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CAPITULO 1 INTRODUCCION

1 INTRODUCCION.

Los biopolimeros son macromoléculas naturales cuyas propiedades fisicas
y quimicas dependen de sus propiedades estructurales y de sus funciones
metabdlicas. Entre las macromoléculas que se incluyen en esta clase se
encuentran los polinucleétidos, las proteinas, los polipéptidos y los
polisacaridos. Estos biopolimeros se derivan de fuentes bioldgicas
naturales en los cuales desarrollan funciones especiales tales como: El
transporte de la informacion genética que conlleva el proceso de
replicacion y sintesis de proteinas, el cual es efectuado por los
polinucledtidos; Los polipéptidos y proteinas, que son moléculas que
catalizan todas las reacciones quimicas de origen biolégico como por
ejemplo ; las realizadas durante el transporte de oxigeno, el movimiento
muscular, la respuesta nerviosa, el almacenamiento de nutrientes, la
regulacion hormonal, y también participan en la conformacion
estructural, etc. Los polisaciridos son macromoléculas de origen
natural que se pueden encontrar tanto en plantas, caparazones de
crustéceos y microorganismos, teniendo funciones como la de almacenar
informacion en su molécula, servir como soporte estructural
confiriéndoles resistencia mecanica y servir como reservorio etc, por lo
que son la categoria mas grande de la familia de los biopolimeros. Mas
de 100 azicares y derivados de los azicares son viables como

mondmeros para la sintesis de polisacaridos.



CAPITULO 1 INTRODUCCION

El término polisacarido es aplicable a los polimeros que pueden o no
contener estructuras que se repiten periddicamente en el cual el grupo
dominante, pero no necesariamente exclusivo, esta unido por enlaces
tipo glucosidicos, que son formados mediante una condensacion entre el
grupo hidroxilo del carbono anomérico de un monosacarido o un residuo
de monosacarido y un segundo compuesto que puede ser o no otro

monosacdrido con la consecuente eliminacién de agua.l*®32

n C¢ H1,04 — (CGHIO OS)n + (n-1) H,0

Los enlaces covalentes que unen a las unidades monoméricas pueden
presentarse en diferentes posiciones del anillo glucosidico formandose
cadenas lineares como las amilosas (esquema. 1.1), y ramificadas como

las amilopectinas (esquema 1.2)83%3% gncontrandose ambos tipos en el

almidon.
e Q CH,0H
0O
HO
CH,OH
HO 0
0
H
© CH,OH
HO o]
Q
HO ‘“\\\\\
Esquema 1.1.Amilosa HO




CAPITULO 1 INTRODUGCION
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Esquema 1.2 Amilopectina

Existen varios tipos de polisacaridos, entre los cuales encontramos a los
homopolimeros que estdn formados por subunidades de la misma
estructura monomérica, asi como los estan formados de diferentes
subunidades estructurales monomeéricas llamadas heteropolimeros.®

Entre los homopolimeros encontramos al almidén  que contiene
unidades de a-glucosa, y la celulosa que contiene unidades de p-glucosa
(esquema 1.3), ambas estructuras estan hechas de isémeros de glucosa
que difieren solamente en la posicion de el enlace en el C-1 B3¢ 3% 2128

Entre los heteropolisaciridos podemos mencionar las galactomanosas

(compuesto de galactosa y manosa), arabinoxilanos (compuesto de

arabinosa y xilanosa), peptidoglucanos, etc.



CAPITULO 1 INTRODUCCION

HOH-C HO CH,CH
O HGC 8]
.ul,,””
O O
o) HO
OH 0 CH,OH HO
HC
Esquera 13. Celulosa

El desatrollo de los materiales basados en la ciencia y la tecnologia ha
resultado en grandes logros en beneficio de la humanidad, teniendo
como consecuencia diversas y nuevas alternativas en el campo de los
materiales. Una de estas nuevas alternativas se desarrolla en el campo
de la ciencia de los polimeros naturales, esto se debe a que en las ultimas
seis décadas del siglo XX, los materiales poliméricos industriales han sido
basados en polimeros sintéticos de origen petroquimico.”® Sin embargo,
a partir de los afios setentas la preocupacién por el medio ambiente y su
progresivo deterioro da paso a la busqueda de nuevas alternativas,
principalmente en la ciencia y tecnologia de los polimeros de origen
natural, en la cual se desea que contenga la misma capacidad de
resistencia y facilidad de elaboracién que los polimeros sintéticos pero
con una tendencia a la biocompatibilidad con el medio ambiente. Ante
este reto surge la industria quimica de los materiales, en especial
aquellos que se derivan de procesos bioldgicos naturales como por
ejemplo los de las plantas, animales y microbiolégicos, obteniéndose la

formacién de biopolimeros .



CAPITULO 1 INTRODUCCION

Entre los polimeros naturales de mayor importancia industrial
encontramos a la celulosa (esquema 1.3), el cual es el componente mas
abundante de las fibras de las maderas y de las plantas, encontrandose
casi pura en las fibras de algoddn siendo constituido este biopolimero
por unidades monoméricas de p-D-(+)-glucopiranosa (1-4). 13932 28

Los derivados de la celulosa son ampliamente utilizados comercialmente,
por ejemplo, el acetato de celulosa es ampliamente utilizado en la
industria del plastico, fibra, papel, etc.  El glucogeno es un polisacarido
de origen animal que ejemplifica a los carbohidratos que se almacenan
para su posterior liberacion cuando el metabolismo lo exige.”®*? La
quitina (esquema 1.4) es el segundo polisacarido mas abundante en la
naturaleza y esta formado por unidades de N-acetil-D-glucosamina
unidas por enlaces p(1-4) glucosidicos, presentandose principalmente
como constituyente de los caparazones de crustaceos, insectos, hongos y

algunas levaduras.®3%

HO
OH NHCOCHS; H,OH
e
O O O }
””"’I
HO 0 ©
NHCOCH; CH;OH o HN
Esquema 1. & Quitina




CAPITULO 1 INTRODUCCION

Desde el inicio del presente siglo ya se mencionaba en la literatura la
formacion de materiales poliméricos a partir de microorganismos,
encontrados muchas de las veces como resultado de experimentos y en
los cuales, al final se evaluaban las propiedades fisicoquimicas de los
biopolimeros.” Estos polisacaridos de origen microbiano se pueden
encontrar: como inclusiones intracelulares que actiian como material de
reserva o reguladores, como por ejemplo; el glucogeno, el
polihidroxibutirato  (PHB), y otros materiales relacionados
(polihidroxialkanoatos), los cuales mantienen a los sustratos en una
forma inaccesible a las enzimas metabédlicas y ejercen muy poca presion
osmotica, en ellos se puede encontrar que la secuencia de monémeros se
representa por un grupo vrepetitivo de subunidades; y como
polisacdridos extracelulares, que podemos encontrar como material
mucilaginoso extracelular en forma de capsulas o limos en donde las
subunidades pueden ser desde disacaridos hasta hexasacaridos. Esta
formacion de material mucilaginoso extracelular por parte de los
microorganismos, generd un amplio interés ya que reflejan su respuesta
inmediata a cambios en su medio ambiente, y se refleja en la
acumulacion de exopolisacaridos que le permiten una fuerte adhesion a
superficies sélidas asi, como también genera cambios en los flujos de
soluciones acuosas cuando este lo contiene!'"?'Estos polisaciridos
microbianos son sintetizados mediante reacciones multienzimaticas
dentro de la célula. Aunque no han sido totalmente elucidadas las rutas
biosintéticas , el proceso en general es el siguiente; las unidades

