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1. INTRODUCCION

Los plasticos son productos baratos, ligeros, duraderos, elaborados a partir de
polimeros sintéticos que tienen la propiedad de ser moldeados y generar una amplia
variedad de productos con muy diversas aplicaciones. Debido a estas caracteristicas, se
han convertido en materiales insustituibles en el uso cotidiano del hombre. A partir de su
introduccion al mercado, la produccion de polimeros ha incrementado de manera
importante, siendo los materiales de empaque y productos de vida corta los mas
abundantes en el mercado. Sin embargo, la alta durabilidad y su poca biodegradabilidad
ocasiona que grandes cantidades de residuos sean acumulados en los suelos y
ecosistemas, generando asi diferentes problemas de salud y dafios importantes en el
ambiente (Hopewell, Dvorak, & Edward, 2009).

Se han implementado estrategias para el control de los residuos plasticos. El
reciclaje de estos materiales es una estrategia altamente utilizada para disminuir el
impacto ambiental. Sin embargo, la generacién de residuos sobrepasa la infraestructura
disponible de reciclaje, al menos en México, por lo que ha sido necesario buscar
estrategias diferentes, una de ellas es la produccion de bioplasticos.

Un material es considerado un bioplastico si tiene alguna de las siguientes
caracteristicas: su composiciébn o una fraccion de éste es a base de compuestos
organicos de origen natural (biobasados); o son biodegradables, o cumplen con ambas
caracteristicas (Bioplastics, 2016). En caso de los bioplastico-biobasados pueden ser de
origen vegetal, donde los biopolimeros son extraidos de plantas, o bien pueden ser de
origen bacteriano, cuando son producidos a través de un proceso bioquimico con cepas
bacterianas (Bioplastics, 2016). En este ultimo caso, también existen polimeros que son
excretados o sintetizados fuera de la célula llamados exopolisacéaridos, lo cual facilita los
procesos de purificacion de estos (Donot, Fontana, Baccou, & Schorr-Galindo, 2012).
Unos de los polimeros que cumple con estas caracteristicas y que ademas tiene un gran
numero de aplicaciones a nivel industrial son las dextranas. Las dextranas son polimeros
solubles en agua con estructura lineal con monémeros de glucosa unidos por enlaces
a(1-6) (Robyt, Yoon, & Mukerjea, 2008). Estos polimeros tienen una gran cantidad de
aplicaciones, por ejemplo como sustituto de sangre, como red molecular, agente

emulsificante, agente adsorbente en sistemas contaminados, entre otras.



Las dextranas son sintetizadas por la dextransacarasa, la cual utiliza sacarosa
como Unico sustrato. Existen cepas que sintetizan la enzima de manera natural, como
Leuconostoc mesenteroides y Streptococcus, lo cual los convierte en organismos de
interés industrial. Sin embargo, a pesar de que los Streptococcus sintetizan la enzima de
manera constitutiva, la cepa mas utilizada ha sido L. mesenteroides, cuyas cepas nativas
sintetizan la enzima Unicamente en presencia de sacarosa. Esta bacteria 4cido-lactica
se encuentra en diversos ambientes, incluidos algunos alimentos fermentados. Se ha
encontrado que esta bacteria, ademas de producir la dextransacarasa, tiene
propiedades probitdticas y es considera una bacteria tipo GRAS. La falta de
patogenicidad le permite a la industria hacer uso de este microorganismo para la
produccion de dextransacarasa y a su vez de dextranas (Montersino, Prieto, Mufioz, &
De las Rivas, 2008; Joshi & Koijam, 2014; Saravanan & Shetty, 2016).

Debido a su gran cantidad de aplicaciones, se han desarrollado diferentes
estrategias para aumentar la produccion de polimero y de la enzima, esta Ultima presenta
variaciones dependiendo la cepa de L. mesenteroides que la sintetice. Una de estas
estrategias es la mutacion de algunas cepas para incrementar la sintesis de la enzima.
Leuconostoc mesenteroides B512FMC es una mutante de la cepa B512F (Kitaoka &
Robyt, 1998). A diferencia de la cepa silvestre (B512F), la mutante tiene la propiedad de
producir enzima de manera constitutiva utilizando cualquier fuente de carbono, ambas
cepas presentan la caracteristica de que la sintesis de la enzima esta directamente
ligada al crecimiento (Kitaoka & Robyt, 1998). Sin embargo, se ha encontrado que
existen diferencias en la estructura del polimero cuando se utilizan diferentes
condiciones en la produccion del polimero (Kim D. , Robyt, Lee, Lee, & Kim, 2003).
También se ha encontrado que la enzima presenta actividad aun en ausencia de
sacarosa como sustrato principal (Kim & Robyt, 1994). Esto permite suponer que la L.
mesenteroides B512FMC es capaz de producir un polimero a partir de alguna otra fuente
de carbono diferente a la sacarosa, y que este producto tendra diferencias estructurales
al modificar también las condiciones de cultivo. Tomando esto en cuenta, se propone
realizar un estudio donde se evallen las propiedades estructurales de los polimeros
producidos por Leuconostoc mesenteroides B512FMC con diferentes fuentes de

carbono y condiciones de cultivo.



2. MARCO TEORICO

2.1 Polimeros sintéticos y sus afectaciones

Los productos conocidos como plasticos son materiales ligeros, duraderos, con
bajos costos de produccion y pueden ser moldeados en mdltiples formas, por lo que
tiene una amplia variedad de aplicaciones. Son fabricados a partir de polimeros
sintéticos y tuvieron su insercién al mercado en el afio de 1940 (Al-Salem, Baeyens, &
Lettieri, 2009). Inicialmente eran fabricados a partir de recursos de origen natural, como
resinas y cauchos; sin embargo, el uso de hidrocarburos facilitd la fabricacion de
plasticos (Hopewell, Dvorak, & Edward, 2009).

Sus diversas propiedades les han conferido una gran popularidad en la sociedad,
lo que ha derivado en un incremento en la produccién de estos materiales. Al momento
de su insercién al mercado, la produccion mundial era de apenas 1.5 millones de
toneladas. Para el afio 2007 se registré una produccion de 260 millones de toneladas
(Europe, 2012) y en el 2012 el registro fue de 288 millones de toneladas, lo cual indica
un incremento de 9% anuales (Dris, y otros, 2015). En la llustracion 1 se muestra la
produccién de plasticos a partir de 1950 hasta el 2012 a nivel mundial y en Europa. En

la llustracién 1 se observa un notable incremento en la produccion de plasticos.

Del total de plastico generado, aproximadamente el 50% es usado para la
elaboracion de productos de vida corta, como empaques o productos desechables; del
20-25% se forman productos con tiempo de vida medio y el resto en productos de larga
duracién, que al terminar su tiempo de vida util se convierten en residuos sélidos

plasticos.
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llustracion 1 .Produccion mundial de plastico (Europe, 2012)

Tomando en cuenta que por lo menos la mitad de los materiales plasticos son de
vida corta, existe una gran produccion de residuos en un periodo de tiempo muy corto.
Sumado a esto, las estructuras complejas que tienen estos materiales dificultan su
biodegradacién en las condiciones en condiciones ambientales y su tiempo de residencia
se extiende por décadas o hasta cientos de afios antes de que sean degradados. La
presencia prolongada de estos residuos en los ambientes deriva en la contaminacién de
éstos, ya sean aguas o suelos. Esto ocasiona problemas en el ambiente y en la salud
tanto de la biodiversidad y como del hombre (Hopewell, Dvorak, & Edward, 2009). La
situacién nacional mexicana no es diferente a la situacion mundial. En México, la
produccion de residuos sélidos plasticos ha sufrido un notable incremento. Tal como se
muestra en la llustracion 2, en 1992 la generacion anual de estos residuos era de 962.18
mil toneladas y para el afio 2012 llegé hasta los 4.5 millones de toneladas (Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2013).

A pesar de su facilidad relativa de separacion y recoleccion, en México se tiene
la infraestructura para procesar apenas el 12% de residuos para el reciclaje (Saade,
2013), el resto es destinado a tiraderos, donde se vuelven una fuente importante de
contaminacién como ya se mencioné anteriormente. Esto ha dado pauta a desarrollar

estrategias para reducir el impacto ambiental de estos materiales. El reciclaje ha sido de
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las estrategias mas utilizadas, sin embargo, no ha sido efectiva en todos los paises,
debido a la falta de infraestructura y a la cultura de no separar residuos en la sociedad.
Sin embargo, existen estrategias diferentes para disminuir el impacto de estos
materiales. Una de las estrategias que mas han resonado en los ultimos afios es la

produccién de bioplasticos.
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1000 -
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llustracion 2. Generacion de residuos sdlidos plasticos en México (Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales, 2013)

2.2 Bioplasticos como una alternativa de solucién

Hoy en dia es comun escuchar el término de bioplasticos, plasticos verdes,
plasticos biobasados, entre otros nombres. Un material tipo plastico es bioplastico si
cumple con alguna de las siguientes caracteristicas: es biodegradable, biobasado o
retine ambas propiedades. Un producto biobasado es aquél cuya composicion total o la
mayor parte de éste, fue elaborada a partir de biomasa vegetal o microbiana. Por otra
parte, un material es biodegradable si, a partir de la microbiota presente en el ambiente
es posible obtener agua, CO, y composta en un lapso relativamente corto. La
biodegradabilidad no es una propiedad que dependa del origen de la materia prima, sino
de la complejidad de la estructura del material. Dependiendo de la complejidad, el
material puede o no ser biodisponible para su degradacién. Es por eso por lo que existen

bioplasticos biobasados que no son biodegradables, al igual que existen plasticos que al
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modificar su estructura, les confiere la propiedad de biodegradabilidad (Bioplastics,
2016).

A pesar de su creciente desarrollo en los ultimos afios, la idea de los bioplasticos
no es nueva. En 1910, Henry Ford contemplaba el uso de residuos agricolas para la
produccién de algunas piezas en el ensamblaje del automovil. Sin embargo, esta idea
fue desplazada a partir del uso de los combustibles fésiles para la produccion de
plasticos, debido a los bajos costos de produccién. No fue, sino décadas después,
cuando se retomaria la idea de los bioplasticos a partir de un creciente impacto en el
ambiente y la sociedad (Experts, Industry, 2012), por lo que se han desarrollado politicas
y normas para el control de los impactos ambientales. Es por eso que algunas empresas
de piezas y accesorios de automéviles ya utilizan plasticos biobasados para elaborar
piezas de tablero y otros accesorios. Asi mismo ya se utilizan los bioplasticos para la
elaboracion de diversos productos de uso diario. Se cree que algunos bioplasticos
tendran las caracteristicas suficientes para poder sustituir el uso del acero y otros
materiales mucho mas resistentes en las diferentes industrias. Hoy en dia podemos ver
bioplasticos biobasados en productos de uso diario. El ejemplo mas destacado ha sido
la fabricacion de botellas de plastico a partir de residuos agroindustriales, lo cual ha
generado un impacto positivo en la sociedad y en el ambiente. Esto ha fijado un interés
para la produccion de estos materiales a nivel industrial y se ha vuelto un producto de
interés en el mercado. Para el afio 2011, la demanda en América del Norte fue de
aproximadamente 109.5 millones de toneladas métricas, y la demanda ha ido en

aumento (Experts, Industry, 2012).

2.2.1 Uso de microorganismos para produccién de polimeros

Existen diferentes materias primas con las que se pueden elaborar bioplasticos.
Los productos de origen vegetal, como resinas, almidén, lignina, celulosa, fueron los
primeros materiales utilizados para la fabricacién de bioplasticos. Sin embargo, tienen la
desventaja de requerir grandes cantidades de materia prima para su fabricacion, ademas
de que ésta tiene un periodo largo de regeneracion y requiere grandes areas para su
cultivo. Por otra parte, también es posible obtener materiales para la fabricacion de
bioplasticos usando microorganismos. A diferencia de los productos de origen vegetal,
los cultivos bacterianos tienen un tiempo de crecimiento mucho menor, requieren menor

area de trabajo, pueden utilizar diferentes medios de cultivo para reducir costos, entre
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otras caracteristicas favorables para su uso (Donot, Fontana, Baccou, & Schorr-Galindo,
2012).

Existe una gran variedad de biopolimeros con propiedades utiles para la industria,
entre los mas destacados son el polihidroxibutirato (PHB), polihidroxalcanoatos (PHA),
xantanas, levanas, dextranas, entre otros. Estos son producidos por una gran cantidad
de microorganismos, como bacilos, lactobacilos, propionobacterias, pseudomonas,
acetobacterias, algunas levaduras y hongos (Patel, Michaud, Soccol, & Pandey, 2010)
(Donot, Fontana, Baccou, & Schorr-Galindo, 2012). Polimeros como el PHB y el PHA,
tienen una estructura compleja que les confieren gran resistencia, durabilidad y
caracteristicas hidrofébicas. Son utilizados para la elaboracién de productos de alta
durabilidad. Estos polimeros son sintetizados como reserva de energia en forma de
granulos de manera intracelular, por lo que es necesario romper la célula para extraer el
producto de interés (Zinn, Witholt, & Egli, 2001) (Sutherland, 2005). En otros casos, el
polimero cumple, ademas de reserva de energia, funciones de proteccién en ambientes
extremos o soporte para fijarse a superficies solidas, por lo que es sintetizado al exterior
de la célula (Donot, Fontana, Baccou, & Schorr-Galindo, 2012). Al estar presentes fuera
de la célula de manera natural, se facilita la obtencién y purificacion de estos

exopolisacéaridos en los diferentes ambientes en que éstos se sinteticen.

