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RESUMEN

En la presente tesis doctoral se describen los procesos de produccion de
diferentes EPS; xantano, curdlano, succinoglucano y pululano a partir de la utilizacion
del suero y permeatos, subproductos de la industria lactea. Empleados como
sustratos de fermentacién tratando de optimizar las condiciones de cultivo para el uso
completo de lactosa a partir de la hidrdlisis con B-galactosidasa para la produccién de
biopolimeros de interés industrial. Es decir, exopolisacaridos microbianos con un
amplio abanico de aplicaciones en industrias como la alimentaria, gracias a sus
propiedades como emulsionantes, estabilizantes. Los estudios se centraron en el
exopolisacarido producido por Xanthomomas, debido a sus enormes propiedades
como agente reoldgico, concretamente el xantano producido por Xanthomonas
campestris, gracias a sus interesantes propiedades fisicas y reoldgicas que hacen que
este exopolisacérido posea un gran potencial de aplicacion en diferentes sectores. La
produccion de xantano, bajo condiciones de laboratorio, se realiza usualmente
empleando medios de cultivo definidos, con una elevada relacion carbono/nitrégeno
para asegurar la maxima conversion de la fuente de carbono a la produccion de
exopolisacarido, se emplea habitualmente medios de carbono basados en glucosa o

sacarosa.

A escala industrial, se usa el mismo principio, pero por motivos econémicos se
emplean substratos econdmicos, generalmente complejos, obtenidos a partir de
subproductos de actividades agricolas. Actualmente, existe una importante
problematica debido a la gran cantidad de residuos contaminantes generados por las
industrias. Por ejemplo, el lactosuero son residuos generados en grandes cantidades.,
estos residuos pueden ser utilizados por una gran cantidad de microorganismos
(Biorremediacion), obteniéndose por una parte la descontaminacion y la obtencion de
productos Utiles de interés industrial. Sin embargo, el empleo de desechos
industriales como medios de fermentacion y fuentes de carbono para la produccion de
los exopolisacéridos, pueden verse modificadas las propiedades de los
exopolisacaridos asi como su grado de pureza al compararlas con sus homdélogos

comerciales.

La lactosa es el azucar principal encontrado en la leche y en los sueros de
gueseria y su procesado por hidrélisis se hace necesario, la lactosa no puede ser

empleada como fuente de carbono por bacterias como Xanthomonas campestris



entre otras, por lo que se debe tratar el lactosuero para la produccién de EPS de
origen microbiano, mediante la accién de la B- galactosidasa. El suero lacteo contiene
aproximadamente entre un 4-5 % de lactosa, 0.8-1 % de proteinas, y una pequefa
proporcion de &cidos organicos, minerales y vitaminas

En este estudio hemos empleado la enzima beta-galactosidasa purificada de
Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces fragilis la enzima responsable de la hidrdlisis de
la lactosa, empleada a una concentracion de 1000 ppm.

Se estudio la relacién entre la concentracion de lactosuero y la produccion
entre otros parametros para maximizar la produccién de biofermentadores de 2 y 20
litros de volumen. Tras tres dias de fermentacion a diferentes concentraciones de
lactosuero, observamos que la mayor concentracion de EPS obtenido, se consiguieron
a concentraciones de lactosuero comprendidas entre el 5y 6 %, alcanzandose
producciones de 4,47 g I* al 6% (p/v) de lactosuero, y de 7,5 g/l en medio definido
YM en biofermentadores de 2 litros de volumen total con un volumen de trabajo de 1,5
litros. Los rendimientos obtenidos a escala del fermentador de 20 litros son
considerables, se consiguieron unas tasas de produccion de 15,43 g/l en medio YM y
de 7,54 g/l en medio lactosuero tratado con biolactasa, transcurridas 96 horas de

fermentacion.

La viscosidad se considera como el atributo industrial de mayor importancia al
tratarse de los exopolisacaridos, por lo que se compararon las propiedades del
xantano comercial con los obtenidos a partir de diferentes medios, presentando unas
caracteristicas y propiedades muy similares, pero su poder viscosizante es menor, las
viscosidades de las soluciones al 1%(p/v) a 25°C fueron mayores en el xantano
comercial con un valor de 865 cp a 39,6 s* frente a 650 cp y 780 cp para el xantano
producido a partir de lactosuero y medio YM , respectivamente, bajo las mismas
condiciones. Las concentraciones de acetato y piruvato encontradas en la goma
xantana comercial, son mayores, presentando diferencias de viscosidades en
soluciones acuosas con goma xantana obtenida a partir de lactosuero tratado, ya que
un exopolisacarido con un contenido alto en acetato y especialmente en piruvato,
implican mayores aumentos en la viscosidad de soluciones acuosas al favorecer las

asociaciones intermoleculares.

Todas la muestras analizadas de las soluciones acuosas al 1% (p/V) mostraron
un alto grado de pseudoplasticidad tipico de las soluciones de xantano comercial, es
una caracteristica de vital importancia para que los EPS puedan ser empleados en la

mayoria de los sistemas alimentarios.



Un pardmetro a tener en cuenta en los sistemas alimentarios es el color; el
xantano obtenido a partir del lactosuero, presenta la particularidad de no transferir
ningan tipo de color, siendo transparente en soluciones acuosas incluso a
concentraciones de hasta el 4%(p/V). Los resultados muestran que el xantano
obtenido empleando como medio lactosuero tratado con biolactasa es comparables

desde un punto de vista industrial a los obtenidos mediante medios definidos.



ABSTRACT

In this Doctoral Thesis we studied a process for the production of xanthan,
curdlan, succinoglycan and pullulan from the use of agro-industrial wastes as
substrates. These EPS have properties such as high viscosity, stabilizing and
emusifying capabilities which make them attractive to the food industry. Attention
has focused on exopolysaccharides from Xanthomomas species because of their
commercial potential as rheological agents and the exopolysaccarides from
Xanthomonas campestris are the particular interest because of their carbohydrate
structure and consequent physical characteristics. Xanthan, a hetero-polysaccharide
produced by Xanthomonas campestris, is the most commercially accepted microbial
polysaccharide. Under laboratory conditions, the xanthan production is usually made
using culture media defined with a high carbon to nitrogen ratio for an efficient
conversion of carbon source to the desired polysaccharide production. For xanthan
production, medium containing glucose, sucrose, or starch as a carbon source is
normally used. The same principle is used on industrial scale, but due to economic
reasons, inexpensive complex substrates and nutrients are used in the xanthan
production. The use of agro-industrial wastes as substrates for xanthan production
has also reported by many researchers. Utilization of these substrates would seem
to be ecologically sound and economically advantageous as they have low or even
negative costs. However, the xanthan produced from different substrates may vary
in purity and this is more pronounced when agro-industrial wastes are used as a

carbon source for fermentation.

Xanthomonas campestris presents low level of B-galactosidase and can not
use lactose as an efficient carbon source and produce low quantities of xanthan gum in
a medium containing lactose as the sole carbon source. Whey is a by-product of the
dairy industry which contains approximately 4-5% lactose, 0.8-1% proteins, minerals,
and some small organic molecules A process for the production of xanthan using whey

previously treated with [J-galactosidase from Saccharomyces lactis or Kluyveromices



lactis was used. For this study the concentration of the enzyme was found take 1ml/I of
substratum.

Also was examined the relationship between xanthan production and whey
concentration and attempted to maximize the production of xanthan in a 2L and 15L
bioreactors. A maximum exopolysaccharide concentration of 7 g /l was obtained in
synthetic medium (YM) whereas a maximum concentration of 4.47 g/l was obtained in
whey medium in bioreactor of 1,5 | capacity with a working volume of 1,5 |. Meanwhile
in the scale up a maximum exopolysaccharide concentration of 15,43 g/l was obtained
in synthetic medium (YM) whereas a maximum concentration of 7,54 g/l was obtained
in whey medium in bioreactor of 20 | capacity with a working volume of 15 | during 96
hours of fermentation time. The highest viscosities were obtained using a solution (1%
w/v) at 25 °C of standard xanthan gum with a value of 865 cp at 39,6 s*, and the
biopolymer produced from whey medium showed a viscosity of 650 cp and from YM

medium showed a viscosity 780 cp under the same conditions.

The pyruvic acid content has been suggested as an indicator of some
rheological properties. Our results agree with these finding as noted by the lower
apparent viscosity of xanthan obtained from 6% (w/v) whey medium than xanthan
obtained from YM broth medium, which may be a consequence of the low pyruvic
content in the former. All samples from aqueous solutions exhibited a high degree of
pseudoplasticity behaviour, typical of xanthan. Indeed, the aqueous solutions were
remarkably stable over a broad temperature range and pH. In addition, xanthan gum
from whey medium showed a whiter colour in comparison with xanthan obtained from
synthetic medium which presented a cream colour.

The results showed that the xanthan obtained from whey is comparable to

those in synthetic medium.
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1. Biopolimeros Microbianos

1.1. Definicion.

Los biopolimeros se definen como compuestos constituidos por mondmeros
biolégicos, tradicionalmente han sido extraidos de plantas y animales, sin embargo,
en las Ultimas décadas ha cobrado una gran importancia la produccién de

biopolimeros microbianos por su alto valor comercial.

Los biopolimeros microbianos se producen a partir de una fermentacion
microbiana. Existen tres principales grupos de biopolimeros atendiendo a su interés

industrial: polisacéaridos, proteinas y PHA'S.

El primer polisacarido descubierto fue el dextrano en 1940, siendo el primero en
comercializarse, el segundo fue la goma xantana, obtenido en el Northern Regional
Research Laboratory (NRRL) del departamento de agricultura de USA, cuando se

buscaban alternativas a las gomas de origen vegetal (Jeanes, 1974).
Actualmente existen multitud de polisacaridos microbianos, algunos se

muestran en la tabla 1, con un gran valor comercial, empleados en mdltiples

aplicaciones.
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Tabla 1. EPS microbianos de importancia comercial (adaptado de revisiones de Sutherland, 1990 y 1994).
I ———

POLISACARIDO MICROORGANISMO PRODUCTOR

Acetano Acetobacter xylinum
Curdlano Agrobacterium radiobacter
Escleroglucano Slerotium rolfsii

Schizophyllum commune

Dextrano Leuconostoc mesenteroides

Streptobacterium dextranicum

Streptococcus mutans

Elsinano Elsinoe leucospila

Pululano Aureobasidium pullulans

Tremella mesenterica

Cyttaria harioti

Alginatos Azotobacter vinelandii

Pseudomonas aeruginosa

Emulsanos Acinetobacter calcoaceticus
Gelanos Sphingomonas paucimobilis
Desulfatoheparina Escherichia coli K5
Acido hialurénico Pseudomonas aeruginosa

Streptococcus grupos Ay C

Xantano Xanthomonas campestris

Succinoglucano Agrobacterium spp.

Rhizobium spp.

Polisacaridos de: Rhizobium

Zooglea ramigera

Pseudomonas marginalis




1.2. Clasificacion de los EPS microbianos.

Los exopolisacaridos microbianos son biopolimeros constituidos principalmente
por unidades glucidicas, producidos por microorganismos (bacterias, levaduras,
hongos y arqueo bacterias) localizados en el exterior de la célula microbiana, en las
cubiertas microbianas mas externas glicocalix y a veces se encuentran desligados de
la célula. La presencia de exopolisacaridos asociados a células microbianas, se pone

de manifiesto por la mucosidad de las colonias y la viscosidad en medios liquidos.

La clasificaciébn de los polisacéridos se puede realizar en funcién de diversos

criterios:

» Grados de asociacion a la membrana: polisacaridos capsulares, libres.
» Estructura y composicion: homopolisacaridos, heteropolisacaridos.
» Microorganismo productor: Bacterias, hongos, levaduras, arqueas.

 Mecanismo de sintesis: extracelular, intracelular.

Grados de asociacion a la membrana

Esta clasificacion, no define en la mayoria de los casos los distintos tipos de
polimeros. Los polimeros capsulares, se disponen como una capa cohesiva adherida
firmemente mediante enlaces covalentes, constituyendo la entidad morfolégica
denominada capsula. En otros casos, se encuentran ligeramente unidos o desligados
completamente de la célula formando una capa mucilaginosa libre. La distincién entre
ambos tipos es dificil, frecuentemente la organizacion polimérica de la superficie
celular sufre cambios drasticos por multitud de causas (factores ambientales,
manipulacion). Por otro lado manipulaciones y procesos como la centrifugacion que se
ha empleado para diferenciar ambos tipos de polisacaridos conducen a la liberacién

del material capsular a la periferia.

Estructura y composicion.

Los polisacaridos extracelulares se pueden dividir en homopolisacéridos y
heteropolisacéridos, adoptando estructuras ramificadas o lineales), diferenciandose
entre si por el tipo de uniones dadas entre las unidades glucidicas (enlace O-
glucosidico y N-glucosidico). Los homopolisacéridos estan formados por un Unico tipo

de unidades glucidicas, la mayoria son neutros, aunque en un pequefio numero
12



debido a la presencia de grupos acilo les confiere un caracter polianiénico. Segun el
tipo de enlace con el que se unen sus monosacaridos se distinguen como se ilustra

en lafigura 1, en:

» Lineales, constituidos por moléculas neutras, unida mediante un solo tipo de
enlace como el curdlano o la celulosa.
» Ramificados con dos tipos de enlace como el pululano.

* Ramificado con tres tipos de enlace como el dextrano.

Estrucutura Tipos de monomeros que lo
) forman
+ Lineal .
Homopolimeros
b T
A-A-A-A-B-A-B
+  Ramificado Copolimeros  A-B (Heteropolimeros)

Al azar A-A-A-B-B-A-B-A

Alternade A-B-A-B-A-B-A-B
+  Enfrecruzado

% . Enbloque A-A-A-A-B-B-B-B

. Estrella Injerto A-A-A-A-A-A-A-A
B
B
B

Figura 1. Clasificacion de los biopolimeros de acuerdo con su estructura y tipo de
mondémeros que lo forman.

Los heteropolisacaridos, que representan la mayoria, estdn compuestos por
varios tipos de unidades glucidicas. Generalmente presentan &cidos uronicos, como
D-glucuronico, sus esqueletos pueden estar ramificados (Sutherland, 1990; Lindberg,
1990) y son mayormente polianiénicos. Esta diversidad de composicion origina una
gran variedad estructural y de propiedades fisicas, debido en gran parte a los distintos
tipos de enlaces (a o B) y también por la naturaleza y conformacion de los distintos

azucares (formas piranosicas y furandsicas), como se muestra en la figura 2.
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a= posicion del hidroxilo en C-2 en D-manosa
b= posicion del hidroxilo en C-4 en D-galactosa.

CHOH
HO OH
a
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COOH
1

HiM — CH

1

CH, CHZOH IIZH2

1 1

-c.: =0 H— :I: = MHy CHy

GOOH GOOH COOH

Acido piravico Serina L- acido glutamico
CoOH
I
CHy CH,CH CHy
| | |

CHy CH; H— C— OH CHy

1 | ] 1

COOH COOH COOH COOH

Acido acético acido propiénico acido glicérico  Acido succinico

Figura 2. Estructura quimica de alguno de los componentes de los EPS microbianos.

Microorganismo productor
levaduras, arqueas.

de EPS: Bacterias, hongos,

Los microorganismos productores de exopolisacaridos se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, incluyendo especies de vida libre saprobios

como patdégenos de animales y vegetales (Kang y Cottrell, 1979).

1.3. Composicion quimica de los exopolisacaridos
Generalmente, los exopolisacaridos estdn compuestos en su mayoria por

carbohidratos, pudiendo presentar sustituyentes organicos e inorganicos ademas de
azucares (Sutherland, 1998).
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Carbohidratos

En los polisacaridos microbianos encontramos una gran diversidad de
carbohidratos, siendo los azlcares D-glucosa, D-galactosa y D-manosa en su forma
pirandsica los monosacaridos que mas se repiten en estos polimeros. Las 6-

desoxihexosas, L-fucosa y L-ramnosa estan presentes frecuentemente, ver figura 3.

D- glucosa Q
D- galactosa Formas
D- manosa piranosas

o

L-ramnosa Formas
L- fucosa furanosas

Figura 3. Diversidad de azucares encontrados en los EPS.

Algunos polisacaridos pueden contener uno 0 mas azucares raros, tales como
L-hexosas o formas furandsicas de las hexosas, glucosa y galactosa (Lemoine y col.,
1997).

La naturaleza polianiénica de la mayoria de estos polisacéridos es debida a la
presencia de acidos uroénicos, siendo mas comun el acido glucurdnico. La presencia
de acidos uroénicos les confiere la capacidad de unir cationes bivalentes (Sutherland,
1988), pudiendo ser empleados en procesos de detoxificacion y tratamiento de aguas

residuales.

Sustituyentes organicos

El acetato es el componente organico mas comun unido por enlace éster,

aunque no contribuye a la carga total de la molécula polisacaridica.

El piruvato estd presente en proporciones estequiométricas con los
componentes azucarados del exopolisacarido y unido a una hexosa neutra, aunque en
ocasiones se encuentra unido a acidos urénicos, contribuyendo a la carga aniénica de

la molécula.
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Grupos succinil y acetilo se han encontrado en el exopolisacarido de ciertas

especies de Rhizobium y Agrobacterium (Amemura y Harada, 1983).

En lo que se refiere al contenido en grupos acilo en algunos polisacaridos, éste
puede ser relativamente alto, encontrandose en proporciones estequiométricas
relativas a los monosacaridos presentes, aunque en algunas ocasiones los
polisacaridos contienen sustituyentes acilo en unidades repetidas alternativamente. En
algunos casos, la acetilacion puede ocurrir al azar, como por ejemplo en los alginatos
bacterianos carentes de una estructura regular, en el que el contenido en estos grupos

puede superar el 15-20 % estando acetilados los grupos de 4cido manuronico.

El grado de acetilacion de los EPS influye en la interaccibn de los
exopolisacaridos con metales, afectando a la capacidad de unién de los polisacéaridos
con otros biopolimeros o cationes. En el caso de los alginatos, la desacetilacion
favorece la union con metales a la vez que puede determinar la selectividad de unién
con determinados cationes divalentes o0 monovalentes (Geddie y Sutherland, 1993;
1994).

Sustituyentes inorganicos

Los aniones sulfato (SO,%) y fosfato (PO,*) son sustituyentes inorganicos
junto con los cationes, formando parte de los polimeros polianidnicos. Algunos
alginatos llevan fuertemente unido los cationes bivalentes Ca®, Ba2+y Sr**, estos iones
se adhieren al polisacarido durante su produccién, aunque pueden ser desplazados
por procesos como intercambio idnico, electrodidlisis... permitiendo la conversion de
acido a sal (Sutherland, 1990).
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1.4. Funciones de los exopolisacéaridos

Proteccion frente a la deshidratacion

Los EPS son estructuras muy hidratadas cuya funcién entre otras es conferir
protecciébn a la célula, es un reservorio de agua facilitando la dispersion de los

nutrientes (Roberson y col., 1993).

Adhesion a superficies.

Los EPS permiten a las células adherirse a diferentes superficies, a partir de
uniones tanto electroestaticas como- hidrofébicas (Geesey, 1982). Forman los
llamados biopeliculas, las células crecen y se dividen formando microcolonias
(Costerton y col., 1981), con la posibilidad de colonizar diferentes ambientes. En
ambientes acuéticos, practicamente todas las superficies sumergidas desarrollan un

recubrimiento limoso, formado mayoritariamente por bacterias.

Los EPS fijan las células a superficies y permiten a los microorganismos
mantener una existencia fija en su habitat posibilitando su supervivencia (Geesey,
1982).

Las biopeliculas constituyen comunidades complejas y polimeros extracelulares
que se localizan fijas a una superficie, que pueden presentar una especie 0 un
conjunto de especies diferentes (Costerton, 1995; Davey y O Tool, 2000; Kraigsley y
col., 2002). Podemos encontrar biopeliculas en todos los medios donde existan
bacterias, medio natural, clinico e industrial; la clase de material de superficie parece
gque tiene poca importancia en el crecimiento de la biopelicula, solo necesitan un

entorno hidratado y una minima presencia de nutrientes.
Infeccion y simbiosis

Multitud de bacterias patdégenas, tanto de animales como de plantas, son
capaces de producir EPS. La cépsula polisacaridica es considerada como un factor de
virulencia. Por ejemplo, el marchitamiento de cruciferas, es provocado por el
exopolisacarido producido por Xanthomonas campestris, originando un fluido muy

viscoso impidiendo la circulacion del agua (Sutherland, 1988).
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Mecanismos de defensa .

Actlan como mecanismos de defensa frente a virus, anticuerpos y agentes

antimicrobianos (Costerton y col., 1987).

1.5. Aplicaciones de los polisacaridos microbianos

Su aplicacién es diversa y empleada en multitud de campos, debido a que la
mayor parte de los exopolisacaridos son solubles o pueden ser dispersados en agua
actuando como espesantes (Glicksman, 1982). Ademds, ejercen un efecto
homogenizador - estabilizador, controlan la cristalizacion, reducen la sinéresis,

encapsulan y son formadores de biopeliculas (Dziezak, 1990).

Son capaces de interaccionar tanto con materiales de origen biolégico como
sintético, muestran a su vez sinergismo con otros polisacaridos, tales sinergismos son
el resultado de mdaltiples propiedades, biocompatibilidad, hidrofobicidad,

biodegradabilidad e inocuidad.

Las aplicaciones de los EPS de origen microbiano las podemos agrupar en

cuatros categorias: alimentacion, industria, farmacéutica y ambiental.

Aplicaciones en productos alimentarios

Los polisacaridos presentan gran cantidad de propiedades Utiles para diversas
aplicaciones en el sector alimentario; se emplean como agentes estabilizantes,
texturizantes y gelificantes (Sanderson y Clark, 1983). Aunque existen pocos EPS
aprobados para el uso en alimentacion, se encuentran en la elaboracion de gelatinas,
golosinas y postres de leche, salsas, almibares y rellenos de tarta (Nampoothiri y col.,
2003; Sutherland, 2001).

Estos compuestos se afiaden para el control de la textura del alimento y en la
prevencion de la formacion de cristales de hielo en productos congelados, influyendo
en la presentacion del producto final comestible, algunos se emplean como
saborizantes, existiendo una relacion especifica entre el polisacarido presente y el

sabor de un alimento.
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El xantano fue el primer biopolimero en ser aprobado en 1969 (Sutherland,
1990). Mas del 60 % de la produccion de xantano es de grado alimentario, se emplea
en infinidad de productos, tales como en panaderia, confiteria, salsas, comidas

enlatadas etc.

El segundo polisacdrido microbiano aprobado por la (FDA) como aditivo
alimentario, fue la goma gelano (Dziezak, 1990), producido a partir de la fermentacién
en un medio rico en glucosa por Pseudomonas ATCC 31461. Este polisacarido se
emplea como agente texturizante - estabilizante en congelados, glaseados y helados,
ademas de utilizarse en jamon, mermeladas y actuar como sustituto del almidén en el

relleno con frutas en pasteleria.

Otro biopolimero microbiano de interés comercial es el curdlano, aunque con
una aplicabilidad en alimentacion muy limitada. Pese a haberse descubierto hace largo
tiempo en 1964, tan sélo se ha utilizado en Japoén, donde es considerado como un
agente gelificante natural (Morris, 1990). En dicho pais, se emplea en embutidos,
tallarines, confituras... proporcionando estabilidad al producto a bajas

concentraciones.

Actualmente, destaca la produccion de celulosa de origen microbiano
producida por Acetobacter xylinum (Roller y Dea, 1992), empledndose en la
fabricacion de recubrimientos comestibles, como espesante, interaccionando

sinérgicamente con goma xantana y carboximetilcelulosa.

Otra de las aplicaciones de los polisacaridos microbianos es la producciéon de
compuestos saborizantes. El furaneol es un agente saborizante producido a partir de
desoxiazUcares extraidos de exopolisacaridos microbianos, ampliamente utilizado en
comidas y bebidas (Roller y Dea, 1992). Los desoxiazucares son producidos por
bacterias como Klebsiella sp., Escherichia sp., Corynebacterium sp., Bacillus sp. y

Rhizopus sp. (Graber y col., 1988).
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Aplicaciones industriales

Los polisacaridos microbianos compiten con otros de origen sintético en
aplicaciones industriales, con una multitud de aplicaciones industriales (Sutherland,
1990).

En la extraccion del petréleo, los EPS microbianos se emplean en el llenado y
en el proceso de recuperacion del petréleo actuando como viscosificantes. Se requiere
el empleo de un fluido con comportamiento pseudoplastico, donde la viscosidad
disminuye al aumentar la velocidad de cizalla. Durante la operacion de perforacion, las
soluciones deben ser lo suficientemente fluidas para facilitar el bombeo de la mezcla, y
cuando la operacion se detiene, la viscosidad debe aumentar para que los sélidos se
mantengan en suspension y poder ser estables bajo condiciones extremas de
temperatura y pH. Tanto la goma xantana como el succinoglucano, se emplean como
aditivos en muchas etapas del proceso de perforacion, produccion, transporte y

procesamiento de crudo (Sutherland, 1990).

Otro polisacarido empleado en la industria del petrdleo es el emulsano,
producido por Acinetobacter calcoaceticus, que disminuye la viscosidad del crudo,

facilitando el transporte y bombeo (Sutherland, 1990).

Por otro lado, el pululano se emplea en la fabricacion de recubrimientos
comestibles cuya funcion es aumentar la vida Gtil del producto, ademéas de combinarse
con polietilenglicol para facilitar y reducir los costes de extracciones enzimaticas. Por

otro lado, los alginatos bacterianos se emplean en la industria textil (Sutherland, 1990).

Aplicaciones farmacéuticas y medico- veterinarias

El dextrano, producido por primera vez en 1910 por Bijerinck, es uno de los
polisacéaridos que desde hace largo tiempo posee una aplicacibn médica. En la
actualidad se produce comercialmente por Leuconostoc mesenteroides a partir de la

fermentacion en un medio basado en sacarosa (Kimy col., 2003).

Otras aplicaciones médicas se basan en la explotacion de sus propiedades
biolégicas, actuando como agentes antivirales y antitumorales. Son de destacar, las
lineas de investigacion que emplean curdlano modificado (curdlano quimicamente
sulfatado modificado con un derivado de palmitol) para recubrir vesiculas y preparar
liposomas recubiertos con derivados de curdlano, con el objetivo de estabilizar los

liposomas contra los fluidos gastricos para un potencial uso oral (Moon y Lee, 2005).
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Ademas se emplean en nuevas técnicas para la administracion del farmaco de manera
local mediante la adicién de nanoparticulas de éxido de hierro superparamagnético
(SPION), estas nanoparticulas se recubren con carboximetilcurlano, para conseguir
una buena estabilidad en solucién acuosa y reducir los efectos citotoxicos ( Moon y
col., 2009).

Aplicaciones en biorremediacion medioambiental

La mayoria de los biopolimeros muestran una capacidad de biorremediacién
con uniones y retencién de metales pesados. Numerosos estudios demuestran que
disoluciones de biopolimeros pueden extraer metales pesados por quelacion,
reduccion, precipitacion, intercambio iénico. La capacidad de extraccion de metales
pesados de Zooglea ramigera ha sido ampliamente estudiada. Esta, es una bacteria
productora de exopolisacarido y se encuentra en el tratamiento de aguas residuales.

(Bramucci y Nagarajan, 2000; Lin y Lee, 2001).
1.6. Producciéon de EPS bajo condiciones de estrés hidrico

Los lipidos portadores de isoprenoides ademas de &cido teicoico,
lipolisacaridos y peptidoglicanos estan implicados en la biosintesis de la pared celular
(Sutherland, 1982). Se sospecha que la competicidn por estos lipidos, en condiciones
de cultivo en la que se disminuyen las tasas de crecimiento modificando la actividad de
agua, y el microorganismo se encuentre en una situacion de estrés hidrico, puede

originar un incremento en la produccion de EPS.

Actividad de agua

La actividad de agua, se define como el cociente entre la presién de vapor del
agua en un sustrato (P) y la presion de vapor del agua pura (Py) a la misma
temperatura y presion.

aw=P/Pq

El valor de la actividad de a, del agua pura es 1, por lo que el valor (a,) en

cualquier sustrato sera menor que la unidad.

Toda el agua presente en una matriz no esta igualmente disponible para los”
microbios.” Una medida de disponibilidad es el potencial de agua. Potencial de agua

es la energia potencial por unidad de masa de agua del agua. El potencial de agua
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(yw) equivale a la suma del potencial de presion (y,), potencial de soluto (ys) y el

potencial matricial (Wy,):

Wo= Wp+ Ws + Yy

El agua es retenida por fuerzas de adhesion, esta sujeta a la atraccion
gravitacional y contiene solutos que disminuyen su energia comparada con la energia
de agua pura, debido a que se requiere energia para extraer el agua, el potencial de
agua, normalmente, es una cifra negativa. El potencial del agua es una medida de
energia por unidad masa de agua que es requerida para extraer una cantidad
infinitesimal de agua y referirla a agua pura. Para energia potencial por unidad masa,
la unidad del potencial de agua es J/kg. Energia por unidad de volumen es J/m3, o
N/m2 o Pa. Se prefiere J/kg, pero es frecuente observar potencial de agua como kPa o

MPa. Un J/kg es numéricamente igual a un kPa.

Muchos factores tienen influencia en el potencial de agua, el mas importante,
en un contexto biolégico, es el potencial matricial. Fuertemente dependiente de las

propiedades de la matriz y la cantidad de agua en la matriz.

La actividad de agua a, se relaciona directamente con el potencial de agua

(ww) Mediante la férmula:
Ww=RT/ V,ln a,

Donde R es la constante de los gases ideales (R = 0,08205 atm.I/°K.mol), T la

temperatura absoluta y V,, es el volumen de un mol de agua.

Es necesario conocer todos estos conceptos para relacionar y entender el
crecimiento de los microorganismos bajo condiciones de estrés hidrico. La ventaja de
emplear el potencial de agua radica en que se puede dividir en sus componentes
matricial y osmatico, estudiando su influencia en el crecimiento y en la fisiologia de los

microorganismos.
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2. Gomas
2.1. Introduccién

El xantano es un biopolimero de origen microbiano. En el término biopolimero
se incluyen un gran namero de moléculas de elevado peso molecular, tales como
acidos nucleicos, polisacaridos y lipidos, producidos por una amplia variedad de
sistemas biolégicos (Higgins y col., 1985). Desde un punto de vista industrial han
tenido importancia los biopolimeros denominados “gomas”. En términos précticos o
funcionales, las gomas son compuestos de elevado peso molecular, con propiedades
coloidales que, en un disolvente adecuado o agente suspensor, producen geles o
suspensiones de elevada viscosidad. En la industria, técnicamente, se emplea el
término “goma” referido a polisacaridos obtenidos de plantas o animales, asi como a
sus derivados, que son dispersables en agua fria o caliente para producir geles o
disoluciones viscosas. Consecuentemente, las gomas pueden ser entendidas como
polisacaridos de cadena larga, que pueden ser poco, mucho, o nada ramificados, pero

gque deben interactuar con el agua.

La importancia industrial de las gomas, como se refleja en la tabla 2, se

fundamenta en dos caracteristicas importantes:

* La capacidad para alterar las propiedades de flujo de agua.
* La posibilidad de formar geles capaces de actuar como emulsionantes,
adhesivos, floculantes, formadores de pelicula, lubricantes, reductores de

friccion.
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Tabla 2. Tipos de gomas. Fuente: Elaborada a partir de Bobbio y Bobbio (1995); Bobbio y Bobbio (1992);

Wishstler
Nombre

Goma guar

Principales
constituyentes

Cadena principal
de unidades de D-
galactopiranosa, en
proporcién 2:1,
unidos por enlaces
glicosidicos

Daniel (1985); Considine y Considine (1983).

Fuente

Semillas de
Cyamopsis
tetragonobolus

Usos

Espesante y
estabilizante para
helados, salsas y
lacteos

Propiedades
caracteristicas

Se dispersa en
agua fria o caliente
para formar un sol.
No gelifica. Posee
alta viscosidad en
bajas
concentraciones

Goma locuste

Cadena principal
de unidades D-
manopiranosa
ligada a residuos
de D-
galactopiranosa

Obtenido de la
Ceratonia siliqua
de la familia
Leguminosae

Estabilizante de
emulsiones,
espesante de
helados y lacteos.
Encapsulante

Se dispersa en
agua fria o agua
caliente formando
un sol. Sinergismo
con carragenanas.
No gelifica

Goma arabica

D-galactopiranosa,
L-ramnosa, L-
arabinofuranosa y
acido D-
glucouronico.

Exudado de la
Acacia Senegal(L.)
Willd, y otras otras
especies de la
familia
Leguminosae

Estabilizante de
emulsiones y
encapsulante

Bastante soluble
en agua. Debido a
su bajo peso
molecular (cerca de
250000) y
estructura
ramificada, forma
soluciones poco
viscosas

—
Goma tragacanto:

- tragantina

- basorin

Fraccion soluble en
agua: residuos de
acido D-
galactourénico y D-
xilopiranosa.

Fraccion soluble en
agua: L-

arabinopiranosa,
D-xilopiranosa y
acido D-
galactourénico.

Exudado de
Astragalus
gummifer
Labillardier, o de
especies asiaticas
de Astragalus de la
familia
Leguminosae

Estabilizante de
emulsiones y
espesante

En agua forma
soluciones
altamente viscosas
aln a bajas
concentraciones.
Resiste la accion
de &cidos y es una
de las pocas
gomas exudadas
de color casi
blanco

Agar

Azarosa: D-
galactopiranosa
3,6-anhidro-L-
galactopiranosa.

Agaropectina: D-
galactopiranosa,
3,6-anhidro-L-
galactopiranosa,
acido D-
glucouroénico, acido
pirtvico, sulfato.

Algas marinas del
género Gelidium

Gelificante para
dulces, masas y
carnes

Insoluble en agua
fria, soluble en
agua en ebullicion.
Forma geles
bastante firmes a
temperatura
ambiente. Sus
geles son
termoreversibles.
Retrograda

———
Carrageni na

D-galactopiranosa
y 3,6-anhidro-D-
galactosa,
esterificados con
H,SO4-

Algas rojas de la
familia
Rhodophyceae
Chondrus crispus y
Gigantina
mamillosa

Gelificante para
lacteos. Espesante
y estabilizante en
salsas y sopas

Soluble en agua
cerca de 80°C.
Gelifica con K,
formando geles
termoreversibles

Alginato

Cadenas de acido
D-manourénico y
acido L-gulurénico

Algas marrén como
Laminaria digitata y
Macrocystis
pyrifera

Gelificante en
lacteos,
estabilizante y
espesante

Insoluble en agua
fria. Soluble en
soluciones
alcalinas. Forma
geles con Ca*y
A|+1
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Segun la fuente de obtencién, las gomas se pueden clasificar en gomas
naturales modificadas o semisintéticas y sintéticas. Las gomas naturales son las
obtenidas a partir de plantas (semillas, algas, cereales, tubérculos), microorganismos
(bacterias, hongos) o animales (leche, huesos). Las gomas semisintéticas se pueden
obtener también de plantas y microorganismos, pero la molécula obtenida es
modificada quimicamente y, por ultimo, las gomas obtenidas por sintesis quimica o

gomas sintéticas.

Entre los biopolimeros que estan teniendo mayor potencial de comercializacion,
se encuentran los polisacaridos de origen microbiano. Desde finales de los 50, se han
publicado numerosos trabajos sobre la produccion de polisacaridos de origen
microbiano, la mayor parte no explotados comercialmente. Las investigaciones que
han proporcionado mejores resultados fueron las realizadas por los laboratorios
Northern Regional Research Laboratory (NRRL) del departamento de agricultura de
USA que a finales de los 50 comenzaron una investigacion exhaustiva sobre las
aplicaciones industriales de biopolimeros microbioldgicos. El dextrano, sintetizado por
la bacteria Leuconostoc mesenteroides, fue el primer polisacarido microbiano
producido y utilizado en la obtencién de sustituyentes del plasma sanguineo. A éste le
siguio el xantano, que luego cobré mucha mayor importancia, como anteriormente ya

se ha mencionado.

2.2. Xantano

Microorganismo productor:  Xanthomonas campestris

Pertenece a la familia Pseudomonadaceae, se aislaron inicialmente de hojas
de plantas infectadas por la podredumbre negra. Pammel (1895), aisl6 las cepas
originales de plantas del género Brassica afectadas por la podredumbre negra,

identificAndolas como agente causante de la patogenia (William y Mahadevan, 1980).

Son bacilos rectos gram negativos, normalmente de 0,4-0,7 um de anchoy 0,7
-1,8 um de longitud moviles por un flagelo polar y aerobios obligados. Su
metabolismo es de tipo quimiorganétrofo, capaces de utilizar gran variedad de
carbohidratos y sales de acidos organicos. Puede degradar la lignina, incluso
determinadas cepas pueden emplear compuestos aromaticos como el protocatecato,
fenilalanina, sinefrina, pirogalol y acido quinico (William y Mahadevan, 1980; Lee y
col., 1992). En medios solidos con carbohidratos, forman colonias amarillentas, lisas,

redondas y viscosas. La coloracion se debe a la produccion de xantomonadinas,
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pigmentos no difusibles caracteristicos de una composicidn quimica especial,
derivados bromados de aril octanos. Su crecimiento es rapido, obteniéndose colonias
visibles en 24-48 horas a 25° C. No posee prosteca, ni cubierta pero produce una
elevada cantidad de EPS xantano. Este polisacarido fue producido en planta piloto en
1960 por la compafia Kelco con el nombre registrado de “Kelzan” y en 1963 se

comercializo (Kelco, 1972).

Caracteristicas de Xanthomonas campestris:

* Oxidasa negativa (depende de la cepa).

» Catalasa positiva.

* H,S a partir de peptona.

» Tolerancia maxima al cloruro sadico 2 - 5%.

* Unflagelo polar.

» Crecimiento mucoso en nutrientes.

* Esculina positiva.

» Temperatura maxima de crecimiento 35 - 39 °C.

» Existen multitud de cepas ATC 13951, 6465S,NRRL-B 1459 (interés
industrial).

» Estreptomicina resistente.

* Son bacterias no desnitrificantes y no reducen los nitratos.

(Bradbury,1984 y Bergey's Manual of determinative Bacteriology 9",1994).

En cuanto al metabolismo de carbohidratos, oxidan la glucosa, siendo la ruta
de EntnerDoudoroff la predominante en el catabolismo de la glucosa, desviando tan
s6lo de un 8 a un 16% de la glucosa a la ruta de las pentosas fosfato. El ciclo de la
hexosa no se emplea de forma significativa. Tanto el ciclo del &cido tricarboxilico como
el ciclo del glioxilato estdn presentes en todo el género Xanthomonas (Bradbury,
1984).

La especie mas ampliamente utilizada para la produccion de xantano es
Xanthomonas campestris. Aunque esta bacteria no es dificil de cultivar en medios
estandar de laboratorio, se han observado variaciones en las cepas, tanto en cultivo
en continuo (Silman y Rogovin, 1970), como en discontinuo (Cadmus y col., 1976),

gque afectan a la calidad y al rendimiento del xantano producido.
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Se han descrito tres tipos diferentes de cepas de esta bacteria (Slodki y
Cadmus, 1978; Cadmus et al., 1976 y 1978; Jeanes, 1974).

« Cepa L (Large): presenta colonias mucoides amarillas brillantes, de 4 a 5mm
de diametro. Proporciona buen rendimiento en xantano y con un nivel alto de

piruvato (también influye el medio de produccion empleado).

* Cepa Sm (Small): colonias mucoides de color amarillo mas oscuro que la cepa
L y de unos 2 mm de didmetro. Proporciona menor rendimiento en xantano que

la cepa L y con menor contenido en piruvato.

e« Cepa Vs (Very Small): produce colonias no mucoides, de color indefinido y de
un diametro maximo de 1mm. No produce xantano apreciablemente y no es

muy frecuente.

Parece que las cepas Sm y Vs se producen por degeneracion de la cepa L;
normalmente debido a un envejecimiento del cultivo, que puede ser acelerado por una
conservacion deficiente. Por lo tanto, es necesario mantener la bacteria como cepa L,

para obtener un xantano con buenas propiedades y con un buen rendimiento.

EPS: Goma xantana propiedades y caracteristicas.

a) Estructura del xantano

Su estructura primaria es una unidad repetitiva de pentasacarido,
formando una cadena principal del tipo de la celulosa (glucosa con enlaces
glucosidicos B 1-4). En la posicion C; de restos de D-glucosilos alternos se unen
cadenas trisacaridas laterales de D-manosa y acido D-glucurénico. La mitad de los
grupos D-manosilos se unen directamente a la cadena principal, mediante uniones a-
(1-3) el resto se encuentran como grupos terminales no reductores. El término
xantano, puede aplicarse a los polimeros compuestos de ciertas estructuras con
unidades repetitivas pentasacaridicas, semejantes a la celobiosa, figura 4, la cual
presenta una cadena lateral trisacaridica. Como se muestra en la figura 5, segun la
cepa, condiciones de cultivo y medios empleados, pueden presentar grupos O-
acetilos en la posicién Cg del residuo a-D-manosilo interno y grupos cetopiruvatos en

el residuo B--D manosilo terminal de la cadena lateral. EI manosilo interno esta

27



completamente acetilado, solo un 30% de los terminales contienen piruvatos

(Sutherland ,2001).
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Figura 4. Estructura del xantano.Donde se puede observar la cadena lateral trisacaridica.
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Figura 5. Residuo interno de a -manosil estan siempre acetilado pero solo el 30% de B-manosil

estan piruvatados en el xantano

La estructura del xantano puede variar dependiendo de la cepa, condiciones y

medios de cultivo empleados; los grupos acetilo y, principalmente piruvilo, varian

segun la fuente de carbono y el nutriente limitante en el medio de cultivo, bajas

concentraciones de oxigeno dan lugar a una disminucion del grado de piruvilacion

(Garcia-Ochoa, 2000). Determinadas cepas de Xanthomonas campestris producen

xantano con las cadenas laterales truncadas, sin piruvato ni manosilo, las cadenas

laterales son las responsables de conferir solubilidad al polimero.
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Figura 6. llustracion de la estructura del xantano en tres maneras (a,b,c)

En algunas preparaciones de xantano se ha observado una posible pérdida de
cadenas laterales (Tait y Sutherland, 1989; Vanderslice y col., 1989), parece ser el
resultado de una mayor susceptibilidad de ciertas porciones de la molécula a hidrélisis

acida o enzimatica.

b) Estructura conformacional: estructura terciaria.

La estructura conformacional y molecular se lleva a cabo por difraccion de
rayos X de soluciones diluidas de xantano, adoptando una conformacion de doble
hélice con las dos cadenas dispuestas antiparalelas. Las cadenas laterales
trisacaridicas se disponen alineadas con la cadena principal, y en la doble hélice, las
moléculas interactian dando enrejados centrados que originan fibrillas microcristalinas
(Okuyama, 1980; Atkins, 1990), ver figura 6.
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En el xantano se han detectado dos conformaciones -hélice y ovillo-, en funcion
de la temperatura de disolucion (Horton y col., 1985; Garcia-Ochoa y Casas, 1993). El
hecho de que se trate de un polisacarido ramificado explica, en parte, la extraordinaria
capacidad espesante y de estabilidad que presentan las disoluciones acuosas de esta

goma.

Biosintesis de xantano

En lineas generales, el proceso de biosintesis comprende las siguientes fases:
1. Sintesis de precursores activados UDP-glucosa, UDP-glucurénico y
GDP- manosa, en el citoplasma.
2. Transferencia secuencial de estos azlcares a un lipido transportador
para formar las unidades repetitivas pentasacaridicas.
Adicion de grupos acetilos y piruvatos.
Polimerizacion de las unidades.

Transporte del polisacérido hacia la superficie celular.

Los precursores de azlcares activados se transfieren secuencialmente,
mediante glucosiltransferasas, al transportador lipidico isoprenoide Css, el bactoprenol
(lelpi y col., 1981), hasta formar un lipido-P-P-pentasacarido (lelpi y col., 1983). La
union del acetilo al pentasacarido es catalizada por una acetilasa con acetil coenzima
A como dador y el piruvato de la manosa terminal se adiciona a partir de un fosfoenol
piruvato mediante la correspondiente cetolasa (lelpi y col., 1981; Marzocca y col.,
1991).

