Revista EIA, ISSN 1794-1237 Namero 7, p. 159-172. Junio 2007
Escuela de Ingenieria de Antioquia, Medellin (Colombia)

OBTENCION DE DEXTRANO Y FRUCTOSA,
UTILIZANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIALES
CON LA CEPA Leuconostoc mesenteroides

NRRL B512-F

OLca Viviana RODRIGUEZ"
HEeNRY HANSSEN™

RESUMEN

Debido al gran potencial biotecnolégico que presentan los residuos agroindustriales, se desarroll6 el
presente trabajo para la obtencién de oligosacaridos, utilizando como materia prima residuos de cascaras
de naranja, pifia y cachaza de cana panelera, a escala de laboratorio. Por medio de un disefio experimental
se evalud la concentracion y tipo de sustrato y la temperatura del proceso con tres niveles, para lograr la
mayor produccién. El desarrollo experimental se llevd a cabo con un volumen de 100 mL y 250 mL. En la
etapa final se obtuvo como resultado una produccién de 3,4 g/L de dextrano y 5,04 g/L de fructosa, utili-
zando como sustrato cascaras de naranja con estas condiciones: temperatura de 30 °C y concentracion de
sustrato de 20 g/L; durante el proceso se midieron el consumo de sustrato y la concentraciéon de biomasa y
productos. Se observo el desarrollo del microorganismo con los sustratos empleados en la experimentacion,
sin adicién de nutrientes, con una adaptacion favorable a éstos. Finalmente, se realizd una caracterizacion
preliminar del polimero obtenido, con lo que se concluyd que puede obtenerse dextrano de grado técnico
para su uso como espesante en la industria de alimentos y en el drea de tratamiento de aguas residuales
como floculante.

PALABRAS CLAVE: residuos agroindustriales; biopolimero; dextrano; fructosa; Leuconostoc mesen-
teroides.
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Due to biotechnological potential that presents the agro-industrial remainders, the present work was
developed about obtaining oligosaccharides using like raw material remainders of orange peels, pineapple
peels, and panelera cane slowness, at level laboratory. An experimental design was used to evaluate type
and concentration of substrate and process temperature at three levels, accordingly the greatest amount of
dextran and fructose produced. All volumes worked were 100 mL and 250 mL. In the final phase, the result
was a production of dextran 3.4 g/L and fructose 5.04 g/L, using orange peels as substrate, temperature at 30
°C and concentration of substrate of 20 g/L, determining for each sample: consumption of substrate, biomass,
and amount of products. The growth of the microorganism was observed; correspondingly to a substrate
without addition of nutrients with a favorable adaptation at medium supplied. Finally, an experimental
characterization was developed, and it was concluded that technical grade dextran can be obtained used

in food like thicker and waste water treatment.

KEY WORDS: agro-industrial remainders; biopolymers; dextran, fructose, Leuconostoc mesenteroides.

Los productos obtenidos a partir de fuentes
reciclables, tales como los residuos agroindustriales,
han merecido un interés creciente, debido a que
permiten aminorar el impacto ambiental y los costos
en el tratamiento y disposicion de dichos residuos en
las industrias [7]. Un ejemplo de estos productos son
los polisacaridos o biopolimeros.

El dextrano es un polisacarido de alto peso
molecular, compuesto de unidades de D-glucosa
unidos mediante enlaces glucosidicos a-(1-6) (figura
1); son estructuralmente diversos y se caracterizan de
acuerdo con el porcentaje, naturaleza y distribucion
de sus enlaces. El dextrano se produce generalmente
en cultivos de bacterias lacticas como Streptococcus,
Acetobacter o Leuconostoc, en medios que contie-
nen sacarosa; las células en crecimiento secretan
una enzima inducible llamada dextransucrasa que
convierte el exceso de sacarosa hidrolizdndola en
dextrano y liberando fructosa al medio [21]. Fue
aislado por primera vez en 1906 por Scheiber, y su
principal aplicacién radicé en el drea farmacéutica
como expansor del volumen del plasma sanguineo y
promotor del flujo de sangre [4]. El dextrano puede
ser hidrolizado a azicares simples como glucosa,
isomaltosa, etc. por enzimas dextranasas produci-

das por microorganismos del género Penicillium y
Verticillium.

