultados de frecuencias y bandas de asignacién obtenidos en
espectroscopia infrarroja del exopolisacando de R phaseoh FES-C1

FRECUENCIA (cm ) l ASIGNACION % T T GRUPOS
3418 Banda ancha 25 oH
2922 %Banda corta &7 T T Tew, T
2918~ Banda corta |69 CH, T
1732 ‘Banda media 46 7 5
|j— Ester
108 {Bar\da media [ 53 2 Carboxilo
1550 IBanda media ]60 Carboxio
1415 [‘Banda media 1 56 Carboxilo
1374 o ]Banca media 1‘52 CH,
1260 \Banda media 56 CH,
CH;—C—
\ -
1160 Banda media 36 FH,
CH, -—|C
H
1072 Banda ancha 117 cC— Oo— C
‘ ‘ Eter

11
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Figura 23 Espectroscopia infrarroja del
FES-C1, identificaAndose las bandas y asignaciones.
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de 11 .58 min. Las muestras de !a goma punficada anahzadas por medio de HPLC, revelan la
presencia de dos fracciones una de alto peso molecutar de 878222 d y otra de bajo peso
molecular de 5.200 d (F:gura 29) Amemura et al (1983) trabajando con una cepa de
Ruzobium phaseol AHU 1133 identificaron la presencia de un exopohsacando acidhico de atto
peso molecular y otra fraccion de bajo correspondente a |31 2 ghcano ciclico En este
estudio, Amemura et al (1983) no detecto la presencia de urnidades hineales de octasacandos
en los pohsacandos estudiados. que corresponden a las umdades estructurales para la
sintes:s del exopolisacando de alto peso molecular La hidrolisis acida de la fraccion de bajo
peso molecular permitio detectar la existencia de 15 curvas en HPLC como se aprecia en la
Figura 30 Estos resultados son coinadentes con otros reportes en diferentes cepas de
Rhizobiurm 1as cuales pueden presentar hasta un grado de polimenzacion de 40 glucosas

(Amemura et al, 1985, Koizumi et al. 1983, Breedveld y Miller. 1994,

La fraccidon de aito peso molecular de Rhizobium phaseoll presenta un peso de 8 78 x 10° d
que es similar a otras gomas de interés industnal, entre ellas alginatos 5 x 10° d, dextnnas 5 x
10%° -2 x 107 d, pullulanas 1 x 10*- 1 x 10%d, elsinanas 3 x 10® d, escleroglucanas 1.9 x 10*

2.5 x 10*d (Sutherand, 1990).

5.3.5, ESTUDIO DE LOS COMPONENTES QUIMICOS DEL POLISACARIDO.

5.3.5.1. La utilizacidn de métodos enzimaticos (D-qlucosa oxidasa) permitid determminar el
grado de hidrdlisis en relacion con el liempo transcurndo desde e! inicio de 1a misma. Los

resultados indican que a medida que aumenta el tiempo de accion del acido mayor es la
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Figura 29 Cromatograma de HPLC con separacién de dos fracciones del
exopolisaciando de Rhizobium phaseoli FES-C1.
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Figura 30 Cromatograma de HPLC de la fraccion de bajo peso molecular luego de 3

horas de hidndlisis acida, identificandose 15 curvas.
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cantidad de! hidrolizado. Uthzando mediciones a los 23. 60, 90 y 120 minutos de exposicion a
hidrolisis acida se detectaron concentraciones de glucosa de 32, 44, 76 y 9S4 mg/100 mi de
la presencia de glucosa en la

muestra, respectivamente Estos resultados muestran

composicion del pohsacarando en estudio cuya configuracion es D (Aman et a/ 1481)