La unidad lineal pentasacaridica se polimeriza posteriormente mediante una
polimerasa cuya accion no parece ser especifica, se ha comprobado que la ausencia
de grupos piruvatos o acetilos no afecta a su actividad. El desarrollo de la
polimerizacién se ha estudiado in vitro y se realiza por la transferencia de la cadena en
crecimiento a un nuevo pentasacarido unido al transportador. Esta reaccion, implica la
presencia de una glucosa en el extremo reductor de la cadena en crecimiento y una
glucosa en la posicion no reductora del nuevo pentasacéarido formado. Generandose
un polimero ramificado con una cadena lateral trisacaridica (lelpi y col., 1982). El
transportador lipidico es eliminado de la molécula en crecimiento durante la reaccién
de adicién por desfosforilacion, proporcionando energia para la polimerizacién. Estas
reacciones ocurren en la cara interna de la membrana citoplasmética donde se localiza

el lipido transportador, y los precursores sintetizados proceden del citoplasma.
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Posterior a la activacibn de monosacéaridos a partir de la formacion de
azucares nucleotidicos, se sigue el ensamblamiento de las unidades repetitivas por la
adicion secuencial de azucares con lipidos isoprenoides y la adicién simultanea de
grupos acilo, ver figura 7. La estructura del xantano esta formado bésicamente, por la
adicion de D-glucosa -1-fosfato y D-glucosa respectivamente a partir de dos
moléculas de UDP-D-glucosa.

Después de la polimerizacion de las unidades repetitivas, el EPS es excretado
a través del complejo membrana/pared de la superficie celular hacia el medio
extracelular. Las transferasas, altamente especificas intervienen en la transferencia de
los monosacaridos y grupos acilo a moléculas aceptoras lipidicas isoprenoides
(bactoprenol,Css-lipido isoprenoide) localizadas en la membrana citoplasmatica. La
repeticiébn de unidades oligosacaridicas, con acetilo, piravico y acilo, estan entonces

polimerizados.
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Figura 7. Biosintesis del xantano (Leigh y Coplin, 1992; lelpi y col., 1983).

Abreviatura LT =lipido transportador; GT= glucosil transferasas

La regulacion del proceso de sintesis es compleja e implica una regulacion
tanto positiva como negativa (Leigh y Coplin, 1992). Parece ser que los sistemas
implicados formar parte de los regulones de virulencia y de forma coordinada regulan
enzimas que se exportan con el xantano (Osbourne y col., 1990). La caracteristica

comun en la biosintesis de los EPS es la participacion de dos componentes
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reguladores que consisten en un sensor ambiental de naturaleza proteinica localizado
en las membranas del citoplasma y un efector proteinico localizado en el citoplasma
(Stock y col., 1989). Estos sistemas ajustan la produccion de los EPS en funcion de las
necesidades bacterianas especificas durante la patogénesis o0 para aumentar su
supervivencia en el ambiente. Los mecanismos globales también modifican la

produccion de exopolisacarido segun el estado fisiolégico general de la célula.

Aplicabilidad y funciones del xantano.

El exopolisacarido obtenido a partir de Xanthomonas campestris es el mayor
biopolimero comercial, con una produccibn media anual de 30000 toneladas
correspondiente a un mercado de 408 millones de dodlares (Kalogiannis y col., 2003).
Actualmente, los mayores productores de xantano son Merck y Pfizer en Estados

Unidos, Rhéne Poulenc y Sanofi-Elf en Francia, y Jungbunzlauer en Austria.

El xantano, posee unas propiedades pseudoplésticas especiales, alta
viscosidad y solubilidad, utilizado como agente homogenizador, emulsificador,
espesante y estabilizante en las industrias alimenticia, cosmética, farmacéutica, textil y
papelera, estable en un amplio rango de pH y temperatura, capaz de variar
propiedades funcionales y reoldgicas de multitud de productos. Su masa molecular
varia de 0,9 a 1,6 10° daltons (Shatwell y col., 1990 ), aunque se han descrito valores
mucho mayores incluso de 47 a 120 10° daltons, la diferencia entre los diferentes
pesos moleculares dependen de multitud de factores como la técnica empleada y la
tendencia del xantano a formar agregados en presencia de iones, células bacterianas
y de proteinas (Sutherland, 1990), esta variacion puede ser debida a que el peso

molecular incrementa a lo largo del proceso de fermentacion.
Uso de goma xantana en la industria alimentaria
Los estabilizantes son en su amplia mayoria gomas o hidrocoloides regulando
la consistencia del producto (Rosell y col., 2001), debido a que una vez hidratados

forman enlaces o puentes de hidrogeno formando una red a través de todo el

producto, reduciendo la movilidad del agua restante.
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El biopolimero (goma xantana), cumple casi todas las funciones de un estabilizante:

» Estabiliza la proteina durante los tratamientos térmicos.

» Disminuye la sedimentacion y aumenta la homogeneidad de los ingredientes.

* Aumenta la viscosidad o fuerza de gel.

* Modifica la textura: firmeza, brillo, cremosidad...

* Reduce el contenido de solidos brindando las mismas caracteristicas.

« Ademas la sinergia de la goma xantana y los galactomananos, produce un gel

muy elastico.

El xantano presenta una gran cantidad de aplicaciones industriales, debido a la
alta viscosidad que proporciona en disolucion, incluso a bajas concentraciones, siendo
la consistencia de dichas disoluciones muy estable en amplios intervalos de
temperatura, pH y pK. Por esta razon, presenta un amplio abanico de aplicaciones en

gran cantidad de industrias.

Por ejemplo en la industria alimentaria, utilizado en un grupo importante de
productos alimenticios en los que los componentes lipidicos, agua y otros elementos
son procesados para la elaboracion de salsas, sopas y cremas, productos
comercializados como tales o bién deshidratados como en el caso de sopas
instantdneas. Durante el proceso de elaboracion y en su reconstitucién con agua en
los productos deshidratados se requiere la adicion de polisacéridos (Dickinson, 2003)
con una funcién estabilizadora, el xantano posee un importante papel en este campo.
Previniendo que los constituyentes reviertan a las fases separadas iniciales
asegurando una larga estabilidad, a lo que se suma la capacidad de disgregarse en
agua fria o caliente originando dispersiones tixotropicas que pueden ser
posteriormente calentadas o refrigeradas ademas de presentar una gran estabilidad

frente a un amplio rango de pH (Kierulf y Sutherland, 1988).

En general, las casas comerciales establecen dos calidades del producto:
grado alimentario y grado técnico. Su presentacién generalmente es en forma de polvo
micronizado, aunque en aplicaciones especificas en el campo de la recuperaciéon del
petréleo utilizan caldos de fermentacién clarificados. De cualquier forma, el xantano
debe cumplir una serie de requisitos referentes a sus caracteristicas fisicas y

guimicas.
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Usos de la goma xantana en la industria textil

La industria textil origina una gran cantidad de sustancias quimicas que se
utilizan en el proceso de tincion y deslavado provoca que las descargas de agua
residual de las fébricas de tefiido y procesado de prendas textiles contenga una
cantidad considerable de compuestos organicos e inorganicos toxicos al ambiente.
Entre estos compuestos se encuentran los colorantes los cuales aun en pequefas
cantidades son visibles y dan un aspecto indeseable al agua en la que estan
contenidos. La estructura de los colorantes es de naturaleza organica su degradacion
es lenta y dificil puesto que los organismos presentes en la naturaleza no poseen
mecanismos adecuados para realizar su descomposicidn rapida y esto genera que se

acumulen en el ecosistema generando fuentes de contaminacion.

Se han aplicado diferentes métodos (quimicos, fisicos y bioldgicos) la remocién
de los colorantes ha sido en forma parcial, los costos son demasiado altos y/o se
generan problemas de disposicidén y confinamiento al cambiarlos de la matriz acuosa

al estado solido.

La goma xantana estd formada por unidades de azucares como B-D-glucosa,
a-D-manosa (M), &cido B-D-glucurdnico (GA) y a-D-manosa, ademas posee cierto
grado de acetilacion y de contenido de grupos piruvato, poseen estructuras de

unidades repetitivas que son potenciales sitios de union para colorantes.

En estudios recientes, se ha observado que los biopolimeros remueven a los
colorantes empleados en la industria textii de la solucibn acuosa en forma
significativa. La investigacién de que grupos funcionales participan en el proceso de
bioadsorcion proveera de la informacidon necesaria para entender mejor la formacion

del complejo biopolimero-colorante (Nigam y col., 2001).
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2.3. Goma curdlana y succinoglucano

B-D-glucano.Caracteristicas

El curdlano fue descubierto por Harada y col. (1968), se empezd a
comercializar en 1989 en Japén empleado ampliamente en alimentacion. El 16 de
diciembre de 1996, fue aprobada por la FDA para uso como aditivo alimentario en
Estados Unidos, producida y comercializada con el nombre de “Pureglucan” por
Takeda USA Inc. Nueva York (Pszczola, 1997).

Es un polisacarido producido por bacterias como Alcaligenes faecalis variedad
Myxogenes (identificada como Agrobacterium biovar 1) (Yukihiro y col., 1991; Yukihiro,

1997) y Agrobacterium radiobacter (Kim y col., 2000).

Los B-(1-3)-D glucanos estan presentes en una enorme variedad de sistemas
vivientes tales como hongos, bacterias, levaduras, algas y plantas superiores. Las

caracteristicas principales de los glucanos son:

« Son macromoléculas, polimeros de la glucosa.

« A la categoria de los glucanos pertenecen numerosos substitutos, en algunos
casos se pueden obtener estos micro-organismos de plantas mas

desarrolladas.

« Los glucanos difieren entre si, no sélo en su estructura quimica, sino también

en sus correlaciones que involucran estructura, propiedades y efecto.

El curdlano, es un polisacéarido (1-3)- B-D- glucano soluble en alcali se produce a
partir de Agrobacterium radiobacter, posee un grado de polimerizacién de 450 y un
peso molecular medio en NaOH 0.3 N entre un rango de 5.3 10 * a 2.0 10 ° daltons
(Nakata y col., 1998).

Es un exopolisacarido microbiano compuesto casi exclusivamente por enlaces

glicosidicos B-(1-3), ver figura 7, capaces de formar geles irreversibles por induccion

térmica (Harada y col., 1968) caracteristica muy valorada por la industria de la
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alimentacion. Ademas de ofrecer como toda la familia de betaglucanos buenas

propiedades beneficiosas para la salud con un marcado efecto inmunoestimulador.

El rasgo caracteristico de los glucanos activos es la 3-(1-+3) cadena, compuesta
de moléculas de la glucosa. Estos glucanos se describen como los betaglucanos. Sin
embargo, los betaglucanos en general son moduladores deficientes, si no tienen
ramificaciones de las 3-(1—+3)-cadenas con moléculas solas de glucosa o cadenas de
glucosa. Glucanos con estas ramas especificas se llaman (1-+3), (1—+6)-3-D-glucanos.
Sdélo este grupo de glucanos puede activar el sistema inmunolégico, son moduladores
inmunolégicos. Pero incluso entre los (1-+3), (1-+6)-R-D-glucanos existen divergencias
sustanciales con respecto al numero y longitud de las ramas o cadenas, por eso

existen grandes diferencias en la eficiencia de betaglucanos.

(1-+3) (1-+6)-B-D-glucanos activan el sistema inmunolégico de humanos y
animales a través de un tipo especifico de células blancas en la sangre: los
macroéfagos. El factor decisivo para el efecto estimulante de (1-+3),(1-+6)-3-D glucanos
es la estructura quimica: (1—+3)-cadenas principales con una longitud especifica,

combinada con (1—+6)-cadenas con ramas caracteristicas.

Para glucanos con cadenas moleculares de glucosa de combinacion (1—+4) no se

han descubierto ningun efecto para el sistema inmunoldgico.
Estructura de la goma curdlan

Multitud de estudios se han realizado para determinar la estructura molecular
del curdlano en sistemas acuosos determinandose tres conformaciones, hélice simple,
triple hélice y random coil. Estudios del comportamiento conformacional del curdlano
empleando dispersores rotatorios O6pticos, viscosidades intrinsecas y flujos de
birrefringencia en soluciones alcalinas, demostraron que a concentraciones bajas de
hidroxido sddico, el curdlano posee una estructura helicoidal, significativamente este
cambio conformacional sucede a una concentracion de NaOH de 0.19-0.24 N.
Cuando la concentracion supera los 0.2 N, el curdlano es completamente soluble
adoptando una estructura desordenada o random coil, pero si el polimero es
neutralizado adopta un estado ordenado compuesto principalmente por simples y
triples hélices (Saito y col., 1977). Al incrementarse la concentracion de sales el punto
de transicidbn conformacional se alcanza con una mayor concentracion de alcali
(Ogawa y col., 1973) y la adicién de 2- cloroetanol, dioxan 0 agua a una solucion de
dimetilsulfoxido (DMSQ) cambia la conformacion a una estructura rigida y ordenada

(Ogawa y col., 1973), concluyendo que el contenido de formas ordenadas incrementan
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con el grado de polimerizacién siendo constante a valores de DP cercanos a 200.
Comparaciones con el microscopio electrénico de la estructura molecular del curdlano
con diferentes grados de polimerizacion muestran que el curdlano con un alto indice
de DP pueden formar geles por calentamiento (Koreeda y col., 1974). La estructura

quimica del curdlano se muestra en la figura 8.

La conversion de triple hélice a simple hélice es mediada por diferentes

tratamientos fisicos y quimicos.

OH OH
H%ﬁi@&é&%

Figura 8. Estructura quimica del curdlano. Fuente: Funamiy col. (1999a)

En estado natural probablemente es que se encuentre en forma cristalina

adoptando la forma de un granulo de almidon, ver figura 9.

Figura 9. Microscopia de luz polarizada de un granulo de
curdlano. El granulo de curdlano es insoluble en agua
destilada, en alcohol y en muchos solventes organicos,
aungue se disuelve facilmente es solucién alcalina diluida
debido a la ionizacién de los puentes de hidrégeno intra e
intermoleculares (Cheeseman y Brown Junior., 1995;
Funamiy col., 1999b ; Spicer y col., 1999).
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Sintesis de curdlano

Aunque la ruta metabdlica para la sintesis del curdlano se detalla en la figura 10, la
biosintesis de polisacaridos extracelulares se generaliza en tres pasos, (Sutherland,
1994).

1) Entrada del substrato carbohidrato a la célula por transporte activo.
2) Formacion intracelular del polisacérido.

3) Extrusion desde la célula.

Glucosa
|1

(o)
Glucosa-6- fosfato
lz
Glucosa-1-fosfato
UTP) 3
ppi l

UDP-glucosa

l4
Lipid-P-Glc

UDP- glucosay, | 5 Lipido P
UDP>l

Lipid-P-(Glc)x J

v
Curdlano

Figura 10. Ruta metabolica para la sintesis de curdlano.l,hexoquinasa;2,

fosfoglucomutasa ;3,UDP-glucosa pirofosforilasa;4,transferasa;5,polimerasa.

Lipid-P representa lipido isoprenoide fosfatado.

Produccion de curdlano

a) Fuente de carbono

Multitud de factores afectan a la produccion del curdlano, los cuales han sido
estudiados ampliamente, incluido la fuente de carbono, nitrégeno, fosfato, aireacion y
pH. En la industria es prioritario el empleo de fuentes de carbono econémicas para la
produccion del curdlano, como pueden ser productos residuales provenientes de

industrias como el lactosuero y las melazas de cafia de azucar. En la produccion de
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curdlano por las cepas de Agrobacterium se alcanza una maxima produccion (60g/1)
siendo la sacarosa la fuente de carbono mas eficiente, con una productividad del 0.5 g
L h™,

b) Efecto del nitrogeno

Pocas cepas de Agrobacterium y Alcaligenes son bien conocidas por ser
productoras de curdlano. La produccién de curdlano se asocia a la fase post
estacionaria de escasez de nitrdgeno, con una produccion inicial de biomasa seguida

de la produccion de curdlano.

Es importante determinar la concentracion inicial de nitrégeno debido a que es
un factor limitante en el crecimiento celular durante la fermentacion (Kim y col., 2000)
afirmando que la tasa de crecimiento celular decrece al aumentar la concentracién de
amonio. Se debe determinar la éptima concentracibn de amonio para favorecer una
apropiada concentracion celular mientras se minimiza el efecto inhibitorio del i6n

amonio.

C) Aireacion

Las cepas productoras de curdlano son aerobias estrictas siendo un factor
clave en la produccién el suministro de aire durante la fermentacién. El curdlano al ser
insoluble en agua provoca que el caldo de cultivo sea de relativa baja viscosidad,
ofreciendo una baja resistencia en la transferencia de oxigeno a la célula. Aunque se
requiere una alto contenido de oxigeno disuelto para la méxima productividad como
consecuencia de la formacion de una capa del exopolisacarido insoluble alrededor de
las células. En la fermentacion realizadas en frascos Erlenmeyer se produce que al
aumentar el volumen decrece las tasas de produccion, indicando que los cultivos estan
limitados por la baja capacidad de transferencia del oxigeno. Se han realizado varios
experimentos para el estudio y desarrollo del proceso de produccion del curdlano
especialmente en el disefio de reactores (Lawford y Rouseau, 1989, 1992). En dichos
trabajos se emplearon dos tipos de modelos de palas de agitacién: uno de flujo radial,
y otro de palas rectas y planas. El de flujo radial fue el mas efectivo en la transferencia
de oxigeno incrementandose la produccién de curdlano, pero el curdlano producido

poseia unas cualidades inferiores en términos de fuerza de gel térmicamente inducido.
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Un birreactor con modelos de palas de agitacion de flujo radial produce menos
efecto de cizalla y mas burbujeo. Con unos disefios apropiados puede lograrse una

alta tasa de transferencia volumétrica de oxigeno.

D) Efecto del fosfato

La concentracion de fosfato debe de tenerse en cuenta ya que posee una
influencia en el crecimiento celular y en la produccion del exopolisacérido. El efecto del
fosfato en la produccién de exopolisacéaridos es variable, (Kim y col., 2000) se ha
investigado la influencia de la concentracion de fosfato inorganico en la produccion de
curdlano por especies de Agrobacterium. En condiciones limitantes de nitrogeno que
permitan la produccién de curdlano, la concentracion de fosfato permanece constante.
La concentracion residual de fosfato éptimo para la produccion de curdlano se sitta
entre 0.1-0.5 g L™. Parece ser que bajas concentraciones de fosfato son dptimas en la

produccién de curdlano, en cambio sin fosfato la produccion es extremadamente baja.

Un incremento en la concentracién de fosfato en las células de 0.42 a 1.68 g L
! la produccién de curdlano se incrementa desde 0.44 a 2.80 g L. Ademas, la
concentracion éptima de fosfato no depende de la concentracion celular y la tasa de
produccién especifica se sitla en torno a 70 mg de curdlano por g de células h*,

independientemente de la concentracion de células.

E) Efecto del pH

El pH es uno de los factores mas importantes influyendo tanto en el crecimiento celular
como en la produccién de curdlano. La viscosidad del caldo de cultivo puede ser un
problema pudiendo ser paliado por un pH ligeramente &cido donde el curdlano en
estas condiciones es insoluble. El proceso de fermentacion en la produccion de
curdlano se divide en dos fases: el 6ptimo de crecimiento celular se sitia a un pH 7 en
cambio en la produccion a un pH 5.5, obteniéndose unos mayores rendimientos de

produccion 64 g L™ en comparacion cuando el pH en el proceso es constante (36 g L’

l).
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Usos de curdlano

El curdlano en combinacion con el carbén activo puede emplearse en procesos
de filtracion de alimentos y bebidas, por ejemplo en la separacién de metales pesados
en hierbas orientales. La filtracion puede ser controlada mediante el tamafio de poro

ajustando el ratio carbono —curdlano (Moon y Lee., 2004).

En la industria alimentaria se emplean a concentraciones que varian desde 0,1
% al 1%, aunque no contribuye a dar aroma o valor nutritivo, modificando o
estabililizando propiedades fisicas del producto (Yukihiro, 1997), como se muestra en
la tabla 3.

Tabla 3. Fuente: Yukihiro (1997). Usos del curdlano en la industria alimentaria.

e ]
ALIMENTOS FUNCION DOSIS %

Uso como aditivo alimentario

Carnes procesadas Modificacion de textura, retencion de agua. 0.1-1.0
Alimentos liofilizados Modificacion de textura, auxiliar de rehidratacion. | 0.5-1.0
Alimentos precocidos Modificacién de textura. 0.2-2

Uso como ingrediente esencial

Geles Agente gelificante. 1.0-5.0
Alimentos procesados Agente gelificante. 1.0-1.0
Biopeliculas comestibles Formacion de biopelicula. 1.0-1.0
Alimentos bajos en calorias Fibra dietética. 1.0-1.0
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Succinoglicano.

El succinoglicano es producido por especies de Sinorhizobium y Agrobacterium
presenta ademds de sustituyentes O-acetato y piruvato, grupos O-succinato
(Sutherland, 1999; 2001).

En el caso del succinoglicano producido por Agrobacterium readiobacter, se
obtienen unos niveles 6ptimos de produccién al emplearse sacarosa (Stredansky y
col., 1998).

El succinoglicano difiere de la goma curdlan debido a que es soluble en agua
compuesto por unidades repetidas octosacaridicas. Contiene d-glucosa y d-galactosa
en un ratio molar 7:1. Unidos al azucar diferentes grupos acil acetato, esteres
succinato y grupos piruvato. La sintesis de succinoglicano es un proceso muy eficiente
donde apenas existe pérdida de energia en el proceso de crecimiento bajo condiciones

de exceso de la fuente carbonada.
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Figura 11. Estructura del succinoglicano.

Una fuente de nitrdgeno poco comun para la produccién de exopolimeros
microbianos aunque con excelentes resultados en el caso del succinoglicano, es la

lisina. Con este sustrato se obtienen los mayores niveles de produccion de este
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polisacarido en presencia de CaCO; que actlla como tampdn evitando la acidificacion
del medio (Stredansky y col., 1998).

La adicion de un surfactante no idnico como el Brij ® 76 al medio de produccion
de succinoglicano permite obtener un producto de mayor masa molecular (Stredansky
y col.,, 1998). La producciébn de succinoglicano se encuentra estimulada a una
molaridad moderada de NaCl, y a mayor salinidad la cantidad de exopolisacarido
sintetizada es menor (Breedveld y col., 1990). Asi, parece ser que una elevada presion
osmatica puede afectar a la produccion de exopolimero, tal y como se ha constatado
en varios estudios (Lloret y col., 1995; Lloret y col., 1998). Este fenbmeno también ha
sido descrito para la produccién de maurano por Halomonas maura S30 (Arias y col.,
2003), aunque en este caso, la maxima produccién de polimero se produce a una
concentracion del 5% (p/v) en sales.

El succinoglicano se comporta de modo similar al nuestro polimero. Entre 60-70°C se
produce una caida notable de su viscosidad, fenémeno que se ha relacionado con una

transicion conformacional de dicho polimero (Stredansky y col., 1999).
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2.4. Pululano

Microorganismo productor

Aureobasidium pullulans es un hongo dimorfo que presenta micelio pigmentado
con hifas de las que nacen de forma sésil numerosos conidios hialinos (de 2-3 ym) y
piriformes, los cuales, una vez libres, forman por gemacion otros mas pequefios, ver

figura 12.

Figura 12. Blastoconidios de Aureobasidium
pullulans. Microscopia de contraste de fases,
x450 aumentos.

Muestra en cultivo con una amplia variedad de formas y colores
desarrollandose a 25 °C. colonias blancas o cremosas, pero también pueden ser
amarillas, rosas o parduscas. Posteriormente se van ennegreciendo hasta casi ser
completamente negras. Esta especie tiene dos variedades: Aureobasidium pullulans
variedad pullulans, con colonias que permanecen amarillas, rosas o parduscas durante
tres 0 mas semanas, y Aureobasidium pullulans variedad melanogenum, con colonias

que adquieren muy pronto un color negro o gris oscuro.

A pesar que se caracteriza como saprdfito, su principal habitat se encuentra en
las partes aéreas de las plantas, localizandose preferentemente en las hojas. Crecen
en capas superficiales de muchos tipos de suelos donde posteriormente a su
crecimiento se provoca una fertilizacion nitrogenada. Esta especia ha sido aislada de
sedimentos acuosos, rizosfera de la hierba, semillas, panales, nidos, plumas de
pajaros, cuero, fabricas de algodones, pinturas, plasticos, lentes épticas y nddulos

linfaticos humanos.

La mayoria de las cepas poseen un crecimiento 6ptimo a 25°C, siendo
sensibles al calor, no obstante se han aislado cepas adaptadas a crecer a bajas y altas
temperaturas (Domsch y col., 1980).
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Estructura pululano, problematica y usos.

El pululano, es un homopolisacarido con una estructura lineal, compuesto de
unidades maltotriosa unidas por enlaces a (1—6). La alternancia regular de enlaces a
(1—4) y a (1—6) (en ratios 2:1) dan lugar a propiedades distintivas, como flexibilidad,

mayor solubilidad en agua y unas excelentes propiedades filmégenas (Catley, 1973).

Ademas de ser comestible y biodegradable, presenta otras numerosas ventajas
siendo un material muy til, ya que sus propiedades fisico-quimicas permiten un
amplio rango de aplicaciones en alimentaciébn, cosméticos y en productos
farmacéuticos. Aungue el pululano ha sido comercializado por Hayashibara Co.,Ltd.
durante cerca de 30 afios, el precio de mercado 25 $/Kg.(unos 3500 yenes japoneses)

constituye la principal barrera para muchos usos potenciales.

Este polisacarido se sintetiza bajo condiciones de aerobiosis, Aureobasidium
pullulans emplea substratos azucarados como fuente principal de carbono para el
crecimiento celular y biosintesis del pululano, producido principalmente durante los
ultimos estadios cuando el nitrégeno se encuentra como factor limitante (Audet y col.,
1996).

El pululano, puede emplearse como ingrediente en comidas no caloricas y
forma peliculas claras, inodoras e insipidas en solucibn acuosa ademas de ser
impermeables al oxigeno, empledndose como agente de recubrimiento en productos
farmacéuticos y aplicaciones poscosecha en el tratamiento de frutos, incluso como

agentes para retardar la oxidacion (Robyt, 1998) (Youngy Novell., 1991).

El pululano acetilado se emplea para encasulacion de medicamentos para via oral
(Kuny col., 2006; Recka y Sharma., 2007).
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3. Produccién de EPS a partir de un medio no
convencional.

3.1 Substratos procedentes de actividades agro- ind  ustriales

La produccion de EPS, en condiciones de laboratorio, se realiza usualmente
empleando medios de cultivo definidos, con una elevada relacion carbono/nitrégeno,
donde la cantidad de nitrégeno induce a la limitacion del crecimiento y estimula la
produccién de EPS cuando el ratio C/N es menor (Casas, 2000). Como fuente de
carbono se emplea habitualmente la glucosa, aunque también se puede emplear

sacarosa (Papagianni, 2001).

A escala industrial, se usa el mismo principio, pero por motivos econémicos se
emplean substratos econdmicos, generalmente complejos, obtenidos a partir de

subproductos de actividades agricolas.

Por ejemplo, en la produccién de xantano se puede emplear: hidrolizados
acidos o enzimaticos del almidén, licor de macerado de maiz, melaza, jarabe de
azucar, alpechin, lactosuero (Lopez, 2004). Xanthomonas campestris gracias a que
es capaz de producir una amplia variedad de enzimas: celulosas, pectinasas, amilasa
y proteasas, es flexible en sus requerimientos para su crecimiento y puede crecer en
medios de cultivo complejos. Se ha propuesto, el uso de citricos completos o
hidrolizados como sustitutos de la glucosa obteniéndose buenos resultados. Como
fuente nitrogenada empledndose principalmente los licores de macerado de maiz que
ademas estimulan el crecimiento y la produccibn de xantano y provocan una
disminucion del tiempo de incubacion. Se pueden emplear también los solubles de

destileria y el hidrolizado de levadura de cerveza.

Actualmente, existe una importante problemética debido a la gran cantidad de
residuos contaminantes generados por las industrias. Por ejemplo, el alpechin y el
lactosuero son residuos generados en grandes cantidades., estos residuos pueden ser
utilizados por una gran cantidad de microorganismos (Biorremediacién), obteniéndose
por una parte la descontaminacién y la obtencién de productos Utiles de interés

industrial.
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3.2 Residuo de la industria quesera: lactosuero.

a) Proceso en queseria.

El suero es la porcibn acuosa que se separa del cuajo durante la
manufacturacidén del queso y en la coagulacion de la caseina. Se estima que por cada
Kg de queso Cheddar se producen 9 Kg. de lactosuero. El suero, posee un alto
contenido en proteinas que se extraen para emplearse en alimentacion humana. El
residuo remanente, contiene aproximadamente entre un 4-5 % de lactosa, 0.8-1 % de
proteinas (lactoalbumina, lactoglobulina), y una pequefia proporciébn de &acidos

orgénicos, minerales y vitaminas (Charles y col., 1977).

b) Composicion y caracteristicas del lactosuero.

No todos los lactosueros son iguales, una de las principales diferencias entre
ellos estd en su composicion, que depende no solamente de la composicion de la
leche para queseria y del contenido de humedad del queso sino, de manera muy
significativa, del pH al que el lactosuero se separa de la cuajada. En la tabla 4, se
presentan los rangos de pH en que se encuentran los tres tipos de lactosuero
generados durante el proceso de elaboracion de queso; de éstos, el lactosuero

dulce se eligié por sus caracteristicas como medio de produccion.

Tabla 4. Tipos de lactosuero seglin caracteristicas fisicas y procedencia.

Tipo de Procedencia pH
lactosuero

Se obtiene el lactosuero dulce como
subproducto de la elaboracién de quesos duros,

Lactosuero dulce semiduros y ciertos quesos blandos en los 5.6 —6.3
cuales es utilizado el cuajo como insumo
principal.

Lactosuero acido Obtenido al precipitar la caseina y formar el 4.4-5.1
cuajo mediante adicion de acido lactico.

Lactosuero salado || Se genera al afiadir sal a la leche o al mismo
lactosuero durante el proceso de elaboracion del
queso.
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En la composicion del lactosuero intervienen los siguientes factores:

» Latecnologia de elaboracion del queso.
» Lacomposicion de la leche.

» El tratamiento del calor del lactosuero.

» El almacenamiento del lactosuero.

» Eltipo de queso a procesar.

En términos generales, la calidad del lactosuero esta dada por los
componentes que contiene. La tabla 5, detalla la informacién aproximada de los
componentes del lactosuero donde se destacan elementos nutritivos, minerales y

vitaminas.

Tabla 5. Composicion del lactosuero fluido.( Composition of foods Dairy and Egg products. Raw
Processed prepared. Agricultura Handbook No. 8-1. United States Department of Agricultura Research
service. 1976).

Componente I Unidades aproximadas | Cantidad en 100 gramos

NUTRIENTES
Agua

93,12

Energia 27

Proteina (N *6.38) g 0,85
Grasa g 0,36
Carbohidratos g 5,14
Fibra g 0
Cenizas g 0,53
MINERALES

Calcio mg 47
Hierro mg 0,06
Magnesio mg 8
Fésforo mg 46
Potasio mg 161
Sodio mg 54
Zinc mg 0,13
VITAMINAS

Acido ascoérbico mg 0,10
Tiamina mg 0,036
Riboflavina mg 0,158
Niacina mg 0,074
Acido pantoténico mg 0,383
Vitamina Bg mg 0,031
Folacina mg 1
Vitamina B, mg 0,277
Vitamina A ul 16
COLESTEROL mg 2
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¢) Precio del lactosuero

El lactosuero es considerado en el ambito mundial como un producto residual
indeseable, algo negativo para el medio ambiente. Tradicionalmente, una parte del
lactosuero producido se utiliza para la alimentacién de ganado, el resto es vertido al
mar, a los rios, canteras, minas u otros lugares inadecuados. Generalmente, las
industrias lacteas poseen pilas de recoleccién de lactosuero. El precio que el suero
tiene, se debe principalmente a los costos de almacenamiento, que estan dados por la
infraestructura necesaria para mantenerlo refrigerado antes de ser trasladado a la

planta procesadora. Los equipos que se requieren para ello son:

« Tanques de almacenamiento refrigerado (incluye todo el equipo de refrigeracién) 6
tanques enchaquetados que mantengan el suero a una temperatura muy baja, para lo

cual se requiere de un banco de hielo.

* Red de tuberias de acero inoxidable.

* Sistema de bombeo sanitario de las tinas de proceso donde se genera el suero hacia

los tanques.

La instalacion de estos equipos, reduce el impacto ambiental que ocasiona la
mala disposicion del suero, de modo que la inversién se justifica mediante el paso que
se da en el cumplimiento de la legislacion que afecta a las queserias. Una vez
instalado el sistema, se debe incurrir en los costos operativos de energia, lavado de
los tanques y mantenimiento de todo el sistema, ademas de la mano de obra

destinada a su control.

El lactosuero, es un desecho de la industria lactea, producida en grandes
cantidades constituyente un producto contaminante medioambiental, con una
demanda biolégica de oxigeno de 40,000 a 45,000 mg I*. Por ejemplo, una queseria
que procese cerca de 100.000 L de leche / dia genera, tanta contaminacion como la
de una poblaciéon de 55.000-65.000 habitantes (Verruga, 2001), ya que la lactosa es
un azucar muy reductor. Este residuo posee una regulaciones durante su eliminacion
y vertido registradas desde enero 1988 (Disposal of Whey Regulation regulation 90/88
R).
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d) Alternativas para el aprovechamiento del lactosu  ero

Existen diversas alternativas para el aprovechamiento del suero de queseria,
con la excepcion del empleo inmediato y en crudo para alimentacion animal, aunque

no son rentables en el caso de fabricas pequefias y relativamente aisladas.

En la figura 13, se muestran esqueméaticamente algunas de las posibilidades de

aprovechamiento del suero de queseria.

Lactosa Sales

Alimentacién humana

Permeado
i

Alimentacion animal

» Hidrolisis

. L Suero
Ultrafiltracién = ., —
queseria

y
Proteinas

Riegos fertilizante

Obtencion de diversos
productos por
bioconversién

]

Figura 13. Representacion esquematica de los procesos de aprovechamiento de sueros
de queserias a escala industrial.

Debido a que en estos procesos junto a la fraccion proteica se retiene una gran
cantidad de lactosa, es un azlcar poco atractivo por sus caracteristicas de baja
solubilidad, presenta un escaso poder edulcorante y muchas personas tienen
problemas para digerirla, no se ha podido aprovechar toda la capacidad instalada en
las industrias lacteas para obtener fracciones de alta concentracion. Una forma para
resolver este inconveniente puede ser la produccion de la hidrolisis enzimatica de la
lactosa durante el proceso de concentracion (Bernal y Pavel, 1985; Carminatti y col.,
2003; Foda y Lopez-Leiva, 2000; Axelsson y Zacchi, 1990). El lactosuero contiene un
alto valor nutritivo y tradicionalmente se destina para la alimentacién porcina, cuando

no se utiliza y se desecha, es un alto contaminante del medio ambiente.
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El aprovechamiento del lactosuero eleva la rentabilidad de la operacién de los
queseros. Existe una amplia variedad de productos que pueden obtenerse a partir del
lactosuero, como ricotta, queso tipo mysost, concentrados proteicos, suero en polvo y
bebidas energéticas. El nivel de aprovechamiento de este efluente se relaciona con la

factibilidad de elaboraciéon de estos productos y la utilizacién de sus componentes.

Una de las aplicaciones mas sencilla del suero es emplearlo como fertilizante,
para riegos de terrenos agricolas, mejorar la estructura del suelo reduciendo su
erosion (Gary y col., 2008) pero la cantidad aplicada por unidad de superficie y la
frecuencia de aplicacion deben ser muy controladas para evitar una excesiva
salinizacion de los suelos. Por otro lado, otra operacién mas sencilla consiste en hacer
bebidas refrescantes a partir de ella por dilucion del agua y la saborizacién de la
mezcla, aunque cabe destacar el escaso mercado que existe hoy en dia para este tipo
de producto. La elaboracibn de una bebida energética en presentacion liquida
aprovecha todos los componentes del suero y disefia un proceso integral para la
obtencion de productos de alto valor energético. Requiere los mismos equipos
utiizados en la industria lactea en general, y presenta una tecnologia de
procesamiento sencillo. En virtud a la creciente demanda de bebidas energéticas, y a
la experiencia de paises como Estados Unidos, donde el procesamiento del lactosuero
ha dado como resultado mayores utilidades para los productores queseros, las
bebidas isotbénicas en base a lactosuero aparecen como productos altamente
prometedores que se prevee que alcanzen buenas cuotas de mercado en pocos afnos.
En general, las bebidas isotonicas estan dirigidas a nifios, deportistas y mujeres
embarazadas, son productos formulados para mitigar la sed, restaurar electrolitos y
proveer energia. Recientemente, investigadores de la universidad de Braga (Portugal),
han desarrollado una bebida alcohdlica (35.4% v/v etanol) a partir de la destilacién
del caldo de fermentacion obtenido a partir de suero lacteo por Kluyveromyces
marxianus (Dragone y col., 2008). El desarrollo de productos de estas caracteristicas
resalta las propiedades intrinsecas del suero lacteo y lo convierte en materia prima

ideal para elaboracion de este tipo de bebidas.

Para su aprovechamiento, en los ultimos afios se ha desarrollado la alternativa
de la recuperacion de los nutrientes de alta calidad, mediante la aplicacion de

procesos de membranas.

En afios recientes, los productos de valor afadido del lactosuero han tenido
mucho interés. Una de estas areas es la produccién de biopolimeros microbianos. La

mayoria de los trabajo publicados emplean suero diluido con un contenido de lactosa

51



inferior al 1% (p/v), o el polimero producido era de valor comercial desconocido. La
obtencién de un biopolimero producido en la fermentacién del suero o del permeato
por una bacteria puede resultar ventajosa. Tales bacterias metabolizarian
completamente el sustrato de lactosa. Esto puede ser beneficioso por tres razones:
puede mejorar este residuo industrial para producir un producto de valor afiadido,
puede ayudar a disminuir el problema de contaminaciébn ambiental, y puede eliminar

los costos del tratamiento requerido para el suero antes de desecharlo.

Por consiguiente, es importante que la industria quesera tenga un portafolio de
opciones para usar el lactosuero como base de alimentos, preferentemente para el
consumo humano, con el fin adicional de no contaminar el medio ambiente y de

recuperar, con creces, el valor monetario del lactosuero.

52



4. B-galactosidasa

Actualmente existen dos aplicaciones biotecnologicas principales para esta
enzima en la industria lactea, eliminacién de la lactosa de la leche para producir
productos destinados a la poblacidén intolerante a la lactosa y por otro lado, la
produccién de galacto-oligosacaridos para el empleo de alimentos probidticos

(Karasova-Lipovova y col., 2003).

Muchos microorganismos son lactosa negativa (no pueden emplear la lactosa
como fuente de carbono) y el suero contiene una gran cantidad de lactosa, el residuo
debe ser tratado previamente con [(-galactosidasa, capaz de hidrolizar el disacéarido

en glucosa y galactosa, facilmente asimilable por los microorganismos.

La lactosa no puede ser empleada como fuente de carbono por bacterias
como Xanthomonas campestris entre otras, por lo que se debe tratar el lactosuero
para la produccion de EPS de origen microbiano, mediante la accion de la B-

galactosidasa.

La biolactasa aislada a partir de Saccharomyces lactis o bien la biolactasa -N (3
galactosidasa) obtenida a partir de una cepa seleccionada de Kluyveromyces lactis, es
capaz de hidrolizar en pocas horas la lactosa (disacarido) en glucosa y galactosa

(monosacaridos), ver figura 14.

La B-galactosidasa posee una enorme importancia desde el punto de vista
comercial, cataliza la hidrdlisis de B-D- galactopiranosides como la lactosa, evita la
cristalizacion de la lactosa en congelados, minimiza los problemas de las personas
intolerantes a la lactosa (Kim y Rajagopal, 2000). En la catalizacion de la conversion
de lactosa a glucosa y galactosa, la - galactosidasa también cataliza la reaccién de
transgalactosilacion: la lactosa actia donador galactosil y un aceptor di - tri 0 mas

galacto oligosacéridos. (Wallenfels y Weil, 1972; Prenosil y col a., 1987).
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Figura 14. Hidrdlisis de la lactosa por la - galactosidasa.

Después de la hidrolisis de la lactosa, se forma una mezcla de lactosa, glucosa

y galactosa, segun el grado de hidrdlisis alcanzado.

Grado de hidrdlisis =g (glucosa + galactosa) * 100 / g (lactosa inicial).

La lactosa es mucho menos soluble que la lactosa hidrolizada. A una
temperatura de 25° C una solucién acuosa saturada, contiene aproximadamente 20%

de lactosa, mientras que la glucosa y la galactosa se disuelven mas facilmente.

La lactosa es el principal aztcar encontrado en la leche y en los sueros de
gueseria y su procesado por hidrélisis es necesario desde distintos puntos de vista. En
primer lugar, al ser un disacérido de gran masa molecular, su adsorcion directa al
intestino es deficiente, por lo que su hidrélisis en azucares méas sencillos es
fundamental para mejorar su aprovechamiento metabdlico. Esta hidrodlisis tiene lugar
principalmente por accibn de enzimas con actividad B-galactosidasa. Aunque la
mayoria de los mamiferos (los seres humanos entre ellos) tienen niveles adecuados
de la B -galactosidasa durante la infancia, en estado adulto la insuficiencia intestinal en
B -galactosidasas de grandes grupos de poblacién en el mundo se traduce en una
incapacidad para digerir leche u otros productos de origen lacteo, provocando grandes
trastornos intestinales, la conocida intolerancia a lactosa. En el intestino delgado existe
un gradiente de actividad de la B-galactosidasa media en el duodeno, aumenta en el
yeyuno, alcanza el maximo valor en la parte proxima del ileo y desciende distalmente.
Hay también diferencias segun su ubicacion en la vellosidad intestinal, siendo minima
la actividad en la cripta y maxima en el 4pice de la vellosidad (Caredu, 1977). Cuando
la actividad de la lactasa (B -galactosidasa) es deficiente, la mayor parte de la lactosa
ingerida pasa al intestino grueso, donde se convierte en un excelente nutriente para
las bacterias presentes. Estas descomponen el azlUcar en acido lactico, hidrégeno,
diéxido de carbono y metano. Ademas la presencia de lactosa en el intestino atrae

agua. Este cuadro provoca la imposibilidad de la persona intolerante al consumo de
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productos con lactosa, con unos severos sintomas que pueden incluso conducir a la

muerte del consumidor.

Por otro lado, incluso la metabolizacion no adecuada de este producto presenta
una serie de serios problemas para el consumidor de leche deficiente en las B -
galactosidasas intestinales y en la incapacidad de usar este disacarido como fuente de
energia (la lactosa representa el 30% de las calorias que aporta la leche entera y el

60% de la aportacién de la leche desnatada).

En cuanto a la preparaciéon de derivados lacteos (p.e., helados) se ve muy
dificultada por causa de la baja solubilidad de la lactosa, que hace que la lactosa
cristalice muy facilmente, produciendo problemas en las propiedades textuales del

producto final.

Otro aspecto importante a tener en cuenta es la presencia de este disacarido
extremadamente reductor en el suero de leche, (p.e., subproducto en la elaboracion de
quesos), generando un enorme problema de contaminaciéon medio ambiental. Este
problema se ve acentuado por las enormes cantidades de este subproducto, que se
producen (unos 10 | de suero por kg de queso) y por la enorme demanda bioquimica

de oxigeno que produce (en muchos casos, por encima de 400 DBO).