oligosacaridas se sintetizan a partir de precursores, azicares activados

6



CAPITULO 1 INTRODUCCION

en la forma de azucar-nucledtidos-fosfatados, los cuales se unen
secuencialmente a un lipido isoprenoide conocido también como lipido
portador de antigeno (LPA) en donde se sintetizan las unidades
monoméricas que son transferidas a otro lipido isoprenoide para iniciar
la polimerizacién. El lipido también sirve como transportador del
polimero formado a través de la membrana celular de donde es liberado.
En este procedimiento existen varias posibilidades de control biosintético;
la forma de incorporacién del sustrato, y la disponibilidad de precursores
como la UDP-glucosa o el lipido isoprenoide. Existe otra sintesis de
polisacdridos, la cual consiste de procesos de acoplamiento de unidades
repetitivas utilizando un lipido intermediario. Este mecanismo parece ser
utilizado en la sintesis de polimeros extracelulares. Todavia no se tiene
completamente establecido el mecanismo de terminacién de la
polimerizaciéon, y en algunos casos el polisacarido contiene
substituyentes acidos o cetdlicos que dan ciertas caracteristicas
reologicas especiales al polisacdrido en solucién. El mecanismo exacto de
excrecion también no es conocido totalmente y puede constituir otro
nivel de control de la biosintesis de polisacaridos.® ¢

Entre los polisacaridos de origen microbiano podemos encontrar una

gran variedad de biopolimeros, los cudles podemos clasificar en :

a)-. Inclusiones intracelulares

b)-. Polisacaridos extracelulares.



CAPITULO 1 INTRODUCCION

Entre los polisacaridos intracelulares se encuentran algunos que tienen
interés industrial como los polihidroxialkanoatos (PHA),
polihidroxibutiratos (PHB), poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) etc.,

los cuales tienen la caracteristica comun de ser poliésteres (esquema 1.5)

[3,8.33)

+---0 cr CHy; ——C -~

g

Esquema 1.5 Poliester

Estos poliésteres se encuentran como reservorio intracelular en una
gran variedad de bacterias, entre las cuales podemos citar a Alcaligenes
eutrophus, Azotobacter methylotrophs,?¥ etc,

Los primeros poliésteres fueron observados primeramente por Lemoigne
en 1925531 en donde los trabajos en esta drea en la década de los 60"s
y 70°s a través de varios laboratorios, llevd al entendimiento de su
sintesis, rutas metabdlicas y regulaciéon metabdlica de PHB y PHA.

Estos poliésteres han sido producidos desde 1982"%1 como poliésteres
biodegradables que han venido a ser utilizados como substituyentes
de los plasticos derivados del petréleo, exhibiendo un amplio rango de

propiedades termomécanicas.!?33%3]
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Existen reportes acerca de que bacterias, algas, hongos y levaduras
suelen producir polisacdridos extracelulares con diferentes estructuras
quimicas y propiedades fisicas.?*¢) Estos exopolisacaridos producidos por
microorganismos presentan un caracter hidrofilico predominante, esto
es debido a que su estructura esta compuesta por grupos -OH, -NH,,-
COOH, -O-, -SH, etc. Como consecuencia, su uso industrial esta mas
extendido en su capacidad para modificar las propiedades reoldgicas de
sistemas  acuosos®®*¢ adicionalmente estos microorganismos son
capaces de sobrevivir en condiciones extremas adversas, ya que su
presencia ha sido encontrada en altas concentraciones de sales, aguas
alcalinas y 4cidas en donde ellos proliferan.?”

todavia no es completamente clara la sintesis, pero es aceptado que la
sintesis de exopolisacarido juega un rol importante en la supervivencia y
crecimiento de los microorganismos en un amplio rango de
condiciones.’®?¢* en donde las funciones que presentan la formacién de
exopolisacaridos por los microorganismos son las siguientes;
autoproteccién contra la desecacion, proteccién contra depredadores,
barrera para la difusion envolviendo o uniendo los iones metalicos,

adhesion a superficies sélidas. 7!
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Algunas de las caracteristicas intrinsecas de los polisaciridos microbianos
son : 12031

1-. Alta viscosidad a bajas concentraciones.
2

3-. Compatibilidad con altas concentraciones de sales.

. Propiedades gelantes.

4-, Alta solubilidad en agua y conducta anticongelante.
5-. Polielectrolito y potencial de intercambio iénico.
6

7-. Biodegradabilidad.

. Capacidad floculante, dispersante y versatilidad de adhesion.

L

En general, podemos decir que las propiedades de los exopolisacdridos
dependen principalmente de la rigidez de la estructura molecular que
pueda adoptar el biopolimero.»#*! Adicionalmente podemos mencionar
que se encuentran microorganismos que producen dos tipos de gomas
extracelulares; las que  forman  una  capa alrededor  del
microorganismo o capsulares, y aquellas que se solubilizan en el
medio de cultivo incrementando, sustancialmente, la viscosidad del
caldo de fermentacion.e3

Definida de manera convencional una goma es un material polimérico
que puede disolverse o dispersarse en agua para formar soluciones,

suspensiones de alta viscosidad o geles.

10



CAPITULO 1 INTRODUCCION

Las gomas las podemos clasificar en tres grupos :

Gomas naturales : Provenientes de exudados de arboles (arabiga,
tragacanto, etc.), extractos de semillas (guar, algarrobo), algas marinas
(agar, alginatos, carragenina), proteinas animales (gelatina, caseina),
proteinas vegetales (soya), y gomas microbianas (dextrana, xantana).®!
Gomas modificadas o semisintéticas: Derivados de las celulosa
(carboximetilcelulosa, metilcelulosa), almidones (acetatos de almidon,
dextrinas).

Gomas sintéticas . Derivados petroguimicos tales como , sales del 4cido
poliacrilico, polietilenglicol, polivinilpirtrolidina.

Su uso industrialmente se debe principalmente a su capacidad de alterar
las propiedades de flujo de sistemas acuosos, ya sea como viscosificante,
gelificante ¢ agentes de suspension.’?®?63%1  También se ha encontrado
que algunos microorganismos (bacterias de silicato), productores de
exopolisacaridos (principalmente heteropolisacaridos), mejoran las
propiedades de las arcillas debido a que el exopolisacarido unido a la
arcilla acttia como resina durante el quemado™®.