Durante la generacién de dextrano se obtie-
ne a su vez fructosa; ésta representa una fuente de
energia aprovechable. Como edulcorante la fructosa
es un monosacarido de facil absorcién y rapida asi-
milacién que proporciona una dosis balanceada de
calorias en bebidas y alimentos. En la industria de
la confiteria posee propiedades humectantes y anti-
cristalizantes, manteniendo la humedad y retardando
el resecamiento del producto final [18]. La fructosa
también tiene un gran potencial como material inter-
medio en la manufactura de 5-hidroximetil furfural
(HMF) por induccién acida; el HMF se ha usado en
la produccién de resinas fenélicas especiales y de
una serie de polimeros furanicos [11].

La sintesis de dextrano se realiza por fermen-
tacién bacteriana o enzimaética. El microorganismo
empleado es Leuconostoc mesenteroides de las cepas
NRRL B-512F, 512 y B1299; s6lo con la cepa B-512F
se produce dextrano a escala industrial, a partir de
sacarosa comercial [19]. El sustrato mas comun-
mente empleado es la sacarosa en concentraciones
aproximadas de 5%; y en fermentacién enzimdtica
puede ser hasta mas 0 menos 20% y se obtiene una
concentracion de dextrano de 20 g/L.. Han sido pocos
los estudios referidos al uso de otros sustratos para la
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Figura 1. Estructura quimica del dextrano.
Fuente: Amersham Bioscience.
Handbook, dextran. 2003

produccién de polisacaridos; el centro de investiga-
cién biotecnolégica de Irdn realizé una investigacion
sobre la produccién de dextrano a partir de fuentes
econdmicas del pais, como melazas de remolacha
azucarera y extracto de salvado de trigo, y logré una
concentracién de 9,44 g/L de dextrano [3]. En 1996
Lopretti et al. realizaron un proyecto sobre la valori-
zacion de residuos para la generacion de productos
de alto valor agregado, entre ellos los polisacaridos,
utilizando agua de coco, jugo de cascaras de pifia,
naranja, mandarina, uvas, entre otros, con concen-
traciones entre 2,5 g/L y 8 g/L de dextrano [15].

El presente proyecto evalta el uso de resi-
duos de naranja, pifia y cachaza de cafa panelera
que presentan un contenido entre 2% y 5% de sa-
carosa, para la produccién simultanea de dextrano
y fructosa mediante una bacteria lactica. Se realiza
una evaluacién fisicoquimica y un procedimiento
para el pretratamiento de cada uno de los sustratos
trabajados y una caracterizacion preliminar del po-
limero obtenido.

La seleccion de los residuos se realizd de acuer-
do con los siguientes criterios: baja utilizacion en otros
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procesos, alto volumen contaminante y facilidad en
su adquisicién para el desarrollo del trabajo.

De la caracterizacion fisicoquimica realizada
previamente a cada residuo, se decidié trabajar con
céscaras de naranja, pifia y cachaza de cana panele-
ra, dado que presentaron un contenido de sacarosa
en un valor alrededor del 2% al 5%, concentracién
adecuada para la fermentacion.

Para cada sustrato se determinaron las siguien-
tes propiedades: porcentaje de sacarosa y grados Brix
(refractometria, AOAC 22.024/84.932/90), porcen-
taje de azicares reductores (método colorimétrico
DNS, [16]), pH ([5]), porcentaje de proteina (método
Kjeldahl [5)), trazas minerales (absorcidn atémica,
NTC 4808), cenizas (AOAC 7.009/84,942.05/90
[1)), acidez total (AOAC 31.231/84,942.15/90 [1]),
humedad y materia seca (AOAC 7.003/84,930.15/90
(1, 5)) y carga microbiana (Guias Microb. Amb,
FUAC). Para cada muestra evaluada se realizdé un
pretratamiento de decoloracion (NTC 5146, AOAC
22.082/84.925.36/90) para evitar interferencia en las
mediciones.

Se emplearon muestras representativas de
residuos frescos. Cada uno de ellos por separado
fue lavado, molido y filtrado para la extraccién de
los jugos de proceso; a continuacién fueron pasteu-
rizados, para garantizar una reduccién sustancial de
los microorganismos competidores para L. mesente-
roides y la preservacién del contenido de azicares.
Un diagrama del pretratamiento se presenta en la
figura 2.