Se han encontrado polimeros extracelulares en algunos alimentos fermentados,
donde las condiciones de acidez y los altos contenidos de azlcares promueven la
sintesis de estos polimeros por algunas bacterias acido-lacticas. Este tipo de alimentos
presentan propiedades viscosas debido al contenido de polimero que se encuentra en
ellos (Montersino, Prieto, Muiioz, & De las Rivas, 2008) (Joshi & Koijam, 2014)
(Saravanan & Shetty, 2016). Tal es el caso de algunos alimentos de la India (Joshi &
Koijam, 2014), del vino (Montersino, Prieto, Mufioz, & De las Rivas, 2008), del Kimchi en
Korea (Park, Ahn, Kim, & Chung, 2013) y del pulque en México (Valadez-Blanco, Bravo-
Villa, Santos-Sanchez, Velasco-Almendarez, & Montville, 2012), donde se ha encontrado
a Leuconostoc mesenteroides. Esta bacteria acido latica, en especifico la cepa industrial
B-512, ha sido tal vez la mas utilizada para la produccion de la enzima dextransacarasa,
la cual es responsable de la sintesis de dextran, uno de los polimeros que mas han sido

utilizados en los dltimos afios (Robyt, Yoon, & Mukerjea, 2008).
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2.3 Dextranas

De los biopolimeros que mas uso han tenido son las dextranas (CsHsO10) n. ESte
polimero esta formado por residuos de glucosa unidos por enlaces a (1-6) y algunas
ramificaciones en enlaces a (1-2), a (1-3) y a (1-4) [llustracion 3], dependiendo de la
cepa utilizada. Asi mismo tiene una diversidad de pesos moleculares (Pharmacosmos,
2017) que le confieren una gran diversidad de aplicaciones en diferentes areas de

interés, como la farmacéutica o industrial (Vandamme, 2005).

llustracion 3. Estructura lineal de dextran con enlaces a (1-6) y ramificacion en a (1-3)
(Pharmacosmos, 2017)

Las dextranas, son un conjunto de exopolisacaridos solubles en agua,
sintetizadas por la enzima dextransacarasa usando la sacarosa como unico sustrato. Es
un polimero en forma de pelicula o granulos que es sintetizado al exterior de la célula.
La dextransacarasa es sintetizada por cepas de L. mesenteroides y algunas cepas de
Streptococcus spp. El mecanismo de sintesis se basa en la adicion de residuos de
glucosa, obtenida a partir de la sacarosa, en la cadena creciente de dextran. La cadena
esta unida principalmente por enlaces a (1-6) en un 96% y tiene algunas ramificaciones
en a (1-2), a (1-4) [llustracion 4]. La sacarosa es utilizada por la dextransacarasa 1(X1),
donde se retira la fructosa, y el residuo de glucosa es afiadido a la cadena creciente de

la molécula de dextrana en el sitio activo 2(X2) (Roby, Kimble, & Walseth, 1974).
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llustracion 4. Mecanismo de biosintesis de dextranas. X1 y X2 representan los grupos
nucleofilicos del sito activo. O representan glucosa, < representa fructosa, O-<
representa sacarosay O-O representa union entre dos glucosas por enlace a (1-6)

2.3.1 Aplicaciones actuales de las dextranas

Cémo ya se mencioné anteriormente, la aplicacién de las dextranas es muy
amplia debido a la diversidad de tamafios moleculares y a la solubilidad que este tiene.
Las dextranas de relativo peso molecular bajo (40-100 KDa) [Tabla 1] han sido las mas

estudiadas debido a sus aplicaciones en el area farmacéutica.

Tabla 1. Tabla con lista de pesos moleculares en KDa y Diametro de Stokes en nm

Peso Molecular (KDa Diametro de Stoke (nm

2000 27.00
1000 19.90
500 14.70
200 9.50
100 6.90
70 5.80
50 4.95
40 4.45
10 2.36

(Pharmacosmos, 2017)

De los principales usos que tienen las dextranas, es como sustituto de plasma en
la sangre por medio de la infusion. Cada gramo de dextranas es capaz de absorber hasta
20 ml de agua, lo cual permite una mejor circulacién y amplia el volumen de liquido
circulante en el cuerpo. Las dextranas entre 40-100 KDa presentan una estabilidad
estructural que les permite permanecer en el torrente sanguineo sin afectar al huésped.
Con un peso inferior a 40 KDa, la molécula es facilmente degradada por las células del
cuerpo, afectando la funcionalidad del polimero. Por otra parte, al superar los 100 KDa,
la circulacién de la sangre se ve comprometido, y existe mayor riesgo de presentar un

cuadro alérgico. Sin embargo, se estima que el 20% de la poblacion que utiliza las
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dextranas puede presentar reacciones alérgicas hacia este polimero, lo cual ha limitado
su uso de manera regular en el &mbito hospitalario. Se ha utilizado como acarreador de
hierro y otros farmacos en la sangre; derivados como el sulfato de dextrano (sulfate ester
of dextran) tiene propiedades anticoagulantes, inhibidor de ribonucleasas y su efecto
inhibidor de la transcriptasa reversa para su uso en el tratamiento de VIH (Vandamme,
2005;Bhavani & Nisha, 2010).

Fuera del &rea de salud, se han empleado los derivados de las dextranas, como
ésteres y éteres. La aplicacidbn que le sea otorgada,dependerd principalmente del
tamafio de molecular y la técnica con que se hayan obtenido los derivados. La reaccion
con solucién salina y epiclorohidrina crea cruces en los enlaces, obteniendo como
producto un gel que es utilizado para tamizar proteinas, polisacaridos e incluso acidos
nucléicos. Otros derivados como el mercaptodextran ha demostrado tener afinidad por
iones de metales pesados, por lo que se le ha dado un uso en el area ambiental como
adsorbente (Vandamme, 2005).

En el area de alimentos, las dextranas han sido utilizadas como suavizantes y
expansores de volumen en algunos productos de reposteria. Ha tenido aplicaciones
como preservador de sabor y agente emulsificante en dulces y helados. Se ha
demostrado que el uso de dextranas preserva de mejor manera los productos
congelados (Bhavani & Nisha, 2010). Se han realizado estudios, donde se demuestran
propiedades prebidticas de las dextranas ya que favorecen el crecimiento de la
microbiota intestinal y algunos probiéticos como bacillos (Kothari, Rao Tingirikari, &
Goyal, 2015).

2.3.2 Dextranas en la fabricacion de bioplasticos

Uno de los posibles usos que se les puede dar a las dextranas, son como
materia prima para la elaboracion de bioplasticos. Lopez-Pérez (2003) evalué las
propiedades de biopeliculas elaboradas con almidén termoplastico y glicerol, y
reforzadas con dextranas. La estructura formada [llustracion 5] al usar estos
componentes es una estructura compleja que le confiere un reforzamiento en las

propiedades mecanicas y de barrera.
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llustracion 5. Posible interaccién de dextranas con amilosa, amilopectina y glicerol
(L6pez Pérez, 2013)

En el estudio mencionado anteriormente se compararon las propiedades
mecanicas de polietileno de alta y baja densidad con peliculas de almidén termoplastico
reforzadas con 1% de dextranas y levanas. Se observé que al reforzar las biopeliculas
con dextranas sus propiedades mecénicas aumentaron en comparacion con la
biopelicula control en cada una de las pruebas realizadas (Lopez Pérez, 2013). En el
caso de la elongacion, se obtuvo un porcentaje de elongacion alrededor del 40%, mayor
gue la biopelicula control y que el polietileno de alta densidad. Sin embargo, el polietileno
de baja densidad tuvo una elongacién del 100%, la cual fue por mucho superior a las
biopeliculas reforzadas. En la prueba de tension a la fractura, las peliculas adicionadas
con dextranas aumentaron su tension a la fractura en comparacion de las peliculas
control, pero fueron superadas por todas las demas peliculas, especialmente el
polietileno de alta densidad. Por ultimo, en el médulo de Young, la adicion de dextranas

mejora las biopeliculas en comparacién de la biopelicula control (L6pez Pérez, 2013).
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3. ANTECEDENTES

3.1 Produccién de dextranas

Existen diferentes estrategias para mejorar la produccion o sintesis de diferentes
productos biotecnolégicos, por lo cual es necesario modificar las condiciones de cultivo
0 de sintesis para optimizar y mejorar la produccién de estos compuestos. Existen
condiciones ambientales como temperatura, pH, fuete de carbono, etc., en las cuales
cualquier organismo tiene un crecimiento Optimo, al igual que existen condiciones
Optimas para la sintesis de algun producto (Doran, 2013). Es por eso por lo que se han
desarrollado investigaciones para encontrar e implementar las condiciones de cultivo
Optimas, ya sea para el crecimiento de algun organismo o la sintesis de algin producto
en especifico. Este tipo de investigaciones requiere de una parte experimental, que por
lo general es llevada a cabo en cultivos por lote, debido a sus relativos tiempos cortos
de operacion, la poca probabilidad de contaminacion, entre otras caracteristicas que la
vuelven una técnica importante en la investigacion (Doran, 2013). Asi, el cultivo en lote
se ha utilizado ampliamente para el estudio de la produccion de dextranas y
dextransacarasa utilizando diferentes cepas de L. mesenteroides (Auriol, Oriol, &
Monsan, 1984) (Dols, Remaud-Simeon, & Monsan, 1997). En estudios anteriores
(Velkovic V. B., y otros, 1992), se ha encontrado que la sintesis de la dextransacarasa
estd directamente asociada al crecimiento de L. mesenteroides, por lo que a mayor
crecimiento celular también se presenta una mayor sintesis de esta y en consecuencia

se podria esperar mayor produccién del polimero.

3.1.1 Efecto de latemperatura

Uno de los factores principales que se deben controlar en los bioprocesos es la
temperatura, debido a que cada microorganismo 0 enzima tiene una temperatura ideal
en la cual sintetiza cierto producto, o bien, existen temperaturas en las cuales el
microorganismo o la enzima pierden totalmente actividad (Doran, 2013). Dependiendo
del tipo de microorganismo existen intervalos de temperatura en la cual crece mejor. De
acuerdo a la temperatura de crecimiento existen una clasificacién de microorganismos:
psicrofilos aquellos tienen una temperatura Optima de crecimiento de 15°C o menor,

mesofilos con temperaturas de crecimiento superiores a los 15°C hasta 40°C, termdfilos
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con temperaturas de crecimiento superiores a los 40°C hasta 80°C e hipertermofilos con
temperaturas de crecimiento superiores a los 80°C (Madigan, Martinko, Dunlap, Clark, &
P., 2009).

Santos y colaboradores (2000) observaron que al utilizar 35°C se obtuvo la mayor
concentracion celular de L. mesenteroides (7.85 gL!) a las 7 h de cultivo con una
actividad enzimatica de 55.6 DSUmI. Sin embargo, la actividad enzimatica fue mayor
por aproximadamente 15 DSUmI?! cuando se utiliz6 una temperatura de 20°C (71.7
DSUmI?) (Santos, Teixeria, & Rodriguez, 2000).

Aman y colaboradores (2012) observaron que al utilizar 25°C y 100 gL* de
sacarosa se obtuvo la mayor concentracion de dextranas con Leuconostoc
mesenteroides AAL. Con esta temperatura se obtuvo el mayor porcentaje de conversion
de sustrato a dextranas, siendo 48.9% (Aman, Siddiqui & Qader, 2012).

Se ha observado que la cepa L. mesenteroides B512F presentd una mayor
produccion de dextranas cuando se utilizd un intervalo de temperatura de entre 30 y
34°C, mientras que al utilizar una temperatura de entre 15-30°C el rendimiento baja. Asi
mismo se observé que con una temperatura de entre 4-10°C el grado de polimerizacion

de las dextranas aumentaba (Tsuchiya, y otros, 1955).

3.1.2 Efecto del pH

El pH es otro de los factores que mas se controlan en los procesos
biotecnoldgicos (Doran, 2013). El pH puede afectar el crecimiento bacteriano e incluso
inactivarlo (Madigan, Martinko, Dunlap, Clark, & P., 2009). Asi mismo también afecta la
actividad enzimatica, favoreciendo o inhibiendo la actividad de ésta (Nelson & Cox,
2009). Se ha observado que el pH afecta el rendimiento en la producciéon de
exopolisacéaridos y el peso molecular del mismo (Shu & Lung, 2004). Tomando eso en
cuenta, se han realizado estudios donde se evalla el pH de diferentes cultivos de L.
mesenteroides B512F (Tsuchiya, y otros, 1955) y KIBGE HA1 (Aman, Siddiqui & Qader,

2012), entre otras cepas

Se ha observado que la mayor concentracion de polimero se ha obtenido a pH 5
en L. mesenteroides B512F, el cual no coincide con el pH al cual se obtiene la mayor

concentracion celular, que corresponde a pH 6.7. En pH mas bajo como 4, no se ha
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registrado actividad enzimatica ni crecimiento celular (Santos, Teixeria, & Rodriguez,
2000).

Con la informacién anterior se puede afirmar que las condiciones Optimas de
cultivo no siempre son las mismas para la obtencién de producto deseado. Si bien se
menciond anteriormente que la sintesis de la detransacarasa estd directamente
asociada al crecimiento, se observa que el 6ptimo funcionamiento de ésta se encuentra

en condiciones diferentes a las Gptimas para el crecimiento bacteriano.

3.1.3 Efecto de la concentraciéon de sustrato en la produccion de dextranas y
crecimiento microbiano

La sacarosa es el principal sustrato para la activacion de la sintesis de
dextransacarasa, ademas de ser el Unico sustrato para la sintesis de dextranas (Roby,
Kimble, & Walseth, 1974). Tomando eso en cuenta es importante que exista una buena
disponibilidad de sustrato en el medio, ya sea para el crecimiento bacteriano y/o para la
sintesis de algun producto. En estudios anteriores se ha evaluado el efecto de la
concentracion de sustrato inicial en la produccion de dextransacarasa y biopolimero. Se
ha observado que una concentracion inicial de 40 gL de sacarosa, pH 5.5y 35°C, la
actividad enzimatica fue mayor, sin embargo, se observé que el pH tiene un mayor efecto
en la actividad enzimatica que el sustrato y la temperatura (Santos, Teixeria, &
Rodriguez, 2000). Concentraciones superiores a los 40 gL? inhiben la actividad
enzimatica, afectando el funcionamiento 6ptimo de la enzima (Nelson & Cox, 2009). Este
efecto también fue observado en L. mesenteroides B512F donde la mayor actividad
enzimatica fue con 10% de sacarosa mientras que, al aumentar la concentracion de
sustrato, la actividad enzimética se vio disminuida (Goyal, Nigam, & Katiyar, 1995). Por
otro lado, en L. mesenteroides AAl el mayor porcentaje de conversion de sustrato se
presentd con una concentracion inicial de 10 gL, obteniendo una conversiéon de 48.9%

de sustrato a dextranas (Aman, Siddiqui & Qader, 2012).
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3.1.4. Efecto de otros componentes del medio de cultivo

3.1.4.1 Nitrégeno

Ademas de la fuente de carbono, la fuente de nitrégeno juega un papel importante
en el crecimiento microbiano y en la producciébn de dextranas. Se han evaluado
diferentes fuentes de nitrégeno, encontrando que la mayor concentracién de polimero
se obtuvo al utilizar caseina. Sin embargo, también se observé que, al utilizar extracto
de levadura, se obtuvo una concentracién importante de polimero (Onilude, y otros,
2013).

