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ResumEn 

Klebsiella pneumoniae K63 produce un exopolisacárido (EPS) cuyas características reológicas presentan interés industrial en diversas áreas. El presente trabajo es un estudio global del EPS tanto a nivel de su producción biológica como de su caracterización fisicoquímica. Las fermentaciones realizadas permitieron observar la influencia de los parámetros ambientales y metabólicos sobre la biosíntesis del EPS y también evaluar las interacciones entre la dinámica biológica y el comportamiento reológico. Los cultivos alimentados fueron adecuados para separar las fases de crecimiento y de producción. El mejoramiento de la producción del EPS fue cuantificado con diferentes sustratos en exceso utilizando N como nutrimento limitante, esto último para controlar el crecimiento a una baja velocidad específica de crecimiento () que favorezca la acumulación del EPS. El cultivo crecido en glucosa produce la mayor cantidad de EPS ( 47.4 gEPS l-1) pero de baja calidad reológica, caracterizada por el valor bajo del índice de consistencia, K=5.2 Pa sn. En este cultivo la formación de metabolitos secundarios representa el 21.8 % de conversión de carbono. El cultivo en sacarosa produjo una menor cantidad de metabolitos (7.3 % de conversión de C) y de EPS (25.5 gEPS l-1) con excelente calidad reológica, caracterizada por K=107.5 Pa sn y una alta pseudoplasticidad (índice de flujo, n=0.2). El exceso de substrato provoca que una parte importante del C sea desviada hacia la formación de metabolitos de « overflow » que afectan los rendimientos de conversión y las características reológicas del cultivo. La necesidad de controlar la velocidad de asimilación de la fuente de C, para evitar la síntesis de metabolitos, condujo a implementar un proceso de fermentación que limite la adición del sustrato y satisfaga únicamente la demanda de biosíntesis de biomasa y EPS. Los cultivos en limitación de glucosa y N produjeron un EPS de excelente calidad reológica (K= 130 Pa sn) a pesar de su baja concentración (18.1 gEPS l-1) y sin producción significativa de metabolitos. El análisis estructural de este EPS confirma la estructura primaria del EPS: galactosa, acido galacturónico, fucosa y acetilo como sustituyente. Los estudios del EPS de difusión de luz y análisis de imágenes obtenidas en microscopio de fuerza atómica, muestran los fenómenos de agregación y polidispersidad. Estos fenómenos impiden la determinación de la masa molecular de la molécula y pueden ser responsables del comportamiento reológico observado en los cultivos.

1. Introducción

Los polisacáridos, también conocidos como polímeros o gomas, son ampliamente utilizados en la industria para modificar y controlar las propiedades reológicas de sistemas acuosos. Klebsiella pneumoniae sp. pneumoniae serotipo K63 (K. pneumoniae K63), bacteria no patógena, produce un exopolisacárido (EPS) que provoca el incremento en la viscosidad del cultivo durante la fermentación. Esta cepa es inusual porque se encontró que puede producir EPS en cantidades interesantes industrialmente (Paul et al. 1995). El EPS esta compuesto de D-galactosa, L-fucosa y acido D-galacturónico, ciertos grupos hidroxilo pueden estar acetilados (Joseleau y Marais 1979, Paul et al. 1995). Ha sido utilizado en el área cosmética por sus propiedades reológicas especiales (espesante, emulsificante y comportamiento pseudoplástico) y sensoriales (agente humectante, suave al tacto, retención de perfumes), por ejemplo en la formulación de cremas y leches corporales y productos para pieles sensibles (Thevenet, 2000). El contenido de L-fucosa le proporciona aplicaciones en el área médica (agente anticancerígeno, inmunomodulador, antiinflamatorio, antialergénico; etc.), química (síntesis de tenso activos) y alimentaria (síntesis de saborizantes) (Vanhooren y Vandamme 1999, Kobayashi et al. 2000). El genero Klebsiella puede incrementar la producción de EPS bajo condiciones de limitación de N y exceso de fuente de C (Mengistu et al. 1994, Farres et al. 1997). En la producción de polisacáridos comerciales como la goma xantana, se han propuesto procesos en dos etapas en lugar del proceso batch convencional. En la primera se promueve el crecimiento y en la segunda la producción. Para lograr el objetivo de cada etapa se han estudiado diferentes condiciones nutricionales y operacionales (De Vuyst et al. 1987, Banks y Browning 1987).