El microorganismo empleado para este es-
tudio fue Leuconostoc mesenteroides NRRL B512-F,
bacteria Gram positiva, quimiorganotréfica y aerobia
facultativa. Su morfologia es principalmente esférica
y se encuentran en pares o cadenas cocos [13]. La
especie mesenteroides produce glucosiltransferasas
extracelulares, las cuales sintetizan dextrano y po-
limeros afines por division de la sacarosa y transfe-
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Ajuste pH
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l Jugol v
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Figura 2. Diagrama del pretratamiento realizado a los residuos de cascaras de naranja, pifia y cachaza.
Fuente: los autores. 2006

rencia del grupo glucosidico a la cadena inicial de
polimero, liberando fructosa como subproducto de
la sintesis [8]. La cepa fue suministrada por el Ins-
tituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México (IBT, Morelos). Fue liofilizada
y posteriormente resuspendida y conservada en una
solucién de glicerol al 20% a -20 °C. Luego de la acti-
vacion, se realizaron subcultivos en tubos Eppendorf
(1,5 mL), que dieron origen a los preinéculos. El
crecimiento fue monitoreado mediante el método
de peso seco [12].

El medio estdndar para su activacidén y
mantenimiento presentd la siguiente composicion
(medio LM): glucosa (2%), extracto de levadura
(20 g/L), K,HPO, (20 g/L), MgSO,-7H,0 (0,2 g/L),
CaCl,-2H,0 (0,05 g/L), FeSO, (0,01 g/L), MnSO,-7H,0O
(0,01 g/L), NaCl (0,01 g/L) (Munguia Canales, IBT,
envio electrénico, 2005). El pH del medio fue ajus-
tado a 6,7 con H3PO , ¥ NaOH (0,1 N). Los cultivos
fueron incubados en matraces a 27 °C en condicio-
nes aerobias en un agitador orbital a una velocidad
de 150 r. p. m.

Figura 3. Siembra por estrias en agar, morfologia de
L. mesenteroides. Fuente: los autores. 2006

Preinoculo e inoculo

Para el desarrollo del indculo, se prepard pre-
viamente un preindculo en caldo LM, el cual se este-
rilizd a 15 psig durante 15 minutos; esta preparacion
consistié en tomar “dos asadas” de una suspension de
células incubadas a 27 °C por 24 horas y afiadirlas al
preindculo consistente en 10 mL de caldo LM estéril
incubando a 30 °C de 18-20 horas.
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A partir del preindculo se preparé el inéculo
con el jugo previamente tratado y pasteurizado
correspondiente a cada montaje. La inoculacién se
realiz6 a partir de 5 mL de preinéculo y se incubd a
una temperatura de 30 °C, agitacién de 150 r. p. m.
y un tiempo de 12-18 horas, verificando el creci-
miento celular.

De acuerdo con lo arrojado en la fase preex-
perimental, el periodo de incubacién del inéculo fue
de 12 horas, tiempo en el cual el cultivo se encuentra
en la parte final de la fase exponencial de crecimiento
correspondiente a una concentracion de células de
10° unidades formadoras de colonia (UFC)/mL. Este
valor se fij6 para facilitar la reproducibilidad de los
ensayos.

Para estudiar el comportamiento del microor-
ganismo, el efecto de la concentracién de sacarosa,
la temperatura y otras variables durante el transcurso
de la fermentacion, se requiere evaluar dichos fac-
tores interactuando simultdneamente para observar
si pueden afectar o no la conversion de sacarosa a
dextrano y fructosa.

Para ello se realizé una seleccién preliminar
de las variables més significativas, con el fin de de-
terminar no sélo la produccién de dextrano, sino
el crecimiento del microorganismo en sustratos no
convencionales. Se realizaron fermentaciones en
condiciones aerobias, empleando distintas condicio-
nes, en donde se observa la cantidad de polimero
producido y el crecimiento celular. Las variables eva-
luadas en la fase preliminar fueron: concentracién
de sustrato, para establecer los niveles del disefo;
pH, que es importante, ya que el crecimiento del
microorganismo es satisfactorio con valores de pH
entre 5y 7 por tratarse de una bacteria lactica; adi-
cionalmente, la produccién intrinseca de polimero
esta dada por la cantidad de enzima que se secrete
al medio y ésta es estable a valores entre 5y 6,7, se
realizaron pruebas con valores entre 5,5 y 6.7, ajus-
tando el pH con H,PO, concentrado y NaOH 0,1 N; la
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temperatura, debido a que la estabilidad de la enzima
se presenta a valores de 32 °C y el microorganismo
es una bacteria mesdfila; para realizar las pruebas se
selecciond un intervalo de 20-35 °C, valor Gltimo de
confirmacién del rango.

