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Resumen

Las gomas son los aditivos mas importantes en el procesamiento de alimentos ya que
proporcionan propiedades emulsificantes, espesantes y estabilizantes. La mayoria de
las gomas utilizadas en la industria alimentaria provienen de fuentes vegetales,
animales o microbianas, sin embargo, su produccién depende totalmente de la
disponibilidad de la fuente y que el metabolismo de los microorganismos se ve limitado
por la disponibilidad de electrones en el medio. La electrofermentacion podria
proporcionar electrones al medio modulando la produccion de metabolitos
microbianos. El objetivo del trabajo fue evaluar las propiedades emulsificantes,
espesantes y estabilizantes de los exopolisacaridos obtenidos de Leuconostoc
mesenteroides P45 por medio de un sistema de electrofermentacion. Se determind la
correspondencia de biomasa y los exopoliacaridos producidos ante diferentes
relaciones C/N (5-40) en el medio de cultivo. Se estimd la relacion entre la aplicacion
de distintos voltajes y concentracion de mediador (rojo neutro) sobre la produccion de
EPS por L. mesenteroides P45 en un sistema de electrofermentacién. Se evaluaron
las propiedades emulsificantes, espesantes y estabilizantes, asi como estructurales
de los EPS obtenidos de L. mesenteroides P45. La relacién C/N que mostré mayor
proporcion de EPS respecto a la biomasa fue 40. EI mayor rendimiento de goma (5.48
g dextrano/g biomasa) se obtuvo usando 1.4 V y 175 uM de rojo neutro usando
electrodos de acero inoxidable en el sistema de electrofermentacion. El dextrano
control obtuvo un 90 % de emulsificacion frente al tratado con 10 %; en la capacidad
espesante se obtuvo 16.92 cP (control) y 29.14 cP (tratamiento). En la capacidad
estabilizante (efecto sinéresis), el control presentd mayor desprendimiento de agua
(20.8 %) en comparacion con el tratado (5.6 %). El poder de hinchamiento fue 27 %
mayor en el dextrano tratado en comparacion con el control. En el analisis de FT-IR
el dextrano tratado no mostroé grupos amidas Il a diferencia del dextrano control. Se
observd morfologia laminar en el dextrano tratado y globular en el control. La
aplicacion de voltaje, magnetismo y un mediador, promovio la produccion del dextrano
por L. mesenteroides P45. El dextrano producido bajo el sistema de
electrofermentacion produjo cambios estructurales en el dextrano atribuyéndole
caracteristicas emulsificantes, espesantes y estabilizantes diferentes a la
fermentacion tradicional.

Palabras clave: Exopolisacéridos, relacion C/N, electrofermentacion, Leuconostoc
mesenteroides P45, dextrano



Abstract

Gums are the most important additives in food processing as they provide emulsifying,
thickening and stabilizing properties. Most of the gums used in the food industry come
from vegetable, animal, or microbial sources, however, their production depends
entirely on the availability of the source and the metabolism of microorganisms is
limited by the availability of electrons in the medium. Electrofermentation could provide
electrons to the medium by modulating the production of microbial metabolites. The
objective of the work was to evaluate the emulsifying, thickening and stabilizing
properties of the exopolysaccharides obtained from Leuconostoc mesenteroides P45
by means of an electrofermentation system. The correspondence of biomass and
exopolyaccharides produced under different C/N ratios (5-40) in the culture medium
was determined. The relationship between the application of different voltages and
mediator concentration (neutral red) on EPS production by L. mesenteroides P45 in
an electrofermentation system was estimated. The emulsifying, thickening and
stabilizing properties, as well as the structural properties of the EPS obtained from L.
mesenteroides P45 were evaluated. The C/N ratio that showed the highest proportion
of EPS with respect to biomass was 40. The highest yield of gum (5.48 g dextran/g
biomass) was obtained using 1.4 V and 175 uM of neutral red using stainless steel
electrodes in the electrofermentation. The control dextran obtained 90 % emulsification
compared to the one treated with 10 %; in the thickening capacity, 16.92 cP (control)
and 29.14 cP (treatment) were obtained. In the stabilizing capacity (syneresis effect),
the control presented greater detachment of water (20.8 %) compared to the treated
one (5.6 %). The swelling power was 27 % higher in the treated dextran compared to
the control. In the FT-IR analysis, the treated dextran did not show amide II groups,
unlike the control dextran. Lamellar morphology was observed in the treated dextran
and globular in the control. The application of voltage, magnetism and a mediator
promoted dextran production by L. mesenteroides P45. The dextran produced under
the electrofermentation system produced structural changes in the dextran, giving it
emulsifying, thickening and stabilizing characteristics different from traditional
fermentation.

Keywords: Exopolysaccharides, C/N ratio, electrofermentation, Leuconostoc
mesenteroides P45, dextran.
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Abreviaturas y siglas

BAL: Bacteria acido lactica

DS: Dextransacarasa

EF: Electrofermentacién

EFS: Sistema de electrofermentacion

EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
EPS: Exopolisacaridos

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos
GRAS: Generalmente reconocido como seguro
GTF: Glucosiltransferasa

HePS: Heteropolisacaridos

HoPS: Homopolisacaridos

IAA: indice de absorcion de agua

ISA: indice de solubilidad en agua

SBE: Sistema bioelectroquimico
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1. INTRODUCCION
Una “goma” es un polisacarido que puede o no ser soluble en agua, estos pueden
venir de distintos tipos de fuente como vegetales o bien microorganismos capaces

de formar geles.

Todos y cada uno de estos polisacéaridos han sido utilizados en gran diversidad de
productos en la industria cosmética, farmacéutica, asi como en el procesado de
alimentos. Dentro de la industria alimenticia, estos polisacaridos proporcionan al
menos tres funciones dentro de su procesamiento: emulsificantes, espesantes y
estabilizantes, sin dejar de lado las demas cualidades que pueden proporcionar,
cabe mencionar: gelificantes y formadoras de cuerpo. Por ende, dicho lo anterior, la
industria alimentaria encuentra imprescindible el uso de las gomas en el
procesamiento de alimentos, aprovechando sus propiedades fisicas, que son

especificas de acuerdo con lo que se pretende elaborar.

Dentro de la industria alimentaria cabe destacar la propiedad “estabilizante” la cual,
aumentara el tiempo de almacenamiento de los alimentos, teniendo en cuenta las
manipulaciones post procesado, como su almacenamiento, trasportacion o
manipulacion. El estabilizante evita o retarda efectos indeseables en los alimentos

gue han sido procesados.

Si bien, se cuenta con gran numero existente de estos polisacaridos, la creciente
demanda de estas gomas empleadas en la industria exige a la par, una alta
fabricacion de estas, asi como, explorar nuevos métodos para su fabricacion, el

cual, estara aportando una alternativa para la industria de los alimentos.

En la produccién de polisacaridos a partir de microorganismos, especificamente de
bacterias &cido-lacticas (BAL) considerados microorganismos de grado alimenticio
0 GRAS (generalmente reconocido como seguro, por sus siglas en inglés), se
encuentra la puerta en la producciéon de exopolisacaridos (EPS), utilizando
electrofermentacién. La electrofermentacibn es un proceso novedoso en
bioelectroquimica, en el cual, con el empleo de energia, se direccionara la via
metabolica para obtener el producto de interés (EPS) en Leuconostoc

mesenteroides una BAL del cual se pueden obtener espesantes naturales.

15



Lo anterior brinda la posibilidad de aplicacion de nuevos métodos para la obtencion

de productos de valor agregado como alternativas para la industria de alimentos.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la capacidad emulsificante,
espesante y estabilizante de los EPS producidos por la BAL Leuconostoc
mesenteroides P45 mediante un sistema de electrofermentacion, como alternativa

a los polisacaridos existentes en la industria.

16



2. ANTECEDENTES

2.1 Gomas Alimenticias

La palabra goma tiene su origen en el término egipcio quemi o bien kami, el cual
hace referencia a la forma en la que se obtiene esta, que es por la exudacion
pegajosa de la planta Acanthus. Si bien la implementacion de gomas en los
alimentos data de tiempos remotos y primeramente en alimentos hindues, la palabra
goma se adjudicé a todo aquel material el cual contara con propiedades espesantes,
adhesivas y gelificantes. Para propésitos practicos las gomas se han dividido en dos
en tipos: solubles e insolubles en agua. Las primeras mejor conocidas a traves del
tiempo como “hidrocoloides” y las segundas en el sentido general conocidas como
“resinas” (Phillips & Williams, 2009).

Los polisacaridos o hidrocoloides mas importantes utilizados en la industria se

pueden clasificar/agrupar en categorias como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1 Fuente de hidrocoloides comercialmente importantes

Botanica

Arboles Celulosa
Gomas exudadas Goma arabiga, goma karaya, goma gatti, goma
de arboles  tragacanto

Almiddn, pectina, celulosa

Plantas
Semillas Goma guar, goma de algarrobo, goma de
tamarindo
Tubérculos Konjac
Algas

Algaroja  Agar, carragenina

Alga marroén Alginato

Adaptado de Pasquel (2001)

17



2.2 Desventajas en la produccion de gomas por fuentes tradicionales frente a
las EPS

Las gomas comunmente utilizadas en la industria alimentaria pueden ser obtenidas
de diversas fuentes como exudados, semillas, modificacibn quimica de

polisacaridos naturales y algas (Pasquel, 2001).

En el caso del grupo de gomas exudadas por arboles como la goma arabiga, goma
gatti, goma karaya y goma tragacanto dependen de la produccién de estos arboles
y varian entre 5 y 25 afios para producirla incoloramente. El exudado “gomoso” de
estos arboles es debido a la respuesta de heridas a nivel del tallo o remocién de

ramas por lo que su produccién depende de esta respuesta (Smith et al., 1998).

Existen algunas restricciones dentro del uso de las carrageninas a nivel comercial,
ya que algunos estudios demostraron que el uso de esta causa Ulceras en el
intestino de cuyos y conejos, asi como colitis en ratas, lo que esta relacionado con
la permeabilidad intestinal por la ingesta de este polisacarido, si bien continda su
estudio, el uso de esta goma en México este recomendado bajo “las buenas

practicas de manufactura” (Badui & Morales, 2006).