535.2 Los resuitados en cromatografia en capa fina se obtuvieron comparando ios valores
Re de las muestras problemas con los controles El sisterma de disolvente TLC1 permitio ios
mejores R para el hidrolizado del exopolisacando durante 2 horas Los resultados mostraron
que i0s pohisacandos estan constutuidos por glucosa (R- 0 30), acido glucuronico (R 0 19) y
galactosa (R- 0 29) y se encontraron concidencias con la mancha cofrespondiente a manosa
(Re 0.33) La ausencia de este ultimo monosacando en cepas de Rirzobwum de crecimento
rapido ( Humphrey et a/., 1974) se confirmo por HPLC los cuales revelaron la inexistencia de

manosa en el biopolimero de la cepa en estudio (Koizurmi ef a/, 1883, Breedveid y Miller,

1994). Resultados similares de presencia de manosa se han encontrado cuando se trabaa
con extracto de fevadura como fuente de nitrégeno en ei medio de cultivo, y normalmente se

atribuye a las mananas provenientes de las levaduras (Humphrey et a/, 1974)

5.3.5.3. Como se menciond anternormente las dos fracciones del exopolisacando aislado
fueron estudiados en forma separada. En la Figura 31 se presenta el cromatograma en capa
fina con el sistema de disolvente TLC3 de la fraccion cloroformica de la goma metlada,
revelando la presencia de 17 manchas ascendentes de glucosa, lo cual difiere con las 15

glucosas determinadas por HPLC. Estas diferencias podrian ser asociadas a los tempos de

[P3]
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hidrélisis y probablemente al uso de una unica relacion de acetonitnio-agua (Korzumi et al.

1983)
Hacia uno de jos extremos del cromatograma no existe una separacion clara por lo cual el

grado de polmenzacion podria ser mayor Esta fraccion estudiada cormesponden a un

polisacando de bajo peso molecutar con un grado de polimenzacion de 17 o mas glucosas. La
cepa utilizada de Rmizobiurn phaseol; para la produccion de goma, al iguai que atras bactena
del mismo género, producen y hberan al medio de cultivo una fraccion de bajo pesc moiecular

compuesta por f-1-2-D- glicanos (Zevenhuizen 1984, 1986, Amemura er a/ 1985, Breedveid
y Miller, 1994)
5.3.6. ESTUDIO DEL EXQPOLISACARIDO POR HPLC

Los resultados de HPLC de la fraccion de alto peso molecular revelan que esta compuesto por
glucosa, acido glucuronico y galactosa, lo cual confirma los resultados que fueron obtenidos
por Cromatografia en Capa Fina (CCF) y ademas se detectan acido piruvico y radicales
acetilo como se aprecia en la Figura 32. La presencia de radicales de acido piruvico y acetlos
ha sido reportada en polisacaridos de Rhizobium, que se presentan normalmente como

sustituyentes en las unidades estructurales del polimero (Zevenhuizen, 1973, Somme, 1974.

Jansson y Lindberg. 1979)

En la Figura 33 se observa la separacion de los monosacandos de la fraccion de alto peso

molecular, luego de una hidrolisis acida con una exposicion de 2 h 30 min, donde se

detectaron acido glucuroénico con un tiempo de retencion (t:) de 10.64 min, glucosa con un tg
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Figura 32 Cromatograma de HPLC detectando en el exopolisacarido de la fracciéon
de alto peso molecular acido piruvico y radicales acetilos, luego de una

hidrolisis dcida al 1 M y por 30 minutos a 1271° C.
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Figura 33 Cromatograma de HPLC de la fraccién de alto peso molecular, detectando
glucosa, galactosa y acido glucurdnico.
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de 11.84 muin y galactosa con un ts de 12.75 min Estos ts coinciden con los monosacandos

estandares evaluados en las mismas condiciones y columnas que los provenientes a los

exopolisacando

Cuando se trabajé con una hidrohisis acida mas agresiva de ia fraccion de bajo peso molecular
sometida a 121° C durante 3 horas. se detecto que la glucosa era el unico componente de
este polisacando En la Figura 34 se presentan los resultados de este analisis que confirman la

composicion estructural de los [}-1-2.ghicanos ciclicaos reportadas en diferentes cepas del

género Riizobium (Breedveld y Miller, 1994

5.3.7. ESTUDIO POR RMNH

En la Figura 35 se presenta el cromatograma de RMNH realizado a la fraccion de alto peso

molecular indican la presencia de tnpletes correspondientes segun la zona de protones
anomeéricos presentes en enlaces a y mayontanamente a enlaces {3, provenientes de
unidades de glucosa y probablemente galactosa. Por otra parte, se observan picos

comespondientes a grupos metilos, aislados que pueden corresponder a los compuestos

pirtvicos y acetilados, detectados previamente por medio de HPLC.
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6. CONCLUSIONES.

