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Biosintesis de dextranos de alto peso molecular
mediante la inoculacidon con Leuconostoc
mesenteroides, var. mesenteroides (ATCC 10830)
de jugos residuales de la agroindustria de la pina:
sintesis y caracterizacion de hierro-dextranos

Biosynthesis of high molecular weight dextrans by inoculation
with Leuconostoc mesenteroides, var. mesenteroides (ATCC
10830) residual juice from pineapple agroindustry: synthesis and

characterization of iron-dextrans
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Resumen

En este trabajo se muestran los estudios realizados para obtener dextranos a partir de desechos de la agroindustria de
pifia. La fermentacion se llevo a cabo en un biorreactor (10 L), se inoculé con un cultivo de Leuconostoc mesenteroides,
var. mesenteroides (ATCC 10830). Se centrifug6 y se precipité y purificé con etanol. Fue caracterizado por medio de
viscosidad, peso molecular y grupos funcionales por espectroscopia infrarroja. Este dextrano fue tratado con el fin de

obtener hierro-dextranos.
Palabras clave: Polimeros, dextrana, hierro-dextrana.

Abstract

In this work we report studies for dextrans from pineapple agroindustrial-wastes. Fermentation was carried out in a
bioreactor (10 L) where the juice was inoculated with a culture of Leuconostoc mesenteroides, var. mesenteroides (ATCC
10830). It was centrifuged, and precipitated and purified with ethanol. It was characterized by viscosity, molecular
weight and functional groups by infrared spectroscopy. This dextran was treated to obtain iron-dextran.

Keywords: Polymer, dextran, iron-dextran.

Introduccion

Dextrano es el nombre que colectivamente se le da a un gran
grupo de exopolisacaridos bacterianos. Quimicamente son o-D-
glucanos con predominio de enlaces glucosidicos 1-6 (Figura 1). La
estructura, el peso molecular y otras propiedades de los dextranos
son muy especificas de acuerdo al microorganismo utilizado para su
obtencion (Monsan, 1981).

Los dextranos son producidos por accion de la enzima
dextransacarasa, que actia sobre la sacarosa generando glucosa, y que
se enlaza mediante radicales libres con la consiguiente liberacion de
la fructosa. Microbioldgicamente son producidos por bacterias de los
géneros Leuconostoc, Streptococcus y Lactobacillus y por algunos
hongos del género Penicillium (Barker y Ajongwen, 1990).

Este tipo de material es ampliamente usado en el tratamiento
clinico-terapéutico de animales y humanos y en la industria alimenticia
y farmacéutica. Los altos precios en los mercados internacionales
convierten a estos productos en una linea importante de desarrollo,

sobre todo si la materia prima a utilizar es un desecho (Lia et al., 1996).

En los ultimos afios la industrializacion de la biomasa genera gran
cantidad de desechos (Tabla 1), los cuales son dispuestos en rellenos
sanitarios, zanjas o en las riveras de los rios, convirtiéndose de esta
manera en una fuente de contaminacion ambiental. Sin embargo, estos
desechos muestran un alto potencial para ser utilizados como materia
prima en otros procesos industriales (Vega, 1998).

Dentro de los desechos agroindustriales se encuentran los
originados por el procesamiento de la pifia, cuyo cultivo y exportacion
como producto no tradicional ha venido en aumento en los ultimos
afios (Figura 2). Para 2010y 2011, el crecimiento ha sido exponencial.
Las exportaciones de pifla aumentaron un 4.9 % para abril de 2011 en
comparacion con el mismo periodo de 2010.

En Costa Rica la industrializacion de la pifia genera un 50 % de
desechos; el corazon y la céscara representan el 30 %, equivalente
a una cantidad cercana a las 3.000 toneladas anuales (Vega, 1997,
1998; Bell, 1995). En la Tabla 2 se presentan algunas estadisticas
relacionadas con la produccion de desechos.
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Figura 1. Molécula de dextrano.
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Figura 2. Volimenes de exportacion de pina entre 2000 y 2004.
Fuente: CENPRO.