El primer exopolisacdrido producido comercialmente fue la goma de
xantano, la cual es obtenida de Xanthomonas campestri siendo un
polimero ramificado con unidades monoméricas de glucosa, manosa y

acido glucurdonico®928 (esquema 1.6).
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CAPITULO 1 INTRODUCCIGN

Este es quizas el polisacirido que ha sido sujeto a mayor cantidad de
estudios relacionados con sus propiedades fisicas y estructura quimica,
siendo producido a escala industrial y utilizada como aditivo espesante
y gelificante en los alimentos, en cerdmica para suspender los
componentes de los barnices, en la industria textil para evitar que se
corran los colorantes, y en la industria farmacéutica y cosmética como

agente estabilizante de medicamentos y texturizador de cosméticos.**

21,26)
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Esquema. 1.6 Xantano
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

Entre otros exopolisacéridos producidos por microorganismos podemos
mencionar a la goma de gelano"® (esquema 1.8) producido por
Pseudomona elodea, %! el cual es un exopolisacarido iénico de gran
interés industrial debido a las propiedades reolégicas que presenta
en soluciones acuosas. El pululan es un polisacirido producido a partir
del almidén por una levadura llamada Aureobasidium pullulans,
mientras que el microorganismo Alcaligenes faecalis varmyxogenes

produce una goma llamada curdlano .12

on P
CHyOH Ho. HOHC EHz0H
Q o] © o ° .“\\\\\\
HO g © HsC ©
d Ho COOH Ho O
r,,/// Esquema 1.7 Gelano

Todos los polisacaridos producidos por microorganismo tienen también
otras aplicaciones futuristas en el drea medica tales como ser utilizados
para la formacién de injertos vasculares.®® Otro rol importante que
juegan los biopolimeros es el de actuar como depresante ya que separa
selectivamente minerales de otros minerales. Hay numerosos reportes
sobre la aplicacién de carboximetilcelulosa ( CMC ) como depresante

para talco y otros minerales de magnesia presentes como impurezas en

varios minerales de sulfito, 11
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

El presente trabajo tiene como objetivo la obtencién de exopolisacaridos
a partir de fuentes microbianas, debido a que se ha observado que los
exopolisacaridos dentro de sus caracteristicas intrinsecas tienen gran
adhesividad a sustratos sélidos, gracias a que contiene grupos hidrofilicos
que forman parte de su estructura, resultando por lo tanto atractiva y
concebible su utilizacién en ciertos materiales sélidos con la finalidad de
mejorar ciertas propiedades o de protegerlos contra condiciones
naturales adversas. Adicionalmente su estructura esta compuesta de
grupos glucosidicos principalmente, permitiéndole a los exopolisacaridos
modificar las propiedades reoldgicas de ciertas soluciones acuosas ya
sea por gelacion o por cambios en su flujo caracteristico, adicionalmente,
el de saber cuanto calcio y magnesio se llega a incorporar en la red del
biopolimero ya que algunos reportes de investigadores dan por hecho
que la gelacion de algunos biopolimeros se debe a la atraccion
electrostatica que se genera entre los grupos funcionales carboxilatos
sobre el polisacarido y los iones divalentes resultando en un efecto de
puenteos y entrecruzamientos entre las cadenas de polimeros,
impartiendo mayor estabilidad a la pelicula y mayor resistencia al corte;
estas caracteristicas permiten la utilizacion en diferentes dreas, como,
por ejemplo, el de ser un agente que mejora el control en el
recubrimientos de aceites, y en la industria petrolera para mejorar la
extraccion de aceites, en los fluidos de perforacion tiene el objetivo de
reducir la viscosidad a altas velocidades de corte necesarias para lubricar

la barrena durante la perforacién.[z"'“’ 26]
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

Todo esto constituye un buen ejemplo de como una sustancia de origen
biolégico puede ser producida y wmanipulada para su utilizacion
industrial.*?  El fin de utilizar y producir biopolimeros de origen
microbiano radica en la ventaja de que su produccién no depende de
condiciones climaticas ni de recoleccién, y si en la factibilidad de utilizar
varias materias primas para su producciéon. Ademds de contar con
mayor uniformidad en sus propiedades, pureza y caracteristicas
intrinsecas, puesto que su biosintesis es en general muy especifica. Todo
esto aunado a que los biopolimeros de origen animal y vegetal son
fuentes agotables y su recuperacion tardaria mas tiempo en
comparacion de los producidos y obtenidos por los microorganismos, los
cuales son fuentes renovables, sin embargo, hasta este momento la
mayor desventaja que tiene la produccidon de biopolimeros mediante
microorganismos es el alto costo de obtencion.

Nuestro principal interés en este trabajo es estudiar las caracteristicas de
un polimero encontrado en la industria de alimentos como contaminante
de los equipos usados en la produccién o envasado de alimentos, que es
producido durante la formacién de un biofilm por el crecimiento de
microorganismos contaminantes, que presenta problemas de disolucidn o
destruccion por parte de las sustancias quimicas que regularmente son

utilizadas como detergentes o desinfectantes en este tipo de industria.
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

1.1 OBJETIVOS.

1-. Obtener exopolisacdrido mediante una fermentacion simple.

2-. Seguir algunos parametros fisicos y quimicos de la formacion del
exopolisacarido.

3-. Estudiar el exopolisacdrido mediante diferentes técnicas de
caracterizacion.

4-, Estudiar sus propiedades reoldgicas del exopolisacarido

16
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.- MATERIALES Y METODOS.

2.1 DESCRIPCION DE EQUIPOS Y REACTIVOS.
2.1.1 REACTIVOS.

{HOCH,CH(CHOH)O | Dextrosa anhidra. Baker Analyzed
Na,MoO, .2H,0 LMolibdz:l’co de sodio Mallinckrodt 99-102
dihidratado Chemical
CaCl, .2H,0 Cloruro de calcio PQM 97.3
dihidratado
FeSO, .7TH,0 Sulfato de fierro CTR 99
heptahidratado
MnSO, .H,0 Sulfato de manganeso | PQM 98-100
hidratado
'Cas0, .2H,0 Sulfato de calcio Mallinckrodt {99.2
dihidratado Chemical
ZnSQ, .7H,0 Sulfato de zinc PQM 99
heptahidratado
MgSO, .7H,0 Sulfato de magnesio |Baker 100
heptahidratado Analyzed
KNaC,H,0, .4 H,0 |Tartrato de sodioy |J.T. Baker 100
potasio
heptahidratado
NaOH Hidréxido de sodio Baker Analyzed [97.1
C,H,N,0, Acido 3,5 DNS Sigma
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

BR MAE LE:

K,HPO, Fosfato dcido de P.QM 98.6

dipotasio
CH,CH,0OH | Etanol CTR 99.5
CaCl, Cloruro de calcio Baker Analyzed 99
NH,OH Hidroxido de amonio | Baker Analyzed 28.9
CH,CN Acetonitrilo Aldrich 99.9
(CH;),S5O | Dimetilsulfoxido P.Q.M 99.8
C;H.NO NN-dimetilformamida |Merck 99
C,H.0 Tetrahidrofurano Aldrich 99.1

Medio MRVP Bioxon

Extracto de levadura |Bioxon

Caldo nutritivo Bioxon

Agar citrato de Difco

simmons

Agar para Difco

Pseudomonas

Agar doble aztcar Difco

russell
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1.2 EQUIPOS.

pH-metro Beckman 50pH meter
Centrifuga Baxter Medifuge 3632
Agitador Lab-line Instruments

3518

Microscopio

Leitz

Espectrofotémetro UV-VIS

Perkin-Elmer

Lambda 12

Balanza analitica

Sartorius basic

BA 160p

Espectrofotometro de A.A.

Varian SpectrAA

Viscosimetro

Brookfield THA

Microferm®Fermentor

New Brunswick

Espectrofotéometro de RMN

Bruker amx serie 400

Analizador térmico TGA/DTA

TA Instruments 2100

Espectrofotometro FT-IR,

Perkin-Elmer Paragon

1000 ¢

Espectrofotémetro UV/VIS

Coleman  junior 1I

6(20




CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.2 OBTENCION DEL MICROORGANISMO.

