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RESUMEN

Los polisacaridos de origen microbiano
han empezado a adquirir un valor cada
vez mas importante en el campo indus-
trial. A continuacién se hace una revi-
sion bibliogréafica, donde se muestra un
panorama de los polisacéaridos produci-
dos por cepas de Rhizobium y sus po-
sibles aplicaciones industriales. Entre
éstos se nombra el succinoglicano, un
nuevo glucoronan y biopolimeros tipo

curdlan, entre otros.
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INTRODUCCION

os polisacaridos de origen microbiano han adquirido una impor-
tancia cada vez mayor en el mercado, especialmente por parte de
las industrias farmacéutica, de alimentos y del petréleo, por las
aplicaciones que se les ha encontrado en estos campos. Su uso se funda-
menta en dos de sus caracteristicas mas significativas: la capacidad para

-alterar las propiedades de flujo del agua y la posibilidad de formar geles.

Rhizobium es una bacteria que produce polisacaridos que cumplen con
dichas caracteristicas.

Rhizobium es una bacteria gramnegativa, ampliamente estudiada por
su capacidad para fijar nitrégeno al asociarse simbiéticamente con plan-
tas leguminosas; esto ha hecho que se emplee como biofertilizante
(inoculante) en la industria agricola (14, 20). Ef proceso simbiético entre
la bacteria y la planta se realiza en cinco etapas: en la primera se lleva a
cabo un reconocimiento de la pareja adecuada planta-bacteria
adheriéndose a los pelos radiculares; en la segunda se realiza la invasién
del pelo radicular por parte de la bacteria formando el hilo de infeccién;
en la tercera etapa se realiza un desplazamiento hacia la raiz principal a
través del hilo de infeccién, apareciendo en la siguiente etapa los
bacteroides dentro de las células de la planta, que son capaces de fijar el
nitrogeno atmosférico; finalmente, en la etapa quinta, se forma el nédulo
maduro por division de las células bacterianas y vegetales (16).

Aunque las bases moleculares del proceso por el cual Rhizobium induce
nédulos simbidticos en las raices de las plantas se ha estudiado ampliamen-
te, alin no se conoce qué hace tan especifica la relacién planta-bacteria.
Una de las hipétesis formuladas sostiene que los polisacaridos icidos
secretados por la bacteria son determinantes en esta relacién (28). Gracias
a dicha hipétesis se han realizado gran cantidad de trabajos con el fin de
estudiar en forma mas detallada a estos polisacaridos, encontrandose que
tienen propiedades gelificantes Utiles para modificar el comportamiento
reolégico en sistemas acuosos (4).
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POLISACARIDOS PRODUCIDOS POR
RHIZOBIUM '

El género Rhizobium produce polisacaridos de diferen-
tes tipos, que pueden clasificarse en dos categorias:
lipopolisacaridos y exopolisacaridos.

Los primeros estan compuestos por lipidos y
carbohidratos; son un componente esencial de la mem-
brana exterior, y su composicién es variada, incluso
entre cepa y cepa de una misma especie (20).

Los exopolisacaridos (EPS), compuestos por
carbohidratos que son secretados al medio a través
de la membrana exterior, pueden ser de caracter ég:i—
do o neutro.

1. Exopolisacaridos acidos: son responsables de la for-
macién de mucosidad; estan compuestos general-
mente por unidades de octasacéridos polimerizadas.
En Rhizobium de crecimiento rapido la composicién
del polisacarido no varia apreciablemente ya que
en investigaciones realizadas por McNeil et al. (17)
se encontré que la estructura y composicion de las
unidades de octasacaridos de especies de Rhizobium
como R. leguminosarum, R. trifoli y R. phaseoli era la
misma, mientras en especies de crecimiento lento
como Bradyrhizobium japonicum, R. lupini, R. cowpea
y R lotus la 'composicic'm variaba ampliamente (3).
Este aspecto hace que se clasifiquen en dos grupos:
Grupo |: polisacaridos compuestos por D-glucosa,
D-galactosa y acido pirtivico, presentes en Rhizobium
meliloti y Agrobacterium tumefacis.

Grupo |l polisacaridos compuestos por D-glucosa, D-

galactosa, acido D-glucorénico y écido piruvico, pre-

sentes en Rhizobium leguminosarum, phaseoli y trifoli.