3.1.4.2 Cloruro de Calcio (CacCly)

El Ca en su forma de CacCl, tiene un efecto importante en la sintesis de dextranas.
El CaCl;actia como un estabilizador de la enzima dextransacarasa, lo cual provoca que
la sintesis de polimero se vea favorecida (Qader S. A., Aman, Bano, Syed, & Azahar,
2008). Concentraciones de 0.005% de CaCl> han permitido obtener mayores
concentraciones de polimero, asi como el mayor porcentaje de conversiéon de sustrato,
densidad y viscosidad del medio de cultivo. Sin embargo, cuando se incrementa la
concentracion de este compuesto, la productividad de la enzima disminuye (Aman,
Siddiqui & Qader, 2012).

3.1.4.3 Efecto de la aireacion en la produccion de dextranas

El oxigeno es de vital importancia para algunos microorganismos, ya que es
utilizado en la respiracion aerobia. Existen también microorganismos que no requieren
oxigeno para sobrevivir, pero que pueden utilizarlo dentro de su metabolismo (Madigan,
Martinko, Dunlap, Clark, & P., 2009). En el caso de Leuconostoc mesenteroides, el
oxigeno no es crucial para su crecimiento (Vandamme, 2005), sin embargo, se han
realizado estudios para observar el efecto del oxigeno en su crecimiento y en la
produccion de dextranas. La aireacion beneficia de manera importante la produccién de
dextranas, de la enzima y de la bacteria, aun cuando el pH no es controlado. Cuando

ademas de suministrar aire, se controla el pH, se presenta una mayor produccién de
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dextranas, una maxima produccion de enzima y mayor rendimiento de dextranas en un
menor tiempo de fermentacidn, lo cual beneficia de manera importante el proceso (Lazic,
Veljkovic, Vucetic, & Vrvic, 1993). Se ha observado que algunas cepas de Leuconostoc
no solo toleran el oxigeno, sino que pueden consumir grandes cantidades mientras esté
presente en el medio ya que al incrementar el flujo de aire también se incrementa la
concentracion celular y a su vez el consumo de oxigeno (Plihon, Taillandier, &
Strehaiano, 1995).

3.2 Tipos de cultivos para la produccién de dextranas

Ademas de las estrategias establecidas para cultivo en lote, se han desarrollado
otras estrategias con cultivos diferentes para la produccion de dextranas. Se ha evaluado
el desempefio de L. mesenteroides B512 (F) en cultivo continuo, sin embargo, este
cultivo present6 dificultades en la produccion de dextranas debido a la continua
competencia por el sustrato entre la bacteria y la enzima (Lawford, Kligerman, &
Williams, 1979). Otros estudios han sido la produccién de dextranas a partir de la enzima
inmovilizada en amino-silica porosa por emparejamiento covalente. Las cadenas de
dextranas fueron mas largas que en cultivo en lote, cadenas de dextranas mas largas,
que a su vez aumentaron la viscosidad del medio, dificultando asi su separacion (Lépez
& Monsan, 1980) (Monsan & Lo6pez, 1981). Aunque de acuerdo con Monsan & Lépez
(1981), la presencia de maltosa en el medio mejord la unién de la enzima con el soporte
utilizado. Asi mismo, se implementé una estrategia para incrementar la produccion de
enzima en un cultivo en lote alimentado, encontrando que este tipo de cultivo es viable

para incrementar la produccion de dextranas.

Otra de las estrategias que se han utilizado para la produccién de dextranas, es
el uso de procesos en continuo, inmovilizando las células en lugar de inmovilizar a la
enzima. Esto confiere varias ventajas, entre las cuales esta el no separar, inmovilizar y
purificar la enzima; al inmovilizar la célula se pueden llevar a cabo una variedad de
reacciones, debido al complejo enzimatico de la célula, y en algunos casos le confiere
estabilidad a la célula, debido a que ésta se mantiene en su sitio nativo (Qader, Aman,
& Azhar, 2011). Bajo esas condiciones se ha encontrado que la produccion de dextranas
en células inmovilizadas en acrilamida podia durar hasta 480 h mientras que con células

suspendidas no superaba las 144 h (Qader, Aman, & Azhar, 2011).
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Lee y colaboradores (1992) evaluaron un sistema de cultivo continuo en dos
etapas para la produccion de dextranas clinicas (bajo peso molecular). En este estudio
se trabajé con L. mesenteroides B512F, en dbénde la primera etapa del sistema se
favorecieron las condiciones para la sintesis de la enzima dextransacarasa, en la
segunda etapa se modificaron las condiciones para favorecer la sintesis de dextranas.
El proceso en dos etapas favorecio la actividad enzimética a velocidades de dilucion
aproximadas de 0.5 h (Lee, Choi, Kim, & Koo, 1992). En otro proceso continuo se
evaluo el efecto que poseen la maltosa, dextran T-10 y dextran T-40 como aceptores
para terminar la reaccion de la enzima. Lo anterior se realizd con el fin de obtener
moléculas de dextranas de bajo peso molecular (40, 000-70,000KDa), usadas
principalmente para fines clinicos. EI mejor aceptor resulté ser el dextran T-10, ya que,
al aumentar su concentracion en el fermentador, la produccion de dextranas de bajo
peso molecular aumentd (Qader, Aman, & Azhar, 2011). Lo anterior da pie a seguir

estudiando la produccion de dextranas en sistemas en continuo.

3.2.1 Modificacién de organismos para incrementar la produccioén

Existen estrategias, ademas de la optimizacion de procesos, que se utilizan para
incrementar la produccion de productos en fermentaciones. Dependiendo del tipo de
microorganismos, se pueden realizar modificaciones en su genoma, afadir plasmidos o
inactivar ciertas vias metabdlicas. Para la produccién de dextranas, la cepa mas utilizada
es L. mesenteroides B512 (F), debido a que, de manera natural, sintetiza una gran
cantidad de la enzima dextransacarasa en comparacién con otras cepas de
Leuconostoc. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, la sintesis de esta
enzima es inducida Unicamente bajo la presencia de sacarosa. Esto representa ciertas
dificultades al momento de realizar cultivos y separar al producto del resto del medio de
cultivo. Ademas, existe una competencia directa entre la enzima y la bacteria, lo cual
afecta la productividad del cultivo. Otros de los factores que afectan la produccioén es la
viscosidad, ya que ésta aumenta al incrementar la presencia de dextranas en el medio,
lo cual dificulta la agitacion del medio y los fendmenos de transferencia (Kitaoka & Robyt,
1998).

Kitoaka y Robyt (1998) generaron mutantes de diferentes cepas de L.
mesenteroides, incluida la cepa B512F. En la Tabla 2 se muestra una comparativa de

las cepas nativas con las cepas mutantes, asi como el método de obtencion de las
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mutantes (Kitaoka & Robyt, 1998) y los resultados de la actividad enzimética de las
cepas nativas de L. mesenteroides con sus diferentes mutantes. En este estudio se
utilizaron diferentes fuentes de carbono, con el fin de identificar las cepas que puedan
sintetizar de manera constitutiva la dextransacarasa. De acuerdo con lo reportado por
Kitoaka y Robyt (1998), las diferentes cepas obtenidas son capaces de sintetizar
polimeros de naturaleza similar a las dextranas, aunque los sitios de enlace pueden
variar, modificando asi la estructura molecular del polimero y sus propiedades (Kitaoka
& Robyt, 1998). La cepa B512F derivd dos mutantes que sintetizan la enzima
dextrasacarasa de manera constitutiva. La cepa L. mesenteroides B512FMC y la L.
mesenteroides B512FMC/6HG8. Ambas cepas fueron evaluadas utilizando glucosa y
sacarosa como fuente de carbono. Estas mutantes presentan una mayor actividad
enzimética que la cepa nativa. Sin embargo, la mutante B512FMC/6HG8 obtuvo la mayor
actividad enzimatica, superando por mucho tanto a la cepa silvestre como a la mutante
B512FMC (Kitaoka & Robyt, 1998).

Tabla 2.Comparacion en la actividad enzimética de las mutantes contra la cepa silvestre

Glucose Sucrose
medium medium
{IU mi~? (U mi—"
B-B12F 0.0® 0.05=
B-B12FMC 1.0° 3.0°
0.0¢ 3.0¢
B-612FMC/6HGE 16.04 18.54
B-742 0.0® 0.04®
B-742CB 0.1° 0.15°
0.0¢ 0.1
B-742CB/AFAHb 3.04 3.4
B-1299 0.0® 0.08®
B-1299CB Supernatant 0.0¢ 0.1
Cell bound 0.0¢ 0.7¢
B-1299CB/BF5C3 Supernatant 0.5 0.24
Cell bound 0.54 1.1
B-1365 0.0® 0.1®
B-1365C 0.32% 2,538
0.0¢ 0.05*
B-1365C/CF10G3 2.04 1.59

(Kitaoka & Robyt, 1998)

3.3 Diferencias estructurales entre dextranas de diferentes cepas

Purama y colaboradores (2009) evaluaron la estructura y propiedades de las
dextranas producidas por la enzima dextransacarasa de la cepa NRRL B-640 utilizando

la FTIR (Purama, Goswani, Khan, & Goyal, 2009). Se observaron diferentes grupos
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funcionales que se esperaban en la estructura de las dextranas, como grupos hidroxilos,
uniones C-H y grupos carboxilo. Asi mismo, los enlaces a-glucosidicos fueron
encontrados en la estructura del polimero. Este enlace es caracteristico de las dextranas,
ya que indica la unién de las moléculas de glucosa para formar la cadena lineal de
dextranas y es el grupo que hace soluble a las dextranas en agua. Este enlace se ha
encontrado en L. mesenteroides AAL (Aman, Siddiqui & Qader, 2012), FT045B (Braga-
Vettori, Martins-Franchetti, & Contiero, 2012) y B512F, las cuales son dextranas solubles
en agua. Sin embargo, este grupo también esta presente en dextranas insolubles en
agua (Shukla, y otros, 2011). Se observo que la dextransacarasa de L. mesenteroides
NRRL B-1149 sintetiza dextranas insolubles en agua. Mientras que la mayoria de las
dextranas estan conformadas en un 95% de enlaces a (1-6), la NRRL B-1149 esta
conformada por un 65% de enlaces a (1-6), 30% a (1-2) y 5% a (1-3) (Shukla, y otros,
2011).

En las citas anteriores se habia discutido las diferencias estructurales que existen
con diferentes cepas. Sin embargo, también existen diferencias estructurales cuando se
varian las condiciones de cultivo como el pH y la temperatura. Se observé que los
cambios en las condiciones de cultivo afectan la distribucion del peso molecular de las
dextranas obtenidas. De acuerdo con lo obtenido por Kim y colaboradores (2003) se
observo que con 1% de sacarosa en el medio el peso molecular de las dextranas
aumenta debido a cadenas poliméricas mas largas, mientras que al aumentar la
concentracion de sustrato el peso molecular de las dextranas disminuye. Al evaluar el
efecto del pH, se observé que al utilizar pH 6 se obtuvo el mayor porcentaje de dextranas
con peso molecular de 108 Daltons, El porcentaje disminuye al disminuir el pH en el
medio de cultivo (Kim D. , Robyt, Lee, & Kim, 2003). También se ha observado que a
mayor concentracion de sustrato se presenta mayor ramificacion del polimero producido.
En cuestion del pH, el porcentaje de ramificacion aumenta conforme aumenta el valor de
pH, sin embargo, con un pH de 6, el porcentaje de ramificacién disminuye. Finalmente,
al aumentar la temperatura también aumenta el porcentaje de ramificacion del polimero
producido (Kim D. , Robyt, Lee, & Kim, 2003).
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4. JUSTIFICACION

La alta produccion de plasticos a nivel mundial, en especial aquellos que son de
vida util corta, han provocado diversas probleméticas en los diferentes ambientes y
ecosistemas. La alta complejidad de las estructuras les confiere a estos materiales una
alta durabilidad y resistencia, lo que provoca una alta residencia en el ambiente después
de su vida util. La acumulacion de estos materiales en suelos y diferentes ecosistemas
provoca afectaciones en la salud tanto del humano, como de los diferentes organismos
presentes en los ecosistemas. Existe también una gran problemética por el constante
uso de petréleo y gas para la fabricacion de estos materiales provocando un agotamiento

de estos recursos.

Ante estas problematicas, han surgido estrategias para minimizar los impactos
ambientales generados por estos materiales. La fabricacion de materiales con
propiedades similares a los polimeros sintéticos, y que ademas procedan de fuentes
renovables o que sean biodegradables, es una estrategia que se ha desarrollado en los
ultimos afos para reducir el impacto ambiental de los polimeros sintéticos. EIl término
gue se les ha otorgado a estos materiales es bioplastico, que surgen como una solucion
potencial para minimizar la problematica que existe con los polimeros sintéticos
convencionales. Se han realizado diversos estudios para su produccién a nivel industrial
e introducirlos al mercado. De los estudios que mas se realizan en cuestion de
bioplasticos, es la materia prima para utilizar la produccion de estos materiales. Uno de
los polimeros que han sido estudiados debido a su gran variedad de aplicaciones, son
las dextranas. Las dextranas son polimeros lineales a base de glucosa con enlaces a (1-
6) y son sintetizadas por la enzima dextransacarasa. Entre los principales
microorganismos que producen esta enzima se encuentra Leuconostoc mesenteroides,
la cual ha sido clasificada como GRAS (Generally Accepted as Safe), por lo que su uso

para la industria es favorable y no representa ningln riesgo sanitario.

Una de las posibles aplicaciones de las dextranas, es la generacion de
bioplasticos, ya que se ha demostrado que existe una mejoria de las propiedades
mecénicas y de barrera de peliculas de almidén termoplastico cuando se les adiciona
este polimero. Sin embargo, la relativa poca disponibilidad de las dextranas y la variedad

de estructuras posibles de ésta limita su uso para esta aplicacion, por lo gue es necesario
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disefiar estrategias para aumentar su produccion y evaluar su estructura molecular para

posibles aplicaciones

Se ha encontrado que las condiciones de cultivo para la produccion de la enzima
dextransacarasa (que esta directamente relacionada al crecimiento) son diferentes a las
cuales se sintetizan las dextranas. De las variables donde es mas notoria esta diferencia,
es en el pH y la temperatura. En caso del pH, al utilizar un pH de 6.7, el crecimiento de
L. mesenteroides se ve favorecido, sin embargo, la mayor actividad enzimatica se
presenta al utilizar un pH de 5.5. Se observa un efecto similar en la temperatura, donde
la 6ptima de crecimiento es diferente a la sintesis de polimero. Respecto al analisis
estructural de las dextranas se ha observado que existen diferencias cuando se utilizan
diferentes cepas de L. mesenteroides o cuando se utilizan diferentes condiciones de

cultivo.