El estudio nicial de los componentes del medio de cultivo permité establecer una
composicion optima, que condujo a una ailta produccion de polisacandos hberados al
medio por esta cepa bactenana En la composicton de nutnentes del medio de cultivo
destaca el papel de la fuente de carbono y de ntrégeno en téermmos de sus efectos
sobre la produccién Las relaciones elevadas entre estos dos nutnentes favorecieron la
producciéon de altas cantdades de pobsacando. Sin embargo, las concentraciones
optimas de la fuente de carbono se situo en 25 g/l. lo cual aparece por debajo a los
niveles utilizados por Breedveld ef a/ (1990a) que llegan a 50 g/1 o las cantidades
habitualmente utilizadas en la produccion comercial de xantana E] estudio de la fuente
mas apropiada de carbono para el crecmiento permitié establecer que la sacarosa tiene
mayores efectos sobre la produccion de exopolisacando (16 g/t ) respecto al manitol
(10.5 g/} utilizado previamente. Si bien los niveles de carbohidratos en el medio de
cultivo para produccién no fueron elevados o llegaron a las concentraciones utilizados
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 inorganicas de nitrédgeno condujo efectos detrimentales en la
produccion de goma. La concentracion optima de nitrégeno fue de 0.76 g/, aportado en
forma organica (extracto de levadura). Las sales de amonio como fuente inorganica no
permitieron un aumento en la produccion (12.52 gn), por lo que se concluye que la
produccion es rapida y con altos rendimientos de biopolimeros al utilizar fuentes de

nitrogeno organico en el medio de cultivo.



Bajo las condiciones de cultivo ta cepa utiizada respondid a niveles elevados de aporie
de CaCO; indicando 1a necesidad de un amortiguador en el medio para evitar cambios

en el pH Este tipo de respuesta ha sido reportada en especies de Agrobactenum
(Harada et al. 1993) lLos niveles de magnesio optmos fueron supernocres a los
comunmentes uthizados en el género, aunque en algunos MICfOOrganismos como
Arthrobacter y Hansenula se han encontrado efectos directos de su

nclusion en
concentraciones elevados sobre 1os rendimientos de exopousacando

La inclusion de Mn™" y Fe'™"

presentaron efectos posiivos sobre Ia produccion de
biopolimero que se asocian probablemente a la funcion del polisacando para atrapar

estos cationes o que alguno de ellos pueda estar nvolucrado en los mMecanismos de
sintesis del mismo

Las sales de Mg’ junto con el K* y en menor grado con el Ca’" son requendas para ia

produccion de biomasa,

y en formma indirecta sobre

para la produccion de
exopolisacandos. El Mg™® no afectd la produccion del biopolimero, pero su imponancia

radica en las diferentes actividades celulares, en que participa y en especial por su papel

sobre las enzimas involucradas en la sintesis de polisacandos.

La biotina no presentd efectos positivos ( P>0.1) sobre

la produccion total o la
produccion diana de exopolisacandos, sin embargo mostré interaccion positiva con el ion

Mg™". Se ha citado el uso de biouna en el medio por sus efectos sobre el crecimiento de

los mucroorganismos, ¥y nomalmente es utilizada en para la produccion bacteriana de
polisacandos.