Tipo de desecho Porcentaje
Area sembrada 7.000 Ha
Produccion anual 240.000 T.M.
Exportacion 90%
Tipo de desecho Porcentaje (= 0.5) Aprovechamiento del fruto 35-50%
Ordinario 13,6 Corona 12%
Peligroso 0,4 Corazon 9%,
Agroindustriales 86,0 Céscaras 32%

Tabla 1. Produccién de desechos en Costa Rica (Vega, 1998).

En el caso de las cascaras de pifia, se ha aprovechado su parte
fibrosa en la obtencion de derivados lignoceluldsicos (Bell, 1995;
Lopretti, 2002) y el liquido resultante queda como un desecho que ha
sido poco evaluado. Dicho jugo presenta un contenido de sacarosa de
aproximadamente 5 %, lo que lo convierte en un sustrato adecuado para
la obtencion de dextranos utilizando una cepa del género Leuconostoc.

El objetivo de este trabajo es la produccion biotecnoldgica de
dextranos de alto peso molecular, utilizando como sustrato la sacarosa
presente en el jugo de las cascaras de pifia y como indculo la cepa
Leuconostoc mesenteroides, var. mesenteroides ATCC 10830 (NRRL
B-512F).

Materiales y Métodos
Sustrato

El jugo se obtuvo del prensado de los desechos del procesamiento
de la pifia (Ananas comusus), en una de las plantas procesadoras de
la fruta. El jugo fue pretratado con hidroxido de sodio 1N, hasta un
pH de 5,5 y se pasteurizé calentandolo a 61,5 °C por 3 minutos con
enfriamiento hasta la temperatura inicial. Este proceso se realizo tres
veces consecutivas.

Analisis quimicos del sustrato

El porcentaje de sacarosa y otros azucares fue determinado
mediante HPLC (Shimadzu 10A, columna y precolumna de aminos,
fase movil acetonitrilo/agua en una relacion 80/20, a 30 °C, flujo 2
mL/min, detector de indice de refraccion). La determinacion de acidos
totales se realizd por titulacion con hidroxido de sodio 0.100 N, los
metales traza por absorcion atomica, proteinas por el método de Biuret,

Tabla 2. Estadisticas relacionadas con la industrializacion de la pifia
(1994). Fuente: CENPRO.

cenizas por ASTM D1102- 84 y pH por medio de un peachimetro
calibrado.

Analisis microbiolégicos

La caracterizacion microbiologica del jugo de las cascaras de piia
fresco y sin recibir tratamiento previo incluy6 la determinacion del
indice de coliformes fecales y totales, con la técnica de tubos multiples
(Bell y Carrera, 1992), conteo total de aerobios y mesoéfilos, utilizando
las técnicas por vaciado y rayado, y conteo de hongos y levaduras
(Bell, 1970).

Microorganismo empleado

Se utilizd la bacteria Leuconostoc
mesenteroides ATCC 10830.

mesenteroides, var.

Inéculo

El jugo de pina fue inoculado con un cultivo de Leuconostoc
mesenteroides incubado durante 18 horas a 29 °C en un medio de
cultivo artificial, el cual contiene para 1 L de agua: 20 g de triptona,
4 g de cloruro de sodio, 1,5 g de acetato de sodio, 0,5 g de acido
ascorbico, elementos traza (Ca, Mn, Fe, Mg), 15 g de sacarosay 8,76 g
de extracto de levadura y 20 g de agar. El pH del medio se ajusto a
5,5 con acido clorhidrico (Vega, 1998) antes de autoclavarse (121 °C,
20 minutos).