Leuconostoc mesenteroides B512FMC es una cepa que sintetiza de manera
constitutiva la enzima dextransacarasa. Tomando en cuenta lo anteriormente
mencionado, es importante evaluar el analisis estructural de las dextranas producidas
por L. mesenteroides B512FMC a diferentes condiciones de pH, temperatura y fuente de

carbono.
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5. HIPOTESIS

El tipo de sustrato, asi como el pH y la temperatura en los cultivos de
Leuconostoc mesenteroides B512FMC tendra una influencia en la estructura molecular,

asi como la longitud y peso molecular de dextrana.

6. OBJETIVOS

6.10bjetivo General

Evaluar las diferencias estructurales del polimero producido por L.
mesenteroides B512FMC a diferentes condiciones de cultivo.

6.2 Objetivos Particulares
o Evaluacion del crecimiento y consumo de sustrato de L. mesenteroides B512FMC

utilizando diferentes fuentes de carbono (glucosa y sacarosa) en cultivo por lote

o Evaluacion del crecimiento y consumo de sustrato de L. mesenteroides B512FMC a
diferentes condiciones de cultivo (pH y temperatura) en lote

o Evaluacion estructural del polimero producido por L. mesenteroides B512FMC con

diferentes condiciones de cultivo
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7. METODOLOGIA

Metodologia

Obtencion de la cepa
Leuconostoc Evaluacion de crecimiento y >
mesenteroides consumo de sustrato Evaluacion estructural de
B512FMC dextranas

Cultivos celulares a
diferentes condicione Determinacion de
azlcares y grupos
funcionales

Preservacién a -40°C
= en medio de cultivo y
50% glicerol

Evaluacion de Determinacion de

crecimiento azUcares residuales Cromatografia de

capa fina

Medicién de densidad Mé'Eodo DNS o
Optica (600nm) Fenol-Acido sulfurico
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7.1 Leuconostoc mesenteroides B512FMC

Se utilizé a L. mesenteroides B512FMC, cepa mutante derivada de la L.
mesenteroides B512F, la cual sintetiza la dextransacarasa aun en ausencia de
sacarosa (Kitaoka & Robyt, 1998). L. mesenteroides B512FMC fue conservada a -
45°C en 50% glicerol y 50% medio MRS. Previo al pre-indculo, se realizé para cada
cultivo, la reactivacion de la cepa, utilizando las mismas condiciones de crecimiento

gue el pre-in6culo, 30°C, 200 rpm por 12 h en medio MRS con 10% de in6culo.

7.2 Medio de Cultivo
Los componentes del medio de cultivo se muestran en la Tabla 4. De acuerdo

con la experimentacién, se modificé la fuente de carbono y los fosfatos. Los fosfatos
se modificaron de acuerdo con el pH a trabajar. Cuando se utilizé un pH de 7, la
concentracion de KH.PO,fue de 7.92 gL, y la de K;HPO, fue de 12.24 gL*. Al utilizar
un pH de 6, las concentraciones de KH.PO,y K:HPO,4 se modificaron a 17.54 gL y
2.46 gL, respectivamente. Finalmente, con un pH de 8, las concentraciones
utilizadas fueron de 1.06 gL y 18.94 gL respectivamente. La fuente de carbono fue
esterilizada por separado, al igual que las sales. La esterilizacion se llevo a cabo a
121°C, 15 psi por 40 min.

Tabla 3. Componentes de medio de cultivo base

Componente Concentracion (gL™?)

Glucosa/Sacarosa 20
Extracto de levadura 20

KH2PO4 7.92/17.54/1.06

K2HPO4 12.24/2.46/18.94
MgSQO..7H,O 0.2
MnS0O.4.7H.0 0.01
NacCl 0.01
CacCl,.2H,0 0.5
FeSO4 0.01
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7.3 Cultivos celulares para la produccién de polimero

Los cultivos para la evaluacion del crecimiento celular y consumo de sustrato
se realizaron en reactores Sixfors, (INFORS AG), con un volumen de 400 mL, con
control automatico de agitacion, temperatura y aireacion. El pH fue monitoreado en
linea, pero fue controlado manualmente con una solucion de NaOH 2M o H,SO4 1M
segun el caso. El pre-indculo utilizado fue del 10% del volumen final del medio,
utilizando el mismo medio de cultivo y 12 horas de en incubacion a 30°C y 200 rpm.
Se tomaron muestras cada media hora para obtener la mayor cantidad de datos
posible tanto en crecimiento microbiano como consumo de sustrato. Se conservaron

a 4 °C hasta su analisis.

7.4 Determinacién de crecimiento

El crecimiento microbiano se siguié mediante la medicién de la densidad Optica
del medio de cultivo a 600nm, para esto se utilizd6 un espectrofotometro JENWAY
6302D. Se realizé un analisis de superficie de respuesta para los cultivos realizados
con glucosa como con sacarosa con el fin de evaluar el efecto de cada variable en los
pardmetros cinéticos de L. mesenteroides B512FMC. Las variables utilizadas se
muestran en la Tabla 5. Se utilizaron 2 variables con 3 niveles para este analisis,

temperatura y pH, con valores de 33, 35y 37°C, y 6,7 y 8, respectivamente.

Tabla 4. Disefio experimental para analisis de superficie de respuesta para cultivos
de Leuconostoc mesenteroides B512FMC

Glucosa Sacarosa

Temperatura (°C) pH Temperatura (°C) pH
33 6 33 6
35 7 35
37 8 37 8
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7.5 Determinacion de la concentracion de glucosay sacarosa residual

El consumo de sustrato se monitoreé mediante la determinacién del azucar
residual. En este estudio se utilizaron 2 fuentes de carbono, con distintas propiedades,

por lo que fue necesario utilizar 2 técnicas diferentes.

La concentracién de azUcares reductores totales (glucosa) se determiné con
la técnica DNS (Miller, 1959). Se prepar6 el reactivo DNS con los siguientes reactivos:
3, 5- acido dinitrosalicilico (21.2 g), NaOH (39.6 g), tartrato de sodio-potasio (612 g),
meta-bisulfito de sodio (16.6 g) y fenol (15.2 mL). Se realiz6 una curva de calibracion
para comparar los resultados obtenidos con un valor establecido. Las muestras fueron
centrifugadas a 10,000 rpm durante 5 min. Posterior a eso, se realizaron diluciones
1:50 con agua destilada. Se tomaron 500 pL de muestra y 500 pL de reactivo DNS y
se mezclaron. La mezcla se sometié a ebullicién por 5 minutos y luego se enfriaron
rapidamente. Se afadieron 3 mL de agua destilada a la mezcla y se homogeneizo.
Finalmente, se realiz6 la medicion de densidad 6ptica a 550 nm.

Para la determinacién de azlcares totales (sacarosa) se utilizd el método de
fenol-acido sulfurico (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith, 1956). Al igual que el
método DNS, se realiz6 una curva de calibracion para comparar lo obtenido con un
valor establecido. Para el procesamiento de las muestras, éstas se 10,000 rpm. Se
diluyeron en una relacion 1:100. Posteriormente se tom6 1 mL de la muestra diluida
y se afladieron 1mL de fenol al 5% y 5 mL de &cido sulfarico concentrado. La reaccién
es exotérmica por lo que se dej0 enfriar la reaccion para poder manipular las

muestras. Finalmente se realizé la medicidon de densidad 6ptica a 490 nm.

7.6 Extraccion de dextranas

El proceso de extraccidn de dextranas se realiz6 al final de cada fermentacion.
Se utiliz6 la metodologia propuesta por Siddiqui y colaboradores, con algunas
modificaciones (Siddiqui, Aman, Silipo, & Qader, 2014). Se afiadi6 5% de EtOH al
96% al caldo de cultivo (300 ml aproximadamente). Posteriormente se centrifugo el
medio a 10,000 rpm a 4°C durante 15 min. Se repitié el proceso de adicién de EtOH
y centrifugaciéon hasta llevar a un porcentaje total de 15% de EtOH. Finalizado el

proceso de centrifugacion, se retiré el sobrenadante y el precipitado se disolvié en
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agua destilada. Se afiadi6é 12% de &cido tricloroacético (TCA) y se dejo reposar 12 h
a 4°C. Después de reposar, se centrifugé el medio a 5,000 rpm a 4°C por 5 min. Se
recuperé el sobrenadante y afiadié 5% de EtOH al 96%. Se centrifug6 la mezcla a
10,000 rpm a 4°C por 15 min. Se repiti6 el proceso de adicion de EtOH vy
centrifugacion hasta llegar a un volumen total de 15% de EtOH. Finalizada la ultima

centrifugacion, se retir6 el sobrenadante y el precipitado se liofilizé.

7.7 Determinacion de azucares por cromatografia de capa fina (TLC)

Para el andlisis de azlcares en el polimero se realizé6 un andlisis en
cromatografia de capa fina. Se utilizaron placas de silica gel Fzs1, Macherey-Nagel.
Se utilizaron 3 placas, de 10x10 cm, donde se aplicaron las muestras y el estandar a
utilizar. El estandar utilizado fue maltosa (3 mg/mL) y se aplicé un volumen de 3pL.
Se prepararon soluciones de los polimeros obtenidos a diferentes condiciones, la
concentracion fue de 3 mg/mL y su volumen de aplicacion fue de 15 pL. La fase mévil
utilizada fue una mezcla de acetona:butanol:agua (8:1:1) y se utiliz6 una mezcla de
difelamina 2%, anilina 2%, acetona 81% y acido fosférico 15% para la solucion
reveladora (Ribeiro, Silva, Lima Filho, Brito, & Silva, 2010). El procedimiento utilizado
consistio en realizar el corte de la placa de acuerdo con las dimensiones mencionadas
anteriormente. Posterior a eso se realizé una hidrélisis con &cido sulfarico
concentrado durante 24 horas y luego se ajustaron a pH 7. Se llevé a cabo la
aplicacion de las muestras en la placa. Se preparé la fase mévil de acuerdo con las
proporciones mencionadas anteriormente, y se verti6 en la camara para su
acondicionamiento durante 25 min. Posterior a eso, se colocd la placa y se dejo correr
la muestra. Alcanzado el punto de referencia, se retiré la placa y se dej6 secar. La
camara se dej6 acondicionar nuevamente por 25 min con la fase moévil. Transcurrido
el tiempo de acondicionamiento, se colocé nuevamente la placa y se dej6 correr.
Nuevamente alcanzado el punto de referencia se retir6 la placa y se dej6 secar. Ya
seca, se coloco la placa en una parrilla de calentamiento a 180°C por 20 min.
Finalizado el calentamiento, se tomaron fotografias con luz blanca y luz UV a 254 y
305nm. Posterior a las fotografias, se realizé la derivatizacion de la placa. Se prepar6
solucion reveladora de acuerdo con las proporciones mencionadas anteriormente. Ya
preparada la solucién, la placa fue sumergida en la solucién durante 15 segundos

aproximadamente. Se retird la placa y se dejé secar en campana de extraccion. Ya
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seca, se procedio a calentar la placa a 120°C por 10 min. Transcurrido el tiempo de
calentamiento, se procedié a realizar nuevamente una sesion de fotografias con luz
blanca y luz UV a 254 y 305 nm.

7.8 Analisis de grupos funcionales por FTIR

Se realiz6 el analisis de grupos funcionales de los diferentes polimeros
obtenidos mediante el uso de la transmisién de luz infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR). Para este andlisis se utiliz6 un equipo FTIR IRA ffinity-1 de la marca
Shimadzu. El sistema utilizado fue un ATR, con temperatura ambiental de 24.4°C y
una humedad relativa del 38-42%. Se coloc6é muestra liofilizada en el scan. El andlisis
se realiz6 con 20 scans en un intervalo de transmitancia de 400-4600 cm™.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Cinéticas de crecimiento en lote de Leuconostoc mesenteroides B512FMC con
diferentes condiciones de cultivo

Se realizaron cinéticas de crecimiento y consumo de sustrato por Leuconostoc
mesenteroides B512 FMC a diferentes pH y temperaturas para determinar los
parametros cinéticos de la cepa y su comportamiento en diferentes condiciones. Asi

mismo se probaron dos fuentes de carbono, glucosa y sacarosa.

Las muestras se tomaron cada media hora, el consumo de sustrato fue
monitoreado por el método de azucares reductores para glucosa y por el método de
azucares totales para sacarosa, mientras que el crecimiento microbiano fue seguido
por densidad 6ptica a 600 nm. El crecimiento microbiano de diferentes cepas de
bacterias y levaduras ha sido reportado siguiendo la absorbancia a 600 nm, lo cual
indica que el método es robusto y puede ser aplicado a diferentes microorganismos
(Mozes & Rouxhet, 1987). Sin embargo, se encontré que este método es poco preciso
para la medicion real de la concentracién celular debido a la constante interferencia

que el polimero producido genera (Lawford, Kligerman, & Williams, 1979).

A pesar de este inconveniente, si fue posible realizar una curva de crecimiento
celular con los datos obtenidos por densidad celular, asi como también se logré
realizar la determinacion de azlcares residuales presentes en el medio de cultivo a lo

largo del tiempo.

8.1.1 Crecimiento en sacarosa

Leuconostoc mesenteroides B512FMC se creci6 con sacarosa a 33, 35y 37°C
y pH 6, 7 y 8. Las curvas de crecimiento y consumo de sustrato por L. mesenteroides
B512FMC se presentan en la llustracion 6. Se observé que los cultivos con pH 6
[llustracion 6 A] presentan entre si el mismo comportamiento en el crecimiento
microbiano, con excepcion de que el crecimiento a 35°C ya que esta condicién
extiende por mas tiempo la fase estacionaria. También se observé que, en todos los
cultivos con sacarosa, la fase lag fue eliminada de la curva de crecimiento, debido a
una efectiva activacion de la cepa y un precultivo de 12 h como inéculo para los

cultivos evaluados. También, con estas condiciones de cultivo, la fase estacionaria se
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alcanz6 en aproximadamente de 8 h en todos los cultivos, a excepcion de los cultivos
con pH 7 y 33°C, donde la fase estacionaria se alcanzé en un tiempo aproximado de
7 h [llustracion 6 B].