E! uso de anubidticos en el medio de cultive presento efectos sobre la produccidon de
polisacando probablemente por las modificaciones que genera en la permeabilidad de la
pared Reportes previas han indicado este tipo efectos e incluso en Xanthomonas puede
estar relacionada con la cahdad del producto outendo y servir como prueba evaluatona
en el proceso de seleccion de cepas (Torrestiana of a/, 1990)

La evaluacion de las condiciones de pH y temperatura permitieron establecer las

condiciones del medio optimo en pH=3 y T=30" C La produccion de exopohsacando en
el medio establecido y bajo condiciones optimas de pH y temperatura permitic obtener 16
g/l en fermentacion en matrar durante 10 dias Esta cantidad es sumilar al maxmo
reportado por Breedveld et a/ (1990a) con un patréon de produccion de dos fraccones
que son liberadas por el cultivo en hempos diferentes a lo largo de la fermentacien La
fraccion de alto peso molecutar inicta su produccion durante la fase logaritmica de
crecimiento y continua en las prnmeras etapas de la fase estacionana (130 h) . mientras
que el polimero de bajo peso molecular inicia su produccion al final del crecimiento
bactenano y se prolonga hasta el final de la fermentacion. Existe una separacion clara en

el tiempo de produccion de ambos polisacandos y puede ser una ailtematva de manejo

de a2 fermentacion para obtener el biopolimero de interes

La produccidon en fermentador se realizé en un periodo de 100 h obteniendo alta
produccion (10.76 g/l ) que se constituyd en su mayor parte por el polisacando de alto
peso molecular (90%). La velocadad de crecimiento ( u ) fue de 0.106 R, y la produccion
maxima de biomasa fue de 3.1 g/l. La maxima produccién de celular coincide con la

liberacion del exopolisacardo de bajo peso rnolecular y esto se asocia al inicio de la



muerte celular mas que a un mecanismo de transporte hacia el medio. La utilizacion de
la sacarosa para la produccion de polisacando estuvo relacionada principalmente con la
biomasa instantanea mas que con el crecimiento del cultivo, aunque estas dos vanables

presentan una relacion directa

La caractenzacion reologica en el transcurso de la fermentacion se realizd a través de
pruebas de flujo en el medio de cultivo. El indice de consistencia (K) se incrementé a
medida que aumenta la viscosidad y es apreciable a partir de las 40 horas de iliciada la
fermentacion. EI comportamiento del fluido en el muestreo a las 28 horas de crecimento
bacteriano es practicamente no-newtoniano, y hacia el final de la fermentacidon el
comportamiento es del tipo seudoplastico reofluidizante. Al avanzar la fermentacion K
aumenta hasta 10 1 Pa s" a las 100 horas, con un descenso de n hasta 0.19, esta ultima
caracteristica reologica es deseada a nivel industnal por el manejo en tuberias. EI
exopolisacando producido fue aislado y purificado para la determinacién de |a viscosidad
intrinseca, indicando valores de 3,730 di/g, lo cual se encuentra entre la goma xantana y

guar evaluadas en las mismas condiciones.

El estudio de las pruebas de flujo del polisacando purificado en relaciéon a los efectos
tratamiento térmico nos indica una reduccion del indice de consistencia (K), que fue
particularmente marcado para 96° C por 10 min., mientras que el indice de flujo (n) se
increments levemente y fue similar para 96° C por 10 min. y 121° C por 15 min. La
temperatura y el tiempo de exposicién no produjeron variaciones de importancia en n,

indicando que temperaturas altas no producen la desnaturalizacion del biopolimero. Las



pruebas viscoelasticas nos indican que los Modulos G’ y G disminuyeron en relacion al

control (G'3843Pay G 13 90 Pa)