A continuacién se muestra la estructura propuesta

para un exopolisacarido de caricter icido encon-

trada en la cepa R. leguminosarum biovar phaseoli

CFN42 (23).
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Figura 1. Estructura de una unidad de octasacérido (23}. Glu=
glucosa; GIuA = 4cido glucordnico; Gal = Galactosa; Me = metilo.

Dentro de los exopolisacaridos dcidos que se han
identificado en cepas de R. meliloti se encuentran el
succinoglicano, el galactoglucano y el glucoronan.
El primero, un biopolimero producido por Shell Co.
usando Pseudomonas spp (7, 19), estd compuesto
por unidades repetidas de octasacaridos que con-
tienen glucosa y galactosa en relacién 7:1, unidos a
azucares que tienen tres grupos acil diferentes:
esteres de acetato y succinato y ceto acido del
piruvato. Las unidades de piruvato estan presentes
normalmente en cantidades estequiométricas mien-
tras que las relaciones entre acetato y succinato se
encuentran en un orden de 0.2 y 0.4, respectiva-
mente (24). Los componentes monosacaridos son
de caracter neutro pero los grupos cetal piruvato
situados al final de la cadena (D-glucosa) le dan pro-
piedades aniénicas. Boittiaux et. al. En 1997 (4) de-
sarrollaron estudios con succinoglicano empleando-
lo como espesante, y encontraron que incluso a
concentraciones muy bajas el polisacarido propor-
ciona propiedades pseudoplasticas que permiten
una buena suspensién de polvos; ademas, es muy
estable al ataque de los acidos.

El galactoglucano, compuesto por glucosa, galactosa,
piruvato y acetato en relaciones 1:1:1:1 es un
exopolisacarido de alto peso molecular que tam-
bién se ha encontrado en cepas de Achromobacter
spp. Y Agrobacterium radiobacter (19).

El glucuronan, producido por la cepa mutante de R.
meliloti M5N1 C.S. (mutacién por tratamiento con
N — metil - N’ — nitrosoguanidina) estd compuesto
por glucosa y acido glucorénico en relacién 1:1 con
uniones a residuos de glucosa del tipo b (1,4) y a
residuos de acido glucorénico del tipo b (1,3) (22).
Este glucuronan mostré que a bajas concentracio-
nes y en presencia de cationes monovalentes se
comportaba como agente espesante; a altas con-
centraciones formaba un gel termorreversible y en
presencia de cationes divalentes como el Ca*?for-
ma un gel térmicamente estable (12).

Courtois et. al. (6) desarrollaron un proceso para
obtener pdlimeros del 4cido glucorénico por-culti-
vos de R. meliloti NCIMB 40472. Este polimero esta
conformado por 300 a 2500 unidades de acido
glucorénico, con uniones b (1,4). El polimero y sus
esteres y éteres pueden ser usados como agentes
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gelificantes, espesantes, agentes de hidratacion,
estabilizantes, agentes gelificantes y a la vez
floculantes, Gtiles para la industria de alimentos, far-
macéutica, de cosméticos y purificacién de agua (6).

2. Exopolisacaridos neutros: algunas especies de
Rhizobium (leguminosarum, trifoli) producen
heteropolisacaridos capsulares de caracter neutro
compuestos por D — glucosa, D — galactosay D -
manosa en relaciones molares de 1:3:2, formando
unidades repetidas de hexasacaridos (figura 2), con
caracteristicas muy similares a las que se reportan
para biopolimeros como el curdlan (1, 10).
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Figura 2. Estructura de un polisacérido neutro de Rhizobium
meliloti {24).

s B

1

=R

D

Este polisacarido tiene la propiedad de gelificar

térmicamente y de forma irreversible, es mis elas-

tico y flexible que el agar, por lo que también re-

presenta una alternativa en las técnicas
microbioldgicas Para recuperar el producto de fer-
mentacién, el medio es tratado con NaOH, ya que
en medio alcalino el polimero es soluble y es en-
tonces posible eliminar las células (10). Actualmen-
te se han desarrollado mutantes hiperproductoras
de curdlan provenientes de Agrobacterium
radiobacter y Rhizobium (11).