La produccion biotecnolégica de EPS ofrece ventajas sobre la produccion quimica
y la derivada de plantas, como la energia eficiente (en caso de algas), produccion
rapida en cuestion de dias, independientemente de la ubicacién y estacion del afio
(Barcelos et al., 2020).

2.3 Ventajas en la produccion de gomas por fuentes microbianas

Los polisacéaridos bacterianos cuentan con propiedades diversas y Unicas dentro de
las aplicaciones en la industria alimentaria. Es debido a estas valiosas propiedades,
que existe el constante estudio de estos microorganismos para genera nuevas
variantes y mejorar su produccion, asi como ser sustituyentes de las gomas
utilizadas comunmente. Los polisacaridos bacterianos debido a su diversidad
presentan un enorme espacio en el disefio para la produccién de materiales y
productos de alto valor afadido, asi como la mencion de que algunos EPS
provenientes de BAL contienen actividad probidtica (Schmid et al., 2015).
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De acuerdo con Zannini etal, (2012) demuestran la aplicacibn de los
homopolisacaridos o HoPS (ej. dextrano) como alternativa en el mejoramiento de
las propiedades viscoelasticas de masas, o bien como sustituto de la propiedad
reolégica que aporta el gluten, dando alternativas a la formulacion y produccion de
alimentos libre de gluten. Algunos heteropolisacéaridos o HePS (ej. xantana y gelano)
de BAL (bacterias acido-lacticas) comparten la capacidad de ser espesante en

concentraciones bajas (Lacaze et al., 2007).

Ademas, la produccién biotecnoldgica de los EPS representa una alternativa de
utilizar residuos industriales como sustratos, lo que es una estrategia factible tras el
estudio de los factores que podrian afectar o no el producto final deseable (Barcelos
et al., 2020).

2.4 Uso de gomas en los alimentos

En la industria de los alimentos, se ha tenido un incremento notable en los ultimos
afos el implemento de gomas. El uso de estas en alimentos tiene una influencia
significativa en cuanto a la textura y propiedades organolépticas (Karababa &
Coskuner, 2013). Algunos productos que emplean hidrocoloides en su procesado

declaran en su etiqueta el implemento de estas gomas.

El constante cambio en el estilo de vida ha llevado al desarrollo de nuevos
productos, ya sea desarrollando alimentos “listos para comer” o bien productos
bajos en contenido caldrico, incrementando el uso de hidrocoloides y por ende su
demanda. El uso de estos polisacaridos es dictado por la propiedad caracteristica
deseada, asi como a su vez por el precio de estos (Pasquel, 2001).

2.5 Exopolisacaridos (EPS)
Los EPS son producidos por diversas bacterias, microalgas, hongos y levaduras
(Amjres et al., 2015).

Las células bacterianas pueden sintetizar varios polisacéridos que se definen por
su ubicacion con respecto a la célula; algunos se encuentran dentro de las células
en el citosol y son utilizadas como fuentes de carbono o energia en el metabolismo

celular (Cerning, 1990).
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Los EPS bacterianos pueden clasificarse en funcion de su composicion quimica,
HoPS haciendo referencia a un unico tipo de monosacarido y HePS formado por
dos o més tipos de monosacaridos. Estos polimeros de larga cadena y alto peso
molecular son solubles en agua produciendo caracteristicas de espesamiento,
gelificacion, emulsién, estabilizacion y formador de peliculas en la industria de los
alimentos (Abid et al., 2018).

Las BAL productoras de HePS mejoran la viscosidad y la textura de leches
fermentadas. Los HoOPS se les atribuye el mejoramiento de propiedades
viscoelasticas de masas acidas, el cual podria ser utilizado como iniciadores para
reducir el uso de hidrocoloides como aditivos que aportan textura en el area de la
panaderia (Zannini et al., 2012). En la Tabla 2 se presentan algunos ejemplos de
HoPS producidos por BAL:

Tabla 2 Homopolisacaridos producidos por bacterias acido-lacticas

EPS BAL productora
Glucanos a-glucanos Glucano Leuconostoc mesenteroides
Mutano
Streptococcus mutans
S. salivarius
L. mesenteroides

Lb. reuteri

Reuterano L. reuteri

Dextrano L. mesenteroides

L. reuteri

Lb. Sakei

Lb. fermentum
Lb. parabucheri
Lb. curvantus

Lb. hilgardii
Alternano L. mesenteroides
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B-glucanos Glucano P. damnosis
P. parvulus
L. diolivorans
Lb. suebicus

Oenococcus oeni

Fructanos Inulina L. reuteri

Lb. acidophilus

Levano L. reuteri
Lb. sanfranciscensis
S. salivarais

S. mutans
Lb. pontis

Lb. frumenti

Lb. panis

Adaptado de Vazquez (2012)

Los a-glucanos pueden ser utilizados en la industria de los alimentos como
gelificantes y espesantes, asi como en aplicaciones nutritivas contando con la
autorizacion de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (Vazquez,
2012).

2.6 Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides es una bacteria acido-lactica, aerobia, Gram positiva,
no movil y esférica (Hemme & Foucaud-Scheunemann, 2004). Pertenece a la
especie de las BAL asociada a la fermentacion y esta dentro de los considerados
GRAS (generalmente reconocido como seguro por sus siglas en inglés) (Dworkin
et al., 2006) y se sabe que producen gran variedad de exopolisacaridos de grado

alimenticio.

Entre muchos de los exopolisacaridos disponibles de fuentes microbianas, el
dextrano es de los que ha se ha ganado el reconocimiento a nivel mundial debido a
que la BAL L. mesenteroides, tiene la capacidad de producir dextrano soluble e

insoluble en agua con una diversidad de propiedades (Dols et al., 1997). Ambos
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dextranos (soluble o insoluble) han sido aprobados por la FDA (Administracion de
Alimentos y Medicamentos por sus siglas en inglés) para ser usados en alimentos,

cosméticos y medicina (Prajapati et al., 2013).

Leuconostoc tiene la capacidad de sintetizar dextrano por funcién de la enzima
dextransacarasa, una glucosiltransferasa extracelular (GTF) que transfiere la
glucosa de la sacarosa presente en el medio, al extremo reductor de una cadena
creciente de dextrano. La fructosa es liberada al interior de la capa peptoglicana,
mientras que el dextrano es liberado fuera de la BAL (Naessens et al., 2005).

En la Figura 3 se puede observar el metabolismo general de las Leuconostoc, asi
como la formacion de sus productos principales indicados en negrita, y los nimeros

corresponden a las enzimas implicadas a cada paso en la Tabla 3:

Tabla 3 Enzimas implicadas en el metabolismo de Leuconostoc

1 | Dextransacarasa 11 a-acetoacetato sintasa

2 | Manitol deshidrogenasa 12 Formacion no enzimética

3 | b-galactosidasa 13 Diacetil reductasa

4 | Esterasa 14 Oxaloacetato descarboxilasa
5 | NADH deshidrogenasa 15 Oxaloacetato deshidrogenasa
6 | Alcohol deshidrogenasa 16 Citrato liasa

7 | Fosfocetolasa 17 Malato deshidrogenasa

8 | Fosfotransacetilasa 18 Formacion de aspartato

9 | a-acetoacetato descarboxilasa 19 Enzima manolactica

10 | Acetato quinasa 20 ATPasa

Adaptado de Hemme & Foucaud-Scheunemann (2004)
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2.6.1 Produccioén de exopolisacaridos por la cepa Leuconostoc
mesenteroides P45

De acuerdo con todo lo mencionado anteriormente la BAL L. mesenteroides es
capaz de producir EPS. La cepa L. mesenteroides P45, aislada de la bebida
tradicional mexicana llamada “pulque” en la investigacion de Giles-Gomez et al.,
(2016) y al pertenecer a las bacterias BAL, sugiere tener el mismo potencial de
produccion de exopolisacéridos, en donde, las posibles alteraciones metabdlicas
para dicho fin no han sido evaluadas, pero si mencionadas en su investigacion,

formando parte de los objetivos de este trabajo.
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Figura 1 Metabolismo general de Leuconostoc y sus principales productos

Adaptado de Hemme & Foucaud-Scheunemann (2004)
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2.6.2 Dextrano

El dextrano es un polisacarido bacteriano extracelular, este EPS es un metabolito
resultante de la hidrolisis extracelular de la sacarosa por la dextransacarasa, enzima
extracelular presente en diferentes cepas de los géneros Weissella, Leuconostoc,
Streptococcus, Pediococcus y Lactobacillus, cada cepa produce un dextrano Unico
diferenciado por sus caracteristicas fisicoquimicas y enlaces glicosidicos (Yafez-
Fernandez et al., 2021).
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Figura 2 Sintesis y estructura quimica del dextrano

Adaptado de Kothari et al., (2014)
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Leuconostoc mesenteroides contiene las enzimas invertasa y dextransacarasa, las
cuales hidrolizan la sacarosa en glucosa y fructosa; y sintetizan el dextrano,
respectivamente. El dextrano (Figura 2) producido contiene una gran variedad
estructural y propiedades fisicoquimicas por lo que han recibido mas atencién
debido al potencial de produccion comercial (Naessens et al., 2005). La importancia

del dextrano en las industrias de muestra en la Tabla 4.

Tabla 4 Importancia del dextrano en la panaderia, heladeria, reposteria y

laboratorio.

Area

Panaderia Mejora las propiedades reoldgicas de los alimentos, dando
suavidad,esponjado y textura.

Heladeria Usado como conservador de la textura,promueve el aroma los
alimentos, mejoramiento de sabor, favorece la estabilidad del
producto, beneficia la viscosidad.

Reposteria Estabilizador y aditivo anti- cristalizacion, mejoramiento de la
retencion de humedad, mejoramiento de viscosidad y sabor.