El cultivo se obtuvo a raiz de un problema industrial, en el cual se
observaba la produccidn de una alta viscosidad, desarrollada a partir
del crecimiento de microorganismos sobre una fuente carbonada
residual y en periodos cortos de tiempo ; esta viscosidad sugiere una
alta acumulacion de exopolisacaridos, los cuales son producidos y
excretados por los microorganismos como mecanismo de supervivencia
y destoxificacion, ya que éste es expuesto a diferentes concentraciones de
acidos y bases para disolverlo durante los procesos de saneamiento, lo
cual no es logrado totalmente, por este motivo se generd el interés de
producirlo a nivel laboratorio para evaluar sus propiedades reoldgicas
y posible aplicacién en materiales cerdmicos. Los microorganismos se
aislaron y se identificaron como un bacilo gram negativo del genero

Klebsiella pneumoniae.

2.3 DISENO DEL MEDIO DE CULTIVO EMPLEADO.

El diserio del medio de cultivo liquido se llevo a cabo buscando la
acumulacién de exopolisacarido y no de crecimiento celular, lograndose
este objetivo mediante una relacién de fuente carbonada mayor que la
fuente nitrogenada, debido a que es bien conocido que muchos
microorganismos aerobios y anaerobios acumulan exopolisacdrido bajo
condiciones de limitacién de nutrientes y con una adecuada fuente de

carbono. 2610
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

Este efecto se debe a una seria limitacién de material nutritivo que
afecta los procesos fisiolégicos y bioquimicos normales del
microorganismo, el cual se ve obligado a secretar exopolisacarido como

medio de supervivencia a fluctuaciones de temperatura, desecacion,
proteccion contra compuestos téxicos, depredacion y resistencia a
ataques quimicos y fisicos.'*® Asimismo, otro efecto que se observa
por la limitacion de fuente de nitrégeno en el medio de cultivo es que
la enzima depolimerasa esta ausente, esto debido a que las vias
biosintéticas de aminoacidos se ven afectadas con la consecuente
supresion de la actividad de la enzima depolimerasa, la cual, si
estuviera presente, romperia los enlaces de polisacaridos evitando la
formacién y acumulacién de exopolisacarido.®>® El medio de cultivo
contiene otros nutrientes como fosfatos, los cuales son una fuente de
energia por lo que tiene un marcado efecto en el crecimiento
celular.  La produccion de  exopolisacaridos se da a bajas
concentraciones de fosfatos, ya que, un alto contenido originaria que la
produccion de exopolisacarido decreciera considerablemente? ; también
se tiene reportado que medios con bajas concentraciones o deficiencias
de fosfatos poseen la particularidad de originar soluciones ligeramente
acidas (pH 5.6-4.5), en algunas fermentaciones, pero en general la
acidificacién de las soluciones originaria una disminucion de la
viscosidad."? Adicionalmente, se ha observado que el contenido de
Mgs0,.7H,0 tiene un marcado incremento en la produccion de
exopolisacdrido en concentraciones que van de 0.1-0.3 g/l de acuerdo

con lo reportado en bibliografia.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.4 FUNCION DE LOS MICRONUTRIENTES.

Se ha observado que la funcién de los micronutrientes sobre el
crecimiento bacterial y la formacién de exopolisacarido tiene un efecto
marcado. Altas concentraciones de las sales inorganicas incrementan el
crecimiento celular disminuyendo simultdneamente la formacién de
exopolisacarido™ ; por otro lado, se ha observado que la adicién de sales
inorganicas divalentes tienen un efecto marcado en la gelacidn de los
biopolimeros, ya que la atraccion electrostitica que se genera por la
interaccion entre los grupos funcionales y los cationes divalentes da
como resultado un efecto de puenteo entre las cadenas poliméricas
generando entrecruzamientos, dando ambos efectos: que la pelicula
biopolimérica se estabilice haciéndola maés resistente al corte; y a los
ataques quimicos y fisicos.** Por esta razdén se genero el interés de

conocer cuanto calcio y magnesio se integra a la red polimérica.

2.5 COMPOSICION DEL MEDIO EMPLEADOQ.11?

Glucosa 25 g
Extracto de levadura 3¢g
Fosfato acido de dipotasio 2g

Sulfato de magnesio heptahidratado 0.1lg

Solucidn trazas (micronutrientes) 3.5 mi

Agua desionizada 1000 ml
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.6 COMPOSICION DE LOS MICRONUTRIENTES.®#

| Sulfato de zinc heptahidratado 0.718 g
Cloruro de calcio dihidratado 0.368 g
Molibdato de sodio dihidratado 0.554 g
Sulfato ferroso heptahidratado 0.696 g
Sulfato de manganeso hidratado 0.422 g
Sulfato de calcio dihidratado 0.494 ¢

2.7 ESCALAMIENTO.

En términos comunes, podemos decir que el escalamiento es una
técnica y metodologia compleja empleada para transferir la produccion
a gran escala en la cual varios parametros fisicos, y bioldgicos se ven
afectados a partir de un proceso de fermentacion desarrollado en
pequefio dentro del sistema como por ejemplo ; transferencia de masa y
calor, caracteristicas de mezclado, requerimientos de la potencia de
agitacion, respuesta del microorganismo etc., por lo que hace que el
escalamiento sea altamente interdisciplinario requiriendo la combinacion
y el uso integrado de conceptos y metodologias de ingenieria quimica y
fisiologia celular los cuales son criticos al realizar un escalamiento , de
esta manera el estudio de las fermentaciones dara mas respuestas

sobre la fisiologia y bioquimica celular.[23222%2¢!
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

El escalamiento que se llevo a cabo en este trabajo de investigacion se
ilustra en la figura 2.1, mientras que los parametros que se controlaron

al inicio de la fermentacion se ilustra en la tabla 2.1

100 ML DE MEDIO

AGITACION A 200 RPM
POR 18-24 HRS.
INCREMENTO EN EL »
TAMANO DEL INOCULO
AGITACION A
200 RPM POR
18-24 HRS
AGITACION A 200 RPM
POR 18-24 HRS.
=
——
FERMENTADOR DE 1 LT DE MEDIO
10LT A 200 R.P.M. DE CULTIVO

Fig 2.1 Diagrama de flujo de la fermentacion batch para la produccion de
exopolisacérido.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.8 PROCESO DE FERMENTACION.