4.1. Mecanismo de accion de la B-galactosidasa

Aunque el resultado méas simple y conocido de la lactasa es la hidrélisis del
disacarido, esta enzima es realmente una galactosil-transferasa, pudiendo ceder el
residuo transferido al agua (lo que corresponderia la hidrélisis de la lactosa) a otros
azucares (lo que conduce a la sintesis de oligosacéaridos) (Shukla, 1975; Gekas y

Lépez-Leiva, 1985; Rouwenhorst y col., 1989; Pivarnik y col., 1995).
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Figura 15. Mecanismo de accion de la B-galactosidasa.

El sitio activo de la enzima tiene un grupo sulfihidrilo y otro imidazol, a los que
se une la lactosa, ver figura 15. Del complejo enzima-lactosa, se libera primero la
glucosay luego la galactosa, gracias a una molécula de agua que cede el H+ al grupo

—SH de la enzima y el OH al C-1 de la galactosa.

Quien puso nombre a la lactasa fue Beijerinck, quien en 1889 obtuvo un
extracto de células que fermentaban lactosa, procedente de un cultivo de levaduras a
las que denomind Saccharomyces kefir (ahora Kluyveromyces marxianus). El efecto
hidrolitico de la enzima, sin embargo, se caracteriz6 més tarde en 1894 por Fischer

(Rouwenhorst y col., 1989).

Extensamente estudiada en E. coli, su activad se evidencia generalmente con
un sustrato artificial denominado O - nitrofenil - B - D —galactopiranosido (ONPG) que
tras la hidrolisis libera nitrofenol, de color amarillo, detectable colorimétricamente.
Menos empleadas son otras técnicas calorimétricas, cromatografias crioscopicas, que
utilizan el sustrato natural y miden los monosacaridos liberados (Dahlqvist, 1984;
Pivarnik y col.,, 1995). Cuando la enzima se encuentra ubicada intracelularmente
(caso de levaduras y bacterias), el ONPG debe atravesar la membrana plasmatica
para ser hidrolizado; el paso de esta barrera es lento debido a la baja afinidad que
tiene por este sustrato la permeasa implicada en el transporte de la lactosa (Flores y
col., 1994; Dickson y Markin, 1980).
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La lactasa puede diferir en su localizacién, por ejemplo en los mohos la
secretan extracelularmente, mientras que en levadura y bacterias se encuentra
confinada intracelularmente (Shukla, 1975; Castillo, 1990; Zadow, 1992). Los
solventes organicos (cloroformo, tolueno, etanol, combinados) han sido empleados
frecuentemente como agentes permeabilizantes para levadura y bacterias,
generalmente a concentraciones del 2% (Serrano y col., 1973; Mahoney vy col., 1974;
Fenton, 1982; Champluvier y col, 1988; Flores y col., 1994; Siso y col.,, 1994;
Stredansky y col., 1993); también se emplean para este fin detergentes, como Tween
80,0xgall, Brij 35,Triton X-100, SDS,( sodio dodecil sulfato) CTAB (bromuro
decetiltrimetilamonio) (Flores y col., 1994; Somkuti y Steinberg, 1994; Bachhawat y col,
1996) o surfactantes como la digitonina (Joshi y col., 1989). Como método enzimatico
se ha ensayado la utilizacion de glucanasas, que destruyen la pared y propician la lisis
celular (Zomer y col., 1987). Como métodos fisicos se ha empleado la ruptura celular
por cizalla (Schitte y Kula, 1988), la sonicacion (Decleire y col., 1987), y la ruptura por

determinados procedimientos de congelacion (Flores y col., 1994).

4.2. Origen y actividad de la B-galactosidasa segun las fuentes
de produccién

En el ambito comercial, la B-galactosidasa se obtiene generalmente a partir de
determinadas levaduras y mohos, en las que en la propia célula la enzima esta
autorizada para el consumo humano o animal por estar incluida en las listas de
sustancias “Generalmente Reconocidas como Inocuas” (GRAS) de los Estados Unidos
(Gekas y Lopez-Leiva, 1985; Kilara y Patel, 1992; Zadow, 1992; Galarraga y Rocandio,
1997). Las especies mas utilizadas como fuente enzimética son Aspergillus niger, A.
oryzae, K. lactis, K., marxianus (Richmonyd y col., 1981; Gekas y LOpez-Leiva, 1985;
Zadow, 1992; Pivamik y col., 1995). Se obtiene también a partir de E. coli, pero su uso
estd limitado a aplicaciones analiticas, estando autorizado su empleo en alimentos
(Richmonyd y col., 1981; Gekasy y Lopez-Leiva, 1985). Otros microorganismos de los
que se obtiene lactasa son algunas bacterias lacticas (Lactobacillus bulgaricus,
Lactococcusladis, Streptococcus thermophilus) (Shukla, 1975; Galarraga y Rocandio,
1997; Axelsson, 1998) y determinadas especies del género Bacillus (Mozaffar y col.,
1985; Gekas y Lopez-Leiva, 1985; Pivarnik y col., 1995).

La lactasa puede estar constituida por una o varias subunidades; mientras que
E. coli posee 4 subunidades (Richmond y col., 1981), se han encontrado de 9 a 10 en
K. marxianus (Mahoney y Whitaker, 1978); y 2 idénticas en K. lactis (Cavaille y

Combas, 1995). Los intervalos Optimos de pH varian segun el origen y demas
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condiciones de reaccién (Shukla, 1975; Richmond y col., 1981; Gekas y Lépez-Leiva,
1985). Las variantes procedentes de levaduras y bacterias son mas activas a pH
neutro (6,5- 7) temperatura entre 35y 40° C, por lo que estan indicadas para el uso en
leche y sueros dulces. Las de origen fungico, sin embargo, operan mejor a pH acido
(2,5- 6) y temperaturas superiores a 50° C, y por ello son mas adecuadas para el
tratamiento de sueros &cidos (Shukla, 1975; Geikas y LoOpez-Leiva, 1985; Zadow,
1992; Cavaille y Combas, 1995; PivarniK y col.. 1995). Las enzimas de K. marxianus,
K. lactis, suelen requerir la presencia de algunos cofactores cationicos, K+ Na+ o el
Mg++ segun las especies (Davies, 1964; Wendorff y Amundson, 1971; Sonawat y col.,
1981; Castillo, 1990; Cavailles y Combas, 1995), y se inhiben en presencia de metales
pesados (Wendorff y Amundson, 1971; Itoh y col., 1982; Castillo y Moreno, 1983;
Pivarnik y col., 1995). En cambio, las enzimas de A. niger y A. oryzae parecen menos
dependientes de iones activadores (Pivamik y col., 1995). Las enzimas de ambas
frentes se inhiben competitivamente por galactosa no por glucosa (Wendorff y
Amundson, 1971; Gekas y Lépez-Leiva, 1985; Cavaille y Combas, 1995; Pivarnik y
col.,1995). La eleccion de un tipo u otro de enzima y su rendimiento, dependen del
medio en que se pretenda hidrolizar la lactosa y de las condiciones presentes (Gekas
y Lépez-Leiva, 1985; Pivarnik y col., 1995). Para la mayoria de las aplicaciones
comerciales se considera aceptable un porcentaje entre un 75 y 85% de hidrolisis de
lactosa (Prenosil et col., 1987b; Coton, 1980).

4.3. Produccion de B-galactosidasa

La produccion industrial de organismos fuente de lactasa casi siempre se ha
realizado mediante cultivos sobre subproductos liquidos de la fabricacién de alimentos,

por ejemplo de productos lacteos (sueros, mazadas, etc.) (Gonzalez Siso, 1996).

En los cultivos de levaduras en suero para la produccién de B-galactosidasa, es
frecuente la suplementacion con fuentes de nitrégeno, fosforo, minerales traza y/ o
vitaminas para mejorar el rendimiento de enzima (Wendorff y col., 1970; Bales y
Castillo, 1979; Barbosa y col.,, 1985; Sanchez y Castillo, 1980; Castillo, 1990).
Ademas, los 6ptimos de temperatura 20° C y pH (3- 4.5) para obtener el maximo de
lactasa suelen ser inferiores a los empleados en la obtencion de biomasa (Wendorff y
col., 1970).
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4.4. Usos del suero de leche hidrolizado

El empleo de leche con la lactosa hidrolizada puede acortar los tiempos de
fabricacion, proporcionando mas sustrato a algunos de los componentes de la
microbiota responsable de la maduracién de los quesos (Labuschagne y Nieuwoudt,
1978; Farahat y col., 1985; Thakar y col.,, 1988; Thakar y col.,, 1992). Muchos
microorganismos son incapaces de fermentar la lactosa del suero crecen rapidamente
en los productos de su hidrolisis, permitiendo asi la obtencion de distintos derivados
del suero (Gonzélez Siso, 1996). Este es el caso de Saccharomyces cerevisiae otras
levaduras empleadas en la industria agroalimentaria para producir etanol, que son
incapaces de fermentar la lactosa si no se hidroliza previamente. El. suero hidrolizado
se puede emplear, como otras fuentes de azlcares, para enriquecer masas de
panaderia reduciendo el tiempo de fermentacion mejorando las propiedades de aroma
y textura (Drobot y Kudrya, 1981; Matveeva y col., 1983; Polandova y col., 1983). El
suero hidrolizado se puede emplear también en la fabricacion de cerveza, sustituyendo
parte a la malta (Henning, 1998; Kosminskiyicol., 1991), y en la fabricacion de vinos
(Roland y Alm, 1975; Castillo, 1990). También es considerado como un buen sustrato
para la produccion de goma xantana por parte de Xanthomonas (Kilara y Patel, 1992),
y para la produccibn de &acidos organicos (propiénioco y acético), con
Propionibacterium (Haddadin y col., 1996). Es posible también producir jarabes de
glucosa, fructosa y galactosa, hidrolizando el suero con lactasa de K. lacti y afiadiendo
glucosa isomerasa para transformar parte de la glucosa en fructosa, que es mas dulce
(Abril y Stull, 1989). Muy diversos microorganismos lactasa-negativos pueden ser
cultivados en suero hidrolizado para ser empleados como biomasa (Peciulis y col.,
1979; Stineman y col., 1978; Peciulis y col., 1982), o como fuente de aminoacidos (Ko
y Chipley, 1983 ).

Con dichas aplicaciones, se consiguen dos beneficios: valorizar el suero o su
permeato y minimizar el efecto contaminante que provoca el vertido de lactosa. La
accion de la galactosidasa, sin embargo, no se limita a la hidrélisis. Esta enzima
cataliza reacciones de transgalactosidacion, transfiiendo O, ya se ha indicado,
residuos de galactosa al agua o a distintos azucares, de manera que se pueden
sintetizar galacto oligosacaridos (Gal-OS). La formacion de Gal-OS es conocida desde
los afios 50 (Aronson, 1952; Pazur, 1953) y ha sido estudiada por numerosos autores
durante la hidrdlisis de la lactosa, tanto con lactasas microbianas, como por hidrélisis
acida (Shukla,1975; Richmond y col., 1981; Olano y col., 1983; Mozaffar y col., 1985;
Kwak y Jeon, 1986; Prenosil y col., 1987a; Prenosil y col., 1987b; Hussein y col., 1989;
Zarate y Loépez-Leiva, 1990; Zadow, 1992; LoOpez-Leiva y Guzman, 1995). La
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formacion de oligosacaridos es mayor durante el proceso de hidrdlisis, cuando los
tiempos de reaccion son cortos y al emplearse altas concentraciones de lactosa y/o
sales, temperaturas elevadas o pH alcalino. Se ha observado que las enzimas
inmovilizadas producen mas oligosacaridos que la lactasa soluble. Incluso la
procedencia de la enzima influye sobre la tasa de formacién de estos compuestos; las

lactasas de mohos parecen producir mayor cantidad de Gal-OS que las de levaduras.

Actualmente, se estan empleando lactasas tanto solubles como inmovilizadas,
aunque la formacién de oligosacaridos ha sido considerada sobretodo como un
inconveniente en los tratamientos de hidrdlisis, Gltimamente y debido a sus cualidades
como prebidticos (sustancias capaces de la estimular la proliferacién de la fraccion
beneficiosa de las bacterias intestinales), los oligosacaridos estan adquiriendo gran
interés utilizdndose, principalmente en Japén, como ingredientes alimentarios en la
formulaciéon de alimentos funcionales (Yang y Silva, 1995; Lopez-Leiva y Guzman,
1995; Onishi y Tanaka, 1998).
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5. Reologia aplicada a las gomas alimentarias

5.1. Definicion e historia de la reologia

En 1678 Robert Hooke fue el primero que habl6 de la reologia en su libro
“Verdadera teoria de la Elasticidad”. Dicha teoria se resumia en lo siguiente: “Si se
dobla la tension, se dobla deformacion”. Nueve afios después, Isaac Newton publico
en “Philosophiae Naturalis Principia Mathematica” una hipétesis asociada al estado
simple de cizalladura (o corte): “La resistencia derivada de la falta de deslizamiento de
las partes de un liquido es proporcional a la velocidad con que se separan unas de
otras dentro de éI”. Esta necesidad de deslizamiento es lo que ahora se denomina
“viscosidad”, sinbnimo de fricciéon interna. Dicha viscosidad es una medida de la

resistencia a fluir.

La fuerza por unidad de &rea que se requiere para el movimiento de un fluido
se define como F/A y se denota como “0” (tensién o esfuerzo de cizalla). Segun
Newton la tensién de cizalla o esfuerzo cortante es proporcional al gradiente de
velocidad (du/dy), o también denominado como D. Si se duplica la fuerza, se duplica el

gradiente de velocidad:

du
I=p—=uD
'udy H

Esta formula se denomina ley de Newton, que es aplicable actualmente ain para unos
fluidos determinados (Newtonianos). La glicerina y el agua son ejemplos muy comunes
que obedecen la ley de Newton. Para la glicerina, por ejemplo, la viscosidad vale 1000

mPa-s, en cambio para el agua la viscosidad vale 1 mPa:s.

En esta época aparecié la ley de Hooke que fue de aplicacion para el estudio

de la reologia de sustancias sélidas:

g=Gey

Siendo: o : esfuerzo cortante (Pa)
G : médulo de rigidez (Pa).

y : deformacion (%).
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La férmula nos dice que si se aplica una carga ¢ sobre un cuerpo sélido, éste
va a sufrir una cierta deformacion y. El valor de dicha deformacidén se mantendra hasta
que cese el esfuerzo aplicado. Es decir, establece que la fuerza aplicada es

directamente proporcional a la deformacion.

Hace 300 afos los estudios relacionados con la reologia se reducian a aplicar
la ley de Newton para liquidos y la ley de Hooke para sélidos. Fue a partir del siglo XIX
cuando los cientificos comenzaron a tener dudas acerca de la validez universal de

estas leyes lineales.

En 1835 W. Weber llevé a cabo una serie de experimentos con gusanos de
seda y vio que no eran perfectamente elasticos. Lo que observé fue que una carga
longitudinal producia una extension inmediata, seguida de un posterior alargamiento
conforme transcurria el tiempo. Al eliminar la carga se producia una contraccién
inmediata, seguida de una contraccion gradual de la longitud hasta llegar a la inicial.
Estas caracteristicas se asocian a la respuesta de un liquido, exhibiendo propiedades

viscosas y elasticas simultdneamente.

En 1867 J.C Maxwell, en su articulo “Sobre la teoria dinamica de los gases”,
incluido en la Enciclopedia Britanica, propuso un modelo matematico para describir los
fluidos que poseen propiedades elasticas, es decir, elementos asociados a la

respuesta de un sélido:

ag=pfey

donde B es un parametro semejante al modulo de rigidez ( parametro no-nulo). Tanto
la conducta que observdé Weber en sélidos como Maxwell en liqguidos se denomind

posteriormente “Viscoelasticidad”.

Después de Maxwell no profundizé mas en el estudio hasta la segunda década
del siglo XX, apareciendo una serie de modelos lineales (flujo plastico y punto de

fluidez) y no lineales de comportamiento.

A partir de la segunda guerra mundial, la reologia cobr6 mucha importancia
con la busqueda de materiales viscoelasticos para lanzallamas. Aparecieron poco a

poco modelos que asumieron que tanto el modulo de rigidez podian variar con la
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tension aplicada. Ademas se observé que la viscosidad también dependia del tiempo
(tixotropia y reopexia) y se profundizé en que los materiales reales pueden presentar

comportamiento viscoso, elastico, o una combinacion de ambos.

En 1945 M. Reiner definié el nimero de Deborah, D, como:

T
D, =—
T

En donde “ 1" es el tiempo caracteristico del material y “ T” el tiempo caracteristico del
proceso de deformacion. Si D, era muy alto se consideraba al material como un sélido

elastico, y si D, era muy bajo se le consideraba como un liquido viscoso.

A partir de ese afio, el interés por la reologia fue aumentando con la aparicién
de las fibras sintéticas, plasticos, detergentes, aceites multigrado, pinturas y adhesivos
entre otros, estudidndose para ello suspensiones newtonianas tanto diluidas como

concentradas.

La reologia ha sido muy importante y lo seguird siendo para el desarrollo de multiples
industrias, como por ejemplo la industria farmacéutica y alimentaria, asi que es de

gran relevancia un estudio minucioso de ésta.

5.2. Aplicaciones del estudio de la reologia. Impor  tancia de la
reologia

La importancia de la reologia en la industria es vital ya que se aplica en :

e Control de calidad de los alimentos: el control se realiza en la propia
linea de produccion. Es determinante para la aceptacion de productos
como patatas fritas, cereales, quesos, aperitivos, yogures, dulces,

chocolates, cremas, etc.

» Estudio de la textura y consistencia de productos alimenticios: dichas
propiedades son muy importantes a la hora de que un producto sea del

agrado del consumidor.
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Produccién de pegamentos: el estudio de su plasticidad, de la forma de

fluir dentro del recipiente que lo contiene, etc.

Produccion de pinturas: una pintura debe ser esparcida de forma facil

pero sin que escurra.

Produccién de productos cosméticos y de higiene corporal: la duracion
de una laca sobre el pelo, la distribucion de la pasta de dientes por toda
la boca, la forma de como se esparce una crema, etc. Todas estas
caracteristicas se estudian con la reologia para obtener la mayor

eficacia del producto.

Produccién de medicamentos: se estudia su estabilidad quimica, su

tiempo de caducidad y su facilidad de extrusion, entre otras.

Estabilidad de emulsiones y suspensiones.

Por otro lado, el conocimiento adecuado de las propiedades reoldgicas de los

alimentos es muy importante por numerosas razones, entre las que destacan las

aplicaciones que se detallan a continuacion:

Disefio de procesos y equipos en ingenieria : el conocimiento de las
propiedades de comportamiento al flujo y de deformacion de los
alimentos son imprescindibles en el disefio y dimensionado de equipos
tales como cintas transportadoras, tuberias, tanques de
almacenamiento, pulverizadores o bombas para el manejo de alimentos
(Odigboh y Mohsenin, 1975, Boger y Tiu, 1974; Gorbatov y Gorbatov,
1974). Ademas, la viscosidad se utiliza para la estimacion y célculo de
los fendbmenos de transporte de cantidad de movimiento, calor y energia
(Jiménez y col., 1987; Gekas, 1992; Saravacos, 1995).

Evaluacion sensorial : los datos reologicos pueden ser muy
interesantes para modificar el proceso de elaboracién o la formulacion
de un producto final de forma que los parametros de textura del
alimento se encuentren dentro del rango considerado deseable por los
consumidores (Shama y Sherman, 1973; Rao y Sureshkumar., 2001;
Kokini, 1985).
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* Obtener informacion sobre la estructura del aliment o: los estudios
reolégicos pueden aportarnos informacion que facilite una mejor
comprension de la estructura o de la distribucion de los componentes
moleculares de los alimentos, especialmente de los componentes
macromoleculares, asi como para predecir los cambios estructurales
durante los procesos de acondicionamiento y elaboracién a los que son

sometidos (Borwankar y col., 1992; Sherman, 1970).

e Control de calidad : las medidas de la viscosidad en continuo son cada
vez mas importantes en muchas industrias alimentarias con objeto de
controlar el buen funcionamiento del proceso productivo, asi como la
calidad de las materias primas, productos intermedios y acabados.
(Kramer y Twigg, 1970; Bourne, 1992).

5.3 La viscosidad

La viscosidad se puede definir como una medida de la resistencia a la deformacién
del fluido, relaciona el esfuerzo cortante con la velocidad de deformacion (gradiente

de velocidad).

(ecuacion 1)
donde,

T : esfuerzo cortante [mPa].

 : viscosidad [mPa-s]

D: velocidad de deformacion [s™]
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Tipos de viscosidad

Existen tres tipos de viscosidad: la viscosidad dinamica, la viscosidad
cinematica y la viscosidad aparente.

La viscosidad dinamica o absoluta, denominada “y” se ha visto anteriormente
en la ecuacion 1

La viscosidad aparente “p” se define como el cociente entre el esfuerzo
cortante y la velocidad de deformacion. Este término es el que se utiliza al hablar de

“viscosidad” para fluidos no newtonianos.

El término de viscosidad “v“denominado viscosidad cinematica, que relaciona

la viscosidad dinAmica con la densidad del fluido utilizado.

La viscosidad puede estar muy afectada por variables como el gradiente de velocidad
de deformacion, la temperatura y la presion entre otros, siendo éstas las mas

importantes.

5.4 Tipos de fluidos

Un esquema conciso de los tipos de fluidos existentes en reologia es el
siguiente:

- Fluidos newtonianos. (proporcionalidad entre el esfuerzo cortante y la velocidad
de deformacion).

- Fluidos no newtonianos. (no hay proporcionalidad entre el esfuerzo cortante y
la velocidad de deformacion)

- Independientes del tiempo
- Plasticos de Bingham
- Seudoplasticos
- Dilatantes
- Dependientes del tiempo
- Fluidos tixotrépicos
- Fluidos reopécticos
- Fluidos viscoelasticos. (se comportan como liquidos y solidos,

presentando propiedades de ambos).
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NEWTONIANOS

Pseudopléasticos

Sin Esfuerzo

umbral Dilatantes
Independientes
del tiempo

Con Esf. umbral Plasti cos

TIPOS DE
FLUIDOS No Newtonianos

Tixotropicos
Dependientes
del tiempo

Reopécticos
VISCOELASTICOS

Figura 16. Clasificacion de los fluidos.

Fluidos newtonianos

Un fluido newtoniano se caracteriza por cumplir la ley de Newton, es decir, que
existe una relacion lineal entre el esfuerzo cortante y la velocidad de deformacién
(ecuacion anterior). Si por ejemplo se triplica el esfuerzo cortante, la velocidad de
deformacién se va a triplicar también. Esto es debido a que el término p (viscosidad)

es constante para este tipo de fluidos y no depende del esfuerzo cortante aplicado.
Hay gue tener en cuenta también que la viscosidad de un fluido newtoniano no

depende del tiempo de aplicacion del esfuerzo, aunque si puede depender tanto de la

temperatura como de la presion a la que se encuentre.
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Fluidos no newtonianos
Los fluidos no newtonianos son aquellos en los que la relacion entre esfuerzo

cortante y la velocidad de deformacion no es lineal. Estos fluidos a su vez se

diferencian en dependientes e independientes del tiempo.

Independientes del tiempo
a) Fluidos sin esfuerzo umbral

a.1. Fluidos pseudoplasticos: (shear-thinning)

Este tipo de fluidos se caracterizan por una disminucion de su viscosidad, y de
su esfuerzo cortante, con la velocidad de deformacién. Debido a que cuando tiene
lugar una agitacion progresiva, las cadenas poliméricas se desenredan y las particulas
se alinean a lo largo de lineas de corriente, lo que provoca una disminucién de la
friccion interna, y de la viscosidad aparente del sistema (Ferguson y Kemblowski,
1991), (Vidal-Bezerra, 2000).

a.2. Fluidos dilatantes: (shear-thickening )

Los fluidos dilatantes son suspensiones en las que se produce un aumento de
la viscosidad con la velocidad de deformacion, es decir, un aumento del esfuerzo
cortante con dicha velocidad. La representa las curvas de fluidez y viscosidad para

este tipo de fluidos:

El fenémeno de dilatancia se produce debido al fase dispersa del fluido. En dicho
fluido tiene lugar un empaquetamiento de las particulas, dejando a la fase continua

casi sin espacio.

Si a continuacion se aplica un esfuerzo, el empaguetamiento se altera y los
huecos entre las particulas dispersas aumentan. Ademas, conforme aumenta la
velocidad de deformacion aplicada, mayor turbulencia aparece y mas dificil es el
movimiento de la fase continua por los huecos, dando lugar a un mayor esfuerzo

cortante (la viscosidad aumenta).

b) Fluidos con esfuerzo umbral, llamados también pl asticos (viscoplastic)
Este tipo de fluido se comporta como un sdlido hasta que sobrepasa un

esfuerzo cortante minimo (esfuerzo umbral) y a partir de dicho valor se comporta como

un liquido.
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La razén por la que se comportan asi los fluidos plasticos es la gran
interaccion existente entre las particulas suspendidas en su interior, formando una
capa llamada de solvatacion. Estan formados por dos fases, con una fase dispersa

formada por sélidos y burbujas distribuidos en una fase continua.

En estos fluidos, las fuerzas de Van der Waals y los puentes de hidrégeno,
producen una atraccibn mutua entre particulas. También aparecen fuerzas de
repulsién debidas a potenciales de la misma polaridad.

En este tipo de fluidos se forman coloides cuyas fuerzas repulsivas tienden a
formar estructuras de tipo gel. Si las particulas son muy pequefias poseen entonces
una gran superficie especifica, rodeados de una capa de adsorcién formada por
moléculas de fase continua. Gracias a esta capa, las particulas inmovilizan gran
cantidad de fase continua hasta que no se aplica sobre ellas un esfuerzo cortante

determinado

Los fluidos plasticos, a su vez, se diferencian en la existencia de proporcionalidad
entre el esfuerzo cortante y la velocidad de deformacion, a partir de su esfuerzo
umbral. Si existe proporcionalidad, se denominan fluidos plasticos de Bingham y si no

la hay, se denominan solo plasticos.

Fluidos dependientes del tiempo de aplicacion

Este tipo de fluidos se clasifican en dos tipos: los fluidos tixotrépicos, en los que
su viscosidad disminuye al aumentar el tiempo de aplicacion del esfuerzo cortante,
recuperando su estado inicial después de un reposo prolongado, y los fluidos
reopécticos, en los cuales su viscosidad aumenta con el tiempo de aplicacion de la

fuerza y vuelven a su estado anterior tras un tiempo de reposo.

a) Fluidos tixotropicos
Los fluidos tixotrépicos se caracterizan por un cambio de su estructura interna

al aplicar un esfuerzo. Esto produce la rotura de las largas cadenas que forman sus

moléculas.
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Dichos fluidos, una vez aplicado un estado de cizallamiento (esfuerzo cortante),
so6lo pueden recuperar su viscosidad inicial tras un tiempo de reposo. La viscosidad va
disminuyendo al aplicar una fuerza y acto seguido vuelve a aumentar al cesar dicha
fuerza debido a la reconstruccion de sus estructuras y al retraso que se produce para

adaptarse al cambio. Aparece un fenomeno de histéresis.

Las razones de este comportamiento son diversas. Si se considera al fluido
como un sistema disperso, se debe tener en cuenta que las particulas que hay en él
poseen diferentes potenciales eléctricos y tienden a formar tres estructuras variadas

dependiendo de como sea la fase dispersa.

Estos cambios estructurales hacen que disminuya la viscosidad con el aumento
de la velocidad de deformacién y que ésta esté muy influenciada por el tiempo. La
estructura puede volver a recuperar su forma inicial dejandola un tiempo en reposo.
Para diferenciar de forma sencilla un fluido tixotropico, se aumenta la velocidad de
deformacién hasta un determinado valor y luego se disminuye hasta el reposo,
observando entonces un fendbmeno de histéresis, que ayuda a comprender la variacion

de la viscosidad.

b) Fluidos reopécticos
Los fluidos reopécticos, en cambio, se caracterizan por tener un comportamiento

contrario a los tixotrépicos, es decir, que su viscosidad aumenta con el tiempo y con la
velocidad de deformacion aplicada y presentan una histéresis inversa a estos Ultimos.
Esto es debido a que si se aplica una fuerza se produce una formacion de
enlaces intermoleculares conllevando un aumento de la viscosidad, mientras que si
cesa ésta se produce una destruccion de los enlaces, dando lugar a una disminucion

de la viscosidad.

Fluidos viscoelasticos

Los fluidos viscoelasticos se caracterizan por presentar a la vez tanto
propiedades viscosas como elasticas. Esta mezcla de propiedades puede ser debida a
la existencia en el liquido de moléculas muy largas y flexibles o también a la presencia

de particulas liquidas o solidos dispersos.
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OBJETIVOS
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Nuestro grupo de investigacion se ha caracterizado a lo largo de los Ultimos
afos en el seguimiento y realizacion de una serie de estudios de biorremediacion y en
el empleo de desechos industriales como medios de cultivos para producir productos
de fermentacion de valor industrial (Morillo y col., 2007; Morillo y col., 2006; Lo6pez y
Ramos-Cormenzana, 1996; Ramos-Cormenzana y col., 1995), como el alpechin. En
anteriores trabajos de otros grupos de investigacion, se han ensayado coproductos
como el jarabe, la melaza y la pulpa desecada de remolacha, obteniéndose buenos
resultados al ser empleados como medios de cultivos para la obtencion de EPS

microbianos (Aguilera y col., 2008; Lopez y col., 2001).

El principal propdsito de este estudio es investigar la posibilidad de mejorar la
utilizacion del suero y permeatos, subproductos de la industria lactea, empleados
como sustratos de fermentacion, tratando de optimizar las condiciones de cultivo para
el uso completo de lactosa a partir de la hidrélisis con B-galactosidasa para la
produccién de biopolimeros de interés industrial. Es decir, exopolisacaridos
microbianos con un amplio abanico de aplicaciones en industrias como la alimentaria,
la farmacéutica o en la de extraccion del petréleo. Dichos hidrocoloides presentan un
elevado precio en el mercado, por lo que se evalla su produccién a partir de materias
primas procedentes del proceso de manufacturacién del queso, disponibles a bajo o

nulo coste.

Se plantearon los siguientes objetivos parciales para la elaboracion de esta tesis:

1. Estudio de distintas especies productoras de ex  opolisacaridos, capaces
de generar biopolimeros de interés comercial (xanta  no, curdlano,
succinoglucano, pululano), a partir de lactosuero p reviamente tratado con
B galactosidasa.

2. Optimizacion del proceso de produccién del xanta no a partir del medio
lactosuero tratado con I3 - galactosidasa.

3. Escalado en la produccion del xantano desde nive | de matraz a
fermentadores de 1,5 y 20 litros.

4. Analisis de la composicién quimica, propiedades fisicas y caracteristicas
de los exopolisacaridos obtenidos con sus homadlogos comerciales.

5. Evaluacién de la viabilidad econdmica de los pr  ocesos estudiados en
comparacion con el método de produccién tradicional
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MATERIALES Y METODOS
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1. Microorganismos y medios empleados

1.1. Cepas bacterianas empleadas

En el presente trabajo de investigacion se emplearon las siguientes cepas

microbianas detalladas en la tabla 6.

Tabla 6. Cepas productoras de EPS de interés comercial empleadas en el presente trabajo
a partir de lactosuero como medio de cultivo.

Cepa EPS producido
Xanthomonas campestris NRRL 1459 Goma xantana
Agrobacterium radiobacter CECT 4067 Curdlano

(Beijerinck and van Delden 1902)
Aurobasidium pullulans ATTC 9348 Pululano

(de Bary)

1.2. Mantenimiento de las cepas

Para la conservacion y el mantenimiento de la cepas de Xanthomonas campestris
NRRL-B 1459 y Agrobacterium radiobacter CECT 4067 se describen en la literatura

dos procedimientos (Jeanes y col., 1976).

» Conservacion a largo plazo: es un tipo de conservacién no propagativa (la
bacteria no crece ni se reproduce). Este tipo de conservacion se
recomienda realizarla liofilizando una pequefa parte del cultivo que se
encuentra en condiciones ¢ptimas. También se han descrito otras
técnicas como la congelacién y la conservacion en tiras de papel (Jeanes
y col., 1976).
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. Conservacion a corto plazo: este tipo de conservacion es
semipropagativa (la bacteria crece y se reproduce). Se realiza en slants
(tubos con medio sélido), pero requiere una renovacion del cultivo cada
quince dias (De Vuyst y col., 1987) ya que si no se realizan transferencias

del cultivo m&s o menos frecuentes, la cepa puede degenerar a Sm
(Cadmusy col., 1976).

Figura 17. Figura 18. Figura 19.
Aspecto de las colonias Agrobacterium Aspecto de las colonias Aurobasidium Aspecto de las colonias X.
radiobacter CECT 4067 tras 48 horas pullulans campestris NRRL-B 1459 tras 48h
de la siembra en medio YM-agar. de la siembra en medio YM.

Figura 20.

Aspecto de colonias de Xanthomonas
campestris tras 48 horas en medio
lactosuero al 5%.

Las cepas se mantuvieron segun el método recomendado por Jeanes y col.
(1976), mediante resiembra semanal en tubos de YM - agar (Difco), incubados a 28° C
durante 24h. Los tubos y placas inoculadas, se mantuvieron a 4° C. Ademas, las

cepas se liofilizaron para su conservacion a largo plazo.

En el mantenimiento de la cepa y en la preparacién de in6culos se empled
medio YM Broth (figura 17,19) con una composicion por litro de:
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Extracto de levadura 39

Extracto de malta 39
Peptona 5g
Dextrosa 10g

Y M-Agar: Posee las misma composicion de YM-Broth suplementado al 2 %

(p/v) de agar bacteriolégico.

Las cepas de Aurobasidium pullulans (figura 18)se mantuvieron a 4°C en agar
patata dextrosa (PDA):
(Harrigan y Mc Cance, 1979).Composicion PDA:

Extracto patata concentrado 200ml
Glucosa 20g
Agar 15g
Agua destilada 1l

Ajustar el pH del medio a 5,5.

1.3. Medios de cultivo empleado en la producciond e EPS

En lo que se refiere a los medios de cultivo disefiado para la produccion de los

EPS, se emplearon:

- Lactosuero tratado con 3 galactosidasa procedente de la queseria Sierra Sur

(Jaén).

- Lactosuero tratado con 3 galactosidasa procedente de la mezcla de lactosuero en
polvo y agua, la composicion y pardmetros del suero en polvo se detalla en la tabla
7.

Tabla 7 .Composicion y parametros

del lactosuero en polvo empleado.
Fabricante Prolactea, S.A.

e —

Humedad 5%

Proteina bruta 12%

Cenizas 11%

Lactosa 65%

Cloruros-NacCl 4,9%

- Lactosuero sin tratar con R galactosidasa procedente de la queseria Sierra Sur

(Jaén).

76



- Lactosuero sin tratar con B galactosidasa procedente de la mezcla de lactosuero en
polvo y agua.

- Medio”ideal” (Garcia-Ochoa y col., 1992) se detalla en la tabla 8.

Tabla 8. Medio “ideal” (Garcia-Ochoa y col., 1992) El pH se ajust6 a 7 afiadiendo

NaOH.
Sacarosa 40g /| Acido citrico 2,1 g/l
NHJNO; 1,144 g/l KH,PO, 2,866 g/l
MgCl, 0,507 g/l Na,SO, 0,089 g/l
HsBO;3 0,006 g/l ZnO 0,006 g/l
FeCl;6H,O 0,020 g/l CaCO; 0,020 g/l
HCI 0,13 ml/l Agua destilada 1000 mL

- Medio YM (yeast malt).

2. Tratamiento del lactosuero con  [(B-galactosidasa

2.1.Descripcion comercial de la  Biolactasa 0 B -
galactosidasa

En este estudio hemos empleado la enzima beta-galactosidasa purificada de
Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces fragilis, reconocidas como seguras (GRAS) y
aceptadas por agencias de control de alimentos y drogas como la Food and Drug
Administration (FDA).

Conocida con el nombre comercial de Biolactasa, se comercializa en forma
liquida de color &mbar con unas 50 000 unidades ml™. Los preparados comerciales de
la enzima responsable de la hidrdlisis de la lactosa, lactasa o B-galactosidasa,
disponibles para usar en alimentacion proceden en gran parte de las levaduras
Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces fragilis. A pesar de los numerosos estudios
realizados, la produccién y utilizacion industrial de esta enzima resulta todavia
problemética debido a los elevados costos de extraccidn, pues es intracelular, asi

como a su baja estabilidad (Gekas 'y Lopez-Leiva., 1985).
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2.2. Determinacion del comportamiento y grados de
hidrolisis de la B-galactosidasa en funcion de diversos
parametros.

Grado actividad de hidrélisis segun la temperatura

Su efecto se comprobo con preparaciones de enzimas a distintas temperaturas
40, 20, 10, 5 y 0 °C empleando como substratos ONPG y lactosuero, midiendo la
actividad a distintos intervalos de tiempo. Se determinaron las curvas de hidrélisis de
la lactosa contenida en lactosuero. La concentracion final de lactosa fue del 5 % en el

lactosuero tratado.

Ademas, se realizé un exhaustivo estudio para determinar la actividad 6ptima;
a partir de las variables temperatura y tiempo para determinar el grado de hidrolisis de
la lactosa presente en el lactosuero tratado, a una concentracion de enzima de
1000ppm.

Grado actividad de hidrdlisis segun el pH.

Se midi6 la capacidad de hidrélisis a temperatura ambiente de la (-
galactosidasa a distintos pH’s comprendidos entre 5-8 ajustdndolo con solucion de
HCl y NaOH. Asi como su estabilidad a diferentes pH a una temperatura de 30°C con

un tiempo de incubacion de 5 horas, determinando la actividad residual.

Estabilidad durante su conservacion

Para determinar la estabilidad de la B galactosidasa en periodos de
almacenaje, se realizaron diferentes medidas de la actividad a diferentes temperaturas
de conservacion 15, 30, 37 y 0° C a tiempos de 0, 50, 100 y 150 dias.

2.3. Tratamiento del suero con - galactosidasa.

El tratamiento del lactosuero se llevo a cabo en un fermentador o cuba que
contenia 25 litros de lactosuero, calentdndose hasta los 40° C, posteriormente se
afadio la biolactasa manteniéndose a una temperatura de 40° C, durante 4 horas en
agitacion constante. Posteriormente, se procedid a inactivar la galactosidasa,

alcanzando una temperatura de 80 - 85° C durante varios minutos.
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2.4. Produccion de EPS en matraces con suero lacte o

tratado inactivado, tratado sin inactivar y suero sin tratar .

Se realizd un estudio comparativo del suero lacteo tratado con biolactasa sin
inactivar térmicamente la enzima y con suero tratado y posteriormente inactivando la
enzima por choque térmico. Por otro lado, otra porcién de lactosuero no se traté con

[3- galactosidasa.

3. Métodos de filtraciéon, termizacion-pasteurizacio  n del
medio de cultivo lactosuero.

Se ensayaron distintos procesos de esterilizacion himeda vy filtracion para la
esterilizacién-pasteurizacion de lactosuero tratado como medio de cultivo para la

produccion de EPS.

1. Filtracion: Se procedio a calentar el medio hasta una temperatura 65° C y se filtré a

través de filtros estériles con un tamafo de poro comprendido entre 0,45 y 0,22um.

2. Tindalizacion. ElI medio lactosuero se calent6é entre 80 y 100° C una hora durante
tres dias con sucesivos periodos de incubacion, con la finalidad de que las esporas
resistentes germinen durante los periodos de incubacién y en la siguiente exposicion

al calor, las células vegetativas sean destruidas.

3. Pasteurizacion- termizacién en autoclave regulando la temperatura entre 85° C -
90°C durante 45 minutos. Se ensayaron a diferentes temperaturas y a distintos

tiempos para evitar procesos degradativos y la caramelizacién del medio.
Las pruebas de esterilizacion del medio se realizaron por triplicado para cada

temperatura y tiempos, en tubos de 10 ml de medio lactosuero. Evaluandose la

efectividad del proceso y analizando la esterilidad del medio en placa.
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4. Procesos de extraccion de los EPS y biomasa.

4.1. Proceso de extraccion de la goma xantana produ cida por

Xanthomonas campestris

a) Extraccion y purificacion del EPS y la biomasa

Una vez obtenido el xantano, queda bastante diluido en el caldo de
fermentacion, y se encuentra mezclado con una gran variedad de compuestos;
componentes del medio utilizado que no ha empleado el microorganismo (sales y

nutrientes), las propias células, etc.

La composicién de un caldo resultante de una fermentacion en la produccion
de xantano es una mezcla de xantano, de células y de sales y azlUcares no
consumidos. Ademas, debido a la presencia de xantano, el medio es muy Vviscoso,
unos 100 Kg/ ms. Por todo ello, la recuperacion del xantano del caldo de fermentacion
no es sencilla, ya que se debe de eliminar cerca del 95% del caldo. Para conseguir
este fin se pueden emplear tanto métodos fisicos como quimicos (Kennedy y

Bradshaw, 1984), dentro de los que se encuentran:

» Tratamientos preliminares, enfocados a la degradacién y eliminacién de
las células.
»  Precipitacion del polisacérido.

» Etapas finales, como son lavado, secado, molienda 'y envasado.

b) Recuperacién del EPS

Al finalizar el periodo de incubacion anteriormente descrito en el apartado 5.1
de materiales y métodos, los cultivos bacterianos previamente diluidos, afiadiendo 3
volimenes de agua destilada por uno de cultivo, se centrifugaron a 10.000 rpm
durante 30 minutos (Centrifuga Sorvall RC-5B, rotor GSA).

Al sobrenadante se le incorpora un 4 % de CINa, antes de la adicion de dos

volimenes de Isopropanol 96% (v/v) frio a - 20 ° C, dejandolo en reposo overnight a

4° C. Se recogid parte del precipitado del material extracelular (EPS) enrolldndolo con
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una varilla de vidrio, no obstante, se centrifugé a 5.000 rpm durante 10 minutos para

obtener todo el EPS posible y eliminar el alcohol del sobrenadante.

El precipitado se solubilizé en agua destilada, el material extracelular se purificd
mediante ultracentrifugacion a 50.000 rpm durante 60 minutos (ultracentrifuga
Beckman L8-M rotor 50 Ti). Posteriormente, el sobrenadante se sometié de nuevo a
un proceso de purificacién a través de membranas de didlisis Medicell (Medicell
International Ltd, size 7Inf Dia 30/32 “— 23.8 30M aprox. MWCO-12-14000 Daltons de
tamafio de poro), durante 48 horas. Para finalizar, se realizé un proceso de liofilizacion
durante 48 horas (liofilizador Telstar), para eliminar el agua y poder determinar por
gravimetria la produccion resultante, todo el proceso de obtencién del exopolisacéridos

se resume esquematicamente en la figura 21.

El producto purificado resultante fue el empleado posteriormente, en los

estudios quimicos y reoldgicos en el presente estudio.

c) Analisis de biomasa

» Se centrifuga a 10000 rpm durante 30 minutos del cultivo previamente
diluido, afiadiendo igual volumen de agua destilada. Se recoge el pelet
gue conforma la biomasa.

» El sobrenadante EPS se conserva a — 15° C para analisis posteriores.

» La biomasa de células (pelet) se lava con una solucion de KCI 0,2 %
peso/volumen con sucesivas centrifugaciones a 7000 rpm durante 20
minutos.

* Se determina el peso seco celular tras la liofilizacion del pellet.
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Método extraccion
EPS/biomasa

Dilucién 1:1 (medio:agua)
¢10.000 rpm/40 min.

Pflft Sobrenadante
(célu as)/ (EPS) — 20°C

Lavados Precipitar EPS
lsucesivos con KCI empleando 2 l
0,2 % volumenes de
IPA+4%
j" CINa

liofilizar Recoger todo
EPS posible
/ 5000rpm / 30

min

Determinacién biomasa
por gravimetria L

Purificacién
EPS

Azar

Figura 21. Descripcion de la produccién de goma xantana a partir de lactosuero
tratado
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d) Estudio de diferentes metodologias para precipit  ar la goma
xantana.