Otro tipo de polisacaridos producidos por
Rhizobium son los glucanos, polimeros neutros que lle-
van un residuo b-D galactosil en cada posicién Cé y
metilaciones. Los grupos o-metil se presentan en un 70%
de residuos de galactosa, y la mezcla glucosa-manosa esta
aproximadamente en una relacion 2:1 en estos compues-
tos (21). El mas conocido es el b-(1,2) glucano ciclico,
que corresponde a un polimero con alto grado de
polimerizacién entre 17 y 24; bajo peso molecular, en-
tre 2700 y 3900 Da, aunque también se han hallado va-
lores entre 4000 y 6000 Da en algunos glucanos ciclicos
de cepas de R. meliloti (25). El sitio de localizaciéon se
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encuentra generalmente en el espacio periplasmico, aun-
que es afectado por las condiciones de crecimiento usa-
das. Se presentan en B. japonicum, Agrobacterium
tumefaciens y el grupo Rhizobium leguminosarum - meliloti.
Recientemente se ha encontrado otro glucano compues-
to por un tetrasacarido con dos componentes asocia-
dos; el primero es un a-(1,4) D-manopiranosil sustituido
cada 0 a 6 por un residuo de b-D galactopiranosil (71%
4-O metilado) y el segundo es un b-D(1,4) glucano. Este
glucano es un polisacarido extracelular aislado de R.
Cowpea cepa CB744 (3).

Ademas de producir lipopolisacaridos y
exopolisacaridos, las especies de Rhizobium tam-
bién producen poli-b-hidroalcanoatos (PHA) y
glucégeno como medio para almacenar energia;
estos polimeros se encuentran en forma de granu-
los dentro de la célula (16). Los poli-b-
hidroalcanoatos son polimeros que poseen muchas
de las propiedades generales que detectan los plas-
ticos sintéticos (16). Dependiendo de la longitud
de la cadena lateral en las unidades monoméricas
del polimero (esta propiedad se puede ajustar
modificando la composicién del medio de creci-
miento o por modificacion genética de la bacteria
productora) se pueden conseguir PHA con diver-
sos puntos de fusién, cristalinidad, flexibilidad y re-
sistencia a la tensién. La Imperial Chemical
industries (ICI) produce en Inglaterra PHA, comer-
cializando el material como polimero para envases
bajo la marca Biopol. Hasta ahora la produccién
de PHA de ICl se realiza a una escala relativamen-
te pequefa, por lo cual el costo de una botella de
PHB/PHA (PHB es poli -b-hidrobutirato) es mas
costoso que una botella de plastico sintético. Sin
embargo, la expansién de la planta a una capacidad
20 veces superior colocaria el costo del PHA so-
bre una base competitiva con los plasticos deriva-
dos del petréleo (16).

Rhizobium es uno de los microorganismos que pro-
duce poli-hidroxibutiratos (PBH) (26). Dentro de los
pocos estudios realizados se encuentra el de Bonartseva
et. al., quienes obtuvieron un rendimiento del 80% en
peso de PBH, variando la cantidad de oxigeno, sacaro-
sa y nitrato de potasio (5).

POLISACARIDOS RHIZOBIANOS, UNA NUEVA ALTERNATIVA



PERSPECTIVAS

Los resultados de varias investigaciones realizadas
con biopolimeros producidos por Rhizobium (1, 4, 5,
6, 29, 30) sugieren que las propiedades reoldgicas y
estructura quimica de los polisacaridos producidos
por Rhizobium son similares a las que poseen
biopolimeros producidos industrialmente como el
curdlan, los poli-hidroxialcanoatos, la goma xantana
y el succinoglicano, producidos por otros
microorganismos. En el caso de la goma xantana, la
produccién mundial aumenta dia a dia; en Colom-
bia, se importaron en 1998 aproximadamente 2422
toneladas de paises como Alemania, Estados Unidos,
Taiwan y Paises Bajos, entre otros (figura 3) para
consumo en la industria de alimentos y quimica. En
México tiene una gran demanda en la industria pe-
trolera (10).

Por lo anterior se puede concluir que existe un
mercado consolidado para polisacaridos de este tipo,
lo que justifica la investigacién para emplear nuevos
microorganismos como el Rhizobium y producir
biopolimeros que sean una alternativa para los ya
existentes. En la actualidad se estan realizando estu-
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Figura 3. Importaciones de goma santana en 1998.
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