La fermentacion para la produccién de exopolisacaridos envuelve un
estricto balance del proceso metabdlico para la generacion de ATP en la
cual los compuestos organicos sirven como donadores de electrones
(oxidandose) y como aceptores de electrones (reduciéndose}; los
compuestos que desarrollan estas dos funciones son por lo regular dos
compuestos diferentes que provienen de un solo substrato fermentable
(como un azucar). Por lo que hace a los carbohidratos los principales
substratos de las fermentaciones, asi como también pueden ser acidos
organicos, aminoacidos, etc. ?*? El equipo de fermentacién tipo batch
que se utilizo para llevar a cabo la produccién de exopolisacarido se
realizd en un recipiente de vidrio equipado con suministro de aire
estéril, agitacion mecanica, medicién de pH y con una capacidad de
volumen total de 14 lts. Estudios realizados por investigadores afirman
que su caracteristica mas importante, es el cambio sustancial en el
comportamiento reoldgico del caldo durante el cultivo, cambio muy
importante ya que afecta parametros criticos de la fermentacion.?®!? gl
proceso fermentativo llevado a cabo se realizé con un volumen de 10 Its
de medio de cultivo, seguido de esterilizacién en autoclave a 121°C por
15 minutos ; seguido por una fase de enfriamiento lento (12-24 hrs). La
inoculacion fue realizada a partir de un cultivo puro y joven, el cual
proviene de un proceso de escalamientos sucesivos con la misma

composicion del medio de cultivo como se sefiala en la figura 2.1
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

En donde al final el indculo es atiadido en el medio de cultivo
final con todas las precauciones de asepsia para evitar posibles
contaminaciones. Posteriormente, se procedio a establecer las
condiciones de la fermentacién, las cuales se presentan en la tabla 2.1
Durante el tiempo de fermentacion se siguieron pardmetros como
crecimiento celular, concentracién de azucares reductores, pH y
obtencion de exopolisacaridos. #% 22231 La obtencion de los resultados de
los pardmetros abajo mencionados se obtuvieron tomando muestras
de 200 ml del fermentador en condiciones de asepsia total mediante la
introduccion de aire estéril al fermentador (el aire pasa a través de un
filtro relleno con algodon y fibra de vidrio previamente esterilizado),
realizando una presion mayor de entrada de aire al interior del
fermentador para poder obtener la muestra, recogiéndolas en matraces

Erlenmeyer con capacidad de 250 ml en un tiempo menor de 1 minuto.

Tabla 2.1 pardmetros al inicio de la fermentacién.

Volumen del medio 10 lts
|Agitacion 200 r.p.m.
Temperatura Constante
Aireacion No ]
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

En la fase exponencial ( A ), también conocida como crecimiento
continuo, las células estdn en una reproduccion o fision maxima
constante en donde se sintetiza nuevo material celular a velocidad
maxima, y en donde el numero de células se incrementa en relacion
linear con el tiempo. En esta fase, el conteo de células viables equivale al
conteo total de células jovenes debido a que relativamente se encuentran
pocas células muertas. La fase de desaceleracion ( B ) se caracteriza
debido a que el numero de células vivas generadas por escision ya no es
linear debido a que el microorganismo empieza a encontrar dificultades
como lo son escasez de nutrientes, acumulacidn de sustancias toxicas
para el microorganismo y cambios de pH, simultineamente, la
transferencia de energia empieza a decrecer por lo que el rango
sostenido de multiplicacién empieza a decaer. En la fase estacionaria
( C), se observa una linea horizontal en la cual se puede decir que el
numero de células vivas y muertas estan balanceadas, debido al
agotamiento de nutrientes y mayor aparicion de sustancias téxicas para
el microorganismo. La fase de muerte ( D ) se presenta como una linea
exponencial a la inversa de lo que sucede durante la fase logaritmica de
desarrollo en donde gran variedad de condiciones contribuyen a la
muerte de las células, siendo una de las més importantes el agotamiento
de las sustancias nutritivas esenciales, y la acumulacién de productos
inhibidores. En este periodo las bacterias mueren a diferentes tiempos

de la misma manera que lo hacen al desarrollarse. (21 23]
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.9 CURVA DE CRECIMIENTO.

Si se inocula un medio liquido con células microbianas jévenes tomadas
de una cepa, y se toman muestras a diferentes intervalos de tiempo
midiendo su crecimiento celular mediante técnicas espectrofotométricas
(turbidez) y se traza una grafica a los diferentes tiempos, se obtiene
una curva de crecimiento. Los método utilizados para medir un
crecimiento celular en un medio liquido se pueden realizar por métodos
directos e indirectos. El método directo es aquel que puede estimar el
numero de células en un volumen definido. Mientras que el método
indirecto (turbidimétrico), utilizado en la realizacion de este trabajo,
mide la turbidez generada en el medio de cultivo por la acumulacién 6
crecimiento celular. Este método se utilizo por ser rdpido y simple,
aunque esta sujeto a errores debido a la variacién en tamario y forma de
la célula . En este trabajo se midio la turbidez que se genera en el medio
de cultivo por el crecimiento celular y se midié como porcentaje de
transmitancia en un espectrofotémetro UV/VIS Coleman junior II
modelo 6/20 a A=540 nm calibrando a 0 y 100 % de transmitancia
utilizando medio de cultivo estéril como blanco. Una grafica de una curva
de crecimiento se presenta en la figura 2.2 La curva de crecimiento no
presenta fase “lag” 6 logaritmica de desarrollo debido a que procede de
un escalamiento en el cual las células ya se adaptaron al medio de
cultivo, y por lo tanto hay acumulacidn de enzimas y metabolitos

secundarios que permiten una fase sostenida de crecimiento.
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2.0

1.8

1.6

1.4

Log D.0

0.8

0.8

0.4

1.2
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CURVA DE CRECIMIENTO

: : :
: —

0 ) T w5 prs 50
TIEMPO (HR])
Fig. 2.2 Curva de crecimiento tipica de un proceso fermentativo de los

microorganismos.

2.10 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES (METODO ACIDO

3, 5-DINITROSALICILICO ).

Este método analitico

fermentati

empleado es de suma utilidad en el proceso

vo ya que nos da la concentracién de azlicar que se esta

consumiendo (aziicar reductor) ; esto es, conociendo la concentracién

inicial de azucar que hay en el medio de cultivo y conforme sigue la

fermentacion se toman muestras a determinados tiempos y se realiza

una grafica de absorbancia contra tiempo, monitoreando el consumo de

azucar por el microorganismo. La metodologia empleada es la siguiente :

1-. Las muestras liquidas se centrifugan a 3000 rpm/15 min. para

separar

el paquete celular del sobrenadante.

2-, Del sobrenadante obtenido se toma 1 ml para determinar azucares

reductores.
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2.10.1 PREPARACION DE LOS REACTIVOS.

SOLUCION A-. Diluir por calentamiento 150g de tartrato de sodioy
potasio en 250 ml de agua destilada.

SOLUCION B-, Preparar una solucion de NaOH 2N, agregar
posteriormente 5 g de acido 3,5-dinitrosalicilico y diluir
mediante calor constante.

Mezclar las soluciones Ay B y aforar a 500 ml con agua destilada.

2.10.2 PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION.

A-. De una solucién patron de dextrosa anhidra 0.01 M (180mg/100

ml de agua destilada), preparar los siguientes estandares :

Tabla.2.2 Estdndares para aziicares reductores mediante el método acido

3,5-DNS.

1 1 180
2 8 2 360
3 7 3 540
4 6 4 720
5 5 5 900
6 4 6 1080
7 3 7 1260
8 2 8 1440
9 1 9 1620
0 1 BCO 0
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B-. Tomar 1 ml de cada concentracidn y pasar a un tubo de 13x100 y
afriadir 1 ml del reactivo 3,5-DNS calentar los tubos a ebullicién en
bafio de temperatura por 5 minutos e inmediatamente pasar a bafio
de agua helada, afadir Z ml de agua destilada y agitar.

C-. Leer en espectrofotémetro UV-VIS Perkin-Elmer a A= 540 nm.

D-. Graficar absorbancia contra concentracion.