Se evaluaron tres variables (concentraciéon de
sustrato, tipo de sustrato y temperatura), cada uno
con tres niveles (bajo, medio y alto), para la produc-
cién de dextrano y fructosa por L. mesenteroides. Se
eligié un diseno de tipo factorial con dos factores
independientes y sus variables de respuesta. Debido
a que se trabajaron tres sustratos diferentes, se realizd
un diseno de dos factores para cada uno; en esta
fase se efectuaron 27 fermentaciones por sustrato,
las cuales se llevaron a cabo por triplicado para un
total de 243 ensayos. Cada unidad experimental fue
repartida en grupos de 9, que diferian en su nivel de
temperatura; se trabajé en operacién discontinua
(por lotes) en un agitador orbital con control de
temperatura, un volumen til de 100 mL de me-
dio y con estas condiciones estadndar: 150 r. p. m.,
pH inicial 6,7, condiciones aerobias y tiempo de
fermentacién de 18 horas. Se tomé muestra inicial
y final evaluando biomasa, cantidad de polimero,
fructosa y consumo de sustrato residual.

El medio de cultivo empleado fue jugo de
cdascaras de naranja; se pasteurizd dentro de matra-
ces de 250 mL que contenfan 100 mL de medio, a
70 °C durante 10 minutos, de conformidad con los
resultados obtenidos en la fase preliminar.

Para el sistema de fermentacién, una vez
alcanzada la temperatura de incubacién (30 °C),
se inocul6é con 10 mL del inéculo, preparado con
L. mesenteroides [10° UFC/mL]. El pH inicial de las
fermentaciones fue de 6,7 (resultado de fase preex-
perimental) ajustado con H,PO,y NaOH 0,1 N, y la
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velocidad de agitacién fue de 150 r. p. m. [12, 15,
23]. Se tomaron muestras cada dos horas con un
volumen de 10 mL. A cada muestra se le realizd
andlisis de biomasa, dextrano, fructosa y sacarosa
residual.

Los resultados de las variables de respuesta
fueron sometidos a andlisis de varianza para el disefio
factorial. Adicionalmente se realizaron pruebas de
medias para observar las diferencias entre los trata-
mientos establecidos usando la prueba LSD.

En los casos en los cuales los anélisis de varian-
za permitieran identificar efectos significativos en las
variables evaluadas en los tratamientos, se realizaron
anélisis de regresion lineal para obtener ecuaciones
que describieran los datos experimentales. Para
los anélisis se emplearon los paquetes estadisticos
Statgraphics, Minitab y Statistix. Todos los analisis se
realizaron con un nivel de confianza del 95%.

La concentracién de biomasa se expresd
como peso seco (g/L) de células totales (muertas y
vivas) por unidad de volumen. Para su determinacién
se utilizo la técnica turbidimétrica con mediciones de
absorbancia en un espectrofotdmetro (Genesys 20D)
a 600 nm (Monsan, 1997, [8]) y se convirtié con una
curva estandar que relaciona la masa celular (peso
seco) con la absorbancia de la muestra.

El consumo de sacarosa se llevé a cabo usan-
do refractometria (método AOAC 22.024/84.932/90),
con las muestras clarificadas para evitar interferencia
en el valor obtenido. Se emple6 este método con
una curva estandar que relaciona la concentraciéon
de sacarosa con el indice de refraccién (medido a
20 °C).

Se utilizé el método colorimétrico resorcinol-
tiourea (Epstein y Goldstein, 1962, [20]), aprove-
chando la reaccién que ocurre entre la hexosa y
el resorcinol, que genera un compuesto de color
purpura que absorbe luz a una longitud de onda
de 510 nm.

La determinacién de dextrano se realizé por
el método gravimétrico. Consiste, primero, en la
separacion del polimero del medio de cultivo por
centrifugacion; el sobrenadante se precipita con una
relacion 1:1 de etanol (96%) y se decanta de 12-24
horas. Se centrifuga la solucién (15.000 x 5 min) [18]
y el pellet obtenido se seca dentro del tubo (tarado
previamente) a una temperatura de 55 °C en presen-
cia de vacio hasta peso constante. La cuantificacién
del polimero se realiza por diferencia de pesos con
el peso inicial del tubo tarado [13, 21].