Laboratorio Recubrimiento estabilizador de proteccion de nanoparticulas

metdlicas de la oxidacibn 'y mejoramiento  de

biocompatibilidad.

Adaptado de Vazquez (2012)

2.7 Fermentacion convencional

La fermentacién es un proceso biotecnoldgico aplicado desde la antigiedad para la
transformacion de materias primas con el fin de elaborar y conservar alimentos.
Cuando se habla de fermentacion, se debe entender como la accion de
microorganismos (bacterias, hongos o levaduras) sobre diversos sustratos
biolégicos, es decir aprovechar la actividad metabdlica de aquellos a fin de obtener
una transformacion favorable de las materias primas para la obtencion de alimentos

procesados (Reiter et al., 2021).
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Este proceso metabdlico genera energia en el cual tanto los donadores como los
aceptores de electrones son compuestos organicos (Watanabe et al., 2019). El
proceso puede ser modificado con el fin de obtener el producto deseado cambiando
nutrientes o bien someterlo a un tipo de estrés. En los ultimos siglos, mediante las
fermentaciones se han desarrollado diversos antibiéticos, medicamentos, acidos y
combustibles, entre otros productos empleados en la industria (Garibay et al., 1993).
Dentro de los principales pardmetros que afectan las vias fermentativas abarcan el
tipo de microorganismo inoculado, tipo de medio, pH y temperatura, siendo
fermentaciones limitadas, asi como su producto (Moscoviz et al., 2016).

2.7.1 Metabolismo de Leuconostoc mesenteroides en la produccién de EPS
Como se comentd anteriormente Leuconostoc mesenteroides se desarrolla en
medios con sacarosa, ya que el dextrano no puede ser producido por la
dextransacarasa a partir de glucosa o mezclas de glucosa y fructosa, la sacarosa
es absolutamente necesaria, durante estos cultivos de sacarosa, una gran fraccion
de esta se convierte fuera de la célula en dextrano, y la fructosa entra a la célula
como combustible energético (Naessens et al., 2005).

La enzima clave para la sintesis del dextrano es la dextransacarasa (DS), (o bien
glucansacarasa) estas son excretadas y ancladas a la pared celular y canalizan la
transferencia de glucosa de la sacarosa presente en el medio a una cadena

creciente de a-glicosidos (Schmid et al., 2015).

Se ha debatido sobre su mecanismo enzimatico, sobre la iniciacion y elongacion de
esta cadena. Aportando pruebas sobre que la elongacion se produce en el extremo
reductor, lo que llevé a proponer la participaciéon de dos sitios nucledfilos, donde
esta cadena de crecimiento permanece unida a la enzima y se transfiere desde el

sitio a la fraccion de glucosa unida y viceversa (Robyt et al., 2008).

Las dltimas investigaciones han demostrado el potencial de la ingenieria enzimatica
para adaptar nuevas transglucosidasas que utilizan sacarosa y dan acceso a
estructuras basadas en carbohidratos en este caso EPS y asi la alternativa del uso
de gomas convencionales en la industria (Barcelos et al., 2020).
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2.8 Electrofermentacion

Un sistema de electrofermentacion (EFS) puede definirse como un sistema
bioelectroquimico (SBE) en el que se controla la fermentacion introduciendo
electrodos, asi el metabolismo de los microorganismos puede controlarse
obteniendo productos con mayor pureza, favorecer el crecimiento, asi como la

densidad de las células microbianas (Schievano et al., 2016).

La electrofermentacion (EF) es un proceso novedoso que fusiona la fermentacion
tradicional con la electroquimica. En donde un campo eléctrico que se ha impuesto
influird en el entorno de fermentacidon, ya sea de forma reductora u oxidativa
(Moscoviz et al., 2016).

La EF supera algunas de las limitaciones presentes en la fermentacion tradicional,
por lo que se espera un mejor manejo en el control de las fermentaciones
microbianas, aumentando su especificidad en las rutas metabdlicas (Schievano
et al., 2016). En la Tabla 5 se presentan ejemplos de aplicacién de un sistema de

electrofermentacion, asi como el producto obtenido.

Tabla 5 Ejemplos de la aplicacion de electrofermentacion en diversos

microorganismos

Potencial de
Microorganismo trabajo Resultados Referencia
electrostatico (V)
Clostridium Incremento del 35 % Choi et al.,
tyrobutyricum 0.2 en la produccion de (2012)
Butirato respecto 0 V
Incremento del Sturm-Richter
Escherichia coli 0.2 consumo de glicerol et al., (2015)
respecto 0 V
Saccharomyces Incremento del 12.30 % Mathew
cerevisiae 3,10y 15 de etanol a 15V et al., (2015)
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2.8.1 De fermentacién convencional a electrofermentacion

Una de las principales limitaciones dentro de la fermentacion utilizada
tradicionalmente (aparte de la actividad microbiana) esta asociada al equilibrio de
sus equivalentes redox entre sustratos y productos dando como resultado productos
de fermentaciones limitadas. Una solucion a esta limitacion es la EF, modificando el
estado redox intracelular de las bacterias biolectroquimicamente activas, eliminando

asi, esta restriccion en la fermentacion (Figura 3).

La EF ha buscado en la investigaciéon basica, una nueva vision futurista y sostenible
aprovechando la energia para generar bioproductos de valor agregado (Venkata
Mohan et al., 2016).
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Figura 3 Esquema de los diversos fendmenos resultantes de la aplicacion de

campos electrostaticos generados por corriente continua en EF

Adaptado de Beretta et al., (2019)

2.9 Electromagnetismo
La exposicion a campos electromagnéticos presentes en la EF puede tener efectos

tanto positivos como negativos en la actividad celular. Estos hallazgos pueden tener
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importantes implicaciones en el campo de la biotecnologia. La literatura cientifica
disponible sobre los efectos de los campos electromagnéticos en microorganismos
examina criticamente la divergencia de resultados que a veces se encuentra en

dichos efectos biolégicos (Beretta et al., 2019).

Algunos de los estudios realizados (Tabla 6) han demostrado que, en ciertas
circunstancias, la exposicidbn a campos electromagnéticos puede tener un efecto
positivo al mejorar la actividad celular en lugar de reducirla. Estos hallazgos pueden
tener aplicaciones importantes en el campo de la biotecnologia, incluyendo el

desarrollo de técnicas biologicas (Fijatkowski et al., 2015).

Tabla 6 Ejemplos de aplicacion de campos electromagnéticos en diversos

microorganismos

Potencial de
Microorganismo trabajo Resultados Referencia
electromagnético

Tasa de crecimiento y el
Zhang et al.,

i ndumero maximo de
E. coli DH5a 02T (2002)

bacterias se reducen

Aumenta el crecimiento

y la actividad
E.coli metabdlica celular de
Staphylococcus 30 mT durante 1 h E. coliy Rakoczy etal,
aureus Staphylococcus aureus (2016)
en comparaciéon con los
controles
IZ:]()t(:]ococru 50 mT Favorece el uso de fenol " oSPiSilova etal.,
YIropels enun 33 % (2015)
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Si bien, la investigacién sobre los efectos de campos electromagnéticos en
microorganismos es muy limitada, se han empleado microorganismos modelo bien
caracterizados, con marcadores genéticos implementadas en investigaciones para

asi obtener una mejor comprension de los mecanismos de accion de los campos.

Algunos de estos estudios han demostrado que en ciertas situaciones, la exposicion
a campos electromagnéticos si puede tener un efecto positivo al mejorar la actividad
celular en lugar de reducirla, lo que podria tener implicaciones aplicativas
significativas en el campo de la biotecnologia (Beretta et al., 2019).
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3.  JUSTIFICACION

Llevar una vida mas saludable y la reciente preocupacion de los consumidores de
saber el origen de lo que consumen, que cada vez va en aumento, ha llevado a la
investigacion a centrarse en la produccion de EPS no toxicos y a su vez “verdes”,
por ejemplo, la produccion de alginatos se centra en la constante recoleccion de
materia prima de los océanos o en caso de otras gomas utilizadas comunmente, los

exudados de arboles.

Los exopolisacéaridos presentan una alternativa a las gomas comunmente utilizadas,
sin embargo, su costo produccién es elevado, debido a la implementacion de
glucosa como fuente de carbono, probleméatica que puede solucionarse
seleccionando fuentes de carbono méas econdmicas como sustratos

agroindustriales, por ejemplo, la melaza; residuo de la cristalizacion final del azlcar.

Considerando el origen de las gomas tradicionalmente empleadas en la industria
alimentaria, asi como la demanda de los consumidores por el desarrollo de nuevos
productos adaptables a sus necesidades y ritmo de vida, como la creciente
preocupacion de los mismos consumidores por saber el origen de lo que consumen,
es imprescindible encontrar la manera de mantener productos con caracteristicas

deseables para ellos como la aprobacion de los ingredientes que lo conforman.

Por lo cual el presente trabajo busca ofrecer alternativas al uso de gomas
empleadas tradicionalmente, asi como sustitutos o bien alternativas de otros
aditivos considerados alérgenos, empleando una BAL en un sistema de
electrofermentacion con el objetivo de la produccion de EPS, y de esta manera
ofreciendo las mismas propiedades que las gomas ofrecen tradicionalmente
utilizadas en los alimentos, pero distinto origen y mencionando enteramente que los

EPS de las BAL forman parte de los microorganismos GRAS.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar las propiedades emulsificantes, espesantes y estabilizantes de los
exopolisacéridos obtenidos de Leuconostoc mesenteroides P45 por medio de un

sistema de electrofermentacion.

4.2 Especificos

1. Determinar la correspondencia de biomasa y los exopoliacaridos producidos
ante diferentes relaciones C/N (5-40) en el medio de cultivo.

2. Estimar la relacion entre la aplicacion de distintos voltajes y concentracion de
mediador (rojo neutro) sobre la produccibn de exopolisacaridos por
Leuconostoc mesenteroides P45 en un sistema de electrofermentacion.