2.10.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

I-. De los sobrenadantes se tomo 1 ml de cada muestra y se aforo a
50 ml con agua desionizada.
II-. Posteriormente se prosiguié la metodologia igual que los estandares.

I1I-. Interpolar y obtener las concentraciones ya sea en pm{ml o ug /ml.
2.11 DETERMINACION DEL pH.

Las mediciones de pH se llevaron a cabo con un pH-metro Beckman con
electrodo de calomel ajustando el pHmetro a pH 4 y 7 con soluciones
standares. A las muestras tomadas a diferentes intervalos de tiempo se
les determind el pH inmediatamente desde el inicio de la fermentacion
hasta el final de la misma ; asi como también al medio de cultivo sin
inocular. Cabe sefialar que la produccion de exopolisacdrido en el medio
de cultivo no estuvo bajo control de pH, pero, reportes de algunos
investigadores indican que existe mayor produccién cuando se controla
el pH."?  Los datos obtenidos a los diferentes intervalos de tiempo se
graficaron a los diferentes tiempos de las de las muestras obtenidas.
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2.12 OBTENCION DEL EXOPOLISACARIDO.

Durante el seguimiento de la fermentaciéon se tomaron 3 volumenes
grandes de muestras de medio de cultivo a diferentes tiempos como se
indica en la tabla 2.3 Asi como también voliimenes pequefios (100 ml),
esto se realizo para observar si habfa un aumento en la acumulacion de

exopolisacarido.

Tabla 2.3 Tiempos de toma de muestras(vol.)

3

15
24 1

Estas muestras se obtuvieron introduciendo aire (el cual pasa por un
filtro relleno con fibra de vidrio y algodoén estéril) al tanque fermentador
y recogiendo las muestras en un matraz de 5 litros de capacidad.
Posteriormente, se colocé en un recipiente etanol frio al 99.5 % en una
relacion de tres veces mayor que el volumen del medio de cultivo,
seguido de la transferencia de el medio de cultivo en el etanol,
observandose en poco tiempo precipitacién (flotacion) del biopolimero
en forma de nata de color blanco. Inmediatamente se procedid a
obtener el biopolimero ayudandose de pinzas, e inmediatamente se puso
a secar a vacio por 24 hrs, a temperatura ambiente. El material obtenido

se reflujo con etanol al 99.5 % por 72 hrs.
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Este paso se disefio para purificar el biopolimero ya que en bibliografia
el paso de purificacién del biopolimero es mediante dialisis con un cierto
tamario de poro y de cierto peso molecular pero no contamos con esta
técnica y procedimos a utilizar la arriba mencionada.

La fermentaciéon se llevo a cabo utilizando un fermentador
Microferm®Fermentor modelo New Brunwick en las instalaciones de la

Facultad de Ciencias Quimicas en el Departamento de Microbiologia.

Después de cumplir el tiempo de reflujo se procedié a secar a vacio por

24 hrs como se muestra en el diagrama de flujo figura 2.2

Obtencion del exopolisacarido por
precipitacion [etanol(3) :( 1)Medio](volumen)

Secar a vacio por 24 hrs a
temperatura ambiente.

Reflujo con etanol por 72 hrs

[Secar a vacio por 24 hrs a
temperatura ambiente

Muestra seca y lista para
pruebas de caracterizacion

Fig. 2.3 Diagrama de ﬂujo de la obtencion del exopolisacarido.
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2.13 TECNICAS INSTRUMENTALES DE CARACTERIZACION.

La caracterizacién estructural de los polimeros usualmente requiere de
una combinacién de diferentes técnicas y métodos analiticos tales como
TGA, DTA, RMN de H' Y C¥, COSY, HPLC, GC, Difraccion de Rayos-X en
polvos, TMA, viscosidad intrinseca, propiedades reolégicas, anilisis
elemental, microscopia electrdnica, absorcion atémica, etc. Estos
métodos pueden proporcionar informacion mas detallada sobre la
estructura y conformacién de los polimeros de gran valor para la

investigacién. "

2.13.1 ANALISIS DEL EXOPOLISACARIDO POR FT-IR.

La radiacion de infrarrojo se refiere a una region del espectro
electromagnético entre el visible y la region de microondas. El espectro
de IR permite a los quimicos obtener informacién estructural de los
grupos funcionales que lo componen.

La teoria de la radiacién de infrarrojo nos dice que frecuencias entre
10000-400 cm™* es absorbida y convertida por una molécula orgéanica en
energia de vibracion molecular en donde esta absorcion es cuantizada ; lo
cual genera un espectro de bandas, por lo que la frecuencia o longitud
de onda de absorcion dependera de las masas relativas de los atomos, las

constantes de fuerza de los enlaces y de la geometria del atomo .

34



CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

La posicion de las bandas en el espectro de IR es presentada como
numero de onda (v) cuyas unidades es el reciproco del centimetro (cm™),
siendo esta unidad proporcional a la energia de vibracién. La intensidad
de las bandas puede se expresada como transmitancia {T) o absorbancia
(A) en donde la transmitancia es la fraccion de la energia radiante
incidente que transmite o emite la muestra, a menudo se expresa
como %T y, la absorbancia es el logaritmo de base 10 de el reciproco de
la transmitancia

A=log,, (1(T).
Dependiendo de la regién del espectro en que estemos trabajando, es
factible caracterizar una sustancia tomando los siguientes pardmetros:
- En la regién del infrarrojo cercano (12500 hasta los 4#000cm™) se
encuentran diferentes bandas de absorcién resultantes de sobretonos
arménicos de bandas fundamentales y combinadas que se relacionan con
atomos de hidrogeno.
- En la region del infrarrojo medio de 4000-1300 cm™ existen dos tipos
principales de bandas, la primera corresponde a interacciones
didtomicas, esto se refiere a que las bandas de absorcidn se ven
afectadas debido a otras influencias estructurales.
- La segunda regiéon es conocida como la region de huellas
dactilares se encuentra en la region de 1300-650 cm™ , en esta
zona es factible identificar enlace tipo $=0, C=C, C=0, C=N, etc..
- La region del infrarrojo lejano (667-10 cm™) es adecuada para el
estudio de compuestos inorgdnicos y organometalicos cuyos dtomos sean

pesados y con enlaces débiles.?
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En el presente trabajo se utilizo la espectroscopia de infrarrojo
utilizando un Paragon FT-IR 1000 PC de Perkin Elmer para seguir
cualitativamente la formacién del biopolimero y realizar compatraciones
con standares de una base de datos de polimeros. Este método analitico
se utilizo para obtener los posibles grupos funcionales con los que cuenta
la estructura y compararlos con otros exopolisacdrido ya reportadas en
literatura. Se realizaron pastillas de KBr con el material seco de
exopolisacarido colocando ambas sustancias en un mortero de agata y
procediendo a moler y uniformizar, posteriormente se colocé el polvo en
un dado para hacer las pastillas y se le aplico presion (1700 psi) y vacio
dejandolo por 7-10 min. La pastilla se colocé en un portamuestra y se

procedid a correr la muestra.

