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Efecto de pumax de cepas de Leuconostoc mesenteroides en fermentaciones simuladas
Effect of umax of Leuconostoc mesenteroides strains in simulated fermentations
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Resumen

Las fermentaciones son procesos bioquimicos en los que bacterias transforman sustratos en productos y metabolitos de interés
comercial. Las bacterias &cido-lacticas (BAL) son microorganismos que producen acido lactico a partir de fructosa y glucosa,
sin embargo, al cultivarse en medio con sacarosa el producto principal es el dextrano. Este exopolisacarido tiene propiedades
gelificantes, espesantes y reoldgicas importantes para el area alimentaria y médica. Al igual que en todos los procesos
fermentativos, la produccion de dextrano se ve afectada por las condiciones del medio como el pH, temperatura y sustrato, y
ademas la cepa productora. Por lo anterior, el objetivo del trabajo fue predecir el efecto de la velocidad especifica de crecimiento
maxima (umax) de trece cepas de Leuconostoc mesenteroides en su crecimiento celular, consumo de sustrato y produccion de
dextrano en procesos fermentativos. Los resultados mostraron que la simulacion es una herramienta valiosa para visualizar
comportamientos cinéticos y poder encontrar y seleccionar los pardmetros dptimos para ejecutar fermentaciones reales con
resultados exitosos.
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Abstract

Fermentations are biochemical processes in which bacteria transform substrates into products and metabolites of commercial
value. Lactic acid bacteria (LAB) are microorganisms that produce lactic acid from fructose and glucose; however, when cultured
in sucrose medium, the main product is dextran. This exopolysaccharide has important gelling, thickening, and rheological
properties for the food and medical area. As in all fermentative processes, dextran production is affected by environmental
conditions such as pH, temperature, and substrate, as well as the producing strain. Therefore, the aim of the work was to predict
the effect of the maximum specific growth rate (umax) Of thirteen Leuconostoc mesenteroides strains on their cell growth, substrate
consumption, and dextran production in fermentative processes. The results showed that the simulation is a valuable tool to
visualize kinetic behaviors and to be able to find and select the optimal parameters to execute real fermentations with successful
results.

Keywords: simulation, Leuconostoc mesenteroides, growth Kinetics, sucrose, dextran.

1. Introduccién El dextrano se emplea en la medicina (p. Ej., vehiculo de
farmacos, conjugado en terapia de cancer, protector de
medicamentos), investigacién (p. Ej., material pared y

biomaterial) e industria alimentaria (p. Ej., ingrediente, agente

El dextrano es un exopolisacarido con peso molecular
superior a 40 kDa que se produce por enzimas

(dextransacarasas) de bacterias acido-lacticas (BAL) como
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus y Leuconostoc al
cultivarse en sacarosa (Foster et al., 1966; Mozzi, 2016). El
dextrano esta constituido de una cadena principal de unidades
repetidas de glucosa unidas por enlaces a-(1—6) con posibles
ramificaciones en enlaces o-(1—4), o-(1—3) o a-(1—2)
(Bhavani & Nisha, 2010) (Figura 1).
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gelificante y espesante) (Chen et al., 2020) debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas (p. Ej., solubilidad, morfologia y
grado de cristalizacién) y propiedades reolégicas (p. Ej.,
viscosidad y esfuerzo cortante) (Diaz-Montes, 2021). Las
propiedades reoldgicas se ven influenciadas por las
condiciones de fermentacion (p. Ej., pH, temperatura y
tiempo), el sustrato (tipo y concentracion) y la cepa productora
(Aman et al., 2012; Caipang & Lazado, 2015); debido a que
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los pardmetros fisicoquimicos se modifican (Miao et al., 2015;
Zarour et al., 2017; Esmaeilnejad-Moghadam et al., 2019).
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Figura 1: Sintesis de dextrano en Leuconostoc mesenteroides.