Otra parte importante del estudio de los polisacáridos es la caracterización fisicoquímica, la cual comprende el análisis estructural, las propiedades en solución y la caracterización reológica (Morris et al. 2001, Fontanille y Gnanou 2002). Las propiedades reológicas de los polisacáridos están directamente relacionadas con su estructura y conformación, varios factores pueden afectar estos parámetros durante la reacción biológica; factores ligados a las condiciones de fermentación (medio de cultivo, estrategia de cultivo, presencia de metabolitos, pH, fuerza iónica, degradación enzimática, etc.) o a los fenómenos fisicoquímicos que intervienen en la formación de la molécula (masa molecular, grado de agregación, dispersión, polimerización, grupos sustituyentes, etc.).

El objetivo de este trabajo fue estudiar en forma global la producción del EPS de K. pneumoniae, en primer lugar mejorando el proceso de producción de un EPS de excelente calidad reológica y posteriormente caracterizando el EPS producido, lo cual permitirá comprender los fenómenos implicados en el comportamiento reológico observado en los cultivos.

2. materiales y métodos 

Microorganismo y medio de cultivo. K. pneumoniae K63 [I-1507, Colección Nacional de Microorganismos del Instituto Pasteur (Paul et al. 1995)] fue cultivado en el medio compuesto de (g l-1) : NH4Cl, 2.23; (NH4)2HPO4, 1.6; KH2PO4, 1.77; Na2HPO4.2H2O, 1.81; MgSO4.7H2O, 0.466; CaCl2.2H2O, 0.023; FeSO4.7H2O, 0.015; ZnSO4.7H2O, 0.0044; MnSO4.H2O, 0.003; tiamina, 0.002; CoCl2.6H2O, 8x10-4; Na2MoO4.2H2O, 6x10-4; CuCl2.2H2O, 6x10-4; H3BO3, 2x10-4; ácido nitriloacético (NTA), 0.1911. Substratos : fructosa, glucosa, sacarosa, sorbitol y manitol. El medio fue esterilizado a 120 °C por 20 minutos y usado para el inóculo y los cultivos. Los substratos fueron esterilizados por separado como soluciones concentradas. 

Proceso de fermentación. Las fermentaciones fueron realizadas en bioreactores de 20 l (Biostat E. Braun Diessel Biotech.), mantenidos a 25 °C y pH de 6.5 con KOH (10 M) o H3PO4 (5 M). El O2 disuelto fue mantenido por arriba de 10% variando la agitación, el flujo de aire de entrada o ambos. Los cultivos en exceso de substrato fueron alimentados por pulsos de fuente de C y por adición exponencial de solución de amonio para imponer una baja velocidad específica de crecimiento (µ). El cultivo en limitación de fuente de C y N fue alimentado con glucosa y solución de amonio, para mantener un bajo valor de µ.