En las curvas de consumo de sustrato, se observé que los valores iniciales
de sacarosa superan los 20 gL en la mayoria de las condiciones evaluadas, mientras
que en algunas el valor inicial fue incluso de 25 gL™. Sin embargo, los cultivos con pH
8, 35y 37°C iniciaron con una concentracion inicial de 20 gL™. El valor elevado en la
concentracion inicial de sacarosa puede ser ocasionado por una falta de ajuste en la
preparacion del medio de cultivo o una interferencia con los diferentes componentes
del medio de cultivo al reaccionar con el acido sulftrico. Por lo que es necesario
ajustar los valores de los componentes del medio de cultivo y realizar una mejora en
la técnica para evitar futuras interferencias. Las curvas de consumo de sustrato llegan
a su punto minimo en 8 horas aproximadamente para casi todas las condiciones
evaluadas. Las excepciones son los cultivos de pH 6 y 7 a 35°C, donde el crecimiento
microbiano se extiende por mas tiempo. Se observd que la menor concentracion de
sustrato presentada en la curva es de aproximadamente 5 gL, a excepcion del cultivo

con pH 8y 33°C, donde el valor minimo es aproximadamente 13 gL™.

La condicién a la cual se esperaba el mayor crecimiento es con 35°C, ya que
algunos reportes indican que esta es una temperatura de crecimiento favorable para
L. mesenteroides (Auriol, Oriol, & Monsan, 1984). De acuerdo con la llustracién 6 A,
la curva donde se presenta el mayor crecimiento fue al pH 6 y 35 °C, tomando en
cuenta que dicho crecimiento inicié por debajo de las otras curvas. Al utilizar la misma
temperatura, pero con pH 7 [llustracién 6 B], se observé el mismo comportamiento
gue con la llustraciéon 6 A) y el mayor tiempo de cultivo, con 10 h aproximadamente.
Este comportamiento es similar a lo reportado por Santos y colaboradores (2000),
donde la condicién a la cual se obtuvo el mayor crecimiento microbiano fue con un pH
6.7 y 35°C (Santos, Teixeria, & Rodriguez, 2000).
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A) Crecimiento vs Consumo

In DO(600nm)
Sacarosa (gL-1)

In DO (600nm)
Sacarosa (gL-1)
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In DO(600nm)
Sacarosa (gL-1)

Tiempo (h)

llustracion 6. Crecimiento y consumo de sustrato por L. mesenteroides B512FMC
utilizando sacarosa como fuente de carbono a diferentes temperaturas y pH A) 6, B)
7 y C) 8. Crecimiento 33°C (azul obscuro), 35°C (rojo claro), 37°C (verde claro).
Consumo de sustrato 33°C (azul claro), 35°C (Rojo obscuro), 37°C (verde opaco)
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Las curvas presentadas en la llustracion 6, se obtuvieron con sacarosa como
fuente de carbono, por lo que la sintesis de enzima y de polimero se ve altamente
potenciada (Tsushiya, y otros, 1952). Se ha reportado que la alta concentraciéon de
polimero puede afectar las lecturas en la densidad 6ptica, modificando asi el valor
real (Lawford, Kligerman, & Williams, 1979). Ademas, se ha reportado que con un pH
8, la sintesis de polimero disminuyd en la cepa Leuconostoc mesenteroides VKM V-
2317D (Vedyashkina, Revin, & Gogotov, 2005), por lo que, con estas condiciones, la

interferencia seria todavia menor.

En este trabajo, el sustrato no fue agotado completamente del medio de cultivo
como se esperaria. Es posible que el valor tan alto en la fase final del cultivo pueda
deberse por alguna interferencia con el medio de cultivo, especificamente con el
polimero generado. Ya que, al utilizar sacarosa, la enzima dextransacarasa tiene una
mayor actividad enziméatica (Kitaoka & Robyt, 1998). Existe la posibilidad de que el
polimero generado en el medio afecte la viscosidad del medio, afectando asi los
fendmenos de transferencia entre el sustrato y la célula, evitando asi que el sustrato
sea consumido en su totalidad (Kitaoka & Robyt, 1998). Sin embargo, es importante
recordar que las curvas de sustrato inician con un valor superior a los 20 gL, por lo
gue se evalué el consumo total a partir de la concentracion inicial presentada. Dicha

informacion se presenta en la seccién 8.1.6.

8.1.2 Crecimiento en glucosa

El comportamiento de L. mesenteroides B512FMC en cultivos con glucosa a
distintos pH (6, 7 y 8) y diferentes temperaturas (33, 35y 37°C), se presentan en la
llustracion 7. Como se puede observar, el comportamiento de los cultivos es similar a
aquellos cuya fuente de carbono fue en sacarosa, donde observé que el crecimiento
en sacarosa ho presenta una fase lag lo que indica que el precultivo utilizado fue
efectivo y reduce los tiempos del proceso. En este caso, se observd que el tiempo
aproximado en el cual se alcanza la fase estacionaria es de aproximadamente 6 h, a
excepcion de los cultivos con pH 6, 33 y 37°C, donde la fase estacionaria se alcanzé

en 4 horas aproximadamente. A diferencia de los cultivos en sacarosa, los cultivos en
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glucosa requirieron un menor tiempo en el proceso para alcanzar la fase estacionaria

y agotar el sustrato.

En los cultivos con glucosa se observé que el sustrato fue agotado en
aproximadamente 6 horas, tiempo que coincide con el final de la fase exponencial.
En la seccion 8.1.6 se presenta el consumo total de sustrato, tomando en cuenta la
concentracion inicial y la concentracion final de sustrato de las curvas de consumo.
Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con lo reportado por Santos y
colaboradores (2000). Estos autores evaluaron el efecto de la temperatura en el
crecimiento celular, actividad enzimatica, fructosa residual y tiempo de fermentacién
de los cultivos de L. mesenteroides B512F, observando que el crecimiento se ve
favorecido con una temperatura cercana a los 35°C. Sin embargo, en este trabajo se
observé que una temperatura no tiene un efecto en el comportamiento de los cultivos
cuando se trabaja a un mismo pH, a excepcioén del cultivo a pH 6 y 35°C, el cual
presentd un mayor crecimiento en comparaciébn con las otras temperaturas
evaluadas. Pero los cultivos con 33 y 37°C con pH 6 presentaron un menor tiempo en
el proceso. Como ya se mencion6 anteriormente, los cultivos en glucosa presentaron
un menor tiempo de fermentacién en comparacion con los cultivos con sacarosa, lo
cual indica que el crecimiento y el consumo de sustrato se ve favorecido cuando la
fuente de carbono es glucosa, debido a que no existe competencia por el sustrato
entre la bacteria y la enzima. Este consumo de sustrato también se ve reflejando en
la llustracién 7, en la cual se observa que la glucosa es practicamente agotada, a
diferencia de lo observado en los cultivos en sacarosa. El consumo de sustrato se
discute de manera mas profunda en el apartado 8.1.6. El pH parece tampoco tener
un efecto en el comportamiento de los cultivos, ya que en todos se puede observar
una fase exponencial continua y una fase estacionaria a final del proceso. Los valores
del crecimiento total de los cultivos son presentados en el apartado 8.1.3, ya que en
este apartado se presentan Unicamente los logaritmos de la densidad Gptica, y no los
valores de gL como en el estudio de Santos y Colaboradores (2000). Lo cual, a
pesar de la posible interferencia que se haya podido generar por la presencia de
polimero, se logré monitorear de manera efectiva el crecimiento de L. mesenteroides
B512FM.

40



Crecimiento vs consumo

w Z
wv

= N
n n

In DO (600nm)
o
wv

Glucosa (gL-1)

.

I

w0
n

'
=
[
o

0 2 a4 6 8
Tiempo (h)
B) Crecimiento vs Consumo

In DO (600nm)
Glucosa (gL-1)

Tiempo (h)

C) Crecimiento vs Consumo

In DO(600nm)
Glucosa (gL-1)

Tiempo (h)

llustracion 7. Crecimiento y consumo de sustrato por L. mesenteroides B512FMC
utilizando glucosa como fuente de carbono, diferentes temperaturas y pH A) 6, B) 7
y C) 8. Crecimiento 33°C (azul obscuro), 35°C (rojo claro), 37°C (verde claro).
Consumo 33°C (azul claro), 35°C (rojo obscuro), 37°C (verde obscuro).
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Otro de los factores que también se modificaron con respecto al estudio de
Santos y colaboradores (2000), fue la fuente de carbono utilizada. Mientras que las
cinéticas presentadas en la llustracion 7 utilizaron glucosa, Santos y colaboradores
(2000) utilizaron sacarosa como fuente de carbono. A pesar de dicha diferencia, las
lineas de crecimiento microbiano y consumo de sustrato en la llustracion 16 presentan
un comportamiento similar. Se obtuvieron curvas con crecimiento logaritmico

prolongado y un agotamiento del sustrato (Santos, Teixeria, & Rodriguez, 2000).

8.2 Parametros cinéticos calculados en cultivos en lote de L. mesenteroides
B512FMC con diferentes condiciones de cultivo
Con los datos obtenidos de los cultivos en lote de L. mesenteroides B512 FMC

se calcularon diferentes parametros cinéticos para hacer una comparativa mas
objetiva de las diferentes condiciones de cultivo. Se calculd la pmax, €l crecimiento
maximo (DO max), la velocidad especifica de consumo de sustrato (gsx) y el consumo
maximo de sustrato. Dichas variables se encuentran resumidas en las Tablas 5y 6.
En la Tabla 5 se presentan las variables cinéticas obtenidas de los cultivos con
sacarosa como fuente de carbono, y en la tabla 6 las obtenidas con glucosa como
fuente de carbono. La comparacién y analisis de estas variables se encuentra en las

siguientes secciones de este trabajo.

Tabla 5. Resumen de parametros cinéticos calculados para los cultivos de L.
mesenteroides B512FMC en lote con sacarosa como fuente de carbono y diferentes
condiciones de pHy temperatura

pH 6 pH?7 pHS8
33°C 35°C 37°C 33°C 35°C 37°C 33°C 35°C 37°C
0.733#0.01 0.682+0.01 0.773+0.01 0.420+0.01  0.678%0.1 0.521+0.01 0.543+0.03  0.209+0.07 0.69210.01

- 8.208+0.12 6.946+0.06 8.911+0.28 6.17+0.06 14.54+2.22 9.91+0.29 5.765:0.08 6.782+0.59  8.313+0.09

1.614+0.15 3.996+0.25 1.696+0.02 3.359+#0.50 3.944+0.07 2.039+0.2  2.137+0.26 1.656+0.09 1.722+0.09
17.01+0.58 18.70+0.97 18.69+0.40 14.41+1.03 18.31+1.03 13.11+1.3 14.84+0.5 13.73+0.51 14.1+0.94
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Tabla 6. Resumen de parametros cinéticos calculados para los cultivos de L.
mesenteroides B512FMC en lote con glucosa como fuente de carbono y diferentes
condiciones de pHy temperatura

S Gesa
pH 6 pH7 pHS8
33°C 35°C 37°C 33°C 35°C 37°C 33°C 35°C 37°C
0.656+0.00 0.701+0.01  0.735+0.00 0.643+0.00 0.806x0.07 0.406+0.01 0.519+0.03 0.569+0.00 0.385+0.01
7.71610.32  19.086+0.06 12.466+0.25 10.54+0.05 17.73+2.39 8.246+0.15 13.95+0.18 12.74+0.22 8.736+0.07
1.849+0.35  3.776+0.25 4.02£0.02  3.56410.33 5.441+0.58 4.04%0.11 8.52510.8 5.43+0.99  3.40%0.18
17.92+2.08 19.11+0.94  19.58+0.63  18.25+1.67 19.246+0.6 19.2941.36 18.42+0.37 17.33+0.46 19.37+1.32

8.2.1 Comparacion de Mmax

Durante las cinéticas de crecimiento de L. mesenteroides B512FMC se
evaluaron las velocidades especificas de crecimiento (Umax). De acuerdo con la
llustracion 8, se observé que en general las mayores pmax S€ presentaron en los
cultivos con pH 6 [llustracién 8 A)], sin embargo, la mayor pmax S€ presenté con pH 7
y 35°C, el cual fue de 0.81 h. Se observaron diferentes comportamientos en los
valores de pmax dependiendo el pH. Como ya se menciond anteriormente, los cultivos
a pH 6 presentaron en general mayores pmax, independientemente de la temperatura.
Los cultivos con pH 7, presentan mayores pmax cuando se utiliza una temperatura de
35°C, por lo que, con este pH, la temperatura si tiene un efecto en la pmax. En los
cultivos con pH 8 no se observa un efecto de la temperatura en las pmax, Pero si se

observé que con este pH se presentan los menores valores de pmax.
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llustracion 8. Comparacion de las velocidades especificas maximas de crecimiento

(Umax) de L. mesenteroides B512FMC observadas a diferentes temperaturas y fuentes
de carbono conpHA)6,B)7y C) 8
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Como ya se mencion6 anteriormente, el maximo valor de pmax Obtenido en este
trabajo fue de 0.81 h'* a pH 7 y 35°C. Este valor es menor a lo reportado por Santos
y colaboradores (2000), quienes encontraron que L. mesenteroides B512F presento
una pmax de 1.4 ht al utilizar sacarosa como fuente de carbono, pH 5.5 y 35°C. En
otro estudio, también con la cepa L. mesenteroides B512F el valor de pmax fue de
0.67 h'tcon un pH de 6.7, 25°C y 1% de sacarosa como fuente de carbono (Lawford,
Kligerman, & Williams, 1979), valor que se aproxima mas a lo obtenido en este
proyecto. Por lo anterior los valores para pmax Obtenidos en nuestro trabajo estan

dentro del orden reportado en otros trabajos similares.

8.2.2 Crecimiento maximo (DO max)

Otro de los aspectos evaluados fue el incremento del crecimiento maximo
alcanzado en los diferentes cultivos determinados indirectamente como densidad
Optica. Se observéd que los cultivos con glucosa crecieron mas con respecto a los
cultivos con sacarosa, siendo el cultivo a pH 6 y 35°C el que presento el valor méas
alto con densidad 6ptica de 19.09 unidades de absorbancia.