Por otro lado, el rendimiento del sustrato en los procesos
fermentativos esta relacionado con la velocidad especifica de
crecimiento de la bacteria (1), pues su metabolismo delimita el
consumo de sustrato (Paredez-Lopez et al., 1976). Esta
relacion se establece en el modelo de Monod, que describe el
requerimiento de sustrato para obtener la p Maxima (Umax),
como se observa en la Figura 2.
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Figura 2: Velocidad especifica de crecimiento (u) en funcion de la
concentracion de sustrato (S) de acuerdo con el modelo de Monod.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
desarrollar un proceso de simulacion del efecto de pmax de
diversas cepas de Leuconostoc mesenteroides en los
parametros de procesos fermentativos, particularmente en el
crecimiento celular, consumo de sustrato y generacion de
dextrano.

2. Teoria

2.1. Crecimiento bacteriano

El crecimiento celular refiere a la multiplicacion de biomasa
de una poblacién de células al adaptarse a su medio y consumir
los sustratos disponibles. El crecimiento bacteriano (x: g/L) se
desarrolla en cuatro Fases principales: adaptacion (1),
multiplicacion (I1), mantenimiento (111) y muerte (1V) (Figura
3) (Barer, 2012).

El x en la Fase Il se rige por el modelo de Monod, que
establece la relacion entre el consumo de sustrato y la
velocidad especifica de crecimiento de la bacteria (u; 1/h)
(Kampen, 2014), tal como se muestra en las Ecuaciones 1y 2:

p= (uma) (s/(s + Ky)) €y
X = (x,_1)expHat (2)

donde:
umax (1/h): velocidad especifica de crecimiento maxima
s (g sustrato/L): concentracion de sustrato
Ks (g sustrato/L): constante de Monod ((s/Ks)-S)
Xn-1 (g células/L): concentracion celular
At (h): diferencial de tiempo
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Figura 3: Fases del crecimiento bacteriano en caldo de cultivo.

2.2. Consumo de sacarosa

Las enzimas extracelulares dextransacarasas de las BAL
hidrolizan la sacarosa en sus dos monomeros, glucosa y
fructosa. Inicialmente, se forman complejos enzima-glucosa
gue se van uniendo a las unidades de glucosa para
posteriormente formar la cadena de dextrano (Figura 1).
Mientras que, la fructosa libre entra a la célula bacteriana y es
aprovechada como fuente de energia y como sustrato para la
formacion de acido lactico (Diaz-Montes, 2021).

La velocidad de consumo de sustrato (gs; g sacarosa/L/h) se
expresa mediante el modelo de Aborthey-Williamson, que
relaciona el sustrato disponible (s; g sacarosa/L) para la
produccion de dextrano y mantenimiento/crecimiento celular
(Pirt, 1965), resumidas en las Ecuaciones 3y 4:

s = ms + (U/Yx/s) (3)
s = (Sn—l)(qs)(xn—l)At (4)
donde:

ms (g sustrato/g células/h): velocidad del consumo de
sustrato para mantenimiento celular

u (1/h): velocidad especifica de crecimiento celular

Ys (g células/g sustrato): rendimiento de celular

sn-1 (g sustrato/L): concentracion de sustrato

Xn-1 (g células/L): concentracion celular

At (h): diferencial de tiempo

2.3. Produccioén de dextrano

El &cido lactico es el principal producto de las BAL, ya que
se estima que por cada mol de fructosa se obtiene entre 1.8 y
2.0 mol de &cido léctico (Estela et al., 2007). Mientras que, el
dextrano se considera como un subproducto y su rendimiento
depende de las condiciones operativas a las que las cepas son
expuestas (Diaz-Montes, 2021). La produccion de dextrano se
estima mediante el modelo de Luedeking-Piret ajustado, que
considera la formacion de dextrano (P; g dextrano/L) como
producto principal y considera el resto de los productos como
metabolitos (qp; g productos/g células), tal como se expresan
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en las Ecuaciones 5y 6 (Lappan & Fogler, 1994; Luedeking &
Piret, 2000):

qp = xu” + B %)
P = Py + ((ap) Gao1)At) 6)
donde:

a (g producto/g células): produccion de metabolitos
secundarios

B (g producto/g células/h): velocidad de generacion de
productos

u (1/h): velocidad especifica de crecimiento celular

n: grado de dependencia de la sintesis de dextrano respecto
ala Hméx

Pn-1 (g dextrano/L): concentracion de dextrano

Xn-1 (g células/L): concentracion celular

At (h): diferencial de tiempo

3. Simulacién

Para evaluar el efecto de upmax en los parametros
involucrados en la produccién de dextrano, se revisaron
estudios cientificos (articulos y tesis de grado), los cuales
reportan diversas subespecies de Leuconostoc mesenteroides
en la produccion de dextrano. Los datos recopilados de interés
se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Velocidad especifica de crecimiento maxima (umax) de diversas
cepas de Leuconostoc mesenteroides crecidas en sacarosa.

Cepa Hmax Referencia
(subsp.) (1/h)
B512FMC 0.7 Sénchez Rodriguez, 2019
SF3 0.07 Herrera Ovando, 2017
NRRL B512F 0.2 Herrera Ovando, 2017
BL-UV04** 0.05 Escartin Torres, 2017
TISTR 053 0.45 Nuwan et al.,2016
OP19 0.13 Di Cagno et al., 2016
0OP23 0.28 Di Cagno et al., 2016
JF313445 0.61 Karenzi et al., 2015
IBUN91.298  0.23 Florez Guzman, 2014
Sin subsp. 0.092 Astuti & Noviana, 2013
B7 0.148 Benmechernene et al., 2013
NRRL B512F* 0.5665 Rodriguez & Hanseen, 2007
L124 0.14 Mataragas et al., 2004

*crecida en azUcares de cascara de naranja; **crecida en piloncillo

Las simulaciones de crecimiento celular, consumo de
sacarosa y produccion de dextrano con cepas de Leuconostoc
mesenteroides se llevaron a cabo mediante el programa
informético, Microsoft Excel 365. Para lo cual, se emplearon
las Ecuaciones 1-6, que engloban los modelos de Monod,
Aborthey-Williamson y Luedeking-Piret.

Las iteraciones generadas siguieron el diagrama
condicional mostrado en la Figura 4, el cual tomo en cuenta las
siguientes consideraciones (Tabla 1):

Xo = 10 g células/L

So = 10 g sacarosa/L

po = 10 g dextrano/L

ms = 0.02 g sacarosa/g células/h
Yys = 0.5 g células/g sacarosa

a = 0.8 g metabolitos/g célula

B =10.03 g metabolitos/g célula/h
n=1.4

Umax = variante

Sin inhibicién

Fermentacion por lote

Sin considerar la temperatura y pH
Dextrano como producto principal

e——
!

Condiciones inicinles
Fermentacion: x;, s, py

v

Variables independientes
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Sustrato: m,, Y,
Producto: a, B, n
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Figura 4: Diagrama condicional para simular el crecimiento celular (X,),

consumo de sacarosa (s,) y produccion de dextrano (p,) respecto a la
velocidad especifica de crecimiento maxima ([max)

4. Resultadosy analisis
4.1. Crecimiento bacteriano

La simulacion del crecimiento celular respecto al tiempo de
las trece cepas de Leuconostoc mesenteroides, se muestra en la
Figura 5. Como se observa, las cepas mostraron el
comportamiento logaritmico tipico del crecimiento celular
descrito por el modelo de Monod (Figura 2); sin embargo, la
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velocidad del crecimiento celular no ocurrié en los mismos
tiempos para todas las cepas empleadas en la simulacién. Por
ejemplo, las cepas B7, L124 y OP19 presentaron la Fase | entre
Oy 14 h,laFase Il entre 15y 41 h, y la Fase 3 entre 42 y 50 h
(Figura 5A). Para las cepas sin subsp., SF3 y BL-UV04**
(crecida en piloncillo) la Fase | fue entre 0 y 18 h, la Fase Il
entre 19 y 68 h y la Fase 11l entre 69 y 100 h (Figura 5B). Las
cepas B512FMC, JF313445, NRRL B512F* (crecida en
azlcares de cascara de naranja) y TISTR 053 tuvieron su Fase
lentre 0y 2.4 h, laFase Il entre 2.5y 9.8 hy la Fase Il entre
9.9y 12 h. (Figura 5C). Mientras que, las cepas OP23, IBUN
91.2.98 y NRRL B512F presentaron sus Fases I, 11 y Il entre
Oy6h, 7y22hy23y 30 h, respectivamente (Figura 5D).
Cabe resaltar que el crecimiento celular se estimé con
presencia se sustrato, por lo que al agotarse se detuvo la
simulacion; de tal manera, la Fase 1V no se evalud en ninguna
de las cepas.