3. Evaluar las propiedades emulsificantes, espesantes y estabilizantes, asi
como las caracteristicas fisico quimicas de los exopolisacaridos obtenidos de

Leuconostoc mesenteroides P45.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material bioldgico

La bacteria acido-lactica (BAL) que se emple6 en este trabajo fue la cepa
Leuconostoc mesenteroides P45, donada por el Dr. Adelfo Escalante Lozada del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México a la
planta piloto de Biotecnologia de la Facultad de Quimica de la Universidad
Auténoma de Querétaro. La cepa se mantuvo en crioconservacion en una solucion

de glicerol 20 % v/v y caldo MRS al 80 % a una temperatura de -70 °C.

5.2 Medios de cultivo empleados y activacion de la cepa

Se empled caldo MRS (g/L) para la activacion de la BAL: 20 dextrosa, 10 peptona
bacteriol6gica, 8 extracto de carne, 5 acetato de sodio, 4 extracto de levadura, 2
fosfato dipotéasico, 2 citrato de amonio, 1 Tween 80, 0.20 sulfato de magnesio, 0.05

sulfato de manganeso, a un pH 6.8.

El medio Mayeux modificado se utilizO6 como medio de produccién (g/L): 100
sacarosa, 15 fuente de nitrogeno (Ca(NO3),, (NH,),SO,, NH,NO3, NaNO3) (Tabla
7), 5 glucosa y 1 citrato de sodio a un pH de 6.8.

La activacion de la cepa se realiz6 utilizando 200 pL de una conserva de L.
mesenteroides P45, la cual fue cultivada en 3 mL de caldo MRS e incubada a 30 °C
durante 4 horas, manteniendo un pH aproximado de 5.0-5.5 y una agitacién de 180
rpm, hasta que se alcanz6 una unidad de absorbancia a 600 nm (medida con equipo
Thermo Fisher Scientific, MA, EUA).

5.3 Determinacién de la correspondencia de biomasay produccion de

exopolisacaridos ante diferentes relaciones C/N en el medio de cultivo

Las diferentes fuentes de nitrogeno (Tabla 7) fueron evaluadas para determinar su
efecto sobre la produccion de biomasa de L. mesenteroides P45 midiendo la
absorbancia del medio de produccion a las 24 h, 30 °C y 130 rpm. Se selecciond la
fuente de nitrégeno con mayor absorbancia en el medio de produccion para evaluar
el efecto de la relacion molar C/N 5, 10, 20 y 40 sobre el rendimiento de
exopolisacaridos respecto a la biomasa. La fuente de carbono en el medio de
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produccion se mantuvo fija en 100 g/L y la fuente de nitr6geno se varié en masa

para obtener las relaciones molares indicadas.

Tabla 7 Fuentes de nitrogeno evaluadas en el medio de produccion de L.

mesenteroides P45

Medio Fuente de N
Ca(NO3),
Mayeux (NH,),SO,
NH.NO;
NaNO;

5.4 Sistemas de electrofermentacién para Leuconostoc mesenteroides P45

El sistema de electrofermentacion se llevo a cabo en un recipiente de vidrio de 5.2
X 7.5 cm de 100 mL de capacidad conteniendo 50 mL de medio de fermentacion
inoculado con la BAL L. mesenteroides P45 con la adicion de rojo neutro como
mediador redox. Implementando dos configuraciones electrofermentacion y

electrofermentaciéon magnética (Figura 4).

El sistema de electrofermentacion (SEF) constdé de dos configuraciones una
denominada electrofermentacion y otra como electrofermentacion magnética. La
configuracion de electrofermentacion consistié en un par de electrodos de 11 cm de
longitud como catodo y anodo sumergidos en el medio de fermentacion. A la
configuracion de electrofermentacion magnética se le adicioné un embobinado de
300 vueltas con cable de cobre aislado calibre 24 al biorreactor de la configuracion
electrofermentacion. Cada uno de los extremos tanto de los electrodos, asi como
del embobinado fueron conectados a una fuente de poder (GW Instek modelo GPS-
3030DD, MA, EUA) en corriente continua mediante caimanes, respectivamente, tal

como se muestra en la Figura 5.
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Figura 4 Disefio de biorreactores de electrofermentacion para Leuconostoc
mesenteroides P45 (A) grafito (B) acero inoxidable. En configuracion

electrofermentacion (izquierda) y electrofermentacion magnética (izquierda)
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Figura 5 Esquematizacion de la conexién de los biorreactores para la
electrofermentacion de Leuconostoc mesenteroides P45 en las configuraciones
electrofermentacion (A) y electrofermentacién magnética (B) conectados a la

fuente de poder directa
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5.5 Evaluacién del rendimiento dextrano producido por Leuconostoc
mesenteroides P45 en un sistema de electrofermentacion utilizando
electrodos de grafito y acero inoxidable

La evaluacion del rendimiento de dextrano se realiz6 en tres voltajes (0.4, 0.9y 1,4
V) y dos tipos de electrodos de 11 cm y materiales distintos (grafito y acero
inoxidable) asi como diferentes concentraciones de rojo neutro (25, 100, 175 uM).
Los biorreactores se conectaron en dos configuraciones electrofermentacion el cual
consisti6 en la conexion solamente entre electrodos (anodo y catodo) y
electrofermentacién magnética haciendo referencia a conexion entre electrodos y a
su vez la conexion de los cables sueltos de cobre del embobinado del biorreactor
para generar el campo magnético, lo anterior, con ayuda de caimanes conectados
a una fuente de poder (GW Instek modelo GPS-3030DD, MA, EUA) usando

corriente eléctrica directa, como se muestra en la Figura 5.

Todos los tratamientos se mantuvieron durante 16 h tomandose muestras de 20 mL
cada hora para evaluar el pH inicial y final, asi mismo, fueron comparados con sus

respectivos controles.

Para evaluar el funcionamiento del sistema en el metabolismo de L. mesenteroides
P45, se cuantificé la produccion de dextrano respecto a la biomasa con el fin de
comparar su comportamiento en las condiciones ya mencionadas en comparacion

a una fermentacion tradicional (sin rojo neutro y sin voltaje).

5.6 Caracterizacion del dextrano producido por Leuconostoc mesenteroides
P45

La caracterizacion de las propiedades emulsificantes, espesantes y estabilizantes,
asi como las estructurales de cada uno de los ensayos incluyendo la actividad
enzimatica de dextransacarasa, espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Furier (FT-IR), microscopia electronica de barrido (SEM), calorimetria diferencial de
barrido (DSC) y difraccién de rayos X. Estos analisis se realizaron al dextrano
producido bajo las condiciones que condujeron el mayor rendimiento en masa de

dextrano respecto a la biomasay al dextrano producido por fermentacion tradicional.
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5.6.1 Propiedad emulsificante del dextrano producido por Leuconostoc
mesenteroides P45

La propiedad emulsificante se realiz6 segun lo reportado por Yafez-Fernandez
(2021). Consistié en mezclar una solucion de dextrano (control y tratamiento) (1 g
en 25 mL de agua) con 25 mL de aceite puro de soya comercial utilizando un
homogeneizador (Ultra Turrax T25 Basic, lka, Staufen, Alemania) a 13,500 rpm
durante 5 min y posteriormente centrifugarlo a 1,000 rpm durante 15 min. La altura
de la capa emulsificada se midié con una regla graduada y la capacidad

emulsionante se expreso en porcentaje de acuerdo con la Ecuacion 1:
Capacidad emulsificante = [(:—;) * 100] ()

Donde He es la altura de la capa emulsificada y Hw es la altura de toda la capa en

el tubo.

5.6.2 Propiedad espesante del dextrano producido por Leuconostoc
mesenteroides P45

La capacidad espesante se evalué mediante la Ley de Poiseuille, la cual, esta
relaciona el caudal con la viscosidad y la caida de presion para un flujo de fluido

viscoso fluyendo por un tubo capilar (Ecuacion 2).

Para ello se aplicé un flujo de una suspension al 2 % p/v del dextrano control
(obtenido por fermentacion tradicional) y tratamiento a través de un capilar de 1.6 m
de longitud y 2 mm de radio. El tubo se colocd en un angulo de 60 ° sobre un
recipiente conteniendo el fluido para posteriormente ser succionado. Una vez en el
extremo superior, se registrd el tiempo que tarda el liquido en recorrer una
determinada distancia en caida libre por accion de la gravedad (Rodriguez Llegado
& Cjuno H, 2020).

Finalmente, la actividad espesante se obtendra aplicando la Ecuacién de Poiseuille.

__ TPr4

V= (2)

8nl
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Donde: V es velocidad de flujo; P es presion ejercida por el fluido del capilar; r es
radio transversal interno del capilar; n la viscosidad del fluido y | es longitud del

capilar.

5.6.3 Propiedad estabilizante del dextrano producido por Leuconostoc
mesenteroides P45

La propiedad estabilizante se realizé mediante la determinacién del efecto sinéresis
(separacion de fases) segun lo reportado por Singh etal., (2007). Se prepard
dextrano al 2 % p/v en agua destilada y se calentd a 90 °C por 30 min a bafio maria
en agitacion constante, después se enfrié rapidamente hasta 25 °C empleando un
bafio helado. Las muestras se almacenaron durante 7 dias a 4 °C. Se evaluaron los
cambios en los dias 1, 2, 3, 4 y 7. Para el dia 7, las muestras de dejaron a
temperatura ambiente durante 1 h, transcurrido el tiempo se centrifugaron a 3,000
rpm por 15 min. La cantidad de agua liberada se expresard como porcentaje de la

masa de la muestra.

5.6.4 indice de absorcién de agua (IAA) e indice de solubilidad en agua (ISA)
Para el IAA e ISA, se determin6é modificando cantidades de acuerdo con lo reportado
por Ekielski et al., (2020), se peso6 1 g de dextrano en 10 mL de agua destilada, este
se mantuvo en reposo durante 1 h, posteriormente las muestras se centrifugaron a
4,000 rpm durante 15 min. Se anot6 el aumento del peso del gel decantado y el
sobrenadante se vertié en un platillo de aluminio y se sec6 a 104 °C hasta peso

constante para de la determinacion del ISA.