El valor de 19.09 unidades de DO obtenido como crecimiento de L.
mesenteroides B512FMC, usada en este trabajo, supera por mucho lo obtenido en
otros trabajos. Asicon L. mesenteroides B512F a pH 6.9y 27°C, donde el crecimiento
fue seguido por densidad 6ptica a 590 nm, se obtuvo un valor aproximado de 13
unidades de DO (Auriol, Oriol, & Monsan, 1984). En otro estudio, el incremento de la
densidad optica de L. mesenteroides B512F en matraces a 28°C, sin control de pH
fue de 6.5 unidades de densidad 6ptica a 590 nm (Goyal, Nigam, & Katiyar, 1995). El
crecimiento de L. mesenteroides B512F utilizando sacarosa como fuente de carbono,
apH 6.7y 25°C, fue un valor de 8.91 unidades de densidad 6ptica a 620 nm (Lawford,
Kligerman, & Williams, 1979).
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llustracion 9. Comparacion de incremento del crecimiento evaluado como densidad
Optica observados con diferentes temperaturas y fuentes de carbono, pH A) 6, B) 7
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En este trabajo se obtuvieron algunos valores similares a los obtenidos por
Auriol y colaboradores (1984), con valores de DO cercanos entre 10 y 13 unidades
de densidad é6ptica en diferentes condiciones de pH, temperatura y sustrato. Se
observd que en los cultivos con pH 7, los valores mas altos de densidad éptica se
obtuvieron al utilizar 35°C. Por otra parte, la temperatura no parece tener un efecto
claro en el crecimiento de L. mesenteroides B512FMC, sin embargo, se observé que
los cultivos con glucosa presentaron mayores valores de densidad Optica que los
cultivos con sacarosa. Los cultivos con pH 6 no presentaron un efecto claro con
respecto a la temperatura, pero al igual que los cultivos con pH 8, los cultivos con

glucosa presentaron valores mayores de DO que los cultivos con sacarosa.

8.2.3 Velocidad maxima de consumo de sustrato (gsx)

Las velocidades de consumo de sustrato en cultivos de L. mesenteroides
B512FMC con diferentes pH, temperaturas y fuentes de carbono se presentan en la
llustracion 10. Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo, la cepa utilizada en
este proyecto sintetiza de manera constitutiva la enzima dextransacarasa (Kitaoka &
Robyt, 1998), por lo que esto dificulta la evaluacion del consumo de sustrato para

crecimiento y del polimero de manera independiente.

Se observé que la fuente de carbono tiene un efecto importante en la velocidad
méaxima de consumo de sustrato (gsX) de L. mesenteroides B512FMC. Contrario a lo
gue se esperaba, las velocidades de consumo mas altas se observaron en los cultivos
con glucosa [llustracién 10], con la mayor velocidad de consumo (8.53 gL*h), la cual
supera al menos en 4 unidades a la velocidad maxima en sacarosa (4 gLth?). Este
comportamiento no era esperado, ya que, como se ha mencionado anteriormente, la
dextransacarasa utiliza la sacarosa como sustrato principal para la sintesis de
dextranas (Kitaoka & Robyt, 1998), por lo que era de esperarse que la sacarosa se
agotara mas rapido debido a la formacién de dextranas. Sin embargo, existe la
posibilidad de que la sintesis de polimero afecte la transferencia de sustrato a la célula
y a la dextransacarasa afectando la velocidad de consumo. Esto debido a que la alta
concentracion de dextranas en el medio aumenta la viscosidad del medio (Aman,
Siddiqui & Qader, 2012), afectando también la transferencia de sustrato a la célula
(Kitaoka & Robyt, 1998).
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También se observo que en los cultivos de L. mesenteroides B512FMC en
sacarosa, la condicion en la cual se presentan las mayores velocidades de consumo
de sustrato es a 35°C, a excepcién de los cultivos a pH 8, donde se observa que la
gsX a 35°C es la mas baja para este pH. Por otra parte, en los cultivos en glucosa se
observa que existe variacion de la gsX conforme la temperatura cambia, sin embargo,
no existe una tendencia clara que indique cual es el efecto de la temperatura en la
gsX. Se puede observar que la gsX es igual cuando se utiliza pH 6 y 7 con 35°C.
También se observé que la gsX presenta valores parecidos cuando se utiliza 37°C,
sin importar el pH. Se observé que a pH 8 y 33°C es la condicion en la cual se presentd
la mayor velocidad de consumo de este estudio, con 8.53 gL*h, superando en al

menos 3 gL*h?a la velocidad de consumo mas cercana en el mismo sustrato.
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llustracién 10. Comparacion de velocidades méaximas de consumo de sustrato de L.
mesenteroides B512FMC en A) glucosa, b) sacarosa como fuente de carbono
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De acuerdo con la llustracion 10 (A), se observa que las velocidades de
consumo en los cultivos con glucosa son muy similares cunado se utiliza pH 7y 8, a
excepcidn del cultivo con pH 8 y 33°C. Las gsX mas bajas se presentaron con pH 6.
En los cultivos con sacarosa se observé un efecto diferente del pH. En la llustraciéon
10 (B) se observa que las gsX son similares entre pH 6 y 7, mientras que a pH 8 se

presentan en general las velocidades mas bajas.

La purificacion del polimero del medio de cultivo es una posible area de mejora
por diferentes motivos. Una efectiva purificacién del polimero permitiria realizar un
seguimiento del producto a lo largo de la fermentacion, lo cual, a su vez facilitaria la
obtencion de pardmetros cinéticos para la sintesis de polimero. Al poder determinar
la concentracion de polimero a lo largo del medio, también seria posible diferenciar la
cantidad de sustrato que se utiliza para la sintesis de polimero y a su vez, determinar
la cantidad de sustrato destinada al crecimiento celular de L. mesenteroides
B512FMC.

8.2.4 Consumo maximo de sustrato

El consumo de sustrato fue evaluado en los diferentes cultivos de L.
mesenteroides B512FMC, para definir la condicién en donde el consumo de sustrato
sea mas eficiente para sintesis de dextransacarsa y polimero. Se observé que el
consumo de sustrato es practicamente total cuando se utiliza glucosa como fuente de
carbono. En la llustracion 11 (A), se observa que el consumo de sustrato es superior
alos 19 gL en la mayoria de las condiciones evaluadas. Se observé que los cultivos
a 35°C presentaron en general el mayor consumo de sustrato, a diferencia de los
cultivos con 33°C, donde se presentaron en general los menores consumos de
sustrato. Sin embargo, la diferencia entre los valores de consumo es minimos, por lo
que es necesario realizar un andlisis estadistico para determinar si las diferencias son

significativas.

En un estudio realizado por Mizutani y colaboradores (1994) se evalué el
consumo de glucosa por la cepa L. mesenteroides SH 3002. Se observé que L.
mesenteroides SH 3002 es capaz de consumir glucosa y sintetizar la enzima
dextransacarasa (Mizutani, Yamada, Takayama, & Shoda, 1994), al igual que la cepa
L. mesenteroides B512FMC (Kitaoka & Robyt, 1998) utilizada en este estudio. L.
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mesenteroides SH 3002 logro agotar la glucosa del medio de cultivo cuando se utilizé
pH 6 y 2% de glucosa inicial, sin embargo, el tiempo que tarddé en consumir el sustrato
fue de aproximadamente 12 horas (Mizutani, Yamada, Takayama, & Shoda, 1994),
mientras que L. mesenteroides B512FMC consumio la glucosa en aproximadamente

6 horas, la mitad del tiempo que L. mesenteroides SH 3002.
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llustraciéon 11. Comparacién de consumo maximo de L. mesenteroides B512FMC de
sustrato A) glucosa, B) sacarosa con diferentes pH y temperaturas

Cuando el sustrato utilizado fue sacarosa, el consumo por L. mesenteroides
B51FMC no se comport6é de igual manera en todas las condiciones evaluadas. De
acuerdo con la llustracion 11 (B), se observé que con pH 6, el uso de sustrato fue
mayor que a pH 7 y 8, a excepcioén de los cultivos con pH 7 y 35°C, donde fue similar
a los obtenidos con pH 6. En los cultivos con pH 7 y 8, el consumo de sustrato
presenta valores cercanos entre si, a excepcion del ya mencionado de pH 7 a 35°C.

El uso de sustrato en condiciones de pH 7 y 8, no supera los 15 gL, dejando un
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sustrato residual superior a los 5 gL™. El mayor consumo de sustrato fue de 18.70 y
se present6 cuando se utilizé pH 6 y 35°C, el cual es un valor que semejante a los
obtenidos con glucosa, donde el mayor fue de 19.58 gL*. Con los datos obtenidos,
se observa la tendencia de que, al utilizar sacarosa como sustrato, la temperatura no
tiene un gran impacto en el consumo total de sustrato, sino que el pH tiene un mayor
impacto en el consumo, siendo pH 6 donde se presenta el mejor consumo. El
resultado obtenido en este trabajo difiere a lo obtenido por Santos y colaboradores
(2000), la sacarosa fue agotada del medio de cultivo en practicamente todas las
condiciones evaluadas, independientemente de la concentracién de sustrato inicial
utilizada (Santos, Teixeria, & Rodriguez, 2000). Dols y colaboradores (1997)
evaluaron el consumo de sustrato de L. mesenteroides NRRL B-1299 con una
concentracion inicial de sacarosa de 40 gL?, pH 6.7 y 27°C, obteniendo una
concentracion final cercana a 0 gL* después de 12 horas de cultivo. L. mesenteroides
NRRL B-1299 fue capaz de producir dextranas con un mayor porcentaje de enlaces
a (1-2), lo cual cambia las propiedades de este dextran (Dols, Remaud-Simeon, &
Monsan, 1997). Finalmente, en un estudio realizado por Cortezi y colaboradores
(2005) se evalud el crecimiento de L. mesenteroides FT045B y el consumo de
sacarosa como fuente de carbono. El consumo de sustrato fue practicamente total
cuando se utilizé pH 5.5y 25°C en aproximadamente 12 horas, aunque la temperatura
a la cual se obtuvo el mejor crecimiento fue a 31°C (Cortezi, Monti, & Contiero, 2005).
A diferencia de los trabajos mencionados anteriores, en este trabajo se utilizé una
cepa superproductora de dextransacarasa, por lo que la sintesis de polimero se ve
potenciada (Tsushiya, y otros, 1952). Al aumentar la cantidad de polimero, la
viscosidad del medio aumenta, lo que puede afectar la transferencia de masa en el
medio de cultivo, dificultando asi la transferencia de la sacarosa a la célula (Kitaoka
& Robyt, 1998). Este efecto se ve potenciado cuando se utiliza una temperatura
cercana a los 35°C, ya que con temperaturas cercanas a este valor las moléculas de
dextran tienen un mayor peso molecular (Tsuchiya, y otros, 1955), aumentando la
viscosidad del medio (Aman, Siddiqui & Qader, 2012).

La determinacién de azucares residuales en los cultivos celulares es uno los
puntos que es necesario mejorar. En el caso de la glucosa, al realizarse la
determinacion por método de DNS no se encontraron interferencias que pudieran
afectar la determinacion. Por otra parte, la determinacion de sacarosa residual no fue

tan precisa, ya que, el método de azlcares totales presenté una variacion en las
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mediciones, obteniendo algunos valores superiores a los 20gL™? al inicio del cultivo.
Esto puede ser debido a una falta de precision en el manejo de la técnica o que existan
interferencias de algunos componentes del medio de cultivo que puedan afectar la
determinacion, como lo son dextranas residuales del precultivo y células. De igual
manera, al final de la fermentacién en los cultivos de sacarosa no se logroé observar
un consumo total de sustrato, esto pudo ser debido al mismo problema de una
interaccion con componentes del medio o polimero generado por la bacteria; o bien,
porgque en efecto no hubo un consumo total de sustrato debido a una poca eficiencia

en la transferencia de masa de este sustrato a la célula.

En el primer caso, serd necesario implementar un método mas eficiente para
la determinaciéon de azlcares, como una eliminacién mas exhaustiva de elementos
del medio de cultivo y polimero que puedan interferir con las mediciones realizadas.
También es posible hacer uso de la cromatografia liquida para la determinacién de la
concentracion de azlcares residuales en el medio, sin embargo, seria necesario
eliminar agentes que puedan interferir o tapar la columna. En el segundo caso, dénde
la densidad y viscosidad del medio impiden la correcta transferencia de sustrato a la
célula, es necesario disefiar y evaluar un método de cultivo donde no se acumule el
polimero generado y se pueda aprovechar el sustrato. Un modelo que se propone es
un cultivo continuo en 2 etapas. La primera etapa corresponderia a un cultivo celular,
donde las condiciones de cultivo y el medio de cultivo sean las requeridas para
promover Unicamente el crecimiento celular y sintesis de la enzima dextransacarasa,
ya que ésta esta directamente relacionada con el crecimiento microbiano. EI cambio
de sustrato en el medio de cultivo seria indispensable para evitar la generacion de
polimero en esta etapa, asi como la oxigenaciéon del medio para promover el
crecimiento microbiano. Como ya se evalué en este proyecto, la glucosa también es
capaz de generar polimero con esta cepa, por lo que tendria que ser utilizada otra
fuente de carbono con la cual la enzima dextransacarasa no pueda generar polimero.
Esta etapa alimentaria a un segundo tanque, en el cual se promoveria la sintesis de
polimero y no de células. El medio de cultivo seria Unicamente con sacarosa y CaCl.,
el cual es importante para estabilizar a la enzima. Al suspender la oxigenacién y al
no existir otros componentes del medio, el crecimiento celular se veria limitado y por
lo tanto el sustrato seria mayormente utilizado por la enzima dextransacarasa para la

generacion de polimero.
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8.2.5 Analisis estadistico de los parametros cinéticos calculados de los datos de
cultivos en lote de Leuconostoc mesenteroides 512FMC a diferentes condiciones de
sustrato, pH y temperatura

Se analizaron los datos mediante superficies de respuesta para evaluar el
efecto de las variables de temperatura y pH sobre las variables de respuesta (pmax,
gsX, DO max y consumo de sustrato). Este andlisis permite analizar y modelar una
respuesta de interés y la influencia de diversas variables con el objetivo de optimizar
esta respuesta (Montgomery, 2014). Este analisis tiene una gran cantidad de
aplicaciones, optimizacién de métodos (Hong, Liu, Li, & She, 2013), optimizacién de
medios de cultivos para bacterias (Guo, y otros, 2009), entre otros procesos de

optimizacion.

En este trabajo se realizd la determinacion de diferentes variables cinéticas de
L. mesenteroides B512FMC. En la llustracion 13 se muestra el andlisis de superficie
de respuesta para la variable de umax con diferentes pH, temperaturas y fuentes de
carbono. En la llustracion 13 (A) se observa que los valores maximos obtenidos de
Umax S€ presentan al utilizar una temperatura de 35°C. En la llustracion 13 (B) se
observé que los mayores valores de Umax S€ obtienen al utilizar un pH de 6. Si bien no
es el pH éptimo para los cultivos, debido a que no se observa que la grafica presente
un valor ideal para los resultados. Sin embargo, si es posible observar que el pH al
cual se obtienen los menores valores de Umax €S con un valor cercano a 8. En este
punto, a diferencia de con pH 6, se observa que la grafica comienza a ascender, lo
cual indica que es el valor minimo que se puede presentar en las condiciones
evaluadas. Por otra parte, se observa un comportamiento similar al evaluar la
temperatura. En ambas llustraciones, se observa que la pmax €S mayor a medida que
el pH disminuye. Esto indica que el pH tiene un efecto en la velocidad de crecimiento
de L. mesenteroides B512FM.