Los resultados del crecimiento microbiano de las cepas
mostraron una interesante influencia sobre el valor de pmax. Por
un lado, las cepas (NRRL B512F, IBUN 91.2.98, OP23,
TISTR 053, NRRL B512F* y JF12FMC) con pmax > 0.2 1/h
mostraron un crecimiento muy acelerado, de manera que a las
30 h lograron el mayor crecimiento celular (ca. 6.0 g/L), este
aceleramiento generd que las Fases de crecimiento tuvieran
periodos muy cortos. Las cepas (B7, L124 y OP19) con valores
de pmax entre 0.1y 0.2 1/h presentaron Fases mas prolongadas,
de tal manera que alrededor de las 50 h lograron ca. 4.5 g/L
como méximo crecimiento celular. Finalmente, las cepas (sin
subsp., SF3 y BL-UV04**) con umax < 0.1 1/h exhibieron las
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Fases mas prolongadas, es decir, su maximo crecimiento
celular (ca. 4.0 g/L) se obtuvo entre las 70 y 120 h.

De acuerdo con el modelo de Monod (Ecuaciones 1y 2), el
crecimiento microbiano esta en funcion de pmax Y €l sustrato,
de tal manera que entre mas pequefia sea el producto entre pmax
de la cepay la cantidad de sustrato, menor sera el crecimiento
celular generada en funcion del tiempo. De acuerdo con Lipson
(2015) la velocidad de crecimiento bacteriano “lenta” esta
asociada a un crecimiento ineficiente, lo cual esta asociado a
una inadaptacion o adaptacion tardia al medio. En procesos
fermentativos a nivel laboratorio, piloto o industrial, el
conocimiento del crecimiento celular es importante porque
permite ajustar las condiciones del medio de cultivo como pH,
temperatura, suplementos y volumen, para incrementar la pimax
y con ello reducir los tiempos de proceso.

4.2. Consumo de sacarosa

La simulacién del consumo de sacarosa respecto al tiempo
de las trece cepas de Leuconostoc mesenteroides, se muestra
en la Figura 6. Como se puede observar, la concentracion de
sacarosa tiene un comportamiento parcialmente exponencial
decreciente, que concuerda con el modelo de Aborthey-
Williamson (Ecuaciones 3 y 4), en el cual se relaciona la pmax
de la bacteria y la velocidad de consumo y el rendimiento del
sustrato (respecto a la concentracién celular) en funcién del
tiempo, lo que se traduce como un mayor uso de sustrato
conforme aumenta la concentracién de células.

B
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BL-UVO4**
~——BSI12ZFMC
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Tiempo (h)

—JF313445
NRRIL BS12F*
~—TISTR 053
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Figura 5: Simulacion del crecimiento bacteriano en fermentaciones con diversas cepas de Leuconostoc mesenteroides. Las leyendas corresponden a los datos de
la Tabla 1. Condiciones iniciales: Xo = 0.5 g células/L; so = 10 g sacarosa/L; po = 0 g dextrano/L.



E. Diaz-Montes / Publicacién Semestral Padi Vol. 11 No. Especial (2023) 76-82 80

a1t —B5I12FMC

313445
NRRL B512F*
TISTR 033
0p23

—IBUN 91298
NRRL B5S12F
B7

L1244

Sacarosa (g/L)

—OP19
sin s,
SF3
BL-UV)4e

0 20 40 6u 80 100 120
Tiempeo (h)

Figura 6: Simulacién del consumo de sustrato en fermentaciones con
diversas cepas de Leuconostoc mesenteroides. Las leyendas corresponden a
los datos de la Tabla 1. Condiciones iniciales: xo = 0.5 g células/L; so = 10 g

sacarosa/L; po = 0 g dextrano/L.