Con el objetivo de adicionar la menor cantidad de alcohol isopropilico para
precipitar la goma xantana, se realizO0 un estudio comparativo de la eficiencia de
diferentes solventes organicos polares en la recuperacion del xantano, empleando
como medio de cultivo lactosuero. A partir de diferentes diluciones con agua destilada,
se estudiaron distintos solventes organicos: etanol, acetona e isopropanol,
mostrandose las distintas proporciones de los solventes empleados en el cultivo para

la precipitacion de la goma xantana:

» Cultivo sin diluir.

e Cultivo diluido (1:3 ) con agua destilada.

e Cultivo diluido 1:1 (vol.cultivo: vol. agua destilada).

» Cultivo diluido 1:1 (vol.cultivo: vol. agua destilada), adicion de IPA 1:1.
» Cultivo diluido 1:1 (vol.cultivo: vol. agua destilada) adicion de IPA 2:1.
» Cultivo diluido 1:3 (vol.cultivo: vol. agua destilada), adicion de IPA 1:1.
e Cultivo diluido 1:3 (vol.cultivo: vol. agua destilada) adicién de IPA 2:1.
» Cultivo sin diluir, adicion de IPA 1:1.

+ Cultivo sin diluir, adicion de IPA 2:1.

Determindndose posteriormente la produccion especifica de EPS en las diferentes
metodologias aplicadas segun el procedimiento descrito en el apartado 4.1 de

materiales y métodos.

e) Estudio de la adicion de sales en la precipitaci  6n del
xantano.

La adicion de sales al medio reduce notablemente la cantidad de alcohol
necesaria para la precipitaciéon del xantano, aunque hay una gran diferencia entre
utilizar sales monovalentes, divalentes o trivalentes, cuanto mayor es la carga del
cation, menor es la cantidad de alcohol necesaria para obtener la precipitacion del

xantano.
El tipo de agente empleado depende del uso final del xantano, generalmente el

mas empleado es el isopropanol en combinacion con sales de cationes monovalentes
(Sutherland, 1990).
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h) Recuperacion del alcohol isopropilico tras su em pleo.

Para la recuperaciéon del alcohol isopropilico a partir de los caldos de cultivo

diluidos, se empleo una destilacién al vacio fraccionada rotacional mediante un

aparato Bohlin con bafio termostatizado, a partir de un matraz de un volumen de 1litros

y una capacidad de 400ml, a una temperatura de 40 °C durante 20 minutos.

4.2. Proceso de extraccion del curdlano pro ducido
por Agrobacterium radiobacter CECT 4067

Se realizaron pruebas con diferentes protocolos de extraccion con el fin de

determinar el método mas eficaz para la extraccion del curdlano.

Método A

1) Se diluye la muestra con un volumen apropiado de agua destilada y se
centrifuga a 5000g a 42 C durante 30 minutos.

2) El pellet obtenido conforman las células y el EPS se lava con 0.01 N NaOH y
posterior centrifugacion.

3) Posteriormente, se solubiliza el curdlano afiadiendo 0.5N NaOH durante 1h.

4) Las células se separan por centrifugacion a 5000g durante 30 min.

5) El curdlano presente en el sobrenadante se precipita en condiciones acidas

con un volumen apropiado de 2.0 N HCI.

El procedimiento de extraccion se basa en la transicion conformacional al producirse

cuando la concentracion de alcali supera 0.2 N.

Método B

1.

Al finalizar el proceso de fermentacion en matraz Erlenmeyer con un volumen
de 100 ml de medio, se afiade al caldo de cultivo 100ml de 1 N de NaOH para
disolver el curdlano. Posteriormente el caldo se neutraliza con CIH 5N a fin
de precipitar el curdlano.

Se centrifuga a 8000g durante 10 min a 4 ° C obteniendose el pellet formado
por células y las hebras del EPS.

10 ml de 0.1 N NaOH se afiade para disolver selectivamente el curdlano.La
solucion se agita en vértex durante 10 min. Recuperando el maximo EPS
posible y centrifugandose a 8000g durante 10 min.

(Harada, T., & Misaki, A.1968.)
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4.3. Proceso de extraccion del succinoglicano produ cido por
Agrobacterium radiobacter CECT 4067

l.

Posteriormente al proceso de fermentacién, el caldo de cultivo se diluye con
agua destilada (1:1 v/v).

Se centrifuga a 8000g durante 30 min.a 4 °C.

El succinoglucano se precipita a partir del sobrenadante mediante la adicion de
2 volumenes de alcohol isopropilico.

El succinoglucano se separa por centrifugacion 8000g durante 10 mina 4 ° C.
El EPS se lava dos veces con alcohol isopropilico.

Posteriormente, se somete a un proceso de secado, a 45 °C durante 36 horas

para finalmente liofilizar.
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5. Optimizacion de la produccion de los EPS de
interés industrial a partir de lactosuero.

5.1. Estudio en matraces

Se realizaron estudios previos de la produccion de EPS en matraces a partir

de distintas condiciones de cultivo del medio lactosuero tratado.

A continuacion se detallan las condiciones estandar aplicadas:

Cultivos en matraces erlenmeyer de 500ml de volumen con 100ml de medio
lactosuero, incubacion a 30° C y 150 rpm durante 72 horas. Cada matraz se inoculd
con 10% de in6culo (Densidad éptica 1y 1,2 a una longitud de onda de 600nm).

Cada ensayo se realizd por triplicado determindndose produccién de EPS (g/L) y

biomasa celular (PSC/I).

Camara de flujo

Para la manipulacion de microorganismos en condiciones estériles se ha
trabajado en una camara de flujo laminar vertical de la firma TELSTAR modelo

MICRO-V, capaz de desarrollar una velocidad de impulsion de 0,45 m/s.

Espectrofotometro de absorcién UV/VIS

La medida de la absorbancia de las muestras se ha realizado mediante el
espectrofotometro PERKIN ELMER, modelo 552 13V/ VIS.

Capacidad de desarrollo de cepas en cultivo solido

Los inéculos para los ensayos a realizar, se obtuvieron a partir de uno de estos
cultivos de microorganismos con una antigiiedad no mayor a cuatro dias. A partir de
una suspensién de células de cada cepa, en tubos con solucidn estéril, hasta ajustar
su densidad 6ptica a 0,5 en la escala M°Farland. Empleando estas suspensiones se
tomaron 0,1ml, inoculando mediante espéatula de Driglasky placas de lactosuero a
diferentes concentraciones suplementadas con agar al 2 % (medio soélido) por
triplicado. Las placas inoculadas se incubaron a 28° C, realizdndose lecturas de

crecimiento a las 24, 48 y 72 horas.
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Figura 22 . X. campestris en medio lactosuero.

Medidas de los diametros coloniales en medio sélido

El diametro de las colonias se midieron transcurridos 72 horas de incubacién a
30°C en placas suplementadas YM agar, lactosuero sin tratar (5%), lactosuero tratado

(5%). Los resultados obtenidos representan la media de tres repeticiones.

Métodos analiticos en cultivos de lactosuero.

Crecimiento: La viabilidad de las cepas al final del cultivo en medio lactosuero
se determin6 con la siembra de 0,1 ml en placas agar YM. Incubadndose a 30 °C y

realizando lecturas a las 24, 48 y 72 horas.

Determinacion biomasa: Se determiné gravimétricamente segun el método de
Moraine y Rogovin (1966). El cultivo se centrifugd a 10000 rpm durante 40 min. En
centrifuga Sorvall RC 5B. El sedimento se resuspende en 10 ml de agua destilada con
0,2 ml de KCI en centrifugaciones sucesivas a 7000 rpm durante 20 min.
Obteniéndose el sedimento el cual se resuspendid en 5ml de agua destilada
transfiriéndose a crisoles tarados, manteniéndose en horno a 105° C durante 12 horas.

Posteriormente se pesé en balanza de precision.

Peso del EPS: EI EPS se midié gravimétricamente segun el método de Cadmus y col.
(1976).
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Desarrollo de las cepas en cultivo liquido

En un principio, se realizaron ensayos con matraces Erlenmeyer con el objetivo
de estudiar el crecimiento y la viabilidad en la produccién de EPS a partir de

lactosuero liquido.

Se prepararon matraces de 500ml de capacidad con 90ml a distintas
concentraciones de lactosuero en polvo. Se inocularon con 10ml de un cultivo joven
(18- 24 horas) en caldo YM, obtenidos a partir de un cultivo incubado a 30° C tras 48h
en medio YM agar. Los matraces inoculados se incubaron en agitador orbital durante
72 horas a 30° C y 150 rpm.

Finalmente se determin6 mediante las técnicas descritas en la figura 21 , el

peso seco de biomasa y EPS, pH y crecimiento en placa se realizaron por triplicado.

Optimizacion del indculo.
a) Tiempo de incubacion. Curvas de crecimiento

Para la optimizacion del in6culo y el seguimiento de la biomasa se realizaron
curvas de crecimiento de las cepas en los distintos medios de cultivo; medio “ideal”,
lactosuero tratado, medio YM, a partir de un método turbidimétrico; método Optico
basado en la absorbancia que presentan las bacterias en longitudes de onda del

espectro visible.

Se prepararon suspensiones de la bacteria en tubos con 10 ml de solucién
isotbénica salina estéril y se compararon con la turbidez equivalente con el tubo
ndmero 5 de Mac Farland (concentracion celular 10 °UFC ml*, a partir de esta
suspension se tomo 1 ml inoculdndose a 100ml de los diferentes medios a evaluar. Se
realizaron curvas de crecimiento, a partir de la variacion de absorbancia medida a
distintos tiempos de incubacién a una longitud de onda de 600nm, determinado el
tiempo en que se encuentra en el punto medio de la fase logaritmica de crecimiento

exponencial. Se realizaron tres determinaciones independientes.
Como el crecimiento bacteriano es logaritmico, se calculé el logaritmo

después de 24 h de incubacion a 30° C, se realiz6 un recuento de las unidades

formadoras de colonias por mililitro (loglOUFC/mL). Se realizaron medidas en las
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variaciones de absorbancia, para determinar en que medio presentaba un mayor

crecimiento y adaptacion.

En la toma de muestras se diluyen con agua destilada, de modo que la
absorbancia medida se encuentre dentro de la region lineal de la curva de calibrado.
El valor de absorbancia obtenido a 600nm es convertido a concentracion mediante la

ecuacion, que luego es corregida de acuerdo a la dilucion realizada previamente.

b) Porcentajes del inéculo

Se ensayaron distintos porcentajes de inéculo (5-20%), la preparacién del

indculo se realizo tanto en medio YM como en lactosuero tratado al 5% de lactosa.

c) Efecto de la edad y porcentaje del indculo.

La edad del in6culo empleado es un parametro de suma importancia en

cualquier estudio de fermentacion.

El rango de porcentaje de in6culo estudiado fue de 5-20%. Determinandose la

concentracion de indculo mas efectiva tanto en matraz como en fermentador.

Produccion de EPS a diferentes concentraciones de
lactosuero tratado

Se ensayaron las siguientes concentraciones en medio lactosuero tratado 1,
15,2,25,3,4,56,8 yal 10 % (p/V) empleadas para la produccion de EPS en un
biorreactor de 2 litros a una temperatura de 30 °C. Adicionando un inéculo al 10% (v/v)
de un cultivo joven a cada uno de los substratos. Evaluando al cabo de tres dias de
fermentacion, por triplicado, la produccion especifica para cada una de las

concentraciones de lactosuero tratado empleadas como cultivos.

Produccion de EPS en funcion de temperaturas incub  acion y
velocidades de agitacion

a) Temperatura de incubacion

A partir de lactosuero al 5% de lactosa tratada, se ensayé la influencia en la
incubacion en matraces Erlenmeyers a distintas temperaturas: 25, 30 y 33° C durante

72 horas.
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b) Agitacion

Se ensayaron el efecto de diferentes velocidades de agitacion en orbital entre
100-150 rpm en los cultivos desarrollados en matraces, en comparacién con cultivos

incubados en reposo.

Por otro lado se estudiaron distintas velocidades de agitacién 200, 400 y 600
rpom en biorreactor de 1,5 litros de volumen de trabajo, donde la transferencia de
oxigeno es un factor limitante a diferencia de la fermentacion llevada a cabo en

matraces.

Crecimiento de Xanthomonas campestris, Agrobacterium
radiobacter, Aureobasidium pullulans  y producciéon de EPS en
condiciones de estrés hidrico.

En los siguientes ensayos se procedio a analizar la respuesta en la produccion
de EPS al reducir la actividad de agua, ademas del crecimiento del microorganismo en

situacion de estrés hidrico.

Para reducir la actividad de agua libre en el medio de cultivo, se adiciond
diferentes concentraciones de L-prolina (Sigma 99%), ajustando los valores de Aw a
0.98, 0.96 y 0.94 tanto en medio YM como en lactosuero. Se estudio la influencia en el

crecimiento y la produccion de EPS bajo distintas condiciones de estrés hidrico.

En la segunda parte de este estudio, se realizaron varios ensayos modificando
el potencial de agua del medio mediante la adicion de glicerol (soluto no idnico) y
manipulando el potencial matricial a partir de la adicion de PEG8000 (polimero no

i6nico de larga cadena).

Posteriormente de esterilizar los medios, los valores del potencial de agua y
del agua libre (ay), se midieron con un WP4 Dewpoint PotentialMeter un método fiable
y preciso (x0,1 Mpa), compuesto por un cdmara donde se deposita la muestra, un
espejo y un sistema que detecta la condensacion de agua en un espejo por una célula
fotoeléctrica. Cuando se proyecta un haz de luz sobre el espejo se refleja a la célula
del fotodetector, detectando si se ha producido o no dicha condensacion, la

temperatura es controlada por un cooler termoeléctrico (Peltier).
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El Y5 se modific6 mediante la adicion de un soluto no iénico (glicerol)
modificandose a unos valores de -2,8 y -0,7 MPa, con una actividad de agua (a,) de
0.98, 0.95, ver tabla 9.

Las concentraciones de soluto empleadas para modificar la actividad de agua
(aw) 0 el potencial de agua, fueron obtenidas a partir de los trabajos de Dallyn y Fox,

1980.

Tabla 9. Concentraciones de glicerol empleadas para ajustar el potencial de soluto del medio (Dallyn

.H., Fox. A, 19802.

MPa Actividad de agua(a,) concentracion

(g glicerol/100ml)
-0,7 0,995 2,76
-2.8 0,982 9,2

Ademas el medio de cultivo se modifico a diferentes W,, con polietilenglicol
8000 (PEG 8000), en la figura 23, se muestra como se modifica el potencial matricial al
adicionar PEG. Se conoce que el PEG actua predominatemente por fuerzas

matriciales (Steuter y col., 1981).

Uso de PEG 8000 para modificar el
Potencial matricial {Temperatura 25° C)
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Figura 23. Uso de PEG 8000 para modificar el potencial matricial (Temperatura
25°C) Valores del potencial matricial segun concentraciones de PEG 800.

Para modificar el potencial de soluto o matricial del medio de cultivo (W5 W.,),
se emplearon placas petri de 9 cm de didmetro que contenian unos 15 ml de medio

YM 6 lactosuero, previamente modificado por la adicién de compuestos anteriormente
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mencionados(L prolina, PEG 8000, glicerol) que varian la actividad de agua. Se
prescindi6 del empleo de agar y se utilizaron discos esteriles absorbente por
capilaridad (Nortene; 8,5 cm de diametro, 2mm de grosor), ademas de discos estériles
de poliester empleados como soporte durante el crecimiento micelial de hongo, para
posteriormente facilitar la recogida de la masa fangica. Ambos materiales fueron

cubiertos con laminas circulares de celofan estériles.

Las placas se inocularon con agar de 3 mm de didmetro aisladas a partir de un
cultivo de 7 dias a 25 °C, colocandose en el centro en cada réplica y tratamiento. Las
placas se incubaron durante 14 dias a 25 °C. Se realiz6 un seguimiento en el
crecimiento tomando regularmente la medidas de los didmetros en angulos rectos
durante un mes, para calcular el indice de crecimiento asi como el porcentaje de
reduccién del crecimiento en relacion a los valores de actividad de agua (Mswaka y
Magan, 1999). Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, una vez evaluados
los datos obtenidos, se determino el indice de crecimiento a partir de la parte lineal de

la recta de regresion.

5.2. Proceso de produccion y escalado en fermentado rde 1.5y
de 20 litros del exopolisacarido de Xanthomonas ca  mpestris

Produccion en fermentador de 1,5 litros de xantano.

Para obtener los datos experimentales necesarios para modelizar la produccion
de xantano se han realizado experimentos en un biorreactor comercial, empleando
una incubadora orbital para la preparacion de los in6culos. Ademas de estos equipos,
ha sido necesaria la utilizacion de otros para conseguir la esterilidad de los medios y
las temperaturas programadas en el mantenimiento y crecimiento del microorganismo.
También ha sido necesario utilizar y disponer de un buen nimero de aparatos de
medida para analizar la evolucién de los diferentes componentes del proceso objeto de

estudio.

A partir de los medios descritos anteriormente se llevo a cabo la produccién de
EPS, en un fermentador de tanque agitado BIOSTAT B (Braun- Biotech, Melsungen
AG, Germany) con un vaso de 2 L de volumen constituida por una doble pared de

vidrio con camisa para bafio termostatizado, ver figura 24, controlando de forma
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automatica todas las condiciones de cultivo Sistema de Medida y Control de
Temperatura: el fermentador BIOSTAT B lleva un controlador PID, con un alto grado
de eficacia. La temperatura del medio de cultivo se controla mediante un sensor de
temperatura Pt-100, a la vez que un segundo sensor mide la temperatura del fluido
calefactor que circula a través de la camisa del reactor. Ambas sefales son llevadas
al regulador de temperatura que opera sobre el sistema mediante una resistencia de
500 W. La temperatura de operacion se selecciona y ajustada mediante un indicador
digital, con una sensibilidad de 0,10° C. La velocidad de agitacibn se mide por un
tacdmetro, ajustable entre 0 y 1000 r. p. m., con una resolucién de 10 r. p. m. El valor
fijado se presenta en un indicador digital y se regula mediante un controlador PI.
Sistema de agitacion y aireacion: la unidad de agitacién esta formada por un motor de
70 W de potencia maxima, que ejerce su accion sobre una varilla de acero inoxidable,
sobre la que se encuentran dos agitadores de turbina de cuatro palas rectas. Este
sistema garantiza una velocidad de agitacion adecuada en procesos en los que se
llega a alcanzar una elevada viscosidad en el caldo.

El pH del medio de cultivo es analizado en linea mediante un electrodo
esterilizable, se controla a 7+ 0.05, regulado por la acciéon del controlador sobre
sendas bombas de alimentacién de &lcali o &cido (a partir de las disoluciones de
NaOH y HCI 1N), a una temperatura de 28° C + 0.1 y agitacion de 400 r.p.m.
manteniéndose constante durante todo el proceso.de fermentacion de una duracion de
80h.

Se adiciona 1 mL de Polipropilenglicol P2000 al medio de cultivo para evitar la

formacion excesiva de espuma.

La aireacion del medio de cultivo se suministra mediante un compresor,
filtrdndose a través de una membrana de 0,22 um de didmetro de poro (Millipore)
consiguiendo la esterilizacion del aire que se introduce en el reactor. El aire se
distribuye en el interior mediante un difusor toroidal, ajustando el caudal de aire

mediante una valvula y medido por un rotdmetro.

La unidad de fermentacion se “esterilizd”/ termizé en autoclave a 90° C durante

45 minutos junto con el medio de produccion.

Una vez establecidas los parametros del cultivo en el fermentador, se adiciona
el indculo obtenido a partir de un preinéculo. Tubos con 10mL de medio de cultivo
fueron sembrados con una colonia obtenida por aislamiento en una placa de YM-Agar

o lactosuero al 2% agar tras 48 horas de cultivo a 30° C (colonias amarillentas y de
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aspecto mucoso). El preinéculo se adicion6 a un matraz con 90mL de medio de
produccion cultivado durante aproximadamente 48 horas constituyendo el in6culo para

un volumen final de 1 | en fermentador.

Durante el proceso de fermentacion se realiza un seguimiento a 24, 48, 72y
96 horas.

Figura 24. Fermentador (Electrolab) volumen 2 litros.

Se emplea como medio lactosuero (5%) volumen de 1,5 | a una temperatura de
25 °C 1, agitacion 400 RPM, con un flujo de aire 4 -2 I/min (primeras 42 h ,4 I/min
posteriormente a 2 I/min).Tiempo total de fermentacion 72 h. Se inoculo 140 ml (
aproximadamente 10% del volumen total) de un cultivo joven (24 h) en medio YM.

Durante las 36-42 horas transcurridas del inicio del proceso de fermentacion,
se produce un considerable aumento de la espuma en el medio de cultivo, requiriendo
la adicién de antiespumantes. En esta etapa existe un rapido crecimiento adquiriendo
el medio una intensa coloracion amarillenta como se muestra en la fotografia 24. Al
comparar los cultivos desarrollados en matraces con las fermentaciones llevadas a
cabo con biorreactores, existen notables diferencias en el medio desde su coloracion a

la viscosidad, siendo mayores en los reactores.

Efecto del pH en la produccion de goma xantana.

Para determinar la importancia del control del pH en fermentador de 2 litros

durante todo el proceso de produccién de EPS. Se realizaron fermentaciones por
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triplicado, en fermentadores con lactosuero tratado como medio de cultivo donde no se

controlaba el pH.

Aireacion y agitacion

Debido a que Xanthomonas campestris es una bacteria estrictamente aerobia,
la transferencia de oxigeno en la fermentacion se convierte en una variable de gran
trascendencia. En cada tipo de reactor las variables de operacién que pueden afectar
a la citada transferencia de oxigeno son diferentes. El reactor mas empleado para la
produccion de xantano es el tipo tanque agitado, las condiciones de operacion que

mas influyen son el caudal de aire y la agitacion.

Los valores del caudal de aire empleados son dispares (de 0,3 a 1,5 L/ L/ min),
todos los autores mantienen constante la citada variable. Por tanto, la transferencia del
oxigeno en el caldo depende unicamente de la velocidad de agitacion. Sobre esta
ultima variable citada, hay dos tendencias: por una parte hay autores que la mantienen
constante durante toda la fermentacion (Souw y Demain, 1980; Pinches y Pallent,
1986; Shu y Yang, 1990 y 1991), mientras que otros la van aumentando a medida que
aumenta la viscosidad del caldo (Rogovin y col.,, 1961 y 1965; Moraine y Rogovin,
1971; Cadmus y col., 1978; Kennedy y col., 1982;Funahashi y col., 1987; De Vuyst y
col., 1987; Schweickart y Quinlan, 1989; Pons y col., 1990; Santos, 1993). Ya que
segun estos ultimos, la velocidad de agitacion empleada debe ir incrementdndose a
medida que aumenta la viscosidad del caldo, para mejorar la transferencia del
oxigeno, debidoa que los microorganismos se encuentran recubiertos de una capa de
polisacéarido que evita su rotura por efecto de la elevada velocidad de agitacion, que es
necesario alcanzar para mantener la concentracion de oxigeno disuelto a niveles
adecuados. Para un caudal de aire constante de 1 I/ min, la velocidad de agitacién
inicial debe ser de 210 r. p. m. y tiene que ir aumentando a medida que crece la
viscosidad del caldo en el biorreactor, hasta alcanzar un valor entre 800 y 1000 r.p.m.
En nuestro caso adoptamos una solucion de compromiso y optamos por mantener

constante la velocidad de agitacion a 400 rpm.

Precipitacién del xantano

En la etapa de precipitacion del xantano, se llevaron a cabo pruebas
comparativas disminuyendo la solubilidad de la goma a partir de la adicion de

alcoholes o cetonas de bajo peso molecular: metanol (Smith, 1983), etanol e
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isopropanol (Smith, 1983; Inkson,1979;), acetona (Smith, 1983). Se emplearon tanto

individualmente y en combinacién con sales (KCl o NaCl).

Ultrapurificacion del xantano

Posterior a la obtencion de la goma xantana por centrifugaciona se procede a
la evaporacién del alcohol isopropilico residual contenido en el sedimento. Se
resuspende en 15 ml de agua destilada a una temperatura de 30°C para favorecer su
dispersabilidad. Posteriormente, la solucibn se someti6 a un proceso de
ultracentrifugacion (mediante una centrifuga Beckman L8-M, rotot 50 Ti) a 50000 rpm
durante 45 min con el fin de eliminar las impurezas presentes. Seguidamente el
sobrenadante se dializ6 mediante membranas medicell durante 24 horas en agua
destilada. Finalmente, se liofilizé resultando un producto purificado empledndose para

posteriores analisis y estudios.

Preparacion de membranas de dialisis

En la preparacion de las membranas de didlisis medicell (Medicell International
Ltd, size 7Inf Dia 30/32 “— 23.8 30M aprox. MWCO-12-14000 Daltons de tamafio de

poro), se realiz6 mediante el siguiente protocolo:

» Se cortaron las membranas de didlisis a una longitud de 20-25 cm.

* Se hirvié durante 10 minutos en agua destilada con 2 % de NaHCO; y
1mM EDTA (0.0372 %).

» Se lavé con agua destilada.

* Nuevamente se hirviéo con 1mM de EDTA en agua destilada.

» Se lavé con agua destilada.

* Las membranas se almacenaron a 4° C en etanol al 70 % o bien
dejarlas en la solucion anterior (agua destilada con 1mM de EDTA), su
almacenamiento en tales condiciones no debe ser superior a un mes,
evitando asi posibles contaminaciones.

» Antes de su empleo se lavé con abundante agua destilada.
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Experimentos de produccion de los EPS. In6culo, pro  ceso de producciéon del
EPS, aireacion y caracteristicas finales del produc  to resultante.

El in6culo puede prepararse indistintamente con medio YM o lactosuero. La
produccién de xantano se realiza tanto en la fase de crecimiento exponencial como
en la fase estacionaria. La mayor produccion de xantano se sitla generalmente al final

de la fase exponencial.

En un matraz de un volumen de 500ml que contenia 90ml de medio se le
inoculd 10ml (cultivo joven 24h en medio YM), incubandose durante 72h a una
temperatura de 30° C en un agitador orbital a 150 rpm, siendo este el in6culo del

fermentador.
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Pruebas con el biorreactor de 20 | applikon bio ben  ch 20

El escalado de 20 litros se realiza con un fermentador applikon bio bench, ver figura
25, equipado con un Biocontrolador ADI 1030 con la siguientes caracteristicas:

Sensor de pH (2510202010) rango 0-14 pH
Precisiéon £ 0,01pH
Rin>10"Q

Sensor de temperatura rango 0-150 °C
Precisiéon = 0,1 °C

Sensor de oxigeno disuelto (electrodo galvanico)
Rango 0-500%(aire)
Precision +0,1%

" g
'A
.

Figura 25. Fotografias biorreactor de 20 | Applikon

Bio Bench 20

Protocolo general de preparacion de los bioreactore s

Para la preparacion e inoculacién en el fermentador, se parte de un tubo
inclinado del microorganismo inferior a tres dias, que mediante asa de siembra se
transfiere al medio de crecimiento, formando el inéculo (Erlenmeyer o tubo de ensayo,
segun proceda). El medio de crecimiento inoculado se cultiva en condiciones Optimas
durante 30 - 40 horas.
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Transcurrido el tiempo de incubacion del in6culo, de forma estéril se toma una
pequefia cantidad para realizar soluciones y conocer las concentraciones de biomasa
obtenida, siendo imprescindible para la repetitividad de los resultados obtenidos en

diversos experimentos.

Para realizar el proceso de esterilizacion del fermentador, antes de esterilizar,
se colocan los filtros, tanto como para la entrada de aire como para la salida del
refrigerante, cubriéndose con papel de aluminio y sellandose mediante cinta adhesiva.
Cubriéndose con papel de aluminio el electrodo de oxigeno disuelto, asi como todas

las entradas de las sondas.

Posteriormente, se termiza a 90°C durante 40 minutos el fermentador junto al
medio lactosuero previamente tratado con B galactosidasa en su interior, se deben
pinzar las gomas de salida y entradas evitandose asi pérdidas del medio. Una vez
finalizado el proceso en autoclave, se conecta el fermentador a las unidades de control
y al cuerpo. Posteriormente se acopla la entrada y salida del agua a la camisa del
reactor y se abre la valvula de llenado. Finalmente se ponen en marcha el agitador, los
electrodos y la bomba peristéltica, fijandose todos los pardmetros una vez que la

temperatura es la deseada.

Finalmente se realiza la inoculacion, a través de una membrana preparada al

efecto mediante una jeringa estéril.

Protocolo de uso del APPLIKON BIO BEN CH 20

Para la calibracion del médulo ADI 1030, para el APPIKON BIO BENCH de 20 litros
de volumen se sigue el siguiente protocolo:

1) Se procede a calibrar el electrodo de pH.

- Se debe calibrar el electrodo antes de rellenar el biorreactor de medio.
- Se deben medir la temperatura de los tampones pH4 y Ph7.
- Se programa dicha temperatura en el ADI 1030 para la correccion y se calibra.

« Manual
e Calibrar
° pH

* Execute/edit

e T2buffer: corregir/enter

e Cont: continuar pide el primer tampén 4.

* Edit

» Measuring/Calibr. pH4. Para el segundo tampdn no pide T2 de correccion.
e Cont: pide 2° buffer 7

e Edit/measuring/Calibr. pH=7.
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2)

3)

4)

La sonda de T2 se autocalibra.

Para el electrodo de O,, se realiza un 0 y 100 teorico. EI 0 después de
esterilizar y antes de que entre aire. El 100 % antes de inocular, cuando el
cultivo esta totalmente oxigenado.

Aireacion.

e Se abre la llave de paso del aire hasta una presion de 1,5 bares.

e Se abre la llave de entrada de aire al reactor.

e Se abre la llave de venteo (solo se cierra esta llave para y durante la
esterilizacion y para el test de presion) y la llave de purga del filtro. Esta
llave esta abierta para la salida de gases, por eso siempre se debe de
tener una presion por encima de 0 (1/2 atmosferas) en el reactor para
evitar la contaminacién externa.

e Se abre las valvulas que dejan entrar directamente el aire al reactor
(aireacion inferior mediante el sparging S, lo ideal es dejarla abierta al
méximo). Es preferible la aireacion por la parte superior de la clpula
para evitar la subida de espuma dejandola medio abierta.

¢ Rotametro manejo manual entrada de aire.
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Tabla 10. Calibracion del médulo ADI 1030.
]

Control REMOTO Pin-nbr Funcién

1 Bomba 1

2 Bomba 2

3 Bomba 3 o alarma

4 Rotametro valvula 1
5 Rotametro vélvula 2
6 Rotametro valvula 3
7 Rotametro valvula 4
8 Calentador

9 Enfriador

10 Alarma

11

Realizacién del test de presion
Es muy importante realizar el test de presion antes de esterilizar.
e Se mantiene la temperatura controlada a 37 °C (para ello, abrir la entrada de
agua de la valvula y conectar la toma de agua a un maximo de 500 KPA (0,5
BAR, 7 PSI) y poner en posicion de FERMENT. Se programa el setpoint de T2
a 37 °CPROCESS/SETPOINT/EDIT/37°C/enter.start.
e Se agita al 50 % (500 rpm).
e Al alcanzar los 37°C se cierran todas las llaves de purga y venteo, y se abre la

vélvula de aire y la de entrada al reactor.

e Se esoera hasta que alcance una presion de 1,2 bar.
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» Cerrar la valvula de entrada de aire.
» Esperar 10-15 min. Vigilando la presion, verificar que no existen escapes y se
mantiene la presion.

e Superado el test abrir la llave del condensador suavemente.

Proceso de esterilizacion

e Desconectar las mangueras del refrigerante del ADI (primero la de abajo y
posteriormente la de arriba) vaciarla de agua.

e Cerrar todas las valvulas de aire excepto la del venteo que se deja
entreabierta.

e Agitacién del 50 %.
¢ Controlar 123 °C

PROCESS /SETPOINT/T#EDIT 123 °C /enter.

Parar todos los controladores

Conectar modo esterilizacion

Abrir valvula de vapor (vaciado de la camisa es automatico)

No sobrepasar la presion de entrada a 2 (valvula de seguridad de 2
bares) y la entrada no superior a 1,5 bares.

O O O0OO0Oo

e Dejar subir la T2 a 105 °C.
» Abrir la valvula del filtro del aire (valvula verde esterilizacion 5 minutos).

e Cerrar valvula de venteo para alcanzar 123 °C.

e Abrir las valvulas de aireacion durante 5 min. para esterilizar conductos.

e Alllegar a 121°C contar 20 minutos.

» Cerrar llave de venteo.
* Abrir tomas pH, antiespumante para esterilizar.

« Antes de que se enfrie el medio calibrar sonda oxigeno.

e Cambiar el interruptor a la posicion ferment.

¢ Cambiar T2 a 30 °C.

e Al bajar a 105 °C purgar los filtros de venteo y aire Durante 5 min. Para evitar
contaminacién y después cerrar. Cerrar ambas valvulas tras el purgado.
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« Lallave de entrada del aire abierta por si el sistema cae la presion en ese caso
abrir las llaves de la cupula.

e Cuando esté por debajo de 100°C Conectar el refrigerante gomas del
condensador.

e Abrir la valvula de venteo, asegurandose de que existe una presion positiva.

6. Caracterizacion y composicién quimica de los EPS

Se evaluaron las caracteristicas de los EPS obtenidos a partir de los distintos

procesos de produccién en matraz y fermentador.

6.1. Analisis colorimétricos.

Determinaciones espectrofotométricas.

Determinacion de carbohidratos totales (Dubois y col., 1956).

En la realizacion de la curva patron se emplearon soluciones de glucosa con
una concentracion maxima de 100 pg/mL. Los reactivos empleados fueron fenol al 5%

y acido sulfurico al 97 %.

La hidrdlisis del polisacarido se produce por acido sulfurico, reaccionando los
mondmeros con el fenol, dando una coloracién amarillenta anaranjada midiéndose la
absorbancia a 490 nm. Cuantificandose los mondmeros mediante técnica
colorimétrica.

Fenol
Carbohidratos — Cromégeno (amarillo-anaranjado).
H,SO,

Las muestras de EPS se analizan inmediatamente para evitar disminuciones de
los rendimientos de la medida.

El ma&ximo de absorbancia para las hexosas es de 485-490 nm, también
mediante este método pueden detectarse pentosas, metil pentosas y &cidos urénicos,
cuyo méximo de absorbancia es de 480 nm, por lo que con el fin de evitar

transferencias, se midieron las muestras a 490 nm.
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Determinacién de grupos acetilo (Hestrin, 1949 ).

Para el patron de este ensayo se empled acetilcolina en forma de clorhidrato
(Sigma) tomando una solucién inicial de 1mg/ml, a partir de la cual se prepararon

diluciones de 100 a 1000 pg/ml. La concentracion de las muestras de EPS eran de 1%
(p/V).

Los reactivos empleados fueron Clorhidrato de hidroxilamina 1M en NaOH
1.75N; FeCl; 0.185 M en HCI 0.1 N y solucion de 2V de HCI 35 % y 1V de H,0O.

A 1ml de agua destilada (blanco), solucion patréon y muestra, a las
concentraciones descritas, se afiadid 2 ml del reactivo alcalino de hidroxilamina, se
agito y se dejo 5 minutos en reposo. Posteriormente se lleva a pH 1.2 con 1 ml de una
solucion de HCI:H,O (2:1 V/V) , afiadiendo finalmente 1ml de reactivo FeCl; midiendo

la absorbancia a 540 nm tras 20 minutos de la adicién del reactivo.

Los grupos acetilo reaccionan con la hidroxilamina en medio alcalino originando
hidroxamato, que en presencia de FeCl;forma un compuesto de color cuya medida a

540 nm es directamente proporcional al contenido de grupos acetilo.

Hidroxilamina/OH Fe®
Grupos ——— Acidos hidroxamicos |:>Complejo insoluble
éster
Restos
Acetilo

Acidos acetohidroxamicos

Fe3+ﬂ

Complejo soluble rojo

La ley de Lambert-Beer se cumple hasta una concentracion de acetilos de 420 ug.

Los reactivos deben ser afiadidos en el orden estricto descrito en la técnica.
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Determinacién de acidos urdnicos (Dische, 1962)

Se empleo el método carbazol-4cido sulfdrico, con D-glucurénico lactona

(Sigma) como patrén a una concentracion de 100ug/mL.

Los reactivos utilizados fueron: tetraborato de sodio al 0,95 % (p/V) en é&cido

sulfarico concentrado y carbazol al 0.125 % (p/V) en etanol absoluto.

A 0.25 ml de blanco (agua destilada), patron o muestra se adiciona en bafio de
hielo 1.5 ml del reactivo tetraborato de sodio previamente enfriado. La mezcla se agita
y se calienta a 100 °C durante 15 minutos. Finalmente se deja enfriar a temperatura

ambiente y se mide la absorbancia a 525 nm.
El sulfdrico — tetraborato provoca la hidrdlisis del polisacarido y la liberacién de
los acidos urénicos, estos reaccionan con el carbazol produciendo el cromdgeno cuyo

maximo de absorbancia se produce a 525 nm.

Determinacién de hexosaminas (Johnson, 1971)

Clorhidrato de glucosamina se emplea como patron preparandose soluciones
de 10 a 100pg/ml.

Los reactivos constituyentes son: acetilacetona (2, 4-pentanodiona) al 4 %
(V/V) en solucion de Na,CO; 1,5 N, p-dimetilaminobenzaldehido al 2,67 % en una
solucioén de etanol: HCI (1:1V/V) y etanol 95%.

Previamente las muestras se hidrolizan con HC| a 4N a 100° C durante 4 horas.
Se evapora a sequedad en atmosfera de argdén. Las muestras se preparan a

concentraciones de 500 pg/ml.

A 0,2 ml de blanco, patrén y muestra se afade 0,2 ml del reactivo de
acetilcetona, se calentd la mezcla a 100° C durante 30 min y se enfria a temperatura
ambiente. Posteriormente se adiciona 1ml de etanol, se agita y se afiade 0,2 ml del

reactivo de p-dimetilaminobenzaldeido, agitando y midiendo la absorbancia a 529 nm.
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Determinacién de acido piruvico (Sloneker y Orentas, 1962).

Como patron se emplea acido piravico preparando soluciones de 10 a
100pg/ml. Los reactivos son: una solucion al 0,5 % (p/V) de 2, 4- dinitrofenilhidrazina

en &cido clorhidrico 2 M, acetato de etilo y una solucion de carbonato sddico al 12 %
(p/V).

El polisacarido (1mg/ml) se hidroliza en 5 mL de &cido clorhidrico 1 M a 100 °C
durante 3 h. Una alicuota de 2 ml, asi como el blanco (agua destilada) y los patrones,
se mezclan con 1ml del reactivo de 2, 4- dinitrofenilhidrazina en acido clorhidrico 2 M
durante 5 min, formandose la 2, 4 dinitrofenilhidrazona del acido pirtvico. La mezcla
de reaccién se extrae con 5 ml de acetato de etilo se obtiene con 3 porciones de 5 ml

de una solucion de carbonato sodico.

Determinacion de proteinas

La determinacion de proteinas se realiza a partir de la produccion de un compuesto de
color azulado gracias a la formacion de un compuesto entre las proteinas y el reactivo
de azul de Comassie.

Valoracion de proteinas por el método de Lowry

El método de Lowry (1951) es un método colorimétrico de valoracién
cuantitativa de las proteinas. A la muestra se afiade un reactivo que forma un complejo
coloreado con las proteinas, siendo la intensidad de color de la disolucién resultante

proporcional a la concentracion de proteinas, segun la ley de Lambert-Beer.
Este método consta de dos etapas, figura 26:

1) Los iones Cu?®*, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando complejos con
los atomos de nitrgeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu*-proteina
tienen un color azul claro. Ademas, provocan el desdoblamiento de la estructura
tridimensional de la proteina, exponiéndose los residuos de tirosina que van a
participar en la segunda etapa de la reaccion. El Cu** se mantiene en solucién

alcalina en forma de su complejo con tartrato.

2) La reduccion, también en medio basico, del reactivo de Folin-Ciocalteau por los
grupos fendlicos de los residuos de tirosina presentes en la mayoria de las
proteinas, actuando el cobre como catalizador. El principal constituyente del
reactivo de Folin-Ciocalteau es el acido fosfomolibdotingstico, de color amarillo,
que al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul

intenso.
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restos fendlicos
de tirosinas

@ OH Reactivo de Folin
(We+, Mo®*)
H 9 ﬁ HO (color amarilio)
ML O
cuz+
S ~ T 4
FRRes:
OH 0
Complejo Cu?*-proteina Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido
(color azul pélido) (We*, Mo®)

0 (color azul)

Figura 26. Valoracion de proteinas por el método de Lowry.

Reactivos empleados:

- Reactivo A: Na,COj3 al 2%, NaOH 0,1 M

- Reactivo B;: CuSO, [bH,0 al 1%

- Reactivo B,: tartrato sédico-potasico al 2%

- Reactivo C: Se prepara en el momento de iniciar el ensayo, mezclando A, B; y B, en
proporciones 50:0,5:0,5 (en volumen)

- Reactivo Folin-Ciocalteau: reactivo comercial diluido a 1/4

- Solucion patrén de albumina de suero bovino (BSA) de concentracion 2 mg/mi

- Muestra problema

Procedimiento experimental

Para determinar la concentracion de proteinas de la muestra problema se
construye una curva patrén o de calibrado a partir de una solucion patron BSA (2 mg/ml).
La concentracion gque tienen las muestras problema se determina por interpolacion de los
valores de absorbancia en la curva patron. El tubo 0, que sélo contiene agua destilada y

los reactivos, sirve de blanco para el ajuste del colorimetro a cero de absorbancia.

El método de Lowry para la determinacion de la concentracion de la proteina es
ampliamente utilizado, no obstante puede estar alterado por interferencias de muchas

sustancias y productos quimicos.

Productos quimicos que se saben interfiere con el analisis de Lowry:Barbital
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= CASQUILLOS

= Cloruro del cesio
= Citrato

= Cysteine

= Diethanolamine
= Dithiothreitol

= EDTA
= EGTA
= HEPES

* mercaptoethanol

* Nonidet P-40

* Fenol

= Pyrrolidone polivinilo

= Deoxycholate del sodio
= Salicylate del sodio

* Thimerosol

» Tricine

= TRIS

»  Triton X-100

Referencias del método de Lowry Lowry y otros. Biol del J. Quim. 193:265 - 275 (1951).

Determinacién de la actividad y concentracion de la B-galactosidasa

Para determinar la actividad de la B-galactosidasa se emplea un anélogo de la
lactosa, ONPG (orto-nitro-fenil-galactosidasa) de acuerdo con el método descrito por
Nagy y col. (2001, como se muestra en la figura 27. Este anélogo posee en vez de un
monosacérido glucosa un “ONP”. Al producirse la rotura de la union entre el ONP y la
galactosa mediante la enzima 3-galactosidasa, el ONP liberado soluble en agua forma

una coloracion amatrilla brillante.

La actividad de la B-galactosidasa se determina segun la cantidad de ONP’s
liberados mediante técnicas espectrofotométricas. Concentraciones de lactosa y
galactosa en suero fueron determinadas por ensayos enzimaticos. La reaccion
compuesta por 0.5 ml de extracto enzimético y 0.5 ml de o-nitrofenil B-D-
galactopiranoside (ONPG) 15mM en tampon fosfato 0.03 M (pH 6.8). Transcurridos 10

minutos a 37 ° C, se afladen 2ml de carbonato sédico 0.1 M para detener la reaccion.
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La absorbancia se determina a 420 nm con un espectrofotometro. La actividad
de B-galactosidasa es expresada como unidades (umol de o-nitrofenol liberado por

minuto bajo condiciones estandar).

3- GALACTOSIDADA

H20H

HRI—0 —0— \> GLUCOSA
oH

LACTOSA

GALACTOSA

R- GALACTOSIDADA /
AMARILLO

»

HO 5
ONE

Figura 27. Rotura de la unién entre el ONP y la galactosa mediante la enzima B-
galactosidasa, el ONP liberado soluble en agua forma una coloracion amarilla
brillante.

Reactivos empleados de grado analitico.