También se evalué el efecto de la temperatura en pmax. En la llustracion 13 (A),
se observa los mayores valores de pmax S€ presentaron con una temperatura cercana
a los 33°C, mientras que al aumentar la temperatura la pmax disminuye. En la
llustracion 13 (B) se observa que el mayor valor de pmax S€ obtuvo con 37°C
aproximadamente. Sin embargo, el menor valor se presenté alrededor de los 35°C.

Tomando lo anterior en cuenta, no es posible determinar cual es el efecto de la
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temperatura en la velocidad maxima de crecimiento de L. mesenteroides B512 FMC,

si bien existe un efecto de la temperatura, ésta es menor al efecto del pH sobre las

velocidades maximas de crecimiento (Umax)-

Gréfica de superficie de umax vs. Temperatura, pH

A)

umax

B)

umax
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llustracion 12. Analisis de superficie de respuesta de velocidad especifica de
crecimiento (Umax) de L. mesenteroides B512 FMC como variable respuesta
utilizando A) glucosa, B) sacarosa como fuente de carbono, y modificando pHy

temperatura.

En la llustracion 14 (A) se presenta el resultado del analisis de superficie de
respuesta para el méximo diferencial de densidad Optica con glucosa como sustrato.
Se puede observar que existe un efecto de la temperatura en el incremento de la

densidad Optica [llustracion 14 (A)], se observa un méximo incremento al utilizar una
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temperatura aproximada de 35°C. Sin embargo, no se observa un efecto del pH en el

incremento de la densidad Gptica en los cultivos con glucosa.

Los resultados del maximo diferencial de densidad 6ptica (DOmax) con
sacarosa como fuente de carbono se presentan en la llustracion 14 (B). De acuerdo
con las condiciones evaluadas, se puede observar que las condiciones de pH vy
temperatura Optica se encuentran con un pH de 7 y 35°C. Sin embargo, a pesar de
haber encontrado condiciones 6ptimas de cultivo, los valores presentados son
menores en al menos 4 unidades de DO soonm que cuando se utiliza glucosa como
sustrato. Esto puede ser ocasionado por la competencia de sustrato que existe
cuando se utiliza sacarosa. Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo, la
cepa L. mesenteroides B512FMC puede utilizar otras fuentes de carbono para
sintetizar la dextransacarasa. Sin embargo, la sacarosa sigue siendo el sustrato
principal con el cual se sintetiza dicha enzima y a su vez las dextranas, ya que se ha
observado que la actividad enzimatica es 3 veces mas grande con sacarosa que con
glucosa (Kitaoka & Robyt, 1998). Teniendo esto en cuenta, es muy probable que
exista una competencia por el sustrato entre L. mesenteroides B512 FMC para el

crecimiento celular y la dextransacarasa para la formacién de dextranas.
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A) Grafica de superficie de DOmax vs. Temperatura, pH

DOmax
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B) Grafica de superficie de DOMax vs. Temperatura, pH
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DOMax
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llustracion 13. Analisis de superficie de respuesta del maximo incremento de la
densidad 6ptica (DO max) de L. mesenteroides B512FMC como variable respuesta
utilizando A) glucosa B) sacarosa como fuente de carbono, y modificando pHy
temperatura.

En la llustracién 15 (A) se presenta el analisis de superficie de respuesta de la
velocidad maxima de consumo de sustrato, utilizando glucosa como fuente de
carbono. Se evalué el efecto del pH, temperatura y sustrato en dicha velocidad. De
acuerdo con la ilustraciéon 15 (A), se muestra que se presentan velocidades de
consumo mayores al utilizar condiciones de pH mayor y menor temperatura. La mayor
velocidad se presenta a de 33°C y pH 8. Se puede observar también, que la gréfica
no presenta un punto maximo, sino que presenta una forma de “sabana”, por lo que
es necesario evaluar mas condiciones para encontrar las condiciones 6ptimas de

operacion. Sin embargo, se puede observar que los valores mayores de velocidad de
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consumo de sustrato se presentan al utilizar condiciones de pH 8. En la llustracion 23
B) se presentan los resultados para las velocidades maximas (gsx) de consumo de
sacarosa como fuente de carbono. Se observé que las condiciones Optimas de pH y
temperatura, de acuerdo con la grafica, se encuentran al utilizar un pH cercanoa 7y
una temperatura de cultivo de 35°C aproximadamente.

A) Grafica de superficie de respuesta gsx vs Temperatura, pH
6
5
QsX
4
33.0
3
345
8
a 36.0 Temperatura
pH 6 375
B) - -
Grafica de superficie de respuesta gsx vs Temperatura, pH
4
3
gsXx

375
36.0

Temperatura

llustracion 14. Gréfica de andlisis de superficie de respuesta de la velocidad
maxima (qsx) de consumo de sustrato de L. mesenteroides B512FMC como variable
respuesta utilizando A) glucosa B) sacarosa como fuente de carbono, y
modificando pH y temperatura.

En la llustracion 16 (A) se presentan los resultados de consumo maximo de

glucosa como fuente de carbono. De acuerdo con el modelo representado en la
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llustracion 16 (A), el consumo de sustrato aumenta cuando la temperatura del cultivo
fue de 37°C, mientras que con 33°C se presenta el menor consumo de sustrato de L.
mesenteroides B512FMC. Sin embargo, de acuerdo con lo mostrado en la llustraciéon

16 (A), no es posible observar un efecto del pH sobre el consumo de glucosa.

En la llustracion 16 (B) se presentan los resultados del andlisis de superficie
de respuesta para el consumo maximo de sacarosa como sustrato. Contrario a lo
observado en los cultivos con glucosa, en la llustracién 16 (B) se puede observar que
el pH tiene un mayor efecto sobre el consumo de sustrato. En este trabajo se habia
mencionado que en los cultivos con glucosa el sustrato era practicamente agotado
del medio de cultivo, sin importar la condicion, lo cual indica que entre pH 6-8 el
consumo de glucosa es efectivo en los cultivos de L. mesenteroides B512FMC. Por
otra parte, el consumo de sacarosa en los cultivos de L. mesenteroides B512 FMC a
pH 7 se ve ampliamente favorecido de acuerdo con lo observado en la llustracién 14
(B). Esto coincide con el crecimiento maximo de L. mesenteroides B512 FMC, el cual
también se present6 a pH 7 cuando se utilizé sacarosa como fuente de carbono. Se
observé el mismo comportamiento con la temperatura. Si bien, la curvatura en el eje
de la temperatura es menor a la presentada en el eje de pH, se puede observar un
punto en condiciones de pH 7 y 35°C, mismas condiciones que el crecimiento maximo
de L. mesenteroides B512 FMC [llustracion 14 (B)].
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A) Grafica de superficie de Conmax vs. Temperatura, pH
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llustracion 15. Gréfica de analisis de superficie de respuesta para el consumo total
de L. mesenteroides B512FMC (ConMax) de A) glucosa B) sacarosa como sustrato a
diferentes condiciones de pH y temperatura

Las gréficas anteriores se realizaron utilizando un modelo de regresion y
analisis de superficie de respuesta (Montgomery, 2014). Al realizar dicha regresion,
se obtuvieron diferencias variables para los distintos factores involucrados. Cada
variable respuesta tuvo un modelo de regresion diferente, dependiendo del ajuste que
dicha regresién haya conseguido. En la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos
de la regresion de las variables respuesta de los cultivos de L. mesenteroides
B512FMC utilizando glucosa como fuente de carbono. Se puede observar que la
variable a la cual se obtuvo el mejor modelo fue la de consumo maximo (ConMax) de
glucosa como fuente de carbono, la cual tuvo un desajuste de 2.05. Dicho modelo se

ajusto al realizar una regresion lineal y regresion tomando en cuenta las interacciones
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entre variables. De acuerdo con lo evaluado, la inclusion de los cuadrados no
presentd un buen ajuste, por lo que fueron descartados. Un caso distinto fue el ajuste
para el maximo diferencial de densidad optica (DOmax), el cual su mejor ajuste se
obtuvo al incluir todas las variables, tanto el modelo lineal, como los cuadrados y las
interacciones entre variables. A pesar de eso, se tuvo una falta de ajuste de 35.98.
La umax fue la variable que tuvo una mayor falta de ajuste, con 65.39; y tomando en
cuenta las interacciones

Tabla 7.Variables de modelo para ajuste de superficie de respuesta de variables de
respuesta en cultivos de Leuconostoc mesenteroides B512FMC con glucosa como
sustrato

Glucosa

Mmax DOmax gsX ConMax

Lineal + Cuadratica Lineal + Lineal +
interaccion Interacciones completa interacciones interacciones

-05.74 -2024 -181.3 -31.50
1.045 33.70 -27.30 05.03
0.202 110.1 -5.098 01.49
NA 0.680 NA NA
NA -1.451 NA NA
-0.033 -1.254 0.748 -0.151
65.39 35.98 09.12 2.05

(NA=No Aplica)

Los resultados obtenidos para el modelo de los cultivos de L. mesenteroides

B512FMC con sacarosa como fuente de carbono se presentan en la Tabla 8. En dicha
tabla se muestran, al igual que en la Tabla 7, las variables del modelo que ajusta a
los andlisis de superficie de respuesta presentados anteriormente. A diferencia de los
modelos presentados en la Tabla 6 para glucosa, los presentados en la Tabla 8
presentan una mayor falta de ajuste al modelo, ademas en estos cultivos se utilizaron
diferentes interacciones para ajustar el modelo. El modelo que presenta menor falta
de ajuste es la velocidad maxima de consumo (Conmax) de sacarosa como sustrato,
con un modelo lineal y cuadrados entre las variables. Este modelo presento una falta
de ajuste de 75.90, el cual, como ya se mencioné anteriormente, fue el mejor ajuste.
La variable que tuvo la mayor falta de ajuste fue el maximo diferencial de densidad
optica (DOmax). Este modelo utilizé regresion lineal y cuadrados para realizar el
ajuste, el cual tuvo una falta de ajuste de 930.
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Tabla 8. Variables de modelo para ajuste de superficie de respuesta de variables de
respuesta en cultivos de Leuconostoc mesenteroides B512FMC con sacarosa como
sustrato

Sacarosa

Mmax Domax QsX ConMax
Lineal + Lineal + Lineal + cuadrados  Lineal +cuadrados
interaccion cuadrados cuadrados

35.60 -632.0 -375.5 -693.0
-1.303 37.50 14.66 54.96
-1.748 28.80 18.93 30.00
0.0844 -2.718 1.075 -3.981
0.0253 -0.403 0.272 -0.403

NA NA NA NA
242.15 930 83.05 75.90

(NA=No Aplica)

La falta de ajuste en los cultivos con sacarosa puede ser ocasionada por la
continua competencia por el sustrato entre la dextransacarasa y L. mesenteroides
B512FMC. A lo largo de este trabajo se observd que las variables cinéticas de L.
mesenteroides B512FMC presentaron interferencias por la presencia de dextranas en
el medio de cultivo. La alta concentracion de polimero indica un alto consumo de
sacarosa para la sintesis de esta molécula. Por otra parte, los cultivos con glucosa
pueden presentar una menor falta de ajuste debido a que los cultivos bacterianos
consumen el sustrato principalmente para la produccién de biomasa, en lugar de la
produccion de polimero. Si bien es cierto que existe la produccion de polimero, la
glucosa no es la fuente de carbono principal para la produccion de éste. Lo anterior
se ve reflejado en que los mejores ajustes se presentan en las variables relacionadas
con el consumo de sustrato. Lo mismo ocurre con los cultivos con sacarosa, los cuales
obtienen sus menores errores en las variables correspondientes al consumo de
sustrato. Sin embargo, las variables relacionadas al crecimiento presentan errores
superiores a las 100 unidades porcentuales. Esto puede deberse a los errores
presentados por la presencia de polimero en los cultivos, el cual se ve mayormente

reflejado en el maximo diferencial de densidad 6ptica.

61



8.3 Andlisis estructural de azlUcares de hidrolizados poliméricos obtenidos de los
cultivos de Leuconostoc mesenteroides B512FMC con diferentes sustratos y
condiciones de cultivo

Se realiz6 un andlisis estructural de azucares de los hidrolizados poliméricos
de los cultivos de Leuconostoc mesenteroides B512FMC con diferentes fuentes de
carbono y diferentes condiciones de cultivo. Se obtuvieron varias placas a través de
cromatografia de capa fina, antes y después de una derivatizacion.