Obtencion y purificacion de dextranos

Eljugo del desecho de pinainoculado se incubd por 18 horasa29 °C,
sin agitacion. Al finalizar el periodo de incubacion se centrifugd por
30 minutos a 5000 rpm, para eliminar las células. Al sobrenadante se
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le adicion6 etanol al 95 % hasta una proporcion 1 a 1 en volumen. Se
centrifugd a 5000 rpm por 30 minutos (Vega, 1998).

El sobrenadante se descart6 y al precipitado blanco se le agregd
agua hasta disolverlo, para iniciar el proceso de purificacion. Se
centrifuga de nuevo en las mismas condiciones y al sobrenadante se
le agrega etanol (1/1 volumen). Se realiz6 la curva de precipitacion
para comprobar esta relacion 1:1. El proceso se repite dos veces mas.

El dextrano obtenido se secd, se determind el rendimiento de
produccion, su viscosidad, el peso molecular por viscosidad y grupos
funcionales por espectroscopia de infrarrojo.

Caracterizacion de dextranos

Viscosidad y peso molecular viscosimétrico

Los analisis se realizaron segiin el ASTM D445 y D2515 (5) con
viscosimetros Cannon-Fenske, en un bafio de agua a una temperatura
de 40 °C.

Grupos funcionales
Se utiliz6 un equipo de Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)
PARAGON 1000 PERKIN ELMER.

Hidrélisis del Dextrano

Lopretti (2002). Se prepardé una disolucion del dextrano al 6 %
P/V en agua destilada. Se le afiadié HCI concentrado hasta alcanzar
una concentracion de 0.1 N. Se calent6 entre 80-90 °C con agitacion.

Al inicio de la hidrélisis se tomo una alicuota de la disolucion. El
proceso se repite cada cierto tiempo, se coloca en un balén aforado y
se lleva a un pH de 7 con NaOH. Se le determina la viscosidad.

Sintesis y caracterizacion de Hierro-dextrano

(Bell, 1995). La metodologia abarca tres etapas. En la primera
ocurre la hidroélisis del dextrano técnico en solucion al 10 % de acido
clorhidrico (32-37 %). La hidrdlisis se regula por medio de analisis de
viscosidad intrinseca hasta valor 0,05-0,1 y se detiene neutralizando y
enfriando la mezcla de reaccion. Finalmente se filtra utilizando ayuda
filtrante. Este proceso de hidrdlisis permite obtener una solucion de
dextrano de bajo peso molecular, homogéneo y adecuado para ser
acomplejado sin dar lugar a dextranos libres de alto peso molecular.

En la segunda etapa se realiza la sintesis del hierro-dextrano,
partiendo de la reaccion lenta entre el FeCl, 0,5-2 M y el Na,CO, a 10-
20 %. Se ajusta pH en 8-12 con hidréxido sédico al 20 %. La solucion
se estabiliza con calor. Se enfria y se ajusta el pH con HCI 1:1 hasta
valores entre 4-7. La ejecucion de esta etapa, segun se sefiala, reduce
el contenido de hierro libre que afecta la estabilidad del complejo.

En la tercera etapa se filtra el producto empleando ayuda filtrante
y se afiade propil y metil parabenos en relacion 1:4 como preservantes.
Se caracteriza su contenido de hierro y su pH.

Resultados y Discusion

Con respecto a la caracterizacion del jugo de pifia, se procedi6 a
hacer el analisis por separado del jugo extraido de las cascaras de la
pifia y del corazén del fruto. Como los resultados obtenidos no indican
diferencias apreciables en cuanto al pH y al contenido de sacarosa, en
posteriores usos se utilizan indistintamente, sin separar los residuos
(Tabla 3).

La seleccion del sustrato se realizé con base en los requerimientos
de la bacteria Leuconostoc mesenteroides, la cual necesita para su
reproduccion un pH de 5,5, 20-30 °C y 2 % de sacarosa. El contenido
de sacarosa del jugo de pifia posterior a la esterilizaciéon queda en 1,4
%. En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos con respecto a
algunos elementos traza.