Orto-Nitrofenol-beta —galactopiranoside (ONPG) en laboratorio se emplea como un
sustituto de la lactosa. Es un compuesto fenélico debe ser manipulado con precaucién

con la medidas necesarias de seguridad,

Lactosa Cio H 2, O 3

Carbonato sédico

Tampdn

La actividad de la R-galactosidasa se mide en sustrato suero lacteo, la
cantidad de lactosa hidrolizada se determina con el uso de un Kit de deteccion de
glucosa basado en el Trinder reagent. Una unidad se define como la cantidad de
enzima requerida para producir 1 mmol de glucosa bajo las condiciones de ensayo. La
actividad de la enzima fue medida siguiendo la reaccién de hidrdlisis de lactosa,
considerando que se cumple la estequiometria de la reaccion, obteniéndose sendas
moléculas de glucosa y galactosa por molécula de lactosa hidrolizada. De la misma
manera, el grado de hidrolisis se determina midiendo la concentracién de glucosa

liberada por el método glucosa oxidasa/peroxidasa , empleando para ambos casos un
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kit de reactivos para determinacion enziméatica (Biosystems), midiendo la absorbancia
a 505 nm en un espectrofotdbmetro Milton Roy Spectronic Genesys 5 y comparando

con un estandar (Trinder, 1969).

glucosa oxidasa

Glucosa + %20, + H,O  ------m-meemm ) Gluconico + H,0,

peroxidasa

2 H,0, + 4- Aminoantipirina + Fenol ---------- ) Quinonaimina + 4 H,0,

6.2. Determinacion del contenido de cenizas

Se denomina asi a la materia inorganica que forma parte constituyente de los
productos (sales minerales). Las cenizas permanecen como residuo luego de la
calcinacién de la materia organica del alimento. La calcinacion debe efectuarse a una
temperatura adecuada, que sea lo suficientemente alta como para que la materia
organica se destruya totalmente, pero tenemos que observar que la temperatura no
sea excesiva para evitar que los compuestos inorganicos sufran alteracién (fusion,
descomposicién, volatilizacidbn o cambio de estructura).

El contenido de cenizas se determina gravimétricamente mediante diferencia de

pasada tras desecacion de la muestra (EPS liofilizado) en horno a 500°C tras 4 horas.

Equipo y materiales empleados
1.- Mufla.
2.- crisoles de porcelana.
3.- Balanza analitica.
4.- Disgregador y pinzas.
Detalles experimentales:
1.- Se pesé 2 g de muestra de EPS en un crisol previamente tarado y

deshumedecido.

2.- El crisol y su contenido se calcinan, primero sobre una llama baja,
evitando en lo posible la formaciéon excesiva de hollin, hasta que se

carbonice y luego en un horno de mufla a 500° C.

3.- Se calcinod en la mufla durante 4 horas. El método mas seguro es
calcinar hasta peso constante, asegurandose que la ceniza sea blanca
0 parda. Previamente, al cumplirse los primeros 30 minutos de
calcinacion, el crisol se dejé enfriar, con el se rompieron las particulas

incineradas en forma uniforme y cuidadosamente, nuevamente se
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introdujo el crisol en la mufla hasta completar la calcinacion durante el

tiempo antes mencionado.

4.- Transcurrido el tiempo requerido, el crisol se enfri6 a temperatura
ambiente, posteriormente se coloc6 en un desecador y luego se peso.

Célculos

cc-c
% CENIZAS = ---enmen x 100
w

Donde: CC = Peso del crisol mas la ceniza.C = Peso del crisol vacio.W = Peso de la muestra.

6.3. Porcentaje de humedad del producto.

Se determinaron los contenidos de humedad de los diferentes biopolimeros
obtenidos, mediante balanza Cobos (figura 28) que obtiene el contenido de humedad
(en porcentaje) de las muestras secandolas por rayos infrarrojos y midiendo los

cambios en la masa (muestra) debido a la evaporacion.

Figura 28. Fotografia Balanza COBOS para determinar la humedad.el uso de
la balanza para hallar el contenido de humedad es determinante para el
control de calidad.

6.4. Analisis elemental CHNS

El andlisis elemental del EPS obtenido a partir de lactosuero tratado, se realiza
en un analizador elemental Fison’s Instruments Carlo Erba EA 1108 CHNS O del
Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada, que permite la
deteccion simultanea del porcentaje de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre en 15

minutos.
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Este analizador estd compuesto por:

Muestreador automatico

Horno

Sistema de detecciéon TCD

Columna cromatogréfica

Detector de trazas de azufre

Sistema informatico de control, calculo y tratamiento de datos

Microbalanza de precision METTLER M-3

Para la determinacion, se pesan 2 mg de muestra, se envuelven en una lamina
de estafio y se queman al horno a 1.000° C. El estafio al oxidarse hace subir la
temperatura a 1.800°C. Los productos de esta reaccién se tratan con Oxido de
wolframio para lograr la oxidacion completa de la muestra. Posteriormente, los gases
obtenidos se conducen a través de finos alambres de cobre para la obtencion de N,
CO, H,O SO, Los gases resultantes se hacen circular por una columna
cromatografica para separarlos, generando una sefal en un detector de conductividad
térmica (TCD), la informacion se procesa informaticamente para obtener los resultados

definitivos.

6.5. Determinacién de los componentes de los EPS po r
HPLC

La composicibn en monosacaridos de los exopolisacaridos purificados se
determina en base al método propuesto por Chaplin (1982). El polimero purificado
(100 g) se somete a metandlisis, consistente en la adicibn de 200 p de acido
clorhidrico metandlico 0,9 M y calentamiento de las muestras a 80° C durante 16
horas. La mezcla resultante de metilglicésidos se lleva a sequedad en atmésfera de
nitrdgeno a temperatura ambiente. A continuacion se somete a un proceso de re-N-
acetilacion, para lo cual se adicionaron 50 p de metanol seco, 5 p de piridinay 5 u de
acido acético anhidro. Tras el secado de las muestras bajo atmdsfera de nitrégeno, se
trata con 15 p de trimetil-silil-imidazol durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los
glicosidos N-acetilados y transformados se analizan con un cromatégrafo Peri 2000

GLC-FID (Perichom), empleando un gradiente de temperatura de 120-240° C, con un
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programa de 6,1° C/min, seguido de elucién isotérmica, equipado de una columna BP1
(BP1 fused-silica capillary column, 25m x 32 mm, SGE), y b) con un espectrometro de
masas 8060/MD (Fisions Instruments), equipado de una columna PTE (PTE 5 fused-
silica capillary, 30m x 32 mm, Supelco); en este caso el programa del horno incluye
una temperatura inicial de 80° C durante 2 minutos, seguido de un aumento de
temperatura hasta los 235° C, a razén de 20° C/min, seguido de elucion isotérmica.
Antes del andlisis en el cromatografo de gases acoplado a espectrometria de masas,

las muestras se disuelven en 200 p de hexano y se centrifugan 5 minutos a 5000 rpm.

7. Propiedades fisicas de los EPS.

7.1. Andlisis de la viscosidad en las soluciones ac uosas
de EPS.

El EPS empleado para las pruebas reolégicas procedieron de muestras
purificadas obtenidas a partir de diferentes condiciones de produccion, valorandose la

utilidad del producto en sistemas alimentarios.

El comportamiento reolégico de los EPS afecta a diversos aspectos de la
produccién a escala industrial, como influencia sobre los fenémenos de transferencia
de masa, caracteristica de mezcla durante el proceso de fermentacion, recuperacién y

separacion del producto.
Las condiciones generales de fermentacion son las siguientes :

- T2a30°C, pH 7, 400 rpm.

- Medio lactosuero al 5 %.

- Aireacion 1,5 L/min de flujo.

- Tiempo en fermentador 72 horas.

- Prein6culo: 10 ml de cultivo YM o lactosuero tratado en fase estacionaria.

- Indculo :100mL de cultivo lactosuero en fase estacionaria.

Viscosimetros y reémetros empleados.
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Los ensayos de reologia se llevaron a cabo con el viscosimetro Brookfield
LVTDV-II empleando el husillo SC4-18 y el adaptador para pequefias muestras 13R.
Calculandose la velocidad de cizalla a partir de la formula 1.32 N, significando N las

r.p.m prefijadas en el aparato.

Ademas del empleo de un reémetro Bohlin CSR 10 de estrés controlado para
los barridos de velocidad de cizalla. Los resultados de viscosidad se expresaron en
Pa*s siendo 1Pa*s =1 P = 100 cP.

En todos los ensayos realizados se selecciond el sistema de medida para

pequefias muestras (small simple cell; SSC)

Medidas de viscosidad de los EPS

Se procede a comparar las propiedades reolégicas (viscosidades) de la goma
xantana comercial (Kelco®), con la obtenida en medio YM y en lactosuero tratado con
biolactasa.

A partir de una solucion de 1% (p/V) de goma xantana; se vierten 392 ml agua
destilada en un vaso de precipitados se adiciona 4 g de cloruro potasico (KCI).

Se utiliza un agitador de hélice. Continuando la agitacion a 5000 rpm se adiciona 4g
de goma xantana. A medida que aumenta la viscosidad aumenta también la velocidad

de agitacién, agitandose durante 30 minutos.

La viscosidad se determina a 25° C utilizando un viscosimetro Brookfield LVTDV-II.
Cilindro 3,60 medida a 60 rpm, el husillo empleado es el 3 LV. Los resultados son

expresados en cP.

7.1.1. Estudio de los parametros que afectan lavi scosidad de
las soluciones acuosas de los EPS.

Las propiedades reoldgicas de los polisacaridos se ven afectadas por
variaciones de una serie de factores quimicos y fisicos:

e Temperatura.

e Concentracién del polisacarido.

e pH.

» Disolucion en distintos solventes.

» Presencia de sales inorganicas.
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« Efecto de sucesivas congelaciones/descongelaciones.

» Presencia de azucares y acidos.

Estudio del efecto de la concentracion

Se analizaron las viscosidades y las propiedades reolégicas de una serie de
soluciones a concentraciones de 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.50 % (p/V) a una

temperatura de 25 ° C.

Efecto del pH

Las soluciones de xantano al 1 % (p/V) en agua destilada se llevaron a distintos
pH con soluciones de HCI y NaOH hasta valores de pH de (2,3,5,6,7,8,9,10,11)

midiéndose la viscosidades de las soluciones a una velocidad de cizalla 39,6 s™.

Efecto de la temperatura.

Se prepararon disoluciones de xantano al 1% (p/V) alcanzandose distintas
temperaturas termostatizadas de (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90°C) midiéndose

su viscosidad con el fin de conocer el grado de termoestabilidad del EPS.

Estudio de la presencia de sales en la solucion.

Existen algunos polimeros que producen soluciones muy viscosas en agua
destilada que pueden mostrar una significativa disminucién de la viscosidad en
presencia de sales, debido a la alteracion conformacional molecular (Sutherland,
1982), confirmandose grupos cargados en el EPS (Berg y col., 1995).

Se estudio el efecto de la presencia de sales como CINa, KCl y CaCl, al 1% (p/V),
realizandose un reograma a dichas soluciones determinando la viscosidad a distintas

velocidades de cizalla.
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Estudio del efecto de conservacion a 4°C de diferen  tes EPS.

A partir de una solucién de xantano al 1 % (p/V) se midio la viscosidad (cP) a
distintas velocidades de cizalla. Las soluciones se conservaron a 4° C, realizando un
seguimiento a los 20, 40, 60 dias midiéndose las viscosidades (cP) a temperatura

ambiente.

Estudio del efecto de congelacion a -20° C y descon  gelaciones sucesivas.

A partir de disoluciones de xantano al 1 % (p/V) en agua destilada, se
determinaron la viscosidad inicial, posteriormente se congelaron realizandose una
serie de medidas de la viscosidad tras periodos de congelacion y descongelacién cada
4 dias.

Efecto de esterilizacion al vapor.

Se estudiaron los efectos de la esterilizacidon de una solucién de xantano al 1%
(p/V) en autoclave a 112° C durante 30 min., midiéndose la viscosidad inicial y

posterior al proceso de esterilizacion.

7.1.2. Relaciobn entre la viscosidad del caldo con | a
concentracion de xantano

Para relacionar la viscosidad del caldo con la concentracion de xantano en el
mismo, se realizd el calibrado del método. Segun las caracteristicas del xantano
disuelto, la relacion entre la viscosidad de la disolucién y la concentracion de xantano
puede ser muy diferente (Casas, 2000); en consecuencia, para calibrar este método
de andlisis se empled el propio xantano obtenido en cada experimento para realizar el
calibrado. El procedimiento seguido fue el siguiente:

Se toma un caldo resultante de la fermentacion y se afiade un volumen conocido de
alcohol isopropilico (IPA), precipitando el xantano y quedandose en suspension las
bacterias. La relacién caldo: IPA es normalmente superior a 1:2,3, debido a que no se
empled ninguna sal para no falsear la medida por pesada. Después de filtrar, lavar y
secar, se mantiene en una estufa a temperatura de 50°C, hasta pesada constante. Por
otra parte se realizan varias diluciones del caldo de fermentacién y se mide su

viscosidad a25°Cy 30r. p. m.
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7.2. Estudio reoldgico de las soluciones de EPS.
Tixotropia

Para la determinacion del comportamiento tixotrépico de las soluciones de EPS, se
sometieron a un gradiente de deformacion elevado de 90 s™ durante 5 minutos
disminuyendo este hasta 3 s™ durante 10 minutos. Se someten las soluciones a dos
ciclos, sin interrupcién, durante un periodo de 30 minutos, midiéndose las viscosidades

simultdneamente.

Pseudoplasticidad

El estudio del caracter pseudoplastico de las distintas preparaciones de EPS se evalué
mediante el ajusto de los reogramas a un modelo empirico que establece que

establece la relacion de cizalla (o) y el gradiente de deformacion (Y°).

El modelo es la ley de potencia o de Ostwald de Waele, segun la cual

s=K vy

Siendo K el indice de consistencia, el cual da idea de la viscosidad del fluido, a mayor
mas viscosidad, y n es el indice de de pseudoplasticidad, que indica el alejamiento del

fluido del comportamiento newtoniano ( n =1 para fluidos newtonianos perfectos).

Se estudio el efecto de la concentracion del polimero y temperatura sobre los
parametros K y n, para los cual se realiz6 el ajuste de los reogramas obtenidos a
distintas concentraciones de polimero (0,5, 0,6, 0,8, 1%) para este modelo empirico y
diferentes temperaturas (25, 35, 45 ,55, 70, 90) utilizando el programa del reémetro
Bohlin CSR-10.

Fendmeno de histéresis.

El estudio del fendmeno de histéresis se realizd, a partir de una solucién de xantano
al 1 % (p/V) aumentando y disminuyendo la velocidad de cizalla para estudiar el
fendmeno de histéresis. En los todos los ensayos realizados se seleccionoé el sistema

de medida para pequefias muestras (small sample cell; SSC).
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8. Analisis en sistemas alimentarios de los EPS.

8.1. Estudio del efecto de la disoluciéon en distint oS
disolventes.

Se llevaron a cabo una serie de experiencias complementarias para comprobar
la solubilidad del polisacarido en distintos solventes estudiandose simultdneamente la
influencia del factor de agitacion en la facilidad de disolucion y en la viscosidad de las

muestras.

Para analizar mejor las propiedades del polimero se realizaron diversos
estudios utilizando como disolvente la leche. Se estudi6 el comportamiento del
exopolisacarido en distintos disolventes como: agua destilada, leche entera y leche
desnatada en soluciones preparadas con EPS al 1% (p/V) y las mediciones de
viscosidad se realizaron a 30 rpm (39.6 s-1) y temperatura de 25° C. Posteriormente,
se hizo un barrido de velocidad de cizalla con la leche entera y las soluciones de EPS
al 1 % (p/V) en agua, leche desnatada y entera. Es importante especificar la
proporcion utilizada ya que el comportamiento reoldgico del polimero depende de la

concentracion a la cual se realiza el estudio.

8.2. Caracteristicas fisicoquimicas de las solucio  nes de
xantano y sinergismo con otras gomas.

Se estudi6 y se realizd6 un estudio comparativo de las caracteristicas
fisicoguimicas de las soluciones de xantano obtenidas a partir del lactosuero y de la

goma xantana comercial. Los parametros generales estudiados fueron los siguientes :

Caracteristicas organolépticas y color determinadas inmediatamente después

de realizar la disolucién del xantano.

El pH de las soluciones medido con el aparato de electrodo CRISON pH meter

GLP21 con agitacién constante.

La solubilidad se clasific6 con una puntuacién de 0 a 5 de menor a mayor

solubilidad, O corresponde a muy baja solubilidad y 5 a una alta solubilidad.
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La viscosidad se determind a temperatura ambiente (25° C) mediante un

viscosimetro Brookfield LVDV-II.

8.3. Capacidad filmogena, micronizacion, extensibil  idad,
grado de hidratacion de las solucions de EPS.

Para el estudio de la capacidad filmégena de las soluciones acuosas al 2% de
los diferentes EPS obtenidos y comerciales a evaluar, se realizaron extensiones en
cristal mediante un extensiometro capaz de formar peliculas de unas 300 ym de

espesor.

Es muy importante valorar la capacidad filmogena de los distintos EPS para asi
poder valorar la aplicacion potencial en diferentes sectores de la alimentacion.
Ademas de ensayar una serie de propiedades relacionadas, como es la micronizacién
y estabilizacion de los diferentes componentes no solubles, facilidad de extension del
producto, asi como su grado de hidratacion determindndose el tiempo de rehidratacion

de la pelicula en cristal al sumergirse en agua.

8.4. Pruebas de sinergismo de los EPS obtenidos con los
carragenatos en la formacion de geles.

Desde un punto de vista industrial cabe destacar los carragenatos producidos a
partir de las algas rojas, polisacarido con una amplia capacidad de formar geles y

estabilizar.

La firmeza de los geles fue analizada objetivamente por un ensayo mecanico
de compresién entre dos platos de acuerdo con Mitcham y col. (1998), utilizando un
Instron Food Testing Instrument mod. 4501 a una velocidad constante de deformacién

de 100 mm-min™, determinando la pendiente (N-mm™) de la curva fuerza deformacion.

Para la formacion de los geles se afiadié 0,5 g de EPS méas 1,5 g de k-
carragenato refinado en 100ml de agua y por otro lado en 100ml de leche entera.
Hasta alcanzar una temperatura de 80 °C durante unos minutos, favoreciéndose

posteriormente en el enfriamiento la formacién de consistencia de gel.
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La composicion de los k-carragentaos empleados en polvo, contenian mezcla
de los siguientes cationes K (6.8%), Ca, (2.4%), y Na (0.6%).

Estudio reoldgico de las soluciones de xantano.

El comportamiento reolégico del xantano es de gran importancia, afectando a
diferentes aspectos tanto de la produccidon a escala industrial como su posterior
aplicacion industrial. Destaca la influencia sobre fendmenos de transparencia de masa,
caracteristicas de mezcla durante el proceso fermentativo, recuperacion y separacion
del producto y la estabilidad de las soluciones de xantano frente a cambios de pH,

temperatura, fuerza iénica entre otros.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Problematica y usos actuales del lactosuero

Actualmente uno de los problemas mas significativos, como ya se ha
comentado anteriormente, respecto a la economia y al impacto medioambiental
enfrentados por las industrias lacteas es la disposicion del suero de queseria. El
lactosuero, contiene un poco mas del 25 % de las proteinas de la leche, cerca del 8 %
de la materia grasa y del 95 % de la lactosa original. Como es logico su
aprovechamiento es vital, por su alto contenido en nutrientes y evitar contaminaciones
al medio ambiente, en términos de composicioén y de valor energético, los sélidos del

lactosuero son comparables a la harina de trigo (Jelen, 1979).

Existen multiples aplicaciones que posibilitan el aprovechamiento del
lactosuero y eleva la rentabilidad de la operacién de los queseros. Una de estas
areas, seria el empleo de lactosuero en la produccion de polimeros microbianos, con
el objetivo de mejorar este residuo industrial para producir un producto de valor
afiadido, ayudar a disminuir el problema de contaminacion ambiental, y eliminar los

costos del tratamiento requerido para el suero y su permeato antes de desecharlo.

Por otro lado debemos mencionar el alto coste de los procesos asociados a su
aprovechamiento, haciéndolo inviable en muchas queserias de pequefio y mediano
tamafio. Es aqui donde deberian intervenir las autoridades competentes, mediante un
apoyo econOmico en la recogida en camiones cisterna de ese lactosuero generado
haciendo posible su aprovechamiento al trasladarlo a plantas o queserias dotadas con

suficientes medios para procesarlo.

En la industria a diferencia del laboratorio, donde Unicamente se busca emplear
sustratos que permitan una produccion adecuada de EPS, existen otros intereses
prioritarios como es la elecciébn de sustratos de bajo coste. La aplicacion final del
producto sintetizado también condiciona la seleccién de los sustratos, de ahi que se
tienda a utilizar aquellos que sean de adecuada calidad y que contengan el minimo
porcentaje de impurezas (Sutherland, 1990). De acuerdo con estos criterios y junto
con los resultados anteriormente comentados, el lactosuero ha sido la fuente de
carbono seleccionada por nosotros para la produccion de nuestros EPS y para realizar

posteriores estudios.

La lactosa se encuentra aproximadamente en un 4,8% en el lactosuero,

constituye el azlcar principal tanto en el lactosuero y permeato, aunque no puede ser
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empleada como sustrato por muchos microorganismos. Xanthomonas es lactosa
negativa por lo que no posee unos elevados niveles de (- galactosidasa y el suero
empleado como medio de cultivo, contiene una gran cantidad de lactosa como fuente
de carbono. Razon por la cual, el residuo debe ser tratado previamente con biolactasa,
degradando la lactosa en glucosa y galactosa siendo asimilable por la bacteria
Xanthomonas campestris, y por otros microorganismos de interés industrial, por tanto

su degradacion in situ puede ser un tratamiento adecuado, si se realiza a bajo precio.

Con este propoésito se ha evaluado la capacidad y el rendimiento de distintos
microorganismos en la produccion de EPS de interés comercial a partir de lactosuero y

permeatos previamente tratados con B-galactosidasa.

En el caso del xantano, y a pesar de que Xanthomonas campestris puede
utilizar un gran numero de fuentes de carbono (Becker y col., 1998), la eleccién en el
mayor namero de estudios de produccion realizados, asi como en los procesos de
fermentacion industrial es la glucosa, por su coste y facil biodisponibilidad. Donde los
resultados de productividad son mejores que con otros sustratos ensayados, como
sacarosa, lactosa, maltosa, fructosa, xilosa o polioles como el inositol y sorbitol (Leela
y Sharma, 2000). No obstante como se demuestra en el presente trabajo, aunque
obtenemos unos buenos rendimientos en la fermentacion de los EPS de interés
industrial evaluados, se consigue una menor productividad volumétrica al compararlos
con los medios convencionales que se basan en la glucosa como fuente de carbono

principal.

Dadas las amplias y diversas posibilidades de utilizacion que presenta el
lactosuero cuya rentabilidad depende de la coyuntura socioeconémica de cada pais,
este material puede dejar ya de considerarse como un residuo pues ha pasado a
constituir un sustrato versatil para las industrias de biotecnologia, como queda patente

en este trabajo.

2. Estudio y tratamiento del lactosuero con B-
galactosidasa

El procesado por hidrdlisis de la lactosa que se encuentra en el lactosuero, se
hace necesario desde distintos puntos de vista; esta no puede ser empleada como
sustrato por muchos microorganismos, ademas su degradacion in situ puede ser un

tratamiento adecuado, si se realiza a bajo precio. Con este proposito se ha evaluado la

124



capacidad y el rendimiento de distintos microorganismos en la produccién de EPS de
interés comercial a partir de lactosuero y permeatos previamente tratados con B-
galactosidasa. Obteniendo unos buenos rendimientos en la fermentacién de los EPS,
aunque se consigue una menor productividad volumétrica en comparacion con los
medios convencionales que se basan en glucosa como fuente de carbono principal.
Las concentracion de 1000 ppm de biolactasa-N con 50.000 unidades comerciales y
los parametros Optimos de actuacién de la 3- galactosidasa, (T2 40°C, pH 6,5, tiempo
de actuacion 4 horas), se determinaron desde un punto de vista de compromiso
técnico-econémico, siendo un proceso viable a nivel industrial. Con el que se
consiguen porcentajes del 94% de hidrélisis total de la lactosa presente en el

lactosuero o en el permeato.

2.1. Caracteristicas y consideraciones de la  B-galactosidasa

En este estudio hemos empleado la enzima beta-galactosidasa purificada de K.
fragilis ya que presenta mayor estabilidad ante variaciones de temperatura y de la
concentracion de iones que la enzima purificada de la especie K. lactis (Mahoney y
John, 1978), por lo que resultaria mas conveniente utilizar la primera para la hidrolisis
de la leche y productos derivados de ella en la industria alimentaria. Ademas , su
aplicabilidad involucra mayoritariamente sistemas alimenticios, por lo que resulta
idoneo trabajar con enzimas generalmente reconocidas como seguras (GRAS) y
aceptadas por agencias de control de alimentos y drogas como la Food and Drug
Administration (FDA). Actualmente el estatus GRAS es validado sélo para las [3-
galactosidasa de Aspergillus niger, Aspergillus orizae, Kluyveromyces lactis y

Kluyveromyces marxianus (Garcia y col., 1998).

Incluso, en la actualidad muchos autores aun siendo obsoleto, emplean el
término de “lactasa”, preferentemente a la nomenclatura galactosidasa. Dicha enzima
puede provenir de diversas fuentes aunque la especificidad de esta es muy semejante.
Segun varios autores (Kulp, 1975) las mejores enzimas comerciales incluyen: E.coli;
A.niger y a partir de la fermentacion levaduras (K.fragilis, K.lactis). El pH y temperatura

Optima de actividad varian segun las diversas preparaciones comerciales, tabla 11.
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Tabla 11. Principales preparados de [3-galactosidasas

Slactasasz comerciales.

Kluyveromyces

Gist-Brocades, Holland, (Maxillat).

Nutritional Biochemicals Co.Ltd. Cleveland, USA

Tokyo Tanabe Co. Ltd. Japan.

2.2. Estudio de la actividad de la 3- galactosidasa . Segun T2, pH
y concentracion

Los factores mas importantes que afectan a la actividad de la enzima son la
concentracion de enzima, de sustrato y de productos (inhibidores y activadores), el pH

y la temperatura.

Optimizacion de la concentracion de la 3- galactosi  dasa en funcion
del tiempo y temperatura del proceso.

En una primera fase, se procedid a establecer la concentracién éptima de [3-
galactosidasa K. fragilis a emplear para hidrolizar el medio lactosuero. Se realizaron
estudios previos para determinar y ajustar la dosis viable desde un punto de vista

técnico - economico.
El tiempo y la concentracién de la enzima se determinaron con el objetivo de

obtener un mayor porcentaje de hidrélisis a una temperatura determinada en el menor

tiempo posible. Los datos mas representativos, se incluyen en la tabla 12.
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Tabla 12. Actividad de la biolactasa en lactosuero (5% de lactosa) segun distintos

Earémetros.

Concentracion Tiempo de reaccion Temperatura de Grado de

de (horas) Reaccion (° C) Hidrdlisis (%)

BIOLACTASA

(ml /1)
1 1 30 20
1 1 40 50
1 2 40 87
1 4 40 94
1 1 45 60
1 2 45 90
1 4 45 95

La concentracion de la enzima elegida fue de 1 ml I"* de substrato (biolactasa-
N 50.000 unidades comerciales), debido a que a menores concentraciones la reaccion
de hidrélisis se ralentizaria demasiado, y a mayores concentraciones el proceso
tendria una repercusién economica importante desde un punto de vista industrial y

comercial, lo cual podria limitar su aplicabilidad.

Observamos, que la hidrélisis no es completa en ningun caso, incluso a
mayores concentraciones enzimaticas, debido a que el principal problema es el
elevado grado de inhibicién provocada por los dos productos de la reaccion, glucosa
(inhibidor no competitivo) y la galactosa (inhibidor competitivo). Dada la gran
concentracion de lactosa inicial, los efectos inhibitorios llegan a ser muy significativos
en las dltimas etapas de la reaccidn, dificultando que la reaccion pueda llegar a

progresar hasta el 100% de hidrdlisis de la lactosa.

En aproximadamente dos horas, se hidroliza aproximadamente el 87% de la
lactosa del lactosuero, a una concentracibn de 1000 ppm de substrato a una

temperatura de 40° C.
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Curvas de hidrolisis con BIOLACTASA-N
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Figura 29. Curvas de hidrdlisis con biolactasa — N
(' substrato lactosuero 5%lactosa, enzima 1g por 1000ml )
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Figura 30. Efecto de la temperatura en la actividad
dela biolac_t’asa-N aun pHde 6,5ya 1000ppm de
concentracion enzimatica
En las reacciones catalizadas por enzimas, y en el caso de una enzima en
disolucion, al igual que en otras reacciones quimicas, la velocidad a la que transcurre
el proceso de transformacion de los sustratos es mayor al aumentar la temperatura,
dado que al incrementar la energia cinética de las especies reactivas al aumentar la
temperatura, se produce un mayor niumero de complejos activos por unidad de tiempo.
Su actividad 6ptima se sitla a una temperatura de 45°C, como se muestra en la figura
30. La actividad de la biolactasa disminuye en gran medida cuando la temperatura se
aleja de su valor 6ptimo. No obstante, para este estudio se establecié la T2 de trabajo
a 40 °C. La reaccion de hidrélisis es mas rapida en los primeros estadios (1hora) a 45
°C (ver tabla 12, aunque transcurridas 4 horas de tratamiento los valores de hidrélisis
alcanzados son equivalentes en ambas temperaturas 45 y 40 °C. La actividad de la

enzima depende de una estructura terciaria muy ordenada mantenida principalmente
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por enlaces no covalentes y que permite que el sustrato se acople a la enzima en el
sitio activo, si la molécula adquiere suficiente energia estos enlaces no covalentes
pueden romperse (desnaturalizacion), perdiéndose la configuracion de la estructura

terciaria y, por lo tanto, la actividad catalitica (Henley y Sadana, 1986).

Actividad de la 3- galactosidasa en funcion del pH.

En general, las enzimas son activas en un rango limitado de pH, pudiéndose
encontrar dentro de estos valores un pH 6ptimo. Presenta una actividad maxima a un
pH comprendido entre 6 y 6,5 (ver figura 31), al igual que en el caso de la temperatura
los valores de pH, que se alejan de su 6ptimo decrece considerablemente su actividad
hidrolitica, presentando mayor estabilidad a un rango de pH comprendido entre 6 y

7, como se representa en la figura 32.

Este comportamiento es debido a la presencia de grupos ionizables de la
enzima, de tal forma que los cambios de pH pueden alterar la conformacién activa, su
capacidad de unién con el sustrato Yy/o la actividad catalitica de los grupos que
conforman el centro activo. Los grupos ionizables del sustrato también pueden ser
afectados por el pH, lo que puede resultar importante durante la formacion del
complejo enzima-sustrato, o el mismo complejo puede protonarse evolucionando hacia
una forma inactiva. El pH éptimo para la enzima utilizada se encuentra alrededor de
6,5, coincidiendo con el pH del lactosuero a tratar, adoptandose el mismo como pH de

trabajo.
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Figura 31. Actividad relativa segun pH. Figura 32. Actividad residual segun valores de pH

Estabilidad de almacenamiento de la 3- galactosidas  a en funcion del
tiempo de conservacion.

La R-galactosidasa es estable durante su almacenamiento a una temperatura
de aproximadamente de 15° C durante un periodo de cinco meses. En camara
mantiene su actividad normal durante 12 meses. En la figura 33, se representan los
valores residuales de actividad de la enzima libre, considerando el valor inicial de la
actividad como del 100%.

Estabilidad al almacenamiento de

Biolactasa-N
< 100 15c
_cgrs 0 30°C
'g 60 - 37°C
g
g X
g 0 T T ]
0 50 100 150
tiemmpo de almacenamiento(dias)

Figura 33. Estabilidad durante el tiempo de almacenamiento a diferente T2.

A una temperatura de conservacion de 30°C, la actividad residual al transcurrir

5 meses desciende en un 20%, cuando la temperatura es de 37 °C el porcentaje se
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sitla entorno al 40%. La pérdida de actividad residual por tanto esta estrechamente

ligada a temperaturas elevadas de conservacion.

Proceso de tratamiento del lactosuero con 3-galacto  sidasa

El tratamiento del lactosuero se llevo a cabo segun lo descrito en el apartado

2.3 de materiales y métodos

Una parte del lactosuero, se trato con 3-galactosidasa aunque no se procedié a
la inactivacion térmica de la enzima. Ademas, una porcion de lactosuero no fue

tratada con biolactasa, para posteriores ensayos de produccion de EPS.

Es importante mencionar, que en una primera fase se realizaron las pruebas
con el lactosuero procedente de la queseria de Jaén, aunque existian diferencias de
concentracion de lactosa entre unos lotes y otros, por lo que finalmente se decidid
trabajar con una mezcla de lactosuero en polvo con un 5% en contenido de lactosa,
siendo las pruebas de fermentacién mas fiables al no introducir variables externas en

cuanto a la composicion del medio.
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3. Estudio de los tratamientos de “esterilizacion —
pasteurizacion” del medio lactosuero.

Como cualquier otro medio de cultivo, antes de iniciarse la fermentacion se
hace necesario realizar un tratamiento de esterilizacion o pasteurizacion del
lactosuero. Estos tratamientos, deben ser lo mas ajustados para que no
desencadenen reacciones indeseables, por ejemplo; pirolisis de los azlcares
monosacéridos o caramelizacién de los azlcares y las reacciones de Maillard. Por
esta razon, se ensayaron diferentes estrategias de esterilizacion; tindalizacion,
filtracion y termizacion, siendo esta Ultima la adoptada. Con una temperatura éptima
de esterilizacion-pasteurizacion en autoclave entre 85+5° C durante 35-40 minutos se
alcanzaron las condiciones de “esterilidad” requeridas, sin afectar ni degradar el medio

lactosuero.

En la tabla 13, se exponen las principales diferencias entre el lactosuero y el
permeato. Como vemos la carga microbioldgica del lactosuero es considerable en

comparacion a la del permeato.

Tabla 13. Parametros fisico-quimicos- microbiolégicos del lactosuero y permeato.

SUERO PERMEATO
pH 6,5-6,7 6,4-6,6
Lactosa(mM) 100-132 110-120
Galactosa(mM) - 1-1,5
Protefna(g/l ) 6,9-9,57 0,5-0,9
DQO(mgll) 72500-7500 45000-55000
Microorganismos 6,4 10°-7,8 10* 0
totales(ufc/ml)
Bacterias lacti cas 8,110'-1,510° 0

Es necesario que antes de ser empleado como medio de cultivo, reduzcamos
la carga microbiologica del lactosuero al minimo, para evitar posibles contaminaciones

cruzadas durante el proceso de fermentacion.

Hay que tener en cuenta que en la industria, es necesario un tratamiento
conveniente, para eliminar la contaminacion microbiana. Aunque estos tratamientos,
deberan ser lo més ajustados para que no desencadenen una serie de reacciones no

deseables, como son:
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» Destruccion de componentes de importancia nutritiva del medio.

» Aceleraciones de las reacciones entre los azlUcares y aminoacidos
libres.

» Caramelizacién de los azucares.

* Formacién de productos toxicos.

A partir de los diferentes métodos ensayados de esterilizacién-pasteurizacion
por calor humedo Yy filtracion del lactosuero, descritos en el apartado 3 de Materiales y

Métodos, obtuvimos los siguientes resultados:

3.1. Filtracion

A través de este método, los microorganismos quedan retenidos en parte por el
pequefio tamafio de los poros del filtro y por adsorcion a las paredes del poro, durante
su paso a través del filtro debido a la carga eléctrica del filtro y de los
microorganismos. Constituyendo un método inviable por generar problemas de
contaminacion durante la manipulacién y por la facil obturacion de los filtros debido a

la elevada viscosidad del medio de cultivo.

3.2. Tindalizacion

Aungue los resultados obtenidos en los ensayos de esterilizacion fueron
esperanzadores, resultd ser un proceso largo y costoso desde un punto de vista
energético, con un requerimiento de unas instalaciones complejas y gran demanda de
estocaje del medio. Por lo tanto, se concluyé que este método era inviable a nivel

industrial.

3.3. Pasteurizacion/termizacion

La temperatura 6ptima de esterilizacion-pasteurizacion en autoclave, tras
numerosas pruebas se establecio en 85°-90° C. Se ajustaron las variables tiempo -
temperatura en busca de la mayor eficiencia, resultando que a una temperatura de
85° C durante 35-40 minutos se lograban las condiciones de “esterilizacion”

requeridas, sin afectar ni degradar el medio lactosuero.

Los problemas originados al aplicar mayores temperaturas que las

anteriormente citadas, derivan en una serie de reacciones complejas en el medio. Los
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hidratos de carbono, sufren isomerizaciones por las que se forman dobles enlaces y
estructuras ciclicas. La presencia de estas estructuras va a dan lugar a
condensaciones, compuestos con alto peso molecular polimerizados, que tienen un
color marron que hacen que aparezca un color parduzco, con la consecuente
degradacion del medio. Esta variacion de color se produce principalmente por
caramelizacion, y también debido a las reacciones de Maillard, un complejo grupo de
reacciones que dan lugar a la formacion de una serie de compuestos pardos

denominadas melanoidinas.

La caramelizacidon o pirdlisis de los azUcares monosacaridos se da cuando se
calienta por encima de su temperatura de fusion, con reacciones de enolizacion,
deshidratacién y fragmentacién, formandose derivados furandsicos que por
polimerizacién forman pigmentos oscuros. Por lo tanto si se trata de disacaridos
(lactosa) debe existir una hiddlisis previa. Los derivados furanésicos como el furfural o
el 5-hidroximetilfurfural pueden a su vez reaccionar con compuestos aminicos

(reacciones de Maillard RM, figura 34).

La lactosa al tratarse del principal azlcar reductor puede reaccionar con la
lisina proteica, dando lugar a la formacion de derivados de la desoxicetoxil-lisina, sin

gue al principio se produzca reaccion alguna de pardeamiento.

La reaccion de Maillard, implica interacciones entre el grupo carbonilo (en este
caso de la lactosa) y un grupo amino (en alimentos generalmente es el grupo E-NH,
de la lisina) dando lugar a la formacion de una lactulosil.lisina primer componente de la
RM que se forma por el reordenamiento de Amadori de la lactulosil.lisina. En etapas
més avanzadas los derivados de las desoxicetosas se descomponen dando lugar a
premelanoidinas, posteriormente estas se polimerizan para formar melanoidinas
solubles e insolubles, que son las responsables del pardeamiento de los alimentos

tratados térmicamente y conferirles malos sabores y olores

Mientras que las reacciones de Maillard son deseadas en muchos productos
alimentarios por ejemplo en café, en panaderia, patatas fritas, etc. en productos
lacteos como es el caso del lactosuero, constituyen reacciones negativas debido a la
formacion de malos olores y sabores, pardeamiento enzimatico, pérdida de valor

nutritivo entre otros factores.
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Figura 34. Esquema del proceso de glucosilacion no enzimatica o glicacion. Las primeras
etapas reversibles corresponden al reordenamiento de Amadori. A través de una serie de
reacciones complejas los productos de Amadori pueden originar derivados con estructura
imidazdlica (C) pirrélica (D) y otras diversas iminas (A) Formacion de la base de Schiff (B)
furanos, piridinas, etc) que constituyen los AGEs,

Fuente http://www.ciencia.cl/cienciaAlDia/volumen3/numero2/articulos/index.html

En conclusion, optamos por la “termizacion / pasteurizacion” como el método
ideal para tratar el medio lactosuero a partir del cual producir por fermentacion

diferentes EPS microbianos de interés industrial.
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Parte Il

ESTUDIO A NIVEL DE MATRACES
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Previamente, se deben realizar los estudios oportunos de optimizacién de la
produccion de exopolisacéridos microbianos para posteriormente permitir su utilizacion
a nivel industrial. Todo ello comprende un proceso largo y tedioso que normalmente
comienza con la produccion del polimero en matraces de laboratorio. Segun
Sutherland (1990; 1998), el microorganismo debe ser cultivado bajo diferentes
condiciones, para seleccionar aquellas que determinan una produccion 6ptima y
rentable desde el punto de vista de los sustratos empleados y el grado de conversién
de los mismos hasta el exopolisacérido, asi como unas propiedades adecuadas del

biopolimero que se correspondan con un producto final de calidad y competitivo.

Son muchos los estudios llevados a cabo para optimizar la produccién y
mejorar las propiedades fisicas de polisacaridos de interés comercial. Concretamente,
la optimizacién de las condiciones de cultivo y el disefio de un proceso de produccion
adecuado ha sido objeto de multiples estudios en el caso del biopolimero por
excelencia y de mayor aceptacion, el xantano (Garcia-Ochoa y col., 1995, 1997,
Umashankar y col., 1996 a y b; Amanullah y col., 1998 a y b; Azuaje y Sanchez, 1999;
Casas y col., 2000; Rao y Sureshkumar, 2001).

Debido a la importancia de esta etapa previa a la produccién de los
exopolisacaridos a nivel industrial, hemos estandarizado las condiciones 6ptimas de
produccion para cada polimero objeto de este estudio, teniendo en cuenta
basicamente varios criterios de seleccion, el rendimiento y rentabilidad en la

produccion.
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1. Capacidad de desarrollo de cepas en cultivo s6l  ido

1.1. Efecto de la concentracion de lactosuero trata  do sobre el
crecimiento de Xanthomonas campestris, Agrobacteriu m
radiobacter, Aureobasidium pullulans en medio de c ultivo
s6lido suplementado al 2% con agar - agar

Los estudios se centraron en Xanthomonas campestris NRBBL-1459,
Agrobacterium radiobacter y Aureobasidium pullulans, debido a su mayor interés para
la produccion de EPS a nivel industrial, se inicio el proceso de optimizacién en la
produccion de los EPS empleando como medio, lactosuero tratado con R3-

galactosidasa en medio sélido suplementado con agar- agar al 2%

En la tabla 14, se muestran los resultados del crecimiento colonial de la cepa
Xanthomonas campestris NRRL-B 1459 en los diferentes medios de cultivo sélido
ensayados. Las colonias presentes tanto en medio YM agar como lactosuero tratado
con agar, con un color amarillento opaco y de consistencia mucosa, mostraron un
tamafio colonial considerable, representando Cepas L (Large, mostradas en las
figuras 35 y 36) proporcionando un buen rendimiento en xantano y con un nivel alto
de piruvato. Por el contrario, las cepas desarrolladas en medio lactosuero sin tratar
con agar, mostraron diametros coloniales muy inferiores de menos de 1mm, ademas
sin apenas produccidon de xantano. Estas cepas, llamadas Sm se producen por
degeneracion de las cepas L, debido a que en el medio lactosuero sin tratar no poseen
los nutrientes y fuentes de carbono necesarios para su crecimiento y desarrollo, por lo

gue existe un envejecimiento y degeneracion temprano del cultivo.
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Tabla 14. Diametros coloniales de X. campestris NRRL-B 1459 tras 72 h a 30°C en
distintos medios de cultivo

Lactosuero sin
tratar agar

Lactosuero tratado
al 5% con agar

YM agar

Diametros coloniales
(mm)

Tabla 15.Diametros coloniales de Agrobacterium radiobacter tras 72 h a 30°C en distintos medios de

cultivo

Lactosuero sin
tratar con agar

Lactosuero tratado al
5% con agar

YM agar

Diametros coloniales
(mm)

Tabla 16. indices de crecimiento de Aureobasidium pullulans en distintos medios de cultivo.

YM agar Lactosuero tratado al  Lactosuero sin
5% con agar tratar con agar

indices de crecimiento 2,4+0,3 2,340,2 0,4+0,2
(mm dia™®)

Figura 35. N Figura 36.

Crecimiento de X.campestris (72h), medio lactosuero (5%) Cepa L (large): presentan colonias mucoides amarillas
suplementado con un 2 % de agar.Formacion de grandes colonias brillantes, de 4 a 5 mm de diametro, X.campestris.

convexas amarillentas de X.campestris
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Figura 37 . Crecimiento de Aureobasidium pullulans en medio YM y lactosuero no tratado y lactosuero
tratado tras 5 dias a 30°C.