El efecto de la adicion de sales en las pruebas de flujo, condujo a una reduccion en el
indice de consistencia que fue dependiente del tpo de cation adicionado. La reduccion

fue mayor con las sales de Ca’” (3 4 Pas”), intermedia para el Mg™" (6.0 Pas™ y Mn™"
(5.1 Pas™) y minima para el Na' (6 4 Pa s") E! indice de flujo fue similar para todos los
tratamientos , por lo tanto las sales de sodio son las que menor alteracion presentaron
en las pruebas flujo Las pruebas viscoelasticas revelan que !la adicidn de jones

conducen a una reduccion de la dependencia con la funcion de G w2

. tendiendo a

un comportamiento de un sohdo viscoelastico En relacion al médulo wiscoso G'= w

tendieron a cero, por lo cual los cationes de Ca’’. Mg™" y Mn™’ son mas efectivos para
producir getes. El Na“~ en condiciones de tratamiento térrmmco de la goma, presentd un
mejor comportamiento que los divalentes en las pruebas de flujo a través del indice de

consistencia y probablemente exista una selectividad por este cation.

E! almacenamiento refrigerado del biopolimero luego del tratamiento témmico y en

presencia de Na' y Mn"’, los valores de K de 6 62 Pa.s" y 5.7 Pa s" respectivamente, que
fueron superores a los no refrigerados Las pruebas viscoeldsticas indican que la
dependencia de G'con la frecuencia es baja para el i6n Ca™" y Mn"", tendiendo el
biopolimero a un comportamientc de un sdlido viscoelastico parecido a un gel débil. La
inclusién de sales con y sin refrigeracion demostro la existencia de la dependencia de |la
frecuencia de G’'similar para todos los tratamientos indicandc un comportamiento de un

fluido viscoelastico.



La vaniacion de pH en las soluciones no mostro diferencias de comportamiento reoiégico
entre pH= 3 y pH= 7, mientras que pH= 11 reveld un aumento en el indice de
consistencia (K) de 78 Pas" y n de 025 En este punto es importante senalar que 1a

variacion de pH hacia la acdez no interfiné en el comporntamento de Huo

La comparacién en las pruebas de flujo del pohsacando de Rivzobiurm phaseol con dos
gomas de xantana comerciales, mostraron valores promedios de K de 6 9 Pas” y n de
0.20 para el exopolsacando de Rhizobium que superaron las propiedades de los
polimeros comparados Las pruebas viscoelasticas indicaron también un comportamiento
reolégico supenor donde los valores promedios de G y de G para el exopolisacando en
estudio, con promedios de 3842 Pa y de 138 Pa, respectivamente Ei polimero
obtenido en Rhizobium presentd una menor dependencia de la frecuencia G, lo cual

nos indica un comportamiento tipico de un matenal viscoelastico similar a un gei debul.

Desde el punto de vista quimico se establecio de acuerdo a los resultados obtenidos que
el polimero excretado por la cepa de Rhizobium phaseoli FES-C1 no presentd punto de
fusion y se degrada a 225° C. También se identificaron por HPLC dos fracciones con
pesos moleculares de 878000 y 5200. La fraccion de alto peso molecular luego de una
hidrélisis acida fue estudiada por Cromatografia en Capa Fina y por HPLC, revelando la
presencia de glucosa, galactosa y acido glucurénico como constituyentes sacandos, y
como sustituyentes se detectd la presencia de acido piruvico y acetiio. Los grupos
reactivos identificados por Espectroscopia Infraroja indican como componentes

importantes grupos metilos y carboxilos. El polisacarido de bajo peso molecular luego de



una hidrdlisis acida total fue estudiada por HPLC, los resultados indican que es un
polimero compuesto de monosacarndos de glucosa. Se pudo establecer por el efecto del
tratamiento acido y el tiempo de exposicion en esta fraccion una hidrolisis parcial del
polimero que se estudio por Cromatografia en Capa Fina y por HPLC, los resultados
muestran que (a composicion es de 15 a 17 residuos de glucosa Estos polimeros
podrian corresponder a los [}-1-2-glicanos ciclicos citados por Breedveld y Miller (1994),
por las caracteristicas quimicas y también por el comportamiento de produccién en el
sistema estudiado Los estudios realizados por RMNH en la fraccion de alto peso
molecular indican la presencia de grupos metilos, enlaces del tipo a y B provenientes de

las unidades de glucosa y galactosa
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