El analisis de sacarosa al final de la obtencién de dextrano fue de
0,13 %, lo que demuestra que durante el proceso de fermentacion la
mayoria de la sacarosa presente fue consumida por el microorganismo
y parte de ella transformada en dextranos y fructuosa.

El rendimiento de dextranos obtenido fue de 6,3 g/l de jugo de las
cascaras de pifia. Este rendimiento es superior si se compara con el
obtenido utilizando otros sustratos (Lopretti, 2002).

En la Figura 3 se observan los resultados obtenidos en la
determinacion de la curva de precipitacion para la purificacion del
dextrano. Se comprobd que la cantidad necesaria para precipitar la
méxima cantidad de un dextrano en medio acuoso utilizando alcohol
95 % corresponde a una relacion de 1:1 agua-etanol.
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Figura 3. Resultados obtenidos en la determinacién de la curva de
precipitacion para la purificacién del dextrano.

Desecho ph (£ 0.05) Acidez* (£ 0.05) Sacarosa (£ 0.05%) Cenizas (£ 0.05%) Proteina (£ 0.1 mg/mL)
Ciscara de piia 3,70 70,56 4,16 0,43 10,4
Corazén de pina 3,90 47,62 5,89 0,26 4.4
Tabla 3. Caracterizacion de los desechos de pifa sin tratar. *mL de NaOH 0.1 N/100 g de jugo
Elemento Ca Mg Fe Mn
% 0,015 + 0,001 0,009 + 0,001 0,0004 + 0,0001 0,0011 + 0,0001

Tabla 4. Determinacion de elementos traza de los desechos de pifa.
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Con respecto a los resultados de la viscosidad relativa (Tabla 5),
la diferencia observada entre el resultado tedrico del peso molecular
y el obtenido experimentalmente corresponde al ancho de la curva
de peso molecular, es decir, parte de la viscosidad depende de las
fracciones de menor peso molecular, de un material monodisperso.
El resultado corresponde, por lo tanto, al maximo pico observado. Se
calcul6 que el peso molecular del dextranos de pifia es cercano a 1
millon de Daltons.

Muestra Viscosidad relativa Reiﬂ;‘g) (:li\)’[W
Dextrano de pifia 6,4 960 000.00
Patron de 40000 1,6 35000
Patrén de 70000 1,7 60 000

Tabla 5. Resultados obtenidos en la determinacion de la
viscosidad y de los pesos moleculares viscosimétricos de los
dextranos.

El espectro de infrarrojo mostré los picos caracteristicos de un
material celuldsico a 3300 y 2900 cm™!, correspondientes a los grupos
OH. Con los resultados observados en los espectros de infrarrojo, se
concluye que el material producido corresponde al dextrano.

Finalmente, el hierro dextrano sintetizado presentd un color rojo
oscuro, con un pH cercano a 5, un contenido de 10 % p/v de hierro,
muy similar al descrito en la literatura (Bell, 1995; Bell, 1992).

Conclusiones

Se concluye que la metodologia usada para la obtencion de
dextranos y de hierro dextranos a partir de la sacarosa presente en los
desechos de céscara de pifia da buenos resultados, incluso superiores
con respecto a los mencionados en la literatura.

Ademas, eventualmente se aprovecharian materiales considerados
como subproductos de procesos industriales, econémicamente
subutilizados, y que producen alta contaminaciéon ambiental para la
obtencion de materiales de mayor valor agregado.

De esta manera se pretende que con el aporte de los centros
de investigacion, las compaiiias industrializadoras de esta fruta
disminuyan el porcentaje de sus desechos y, por ende, su impacto
negativo en el medio ambiente, y que a la vez se beneficien con
una entrada extra con la obtencidén de productos de un mayor valor
agregado que el de los desechos. Se combina de esta manera un
mejoramiento en la calidad de vida del costarricense y un incremento
en las ganancias de los productores de la fruta.
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