&

Figura 38. Pigmentacién del micelio de Aureobasidium pullulans tras 7 y 10 dias a 30°C en PDA.

Figura 39. Crecimiento de las Colonias de Agrobacterium radiobacter en medio YM y lactosuero tratado (72h a 30°C).
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En las siguientes tablas vemos la evolucion a lo largo del tiempo de las
colonias mucosas de Xanthomonas campestris y Agrobacterium radiobacter (figura 39)

en medio lactosuero solido a diferentes concentraciones.

Observamos que la bacteria X. campestris necesita un periodo minimo de 24
horas a una temperatura de 30° C para que las colonias sean visibles a
concentraciones de lactosuero con un 5% de lactosa hidrolizada, mientras que a

concentraciones de lactosa del 2 y 10 % se necesita esperar un minimo de 48 horas.

Tabla 17. Crecimiento colonial de Xanthomonas campestris en medio sélido.
Concentracion de lactosuero (V/V) en medio sélido.
! Colonias mucosas pequefias de diamertro inferior a 3mm.
Simbolos: T = tiempo incubacién en horas.
+ = crecimiento (+ small) (++large) (+++very large)
- = no crecimiento

T(h) a 30°C 2,5 % lactosuero 5% lactosuero 10% lactosuero
24 - + -
48 + ++ +
72 + ++ +

Tabla 18. Crecimiento colonial de Agrobacterium radiobacter en medio sélido.
Concentracion de lactosuero (V/V) en medio sélido
! Colonias mucosas pequefas de didmertro inferior a 3mm.
Simbolos: T = tiempo incubacion en horas.
+ = crecimiento (+ small) (++large) (+++very large)
- = no crecimiento

T(h) a 30°C 2,5 % lactosuero 5% lactosuero 10% lactosuero
24 - + +

48 + ++ ++

72 + ++ +++

Tabla 19. indices de crecimiento (mm dia-1) de A. pullulans
Concentracion de lactosuero (V/V) en medio sélido

T(h) a 30°C 2,5 % lactosuero 5% lactosuero 10% lactosuero
indices de 1,4+0,25 2,3+0,25 2,5+0,25
crecimiento
(mm dia™)

El crecimiento colonial, es mucho mayor a concentraciones de lactosuero con 5
% de lactosa hidrolizada, desarrollandose colonias de mas de 4mm de diametro

transcurridas 72 horas. Por el contrario, no se logran crecimientos coloniales mayores
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de 2 mm a concentraciones del 2,5 % y al 10%. En un estudio llevado a cabo con el
xantano, se evalué el efecto del porcentaje de glucosa sobre la produccion de
biopolimero, y se puso de manifiesto que el aporte 6ptimo de dicha fuente de carbono
para la produccion de xantano estd entre el 1 y 5% (p/v), de modo que mayores
porcentajes de este componente resultan inhibitorios y no se produce un aumento en
la produccién de EPS posiblemente debido a una represion catabdlica (Leela y
Sharma, 2000). De hecho, Xanthomonas campestris metaboliza los azlcares
mediante una ruta metabdlica central en la que, una vez que se afiade la glucosa, se
produce primeramente una fosforilacion para dar glucosa-6- fosfato que puede
incorporarse o0 bien al metabolismo central en el que es catabolizada hasta piruvato y
gliceraldehido 3-fosfato, o bien ser incorporada y utilizada para la produccion de
polimero. En condiciones de exceso de glucosa en el medio, se induce la activacién de
una ruta metabolica alternativa consistente en la oxidacion directa de la glucosa a
gluconato (Lessie y Phibbs, 1984). Bajo estas condiciones es de esperar una
disminucion de los niveles y con ello menor disponibilidad de glucosa-6-fosfato,
necesaria para la produccion de EPS, de ahi que el rendimiento en la producciéon de
xantano sea menor. A causa de este fendmeno, los procesos de optimizacién de
produccién de xantano han de incluir estrategias que eviten una acumulacién excesiva
de glucosa en el medio (Lettisse y col., 2001). Otra explicacion para el comportamiento
de la gran mayoria de bacterias frente a elevados porcentajes de glucosa, podria ser
el que a que a elevadas concentraciones de la fuente de carbono, la bacteria sufra una
plasmdlisis que provoque que la captacion de nutrientes no sea lo suficientemente
efectiva. Este fendmeno podria evitarse, y con ello hacer que la bacteria tolere
mayores cantidades de azlcar, incorporando de forma gradual concentraciones
crecientes de la misma al medio en el que crece el microorganismo cada cierto
intervalo de tiempo (Sutherland, comunicacién personal). A ello hay que sumar el
hecho de que un incremento de la concentracion de azucar puede ademas traducirse
en una utilizacion ineficaz de la misma al aumentar la sintesis de otros metabolitos en

detrimento de la produccién de exopolisacarido (Farres y col., 1997).

Sin embargo, otros  microorganismos suponen una excepcion a este
comportamiento general descrito anteriormente frente a la concentracién de glucosa.
En este caso, a medida que aumentamos la concentracion de glucosa en el medio de
cultivo, aumenta el crecimiento celular y la produccion de exopolisacéarido, al igual que
se ha descrito, por ejemplo, para Pediococcus damnosus IOEB8801 (Walling y col.,
2005). Parece que una concentracion inicial elevada de glucosa en el medio, estimula
la produccion de polimero, no sélo por una mejora en el crecimiento celular, sino

también porque hay més glucosa disponible para la sintesis de EPS.
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En el caso de A.radiobacter, las colonias presentaron mayores tamafios al
crecer a concentraciones de lactosuero elevadas 10 %, aunque no existen diferencias
significativas al crecer a concentraciones del 5%, fotografia 44. Agrobacterium
radiobacter, es una bacteria aerobia gram negativa que puede emplear una gran
cantidad de azucares como fuente de carbono como sustrato para su crecimiento.
Aunque, como se muestra en la tabla 15 puede crecer en medios donde el azucar
mayoritario es la lactosa, por ejemplo, en lactosuero no tratado los crecimientos
coloniales son mucho mayores en comparacién con Xanthomonas campestris, ya que
posee unos niveles muy bajos de B galactosidasa. El transporte de lactosa en A.
radiobacter se realiza via proteina de unién dependiente del sistema activo de
transporte (en contraposicion a H+ symport y a sistemas fosfotransferasas
encontradas en otras bacterias), la expresion de este sistema de transporte esta

estrechamente unido a la  galactosidasa (Greenwood y col., 1990).

El otro microorganismo evaluado, Aureobasidium pullulans es un hongo
polimérfico, adoptando formas alargadas filamentosas, grandes clamidosporas y
formas celulares como pequefias elipses como si fuesen levaduras. Una de las
caracteristicas indeseables del hongo, es la produccién de pigmentos oscuros, ver
fotografia 38, en principio de color verde oscuro virando posteriormente a color negro.
Por otro lado, en los cultivos liquidos cuando el proceso de fermentacion avanza, la
viscosidad del cultivo disminuye debido a una disminucién del peso molecular medio
del pululano extracelular acumulado. Por ultimo, cabe destacar que no existen
diferencias significativas entre los indices de crecimiento de Aureobasidium pullulans
cuando se deasarrolan en diferentes medios, como YM o lactosuero tratado (tabla 16)

y cuando crecen a concentraciones de 5y 10 % de lactosuero tratado (tabla 19).
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2. Capacidad de desarrollo de cepas en cultivo liqu  ido

2.1. Estudio de los tiempos de incubacion. Curvasd e
crecimiento de X. campestris

Se realizaron curvas de crecimiento, a partir de la variacion de absorbancia
medida a distintos tiempos a 600 nm A . Como referencia en TO se empled la escala
Mc Farland (4), usando los medios YM, medio "ideal" y lactosuero tratado con un 5%
lactosa inicial. Observandose las diferencias de crecimiento establecidos en los

distintos medios.

La produccion de xantano estd parcialmente ligada al crecimiento celular, se
produce durante todas las fases de crecimiento de la bacteria, con un maximo cuando
se sitla en la fase estacionaria de crecimiento bacteriano (Sutherland, 1990, 1993). La
fase de sintesis del xantano ocurre en todas las fases de crecimiento, obteniéndose un
maximo una vez que el crecimiento bacteriano se ha estacionado. Se ha comprobado
gque en las distintas fases de crecimiento el xantano es distinto en cuanto a su masa
molecular y su grado de ramificacion de la cadena, por tanto el EPS resultante final es

una mezcla proveniente de la produccion en las diferentes etapas.

3,5 T

absorbancia a 600 nm
=
[6)]

0 2 4 6 8 10 12 14

tiempo, h

—e—YM —m—lactosuero —a—ideal

Figura 40. Curvas de crecimiento de Xanthomonas campestris en diferentes medios de
cultivo a una temperatura de 30 °C.

Las curvas de crecimiento, figura 40, nos indican el rapido crecimiento de
Xanthomonas campestris en medio lactosuero tratado con B-galactosidasa. Aunque el

crecimiento de Xanthomonas en lactosuero tratado, es menor en comparacion que
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cuando la cepa se incuba en medio YM o en medio “ideal”, presenta un crecimiento
considerable y bastante rapido, alcanzandose a las 12 horas de incubacion en medio
lactosuero una concentracion de 0,24 gramos/l en biomasa, en comparacion con 0,35

gramos/| tanto en YM como en el medio” ideal”.

Estos resultados tan esperanzadores nos alentaron a seguir trabajando y a
realizar nuevas pruebas y estudios en la produccion de EPS de interés industrial,

empleando como medio lactosuero tratado con p-galactosidasa.

2.2. Edad y porcentaje del inéculo

El principal objetivo en el desarrollo del indculo, en un rapido incremento de la
concentracion celular minimizando la produccion de gomas xantana, debido a que su
produccion, alrededor de las células, impide el aporte y transporte de nutrientes

prolongando la fase de crecimiento celular.

En cualquier estudio de fermentacién, la edad del in6culo es un parametro muy
importante y decisivo para la obtencion de altos rendimientos en el menor tiempo

posible.

La concentracidon celular fue maxima cuando los tiempos de fermentacién de
los in6culo estaban comprendidos entre 30-48 horas. Los tiempos de incubacion
ideales en medio YM se sitian en 30 horas, mientras que la incubacion llevada a cabo

en medio lactosuero tratado es de 48 horas.

Los in6culo preparados en medio lactosuero tratado deben adaptarse al medio
complejo, por lo que necesitan un periodo mas prolongado para lograr la misma
concentracion celular. En cualquier caso, al transcurrir mas de 48 horas, en ambos
medios la concentraciéon de EPS es menor, debido a la disminucion en la actividad del

crecimiento celular por muerte celular.

Otro factor de vital importancia para conseguir buenos rendimientos en el
proceso de fermentacion, es el porcentaje de indculo a afadir. Las pruebas iniciales en
matraces indicaban mayores rendimientos cuando se incorporaba un 10 % de in6culo
al cultivo. Este porcentaje se constato en todos los cultivos (Xanthomonas campestris,

Agrobacterium radiobacter, Aureobasidium pullulans).
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Posteriormente, en el caso de Xanthomonas campestris, se realizaron ensayos
en biofermentador de 2 litros en medio lactosuero tratado para la goma xantana,

obteniéndose los mismos resultados que en los realizados en matraz.

2.3. Estudio de diferentes metodologias para precip  itar la goma
xantana.

Existen varios métodos para la recuperacion del EPS a partir de los caldos de

fermentacién:

1) Precipitacion a partir de la adicion de disolventes seguida de una posterior

liofilizacién o atomizacion.
2) Por otro lado, mediante ultrafiltracion.

Generalmente, el método empleado depende del tipo de aplicacion dada al
EPS, generalmente la industria alimentaria requiere un producto en polvo, mientras
que para otro tipo de aplicaciones tales como recuperacion de petréleo, se requiere un

producto liquido prefiriéndose el método de ultrafiltracién para concentrar el EPS.

Un aspecto a tener muy en cuenta en la metodologia de trabajo para su
viabilidad economica e industrial, es la evaluacion del coste energético en los
diferentes procesos de recuperacion del xantano a partir de los caldos de cultivo
diluidos, empleando la precipitacion con alcohol o bien la ultrafiltracion. En este
trabajo se empled el método de la adicion de disolventes, tanto para la obtencién de
goma xantana, succinoglicano y pululano para finalmente obtener un producto en
polvo tras el proceso de liofilizacion. Las razones de emplear este método, se basaron

en:

- El empleo mayoritario para el EPS corresponderia a usos alimentarios, con la

necesidad de disponer de un producto en polvo o liofilizado.

- El proceso de ultracentrifugacion, puede suponer un ahorro energético entorno
al 80%, si se compara con la adicion de solventes como el alcohol isopropilico
(Yan-Ming-Lo y col., 1996). No obstante el proceso de ultrafiltracion es
ventajoso cuando obtenemos concentraciones de xantano en el medio de

cultivo entre 2,5% y 7%, en este estudio las concentraciones obtenidas fueron
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bastante inferiores, por tanto este método, no resultaria ventajoso

econdémicamente en nuestro caso.

- La adicién del alcohol cumple una doble misién, por un lado la dilucién de los
caldos, provocando una notable disminucién en su viscosidad, y por otro actuar
como un biocida, destruyendo la actividad bacteriana, asi como, en muchos

casos, su pared celular.

En la mayoria de los trabajos anteriores, el disolvente empleado es isopropanol
(Smith, 1983; Inkson y Wilkinson, 1981; Bouinot, 1976), en cantidades referidas a
volumen de caldo entre 1,8: 1y 2,5: 1 (v alcohol isopropilico/ v caldo). Por otra parte,
otros autores (Patton y Holman., 1968; Pace y Righelato, 1981; Albretch y col, 1962;
Kenedy y col., 1982) han propuesto la adicion de cationes polivalentes a las soluciones
de xantano, realizdndose la precipitacibn del xantano debido al caracter
polielectrolitico del polisacérido. Se puede realizar la precipitacion por la adicion de
sales de calcio (Patton y Holman, 1968) a pH basico (entre 8,5y 12) o por sales de
aluminio (Albretch y col., 1962) a pH acido (entre 4 y 4,5). De este modo se obtiene
una sal de xantano insoluble, que debe de ser transformado en un compuesto soluble,

en forma de sal sédica o potasica, para su empleo comercial.

Otra posibilidad, es el empleo combinado de ambos efectos (debido al disolvente y
a la presencia de cationes en la disolucion). Smith (1983) sefial6 la posibilidad de
afadir al caldo sales de calcio, magnesio y cinc asi como isopropanol, disminuyendo
en gran manera la cantidad de disolvente necesaria para llevar a cabo la precipitacion.
El empleo de sales polivalentes se debe a que, cuanto mayor es la carga del cation
empleado, menor es el volumen necesario de disolvente para conseguir la
precipitacion de la misma cantidad de xantano Las etapas finales empleadas
dependen de las propiedades comerciales y los usos a los que se vaya a dedicar el

xantano purificado

Es de destacar, la influencia de la concentracién de sales empleada sobre el
volumen de alcohol isopropilico necesario para la precipitacion del xantano. El empleo
de sales como cloruro potasico y cloruro sodico son utilizadas en la precipitacién de
los polisacaridos microbianos. Las sales de cationes monovalentes pueden ser las
elegidas para fermentacién. La naturaleza polielectrolitica del xantano obliga a
estabilizar su conformacién en disolucion, por adicién de pequefas cantidades de sal
(generalmente NaCl), siendo esta la Unica forma de obtener resultados reproducibles y

evitar asi posibles comportamientos tixotropicos o de agregacion de moléculas. Se
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concluyé que adicionando un 4% de NaCl se conseguia reducir notablemente la
adicion de alcohol isopropilico para lograr la precipitacion del xantano. Por tanto, la
adicion de sales al medio reduce la cantidad de alcohol necesaria para la precipitacion
del xantano, siendo determinte la carga del cation cuando mayor sea se requiere una

menor cantidad de alcohol isopropilico.

El volumen total de solvente necesario para la precipitacion del polimero depende
del agente. Segun estudios previos comparativos entre el uso del metanol, etanol,
acetona e isopropanol, comprobamos que era necesaria una menor cantidad al

emplearse el isopropanol seguida de acetona y etanol.

El xantano se separa del medio por precipitacion al adicionar mas cantidad de
alcohol o alcohol y sales, siendo el alcohol isopropilico el agente mas adecuado. Se
confirmd que el método consistente en diluir previamente el medio 1:3 (vol, medio
lactosuero: vol. agua destilada) con la adicién posterior de 2 volimenes de isopropanol
era el 6ptimo industrialmente (figura 41 y 42), ya que generaba un menor coste en
disolventes y de gran eficacia, pues aunque cantidades similares de acetona produce
la misma separacion, tanto por la cantidad requerida como, sobre todo, por su menor
toxicidad, es preferible el empleo de alcohol isopropilico. Ademds, este
comportamiento es bastante parecido a distintas concentraciones de xantano en

disolucién.

La precipitacion del xantano obtenido mediante este método, es comparable al

obtenido a nivel industrial en comparacion con la textura y color.

El uso final del xantano, depender& del tipo de solvente utilizado, por ejemplo, el
precipitado con metanol no seria apto en aplicaciones y procesos alimentarios, debido
a su toxicidad. Con el empleo de isopropanol, se conseguia precipitar el xantano con
menor cantidad de solvente, tanto en medio YM como en lactosuero, ademas de ser

apto para su uso alimentario,
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8 sin previa dilucion
Cultivos diluidos 1:1

Cultivos diluidos 1:3
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Figura 41 . Diferentes metodologias empleadas en la precipitacion del EPS segun diluciones
previas acuosas con la adicion de diferentes volimenes de alcohol isopropilico. En medio YM.
En todos los casos se adiciono un 4% de CINa para favorecer la precipitacién de los
polisacaridos.
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Figura 42. Diferentes metodologias empleadas en la precipitacién del EPS segun diluciones
previas acuosas con la adicion de diferentes volimenes de alcohol isopropilico.en medio
lactosuero. En todos los casos se adiciono un 4% de CINa para favorecer la precipitacion de
los polisacaridos.

Se realizaron diferentes tipos de extracciones del EPS para valorar su rendimiento:

A) Cultivo sin diluir
B) Dilucion del cultivo al 50% con agua destilada.
C) Dilucion del cultivo 1:3 (1 parte de lactosuero y 3 partes de agua destilada).

El protocolo de extraccién es el mismo para A, B y C variando la dilucion del cultivo
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2.4. Temperatura de incubacién y agitacion de los ¢ ultivos

Para continuar con la seleccion de las condiciones éptimas de produccion de
los EPS, fijamos la temperatura de incubacion y la agitacién de los cultivos en primer

lugar en matraces y posteriormente en fermentador de 2 I.

Si bien, la temperatura Optima para la produccion de xantano es de 28° C, se
ha experimentado a diferentes temperaturas 25, 30 y 33 ° C, para tratar de describir

la influencia de esta variable.

Tabla 20. Efecto de la temperatura de incubacién de Xanthomonas campestris sobre la produccién de
EPS y la biomasa celular en matraz a 150 rpm tras 72 horras.
MATRAZ

25°C 30°C 33°C

MEDIO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO

YM 0,3 0,12 2,50 0,4 0,13 3,07 0,37 0,13 2,85
LACT. | 0,25 0,11 2,27 0,35 0,12 2,92 0,32 0,14 2,29

Tabla 21. Efecto de la temperatura de incubaciéon de X.campestris sobre la produccion de EPS y la
biomasa celular en matraz a 100 rpm tras 72 horas.
MATRAZ

33°C

MEDIO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO

La velocidad de agitacion afecta extensamente a los caldos de fermentacion de

la goma xantana, se trata de una variable fundamental a controlar en el proceso para

la obtencion de un biopolimero de calidad y con rendimientos 6ptimos.

Como observamos, en las tablas 20 y 21, la velocidad de agitacion es un

parametro fundamental tanto a escala de matraces como de fermentador.

En lo que respecta a las pruebas en matraz, obtuvimos en lineas generales
mayores rendimientos de EPS al trabajar con velocidades de agitacién mas elevadas
(150 rpm), ver tabla 20. Determinando que a la velocidad de agitacion anteriormente
mencionada y a 30 °C se lograron los mejores resultados en lo referido a
productividad, 0,4 gePS/100ml en medio YM y 0,35 gEPS/100ml. Es de considerar los
valores de rendimiento obtenidos en matraces debido principalmente a que a

volimenes de trabajo de 100ml, no existe un factor limitante respecto al suministro de
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oxigeno, como es el caso del trabajo en fermentadores donde la variable aireacion es

un factor limitante a los volimenes de trabajo.

2.5. Estudio en matraces del efecto del tiempo dei  ncubacion
sobre el crecimiento de Xanthomonas en diferentes m edios:
YM vy lactosuero tratado.

Como se observa en la figura 43, la formaciéon de xantano es un producto
asociado al crecimiento del microorganismo. El mayor incremento en la concentracion
se produce cuando el microorganismo se encuentra en la fase estacionaria de
crecimiento. Por otro lado, se observa la estrecha relacion entre la formacién del

producto y el consumo de la fuente carbonada.

0,45 - - 3,5
0,4 - 3
0,35 -

€ L 2,5

5§ 03-

30257 -2
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0 24 48 72

tiempo de incubacion (horas)

s gEPS/100m LACTOSUERO 3 gEPS/100m YM —8— DO LACTOSUERO —3— DO YM

Figura 43. Produccion de goma xantana en funcion del tiempo de incubacion.

Es interesante observar que la produccion del polisacarido practicamente se
inicia una vez finalizado el crecimiento exponencial y prosigue durante la fase

estacionaria.

La produccion de los biopolimeros aumenta progresivamente durante la fase
logaritmica y alcanza un maximo en la fase estacionaria, alrededor de las 60 horas de

incubacion de los cultivos de Xanthomonas en matraz.

Este hecho es indicativo de que la produccién de EPS por parte de las

bacterias de xanthomonas que hemos estudiado es un proceso parcialmente asociado
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con el crecimiento de la bacteria, ya que si bien tiene lugar mientras que la bacteria
crece, es maximo una vez que el crecimiento se ha estacionado (Sutherland, 1990).
Estos resultados podrian indicar que una multiplicacién celular eficiente resulta
esencial para que después se produzca de forma correcta la sintesis del
exopolisacarido (Walling y col.,, 2005). Es como si durante la fase de crecimiento
celular optima, los precursores activados disponibles se emplean fundamentalmente
para la sintesis de biomasa; después, cuando el crecimiento se ha estabilizado, estos
se encuentran disponibles para la sintesis del exopolisacarido (Petry y col., 2000;
Ramos y col., 1995). La fase de crecimiento durante la cual tiene lugar la produccion
de exopolisacarido difiere de unos microorganismos a otros. La sintesis de EPS puede
estar asociada al crecimiento, como en el caso del pululano producido por
Aureobasidium pullulans, el alginato bacteriano sintetizado por Azotobacter vinelandii o
los heteropolisacaridos producidos por muchas bacterias del acido lactico (De Vuyst y
Degeest, 1999 ; Weldman y Maddox, 2003). Mas raramente, la produccién de
exopolisacarido tiene lugar Unicamente cuando el crecimiento ha cesado totalmente,
tal y como ocurre con el curdlano de Alcaligenes faecalis (Sutherland, 1990) o para el

exopolisacarido producido por Aeromonas salmonicida (Bonet y col., 1993).

En el caso del xantano, la sintesis ocurre, en todas las fases de crecimiento,
obteniéndose el maximo una vez que el crecimiento bacteriano se ha estacionado
(Sutherland, 1990, 1993). Se ha comprobado que en las diferentes fases de
crecimiento, el xantano producido es distinto en cuanto a su masa molecular y grado
de ramificaciébn de la cadena; por tanto el producto extraido al final del proceso
representa una mezcla del EPS producido en las diferentes etapas (Becker y col.,
1998).

2.6. Obtencion del curdlano y succinoglicano.

Protocolos de extraccion del curdlano y del succin oglicano.

Obtuvimos resultados mas repetitivos y con mayores tasas de produccion
empleando el método B, descrito en el apartado 4.2 de materiales y métodos en la

separacion y extracciéon del curdlano.

El protocolo para la obtencion del succinoglicano, que se muestra en la figura
44, consiste en el paso final de la adicion de dos volimenes de alcohol isopropilico al
medio de cultivo diluido, favoreciendo asi la separacion y recogida del succinoglicano,

realizdndose de la misma forma que para el xantano.
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Figura 44. Estado del medio de cultivo tras
la adicién de 2 volumenes de IPA, en la
parte superior se obtiene el succinoglicano.

Durante el proceso de extracciéon del curdlano, observamos que al afiadir NaOH 1
N (protocolo nimero 2), la coloracion del medio vira a un naranja rojizo. Al neutralizar
el pH mediante la adicién de HCI el medio torna a la coloracion original. Este
fendbmeno puede ser debido a un cambio transicional de las cadenas (ordenacion del
polimero), al encontrarse en unas condiciones béasicas (ver fotografias 45y 46).

Figura 45. Transicion de color en condiciones 4cidas Figura 46. Transicion de color en condiciones alcalinas

Influencia del pH durante el proceso de fermentaci6 n

El pH del cutivo es uno de los factores mas importantes, influyendo
directamente en la tasa de crecimiento celular, asi como en la produccion de EPS.
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Como en el caso del xantano, la elevada viscosidad del medio con frecuencia puede
ser un problema critico en la produccion, la solucién para evitar este inconveniente es
trabajar con pH ligeramente &cidos, ya que el curdlano es insoluble en estas

condiciones.

En otros estudios, generalmente la produccién de curdlano se divide en dos

fases; la fase de crecimiento celular y la produccién de curdlano.

Lee, J.-H. y col. (2001) estudié un pH 6ptimo para la produccion discontinua de
curdlano en fermentador, con Agrobacterium. El crecimiento celular fue 6ptimo a un pH
de 7.0, mientras que la produccién de EPS fue maxima a un pH de 5.5. Esta variacion
en el cambio del pH ofrece una buena estrategia para la optimizacion en la produccion,
teniendo en cuenta que la variacion de pH se realiza cuando existe un agotamiento de
la fuente nitrogenada del medio. Estos autores obtuvieron rendimientos importantes
en la produccion de curdlano obtenidos en fermentadores en discontinuo a pH

constante.

Trabajos anteriores, describen la maltosa y la sacarosa como fuentes
eficientes de carbono para la produccion de goma curdlano. Obteniéndose méximas
producciones de curdlano en el caso de la sacarosa. Por otro lado, se han empleado
fuentes de carbono baratas como las melazas de cafia de azlcar, con unos
rendimientos elevados. Lee y col, afirman que la maltosa y sucrosa son fuentes

carbonadas eficientes para la produccion de este EPS. (Lee, LY at al., 1997).

En nuestro caso, el principal objetivo fue demostrar que el lactosuero tratado
era un medio apto para la produccion de curdlano y de succinoglicano. Con tal fin, y
para simplificar el proceso decidimos trabajar a un pH de compromiso,

aproximadamente de 6,5 -6,3 (valores de pH del lactosuero sin modificar).

Dicho proceso de fermentacion fue llevado a cabo en matraces de 250 ml de
capacidad, con un volumen de trabajo de 100ml. Partiendo de un volumen de inéculo
de 10 ml obtenido a partir de un slant de un cultivo joven de Agrobacterium
radiobacter, incubandolo a 30°C durante 36 horas. Posteriormente los matraces fueron

inoculados (10% de indculo), e incubados en agitador orbital a 30°C durante 96 horas.

Es sabido, que en algunas ocasiones el proceso de fermentacion revierte
parcialmente a la produccién de succinoglicano, por los microorganismos productores.
(Railton, Ky col., 2004).
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En principio ésto no supone ningun problema, ya que el succinoglicano es un
importante metabolito empleado enormemente en la industria. Uno de sus principales
usos es en la recuperacion de hidrocarburos de yacimientos subterrdneos,
caracterizado porque consiste en combinar: una cantidad formadora de gel de un

biopolimero del tipo de succinoglicano

Ademas, este desvio de la produccion de succinoglicano en detrimento de la de
curdlan puede minimizarse mediante la regulacibn de las condiciones de

fermentacion.

En un principio, el crecimiento y la producciéon de EPS se llevd a cabo sin
regular el pH(figura 47). Segun la bibliografia consultada, si ho existe regulacion del
pH, se obtienen niveles mas bajo de crecimiento celular, y decrece la fase
estacionaria, existiendo una fase mas marcada de muerte comparada con un proceso
de fermentacién con el pH regulado.
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Figura 47. Curvas de crecimiento de Agrobacterium radiobacter en lactosuero tratado al 5% de
lactosa, y su produccion de EPS (goma curdlan y succinoglicano) sin control de pH.
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Figura 48. Curvas de crecimiento de Agrobacterium radiobacter en lactosuero tratado al 5% de
lactosa, y su produccion de EPS (goma curdlan y succinoglicano) con control de pH (6 +0,3).

Las células se encuentran en fase de retardo o fase lag hasta
aproximadamente 20 horas de fermentacion, la fase log comprende entre las 20 y 50
horas de fermentacion, para finalmente entrar lentamente en una fase de muerte
celular, transcurridas 65 horas (figura 48).

En este caso el pH fue controlado cada 6 horas empleando 0,1 N de NaOH. El

efecto del crecimiento celular y en la produccién se ilustra en la figura 48.

Transcurridas 80 horas de fermentacion sin control de pH, el rendimiento fue
de 1,96 g/l de goma curdlana y de 3,3 g/l de succinoglicano, En contraposicion los
rendimientos cuando la fermentacion se realiz6 con pH controlado se registraron

mayores producciones, 2,60 y 3,75 g/l respectivamente.

Situacion actual y perpectivas de uso del curdlano.

El potencial de uso del curdlano es multiple, sobre todo en sistemas alimentarios,
debido a que no altera el sabor y carece de efectos toxicos, ademas de producir geles

termorreversibles y resistentes a temperaturas de congelacion y refrigeracion.
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Figura 49. Curdlano liofilizado obtenido a partir de lactosuero tratado.

El uso de curdlano (figura 49) fue aprobado por la FDA en diciembre de 1996
como un auxiliar, coadyudante, estabilizador, espesante o texturizante alimentario.
Existen multitud de estudios donde se demuestra su seguridad para el uso alimentario.
(Spicer y col., 1997)

Los Unicos efectos a altas concentraciones en nuestra dieta es una reduccién
de peso corporal, por lo que actualmente se formulan alimentos dietéticos con goma
curdlan, descrita como una fibra dietética inerte nutricionalmente. (Pszczola, 1997). Por
otro lado, uno de los potenciales usos del curdlano es la industria farmacedutica,
recientes estudios emplearon el O-palmitoilcurdlano sulfatado (OPCurS)- con el fin de
recubrir y proteger liposomas para su uso oral, con el fin de resistir la barrera

gastrointestinal y actuar como portador de farmacos. (Chang-Moon Lee at al., 2005).

Los derivados del curdlano sulfatados modificados mediante reaccion con
glicidol, desarrollan una excelente actividad antiviral con una toxicidad
extremadamente baja, otra de sus aplicaciones en el mundo farmaceutico es la
posibilidad de ser un tratamiento auxiliar frente a la malaria. (Mikio y col., 1995),
(Evans y col., 1998).
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3. Crecimiento y produccion de los microorganismos
en condiciones de estrés hidrica.

3.1. Efecto del potencial matricial y de soluto en el crecimiento
de Aureobasidium pullulans.

Los datos obtenidos se presentan en la tabla 22 y en las gréficas 50, 51, como
los indices de crecimiento de los hongos en presencia de distintos medios de cultivo
(ME"extracto de malta”, lactosuero tratado y lactosuero sin tratar) a distintos valores de
potencial de soluto (-0,7, -2,8 Mpa) y de potencial matricial (-0,7, -1,4 Mpa), los valores

se resumen en la siguiente tabla 22.

Tabla 22. Media de los indices de crecimiento (mm dia -1) con sus desviaciones estandar de
A.pullulans en ME (malt extract), lactosuero tratado con galactosidasa y lactosuero sin tratar, bajo la

influencia de distintos Eotenciales osmoticos Y matriciales.

Aurobasidium pullulans Aurobasidium pullulans
Potencial de soluto Potencial matricial
Y(MPa) 0.7 2.8 0.7 14
ME 2.8+0.21 1.8+ 0.34 2.5+0.11 1.4+0.37
LACTOSUERO 2,6+0.11 1.8+0.14 2.2+0.11 1,7 £0.15
LACTOSUERO L 410,08 0,2+0.07 0,3+0.07 0,10.1

SIN TRATAR

Las tasas de crecimiento son mayores en todos y cada uno de los tratamientos
en los que el hongo (Aureobasidium pullulans), se encuentra en un medio con un
potencial de soluto de -0.7 MPa. Como se aprecia en la figura 50, la modificacion del
potencial de soluto por la adicion de glicerol al medio, no provoca un aumento

importante en la tasa de crecimiento.
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Figura 50. Tasas de crecimiento de A. pullulans a distintos
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Figura 51. Tasas de crecimiento de Aureobasidium pullulans a distintos valores de potencial de soluto.

Al adicionar polietilenglicol (PEG 8000) se modifica el potencial matricial del
medio. Los resultados de la tabla 22, indican que existe un menor crecimiento flingico
en medios donde se han modificado el potencial matricial que en medios donde se ha

modificado el osmético.

Segun los valores obtenidos, existe una mayor sensibilidad a variaciones del

potencial matricial que frente a variaciones del potencial de soluto.
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No obstante cabe mencionar que el, potencial osmotico se ha identificado como
un parametro importante en la ecologia y el crecimiento de los hongos filamentosos
patégenos, como puede ser el caso de Aureobasidium pullulans (Davis y col., 2001),
ver figura 51.

La disminucion del potencial osmatico reduce el crecimiento, al incrementar la
tasa de respiracion y existe un aporte extra de energia para el mantenimiento de la
turgencia de las células hifales (figura 52).

Otro efecto importante del estrés osmotico es la acumulacién de endégena de
osmolitos tales como azlcares y polioles (Railton y col., 2004).
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3.2. Efecto en la produccién de xantano, curdlano y
succinoglicano bajo condiciones de estrés hidrico.

Se adicion6 al medio diferentes concentraciones de L-prolina (Sigma 99%),
ajustando los valores de Aw a 0.98, 0.96 y 0.94 tanto en medio YM como en
lactosuero, investigando la influencia en el crecimiento y la produccién de EPS bajo

distintas condiciones de estrés hidrico.

Tabla 23. Datos de producciéon de EPS y PSC de los diferentes medios de cultivo con lactosuero
tratado a diferente valores de Aw.

0,98 0,96 0,94
Xantana
biomasa 3,5 2,4 0,5
EPS 1,2 0,7 0,1
Curdlana
biomasa 2,7 1,3 0,6
EPS 1,96 1 -
Succinoglicano
biomasa 2,7 1,3
EPS 3,3 1,4 0,2

Como se observa en la tabla 23, al modificar las condiciones de actividad de
agua y crecer en condiciones de estrés hidrico, se obtuvieron valores de crecimiento y
produccién bastante inferiores. Por tanto, se decidid trabajar sin alterar los valores de

Aw iniciales de los medios de cultivos.
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Parte Il
ESCALADO EN LA PRODUCCION

DE
GOMA XANTANO
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El escalado es una tarea indispensable en toda actividad industrial, es
decir, ninguna planta de produccion puede ser construida sin célculos, estudios
previos y demostraciones en condiciones diferentes a la escala comercial. Asi, sobra
recalcar la importancia de un buen proceso de escalado, especialmente en la industria
gquimica y bioquimica. La dificultad en el escalado de procesos reside en el cambio en
el régimen de operaciébn en la nueva escala por intentar mantener el punto de

operacion.

El escalado es el disefio y construccion de una unidad o conjunto de unidades
de procesamiento a gran escala, tomando como base los célculos y experimentos a

pequefia escala.

Sin embargo, esto no debe llevar a que el problema de escalado, dada una
capacidad de produccion requerida, se soluciona aumentando el numero de

dispositivos idénticos de pequefa escala.

Existen muchas causas de los problemas de escalado: imprecision en el
modelo, los tiempos de respuesta del proceso cambian, ciertos fenémenos
superficiales no se consideran, hay insuficiente conocimiento de los detalles de las
cinéticas (formacién de subproductos), hay poca especificacion del flujo de fluidos y
de los cambios en las materias primas. Todo esto se puede detectar cuando la
interaccion de los fenémenos de transferencia de masa, energia y cantidad de

movimiento se altera con el cambio de escala.

Considerando los diversos cambios revelados con el cambio de escala, es
pertinente resaltar que cada vez que se modifica la escala del proceso, en este
adquieren importancia fendmenos que en la escala inicial no se veian afectados. Por
ejemplo, en la escala de laboratorio los fenébmenos relevantes son las reacciones bio-
guimicas, mientras que la transferencia de masa y de calor no presentan
inconveniente. Al aumentar la escala, la hidrodinAmica (y por ende la transferencia de
masa y calor) del proceso van adquiriendo mayor relevancia y se constituyen en el

fendmeno fisico dominante del proceso.
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1. Produccion en biofermentador de 2 litros.

1.1. Optimizacion de la produccion de los exopolis  acéridos

Importancia de inoculo en biofermentador.

Al igual que en los estudios realizados en matraces es de vital importancia para
conseguir buenos rendimientos en el proceso de fermentacion, el porcentaje de
indculo a afadir. Las pruebas iniciales en matraces indicaban mayores rendimientos
cuando se incorporaba un 10 % de indéculo al cultivo. Posteriormente, se ha
corroborado que los ensayos en biofermentador de 2 litros en medio lactosuero

tratado, se obtuvieron los mismos resultados que en los realizados en matraz.

produccién xantano (g/l)

O T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14

Porcentaje de in6culo

Figura 57. Produccion de xantano (g/l) en un fermentador de 2 | de
volumen segun porcentaje de inéculo.

Si en el fermentador de produccidn se inicia con un porcentaje de inéculo
bajo (menor del 10%), el crecimiento se retrasa y la velocidad de formacién del
producto puede ser insatisfactoria. La concentracién éptima del indculo para el
fermentador de produccion determina el numero de etapas del precultivo de
fermentacion que son necesarias. Se concluy6, determinandose la concentracién de
inoculo mas efectiva fue del 10 % del volumen del total del medio tanto en matraz

como en fermentador, figura 57.

Para la variable del pH, unicamente Thonart y col., (1985) proponen realizar la
preparacion del in6culo a un valor de 5, el resto de los autores comienzan la
fermentacion partiendo de un inéculo crecido a pH cercano al neutro y con el medio de

produccion ajustado también a un valor cercano a 7, como ha sido en nuestro caso.
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La diferencia entre unos trabajos y otros radica en controlar o no esta variable
durante la fermentacion, e incluso se estudia la mejor base a emplear para realizar el
citado control. Hay autores que sefialan, de forma especial, el beneficio del control del
pH durante la fermentacion (Moraine y Rogovin. 1971), mientras que otros autores
Unicamente trabajan empleando el citado control, pero sin comentar si esta variable ha
sido 0 no estudiada (Cadmus y col., 1978; Souw y Demain, 1980; Patton y Dugar,
1981; Pinches y Pallent, 1986; Tait y col., 1998; Robinson y Wang, 1988; Pons y col.,
1990; Lee y col., 1997; Peters y col., 1993; Schweickart y Quinlan, 1989; Shu y Yang,
1990 y 1991). Moraine y Rogovin (1971) sefialan la mejoria que supone el empleo de

hidroxido amédnico como alcali para realizar el control del pH.

Temperatura de incubacion y agitacién de los culti VOS

Para continuar la seleccién de las condiciones éptimas de producciéon de los
EPS en biofermentador de 2 litros de volumen total, fijamos la temperatura de
incubacion y la agitacién de los cultivos en primer lugar en matraces (ver apartado 2.4

de resultados estudio en matraces) y posteriormente en fermentador.

Si bien, la temperatura Optima para la produccién es de 28° C, se ha
experimentado a diferentes temperaturas 25, 30 y 33 ° C, para tratar de describir la

influencia de esta variable en fermentador.

La velocidad de agitacion afecta extensamente a los caldos de fermentacion de
la goma xantana, siendo esta una variable fundamental a controlar en el proceso, para

la obtencion de un biopolimero de calidad y con rendimientos 6ptimos.

La produccién del polisacarido y el crecimiento celular son practicamente nulos
en ausencia de agitacion, incluso con una aireacion comprendida entre 0.3-1 vvm, y
transcurridas 72 horas. Esto se explica porque las burbujas de aire, por si mismas, y
en el tipo de fermentador utilizado, apenas contribuyen a romper la barrera
mucilaginosa formada por el polisacarido que rodea a las células. La difusion del
oxigeno del aire y de los nutrientes esta restringida y se observa que el azicar no es
consumido. Una vez establecida la agitacion a una velocidad de 400rpm los tres
parametros registrados cambian rapidamente con el tiempo de forma dependiente uno

de otro.
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Tabla 24. Efecto de la temperatura de incubacién y agitacion sobre la produccién de EPS y la biomasa

celular en fermentador 1,5 litros a 200,400 y 600 rpm al cabo de 72 horas.

FERMENTADOR velocidad de agitacién 200 rpm

25°C 30°C 33°C

MEDIO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO

YM 0,3 0,34 0,88 0,35 0,33 1,06 0,32 0,30 1,06
LACT. | 0,15 0,30 0,5 0,25 0,30 0,83 0,20 0,20 1,00

FERMENTADOR velocidad de agitacién 400 rpm

25°C 30°C 33°C
MEDIO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO
YM 0,6 0,77 0,78 0,7 0,65 1,07 0,65 0,58 1,12
LACT. | 0,35 0,63 0,55 0,43 0,54 0,79 0,40 0,45 0,89

FERMENTADOR velocidad de agitacién 600 rpm

25°C 30°C 33°C

MEDIO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO | EPS BIOMASA RENDIMIENTO

YM 0,4 0,49 0,82 0,5 0,58 0,86 0,55 0,55 1,00
LACT. | 0,39 0,55 0,71 0,40 0,52 0,76 0,36 0,40 0,90

Como observamos, en las tabla 24, la velocidad de agitacion es un parametro
fundamental tanto escala de matraces como de fermentador de 1,5 litros con un

volumen de trabajo de 1 litro.

Es de considerar que no existe un factor limitante respecto al suministro de O,,
como es el caso del trabajo en fermentadores donde la variable aireacion es un factor

limitante a los volimenes de trabajo.

Cuando los valores de agitacion son altos 600 rpm 0 mas, aunque la saturacién
de oxigeno se encuentra practicamente al 100 %, existe dafio celular,
consecuentemente la tasa de crecimiento de la biomasa, es muy baja y la produccién
de goma xantana. Recientemente se ha observado que, como respuesta al estrés
hidrodinamico, al interior de la célula se establece una respuesta asociada a los
mecanismos de defensa ya conocidos hacia el estrés oxidativo. Esta correlacién entre
las respuestas ante ambas condiciones de estrés ha sido reportado tanto para
bacterias (Sahoo y col. 2003; Sahoo y col. 2004) como para células vegetales (Kieran
y col. 2000; Shiy col. 2003; Han y Yuan 2004; Wu y Ge 2004). El porcentaje critico de

saturacion de oxigeno se encuentra comprendido entre el 6 y el 10 %.

Como se cita en bibliografias anteriores, la produccion de EPS es maxima a

temperaturas comprendidas entre 30-33°C, por otro lado la temperatura éptima para el
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crecimiento celular se sitla entorno a 28°C, no obstante la temperatura ideal de

produccion del EPS depende del medio empleado (Shu y Yang., 1990).

Efecto de la concentracion de lactosuero en cultiv. o liquido.
Resultados de la produccion de EPS en biofermentado  r de 2 litros a
diferentes concentraciones de lactosuero tratado

Tras tres dias de fermentacion a diferentes concentraciones de lactosuero,
observamos que la mayor concentracion de EPS obtenido, se consiguieron a
concentraciones de lactosuero comprendidas entre el 5 y 6 %, alcanzandose

producciones de 4,47 g™ al 6% de lactosuero, figura 58.
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Figura 58. . Efecto de la concentracion de lactosuero tratado en la
produccion de EPS al cabo de 72 horas.