El IAA se calculé como el aumento de peso del sedimento (dextrano) tras decantar

el sobrenadante con la Ecuacién 3:

Peso del sobrenadante humedo (3)

I1AA =

Peso del sedimento seco

El indice de solubilidad (ISA) se determindé con la Ecuacion 4:

Peso del sobrenadante seco
ISA% = (4)

Peso de la muestra seca
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5.6.5 Poder de hinchamiento

Para determinar el poder de hinchamiento se utilizé el método reportado por
Raghavendra et al., (2006). Para la determinacion del poder de hinchamiento se
tomo 1 g de dextrano producido (control y tratamiento) en 10 mL de agua destilada
dejando en reposo durante 2 horas a temperatura ambiente posteriormente las

muestras se pesaron. El poder de hinchamiento se expreso en porcentaje.

5.6.6 Cuantificacion de azucares totales

Los azucares totales se determinaron por el método de Dubois (método fenol-
sulfarico) mezclando 2 mL de muestra con 2 mL de fenol al 5 % p/v utilizando tubos
digestores colocando una gradilla sumergida en agua a 4 °C. Posteriormente a los
tubos se les agregara 5 mL de H2SO4 y un reposo de 15 min para ser analizados

por espectrofotdmetro a 490 nm (Nufez et al., 2012).

5.6.7 Actividad enzimatica

De acuerdo con la informacion de la cinética de crecimiento de L. mesenteroides
P45 en el medio de produccién Mayeux, se tomaron muestras de 20 mL en la mitad
de la fase exponencial. Posteriormente cada muestra se centrifugo a 4,400 rpm por
20 min para obtener las células. La fraccion del sobrenadante se llevé a 70 % p/v
de saturacién con sulfato de amonio reservando durante 24 h a 4°C. El precipitado
obtenido se centrifugd a 4 °C a 8,000 rpm durante 15 min y se resuspendio en 2 mL
del amortiguador de acetato de sodio para obtener el extracto enzimatico. La
actividad enzimatica de la fraccion precipitada se determin6 cuantificando los
azucares reductores (Miller, 1959). La reaccién enzimatica contuvo 450 pL de
sacarosa (277 mM) en el amortiguador de acetato de sodio (50 mM, pH 5.5) como

sustrato y 50 uL del extracto enzimatico, se incub6 a 30 °C durante 10 min.

En este caso, una unidad de actividad se defini6 como la cantidad de enzima que
cataliza la formacion de 1 pmol de glucosa por min a 30 °C en un amortiguador de
acetato de sodio (50 mM, pH 5.5).

5.6.8 Andlisis por espectroscopia FT-IR
Los grupos funcionales del dextrano obtenido de L. mesenteroides P45 se
analizaron mediante espectros FT-IR (Tensor 27, Bruker, Alemania). Se mezclé 1
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mg de polvo seco de dextrano y se mezclé con 100 mg de bromuro de potasio. Se
registraron los espectros FT-IR de las muestras en un rango de frecuencias de 400-

4000 cm y a una relacién de resoluciéon de 1 cm™.

5.6.9 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las imagenes SEM del dextrano producido se estudiaron utilizando un escaneo de
alto vacio microscopio electrénico (JEOL, JSM-6060LV a alto vacio; Jeol, Tokio-
Japdn) con una resolucion en modo HV. La muestra fue recubierta con oro y se fijo
en un porta muestras con cinta de carbén. Las condiciones de analisis utilizaron 20

kV voltaje de aceleracion de electrones a una presion de 12—-20 Pa.

5.6.10 Analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las muestras se analizaron utilizando un calorimetro diferencial de barrido (Mettler
Toledo, Greifensee, Suiza). La calibracion se realiz6 utilizando un estandar de indio.
Las bandejas conteniendo 4.6 mg de muestra se sellaron herméticamente usando

una prensa. La exploracion de la muestra fue de -20 ° a 250 °C a 10 °C/min.

5.6.11 Rayos X

Los patrones de difraccion de rayos X del dextrano producido se realizaron en un
difractdmetro Rigaku-Ultima 4 (Rigaku Miniflex, Texas, EUA). Las condiciones
fueron (radiacion CuK, A= 0.54 °A) operando a 45 kV y 40 mA. Las regiones de
escaneo estaban en un 2 rango de 3 —35. El grado de cristalinidad (%) de las
muestras se calcularon utilizando la Ecuacién (5). La separacion e integracion de

las areas bajo la radiografia cristalina y amorfa se realizaron picos de difraccion.
, , . A
Cristalinidad (%) = (m) * 100 (5)

Donde A es la intensidad integrada de la fase cristalina y (A+B) es el &rea total del
difractograma.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

6.1 Tratamientos

6.1.1 Primera etapa

Un disefio unifactorial se utilizé para evaluar tanto el efecto del tipo de fuente de
nitrogeno sobre la produccion de biomasa como la relacion molar de
carbono/nitrégeno sobre el rendimiento en masa de dextrano respecto a la
biomasa. Los factores fueron la de fuente de nitrogeno Ca(NO3),, (NH,4),SO,,
NH4NO; y NaNO; y la relacion carbono/nitrégeno 5, 10, 20 y 40; las variables de
respuesta fueron la produccion de biomasa medida en unidades de absorbancia a
600 nm y el rendimiento en masa de dextrano respecto a la biomasa,
respectivamente.

6.1.2 Segunda etapa

Se utilizé un disefio factorial completo en donde los factores fueron voltaje (0.4, 0.9
y 1.4 V), tipo de electrodo (grafito y acero inoxidable) y la concentracion del
mediador rojo neutro (25, 100 y 175 uM). La variable de respuesta fue el
rendimiento en masa de dextrano respecto a la biomasa. Como controles se
realizaron fermentaciones utilizando el mismo biorreactor, tradicional sin voltaje sin
rojo neutro, con voltaje sin rojo neutro, con rojo neutro sin voltaje.

6.2 Analisis estadistico

Las determinaciones se realizaron por triplicado y fueron reportadas como la media
de los ensayos + desviacion estandar. A los datos se le realizaron analisis de
varianza, asi como la comparacion de medias por la prueba de Tukey (p<0.05)

mediante el programa Minitab software 16.2.4 (PA, USA).
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7. RESULTADOS OBJETIVO 1. Determinacion de la correspondencia de
biomasa y exopolisacaridos producidos ante diferentes relaciones C/N (5-40)

en el medio de cultivo

7.1 Curva de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides P45

Se realizaron experimentos previos para conocer las fases de crecimiento de L.
mesenteroides P45 en caldo MRS y asi determinar la estrategia de activacién e
inoculacion de la cepa. Para la curva de crecimiento de L. mesenteroides P45 se
emplearon 200 pL de una cepa conservada, la cual fue inoculada en caldo MRS
durante 10 h, en donde, cada hora se realizo la lectura de la absorbancia de las
muestras a 600 nm. L. mesenteroides P45 mostré crecimiento exponencial desde
la primera hora, para posteriormente entrar a fase estacionaria como se observa en

la Figura 6.
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Figura 6 Absorbancia a 600 nm de Leuconostoc mesenteroides P45 durante 10 h
en caldo MRS. Resultados expresados como la + desviacidén estandar para cada

muestra (n= 3)

El crecimiento de L. mesenteroides P45 es comparable segun lo reportado por
Venkata Mohan et al.,, (2016), en donde la cepa L.mesenteroides NCIB 8023

también inicio su fase exponencial después de una hora de acondicionamiento. Para
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la cepa L. mesenteroides NRRL B-512 se requirieron 7 h de acondicionamiento
antes de expresarse la fase exponencial y 16 h para la fase estacionaria; para L.
mesenteroides NRRL B512-F transcurrieron 3 h de acondicionamiento
extendiendose hasta la hora 12 para su fase estacionaria (Dharmik & Narkhede,
2020). Cabe destacar que la cepa L. mesenteroides NRRL B512-F es utilizada para

la produccién a escala comercial de dextrano.

7.2 Evaluacién de la relacion C/N sobre el crecimiento de Leuconostoc
mesenteroides P45

La relacion C/N sobre el crecimiento de L. mesenteroides P45 se evaluo a las 24 h
midiendo la absorbancia de las muestras a 600 nm cuando se crecieron utilizando
cuatro fuentes de nitrégeno distintas en medio Mayeux, inoculado con L.
mesenteroides P45 a las 24 h, a 30 °C y 130 rpm (Tabla 8).

Tabla 8 Absorbancia a 600 nm de Leuconostoc mesenteroides P45 crecida 24 h, a
30 °C y 130 rpm en medio Mayeux con las diferentes fuentes de nitrégeno

evaluadas.

Fuente de Absorbancia a 600 nm

nitrégeno (UA)

Ca(NOs), 0.948 + 0.08

(NH,),SO, 1.001 + 0.08*
NH4NO; 0.945 + 0.06
NaNO; 1.105 + 0.10*

* Diferencia estadisticamente significativa mediante prueba de Tukey cuando
p<0.05 (n=3). UA (unidades de absorbancia)

De acuerdo con la Tabla 8, el mayor crecimiento, estadisticamente significativo
(p<0.05), medido por absorbancia (UA) se obtuvo utilizando NaNOs y (NH4)2SO4 con
1.105+0.10y 1.001 + 0.08, respectivamente. Cuando se utiliz6 Ca(NOz)2 y NH4NO3

se obtuvieron valores del 90 % de la absorbancia maxima.

Una vez establecida la fuente de nitrogeno que mostrdO mayor crecimiento de L.

mesenteroides P45, se fijo la concentracion de carbono (100 g/L) (Tabla 9) y se
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vario la concentracion de NaNOs para evaluar diferentes relaciones molares (5, 10,
20, 40) sobre el rendimiento en masa de goma/biomasa (Figura 7). Las condiciones
de crecimiento fueron en fermentacion tradicional (sin voltaje y sin rojo neutro) a 30

°Cy 130 rpm en medio Mayeux.

Tabla 9 Concentracién de fuente de nitrdgeno para obtener las relaciones molares

C/N evaluadas en el medio de produccion.