Caracerizacién quimica. El polimero se somete
a un proceso de hidrdlisis &cida con 4cido clorhidrico
(2 N) a 80 °C. Para efectuar la hidrélisis se tomaron
0,5 mL de muestra a partir de una solucion al 1% del
polimero y se agregd acido clorhidrico. Finalmente,
se determina la concentracién del componente prin-
cipal por el método de glucosa oxidasa [6].

Determinaciéon de grupos funcionales por es-
pectroscopia de infrarrojo (FTIR). Estas pruebas se
realizan con el fin de determinar los grupos funcio-
nales presentes en la muestra y asi identificar el tipo
de compuesto obtenido. Los ensayos se realizaron
en un equipo de espectroscopia de infrarrojo (FTIR)
Paragon 500, serie 1000 de Perkin Elmer, colocando
las muestras en pastillas de KBr. Las muestras que se
utilizaron para la realizacion del ensayo correspon-
den al polimero obtenido a partir de los sustratos
jugo de pina y naranja. El material fue previamente
desecado.



Evaluacion del peso molecular por viscosimetria
de capilar. Cuando el polimero es poco polidisperso,
Mv (peso molecular promedio viscosimétrico), co-
rresponde aproximadamente a Mw (peso molecular
promedio en peso). Para el calculo del peso, se uti-
liza la ecuacion de Mark-Houwink [n] = KM?, que
correlaciona la viscosidad intrinseca del polimero
con el peso molecular promedio en masa de dicho
polimero: Ky a son las constantes de Mark-Houwink
y dependen del polimero, del disolvente y de la
temperatura a la cual se realiza el ensayo, y 1 es la
viscosidad intrinseca del polimero [9].

De acuerdo con los resultados obtenidos en la
caracterizacion fisicoquimica, resumida en la tabla
1, se pudo determinar que los residuos presentaban
proporciones de sacarosa (2-5%), proteina y trazas
minerales, que justificaban su aprovechamiento sin
necesidad de adicién de nutrientes, como fuente
para la produccién de los oligosacaridos.

P

Se realizaron 6 fermentaciones en operacién
discontinua evaluando las variables establecidas en
el diseno experimental, haciendo seguimiento a la
concentracién de sustrato, pH inicial y temperatura
de proceso; se observé una adaptacién del mi-
croorganismo a los diferentes sustratos evaluados,
por medio de la curva de crecimiento. Dado que
la fructosa es un producto formado a partir de la
polimerizacién del dextrano en el medio de cultivo
[8], s6lo se tomd la concentraciéon de dextrano como
parametro respuesta en los estudios preliminares;
los datos obtenidos durante esta etapa preliminar
se muestran en el figura 4.

Estos ensayos preliminares permitieron selec-
cionar las siguientes condiciones y rangos de opera-
cién del diseno en la fase experimental. El valor de
pH inicial del medio arrojé buenos resultados cerca
de la neutralidad (6,5-7,0), similar a lo reportado con
los medios a base de sacarosa comercial, donde el
valor 6ptimo de crecimiento celular se encuentra
en 6,9 [21, 24]; la mayor produccién de polimero

.

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica de los residuos evaluados

Componente Contenido
Pifia Naranja Cachaza de cafia
Proteina (9/100 g) 6,16 54 0,354
Nitrogeno (%) 3,25 0,18 2,050
Acidez total (%) 0,625 0,1787 0,2761
pH 3,26 3,95 4,46
°Brix 3,8 3 65
Densidad g/mL 1,03654 1,037 1,1864
AzUcares reductores g/L 4,2062 3,51 0,38
Sacarosa g/L 49 38 106,2
Hongos UFC/mL 53*10° 92*10* 30%107
Bacterias mesofilas UFC/mL 29*107 27*108 50*10*
Magnesio 0,0275 0,0435 0,0408
Calcio 0,0035 0,0305 0,0674
Minerales (%) Manganeso 0,006 0,0175 0,0021
Hierro 0,034 0,021 0,0102
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Figura 4. Resultados de

sobre cada sustrato fue en promedio de 0,575 g/L
ajustando el medio en un valor de 6,7, el cual fue
seleccionado para la siguiente fase. La temperatura
también fue un factor clave; los resultados mostra-
ron que a una temperatura de 25 °C se lograba una
concentraciéon promedio de polimero de 0,666 g/L
y una concentracion celular de 3,2 g/L. Se decidi6
trabajar dentro de la zona 6ptima de crecimiento de
L. mesenteroides (20-30 °C).