2.13.2 ANALISIS DEL EXQPOLISACARIDO POR RMN.

La resonancia magnética nuclear es bdsicamente otra forma de
espectrofotometria de absorcion similar a IR o UV. Una muestra bajo
condiciones apropiadas en un campo magnético puede absorber
radiacién electromagnética en la region de radiofrecuencia gobernada
por las caracteristicas de la muestra en donde las propiedades
fundamentales de un dtomo son : la masa, la carga, y el giro del electrén.
Siendo esta ultima representada con el simbolo I, el cual puede tener
valores de 0,1/2, 1,3/2, en donde el valor real de I depende del nucleo en

particular.
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Una caracteristica de los nuicleos es que poseen carga positiva, esta carga
da vueltas sobre el eje nuclear generando un campo magnético. Los
nucleos que tienen un giro de I« 0 poseeran un momento dipolar
magnético (1), cuando estos ntcleos se colocan entre los polos de un
magneto externo, la energia de interaccién esta dada por:

E=-pnH cos 6
Donde H es el campo magnético externo y 6 el angulo entre los vectores
p y H. El signho menos indica que la interaccion es de atraccion. El dngulo
0 puede tener cualquier valor, por lo tanto E varia continuamente. La
mecdnica cudntica limita a p en el campo magnético a ciertas
orientaciones permitidas que se caracterizan por el niimero cuantico del
giro nuclear M = 1+ % por lo tanto la energia esta dada por :

E= - wIIM
En ausencia del campo magnético, esto es H = 0, estas dos orientaciones
son equivalentes en energia.
En la siguiente representacion se ve la separacion de los niveles (a) y su

analogo basico (b).

M=-1/2 @N S

AE=hv = 2uH

M=+1/2

Energia

M=+1/2 \ S @

H=0

H (a) (b)
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Ahora bien, si el nicleo se irradia con la frecuencia adecuada tal que
puede inducirse la transiciéon del nivel inferior al superior, se obtiene
el fendmeno que se conoce con el nombre de resonancia magnética
huclear (RMN).™ En la tabla 2.4 se da una lista de algunos nucleos en

los que es aplicable la técnica de RMN.

Tabla 2.4 Niicleos adecuados para estudio de RMN.

Kz 99.985
2 1.5x10*2
YN 2 99.63
N A 0.37
170 5(2 3.7x107%
Y Y2 100
p 2 100

En este trabajo el exopolisacdrido se probé con distintos solventes
polares y no polares tanto orgdnicos como inorganicos para ver la
mejor solubilidad posible, asi como también con diferentes acidos y

bases a diferentes concentraciones como se muestra en la tabla 2.5
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Tabla 2.5 Solubilidad del exopolisacarido en diferentes solventes.

Agua 100 5 Parcialmente I
DMS 100 5 Parcialmente I
DMF 100 5 Negativo

DMS (A®) 100 5 Parcialmente
DMS/AGUA (A% 50:50 5 Parcialmente I
AGUA (A% 100 f 5 Parcialmente I
AAG 100 5 Negativo

AFG 100 5 Negativo
AAG/AFG (A% 50 :50 5 Negativo
| Hexano 100 5 Negativo
| THE 100 5 Negativo
i Metanol 100 5 Negativo
Cloroformo 100 5 ~[Negativo
' Acetonitrilo 100 5 Negativo
'NH,OH (A%) 100 5 Parcialmente II
NaOH 3% (A% 100 5 Parcialmente TI1

(&%) = Calentamicnto en bafio maria a

95°¢/20 min. Parcialmente I = Hinchado
DMS = Dirmetil sulfoxido Parcialmente I = Hinchado y algo disuelto

DMF = Dimetil formamida
AAG = Acido acético glacial
AFG = Acido férmico glacial
THF = Tetrahidrofurano

Parcialmente III = Hinchado y mads disuelto

Después de encontrar el solvente en el cual se obtenia una mejor
disolucion parcial (NaOH al 3% con agua deuterada), se procedi a
enviar una muestra en una concentracion de 6 ppm (6 mg/ml al
Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina para
resonancia de 'H y de **C en un espectréfotometro de RMN de 400 MHz

marca Bruker amx serie avance dpx 400 con sonda multinuclear.
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2.13.3 ANALISIS TERMICO DEL EXOPOLISACARIDO.

El andlisis térmico permite medir algunas propiedades fisicoquimicas de
ciertos materiales cuando estos se programan a una medicién continua
en funcion de la temperatura en una atmosfera determinada , esto es
cuando la muestra esta sujeta a cambios de temperatura controlado, el
programa puede envolver calentamientos o enfriamientos en un rango
fijo de cambios de temperaturas o a temperaturas constantes.

El conocimiento de las propiedades térmicas de los polimeros es siempre
importante y critico de conocer para determinar las transiciones
térmicas que pueden ocurrir cuando estos son expuestos a cambios de
temperatura, esta herramienta proveen informacién  tal como
temperaturas  de  descomposicidn, temperaturas de fundicidn,
temperaturas de transicidn vitrea, etc. > ' estos efectos variaran de
acuerdo a la naturaleza del polimero como por ejemplo la celulosa la cual
su temperatura de descomposicion empieza abajo de los 100°C, mientras

que las poliamidas son estables arriba de los 400°C.1>%

Entre las principales técnicas termoanaliticas podemos mencionar :

a-. Anilisis termogravimétrico (TGA)

b-. Analisis térmico diferencial (DTA)
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2.13.3.1 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA).

El andlisis termogravimétrico es una técnica que mide los cambios de
peso de una substancia en funciéon de la temperatura o tiempo en un
determinado rango, en donde su equilibrio termodindmico se ve afectado
resultando una serie de cambios (fisicos y/o quimicos) en la que se ve
involucrada la liberacién o absorciéon de energia en forma de calor, estos
datos son representados de manera grafica como el de la figura 2.4, en
donde el peso se grifica en el eje de las ¥ y la temperatura en el eje de
las X . La metodologia que se sigue es la siguiente : muestra en pequefias
cantidades (mg) es calentada en un rango constante (1-20°c/min)
teniendo un peso constante hasta empezar a descomponerse a una
temperatura T, llegando hasta una temperatura constante de
descomposicion T, , una segunda constante es observada la cual
corresponde a el peso del residuo W, , la diferencia entre w, y W, (aw)
son datos fundamentales de la muestra y pueden ser utilizados para
calculos cuantitativos de cualquier proceso fisicoquimico involucrado, en
el que haya una disminucién o cambio de masa. Las variables que se
pueden presentar durante la corrida de una muestra son: rangos de

calentamiento, naturaleza del sélido, atmdsfera del horno. 2519
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W,

% DE
PERDIDA

DE PESO
W, |- === =
|
|
|

T T
TEMPERATURA

Fig. 2.4 Termograma tipico de una reaccion de
descomposicion,

2.13.3.2 ANALISIS TERMICO DIFERENCIAL (DTA).

El analisis térmico diferencial es una técnica en la cual los cambios de
calor dentro de un material son monitoreados y comparados con la de
un material inerte de referencia en el rango de trabajo, de tal manera
que podremos tener una relacién de las diferencias de temperatura (la
de la muestra con respecto a la referencia) en funcién de la rampa de
temperatura que a la que se realice el analisis esto nos dan resultados en
forma de graficas que nos permiten detectar, por medio de picos, las
temperaturas a las cuales se dan transformaciones fisicoquimicas de la
muestra, dependiendo de la forma y orientacion del pico se puede
determinar si el evento observado es endotérmico (absorcion de

energia) o exotérmico (liberacién de energia).
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Las aplicaciones del DTA nos permite evaluar mediciones fisicas {cambios
de fase cristalina, fusiones, diagrama de fases, cambios de estado liquido
y liquidos cristalinos, capacidades calorificas y transiciones vitreas), y
quimicas (descomposiciones, deshidrataciones y formacién vitrea de los

materiales).?”