Sacarosa NaNOs
Relacioén _ Cantidad de . Cantidad de
Concentracion _ Concentracion _
molar C/N sustancia sustancia
(g/L) (9/L)
(mol) (mol)
5 60 0.70
10 30 0.35
100 3.48
20 15 0.17
40 7.5 0.09

YPI'K {gdaxtrano"ghiu mas a)

C/N

Figura 7 Rendimiento en masa de dextrano por masa de biomasa producida por
Leuconostoc mesenteroides P45 en diferentes relaciones molares C/N a las 24 h,
30 °C y 130 rpm en medio de produccion. * Diferencia estadisticamente

significativa mediante prueba de Tukey cuando p<0.05 (n=3)
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Se observé una maxima produccion de dextrano de 0.44 ggexirano/Jbiomasa €N 50 ML a
las 24 h a una temperatura de 30 °C en fermentacion tradicional (sin rojo neutro y

sin voltaje) con una relaciéon C/N de 40.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Yang et al., (2018),
quienes lograron una produccion de 0.25 ggexrano/Oniomasa Utilizando la cepa L.
pseudomesenteroides YF32, asi como con el trabajo de Yang et al. (2019), en el
cual se alcanz6 una produccion de 0.49 gaexirano/Ibiomasa Utilizando la cepa L. citreum.
Es relevante destacar que, en este ultimo estudio, los autores utilizaron el medio
complejo MRS el cual contiene sacarosa como fuente de carbono; peptona, extracto
de carne y extracto de levadura como fuente de nitrdgeno en el medio de
fermentacién. La relaciéon C/N ha sido estudiada como un factor crucial para la
produccion de EPS, y es determinante en el tipo de EPS que se produce (Ates,
2015).

7.3 RESULTADOS OBJETIVO 2. Estimacion de la relacion entre la aplicacién
de distintos voltajes y concentracién de mediador (rojo neutro) sobre la
produccion de exopolisacaridos por Leuconostoc mesenteroides P45 en un
sistema de electrofermentacion

En la Tabla 10 se presenta el rendimiento de dextrano con respecto a la biomasa
producida por L. mesenteroides P45. Los experimentos se llevaron a cabo a un pH
inicial de 6.8 y terminaron con un pH de 3.9 a lo largo de 16 horas, a una temperatura
de 30 °C y una velocidad de agitacién de 130 rpm. Estos ensayos se realizaron bajo
la influencia de voltaje y rojo neutro, en dos configuraciones del sistema de
electrofermentacion (SEF): electrofermentacion y electrofermentacion magnética.

Ademas, se utilizaron electrodos tanto de grafito como de acero inoxidable.
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Tabla 10 Rendimiento de dextrano respecto a la biomasa de Leuconostoc

mesenteroides P45 a las 16 h, 30 °C y 130 rpm utilizando electrodos de grafito y

acero inoxidable en el sistema de electrofermentacion

Electrofermentacién Electrofermentacion

maghnética
Electrodo Rojo Voltaje Yp/Xx Yp/Xx
neutro V) (9dextrano/Gbiomasa) (Qdextrano/Gbiomasa)
(HM)
0.4 0.7303 + 0.034 1.8320 +0.906
25 0.9 2.0435 + 0.181 2.8833 + 0.553
1.4 0.5712 + 0.010 1.4525 + 0.613
0.4 0.4214 +0.098 1.9424 + 1.473
Grafito 100 0.9 1.2149 + 0.177 2.3826 + 0.557
1.4 0.7056 + 0.040 1.3501 + 0.152
0.4 1.0813 + 0.229 4.3320 + 1.696
175 0.9 1.7554 + 0.336 2.9256 + 1.125
1.4 0.9701 + 0.362 0.9701 + 0.362
0.4 3.7215 + 0.466 1.8641 + 0.949
25 0.9 1.8032 + 0.480 1.3634 + 0.063
1.4 4.5248 +0.726 3.8087 + 0.703
Acero 0.4 2.1868 + 0.323 0.8308 + 0.074
inoxidable 100 0.9 1.3998 +0.198 1.2335 + 0.034
1.4 2.4725 + 0.530 3.3547 + 0.476
0.4 2.7974 + 0.686 0.7383 + 0.109
175 0.9 1.2183 + 0.412 1.9496 + 0.715
1.4 3.4175 + 0.367 5.4819 + 0.351*

*Diferencia estadisticamente significativa mediante prueba de Tukey cuando p<0.05

(n=3). Resultados expresados como la + desviacion estandar para cada muestra

47



7.3.1 Electrodos de grafito

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 10, los tratamientos
realizados con electrodos de grafito a concentraciones de 25 y 100 uM de rojo
neutro no revelaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p<0.05),
mostrando un rango de 1.5 Qdexano/Obomasa €N ambas configuraciones
(electrofermentacion 'y electrofermentacion magnética). Al emplear una
concentracion de 175 uM de mediador rojo neutro se observo una mayor variabilidad
en los resultados obtenidos. Se destacd que a un voltaje mas bajo (0.4 V) se
registraron los rendimientos mas elevados, con 4.3320 * 1.696 Qdexrano/Ubiomasa
mientras que se evidencié una disminucion en el rendimiento de dextrano a voltajes

superiores.

7.3.2 Electrodos de acero inoxidable

En relacion con los resultados obtenidos con el uso de electrodos de acero
inoxidable en la configuracion electrofermentacion utilizando una concentracién de
25 UM de rojo neutro, se observo el rendimiento mas bajo a 0.9 V (1.2149 + 0.177
Jaextrano/Jbiomasa), Mientras que se obtuvo un rendimiento mas alto al emplear 1.4 V
(4.5248 * 0.726 gagextrano/viomasa)-

En el caso de cambiar a la configuraciéon electrofermentacién magnética con una
concentracion de 175 uM de rojo neutro, se observd una variacion notable en los
rendimientos extremos (0.4 y 1.4 V). El menor rendimiento se obtuvo a 0.4 V (0.7383
1 0.109 gdexrano/Gbiomasa), Mientras que el rendimiento mas alto fue a 1.4 V (5.4819 +

0.351 gdextrano/gbiomasa) .

Si bien, la concentracion de rojo neutro en alguno de los tratamientos realizados
revelé rendimientos mas altos, a su vez, es notable que, al aumentar el voltaje con
la disminucién de la concentracion de rojo neutro, mostré una correlacion positiva

sobre el rendimiento de la produccion de dextrano por L. mesenteroides P45.

En la Figura 8 se presentan los rendimientos obtenidos en diferentes condiciones:
el control (fermentacion tradicional), SR (sin rojo), 1.4 V y 175 pM SV (sin voltaje).
Se puede observar que el voltaje en el medio de fermentacion ejerce influencia en

la producciéon de dextrano. Ademas, se aprecia que el rojo neutro disminuye la
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capacidad de produccién de dextrano cuando no se aplica voltaje en el sistema.
Esto sugiere que L. mesenteroides P45 es electroactiva, es decir, tiene la capacidad
de tomar electrones del electrodo que actia como reservorio (catodo) sin requerir
un mediador exdgeno para este proposito, como se expone en el estudio de
Moscoviz et al., (2016).
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Figura 8 Rendimiento de dextrano obtenido en presencia y ausencia del mediador
rojo neutro SR (sin rojo) SV (sin voltaje) * Diferencia estadisticamente significativa

mediante prueba de Tukey cuando p<0.05 (n=3)

El factor que tuvo el mayor impacto en el sistema de electrofermentacion demostro
ser el material del electrodo, lo cual resulté altamente significativo. Esta diferencia
se hizo evidente al comparar los tratamientos a 175 uM, 1.4 V y en la configuraciéon
electrofermentacién magnética. Se observé que, al utilizar electrodos de acero
inoxidable, el rendimiento de dextrano fue mas de tres veces superior en
comparacion con el uso de electrodos de grafito, si bien utilizando 0.4 V, 175 uM y
electrodos de grafito se observaron rendimientos altos, estos fueron descartables
debido a la inestabilidad del sistema al utilizar esta configuracion. Por lo tanto, se
confirma que la utilizacion de acero inoxidable a voltajes elevados fomenta la

produccion de dextrano, como se muestra en la Figura 9.
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Si bien no existen aun articulos reportando cultivos de electrofermentacion
empleando a L. mesenteroides o alguna otra BAL, existen trabajos previos en
donde si se reporta la eficiencia del uso de electrofermentaciones para el

mejoramiento en cuanto al rendimiento de produccion en otras bacterias.

8-
1 Grafito Acero Inox
e = 25 uM 25uM =
s 100 uM e 100 uM
- 175 uM - 175uM

Rendimiento 94exirano/ Ibiomasa

04 09 14 04 09 14

Electrofermentacién |
Electrofermentaciéon-magnetismo
Voltaje (V)

Figura 9 Rendimiento en masa de dextrano por masa de biomasa producida por
Leuconostoc mesenteroides P45 a las 15 h, 30 °C y 130 rpm en medio de
produccion Mayeux. *Diferencia estadisticamente significativa mediante prueba de
Tukey cuando p<0.05 (n=3)

De acuerdo con lo reportado por Choi etal., (2014), al emplear Clostridium
pasteurianum DSM 525 en un entorno de electrofermentacion anodica con
electrodos de grafito a 0.045 V, se observo una disminucion en la produccion de
butirato, mientras que el rendimiento de butanol se incrementé en mas del doble
respecto el control. Por otro lado, en un estudio realizado por Qu et al., (2018)
utilizando un campo de densidad de flujo magnético de 7,0 mT instigd tanto la
desorcion de Cr (VI) como el crecimiento de Geotrichum sp. en una prueba de

columna de suelo respecto su control.
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Ademas, Mathew etal., (2015), al trabajar con Saccharomyces cerevisiae,
reportaron un aumento del 20 % en el rendimiento de la produccion de bioetanol al

utilizar electrodos de grafito y aplicar 15 V respecto su control.