En cuanto a la concentracién de sustrato en el
medio, se obtuvo con cada sustrato un valor prome-
dio de 0,402 g/L de polimero a una concentraciéon
de 30 g/L. Se seleccionaron niveles entre la concen-
tracién minima requerida por el microorganismo de

Curvas de Crecimiento Celular

BBt ancls [E00 fm)

ensayos preliminares

acuerdo con la fase preliminar, ya que, aunque existio
produccién de dextrano en baja concentracion, el
crecimiento celular observado fue muy pobre, lo que
se corrobord en la revision bibliografica [3, 21, 24].
La concentracién méaxima fue la de cada sustrato,
para aprovechar sus propiedades. Los niveles y va-
riables seleccionadas segtn los resultados obtenidos
en esta etapa se describen en la tabla 2.

De acuerdo con el anélisis estadistico realizado
a los tratamientos, la temperatura tuvo un efecto sig-
nificativo (p > 0,05) sobre la produccién de dextrano
y fructosa. Caso similar sucedié con la concentracién

Tabla 2. Niveles de trabajo, disefio experimental

Variable Nivel alto Nivel medio Nivel bajo
Temperatura (°C) 30 25 22
Concentracion de sacarosa (g/L)| 49 (P)—-38 (N)-106 (C) * 20 10
Tipo de sustrato** N-P-C N-P-C N-P-C

* Concentracién maxima que contiene cada sustrato de trabajo

** N = Naranja, P = Pina, C = Cachaza de cana

Revista EIA



de sacarosa inicial (p>0,05), que presentaba en cier-
tos tratamientos un efecto positivo para la produccién
mientras que las combinaciones de 22 °Cy concentra-
ciones altas (>30 g/L) presentaban una disminucién
sustancial. Este fenémeno del efecto de la concentra-
cién de sacarosa fue notorio en los ensayos realizados
con cachaza de cafia en su nivel superior (108 g/L);
los valores por encima del 5-10% son elevados para
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llevar a cabo la fermentacién con el microorganismo,
debido a que éste no se desarrolla de manera efectiva
en medios que contienen concentraciones mayores
a 10-25% de sacarosa (figura 5).

Los analisis mostraron que los experimentos
que presentaban un aumento en la temperatura
del proceso, como los sustratos pifia y naranja,
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Figura 5. Resultados, andlisis estadistico
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aumentaban de igual forma el crecimiento celular
y disminuian levemente la produccién de dextrano,
siguiendo una tendencia lineal significativa; esto
indica que la concentracién de los productos au-
mentd con el incremento en la temperatura en el
rango establecido de trabajo para los tres sustratos
en general; caso contrario ocurrié con la cachaza,
Cuyo comportamiento no presentd un ajuste satis-
factorio, probablemente debido a su dificil manejo
por ser un residuo con alto contenido de particulas
en suspension y un color oscuro.

Para establecer una comparacién con los re-
sultados obtenidos usando como sustrato la cachaza,
no se encontraron criterios, ya que en la revisién
bibliografica no se hallaron articulos relacionados
con su uso como sustrato de fermentacién para la
obtencién de polisacéridos; sin embargo, se pudo
observar un crecimiento celular y una producciéon
de dextrano y fructosa en cachaza; aunque inferior
a los otros dos sustratos, fue significativo, y eso lo
posiciona como un sustrato interesante de estudio
y establece la necesidad de buscar técnicas mas
sensibles para su medicion.

Los resultados descritos permitieron se-
leccionar el ensayo en el cual se trabaja con una
concentracién de 20 g/L y una temperatura de 30
°C. Como se observa en la figura 6, el sustrato que
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Resultados de la produccién promedio de tres réplicas
Condiciones: 30°c, sacarosa 20 g/l.

Nivel significancia para los tratamientos o = 0,05

Figura 6. Resultados estadisticos

mayor concentraciéon de productos generd fue el
jugo de céscaras de naranja, con un valor de 3,4 g/L
de dextrano y 5,04 g/L de fructosa.