Métodos Analíticos. El gas de salida de la fermentación fue monitoreado en línea por CG usando columnas capilares (Paraplot Q 80-100, 5 Å). Las muestras fueron filtradas o centrifugadas (26830 g, 30 min a 4°C) y la biomasa medida por peso seco, se hicieron diluciones cuando fue necesario. El EPS fue precipitado del sobrenadante con 3 volúmenes de 2-propanol a 4°C y determinado por gravimetría. Los substratos y metabolitos fueron analizados por HPLC (columna Interactión Ión 300 (Interactión Chemicals Inc.), 45°C, eluido con 0.001 M H2SO4 a 4 ml min-1) acoplado a un detector de índice de refracción. Los metabolitos volátiles fueron cuantificados por CG con columna Paraplot Q Chrompack. Las propiedades reológicas fueron analizadas con un viscosímetro con control de velocidad de cizallamiento (HAAKE modelo Viscotester VT550) a 25 °C y los datos analizados con el modelo de Ostwald de Waele (“ley de la potencia”) definido como ( = K
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= velocidad de cizallamiento (s-1), K = índice de consistencia (Pa sn) y n = índice de flujo (adimensional). La viscosidad aparente (a) no es constante pero depende de 
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, K y n de acuerdo a la ecuación: a= K
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n-1. En este trabajo K, proporcional a la viscosidad aparente, fue utilizado para explicar el comportamiento reológico.

Análisis estructural y propiedades en solución. El EPS del sobrenadante de la muestra con el K mayor fue parcialmente purificado para realizar estos análisis. El sobrenadante fue liofilizado y posteriormente redisuelto en agua ultrapura (10 g l-1), posteriormente el EPS es precipitado en frío por adición de 3 volúmenes de etanol puro, se enjuaga varias veces con etanol al 75 % y posteriormente se disuelve en agua ultrapura. La solución de EPS es liofilizada nuevamente. Para el análisis RMN, los espectros de 1H y 13C-RMN fueron realizados con un espectrómetro JEOL usando D2O como solvente a diferentes temperaturas. Las imágenes del EPS fueron obtenidas con el microscopio de fuerza atómica ECS AFM (East Coast Scientific Ltd., Cambridge, U.K. Atomic Force Microscope) en modo contacto DC o no contacto AC usando cantilevers de nitruro de silicio, se analizaron soluciones de 10 µm ml-1 filtradas a través de membranas milipore 0.45 y 0.22 µm. Las medidas de dispersión de la luz estática, a diferentes ángulos de difusión y concentraciones de EPS, fueron realizadas con el aparato FICA 5000 a 436 nm (Ar laser) y 25 °C. 

3. resultados y discusion

Producción en diferentes fuentes de carbono en exceso

La producción del EPS por K. pneumoniae K63 fue realizada en cultivos alimentados que permiten el control del ambiente nutricional, así los flujos de C y N pueden ser monitoreados para optimizar las fases de crecimiento y producción. Todos los substratos probados permiten crecimiento y producción del EPS (Figura 1A). Los cultivos muestran dos fases nutricionales correspondientes al crecimiento no limitado y a la producción del EPS; la limitación en nitrógeno induce la segunda fase. La mayor producción de EPS fue con glucosa y la menor con manitol. Sin embargo el EPS producido en glucosa presentó una baja calidad reológica (Figura 1B) caracterizada por el bajo índice de consistencia K=5.2 Pa sn y baja pseudoplasticidad (n=0.4). El cultivo en sacarosa produjo menor concentración de EPS (25.5 gEPS l-1) de mejor calidad reológica, con altos valores de K=107.5 Pa sn y grado de pseudoplasticidad (índice de flujo, n= 0.2). [image: image6.wmf]Tiempo (h)
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Figura 1. Perfiles de los cultivos alimentados en exceso de substrato y limitación de nitrógeno, producción de EPS (A) y propiedades reológicas (B). K. pneumoniae K63 crecida en diferentes substratos: fructosa ((,(), glucosa ((,▼), sacarosa ((,▲), sorbitol (□,() y manitol (◊,().

En glucosa la formación de metabolitos secundarios representa el 21.8 % de conversión de carbono y en sacarosa el 7.3 %. Se ha encontrado que bajo condiciones de exceso de substrato, K. aerogenes (ahora K. pneumoniae) excreta una gran variedad de metabolitos parcialmente oxidados. La variedad y cantidad de estos dependen del tipo de limitación nutricional (Teixeira de Mattos y Neijssel 1997). Este es el caso de K. pneumoniae K63, donde un amplio espectro de metabolitos fue excretado; metabolitos resultantes del metabolismo oxidativo (ácidos acético y pirúvico) y en menor cantidad del metabolismo reductivo (acido láctico, etanol, acetoina y 2,3-butanediol). Lo anterior provocó una disminución en los rendimientos del EPS y también en el comportamiento reológico, ya que no se encontró una proporcionalidad entre la concentración del EPS y el incremento en la viscosidad.