7.3.3 Comportamiento del metabolismo celular en un sistema de
electrofermentacion

Existen diferentes comportamientos que los electrones pueden experimentar en
sistemas de electrofermentacion, como se ha informado en el estudio de Moscoviz
etal.,, (2016). Uno de estos comportamientos es la transferencia directa de
electrones o la transferencia a travées de mediadores redox. Esta
electrofermentacién puede alterar la fuerza motriz de los protones y provocar
modificaciones en varias proteinas de la membrana, lo que a su vez podria alterar
su funcion. Se puede suponer que este proceso beneficié la produccién de EPS en
L. mesenteroides P45, ademas de posiblemente ocasionar cambios morfolégicos y

estructurales en el polimero.

En el caso particular de S. cerevisiae, Rawson etal., (2014), al aplicarle
electrofermentacién, mencionaron una familia de proteinas en la pared celular
denominadas proteinas trans de transporte de electrones de membrana plasmética
(tPMET). Estas proteinas podrian estar estrechamente vinculadas con la recepcion
de los electrones para dirigirlos hacia los citocromos localizados en la mitocondria.

No obstante, los mecanismos subyacentes aun no estan del todo claros.

7.4 RESULTADOS OBJETIVO 3. Evaluacién de las propiedades
emulsificantes, espesantes y estabilizantes, asi como las caracteristicas fisico

guimicas del dextrano producido por Leuconostoc mesenteroides P45

7.4.1 Propiedad emulsificante del dextrano producido por Leuconostoc
mesenteroides P45

Segun los resultados obtenidos en relacion con la propiedad emulsificante del
dextrano producido por L. mesenteroides P45, se observé que la muestra tratada
con electrofermentacion magnética presentd un porcentaje de emulsificaciéon 9
veces menor en comparacion con el dextrano producido por fermentacion

tradicional (control). Este ultimo exhibié una emulsién del 90 % (Figura 10).
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Delikanli & Ozcan (2017) sefialan que debido a la ausencia de enlaces proteina-
agua y a la formacién en mayor cantidad de enlaces proteina-EPS, se creara una
red de gel compacta que impedira la migracion del agua. La reduccion en la
capacidad emulsificante de la muestra tratada podria estar relacionada con la
ausencia de proteinas asociadas a las cadenas del dextrano.

Figura 10 Capacidad de emulsificacion del dextrano producido por Leuconostoc
mesenteroides P45 mediante fermentacién tradicional (control, A) y

electrofermentacion magnética (tratamiento, B)

7.4.2 Propiedad espesante del dextrano producido por Leuconostoc
mesenteroides P45

De acuerdo con los resultados obtenidos en la propiedad espesante del dextrano
producido por L. mesenteroides P45. La muestra tratada presento 1.72 veces mayor

capacidad espesante respecto al control (Tabla 11).
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Tabla 11 Resultados obtenidos en la evaluacion de la capacidad espesante del

dextrano producido por L. mesenteroides P45

Muestra Viscosidad (cP)
Control 16.92 + 0.001
Tratamiento 29.14 + 0.001*

* Diferencia estadisticamente significativa mediante prueba de Tukey cuando
p<0.05 (n=3)

Debido a su estructura quimica, el dextrano tiene la capacidad de absorber y retener
agua en su matriz molecular. Esto lo convierte en un material hidrofilico, lo que

significa que muestra afinidad por el agua y puede formar geles (Wang et al., 2016).

A raiz de esta caracteristica, se plantea un cambio estructural en el dextrano tratado
mediante electrofermentacion magnética. En esta modificacion, su capacidad para
interactuar con las moléculas de agua se intensifica, lo que le permite absorber y
retener una cantidad aun mas significativa de agua en comparacion con el control.
Este proceso podria dar lugar a la formacién de geles con un mayor potencial de
hinchamiento, lo que a su vez incrementaria su capacidad como agente espesante.
7.4.3 Propiedad estabilizante del dextrano producido por Leuconostoc
mesenteroides P45

La capacidad estabilizante (sinéresis) del dextrano producido por L. mesenteroides
P45 en fermentacion tradicional (derecha) y electrofermentacion (izquierda) se

muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12 Propiedad estabilizante (sinéresis) del dextrano producido por L.

mesenteroides P45 en almacenamiento a 4 °C

Dia Observaciones

1

-

Consistencia homogénea (100 %), sin precipitaciones ni

separacion de fases. Gel estable.

Consistencia homogénea (90 %), se observaron
precipitaciones, no presentd desprendimiento de liquido

(agua). Gel estable.

Se observo precipitacién en ambas muestras, sin embargo,
el gel se mantuvo estable, no hay presencia de

desprendimiento de liquido. El gel se mantiene estable.

Se observé un aclarado en ambos geles, sin ningan

aumento en la precipitacion. El gel se mantiene estable y no

se produce desprendimiento de agua.

-

;

| |
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No se detectaron alteraciones en la estabilidad del gel. No
se observé ningun desprendimiento de agua ni aumento en
la precipitacion. La consistencia del gel se mantuvo

constante.

No hubo liberacién de agua y la precipitacién se detuvo. La

consistencia del gel se mantuvo constante.

-
M‘
Py

Transcurrido los dias establecidos para esta prueba, las
muestras se centrifugaron. Una vez centrifugadas la
muestra control (A) presenté un desprendimiento de agua
mayor (20.8 %) respecto a la tratada (B) (5.6 %).

En ambos dextranos (control y tratado) se mantuvo la estabilidad, en el caso del

dextrano control, mostr6 una estabilidad de 7.9 veces menor comparada con la

muestra tratada. Resultados comparables con lo reportado por Purama etal.,

(2009), quienes reportan que el uso de dextrano en la formulacion de un yogurt

resulto en un 30 % de sinéresis a diferencia de su control, el cual presentd una

sinéresis mayor (59.6 %).

Los sistemas de retencion de agua tienden a experimentar un cambio en su

estructura y pueden mostrar liberacién de agua, ya sea debido a fluctuaciones de

temperatura o durante el almacenamiento. Este fenbmeno se deriva del proceso de

retrogradacion, que va acompafado por la cristalizacion y el endurecimiento,

ademas de la liberacion de agua del gel (Diaz-Montes, 2021).
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En el caso de la precipitacion presentada en ambos dextrano hace presencia de
cadenas ramificadas en la formacion de enlace glicosidico (a — 3) los cuales son

identificados como poca solubilidad (Siddiqui et al., 2014; Miao et al., 2014).

7.4.4 Indice de absorcion de agua (IAA) e indice de solubilidad en agua (ISA)

En la Tabla 13 se presenta el resultado del contenido de IAA e ISA del dextrano
producido por L. mesenteroides P45 (control y tratamiento). En el cual se observé
una mayor capacidad de absorcién de agua en el caso del tratamiento. Por otro
lado, en lo que respecta a la solubilidad en agua, el grupo de control mostré una

solubilidad mayor.

Tabla 13 indice de absorcion de agua (AA) e indice de solubilidad en agua (ISA) del

dextrano producido por Leuconostoc mesenteroides P45

Muestra IAA ISA (%)
(g de gel/g de
muestra)
Control 3.073 £0.03 12.65 + 0.22*
Tratamiento 54.944 + 4.20* 10.257 £ 0.40

* Diferencia estadisticamente significativa mediante prueba de Tukey cuando
p<0.05 (n=3)

La enzima dextransacarasa tiene la capacidad de crear dextrano constituido por
méas del 50 % de enlaces glucosidicos a-(1—6) en la cadena principal y las
ramificaciones con enlaces a-(1—2), o a-(1—4) y varia de acuerdo con el origen de
la dextransacarasa. Dentro de los mecanismos del uso de electrofermentacion se
encuentra la modificacion enzimatica o bien el cambio estructural del compuesto de
interés (Beretta et al., 2019; Fijatkowski et al., 2015; Moscoviz et al., 2016).

La capacidad de disolverse en agua del dextrano esta ligada a su disposicion de
enlaces ramificados. Por lo general, los dextranos con mas del 43 % de enlaces
ramificados a-(1—3) presentan insolubilidad en agua. La viscosidad de la solucion

de dextrano varia segun su concentracion, temperatura y peso molecular (Kothari

56



et al., 2014). De acuerdo con lo reportado por Teran (2019) el dextrano proveniente
de L. mesenteroides P45 mediante fermentacion tradicional mostré 72 % de enlaces
a-(1—6), 23 % de enlaces a-(1—3) y 5 % de enlaces a-(1—2) dandole la capacidad

de solubilizarse en agua.

Resumiendo, los enlaces en la cadena de dextrano, junto con su peso molecular y
estructura, juegan un papel crucial en su capacidad para retener agua y ser solubles
en esta. Estas propiedades se pueden ajustar utilizando nuevas tecnologias como

la electrofermentacion.

Es debido a lo anterior que los resultados sugieren una mayor cantidad de enlaces
a-(1—6) y en menor cantidad a-(1—3) o a-(1—4), asi como un mayor peso
molecular. Cabe destacar que la cepa mas ampliamente usada es la L.
mesenteroides NRRL B- 512F y es la unica utilizada industrialmente para la
produccion del dextrano el cual contiene un 95 % de enlaces a-(1—6) (Rodriguez et
al., 2007).

7.4.5 Poder de hinchamiento

En la Figura 11 se observan los resultados obtenidos del poder de hinchamiento de
los EPS producidos mediante fermentacién tradicional (control) asi como aplicando
el mejor tratamiento obtenido (175 uM, 1.4 V, electrofermentacion magnética,
electrodos de acero inoxidable). En el cual se observo un incremento del 27 % de

hinchamiento en la muestra con tratamiento respecto el control.
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Figura 11 Poder de hinchamiento del dextrano producido por Leuconostoc
mesenteroides P45 aplicando tratamiento (izquierda) y fermentacion tradicional

(derecha)

El dextrano producido fue soluble y presenté alta capacidad de retener agua, esto
debido a la estructura de los EPS, ya que estos pueden retener gran cantidad de

agua por la presencia de enlaces de hidrogeno (Castro-Rodriguez et al., 2019).

Reiterando que dentro de los mecanismos del uso de electrofermentacion se
encuentra también la modificacién estructural del compuesto de interés (Beretta
et al., 2019; Fijatkowski et al., 2015; Moscoviz et al., 2016).