La mayor produccion de EPS se desarrolla cuando se adiciona un 6% de
lactosuero tratado como medio de cultivo.

Se observa que la concentracion de azlcares presentes en el medio de

fermentacion disminuye durante la fermentacion siendo inversamente proporcional a la
produccion de EPS.

Tabla 25. Efecto de las diferentes concentraciones de lactosuero sobre la produccion, por

Xanthomonas campestres, y su contenido en proteinas y cenizas, en la fraccion de polisacarido
precipitado con alcohol.

LACTOSUERO % XANTANO(g/l) PROTEINA % (P/P) CENIZAS % (P/P)
lactosa
4 2,91 1,8 25
5 4,31 2 20
6 4,47 2,5 28

En la tabla 25, puede observarse que la concentracion al 5% de lactosuero
logra una considerable produccién de xantano con la menor produccion de cenizas, en

comparacion con el resto de porcentajes de lactosuero empleadas.
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El precipitado obtenido a dicha concentracibn presentd una textura mas
gomosa Yy facilmente soluble en agua con un mayor incremento en viscosidad. Se

selecciond asi, esa concentracion de lactosuero para futuras experiencias.

Efecto del pH en la produccion de goma xantana.

El control del pH al emplearse como medio lactosuero en la produccién de
goma xantana por Xanthomonas campestris, desempefia un importante papel. Los
resultados mostraron que cuando la fermentacion se desarrolla sin control del pH, se
obtienen rendimientos significativamente menores en la produccion con respecto al
proceso de fermentacion bajo condiciones de pH 7£0.5, mantenidas mediante adicion
de NaOH.

La produccién de xantano se realiza tanto durante la fase exponencial como en
la logaritmica, siendo mayor en la primera. Importante: el pH en el cultivo sufre un
ligero incremento al final de la fase exponencial y principio de la estacionaria,
coincidiendo con el aumento en el contenido de grupos acilo y en la viscosidad del
medio (Tait y col., 1998).
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Figura 59. Produccién en condiciones de fermentacion estandar
sin control del pH en medio lactosuero al 5% por Xanthomonas
campestris.

En condiciones incontroladas del pH, figura 59, se observa que el incremento
de la produccién de xantano ocurre linealmente hasta 42 horas, donde alcanza 3,70

g/l y practicamente se detiene a partir de este tiempo, disminuye al alcanzar un pH
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préximo a 5, debido a los grupos acidos presentes en la goma xantana. Bajo estas
condiciones de fermentacion se alcanza una produccion maxima de 3,75 g L7,
transcurridas 70 horas, empleando como medio de cultivo lactosuero al 5 % (p/V). En
comparacion al valor de produccion bajo condiciones de pH controladas (ph 7+0,5) de
431 gL™.

En la literatura, sin embargo, existe también un gran numero de trabajos en los
gue se realiza la fermentacion sin llevar a cabo el control del pH (Rogovin y col., 1961
y 1965; Souw y Demain, 1980; De Vuyst y col., 1987; Funahashi y col., 1987). Santos
(1993) y Garcia-Ochoa y col. (1997) proponen realizar la produccion sin control de pH

pues no resulta beneficioso para la produccion.

Generalmente, en los medios de produccion se suele incorporar acido citrico,
ya que se ha comprobado el efecto beneficioso en la produccion de ciertos acidos
organicos afadidos en pequefas cantidades en el medio (Souw y Demain, 1980;
Trilsbach y col., 1984). No obstante, en este trabajo no realizamos la adicion de ninguin
acido organico, debido que el objetivo era calcular los rendimientos de produccién sin

la adicién de ninguna sustancia externa al lactosuero o sus permeatos.

El pH del cultivo debe mantenerse por encima de 5 con un 6ptimo entre 6- 7,5,
empleandose la adicién de un tampoén en el medio de cultivo, como NH,OH 6 NaOH
favoreciendo la cantidad de biomasa y reduciéndose el tiempo de fermentacion,

alcanzdndose asi mayores rendimientos de produccion de EPS posibles.

Por otra parte, la concentracion de biomasa incrementa durante todo el periodo
de fermentacion hasta concentraciones de 5,45g I*. La méxima concentraciéon de
xantano se localiza tras 70 horas de fermentacién y posteriormente decrece es los
ultimos estadios del proceso. Esto es debido a las reacciones de hidrdlisis del xantano

por la accion varias enzimas como xantanasas (Sutherland, 1988).

1.2. Fendbmenos de degradacion del EPS

El fendbmeno de degradacién, tras un prolongado tiempo de incubacion, es
bastante frecuente en muchos exopolisacaridos microbianos, entre ellos el gelano
(Kennedy y Sutherland, 1994) o esfingano (Hashimoto y Murata, 1998). Este efecto es

importante ya que pueden verse alteradas algunas propiedades de los biopolimeros;
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de hecho, parece existir relacion entre la actividad de determinadas enzimas y la
disminucion de la viscosidad de las soluciones de EPS; estas enzimas producen una
escisién a nivel de los enlaces glicosidicos de la cadena polisacaridica y originan
polimeros de menor masa molecular, que dan soluciones de menor viscosidad, tal y
como se ha demostrado en un estudio llevado a cabo con Lactobacillus rhamnosus
(Pham y col., 2000).

La degradacion de los exopolisacaridos microbianos es un proceso complejo y
del que se desconocen muchos aspectos. Generalmente envuelve la accion de
diferentes enzimas cuyo estudio se estd abordando cada vez con mas frecuencia dada
la necesidad de tratar de controlar y reducir al maximo su efecto negativo sobre los
EPS microbianos (Sutherland, 1999).

Actualmente se ha demostrado la presencia de glicohidrolasas en los extractos
celulares y fracciones extracelulares de algunos microorganismos. En un estudio
realizado con Lactobacillus rhamnosus se ha puesto de manifiesto la existencia de -
glucosidasa  (fundamentalmente a nivel intracelular) y  -glucuronidasa
(mayoritariamente en la fraccidén externa) y asociadas a ellas otras enzimas como -D-
glucosidasa, -D-galactosidasa y -D-galactosidasa (Pham y col., 2000). La actividad de
dichas enzimas se acentla en cultivos de mayor edad debido a que en ellos se
produce lisis celular y se provoca la liberacion de gran nimero de enzimas. Ademas,
se ha descrito que factores como la temperatura, el pH o la composicién del medio

pueden influir en el proceso de degradacion del EPS (De Vuyst y col., 1998).

La pululanasa es la enzima que hidroliza el pululano, poli a 1—6 maltotriosa.
Rompe el enlace a 1—6 de la amilopectina y son producidos por cepas de

Aerobacteraerogenes (Klebsiella aerogenes) y Bacillus cereus var. Mycoides.

En el caso de la goma xantana, son raros los microorganismos que la
degradan, aungque en su empleo en la recuperacion de petréleo puede verse afectada
por la degradacién microbiana por actividades enzimaticas (Bragg y col., 1983).
Cadmus y col. ldentificaron Bacillus salino tolerante capaz de degradar la goma
xantana. La actividad de la xantanasas mezcla de enzimas que atacan a las uniones
de las cadenas laterales pero no al esqueleto glucosidico de la xantana como ocurre
en la mayoria de las liasas (Cadmus y col., 1982). Sutherland, aislé un sistema de
glucanohidrolasa de Bacillus cepa R, capaz de hidrolizar los enlaces B 1-3, f1-4

unidos a D glucanos mediante las cadenas laterales u otros sustituyentes (Sutherland,
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1982). La accion de estas enzimas donde su pH é6ptimo de actuacion se sita entre

7,5-11 valores de pH alcalinos.

Estudios recientes, demuestran que los productos derivados de la degradacién
del xantano poseen un efecto antibacteriano frente a la patogenicidad de X. campestris
pv. Campestris. Estos derivados (xanho-oligosacaridos) pueden inhibir el crecimiento
de X. campestris pv. Campestris, evitando en los cultivos de cruciferas el black rot,
pudiendo ser una alternativa a los tratamientos con pesticidas tradicionales (Williams,
1980), (Wul y col., 2002).

1.3. Cambios dinamicos en concentracion celular, pr  oduccion
de goma xantana y carbohidrato consumido durante Ila
fermentacion del medio lactosuero tratado por Xanth omonas
campestris.

La materia prima que contiene los carbohidratos no convencionales tuvo como
origen el lactosuero previamente tratado con 3 galactosidasa. La composicién de este

medio se detalla a continuacion:

Medio lactosuero prolaclactea

Humedad 5%
Proteina bruta 12%
Cenizas 11%
Lactosa 5%
Cloruros-NacCl 4.9 %
Concentracién de proteina 0.9-1%

Con el fin de optimizar la produccion de goma xantana por X. campestris en
fermentadores de 1 litro de medio como fuente de carbono proveniente del lactosuero,
se estudio el efecto de la variacion de distintos parametros. En la figura 60, se observa
gue lactosuero al 5% de lactosa es la concentracion éptima de azlcares totales en el
medio lactosuero que favorece el mayor rendimiento y produccion de goma xantana y
permite obtener el caldo con una mayor viscosidad. Concentraciones superiores al 6%
son inhibitorias para la produccion de goma xantana. Probablemente ello se deba a

gue se incrementa el poder reductor del medio.

Por otro lado, el comportamiento que presenta en general el microorganismo

frente a la concentracidn de azucares presentes en el medio de cultivo es similar al de
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otros muchos microorganismos, que crecen mejor cuando la concentracion de azucar
no es demasiado alta. En estudios anteriores llevados a cabo con la goma xantana, se
evaluo el efecto del porcentaje de glucosa sobre la produccién de biopolimero, y se
puso de manifiesto que el aporte éptimo de dicha fuente de carbono para la
produccion de goma xantana esta entre el 1 y 5% (p/v), de modo que mayores
porcentajes de este componente resultan inhibitorios y no se produce un aumento en
la produccién de EPS posiblemente debido a una represion catabdlica (Leela y
Sharma, 2000). De hecho, Xanthomonas campestris metaboliza los azlcares
mediante una ruta metabdlica central en la que, una vez que ingresa la glucosa, se
produce primeramente una fosforilacibn para dar glucosa-6- fosfato que puede
incorporarse o0 bien al metabolismo central en el que es catabolizada hasta piruvato y
gliceraldehido 3-fosfato, o bien ser incorporada y utilizada para la produccion de
polimero. En condiciones de exceso de glucosa en el medio, se induce la activacién de
una ruta metabolica alternativa consistente en la oxidacion directa de la glucosa a
gluconato Bajo estas condiciones es de esperar una disminucién de los niveles y con
ello menor disponibilidad de glucosa-6-fosfato, necesaria para la produccién de EPS,
de ahi que el rendimiento en la produccion de goma xantana sea menor. A causa de
este fendmeno, los procesos de optimizacion de produccién de goma xantana han de
incluir estrategias que eviten una acumulacién excesiva de glucosa en el medio
(Lettisse y col., 2001).

Otra explicacién para el comportamiento de la gran mayoria de las bacterias
frente a elevados porcentajes de glucosa, podria ser el que a que a elevadas
concentraciones de la fuente de carbono, la bacteria sufra una plasmolisis que
provoque que la captacion de nutrientes no sea lo suficientemente efectiva. Este
fendmeno podria evitarse, y con ello hacer que la bacteria tolere mayores cantidades
de azucar, incorporando de forma gradual concentraciones crecientes de la misma al
medio en el que crece el microorganismo cada cierto intervalo de tiempo (Sutherland,
comunicacion personal). Ademas hay que sumar el hecho de que un incremento de la
concentracion de azlcar puede traducirse en una utilizacién ineficaz de la misma al
aumentar la sintesis de otros metabolitos en detrimento de la produccion de

exopolisacarido (Farres y col., 1997).
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Figura 60. En la figura se representa el efecto de la concentracién de lactosuero sobre
la biomasa y la produccion de goma xantana, la variabilidad de los resultados de
produccién es muy significativa segin concentracién del lactosuero existente en el
medio.

Cada valor es un promedio de tres experiencias diferentes. El rendimiento se
calcul6 dividiendo la cantidad de goma xantana obtenida entre la cantidad de azucar

consumido.

Es importante sefalar, que como se muestra en la figura 60, se alcanza una
produccién ligeramente superior a la concentracion del 6% con una produccién de 4,47
g/l en comparacion al 5% con una produccion de 4,31g/l. No obstante con esta Ultima
concentracion se alcanzan rendimientos de 39,2 % al 5% de lactosuero, superiores al

emplearse lactosuero al 6% con un rendimiento del 34,6%.

Ademas de obtenerse rendimientos superiores al emplearse lactosuero al 5%,
la viscosidad del cultivo es mayor en comparacion con cualquier otra concentracion de
lactosuero. No obstante, es interesante observar que los medios que poseen una
relacion C/N relativamente baja (suero de leche, harina de soja, torta de maiz y
cuticula de arroz) favorecen el crecimiento de Xanthomonas campestris pero no

incrementan la viscosidad del cultivo.

La productividad especifica del EPS, es un parametro de gran utilidad para
comparar la eficacia de la produccion de EPS a distintas concentraciones de EPS,

relacionando la cantidad de EPS producido por peso de biomasa.
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En general, la produccion del EPS se incrementa con una alta relacion
carbono/nitr6geno, mientras que la relacion inversa favorece el crecimiento, no
obstante una concentracion de azlcares excesiva poseen un efecto de inhibicion

tanto en el crecimiento como en la produccién (Souw y Demain, 1979).

1.4. Condiciones generales de produccion en ferment  ador de
1,5 litros de volumen.

Fermentador de 1,5 litros de capacidad

Se utilizé un fermentador LKB de 1,5 litros con un volumen de trabajo de 1 litro.
La composicion del medio descrita anteriormente, en la cual no se afiadié ningun
suplemento, el proceso se realizé a 30°C y pH 7.5. El cultivo se agité a una velocidad
constante de 400 rpm durante 72 horas y se suministré aire a un flujo de 0.3 a 1 vwm.
Cuando fue necesario se agregd antiespumante (Wacker silicone). Las
determinaciones se hicieron como se indica en Materiales y Métodos. apartado 5.2
temperatura, agitacién, aireacion, y volumen de los in6culos; en cada caso seran

precisadas las condiciones experimentales.

Tabla 26. Condiciones generales de produccion del fermentador de 1,5 litros.

T* del proceso 30 £1°C
Aireacion 1.5 1 min”'
volumen 1 1 de medio lactosuero al 5%
Agitacion 400 rpm
Duracion proceso de fermentacion 72 horas
Control del pH Control del pH a 7,5
Viscosidad del caldo de cultivo 150cps
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2. Produccioén en biofermentador de 20 litros.

2.1. Estudio fermentador 20 litros volumen medio

Actualmente, en la produccién de la goma xantana se emplea fermentadores
de tanque agitado, como el empleado en este estudio, realizdndose de forma
discontinua. Aungue en el pasado, hubo numerosas experiencias de fermentaciones
en continuo, se siguen utilizando en discontinuo, con el fin de evitar contaminaciones

por microorganismos indeseables y la degeneracion de las cepas.

En los Ultimos afios se estan realizando producciones en fermentadores
diferentes al tanque agitado, como columnas de burbujeo y airlifts, segin sus autores
(Pons at al., 1990) estos sistemas presentan innumerables ventajas como un menor
stress hidrodindmico, mayor velocidad de transferencia de materia calor, mayores

condiciones de mezcla y menores limitaciones en cambio de escala.

En principio al ser Xanthomonas campestris una bacteria estrictamente
aerobia, la transferencia de oxigeno durante la fermentacion, es una variable de suma
importancia. Segun el tipo de reactor empleado dicha variable puede verse afectada
en gran medida, siendo el reactor empleado en este estudio tanto para volimenes de
1l como de 15 litros a escala piloto, reactores de tanque agitado, donde las

condiciones de operaciéon mas influyentes son el caudal de aire/ agitacion.

La velocidad de agitacion se mantuvo constante durante todo el proceso,
siendo una velocidad de agitacion lo suficientemente alta, como para permitir la
transferencia de oxigeno a las células, incluso en estadios avanzados de la
fermentacion donde la viscosidad del cultivo aumenta dificultando asi la difusion de
oxigeno en el medio. Ya que en esta fase los microorganismos se encuentran
cubiertos por una capa de EPS, que evitan su rotura por efecto de la agitacion, la
velocidad de agitacion es un parametro esencial para alcanzar los niveles adecuados
de concentracion de oxigeno disuelto. Si la velocidad de agitacion es inicialmente muy
alta, las bacterias sufren dafios celulares, pero si no existe suficiente agitacion cuando
aumenta la viscosidad, no se consigue una eficiente velocidad de transporte de
oxigeno, y su concentracion disminuye hasta cero, lo cual afecta de forma negativa al
microorganismo, que es aerobio estricto, y en consecuencia a la producciéon del

polisacérido, por ello se adoptd una velocidad de agitacion fija de compromiso,
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Debido a que Xanthomonas campestris es una bacteria aerobia estricta, el
oxigeno disuelto en el medio puede ser un nutriente limitante del crecimiento del
microorganismo. No obstante, en este caso, el oxigeno disuelto no actia de limitante
del crecimiento ya que los experimentos han sido realizados una agitacion suficiente
para compensar la bajada de concentracion de oxigeno por el consumo de las células
en el crecimiento y ademas por el aumento de la viscosidad en el medio, como
consecuencia de la producciéon de goma xantana. La concentracion de oxigeno no

desciende hasta cero si no que permanece alrededor del 10% del valor de saturacion.

Para efectuar cambios de escala en las fermentaciones aerobias, uno de los
criterios mas ampliamente utilizados es la de mantener valores similares de la
concentracion de oxigeno disuelto o su velocidad de transferencia, siendo el

parametro de transferencia volumétrico k; ay.

La transferencia de oxigeno en un fermentador de tanque agitado esta en
funcibn de mudltiples variables; propiedades fisicas del liquido (viscosidad, tensién
superficial), geometria del tanque y del agitador, tipo de difusor empleado, condiciones

de operacion etc.

En nuestro caso con las diluciones de goma xantana para biorreactores de 15y

2 litros, cuando la reologia se describe mediante el modelo de Ostwald-de Waele.

2.2. Resultados produccion en fermentador de 20 lit  ros.

Mediante el presente trabajo queda demostrado que es posible desarrollar
medios de cultivo baratos basados en desechos agroindustriales (lactosuero), donde la
bacteria puede sintetizar el polisacéarido. El lactosuero tratado, puede ser Util en las

formulaciones de medios para la produccion de goma xantana a nivel industrial.

Los parametros empleados en el fermentador de 20 litros aplikon con un
volumen util de 15 litros, posteriormente del escalado inicialmente realizado en

fermentadores de 1,5 litros;

Debemos tener en cuenta que se pueden tener sistemas donde los
microorganismos crecen con multiples sustratos, pero en el caso que todos son
limitantes. Ej, C,N,,0, , luego la cantidad de cada uno de ellos afecta la cinética de

crecimiento.
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Por ello la transferencia de oxigeno es un factor fundamental para el
escalado, el comportamiento de las fermentaciones esta fuertemente influenciado por

una serie de operaciones de transferencia.

Es posible que una determinada fermentacion, en especial las aerobicas,
esté limitada en sus posibilidades de mejorar su rendimiento y productividad, no por
razones propias de las caracteristicas de las células sino que por problemas en el
disefio que permita satisfacer la alta demanda de transferencia de masa, y en especial

de oxigeno.

La agitaciébn es una operacion muy importante tanto del punto de vista
técnico como econdmica. La agitacion es importante para: un mezclado homogéneo,
una buena transferencia de masa y de calor, permite disminuir el espesor de la
pelicula liquida estéatica. Por ello la agitacién se mantuvo constante a una velocidad de
400 rpm, velocidad de compromiso entre conseguir una 6ptima transferencia de masa

y de calor, ademas de evitar dafios celulares.

Otro de los pardmetros a resolver fue la velocidad de flujo de aire, como ya
se ha mencionado anteriormente se trata de un pardmetro de vital importancia,
optando por una tasa especifica de aireaciéon de 1 vvm (volimenes de aire por
volumen de liquido por minuto). Pardmetro de vital importancia en el escalado, debido
a que al tratarse de un cultivo aerobio de células requiere el suministro de oxigeno a
una determinada velocidad para asegurar la plena satisfaccién de sus requerimientos

metabolicos.
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Figura 61. Produccion de EPS y biomasa en fermentador de 20 litros.
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Figura 62. Comparativa del rendimiento en la produccién de goma xantana en
fermentador de 20 litros entre medio YM y lactosuero tratado con [-
galactosidasa.

Los rendimientos obtenidos a escala del fermentador de 20 litros son
considerables, se consiguieron unas tasas de produccion de 15,43 g/l en medio YM y de
7,54 g/l en medio lactosuero tratado con biolactasa, transcurridas 96 horas de fermentacion,
figura 61. Por otro lado, cabe destacar los altos rendimientos obtenidos, en ambos casos,

con valores de 0,76 y 0,73 respectivamente, ver figura 62.
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3. Procesos postfermentacion y método de
recuperacion del alcohol isopropilico (IPA)

3.1. Recuperacion del disolvente por destilacion.

En la mayoria de las aplicaciones industriales, los disolventes tienen una
funcién transitoria, pues facilitan un proceso o tarea, para luego salir del sistema,

l6gicamente contaminados con otras sustancias quimicas.

El uso habitual de grandes cantidades de disolventes organicos en todo el
mundo asi como el precio de mercado de estos disolventes y las regulaciones en
materia de seguridad y proteccion del medio ambiente, plantea a la industria la
necesidad de eliminar emisiones quimicas de acuerdo con la reglamentacion vigente y
reducir costes de gestion de residuos resultantes de la manipulacién de dichos
disolventes. La solucién convencional de la industria consiste en emplear tecnologias
de tratamiento a final de linea, cada vez mas sofisticadas, para el reciclado,
recuperacion y reutilizacion de los disolventes. En respuesta al endurecimiento de la
legislacion, que refleja la creciente concienciacion mundial en materia de medio
ambiente, la industria en general ha comenzado a reconsiderar Sus procesos.
Recientemente, la politica de prevencion de la contaminacion, reflejada en Espafia en
la ley 16/2002 de 1 de julio, de prevencion y control integrados de la contaminacion,
gue transpone la directiva 96/61 de la Unién Europea, da un paso mas buscando los
mejores materiales, procesos y técnicas disponibles para reducir o eliminar la
generacién de contaminantes o residuos en origen. Por un lado, se concede mayor
importancia al disefio y seleccion de los disolventes mas adecuados para una
operacion, sustituyendo los disolventes cuyo uso ha sido regulado y restringido por las
normas sanitarias, ambientales y de seguridad actuales. Por otro lado, cuando un
disolvente forma parte de una reaccion de proceso, es mucho mas dificil de sustituir,
ya que influye en la naturaleza del producto de la reaccion. En tal caso, el disolvente
ha de ser separado de la corriente de producto y, aunque puede ser necesario el
almacenamiento intermedio antes de su recirculacion a la siguiente carga al reactor,

esto es preferible a disponer del disolvente como residuo téxico.

Una de las formas de contaminacion mas habituales en la industria quimica es
la contaminacién de los disolventes con cantidades mas o menos pequefias de agua al

final del proceso de fabricacion.
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Esto hace fundamental una etapa de deshidratacion de las corrientes
organicas en procesos industriales, para lo cual es necesario determinar la mejor
tecnologia disponible que cumpla los valores limite de emisidén autorizada, desde el
punto de vista tecnologico y ambiental. De los métodos tradicionalmente disponibles
para la separacion de agua, la adsorcion y la destilacion son las tecnologias mas
empleadas. La adsorcion se utiliza, sin embargo, para secar compuestos organicos en
los que la cantidad inicial de agua es muy pequefia, esto es, del orden de partes por

millén (Rivero Martinez, 2002).

Las disoluciones acuosas de disolventes organicos se separan habitualmente
mediante destilacién simple, aprovechando las diferencias de composicion entre la
fase liquida y la fase vapor originadas por la vaporizacion parcial de la alimentacion
liguida o la condensacion parcial de la mezcla en fase vapor. El vapor se enriquece en
los componentes mas volatiles, mientras que la fase liquida se empobrece en esos

mismos componentes.

El disolvente empleado en este caso alcohol isopropilico, puede ser y debe ser
recuperado mediante destilacion. En principio, la principal desventaja del empleo de
solventes organicos se debe al coste relativo de la fase de destilacién del alcohol
isopropilico, debido a los grandes volimenes de agua que implica el proceso de
recuperacion del EPS (Swift, 1983). Ademas, de la existencia de precipitados de
proteinas, sales y/o pigmentos reduciendo asi la pureza y cambios de coloracion del

producto.

Para la recuperacion del alcohol isopropilico a partir de los caldos de cultivo
diluidos, se empleo una destilacion al vacio fraccionada rotacional mediante un
aparato Bohlin con bafio termostatizado, a partir de un matraz de un volumen de 1litros
y una capacidad de 400ml, a una temperatura de 40°C durante 20 minutos se

consiguio destilar un 80% del alcohol isopropilico total empleado.

La recuperaciéon de isopropanol es otra de las operaciones de deshidratacion
representativas en la purificaciéon de disolventes organicos. En 1992 se recuperaban
mas de 550.000 toneladas de este alcohol en Europa (Sullivan, 1997). El 2-propanol o
isopropanol (IPA) es uno de los alcoholes mas importantes, ya que sirve como reactivo
en la sintesis de varios compuestos organicos, tales como la acetona y el peroxido de
hidrégeno. También se utiliza como desinfectante en aplicaciones médicas, en la

hidrogenacién de azlcar y gelatina en la industria alimentaria, y como disolvente de
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limpieza en la industria de circuitos electronicos, ademas de la extraccion y

precipitacién de muchos exopolisacéaridos.
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Figura 63. Curvas de equilibrio liquido-vapor a presion

atmosférica (Perry y Green, 1997).
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Figura 64. Diagrama de flujo de la destilacion extractiva para la separacion
de agua e isopropanol (Sommer y Melin, 2004).

La deshidratacion de isopropanol se lleva a cabo mediante destilacion
extractiva con etilenglicol como agente de arrastre. La Figura 64, representa un
proceso tipico de destilacion extractiva para separar el aze6tropo agua/isopropanol, en
el cual la alimentacion se concentra hasta casi la composicion azeotrépica en la
primera columna. El destilado tiene una composicion ligeramente inferior a la
composicion azeotrépica y del fondo de la columna se retira el agua, que es el
componente menos volatil. En la segunda columna es donde tiene lugar la separacién
del azedtropo. Para ello, se afiade el disolvente auxiliar, etilenglicol (EG), por cabeza
de columna, para extraer el agua. El destilado de esta segunda columna es el
producto alcohol isopropilico deshidratado. El producto de cola es una mezcla de agua
y etilenglicol, que se separa en la tercera columna para recircular el EG a la segunda
columna, obteniendo por cabeza agua casi pura que se junta con la producida en la

primera columna para verterlo al curso receptor. Generalmente, es necesario afadir
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pequefias cantidades de EG nuevo al reciclado, para reponer lo que se ha perdido en

el proceso.

Informacion adicional sobre los equipos y ecuaciones de disefio de las
operaciones convencionales de separacion de mezclas acuosas de disolventes
organicos puede encontrarse en la bibliografia (Perry y Green, 1997; McCabe y col.,
1993).

La destilacion es, por tanto, una técnica de separacién conocida y fiable. Sin
embargo, su consumo energético es muy elevado, generando altos costes de
operacién, y altos o moderados costes de inversion, sobre todo cuando se trata de
separaciones dificiles, en las que es necesario utilizar columnas con un elevado
namero de platos (como en el caso agua-acetona), o bien combinar varias columnas
(como en los casos agua-THF y agua-IPA) y utilizar un arrastrador que genera
impurezas no deseadas en el producto ademas de corrientes secundarias. Esta
situacion proporciona motivos suficientes para el desarrollo de nuevos procesos de

separacion mas eficaces, como pueden ser las separaciones con membranas.

3.2. Métodos alternativos de membranas

Durante las ultimas décadas, las separaciones con membranas estan
encontrando un grado de aplicacion a gran escala, debido a su sencillo disefio,
consumo eficaz de la energia y menor costo de operacion que los procesos
convencionales, operacibn en modo continuo, sin necesidad de regeneracién de
adsorbentes; lo cual favorece la flexibilidad del disefio, construccion modular, lo cual si
bien no significa economia de escala, si facilita su aplicacién tanto en unidades
pequefias como grandes, asi como su integracion con otras técnicas de separacion
formando procesos hibridos econdmicamente atractivos en muchas aplicaciones
industriales. Todo esto hace ocupar a las operaciones con membranas un lugar
preferente en el listado de mejores técnicas disponibles recogidas en la ley 16/2002,
de 1 de julio, de prevencién y control integrados de la contaminacion. Por este motivo,
se dedica mucha atencién al desarrollo de la ciencia y tecnologia de membranas, tanto
en lo relativo a su funcionamiento, disefio de médulos y procesos, como al desarrollo

de nuevos materiales y al andlisis de los mecanismos de transporte de materia.

La pervaporacion (PV) es una tecnologia de membranas utilizada para separar
mezclas liquidas. El término "pervaporacion” (PV) es una contraccion de los términos
permeacion y evaporacion, ya que se trata de un proceso de separacién en el cual una

mezcla liquida se pone en contacto con una membrana selectiva y uno de los
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componentes de la mezcla se transporta mediante permeacion preferencial a través de
la membrana, saliendo en fase vapor del otro lado de la membrana, como se muestra

en la figura 65.

Alimentacion
liquida Membrana
- . >
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Permeado Vapor

Figura 65. Diagrama del mecanismo de pervoracion a través de una
membrana.

La aplicacibn de la pervaporacion en la deshidratacion de alcoholes,
principalmente etanol e isopropanol, tiene una amplia implantaciéon, con mas de 150

instalaciones industriales en todo el mundo (Briischke, 2001).

Se utilizan membranas hidrofilas, a través de las cudles se produce la
permeacién preferencial del agua, para la deshidrataciéon de disolventes organicos,
sobre todo mezclas azeotropicas. Estas membranas separan el agua con flujos y
selectividades variables en funcion de la estructura quimica de su capa activa asi
como de su  morfologia. La mayoria de las membranas hidroéfilas disponibles en el
mercado estan hechas de alcohol polivinilico (PVA), mas o menos entrecruzado
mediante agentes especiales o temperatura para proporcionar la resistencia quimica
necesaria en medios acidos o solvatados. Se observa que en los ultimos afios se ha
producido un notable aumento de los trabajos en los que se emplean membranas
ceramicas hidrofilas, en especial aquéllas cuya capa activa estd hecha de silice o de
zeolita NaA.

Por tanto podemos concluir que la tecnologia de pervaporacion con
membranas ceramicas microporosas, para evitar las desventajas de las membranas
poliméricas convencionales, tales como la inestabilidad térmica y quimica, puede ser
empleadas con éxito para la recuperacion del solvente alcohol isopropilico empleado

en el proceso de extraccion de la goma xantana.
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Parte IV
Composicion quimica de los

Exopolisacaridos

186



1. Composicion quimica de los exopolisacaridos.

Los polimeros estudiados son heteropolisacéridos con un caracter anionico,
constituidos fundamentalmente por carbohidratos, aunque con diversos sustituyentes
organicos en su composicién, como restos acetilo, restos piruvato, hexosaminas y
proteinas. Excepto algunos de los EPS estudiados, como el curdlano, que ademas de
ser un homopolisacarido , no idnico, posee una importante fraccion inorganica dada
fundamentalmente por los grupos sulfato, poco frecuentes entre los EPS microbianos,
y que podrian conferir a los polimeros que los poseen importantes propiedades
biologicas. Aoki y col, han demostrado in vitro la efectividad del curdlano sulfatado
para el tratamiento del VIH-1 (Aoki y col.,, 1991), otros estudios demuestran que

estimula la respuesta inmune frente a infecciones (Ashida, y col., 1997; Fujiki, 1997).

En la tabla 27, se recogen los resultados de los andlisis elementales llevados a
cabo en las diferentes muestras de EPS, concretamente de las diferentes gomas
xantana obtenidas a partir de distintos medios de cultivo. Los resultados indican que
apenas existen diferencias significativas entre los contenidos de los elementos C, N,
H de los EPS obtenidos a partir de los diferentes medios procedente del lactosuero,

medio YM, y su homdlogo comercial.

Los resultados se expresan como porcentaje total del peso seco del polimero. Los

datos son la media de tres determinaciones.

Tabla 27. Resultados de los andlisis elementales del xantano obtenido de diferentes medios

SIactosuero, YM! comearados con su hom()logo comercial.

EPS N (% C (% H (% Acido % Carbohidratos  Proteinas Acetilo  Cenizas
peso) Eeso) peso) piravico %
Xantano YM 1,40 53,50 7,02 3,2 65 1,2 2,4 8,2
Xantano
Lactosuero 1,54 51,56 6,80 2,6 63 1,4 1,9 9,4
Xantano 1,63 56,78 7,32 5,1 68 1,2 2,7 10,7
Comercial

Los EPS estdn compuestos mayormente por unidades polisacaridicas unidas
mediante distintos tipos de enlaces, formando secuencias repetitivas. A dichos
azucares se les unen sustituyentes organicos e inorganicos determinando parte de sus

caracteristicas y propiedades.
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Para determinar los azlUcares y analizarlos cuantitativamente es necesaria la
hidrdlisis &cida y previa del polisacarido en condiciones suficientemente suaves para
no causar degradacion. En la préactica, sin embargo, puede ocurrir la destruccion de
algunos monosacaridos o la hidrélisis incompleta por la presencia de aniones
resistentes. Por tal motivo es conveniente utilizar diferentes condiciones de hidrolisis

para analizar los distintos componentes de un polisacarido.

Los valores de carbohidratos totales del EPS se sittan entre 68 % del xantano
comercial y el 63 % del xantano procedente del medio lactosuero, los valores de los
carbohidratos son en general menores debido a la estructura compleja del
polisacarido, resistente a los reactivos empleados en la determinacion, detectandose

una cantidad menor de monosacaridos del existente en la realidad.

Los valores de proteinas oscilaron entre 1,2% tanto del EPS procedente del
formato comercial como el procedente del medio YM, y del 1,4% del medio lactosuero
purificados. Generalmente las proteinas presentes en el polimero son impurezas
procedentes del medio de cultivo o de restos citoplasmaticos que facilmente son
arrastradas durante la extraccion del exopolisacarido y que pueden ser eliminados, en
gran medida, mediante la etapa de ultrapurificacion de los EPS por ultracentrifugacion

y didlisis.

Por tanto, en principio tenemos que pensar que el contenido en proteinas
detectado en los exopolisacéaridos purificados representa en su mayor parte proteinas
gue forman parte del exopolisacérido, que estan unidas al mismo, consideradas como
un contaminante, no obstante, habria que realizar estudios estructurales mas
profundos para asegurar dicha afirmacién. ElI contenido proteico de los
exopolisacaridos puede desempefiar un papel fundamental en la actividad emulgente
de los polimeros, como ha sido descrito para otros exopolisacaridos (Navon-Venezia y
col., 1995; 1998; Shepherd y col., 1995; Béjar at al., 1998; Bouchotroch y col., 2000;
Desai y col., 1997).

Los grupos acetilo forman parte de todos los EPS estudiados, los valores
oscilan entre 2,7 del xantano comercial y 1,9 del xantano procedente de lactosuero.
La presencia de grupos acetilo confiere caracter hidréfobo a los exopolisacéridos que
los contienen, lo que puede contribuir a su potencial actividad emulgente, como

Ashtaputre y Shah (1995) han descrito para un polimero sintetizado por
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Sphingomonas paucimobilis. Ademas, el efecto de los grupos acetilo sobre las
propiedades fisicas de los exopolisacaridos esta bien documentado. Asi, ademas de
afectar a las propiedades gelificantes de determinados polimeros como alginatos o
gelano (Skjak-Braek y col., 1988; Chandrasekaran y Thailambal, 1990), también
afectan a la unidon de iones metalicos con polimeros como los alginatos bacterianos
(Geddie, 1992). El contenido en piruvato es independiente de la cantidad de oxigeno
disuelto en el medio, se obtiene un mayor grado de acetilacion cuando la produccién
se realiza con una agitacion elevada, por otro lado la limitacién de oxigeno disuelto da

lugar a polisacaridos de menor peso molecular.

La presencia de acido urénico y piravico producen un polisacérido de tipo
anibénico (Sandford y Baird, 1983). El xantano comercial presenta mayores ventajas en
cuanto aplicacion, al poseer mayor carga de acidos urénico y pirtvico, esto significa
que el porcentaje en &cidos urénicos de un EPS es importante y deseable ya que
estos restos confieren carga negativa al polisacérido (Sutherland, 1990), confiriéndole
caracter anionico con capacidad para captar cationes pudiéndose utilizar en la
biorremediacion de lugares contaminados con metales pesados o0 aguas residuales.
(Geddie y Sutherland, 1993; de Philippis y Vicenzini 1998; Sutherland, 1994).

Por otro lado la presencia de &cidos urdnicos confiere al EPS una mayor
resistencia a la degradacion por hidrélisis acida H,SO 4 y se impide en ocasiones que
la determinacion de carbohidratos se lleve a cabo de forma correcta (Pfiffner y col.,

1983), como anteriormente ya se ha mencionado.

Los polisacaridos presentaron un porcentaje en restos piruvato (entre 2,6% del
EPS procedente del lactosuero tratado y 5,1% p/p del EPS comercial), constituyentes
gue también contribuyen a la carga neta negativa de las moléculas de polisacérido. La
presencia de estos grupos es determinante de las propiedades reoldgicas de la goma
xantana. Concretamente, parece ser que un elevado grado de piruvatacion origina
soluciones de mayor viscosidad y de mayor termoestabilidad (Capron y col., 1998). No
obstante, también se ha descrito que los grupos piruvato inestabilizan el estado
ordenado de las cadenas de goma xantana, debido a las repulsiones electrostaticas

existentes entre ellos (Gamini y col., 1991).
En multitud de EPS se ha observado una relacién entre la composicion quimica

y la viscosidad, demostrandose un aumento de los grupos O-acetilo favorece la

viscosidad del xantano (Sutherland, 1994).
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Una goma xantana con un contenido alto en acetato y especialmente en
piruvato, implican mayores aumentos en la viscosidad de soluciones acuosas al
favorecer las asociaciones intermoleculares (Tako y Nakamura, 1984). Demostrandose
que las concentraciones de acetato y piruvato encontradas en la goma xantana
comercial, son mayores, presentando diferencias de viscosidades en soluciones

acuosas con goma xantana obtenida a partir de lactosuero tratado.

Monosacéridos constituyentes de los EPS

Tabla 28. Composicion quimica del xantano comercial y del xantano procedente del lactosuero tratado.

EPS MANOSA GLUCOSA Ac.GLUCURONICO
X. comercial 28,00 41,45 20,90
X.lactosuero trat. 29,40 40,00 9,02

Tabla 29. Composicién quimica del succinoglicano comercial y del succinoglicano procedente del
lactosuero tratado.

EPS GLUCOSA GALACTOSA Ac.PIRUVICO Ac. Ac.
succinico acético
succinoglicano 80 10 59 0,4 0,5
comercial
Succinoglicano 78 8 4,2 0,4 0,3
comercial

Los porcentajes coinciden con el succinoglicano producido por la A.
radiobacter, cepa 10C3 produce un EPS con un contenido del 77% de glucosa, 6.7 %
galactosa, 1,9 % manosa y 10,6% acido succinico al crecer en medios de cultivo que
contenia 0,1 % de YE (Harada, 1965).

El peso molecular y la cantidad de acido pirdvico y grupos acilo del xantano
dependen de la cepa empleada (Cadmus y col., 1978; Kennedy y Bradshaw, 1984),
de la composicion del medio y de las condiciones o parametros de fermentacién
(Cadmus y col., 1978; Souw y Demain, 1979; Trilsbach y col., 1984; Peters y col.,
1993).

La glucosa fue el mondmero presente mas abundantes en los EPS, el acido

glucuronico es frecuente entre los exopolisacaridos microbianos, mientras que el 4cido

galacturdnico se detecta en muchas menos ocasiones (Sutherland, 1994).
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Las condiciones de fermentacion no afectan al tipo de azlcares de los
exopolisacaridos microbianos, aunque influyen de forma importante en su
conformacion final, masa molecular, grado de sustitucién y proporcion de los distintos

monosacaridos constituyentes (Orgambide y col., 1991; Sutherland, 1994).
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Parte V
Estudio de las propiedades reolbgicas

y analisis en sistemas alimentarios

de los exopolisacaridos obtenidos
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1. Propiedades reoldgicas de los EPS.

La reologia proporciona informacion de enorme valor previa a la
comercializacién de un determinado producto, dependiendo de su relacion entre sus
estructuras y sus atributos fisicos, el comportamiento en una determinada aplicacion

industrial asi como su textura una vez integrado en el producto final.

El estudio realizado en la presente Tesis doctoral se ha planteado, en primer
lugar determinando las viscosidades de los EPS en solucién acuosa, y posteriormente
profundizando en las propiedades reolégicas del EPS obtenido a partir del lactosuero

en comparacion con su homdlogo comercial.

Hemos estudiado, el efecto de diversos factores sobre la viscosidad de los EPS
en solucién determinando los parametros que conformar el poder viscosizante de
nuestros EPS. También ha sido objeto de estudio el comportamiento reoldgico de las
soluciones de los EPS, en cuanto a las variaciones que se producen en la viscosidad
en funcién del gradiente de deformacion (pseudoplasticidad) y el tiempo (tixotropia),
realizdndose un estudio de las propiedades viscoelasticas de los EPS. Por ultimo,
estudiamos el efecto sinérgico de los EPS con otros estabilizantes y gelificantes, como

los carragenatos, ampliamente utilizados en la industria alimentaria.

1.1. Comparacion de las propiedades reolégicasy ot ros
pardmetros entre los xantanos obtenidos a partir de diferentes
medios, con su homélogo comercial.

Las propiedades y caracteristicas exigidas al xantano, que deben cumplir las

especificaciones comerciales son las siguientes:

Contenido en cenizas y humedad.
Contenido en nitrégeno, acetato y piruvato.

Viscosidad (como indicacion del peso molecular) y comportamiento reolégico.

La viscosidad es una propiedad de los fluidos de gran importancia en multiples
procesos industriales, ademas de ser una variable de gran influencia en las
mediciones de flujo de fluidos, el valor de viscosidad se usa como punto de referencia
en la formulacién de nuevos productos, facilitando la reproduccion de la consistencia

de un lote a otro en lo que respecta a la fabricacion a nivel industrial.
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La viscosidad se considera como el atributo industrial de mayor importancia al
tratarse de EPS, por lo que se compararon las propiedades del xantano comercial con

los obtenidos a partir de diferentes medios.

Los parametros mas importantes del xantano obtenidos a partir de diferentes
medios de cultivo con su homdlogo comercial se reflejan en la tabla 30, presentando

unas caracteristicas y propiedades muy similares.

Tabla 30. Comparativa de los parametros de los distintos EPS obtenidos a partir de medio lactosuero y
medio YM con su homdlogo xantano comercial.

Estado fisico pH Viscosidad Humedad %
(cp)
1% solucién acuosa

Xantano Polvo, color 7 865 13,1
comercial crema.

Xantano Polvo, color 6,3 650 22,2
lactosuero blanco.

Xantano Polvo, color 6,5 780 22,8
YM crema.

1.2. Pseudoplasticidad y caracteristicas fisicas: ¢ olor de los
distintos EPS liofilizados obtenidos a partir de | actosuero

Todas la muestras analizadas de las soluciones acuosas al 1% (p/V) mostraron
un alto grado de pseudoplasticidad tipico de las soluciones de xantano comercial,
figura 66. Como veremos esta es una caracteristica de vital importancia para que los

EPS puedan ser empleados en la mayoria de los sistemas alimentarios.
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Figura 66. Pseudoplasticidad de los diferentes xantanos evaluados.

La pseudoplasticidad determina que muchos EPS de origen bacteriano puedan
aplicarse en sistemas alimentarios por contribuir a una mejor textura y propiedades

organolépticas (Lapasin y Pricl, 1995).