Los resultados del consumo de sacarosa (Figura 6) son
equiparables con el crecimiento celular de la Figura 5, en las
cuales se aprecia que cuanto menor es la velocidad de
crecimiento de las células mayor es el tiempo que se requiere
para consumir totalmente la sacarosa. Ademas, al analizar la
influencia de pmax €n el consumo de sustrato, se puede apreciar
que conforme pmax Sea menor (BL-UV04: ca. 0.05 1/h), mayor
tiempo (BL-UVO04: ca. 114 h) se requiere para metabolizar la
sacarosa y viceversa (B512FMC: ca. 0.7 1/h y 10 h).

Para evaluar la importancia del contenido del sustrato se
requiere conocer el metabolismo total de las bacterias, esto con
la finalidad de saber en cudl de las Fases del crecimiento se
producen los metabolitos o productos de interés. Por ejemplo,
en medios nutridos y bajo condiciones adecuadas para las
bacterias, la Fase | sirve de etapa de adaptacién Gnicamente, en
la Fase Il se generan metabolitos primarios (compuestos de
bajo peso molecular o intermediarios), mientras que en la Fase
Il se sintetizan componentes secundarios con actividad
biolégica (p. Ej., antibidticos) y productos finales (p. Ej.,
carbohidratos, proteinas y lipidos) (Castafieda Alvarez &
Sanchez, 2016; Jaishankar & Srivastava, 2017). De tal manera
que, la conclusién de la fermentacion no necesariamente
resulta al agotarse el sustrato, puede ocurrir cuando se obtiene
el metabolito de interés.

Por otro lado, Leuconostoc mesenteroides es una BAL que
produce &cido lactico, producto que eventualmente puede
inhibir el crecimiento microbiano y consumo de sustrato (Wolf
& Fogler). El modelo de Monod (Ecuaciones 1y 2) y el modelo
de Aborthey-Williamson (Ecuaciones 3 y 4) empleados en este
trabajo para la cuantificacion de crecimiento celular y sustrato
en funcion del tiempo, no contemplan ninguna inhibicién. De
manera que, en un proceso fermentativo real ambos parametros
tenderdn a modificarse en funcién de la actividad y
metabolismo celular, asi como de las condiciones del medio de
cultivo.

4.3. Produccion de dextrano

La concentracion de dextrano tiene un comportamiento
parcialmente exponencial creciente, proporcionalmente
inversa a la concentracion de sacarosa (Figura 6). Los
resultados corresponden a la simulacién empleando el modelo
de Luedeking-Piret (Ecuaciones 5 y 6), que relaciona la
velocidad de consumo y el rendimiento del sustrato en funcion
del tiempo. Como se aprecia, las concentraciones de dextrano
al momento de finalizar las simulaciones (al término del
sustrato) fueron diferentes. Las cepas con pumsx mas pequefios
generaron mayor cantidad de dextrano, por ejemplo, la pimax de
la cepa BL-UV04** que se tomd en cuenta para la simulacion
fue de 0.05 1/h, que equivale al 7% de la umax que se tomd para
la cepa B512FMC (0.7 1/h), y la concentracion de dextrano
producido por BL-UV04** se estim6 un 60% (ca. 6.9 g/L) mas
que la cepa B512FMC. La produccién de dextrano depende de
la capacidad de cada cepa para emplear a la sacarosa como
fuente de produccién (Esmaeilnejad-Moghadam et al., 2019).

BS12FM(
—JF313445
6 1 NRRL BS12F*
TISTR OS5
54 o
= /’ op23
= —IBUN 91298
. / IBUN
§ NRRL BS12¥
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£ 3
o —L124
(-1 G2,
2 0P
e it SUDSP
SF1
14 F
BL. UV
0 ' ‘ [

60 80 100 120
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Figura 7: Simulacion de la produccion de dextrano en fermentaciones con
diversas cepas de Leuconostoc mesenteroides. Las leyendas corresponden a

los datos de la Tabla 1. Condiciones iniciales: X, = 0.5 g células/L; s, =10 g
sacarosa/L; po = 0 g dextrano/L.