Con respecto a la cinética del proceso, en la
figura 7 se muestra el comportamiento de la biomasa;
se observé una fase de adaptacién con un tiempo de
duracién de unas 6 horas. Este resultado es compa-
rable con los descritos en los trabajos de Tsuchiya et
al. [24] y Lopretti [15], quienes encontraron un cre-
cimiento similar utilizando un tiempo de residencia
de 24 horas, donde la fase de adaptacion fue de 6-8
horas en sustratos como pifia y naranja. En la etapa
preliminar, se logré disminuir este tiempo, realizando
los indculos en los sustratos correspondientes.

La fase logaritmica se prolongé durante 7
horas, exhibiendo un rapido crecimiento y ago-
tando parte de la sacarosa antes de entrar a la fase
estacionaria desde la hora 14 hasta la 18, cuando se
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observd la zona de maximo consumo mientras los
metabolitos continuaban aumentando levemente en
el medio. Este comportamiento puede describirse
como un proceso con generacién de metabolitos
primarios que estan parcialmente asociados al cre-
cimiento celular y se dan luego de que las células
han alcanzado su madurez [22]. La biomasa méxima
fue de 4,2 g/L correspondiente a 1,15 x 10° UFC/mL
después de 15 horas de fermentacion, y el dextrano
y fructosa alcanzan su méaxima concentracién a las
17 horas con 3,125y 5,678 g/L respectivamente. En
comparacioén con los ensayos de la fase experimen-
tal, la biomasa fue de 3,6 g/L en la hora 19 con una
cantidad de dextrano maxima de 3,4 g/L y fructosa
5,04 en la hora 20.

Al igual que la cinética de crecimiento, la
cinética de consumo de sacarosa presenta dos zo-
nas bien definidas desde la hora 0 hasta la hora 10,
que muestra un descenso en la concentracion, y se
observa un pico y una segunda fase desde la hora
10 hasta la hora 18, cuando el consumo de la saca-
rosa se hace mas pronunciado debido al consumo
doble entre el microorganismo y la enzima libre que
polimeriza en el medio. El comportamiento del pH
indicé una produccién de metabolitos generados por
el microorganismo, podria ser en una proporcién de
acido lactico y otros compuestos que acidificaron el
medio, como se describe en la literatura, tratdndose
de una bacteria lactica cuya ruta metabdlica es he-
terofermentativa; el valor de pH de 4,7 fue el final
de la fermentacién; este valor no es muy adecuado
para la produccién del polimero, ya que la enzima
se inhibe a valores de pH bajos entre 5 y 4,5 [10].
La produccién de dextrano con respecto al tiempo
presenté un comportamiento lineal al igual que la
fructosa; el rendimiento global fue de 24,57% para
dextrano y 43,87% para fructosa. El rendimiento de
biomasa en sustrato fue de 0.5204 g biomasa/g saca-
rosa. Los resultados obtenidos durante la evaluacién
de la cinética del proceso, usando como condiciones
las seleccionadas en el disefio experimental se resu-
men en la tabla 3.

Escuela de Ingenieria de Antioquia

Tabla 3. Resultados de la cinética
de L. mesenteroides en medio de jugo
de cascaras de naranja

Parametro Valor

Biomasa maxima (g/L) 4,2
Velocidad max. especifica de crecimiento (h') | 0,5665
Tiempo de duplicacion (h") 1,2235
Porcentaje del consumo de sacarosa (%) 63,57
Rendimiento observado biomasa-sustrato 0,5204
(g biomasalg sacarosa) duplicado 0,5134
Dextrano maximo (g/L) 3,125
Fructosa maxima (g/L) 5,856
Rendimiento global (%) (dextrano) duplicado 24,57
23,85
Rendimiento global (%) (fructosa) 43,87
42,78

La caracterizaciéon preliminar del polimero se
realizé con el objeto de conocer cudles podrian ser
sus aplicaciones potenciales. Se comprob6 al realizar
las pruebas con glucosa oxidasa que el producto ob-
tenido presentaba concentraciones significativas de
glucosa luego de la hidrdlisis, marcando positivo para
este compuesto. Posterior a la identificacion quimica,
se llevd a cabo un andlisis de los grupos funcionales
presentes en el compuesto por espectroscopia de
infrarrojo (FTIR), esperando que arrojara algin re-
sultado que permitiera analizar su estructura. Segin
el procedimiento, como la muestra no fue purificada
completamente, se presentd un aumento en la lon-
gitud de los grupos OH debido a la presencia de otras
sustancias organicas que contribuyen con dichos en-
laces. En las bandas de absorcién obtenidas se observé
la similitud en los picos 3300, 2900 y 1020 nm* para los
materiales poliméricos ddndonos una aproximacién a
su estructura (figura 8).