Esta propiedad es fundamental para los EPS empleados en productos lacteos y
otros sistemas alimentarios, ya que el producto en condiciones de reposo ha de
mantener una consistencia que impida la precipitacion de particulas y una vez es
ingerido por el consumidor se requiere una disminucién de la viscosidad presentando

una textura cremosa en paladar.

Otra caracteristica presente en estas soluciones de EPS es su naturaleza
tixotrépica, es decir la recuperacion inmediata de su viscosidad tras el cese de la
fuerza de cizalla. Es decir, la recuperacion de su estado inicial tras la deformacién
sufrida, reflejo de un comportamiento elastico (solido) y viscoso (fluido), lo que
determina un cierto caracter viscoelastico de las soluciones de los EPS obtenidos a

partir de diferentes medios,

Generalmente el aumento de la viscosidad de una solucion esta relacionada
con la concentracion del polimero disuelto. El xantano, presenta una ventaja respecto
a otros polimeros ya que las dispersiones acuosas de este polimero presentan altas

viscosidades a bajas concentraciones.
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Un parametro a tener en cuenta en los sistemas alimentarios es el color; el
xantano obtenido a partir del lactosuero, (ver figuras 67 y 68) presenta la
particularidad de no transferir ningun tipo de color, siendo transparente en soluciones
acuosas incluso a concentraciones de hasta el 4%(p/V). Caracteristica muy importante
al tratar de introducir el producto en sistema alimentarios neutros, sin aporte alguno de
color, olor y sabor.

Figura 67. Figura 68.

Fotografia: Xantano obtenido a partir de medio lactosuero. Fotografia: Xantano obtenido a partir de YM.

No obstante existen ligeras diferencias de color del EPS obtenido a partir del
medio lactosuero y medio YM. Obteniéndose una coloracion mas blanquecina en el
EPS procedente del medio lactosuero.

Figura 69. Aspecto del curdlano liofilizado.
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1.3. Estabilidad frente a la temperatura

El comportamiento del EPS en funcion de este parametro es vital para su
empleo posterior en diferentes aplicaciones industriales que requieran cambios de

temperatura.

Las soluciones acuosas de los EPS son especialmente estables a rangos de
temperatura muy amplios, como muestra la figura 70, ambos EPS tanto comercial
como obtenido a partir de lactosuero muestran una gran estabilidad de la viscosidad a
temperatura ambiente hasta los 60° C, donde empieza a descender ligeramente el

valor de la viscosidad.

—e— Xantano comercial[™®

Viscosidad mPa s

0 T T T T
10 30 50 70

temperatura °C

Figura 70. Estabilidad reoldgica de los diferentes xantanos evaluados frente a
la temperatura.

Esta disminucién se explica, por una transicion desde los estados ordenados
gue normalmente caracterizan la estructura polisacaridica, a estados mas
desordenados a medida que la temperatura de la preparacién se incrementa. Los
polimeros microbianos se ven afectados por la temperatura de diferente forma, aunque
generalmente un aumento en la temperatura conlleva una disminucion en la viscosidad
de las soluciones. En el caso del xantano en solucién, debido a su rigidez molecular,
permanece practicamente inalterado tras elevar la temperatura, caracteristica de gran
utilidad por ser estable en multitud de procesos industriales que precisan de

calentamiento (Sutherland, 1990).

La conformaciéon adquirida por el xantano depende de la temperatura de la
solucion, adquiriendo una conformacién ordenada (doble hélice a temperaturas
comprendidas entre 25-40°C) o una conformacion desordenada (de ovillos, a

temperaturas de disolucion elevadas 60-80°C).
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1.4. Estudio del efecto de ciclos de congelacién -
descongelaciones sucesivas.

En lo referente a los procesos de congelacion — descongelacion, se determiné
que tanto las soluciones de los EPS tanto del xantano comercial como el obtenido a
partir de medio lactosuero, poseen una excelente estabilidad frente a ciclos de

congelacion descongelacion.

La congelacion no afecta a las propiedades reologicas de los EPS lo que lo hace
potencialmente util para aplicaciones en productos congelados, manteniéndolos
estables durante sucesivos ciclos de congelacion descongelacién. Estabiliza la textura,
evitando la sinéresis o pérdida de agua, aumentando asi la vida util del producto al

evitar ademas la formacion de hielo (Vafiadis, 1999).

Otros usos, podrian ser aumentar la viscosidad de salsas o postres lacteos a
base de frutas, incluso en la recuperacién del petrdleo, debido a su estabilidad frente a

la temperatura y a la fuerza iénica, y a su capacidad de retencion del agua.

1.5. Estudio de la conservacion a 4°C en diferentes soluciones
de xantano.

Realizamos un seguimiento a temperaturas de refrigeracién de los parametros
fisicos de diferentes soluciones al 1% (p/v) de xantano comercial, xantano
procedente de lactosuero sin pasteurizar y xantano procedente de lactosuero

pasteurizado.
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Figura 71. Conservacion de las soluciones de xantano a 4°C.

El objetivo del estudio fue evaluar la vida atil de las diferentes soluciones de
EPS, determinando la importancia del proceso de pasteurizacion que recibe el xantano

durante su procesamiento.

Como se observa en la figura 71, tanto las soluciones del xantano comercial
donde ademas del proceso de pasteurizacion se le aplica un proceso de molienda
como el xantano procedente del lactosuero al que se le aplica un proceso de
pasteurizacién, mantienen practicamente los valores de viscosidad invariables hasta

practicamente 40 dias a 4°C.

Por el contrario, el xantano procedente del lactosuero sin pasteurizar, los
valores de viscosidad descienden notablemente situandose a los 2 meses a la mitad

de los valores iniciales de viscosidad.

Podemos afirmar, que el tratamiento de pasteurizacion es esencial para
preservar las caracteristicas de las soluciones de los EPS, ya que estan expuestos a
los ataques de otros microorganismos y enzimas provocando su degradacion, incluso

a temperaturas de refrigeracion.

Estas enzimas denominadas liasas, son producidas por mdltiples
microorganismos, Bacillus liasas descritas por Sutherland, ILW. (1987) actian
fragmentando las cadenas de los EPS por un mecanismo de B eliminacion, actlan a

pH alcalinos en torno a 7,5 -11 (Cadmus y col., 1982).
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1.6. Resistencia a la esterilizacién en autoclave d e vapor.

Se sometieron los EPS obtenidos a partir de lactosuero, medio YM y xantano

comercial a una esterilizacion en autoclave durante 20 minutos a 112°C.

Siendo el poder viscosizante de los EPS ensayados bastante resistentes a los
procesos térmicos, caracteristica de vital importancia en los procesos industriales
llevados a cabo en multitud de alimentos, los cuales son sometidos a procesos de

termizacién, pasteurizacion o esterilizacion.

1.7. Estabilidad frente al pH

La modificacion del pH produce una variacion de la fuerza i6nica de las

soluciones de los EPS, que origina cambios de viscosidad.

En el caso de EPS de naturaleza anidénica, como nuestros EPS, la
concentracion del polimero es fundamental en el efecto del pH sobre el efecto
viscosizante de las soluciones de EPS. Estudios anteriores, ponen de manifiesto, que
para concentraciones inferiores al 0,2 % (p/v) se produce un cierto incremento de la
viscosidad al aumentar el pH, mientras que para soluciones mas concentradas
mayores del 0,4 % (p/v) las concentraciones con pH acido son mas viscosas. (Clark,
1992; Pastor y col., 1994). La explicacion radica en lo que ocurre en la fuerza i6nica y

en las interacciones en las fuerzas de atraccidn y repulsién entre las cadenas.

No obstante, como hemos demostrado en los resultados expuestos en la tabla
31, los valores de viscosidad son independientes en un amplio intervalo de pH

comprendido entre valores de pH (2-12).
El caracter compacto de las dobles hélices, protegida por el repliegue de las
cadenas laterales impide la penetracion del acido y del alcali, evitando su degradacién

por hidrdlisis (Sutherland, 1998,1999).

Por las propiedades anteriores expuestas los EPS pueden emplearse tanto en

sistemas alcalinos como 4cidos, ampliamente distribuidos en alimentacion.
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Tabla 31. Estabilidad de los EPS en solucion acuosa al 1% (p/v) frente a amplios valores

de EH'
pH 2 6 8 10 12

Viscosidad mPa s 650 650 650 650 650

(Xantano lactosuero 1%)

Viscosidad mPa s 865 865 865 865 865

(Xantano comercial 1%)

La estabilidad de la viscosidad frente al pH es una caracteristica muy
importante a nivel industrial, tal es el caso de nuestro xantano que presenta una gran
estabilidad frente a un amplio rango de pH. La viscosidad permanece constante entre
valores de pH comprendidos de 2-12. Cuando se encuentran en valores superiores o

inferiores de este rango los valores de la viscosidad empiezan a disminuir.

Por tanto, las variaciones en la viscosidad provocadas por cambios del pH
pueden estar relacionadas con cambios en la conformacion molecular de las cadenas
polisacaridicas afectadas por una alteracion de la carga eléctrica neta de la molécula

de polisacarido.

1.8. Estudio de la presencia de sales en la soluci6  n de EPS.

Generalmente un factor como la concentracion de sales en solucién afecta a
las viscosidades de las soluciones de los EPS. Por esta razon, estudiamos el efecto

de la presencia de electrolitos sobre las soluciones de nuestros EPS.

Las soluciones de polielectrolitos exhiben comportamientos particulares.
Cuando se determina la viscosidad reducida de un polielectrolito en agua desionizada
su valor aumenta abruptamente al disminuir la concentracién del polielectrolito. Este
efecto se hace mas débil con la adicion de sales. Sobre una concentracion dada de
sales, los polielectrolitos se comportan de manera similar a los no-polielectrolitos. El
incremento en viscosidad se observa solo a bajas concentraciones de polielectrolito; a
altas concentraciones el comportamiento es similar al observado para soluciones de

no-polielectrolitos.
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Este comportamiento de los polielectrolitos (figura 72) se ha explicado
tradicionalmente en términos de la extension de cadena de los polielectrolitos. Al
disminuir la concentracién del polielectrolito, aumenta el grado de ionizaciéon. Los
contraiones de las polisales forman una atmodsfera idnica alrededor de la
macromolécula. En soluciones diluidas, la atmosfera i6nica es mas grande que el
diametro del ovillo molecular y los grupos cargados se repelen unos a otros,
incrementando la rigidez de la cadena y expandiendo el ovillo del polimero con un
consecuente aumento en la viscosidad. La adicion de sales de bajo peso molecular

apantalla las cargas suprimiendo el efecto polielectrolito.

Figura 72. Principios estructurales para polimeros en solucion acuosa, los
cuales llevan a la expansion del ovillo y por lo tanto a un incremento en
viscosidad.

Con el aumento de la concentracion salina, muchos polimeros solubles en
agua muestran una fuerte disminucion en la viscosidad. El efecto de iones divalentes
es aun mas pronunciado que el de iones monovalentes; la presencia de cationes
divalentes en pequefas cantidades puede ocasionar, incluso, el fenomeno de
floculacion del polimero. Este efecto salino es de importancia en polimero con grupos

ionizables como es el caso de nuestros EPS, xantano procedente de lactosuero.

En las figuras 73 y 74, se muestran las relaciones entre el pH y la viscosidad
de los polimeros en funcién de la presencia 0 ausencia de sales. La concentracién de

CacCl, afiadida fue de 1 mg/ml.
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Figura 73. Relacion entre el pH y la viscosidad de la goma xantana procedente de lactosuero. o goma
xantana al 1% en solucién acuosa en ausencia de CaCl, m goma xantana al 1% en solucién acuosa
con CacCl; a una concentracion de 1mg/ml.
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Figura 74. Relacion entre el pH y la viscosidad de la goma xantana comercial. o goma xantana al 1%
en solucion acuosa en ausencia de CaCl, m goma xantana al 1% en solucién acuosa con CaCl, a una
concentracion de 1mg/ml.

La viscosidad se incrementa gradualmente en ambos polisacaridos tanto el
procedente del lactosuero como de su homologo comercial, al aumentar el pH desde
valores de 2 hasta pH de 12, donde a valores superiores los polisacaridos se
hidrolizan. En ambos casos, la adicion de CaCl, provoca un descenso de la

viscosidad.

La compatibilidad con altas concentraciones de sal es una propiedad a tener
en cuenta para el uso final de los EPS microbianos (Antén y col., 1988). El hecho que
la adicion de sales afecte a la viscosidad del polimero sugiere la presencia de grupos

cargados en el EPS. Un exceso de sales provoca repulsiones electroestaticas entre
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las cargas, traduciéndose en una disminucion de la rigidez de las cadenas poliméricas

y consecuentemente una disminucién en la viscosidad (Vincent y col., 1994).

Las propiedades reoldgicas del xantano son extremadamente dependientes de
la concentracion de polimero y presencia de sales, estudiamos como se veian
afectados los parametros viscoelésticos de este biopolimero en solucién con la adicion
de sales. En presencia de NaCl 0,1M, y al igual que ocurre al incrementar la
concentracion de polisacérido, la frecuencia en la que los modulos elastico y viscoso
se igualan (G '= G "), se hace menor. Ello se debe a que los cambios estructurales
que determinan la transicion de un estado ordenado a desordenado son dependientes
del contenido en sal de la solucién, de forma que la adiciéon de electrolitos induce a
asociaciones intermoleculares que reducen las repulsiones electrostaticas tipicas de
polimeros con carga neta y con ello se consigue que las moléculas estén mas
ordenadas y que el estado sea mas estable. Efecto descrito para el xantano (Pelletier
y col., 2001), polimero de naturaleza 4cida.

Por otra parte, la presencia de determinados grupos tiende a estabilizar la

forma ordenada del xantano, como los grupos acetilo (Gamini y Mandel, 1994).

Esta forma ordenada responsable de una estructura de mayor solidez se
mantiene estable a temperaturas entre 25 -70°C, a partir de la cual parece ser que
comienza a producirse una desorganizacion molecular. Este ultimo hecho determinaria
que la viscosidad de las soluciones no se modifique a temperaturas entre 25 - 55°C
como vimos en apartados anteriores, produciéndose una disminucion a temperaturas
de 70°C y superiores. Sin duda alguna, la capacidad viscosizante de este
exopolisacarido esta relacionada con la estructura molecular de sus cadenas

polisacaridicas.

2. Estudios reoldgicos de los EPS en sistemas
alimentarios.

2.1. Estudios de viscosidad en sistemas alimentario S.

Los estudios de viscosidad realizados en sistemas alimentarios, figura 75,
como la leche desnatada y leche entera nos muestran un efecto positivo en la

viscosidad de la suspension del EPS al 1 % (p/V) en leche entera.
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Figura 75. Viscosidad del xantano en diferentes sistemas alimentarios.
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Figura 76. Viscosidad de las dispersiones del EPS de xantano
lactosuero y su homoélogo comercialal 1% (p/V) en agua destilada,
leche desnatada y leche entera. (Medidas de viscosidad realizadas
en un Brookfield LVTDV-II usando un husillo SC4-18 y el adaptador
para pequefias muestras 13R; a una velocidad de cizalla de 39.6 s-1
y temperatura de 25°C).

En cuanto a su solubilidad en diferentes disolventes, en matrices alimentarias,
como es el caso de la leche entera y leche descremada, figura 76, se observo que
presentaban una gran estabilidad, fécil dispersion de la goma xantana obtenida a

205



partir de medio lactosuero comparada con su homologo comercial. Durante su estudio
se observo que es un emulgente y un estabilizante perfectamente valido para uso

alimentario.

En las soluciones preparadas con leche desnatada y entera, las propiedades

estabilizantes se ven acentuadas por la interaccion con la caseina de la leche

Las soluciones lacteas de los polimeros estudiados poseen un comportamiento
pseudoplastico hecho patente en los reogramas realizados. Acentuandose en las
soluciones mas concentradas, haciéndose menor a medida que la concentracion del
polimero disminuye, siendo de vital importancia la determinacion del contenido de
sélidos de la leche para controlar el comportamiento reolégico y propiedades de flujo
(Chang y Hartel, 1997).

2.2. Actividad emulgente

En mutitud de EPS se ha observado una relacion entre la composicion quimica
y la viscosidad, demostrandose un aumento de los grupos O-acetilo favorece la

viscosidad del xantano (Sutherland, 1994).

Estos EPS poseen capacidad de estabilizar emulgentes , ejerciendo su efecto

mediante cuatro mecanismos fundamentales:

« Formacibn de una barrera  electroestdtica  (estabilizacién
electroestatica).

» Estabilizacién termodindmica (reduccion de la tension superficial).

» Creacion de una barrera estérica (estabilizacién estérica).

* Modificacion de las propiedades reoldgicas.

En las tabla 32 se recoge la actividad emulgente los exopolisacaridos, en
comparacion con surfactantes quimicos utilizados como control (Tritén X-100, Tween
20, Polisorbato 60), a una concentracién del 0,5% (p/v), sobre las distintas fases

oleosas alimentarias ensayadas (aceite de oliva, aceite de girasol).

Los resultados son la media de tres determinaciones e indican el porcentaje

emulsionado de la mezcla agua-fase oleosa. Las medidas fueron realizadas tras dejar
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la emulsién en reposo durante 1 hora y 24 horas a temperatura ambiente, con el

objetivo de evaluar la estabilidad de las mismas con el paso del tiempo.

Tabla 32. Actividad emulgente.

EMULGENTE tiempo FASE OLEOSA
- Acete  Aceite |

oliva girasol
Tritdbn X -100 1 hora 70,1* 69,25
24 horas 61,85 67,1
Tween 20 1 hora 61,75 62,8
24 horas 60,7 62,5
Polisorbato 1 hora 62,55 64,7
60 24 horas 61,5 62,8
Xantano 1 hora 100 92,45
comercial 24 horas 100 88,95
Xantano 1 hora 95 85,5
lactosuero 24 horas 95 82,4

La emulsion de aceite de oliva y el aceite de girasol por los biopolimeros es un
hecho de interés a nivel alimentario. La emulsion aceite/agua es muy comun en la
industria alimentaria, en concreto en la elaboracion de salsas y alifios, asi como en
otros muchos productos. El porcentaje de mezcla emulsionada por el EPS obtenido a
partir de lactosuero con ambos aceites es como minimo comparable, y en muchos
casos superior, al obtenido con cualquiera de los emulgentes quimicos empleados
como control en este estudio. Hemos de tener en cuenta que de los surfactantes
utilizados Unicamente se encuentran aceptados como aditivos alimentarios ademas del
xantano, el Tween 20 y Polisorbato 60, presentando estos dos ultimos un menor poder

emulgente que muchos de nuestros EPS.

Por lo que podemos afirmar que la actividad emulgente de la goma xantana
obtenida a partir de lactosuero es comparable a la goma xantana comercial. No
obstante debido al mayor porcentaje de humedad que presenta nuestra goma xantana,

presenta valores algo inferiores en cuanto a su capacidad emulgente.

El interés del estudio de estos EPS se debe a sus extraordinarias

propiedades tanto fisicas como quimicas, que permiten el empleo de estos polimeros
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en multitud de aplicaciones industriales. Los polisacéridos microbianos compiten con
otros de origen sintético en aplicaciones industriales, prevaleciendo una tendencia al
uso de polimeros de origen microbiano principalmente debido a su biodegradabilidad y
a su ausencia de toxicidad (Sutherland, 1990). Las industrias donde el empleo de
EPS de origen microbiano se estd incrementando son: extraccion de petréleo,
produccion de enzimas, textil, imprenta, geles e industrias de biosurfactantes
(Sutherland, 1990).

2.3. Importancia del envase con el que se comercial izan los
EPS. Porcentaje de humedad del producto.

La mayoria de los productos naturales contienen humedad. El contenido de
agua por si mismo es raramente interesante. Por el contrario, determina si el producto

gue se pretende comercializar y producir tiene propiedades estandares tales como:

— aptitud para almacenamiento,

— aglomeracion en el caso de tratarse de un polvo,

— estabilidad microbioldgica,

— propiedades de flujo, viscosidad,

— peso en seco,

— concentracion o pureza,

— grado comercial (cumplimiento de los acuerdos de calidad),
— valor nutricional del producto,

— conformidad legal (regulaciones normativas en cuanto a alimentacién).

El contenido de humedad influye en las propiedades fisicas de una sustancia:
en el peso, la densidad, la viscosidad, el indice de refraccion, la conductividad eléctrica
y en muchas otras propiedades, por todas estas razones es fundamental conocer este

dato en los EPS de interés comercial obtenidos.

Los resultados muestran el porcentaje de humedad de diferentes EPS de
interés industrial. Como se observa en la tabla 33, tanto la goma xantana obtenida a
partir del medio YM como la goma xantana obtenida a partir de lactosuero tratado,
presentan unos valores muy superiores con respecto a su homéloga comercial,
situandose generalmente los porcentajes de humedad final en xantano comercial

entorno al 10%.
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Tabla 33. Los valores de humedad corresponden a muestras almacenadas durante 3

meses a temeeratura ambiente en Elacas Eetri selladas.

EPS % HUMEDAD
G.xantana obtenida a partir medio YM 22,8+0,3
G.xantana obtenida a partir medio lactosuero 22,2 +,04
G.xantana comercial 13,1+0,2
Curdlano obtenido a partir de lactosuero 9,1+0,3

A diferencia del xantano obtenido en nuestro laboratorio, el xantano comercial
se somete a un proceso de molienda, disminuyendo la humedad que puede captar el
producto debido a la formaciébn de granos de unas pocas W., reduciendo asi la
superficie total expuesta a la captacion de humedad, ademas para el control de la
dispersabilidad y facilitar una rapida disolucién. Debe extremarse la precaucion al
molerse evitando una excesiva produccién de calor que podria degradar o decolorar el
producto (Smith y Pace, 1982).

Por otro lado es muy importante el envase con el que se va a comercializar el
producto, ya que cumple numerosas funciones; protege el producto de la humedad
ambiental, al ser un producto higroscopico sujeto a la degradacion hidrolitica, ademas
de otras importantes funciones como: merchandising, facilitar el consumo, informar,

comodidad de transporte, valor de post venta...etc.

En la produccién comercial el producto seco se muele y se empaqueta en

recipientes con baja permeabilidad al agua.

En un futuro préximo, se realizaran ensayos con diferentes formatos de
envases existentes en el mercado con el fin de comparar la proteccion, aspecto
comercial, facilidad en el transporte y almacenamiento, estabilidad, entre otros

aspectos.

2.4. Formacion de geles. Estudio del sinergismo con K-
carragenatos en sistemas alimentarios.

La capacidad de formar geles de muchos EPS de origen bacteriano es una
propiedad muy atractiva desde el punto de vista industrial. Los geles constan de dos

componentes, el disolvente, mayoritario, es un liquido y esta atrapado en una pequefia
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cantidad de un segundo compuesto, que forma una red tridimensional en el seno del
disolvente, esta red impide que el disolvente fluya. Por lo que un gel se comporta

como un solido blando, facil de deformar, elastico o plastico.

Los geles de los biopolimeros fueron los primeros en ser conocidos, estas
moléculas deben sus propiedades gelificantes a sus posibilidades de asociacion. La
gelificacion puede ser una propiedad inherente al EPS o puede requerir la presencia
de cationes mono o multivalentes. En otros casos, la gelificacion se logra con el efecto

sinérgico con otro EPS, como es el caso del xantano.

Las caracteristicas de un gel vienen determinadas por el tipo de uniones que se

establecen en las cadenas poliméricas.

Ross- Murphy y Shatwell 1993, clasificaron los geles formados por los EPS en tres

categorias fundamentales:

1) Geles en las que las uniones se establecen con uniones covalentes. El
establecimiento de enlaces covalentes entre los polimeros en solucién engendra
cadenas flexibles ligadas por sus extremos a otras tres o cuatro, creando una red
extendida sobre toda la disolucion. Estos geles son reversibles, pueden
deformarse bajo la accion de una fuerza exterior débil, recuperando su forma

inicial al detenerse dicha fuerza.

2) Geles con uniones faciles de disgregar. Pueden disgregarse bajo la accion de

una fuerza exterior débil, perdiendo la estructura inicial al cesar la fuerza.

3) Geles que originan unidades compactas. La agregacién de las particulas o de
las moléculas es irreversible, solamente una variacion de temperatura de unos

grados, para que el gel empiece a fundir.

Las pruebas de sinergismo con los carragenatos, polimeros utilizados ampliamente
en la industria alimentaria, dan informacién de interés en lo que respecta a las
propiedades del gel obtenido. El xantano por si solo es incapaz de formar geles,
aunque en altas concentraciones puede formar geles débiles no obstante presenta
excelentes sinergia con los k- carragenatos empleados ampliamente en multitud de

sistemas alimentarios.
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El objetivo de estos estudios fue determinar la capacidad y el sinergismo de las
gomas obtenidas a partir del medio lactosuero junto con los k- carragenatos (figura
77). Los ensayos realizados fueron los siguientes:

K- carragenatos + xantano procedente de lactosuero + agua
K- carragenatos + xantano procedente de lactosuero + leche entera

K- carragenatos + curdlano + agua

Se procedi6 a determinar y analizar los siguientes parametros:

* Fuerza de gel.

» Elasticidad.
* Sinéresis.

* Brillo.

e Dureza.

» Color.

» Fragilidad.

Figura 77. Sinergismo de los k-
carragenatos con la goma xantana en
aguayen leche entera.

En las siguientes fotografias (figura 78), se aprecian las diferentes texturas y
consistencias de los geles. Obtuvimos que los geles formados con carragenato y
curdlano, presentaban mayor resistencia a las fuerzas de tracciébn y compresion, es
decir presentaban mayores fuerzas de gel, asi como mayor facilidad al corte sin
fragmentarse. La estructura primaria de los exopolisacéridos microbianos tienen gran
influencia sobre su capacidad para formar geles, por ejemplo el curdlano forma geles
mientras que el escleroglucano muy similar a el estructuralmente, pero difiere
Unicamente en la presencia de sustituyentes glucosilo, no presenta esta capacidad
(Sutherland, 1990), las modificaciones en cuanto a la composicion quimica de los

polimeros también conducen por tanto a variaciones en su poder de gelificacion.
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Figura 78. Fotografias de los geles; K carragenato 0,5% + xantana lactosuero 1.5% en agua, K carragenato
0,5% +xantana lactosuero 1.5% en leche entera, K carragenato 0,5% + Curdlano lactosuero 1.5% en agua,
K carragenato 0,5% + Curdlano lactosuero 1.5% en leche entera.

Tabla 34. Propiedades fisico quimicas de las mezclas de los EPS obtenidos a partir de medio

lactosuero con carragenatos al 1.5% en diferentes matrices acuosas y lacteas.
+: valor bajo; ++: valor medio; +++; valor alto

Solubilidad pH Gelificacion Dureza Color

K carragenato +++ 6,8 +++ ++ Anaranjado
0,5% + Xantana
lactosuero 1.5%
en agua

K carragenato ++ 6,9 ++ + Blanquecino
0,5% + Xantana
lactosuero 1.5%

en leche entera

K carragenato +++ 7,1 +++ ++ Pardo
0,5% + Curdlano
lactosuero 1.5%
en agua

K carragenato ++ 7,3 +++ +++ Blanquecino
0,5% + Curdlano
lactosuero 1.5%

en leche entera
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Todas las muestras ensayadas, mostraron una gran solubilidad en caliente,
ademas con las distintas combinaciones de EPS evaluadas se lograban geles menos
rigidos y quebradizos al compararlos con los geles formados solo por los K

carragenatos, ver tabla 34.

Estas pruebas previas a la aplicacion industrial, son de vital interés, ya que su
campo de aplicacion es enorme: industria lactea, carnica, ambientadores en gel,

postres en polvo...

La medicion objetiva de la textura no sélo determina la resistencia del producto
a la fuerza aplicada sino que ayuda a caracterizar la firmeza, suavidad, suculencia,

resistencia a la masticacion, fibrosidad, etc., de los productos comestibles.

Para la medicion objetiva de la textura, se han ideado un nimero considerable
de aparatos mecanicos, tales como, el texturbmetro instron. La textura es un factor
muy importante en la seleccion y preferencia de los alimentos, y ademas es

reconocida como uno de los mayores atributos de calidad.

Las propiedades relacionadas con la sensacion que se percibe al iniciarse la
masticacion del alimento son de tipo mecanica, entre estas: la dureza, la viscosidad
y la fragilidad (Costell, 1994). Ademas, la evaluacion textural esta basada en la
interpretacion de las relaciones de fuerza-deformacion, cuya relacion puede ser
definida experimentalmente a través de una prueba de compresion unidireccional
(Calzada y Peleg, 1978).

La dureza es la fuerza méxima obtenida durante el primer ciclo de compresion.
Se refiere a la fuerza requerida para comprimir un producto entre los molares o entre
la lengua y el paladar. Es la resistencia a la penetracién, donde varios procedimientos
son utilizados para medir la dureza, y estos dependen del material con que esté hecha

la sustancia, su espesor y la carga aplicada.
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Figura 79. Firmeza de gel de las diferentes combinaciones entre K-
carragenato y goma xantana y curdlano.

Los carragenatos ofrecen una mayor sinergia al combinarse con el curdlano,
formando en ambas matrices tanto acuosa como en leche entera, geles de mayor
resistencia, dotados de una mayor firmeza y elasticidad, figura 79. Esto es debido
porque el curdlano insoluble en agua, forma un gel con propiedades el4sticas al
calentar la solucién acuosa de polisacéridos. Al calentarse a temperaturas mayores de
80°C se forma un gel termo irreversible (hight-set-gel). El curdlano, forma un gel firme
a 54 °C, lafuerza del gel depende de la temperatura es practicamente constante
entre los 60 - 80 ° C, yllega a incrementarse hasta 80 - 100 ° C, (Harada y Amemura,
1981). Cuando el calentamiento supera los 120 ° C, la estructura del polimero pasa de
una simple hélice a una triple (Sutherland, 1983), el incremento de la temperatura
provoca un cambio conformacional que hace mayor la fuerza de estos geles. A
diferencia del xantano que por si solo es incapaz de formar geles firmes, incluso a
altas concentraciones. Es de destacar el inusual comportamiento del curdlano, cuya
viscosidad aumenta con la temperatura hasta el grado de formar geles débiles a 60-65

°C y geles de mayor firmeza a 75-80°C.
El succinoglicano obtenido, a partir de 60°C sufre una drastica disminucion en

su viscosidad, este fendmeno esta relacionado con una transicion conformacional del

polimero (Stredansky y col., 1999).
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En este sentido, el xantano se caracteriza por una gran termoestabilidad,
pudiendo permanecer inalterado hasta temperaturas alrededor de los 90°C. No
obstante, sus propiedades reoldgicas se afectadas si se supera la temperatura de
transicion conformacional de la molécula, que es dependiente de la concentracion de

polimero y de sales presentes en la solucion (Oviatt y Brant, 1993; 1994).

Puesto que tanto los carregenatos y el xantano, son gomas que tienen
funciones estabilizantes en muchos alimentos, es importante hacer notar que en el
sentido mas amplio del término, un estabilizante alimenticio es cualquier material que
al ser adicionado a un alimento aumenta su tiempo de almacenamiento; aunque existe
una definicion menos amplia que define un estabilizante como un material que reduce
la tasa en la cual suceden algunos cambios dentro de un producto alimenticio durante
su almacenamiento, transporte y manipulacion; esto es, los estabilizantes retardan o

evitan cualquiera de los siguientes procesos (Walker, 1984):

» Cristalizacion, usualmente del agua o del azUcar.

» Sedimentacion gravitacional de particulas en suspension.

* Encuentro entre particulas, gotitas o burbujas en un medio
fluido.

* Floculacion, coagulacibn o0 coalescencia de fracciones
dispersas.

» Disgregacion de agregados.

» Descremado.

» Pérdida de pequefias moléculas o iones debido a cambios en el
potencial quimico del ibn o molécula disuelta, o debido a la
formacion de una pelicula impermeable.

» Sinéresis en geles. Aunque la sinéresis usualmente sucede
como resultado de la presencia de gomas, en algunos casos
donde una goma es adicionada para formar un gel (esto es una
funcibn no estabilizante), una u otra goma pueden ser
adicionadas para prevenir la sinéresis, convirtiéndose, por tanto,

en un estabilizante.

El mecanismo de gelificacién, varia de modo que en algunos sistemas se
establecen uniones mediante puentes de hidrogeno mientras que en otros existen
uniones covalentes a través de cationes multivalentes. Algunos de los polimeros
requieren la presencia de iones para la formacion de geles, por ejemplo algunos

alginatos mientras que el curdlano no necesita la colaboracion de iones (Sutherland,
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1990). El principal mecanismo de formacion de geles por el alginato consiste en una
union selectiva de cationes divalentes, provocando cambios a nivel de la estructura
quimica del polimero cuando este se pone en contacto con cationes de Ca’. Los
cationes méas adecuados para los procesos de gelificacion de la mayor parte de los
EPS es que elementos de transicion tales como Zn, Cu y Pb dan lugar a geles de

mayor fuerza y consistencia.
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3. Aplicaciones de los EPS producidos a partir de
lactosuero. Capacidad filmégena, micronizacion,
extensibilidad, grado de hidratacion.

Existe un incremento en el empleo de polisacéridos microbianos en el campo
de la agricultura y horticultura, donde se emplean recubriendo las semillas, cortes y
heridas de los &rboles, polimeros empleados para este objetivo son el curdlan y los
alginatos (Sutherland, 1990), ademéas de aplicarse en bafios glaseantes para
productos congelados. Es importante sefalar la propiedad de los polisacaridos de
formar finas peliculas empleadas en la industria alimentaria para realizar
recubrimientos protectores comestibles en sectores tanto de lacteos, carnicos como
hortofruticola. La utilizacién de recubrimientos comestibles en frutos puede tener entre
otros objetivos la modificacion de la composicion interna de los frutos, ralentizando el
proceso de maduracion de los mismos, mediante la alteracion de la permeabilidad, por
blogueo de una mayor o menor proporcién de los poros de la superficie del producto,
reduccién de la pérdida de agua por transpiracion (Amarante y Banks, 2001) y mejora
del aspecto superficial del producto. La cobertura de los poros con un recubrimiento
reduce la permeancia del agua, sin embargo hay una extensiva difusién del agua a
través de la cuticula. Mientras que los recubrimientos basados en lipidos y resinas
confieren principalmente hidrofobicidad, reduciendo pérdida de agua, y brillo; los
polisacaridos presentan permeabilidad selectiva al O, y CO, dando lugar a una
modificacion interna de la composicion de la atmdsfera, siendo poco efectivo como film

barrera frente al agua (Wongy col., 1992).

La capacidad fiimégena es una caracteristica muy importante a la hora de
formular productos para diferentes sectores alimentarios como puede ser entre otros
el sector lacteo. En este caso, se desarrollan una serie productos con base en gomas
alimentarias, que soportan componentes antifingicos destinados al tratamiento de la
superficie externa de los quesos durante su periodo de maduracion, evitando asi la
aparicion de mohos y levaduras en superficie. Estos componentes antifingicos con
efecto sinergista constan de sorbato calcico o sorbico (E-203, E-202), preferiblemente
se incorpora el primero evitando asi fendmenos de migracion al interior de la masa del
alimento, ademas se emplea también el E-235, la pimaricina, Unico antibiético
aprobado para su uso en la industria alimentaria en el tratamiento externo de

superficie de alimentos como quesos y embutidos.
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Con este objetivo, estudiamos una serie de propiedades de la goma xantana
obtenida a partir de lactosuero y lo comparamos con el xantano comercial, ademas de
evaluar las propiedades del curdlano y pululano obtenidos también a partir de
lactosuero. Teniendo en cuenta que las caracteristicas principales a evaluar, en la
formacion de un film alimentario son: capacidad filmogena es decir facilidad con la que
se adhiere a la superficie de un alimento, micronizacién que los componentes que
soporta la matriz estén dispersos por igual por todo el film, extensibilidad que la
pelicula que se forma sea flexible evitando que sea quebradiza, grado de hidratacion
es de vital importancia para el mantenimiento integro del film, ya que los alimentos
contienen mayor o menor grado de humedad por lo que estas peliculas han de ser

resistentes en cierta medida a la rehidratacion.

El grado de hidratacién obtenido en las peliculas de los diferentes EPS fue
muy similar, con un tiempo de rehidratacion de la pelicula aproximadamente de

minuto y medio en todos los casos, tabla 35.

El tamafio de particula del producto, posee un considerable efecto sobre la

dispersabilidad y velocidad de hidratacion.

Tabla 35. Evaluacion de las propiedades de la pelicula de 300 um formada mediante el extensiémetro.

EPS Capacidad Micronizacion Extensibilidad Grado de
filmogena hidratacion
P ——————$——€—§€—$€"§—§—@—§—€—€—S—S—S—€_€—€—@€—€—€—$€—§—h——Ss——_—_
Xantan_o ++++ ++ ++++ ++
comercial
+++ ++ ++++ ++
Xantano YM
+++ ++ ++++ ++
Xantano
lactosuero
+ + ++
Curdlano
lactosuero
++++ ++ + ++
Pululano
lactosuero

La pelicula formada por el curdlano, carecia de las mismas propiedades y de la
capacidad filmégena que el resto de los EPS ensayados, tanto el xantano como el

pululano obtenido del lactosuero mostraron unas buenas propiedades filmégenas
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(figura 80 y 81); presentando un elevado potencial de uso y aplicabilidad en

diferentes sectores alimentarios.

Figura 80. A, b) Fotografia Formacion de una pelicula de 300 um mediante un
extensiometro de goma xantana al 2% obtenida a partir de lactosuero tratado.
Observandose una buena capacidad filmogena.

Figura 81. Fotografia: Deficiente pelicula formada a partir de curdlano al 2%

Las conclusiones que se derivan a partir de este estudio son las siguientes:

La goma xantana obtenida a partir de lactosuero, posee idénticas propiedades
a su homdloga comercial en cuanto a su capacidad para estabilizar en
solucion los productos antifingicos, evitando asi la precipitacion. Ademas, de
favorecer la micronizacion, dispersion y estabilizacion de dichos componentes
antifiingicos en la matriz acuosa, posibilitando la formacién de una buena
capacidad filmégena que le permite adherirse a la superficie del alimento,

confiriéndole un 6ptimo grado de proteccion frente a mohos y levaduras.

La goma xantana y el pululano producida a partir del lactosuero debido a sus
buenas propiedades filmégenas podrian incorporarse en las coberturas
comestibles para reducir los efectos perjudiciales que inflige el procesado
minimo en los tejidos vegetales de frutas frescas cortadas o en los tratamientos
postcosecha a base de recubrimientos naturales. Asi, la barrera artificial
semipermeable que constituye una cobertura polimérica, contribuye a la
extension de la vida atil del producto al reducir la migracion de humedad y de
solutos (Deshpande y col., 1992; Singh y Kennedy, 2008) el intercambio de
gases, la respiracion, y otras reacciones oxidativas, disminuyendo asi los

desordenes fisioldgicos. Ademas, las coberturas pueden servir como soporte
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de algunos aditivos, tales como antioxidantes, antimicrobianos, colorantes,
saborizantes y nutrientes (Li y Barth, 1998; Pena y Torres, 1991; Pranoto y col.,
2005; Wong y col., 1996)., evitando en gran medida la sedimentacion

gravitacional de particulas en suspension.

Es importante sefalar, que el empleo de recubrimientos comestibles y
recubrimientos empleados como carriers de sustancias bioactivas conforma una
aplicacion muy prometededora de los embalajes alimentarios activos e inteligentes
(Cuq y col., 1995; Han, 2000,2001). Las biopeliculas comestibles y recubrimientos
estdn producidos a partir de biopolimeros y aditivos de grado alimentario, las
biopeliculas que estan formados por biopolimeros pueden ser proteinas, polisacaridos
(carbohidratos y gomas) o lipidos (Gennadios y col., 1997). Los plastificantes (glicerol,
PEG, sorbitol) y otra serie de aditivos son combinados con la biopelicula formado por

biopolimeros para modificar las propiedades fisicas o funcionales.

Mediante el empleo de recubrimientos comestibles y envases inteligentes se
pretende mantener la calidad incrementando la vida util y mejorando notablemente la
seguridad del producto (Han, 2002, 2003). Existe, un incremento de la demanda de
alimentos minimamente procesados y frescos, existiendo por tanto una necesidad de
aumentar la vida util y seguridad de este tipo de productos (Baldwin y col., 1995,
1997;). Ademas, el uso de materiales biodegradables en embalajes alimentarios es un
negocio muy atractivo ya que se podra reducir una gran cantidad del material sintético
empleado actualmente y ofrecer una alternativa ecoldgica respetando el medio
ambiente. (Krochtay De Mulder-Johnston, 1997; Amarante y Banks, 2001).

Los nuevos progresos cientificos han permitido crear embalajes «activos» e
«inteligentes» que prolongan la vida de un alimento o que reaccionan cuando éste se
ha deteriorado (por ejemplo, con un embalaje que cambia de color). Estos nuevos
materiales han sido incluidos en la legislacion que regula todos los materiales y
objetos destinados a entrar en contacto con alimentos.( Reglamento (CE) n°
1935/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 27 de octubre de 2004, sobre
los materiales y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos y por el que se
derogan las Directivas 80/590/CEE y 89/109/CEE).
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CONCLUSIONES

1. Se han conseguido obtener exopolisacéridos de interés industrial, tales como,
xantano, curdlano, succinoglicano y pululano, a partir de lactosuero tratado
previamente con [B-galactosidasa, producidos por diferentes microorganismos
Xanthomonas campestris NRRL 1459, Agrobacterium radiobacter CECT 4067 y
Aurobasidium pullulans ATTC 9348.

2. En el proceso de optimizacion y escalado en fermentadores de 1,5 y 20 litros,
centrado en la produccién de xantano a partir de lactosuero tratado, se han logrado
producciones de EPS comparables a los obtenidos en medios definidos, lograndose
una alternativa viable y econdémica para el aprovechamiento de un subproducto

agroalimentario.

3. La determinacion de las propiedades reoldgicas de los EPS en solucion acuosa,
determinan que el xantano obtenido a partir del lactosuero tratado presenta un menor
poder viscosizante en comparacién con su homologo comercial, no obstante los EPS
obtenidos presentan Optimas propiedades pseudoplasticas, lo que determina que
puedan aplicarse en sistemas alimentarios por sus buenas propiedades emulgentes y
por contribuir a una mejor textura y propiedades organolépticas. Los carragenatos
ofrecen una mayor sinergia al combinarse con el curdlano formado a partir de
lactosuero, tanto en matriz acuosa como en leche entera, conformando geles de
mayor resistencia, dotados de una mayor firmeza y elasticidad. Las peliculas formadas
por el curdlano, carecia de las mismas propiedades y de la capacidad filmogena que el
resto de los EPS ensayados, tanto el xantano como el pululano obtenido del

lactosuero mostraron unas buenas propiedades filmégenas
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CONCLUSIONS

1. This study reports a process for the production of industrial exopolysaccharide :
(xanthan, curdlan, succinoglucano, pullulans) using whey or whey permeate previously
treated with B-galactosidase from Saccharomyces lactis or Kluyveromices lactis use to
increase polysaccharide production as the fermentation substrate from Xanthomonas
campestris NRRL 1459, Agrobacterium radiobacter CECT 4067 y Aurobasidium
pullulans ATTC 9348.

2. The amounts of xanthan obtained from whey and whey permeate are
comparable to sucrose-based medium in the scale up in 1,5 and 20 liters fermentors
focus on xanthan production from whey permeate treated with B-galactosidase. In this
study, whey or whey permeate, a by-product of the dairy industry, pretreated with 3-
galactosidase from Saccharomyces lactis or Kluyveromices lactis were comparated to
synthetic medium for polysaccharide and xanthan production by Xanthomonas

campestris.

3. The rheology of aqueous solutions of xanthan whey is remarkably stable over a
broad temperature range, all samples of aqueous solutions exhibit a high degree of
pseudoplasticity behaviour, typical of xanthan. Indeed, the aqueous solutions are
remarkably stable over a broad temperature range and pH. The viscosity was
considered to be most important industrial attribute, the viscosity is lower comparing
the properties of comercial xanthan with the obtained from whey and YM.
Carragenates gels in combination with curdlan show better structural and

organoleptiques properties in both matrix: water and milk blends.
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