7.4.6 Dinamica de crecimiento del dextrano producido por
electrofermentacion magnética respecto a fermentacion tradicional (control)
Los datos obtenidos en la obtencion de dextrano utilizando una fermentacion
tradicional (control) y una fermentacion electromagnética con electrodos de acero
inoxidable, rojo neutro 175 yM y 1.4 V (tratamiento) durante 12 h se observa en la
Figura 12. Se observa que la muestra tratada experimenté una produccién de
dextrano (g/L) més alta en comparacion con el control. No obstante, en el caso del
control, se observo un descenso en la produccion alrededor de la hora 11, lo cual
podria atribuirse a la presencia de compuestos secundarios generados durante la

fermentacion.
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Figura 12 Dinamica de produccién de dextrano producido por Leuconostoc
mesenteroides P45 control y tratamiento (n=3)

El crecimiento de L. mesenteroides se acompafa de la produccién de acido lactico,
lo que, por ende, acidifica el medio ocasionando la detencion del crecimiento celular
y, posiblemente, la muerte o lisis celular debido a la entrada en el citoplasma de la
forma no disociada de &cido lactico que disminuye el pH intracelular. Esto provoca
desnaturalizacion tanto de las enzimas esenciales como la dextransacarasa e
interfiere con el transporte de nutrientes (Ju et al., 2016), traduciéndose al final una

disminucion de la produccién de dextrano.

7.4.7 Actividad enzimatica

De acuerdo con los datos que se obtuvieron respecto a la curva de crecimiento de
Leuconostoc mesenteroides P45, se optd por evaluar su actividad enziméatica a las
4 hyunpHde5.5 a30 °C (Figura 13).
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Figura 13 Actividad enziméatica de la dextransacarasa a las 4 h, pH 5.5 a 30 °C
control (fermentacion tradicional) y tratamiento (electrofermentacién magnética).
* Diferencia estadisticamente significativa mediante prueba de Tukey cuando
p<0.05 (n=3)

El aumento en la produccion de dextrano observado en el tratamiento en
comparacion con el control puede asociarse con una mayor actividad de la
dextransacarasa. ElI campo eléctrico y magnético generado durante la
electrofermentacion favorece tanto la transferencia de electrones como de diversas
moléculas en el medio de fermentaciéon. Ademas, provoca la polarizacion y carga
superficial de los compuestos, lo que resulta en una mayor disponibilidad e
interaccion del sustrato con la enzima. Esto a su vez promueve la actividad de la

dextransacarasa (Beretta et al., 2019; Fijatkowski et al., 2015; Moscoviz et al., 2016).

7.4.8 Andlisis de espectroscopia FT-IR
Serealiz6 analisis FT-IR para la caracterizacion de los grupos funcionales presentes

dentro de la estructura del dextrano P45 (Figura 14).
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Figura 14 FT-IR del dextrano producido por Leuconostoc mesenteroides P45

control (fermentacion tradicional) y tratamiento (electrofermentacion magnética)

Como puede verse en la Figura 14 en ambas muestras (control y tratamiento) los
datos espectrales obtenidos del dextrano mostraron los principales picos
caracteristicos. De acuerdo con Ispirli (2021), se observé un pico amplio en ambos
dextranos entre 3,000 y 3,700 cm™ caracteristico de los grupos hidroxilo en
dextranos debido a los enlaces de puente de hidrégeno (O-H). Seguidamente se
expresaron los picos en 1,643 cm™, 1,234 cm™* y 1,238 cm relacionados con la
vibracion de estiramiento C-H en el anillo de azucar (Kavitake et al., 2016; Wang
et al., 2010). El pico expresado en 1530 hace referencia a la presencia de amidas
tipo Il. Se observo un pico relativamente pequefio en el caso del tratamiento en 1341
cm™ asignado a la flexién simétrica CHs (Ispirli & Dertli, 2021).

La regién del nUmero de onda que abarca 1200 a 800 cm ! es considerada la region
de la “huella dactilar” que caracteriza los exopolisacéridos (Abid et al., 2018). Se
observé un pico fuerte a 1009 cm* correspondiente al area de la regién entre 950-

1100 cm asignado al estiramiento de los grupos C-O-C y C-O de los polisacéaridos

61



(Ispirli & Dertli, 2021). La presencia de los picos en dextrano tratado 918, 845, 759
y dextrano control 917, 844, 757 indican la presencia de cadenas ramificadas en la
formacion de enlace glicosidico (a — 3) (Siddiqui et al., 2014; Miao et al., 2014). El
pico expresado en 1015 cm™ podria atribuirse a la gran flexibilidad de la cadena
presente en el dextrano alrededor de los enlaces glicosidicos (1 — 6) (Purama et al.,
20009).

Estos resultados de FT-IR demostraron la existencia de grupos distintos dentro de
la estructura del dextrano producido por L. mesenteroides P45 confirmando la
existencia de las unidades de a-D-glucosa enlazadas (1 — 6) y (1 — 3) en la
estructura del dextrano P45. La ausencia de una banda en 870-890 cm™ indic6 que
podria no haber un enlace glucosidico B presente en el polimero, reafirmando la
configuracion a (Das & Goyal, 2014). Resultados comparables de acuerdo a lo
reportado por Teran (2019) reportando 72 % de enlaces a (1 — 6), 23 % de a (1 —
y5%dea(1—2).

7.4.9 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Las caracteristicas relevantes de los EPS producidos en fermentacion tradicional y
electrofermentacién es sin duda sus posibles cambios microestructurales, funciones

tecnoldgicas, asi como sus caracteristicas microestructurales superficiales.

En la Figura 15 se muestran el SEM realizado a ambos dextranos (fermentacion
tradicional y electrofermentacion). En el caso del dextrano obtenido por
fermentacion tradicional (izquierda) se observaron formaciones
granulares/globulares, este resultado es comparable con lo obtenido por Lule et al.,
(2016) y el dextrano producido por la cepa Leuconostoc mesenteroides BAO8 en el
cual se observaron similitudes en este tipo de estructura. En el caso del dextrano
producido por electromagnetismo (izquierda) se aprecia una estructura lisa, asi
como la formacion de fibras, y una ausencia de formaciones globulares notable. Lo
anterior es comprable con lo reportado por Aburas et al., (2020) donde la estructura
del dextrano producido por Weissella cibaria MED 17 aislada de masa fermentada
reportado como “lamina compacta” y caso totalmente contrario a lo descrito por

Rishikesh Shukla etal.,, (2011) y el dextrano producido por Leuconostoc
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mesenteroides NRRL B-1149 reportado como estructura poco porosa a lo cual le

atribuye la falta de solubilidad en agua.

Figura 15 Microscopia electronica de barrido del dextrano producido por

Leuconostoc mesenteroides P45 por fermentacion tradicional (izquierda) aumento
x5.00k y electrofermentacion magnética (derecha) aumento x5.00k

7.4.10 Analisis calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos del andlisis DSC del dextrano
producido por L. mesenteroides P45 por fermentacion tradicional (control) (A) y
electrofermentacion magnética (tratamiento) (B). Donde se puede observar en el
caso del control, una degradacion aguda alrededor de los 155 °C mientras que en
el caso del dextrano tratado comienza alrededor de los 147 °C, resultados
comparables segun lo reportados por Xu et al., (2018) asi como lo reportado por
Chen et al., (2015) con 131.46 °C respectivamente.

Por otro lado y segun lo reportado por Taylan et al., (2019) utilizando una cepa de

L. mesenteroides mostré una degradacion alrededor de 200°C.
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Figura 16 Andlisis DSC del dextrano producido por Leuconostoc mesenteroides
P45 (A) control (B) tratamiento
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7.4.11 Rayos X

Se realizo la difraccion de rayos X (Figura 17) para determinar su estructura amorfa,
semicristalina o cristalina. Los patrones del andlisis se muestran en la Figura 11. En
general los picos presentados entre 10° y 30° son caracteristicos de dextrano
(Charoenwongpaiboon et al., 2021; Veverka et al., 2014). A su vez estos marcaron
picos de 18.58° en el caso del tratamiento y 18.76° en el control, confirmando la
estructura amorfa de los dextranos. También aparece un pico romo en el perfil de
ambos dextranos en el intervalo de 15°-25° lo que indica un cierto nivel de
cristalinidad (Yuan etal.,, 2009). El porcentaje de cristalinidad del dextrano
cuantificado por la relacién del area bajo la curva del pico mayoritario con el area
total del difractograma fue 4 % mayor en el tratamiento (69 %) comparado con el
control (65 %).

— 18.58°

A 18.76°

. Tratamiento

Intensidad (u.a.)

Control

260 (°)

Figura 17 Perfiles de difraccién de los dextranos producidos por Leuconostoc
mesenteroides P45. Control (fermentacion tradicional) y tratamiento

(electrofermentacion magnética)
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8. CONCLUSIONES Y PERPECTIVAS
En condiciones limitadas de nitrogeno L. mesenteroides P45 promueve la

produccion de dextrano.

La aplicacién de voltaje, magnetismo y un mediador, promovié tanto la produccion
y el rendimiento del dextrano de L. mesenteroides P45 en un sistema de
electrofermentacién. Esta bacteria demostré ser una bacteria acido lactica con

capacidad electroactiva.

El dextrano producido bajo el sistema de electrofermentacion magnética con
mediador, produjo cambios estructurales en el dextrano atribuyéndole
caracteristicas emulsificantes, espesantes y estabilizantes diferentes a la

fermentacion tradicional.

La electrofermentacion muestra un gran potencial para mejorar la eficiencia y
selectividad de los procesos fermentativos, abriendo nuevas posibilidades en la
produccion de productos de interés. Sin embargo, para aprovechar las bondades de
la electrofermentacion a nivel industrial deben solventarse algunas de las
limitaciones tales como la complejidad del sistema, seleccién de microorganismos,
limitaciones de escala, energia requerida, optimizacion de procesos y escasez de

conocimientos.
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