Se realizaron célculos para la aproximacién
de su peso molecular, caracteristica esencial para
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Figura 8. Espectro del dextrano obtenido
con cascaras de naranja en fermentacion sumergida
con L. mesenteroides

determinar su uso. Se utilizé la ecuacién de Mark-
Houwink [9], que correlaciona la viscosidad intrin-
seca del polimero con su peso molecular promedio
enmasa. Se pudo llegar a un peso de 1°336.954,567
Da (mol/g), resultado muy similar al reportado en
la literatura dentro de un rango que oscila entre
150.000 y 2’000.000 [2]. El dextrano obtenido con
este peso molecular es apto para la industria de
alimentos como aditivo y viscosante, y es factible de
hidrolizar para obtener dextrano de peso molecular
menor para uso en biologia molecular y productos
farmacéuticos [15].

En términos generales, se demostré que es
posible obtener dextrano y fructosa en todos los
sustratos evaluados. En el andlisis fisicoquimico, los
resultados mostraron para cada sustrato concentra-
ciones por encima de 20 g/L. de sacarosa, caracte-
ristica adecuada para llevar a cabo el proceso de
fermentacion sin necesidad de adicién de nutrientes
como sacarosa u otra fuente de carbono. Lo anterior
convierte los residuos en una fuente potencial para
el surgimiento de investigaciones encaminadas a su
aprovechamiento.

Un factor importante en la produccién y el
crecimiento bacteriano fue la temperatura de proce-
so. Se observd que la temperatura cercana al rango
mesdfilo increment6 tanto la produccion de dextrano
y fructosa como el crecimiento celular; este factor se
constituye en una limitante del proceso, debido a que
un exceso o disminucién de temperatura condiciona
la 6ptima produccioén y subsiguiente liberaciéon de
enzima al medio para la polimerizacién de dextrano.
Segtn los resultados encontrados en los ensayos pre-
liminares y en la fase final, se observé que el mejor
sustrato acorde con las condiciones nutricionales y
con el cual se presenté un comportamiento satisfac-
torio del microorganismo es el jugo de las cascaras
de naranja, el cual logré el mejor rendimiento.

La cinética de generacién de producto pre-
sentd un comportamiento similar al de la biomasa. El
tiempo en el que se logra una concentracién méxima
de dextrano en el medio coincide con el maximo valor
de biomasa obtenido, lo que indica que es un pro-
ducto asociado parcialmente al crecimiento celular.
La literatura reporta que la obtencién de dextrano es
enzimatica y su generacion es notoria en una etapa
madura de las células; durante la experimentacion se
observé presencia de dextrano en el inéculo, lo cual
sugiere una concentraciéon de enzima temprana en el
medio. Por ello en la etapa primera del proceso, que
coincide con la fase de adaptacién del microorganis-
mo, existe una concentracion de dextrano inicial; esto
es consecuente con lo reportado por Tsuchiya et al.
[24], los cuales mostraron que €l proceso se basa en
la produccién de una enzima excretada al medio.

Considerando la complejidad de los sustratos
utilizados, adicional al pretratamiento mecanico,
seria un buen objeto de estudio realizar un procedi-
miento de degradacion biolégica para eliminar los
compuestos que puedan interferir en el proceso,
inhibiendo o disminuyendo la actividad de la enzi-
ma dextransucrasa para la produccién de polimero,
como las proteasas presentes en los residuos de pifia,
o interfiriendo en las mediciones de caracterizacion
del producto como la pectina, compuesto presente
en los residuos de naranja.



En resumen, son pocos los esfuerzos encami-
nados al aprovechamiento de residuos y material
biodegradable para la produccién de insumos qui-
micos Utiles para la industria nacional. Sin embargo,
los resultados de esta investigacion ratificaron la
viabilidad de la obtencion de polisacaridos de interés
industrial a partir de residuos poco utilizados y poco
tenidos en cuenta para su explotacion, observandose
una produccion satisfactoria, en escala de laborato-
rio, que podria representar una disminucién en los
costos de consecuciéon de materias primas para los
bioprocesos.
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