Otro resultado interesante que se observo fue que, conforme
mayor sea umax habra menor diferencia entre la concentracion
de dextrano y viceversa; esto se visualiza analizando las dos
cepas (BL-UV04** y SF3) de menor pumax (0.05 y 0.07 1/h,
respectivamente) cuya diferencia es de 0.02 1/h, y las dos cepas
(JF313445 y B512FMC) de mayor pma (0.61 y 0.7 1/h,
respectivamente) cuya diferencia es de 0.09 1/h. En la primera
comparacion el incremento en la concentracion de dextrano
fue de ca. 1.05 g/L, mientras que en la segunda fue de solo ca.
0.11 g/L. Esta comparacion puede visualizarse en la Tabla 2,
que resume la concentracion de dextrano respecto al tiempo
para cada una de las cepas.

Tipicamente, la produccion de dextrano por Leuconostoc
mesenteroides en la Fase Il es rapida en funcion del
crecimiento celular, mientras que en la Fase | la produccion se
estabiliza (Qader & Aman, 2012), de tal manera que la
produccion de dextrano en las cepas de estudio tiene
dependencia por la temporalidad de sus Fases.
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subespecies de la Tabla 1. Condiciones iniciales: xo = 0.5 g células/L; s, = 10 g sacarosa/L; po = 0 g dextrano/L.

Cepa e Tiempo (h)
(subsp.) (1/h) 0 1 2 3 4_ , 5 6 7 8 9 10
Produccién de dextrano (g/L)

BL-UV04** 0.05 0.00 0.02 0.04 0.05 0.07 0.09 0.11 0.13 0.15 0.17 0.19
SF3 0.07 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.15 0.17 0.19 0.22
Sin subsp. 0.092 0.00 002 004 006 0.09 011 014 016 0.19 0.22 0.25
OP19 0.13 0.00 0.02 0.05 0.08 0.10 0.13 0.17 0.20 0.24 0.28 0.32
L124 0.14 0.00 0.02 0.05 0.08 0.11 0.14 0.18 0.21 025 029 034
B7 0.148 0.00 0.03 005 0.08 011 0.15 018 0.22 0.26 0.31 0.36
NRRL B512F 0.2 0.00 0.03 0.06 010 0.14 019 024 029 0.35 042 049
IBUN 91.2.98 023 0.00 0.03 0.07 012 016 0.22 0.27 0.34 041 049 058
OP23 028 0.00 0.04 0.09 014 0.20 0.27 0.34 043 053 064 0.76
TISTR 053 045 0.00 0.06 014 0.24 036 051 0.68 0.88 1.11 1.36 1.63
NRRL B512F* 0.5665 0.00 0.08 0.19 0.33 051 0.73 1.00 1.32 166 201 232
JF313445 061 0.00 0.09 021 037 058 0.83 1.15 151 189 225 254
B512FMC 0.7 0.00 011 0.26 046 0.73 107 148 193 235 267 2.88

5. Conclusiones

La simulacion de procesos fermentativos es una
herramienta valiosa por las ventajas que ofrece respecto a los
procesos reales. Por un lado, la simulacién permite variar
parametros operativos (p. Ej., volumen y tipo de reactor),
condiciones de proceso (p. Ej., pH y temperatura) para predecir
el comportamiento microbiano y ademas modificar tales
parametros para obtener procesos &ptimos, hablando en
términos de tiempos, productividad y rendimientos. Ademas,
conforme mas robustos sean los modelos matematicos
empleados para las simulaciones, se obtendran resultados méas
reales, por ejemplo, aquellos que contemplan variaciones en
pH, temperatura, generacién de metabolitos e inhibidores. El
presente trabajo mostré la influencia en la variacion de un solo
parametro, umax, que fue obtenido de procesos experimentales
de diversas cepas de Leuconostoc mesenteroides expuestas a
condiciones controladas en cada caso. No obstante, los
resultados muestran comportamientos tipicos y efectos que no
son evaluados o reportados dentro de la investigacion o
literatura actual.
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