Se observaron 3 grupos de azucares presentes en el extracto polimérico de
los cultivos de L. mesenteroides B512FMC a todos los pH evaluados [llustracion 17],
Antes de realizar el proceso de derivatizacion, se tomaron 3 imagenes con diferente
luz, en la llustracion 17 (A) se observa la placa con luz blanca, en la llustracion 17 (B)
se observa la placa con luz UV a 254 nm e llustracion 17 (C) la placa con luz UV a
366 nm. Este mismo orden fue utilizado en todas las imagenes antes y después de
la derivatizacién. El cambio de luz se utiliza para observar los compuestos que
presenten fluoresencia, sin embargo, de acuerdo al tipo de molécula esta puede
presentar fluoresencia cuando se utiliza una onda corta (254 nm), por ejemplo la
fructosa o una onda larga (366 nm) como los antracenos, que presentan coloracion
amarilla a esta luz (Wagner & Bladt, 1996) (Srivastava, 2011).

llustracion 16. Placas de cromatografia de capa fina de extractos hidrolizados de
polimero obtenido de cultivos de Leuconostoc mesenteroides B512FMC con pH 8y
diferentes temperaturas. El cuadro a) es laimagen obtenida con luz blanca antes de
la derivaritizacion de la placa; b) imagen con luz UV a 254nm antes de la
derivatizacion y ¢) imagen con luz UV a 366nm antes de la derivatizacion. El orden
de los carriles fue el siguiente: Carril 1-Estandar con maltosa, Los carriles 2,3y 4
presentan los hidrolizados de los polimeros obtenidos con sacarosa, a 33,35y 37°C
respectivamente. Carriles 5, 6 y 7 hidrolizados con glucosa, a 33, 35y 37°C
respectivamente.
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Se observo que al utilizar luz blanca [llustracién 17 (A)] la Unica banda visible
es la correspondiente al estandar de maltosa (Rf.0.65). Este comportamiento se repite
en las placas correspondientes a pH 6 y 7 antes de derivatizar. Cuando se utilizé luz
UV [llustracion 17 (B)], se observaron 2 grupos de azucares en la placa. El primer
grupo se observa a la misma altura que el estandar de maltosa (Rf 0.65), lo cual puede
indicar que el grupo observado es de un peso molecular similar al de la maltosa,
posiblemente un disacarido. Este grupo se encuentra también en la placa con pH 7,
pero no en la placa con muestras obtenidas a pH 6. El segundo grupo observado se
encuentra por encima del estandar de maltosa, obteniendo un Rf 0.86. Esto es
indicativo de que existe un grupo de azucares con un peso molecular menor al de la
maltosa, posiblemente un monosacarido. Esta banda se encuentra en todas las
placas obtenidas en este trabajo, tanto en pH 6 y 7. La placa con luz UV a 366
[llustracion 17 [C)] muestra 2 grupos de azucares ademas del estandar de maltosa
(Rf 0.76). El primero, se encuentra a una altura similar a la maltosa, con un Rf 0.65.
Como se ha mencionado anteriormente, esto es indicativo de que el azlcar presente
tiene un peso molecular similar al de la maltosa. Este grupo se encuentra en todas
las placas antes de derivatizar con luz UV a 366 nm. El segundo grupo se encuentra
por debajo del estdndar de maltosa, con un Rf 0.48, lo que es indicativo de que este
grupo tiene un peso molecular mayor al de la maltosa. Este grupo también se
encuentra en todas las placas analizadas antes de derivatizar observadas con luz UV
a 366 nm. Cabe mencionar que anteriormente se habian utilizado estandares de
glucosa y sacarosa, pero no se logré observar ninguna coincidencia en los

hidrolizados poliméricos.
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llustracion 17. Placas de cromatografia de capa fina de extractos hidrolizados de
polimero obtenido de cultivos de Leuconostoc mesenteroides B512FMC con pH 6y
diferentes temperaturas. El cuadro a) es laimagen obtenida con luz blanca después
de la derivaritizacion de la placa; b) imagen con luz UV a 254nm después de la
derivatizacion y ¢) imagen con luz UV a 366nm después de la derivatizacion.

Después del preceso de derivatizacion, se tomaron nuevas imagenes con las
mismas condiciones de luz. En la llustracion 18 (A) se observo la presencia de un
grupo de azucar ademas del estandar de maltosa en todas las condiciones de luz
evaluadas. Se observo el estandar de maltosa con Rf 0.65, y un grupo de azUcares
por encima del estdndar de maltosa con Rf 0.78. Este grupo de azlcares esta
presente también en la placa correspondiente a las muestras con pH 7, sin embargo,
este grupo de azlcares no se presentd en las muestras obtenidas de cultivos con pH
8. La placa visualizada con luz UV 254nm se muestra en la llustracion 18 (B). Se
observé el estandar de maltosa con un Rf 0.65, y al igual que con luz blanca, se
observo una serie de bandas con un Rf 0.8. Estos valores son similares a los
mostrados en la llustraciéon 18 (A). El grupo de bandas mostradas en la llustracién 18
(B) se presenta también en las muestras con pH 8. Por otra parte, cuando se utilizé
pH 7, y luz UV a 254nm, este grupo de azUcares no se logré visualizar en la placa.
Las muestras visualizadas con luz UV 366nm se presentan en la llustracion 18 (C).
Se observo el estandar de maltosa con RF 0.65. Ademas del estandar, se observo la
presencia de un grupo de azlcares con un Rf 0.769. Este grupo de bandas se
encuentra presente en todas las muestras obtenidas en este trabajo, tanto pH 7 y pH
8. Este grupo de azucar tiene un Rf similar al del estdndar de maltosa, por lo que es
posible que el peso molecular de este grupo de azlcares sea similar al de la maltosa,

posiblemente un disacarido.

De acuerdo con lo observado en las placas de cromatografia obtenidas de los

hidrolizados poliméricos, se observaron tres grupos de azlcares en las diferentes
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condiciones evaluadas de pH, temperatura y sustrato. En todos los grupos coindice
la presencia de un disacarido en la estructura de los polimeros obtenidos con
diferentes condiciones de cultivo, este disacarido tiene un peso similar al de la
maltosa, aunque también podria ser isomaltosa. Braga-Vettori y colaboradores (2012)
evaluaron la dextransacarasa de L. mesenteroides FT045B, y se logré observar la
presencia de isomaltosa en la estructura polimérica (Braga-Vettori, Martins-
Franchetti, & Contiero, 2012). En este grupo también lograron observar la presencia
de dos grupos de azlcares con peso molecular diferente al de la maltosa El primer
grupo present6 un Rf mas elevado que el del estandar, por lo que puede indicar que
el peso molecular de este azlcar es menor. Tal como se reporta en el estudio de Kim
y colaboradores (2003), las moléculas de dextrana presentan un porcentaje de
monosacaridos en su estructura, por lo que es de esperarse que en este estudio se
presenten este tipo de azlcares. Los azlicares monosacaridos podrian ser uno de los
grupos de bandas no identificados en este estudio. Por otra parte, la banda con Rf
mas bajo que la maltosa indica la presencia de un azlcar con mayor peso molecular
en la estructura del polimero. Sin embargo, debido a la naturaleza del polimero y de
la enzima dextransacarasa, este grupo puede ser algin azlcar parecido a las
isomaldextrinas (Kim D. , Robyt, Lee, & Kim, 2003).

Debido a lo anterior, se necesita realizar un analisis mas extenso para poder
identificar, o al menos comparar con mejor margen de referencia los grupos de
azUcares que estén presente en la estructura polimérica. Por lo anterior, sera
necesario utilizar un mayor nimero de estandares o alguna otra metodologia para

poder identificar estos grupos, que indican las ramificaciones presentes.
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8.4 Anélisis de grupos funcionales por FTIR de polimeros obtenidos en cultivos de
Leuconostoc mesenteroides B512FMC con diferentes sustratos y condiciones de
cultivo

Se realizé el analisis de grupos funcionales de los polimeros obtenidos de L.
mesenteroides B512FMC con diferentes condiciones de cultivo. Se utilizé el método
de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Este analisis
muestra los diferentes grupos funcionales presentes en la estructura polimérica. Los
grupos funcionales de los polimeros obtenidos de los cultivos de L. mesenteroides
B512FMC se muestran en la llustracibn 19. Se observaron diferentes grupos
funcionales que destacan en el andlisis. En la region de 678 cm™, se observé un pico
gue no coincide con los analisis realizados en otros estudios a dextranas, por lo que
puede ser parte de un contaminante debido a la falta de una purificacién mas efectiva.
El grupo en la region de 678 cm™* puede ser identificado como un enlace tipo O-H o a
un enlace tipo C-H. Este enlace se encuentra en un alto porcentaje de abundancia en
todos los polimeros evaluados. En la regién de 833 cm™ se observa un grupo
caracteristico de un enlace tipo a (1-3)-D-glucano (Shukla, y otros, 2011), lo cual es
indicativo que el polimero posee ramificaciones en su estructura y por lo tanto que es
un polimero probablemente insoluble en agua, tal como la dextrana producida por la
cepa FT045B evaluada por Shukla y otros (2011). La abundancia de este enlace es
variada con respecto a las condiciones de cultivo, encontrdndose en mayor
abundancia en condiciones de glucosa, pH 6, 33°C; glucosa, pH 7, 35°C y sacarosa
pH 8 y 37°C. No se observa una clara tendencia en las condiciones de cultivo que
favorezcan la abundancia de este enlace, sin embargo, se observa que el enlace esta
presente en todos los polimeros evaluados. En la regién de 1037 cm™ se presenta el
pico correspondiente a los enlaces glucosidicos del polimero (Purama, Goswani,
Khan, & Goyal, 2009) (Shukla, y otros, 2011) (Aman, Siddiqui, & Qader,
Characterization and Potential Application of High Molecular Weight Dextran Produce
by Leuconostoc mesenteroides AAl, 2012) (Braga-Vettori, Martins-Franchetti, &
Contiero, 2012). Este grupo es indicativo de que el polimero analizado tiene una
estructura lineal, aunque es importante destacar que este grupo tiene una abundancia
similar a la del grupo en la regién 833 cm, ya que, al tener abundancias similares o
incluso menores, es posible que el polimero producido no tenga la misma estructura

que las dextranas en otros trabajos antes mencionados.
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llustracion 18. Analisis de FTIR de muestras liofilizadas de polimeros obtenidos de

cultivos de Leuconostoc mesenteroides B512FMC con diferentes sustratos y

temperaturas, pHA)6,B) 7y C) 8
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El grupo en la regién cercana a 1334 cm™ puede corresponder a un grupo
metino, lo cual no es un grupo que sea esperado en la estructura del polimero, al igual
gue el grupo en la region de 678 cm?, este grupo puede ser producto de algun
contaminante en la muestra. En la region de 1533 cm, se observa también un grupo
metino que no corresponde a lo esperado en las dextranas. Sin embargo, el grupo en
la regiéon de 1533 cm™ solo se encontré en condiciones de pH 8, lo cual indica que
existe un cambio estructural con respecto a las otras condiciones en las cuales se
obtuvo polimero (Aman, Siddiqui & Qader, 2012) (Litescu, Teodor, Truica, Tache, &
Radu, 2012). Es necesario evaluar el efecto que tiene este cambio estructural en el
comportamiento de la molécula, ya sea su solubilidad o propiedades mecanicas que

puedan verse afectadas.

En la region de 1658 cm™se observa lo correspondiente al grupo hidroxilo, tal
como lo menciona Shukla (Shukla, y otros, 2011), mismo que se encuentra presente
en todas las muestras analizadas. Otro grupo que coincide en todas las muestras es
el que se encuentra en la region de 2927 cm™. el cual corresponde a un enlace tipo
C-H. A diferencia de otros reportes (Shukla, y otros, 2011) (Braga-Vettori, Martins-
Franchetti, & Contiero, 2012) (Aman, Siddiqui, & Qader, Characterization and
Potential Application of High Molecular Weight Dextran Produce by Leuconostoc
mesenteroides AA1, 2012), la abundancia de este grupo es muy baja. Aunque de
acuerdo con lo reportado por Puramay colaboradores, la enzima de L. mesenteroides
B-640 sintetiza un polimero con baja abundancia de este enlace C-H (Purama,
Goswani, Khan, & Goyal, 2009).Los grupos en las regiones de 3278 y 3722 cm™ son
posibles grupos O-H, ya sea en la estructura interna o0 como parte de agua en la

molécula (Litescu, Teodor, Truica, Tache, & Radu, 2012).

De acuerdo con lo observado en la llustracién 19, no se lograron observar
diferencias notorias en los grupos funcionales presentes. Si bien es cierto que la falta
de pureza afecta este andlisis al presenta grupos funcionales ajenos a la estructura,
se pudieron identificar los mismos picos en todas las condiciones evaluadas. Sin
embargo, se notaron diferencias en la abundancia de dichos grupos funcionales. Los
polimeros obtenidos con glucosa se tiene la mayor abundancia en los grupos
funcionales correspondientes a los enlaces a (1-3)-glucano, lo cual afecta la
solubilidad del polimero, volviéndolo altamente insoluble en agua (Shukla, y otros,
2011).
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Como ya se mencion6 anteriormente, sera necesario realizar una purificacion
més exhaustiva del polimero, debido a que en el andlisis se presentan diferentes picos
que no corresponden a lo reportado por otros autores. Es importante eliminar las
impurezas que puedan existir por parte del medio del cultivo y las células presentes.
Esto con el fin de determinar cudles grupos funcionales son propios de la estructura

polimérica y evitar picos que generen ruido en el analisis.
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9 CONCLUSION

Se logro evaluar el crecimiento y consumo de sustrato en los cultivos de
Leuconostoc mesenteroides B512FMC utilizando diferentes condiciones de pH,
temperatura y diferentes sustratos. En general, las mayores velocidades de
crecimiento se presentaron al utilizar un pH 6, sin importar el sustrato ni la
temperatura, a excepcién de los cultivos a pH 7 a 35°C y glucosa como sustrato, pero
se presenté una mayor reproducibilidad en los datos con pH 6. Por lo que el factor

gue mas influye en la velocidad de crecimiento es el pH.

Con el analisis de superficie de respuesta se lograron ver algunas tendencias
en las variables cinéticas de L. mesenteroides B512FMC. Se logra observar que
existe diferencia al cambiar sustrato. Si bien presentan valores maximos similares
(puntos maximos), el pH no tiene un gran efecto en el crecimiento maximo, mientras
que la temperatura es la variable que mas influye. La temperatura éptima para el
crecimiento maximo en los cultivos en glucosa es 35°C. Por otra parte, en los cultivos
en sacarosa, el pH y la temperatura tienen efecto en el crecimiento maximo, siendo
que el pH ideal con este proceso es de 7, mientras que la temperatura ideal es de
35°C.

La velocidad de consumo de sustrato cambia de manera en L. mesenteroides
B512FMC dependiendo de la fuente usada. En los cultivos con glucosa se observo
que el sustrato es agotado del medio de cultivo. La cepa trabaja mejor y consume de
manera mas efectiva el sustrato al utilizar un pH bajo. Por otra parte, en los cultivos
con sacarosa, se logré observar que la cepa trabaja mejor y consumo de manera mas
eficiente el sustrato cuando se utilizan condiciones de pH neutro y temperatura
cercana a los 35°C. Sin embargo, se obtuvieron mayores velocidades de consumo

cuando el sustrato fue glucosa.

El andlisis por cromatografia de capa fina mostré que existen 3 grupos
principales de azucares presentes en la estructura de las dextranas. Esto indica que
el polimero tiene ramificaciones en su estructura, lo cual fue reforzado por el analisis
FTIR, donde se muestra una alta abundancia de enlaces tipo a (1-3)-glucano. Sin

embargo, dichos grupos de azucares no coincidieron con los estandares utilizados,
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salvo con la maltosa, por lo que el polimero pudo ser degradado hasta dimeros, o

bien se encuentran ramificaciones con disacaridos en la estructura molecular.

Por otra parte, el cambio de sustrato no afecta la presencia de los grupos
funcionales caracteristicos de las dextranas, pero si abundan las ramificaciones por
enlaces tipo a (1-3)-glucano en los polimeros en cultivos con glucosa. Mientras que
los polimeros obtenidos en cultivos con sacarosa presentan una alta abundancia de
ramificaciones, pero mantienen un valor similar a los enlaces glucosidicos
caracteristicos de las dextranas. El pH y la temperatura no tienen un impacto para

generar cambios estructurales en los polimeros obtenidos.
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