Producción en limitación de glucosa y nitrógeno
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Figura 2

. Cultivo alimentado en limitación de glucosa y N.
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A fin de disminuir la producción de metabolitos secundarios y producir una mayor cantidad de EPS de alta calidad reológica, se realizó un cultivo en limitación de glucosa y nitrógeno. Una concentración de glucosa no limitante cercana a 2 g l-1 fue empleada para la fase de crecimiento. Para la fase de producción, el consumo de substrato fue calculado y reajustado de acuerdo a la demanda biológica. El consumo se evaluó a partir de los valores obtenidos en fase de crecimiento no limitante: variación de la biomasa para un valor de  (0.14 o 0.025 h-1), rendimiento teórico de biomasa, velocidad específica de producción de EPS y rendimiento de EPS. En la Figura 2 se observa que a pesar de que la producción de biomasa fue mayor el control de flujo de C permitió la producción del EPS y una mejor conversión de C (solo se obtuvo biomasa, CO2 y EPS). Comparado con el cultivo en exceso de glucosa, se produjo menor cantidad de EPS (18.1 gEPS l-1) pero de excelente calidad reológica con una valor de K cercano a 130 Pa sn. La glucosa residual fue mantenida por debajo de la concentración detectable durante la fase de producción. 

Caracterización fisicoquímica del EPS 
Los espectros de RMN de 13C y 1H permiten la asignación de C y H, la configuración se realiza por comparación de las señales con tablas de desplazamiento químico y constantes de acoplamiento. La Figura 3 presenta el espectro RMN de 13C del EPS a 70 °C en D2O. El espectro indica que la unidad de repetición esta compuesta de tres azúcares, debido a la presencia de los picos situados entre 95 y 103 ppm que representan 3 C anómeros. El valor de los desplazamientos químicos indican que los azucares son de configuración . Los espectros indican la naturaleza de los azúcares y la presencia de un grupo acetato sobre el acido galacturónico. De esta manera se confirmó la unidad de repetición del EPS en relación a la estructura propuesta por Joseleau y Marais (1979). El EPS esta formado por galactosa (Gal), acido galacturónico (GalA) y fucosa (Fuc), los grupos acetato se sitúan en el C4 del GalA, la posibilidad de encontrarse también en Fuc no debe ser excluida.

Imágenes en microscopio de fuerza atómica

Las imágenes del EPS muestran claramente el fenómeno de agregación, en la Figura 4 se observa el agregado formado, que esta constituido de finas fibras alrededor de un núcleo de EPS aglomerado. No se observan cadenas individuales por lo que no es posible hacer medidas para determinar la masa molecular exacta. Se intento formar cadenas individuales con calentamiento de la muestra y filtración, pero no fue posible obtenerlas como las observadas en goma xantana, este polisacárido bacteriano formar hélices solas, dobles o triples e interaccionar para formar un complejo o “microgel” (Morris et al. 2001). 
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Figure 3. Espectro 13C-RMN del exopolisacárido de K. pneumoniae K63 en D2O, 70°C.

La bibliografía nos indica que los polisacáridos que forman agregados exhiben viscosidad aparente elevada, pseudoplasticidad y “yield stress” (Margaritis y Pace 1984). La agregación molecular puede ser afectada por el medio ambiente lo que explica las diferencias en la viscosidad observada en los cultivos y la no proporcionalidad entre la concentración de EPS y el índice de consistencia, K. Las medidas de dispersión de la luz confirman la agregación de la molécula y muestran también polidispersión, es decir que la molécula presenta diferentes masas moleculares (datos no mostrados aquí). 
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