EXOTERMICCO

Nu'sies

ENDOTERMICO

TEMPERATURA ( °C)

Fig. 2.5 Curva tipica de DTA

A las 3 muestras de exopolisacirido obtenidas por precipitacién con
etanol y purificadas por reflujo con etanol al 99.5 % durante la
fermentacidn, se les realizaron pruebas de anilisis térmico de DTA y
TGA corriéndose en una rampa de calentamiento de 5°C{/min. que va
desde temperatura ambiente hasta 400°C en una atmdsfera de aire con
un flujo de 100 ml/min utilizando un termoanalizador DTA/TGA TA
Instruments 2100, las muestras se colocaron en un crisol de platino con
un promedio de peso por cada muestra de 10 mg corriéndose
paralelamente  un standard de referencia de alumina (ALO;) en

atmadsfera de aire.
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2.13.4 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA.

La absorcidon atdmica es una técnica que envuelve la absorcidon de luz por
atomos libres, siendo este principio la base para la determinacion de
metales.

Los 4tomos consisten en un nucleo central, compuesto de protones y
neutrones el cual esta rodeado de orbitales en los cuales se localizan los
electrones, los atomos son capaces de absorber luz o calor excitando a
los electrones de valencia (electrones ubicados en las ultimos orbitales
del dtomo) transfiriéndolos a niveles de mayor energia en donde la
longitud de onda absorbida es proporcional al espacio entre los niveles
energéticos .Como cada elemento tiene un cierto arreglo de longitudes
de onda de absorcion tendrd un patron definido para cada elemento.

La determinacion de calcio y magnesio en el EPS es la de ver el
porcentaje de estos elementos que se incorporan a la red del biopolimero
ya que reportes de otros investigadores” dan por hecho la
incorporacion de ambos elementos ayudando a la red polimerica a ser
mas resistente al corte debido a puenteos y entrecruzamientos que se

generan internamente.
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2.13.5 CROMATOGRAFIA.

Los método cromatograficos son procesos de migracion diferencial en el
cual se caracteriza por el paso uniforme de una mezcla fluida (gas o
liquida) a través de otra sustancia relativamente inmovilizada (liquida o
sélida ). la cual por diferencias de polaridad migran los componentes de
una mezcla® La caracteristica que distingue un proceso
cromatografico es la interaccion entre la fase moévil y la fase estacionaria,
esta interaccién se basa en una combinacion de factores como
solubilidad, intercambio idnico, adsorcion y filtracion . El método
cromatografico empleado es la cromatografia en papel, el cual es un
procedimiento simple y se basa en la particion de los componentes de
una mezcla entre dos fases liquidas debido a diferencias de
solubilidades de los componentes de cada fase. La funcién principal del
papel es de servir de soporte inmévil para el agua absorbida en este
soporte, que a su vez sirve como fase estacionaria. La fase mévil es una
mezcla liquida homogénea, que consiste en un solvente  orgénico
saturado de agua . EL procedimiento utilizado es el siguiente.

un volumen de la muestra se aplica en una region determinada cerca del
extremo del papel cromatografico, el punto de aplicacién, llamado
origen, es secado. Mientras tanto el solvente (fase movil), se coloca en
una cdmara cerrada dejandolo un tiempo para que el interior de la

camara se sature con los vapores del solvente.
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Después del equilibrio se pone en contacto el extremo del papel con el
solvente y este comenzara a subir o bajar dependiendo de la técnica
(ascendente o descendente) por capilaridad. Cuando el solvente de
desarrollo alcanza el origen, la muestra se disolverd diferencialmente
en las dos fases habiendo una distribucion de la muestra entre la fase
estacionaria acuosa (polar), aportada por el papel y la fase movil,
principalmente organica (nopolar) en donde la distribucién esta
gobernada por las diferencias de solubilidades de cada soluto en las
fases. Después de que los solutos de la muestra se encuentran
distribuidos a diferentes distancias del origen, esta se relaciona con el

recorrido total del solvente de desarrollo de la siguiente manera :

R, = Distancia recorrida por el compuesto
~ Distancia recorrida por el solvente

El R¢ es caracteristico de cada compuesto organico 6 inorganico
dependiendo del solvente y la fase estacionaria. Después de que el
solvente ha migrado la fase estacionaria se retira y se seca. La fase final
es detectar la ubicacibn de cada compuesto ya sea por luz
ultravioleta o tratando el papel con un reactivo quimico que interactua
con los compuestos ya resueltos para producir un  producto
coloreado.!*®**+%% La cromatografia en papel para carbohidratos se puede
considerar como un proceso de particion, aunque la adsorcién puede

estar presente en algunos casos.
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La movilidad de los azicares depende de la forma del anillo y de la
configuracién de los grupos hidroxilos®?, también cabe senalar que el
tipo de enlace tiene gran influencia en la migracion ya que se conoce que
las uniones disacaridos (1-54) migran mas rapido que las uniones
(1-6)%,

La identificacion de los polisacdridos por cromatografia es complicada
por lo que se tienen que hidrolizar para separar los monomeros 6 los
oligosacaridos presentes ; la hidrdlisis llevada a cabo se realizé con acido
clorhidrico 3 N por 6 hr/95°C en bafio Maria seguido de una
neutralizacién con carbonato 4cido de sodio.

El sistema desarrollador utilizado es acetato de etilo- agua- acido acético
glacial- Metanol (65 :10:7.5:20) . El sistema revelador es  ftalato
4cido de potasio- anilina- nbutanol (1.5 g: 1 ml: 100 ml).

A continuacion se presenta el diagrama de flujo de la técnica de

cromatografia de papel (figura. 2.6 ).
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Hidrolisis del polisacarido con HCl 3 N

l

Calentamiento en bafio Maria a 95°C/ 6 hrs

1

Colocar muestra y estdndares en el origen
del papel cromatografico (silica gel)

l

Dejar enfriar y neutralizar
con NaHCO; entre pH = 6-7

|

Introducir el solvente desarrollador en la
camara para saturacion del sistemna.

l

Colocar el papel dentro de la cdmara dejando que
el solvente moje el papel por debajo del origen.

Sacar de la cdmara y meter el papel en la estufa a
105°C para secar (marcar el recorrido del solvente)

l

Sacar de la estufa y rociarle la solucién reveladora, meterlo de
nuevo a la estufa a 105°C hasta la aparicién de las manchas.

1

Medir la distancias de las muestras y los estandares, asi
como del solvente ; obtener Ry y compararlos.

Fig. 2.6 Diagrama de flujo para la identificacion de aziicares
por cromatografia.
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2.13.6 PROPIEDADES REOLOGICAS DEL EXOPOLISACARIDO.

La determinacion de las propiedades reoldgicas de los polimeros es un
aspecto importante en su caracterizacion quimica, ya que nos da una
amplia informacion de su peso molecular y el tipo de flujo que presenta
el cual nos ayuda a entender mejor sus propiedades.

Una forma de definir la viscosidad seria como la medida de la friccién
interna de un fluido causado por la atraccion molecular, la cual genera
esta resistencia a fluir BY | La técnica empleada para determinar la
viscosidad en soluciones es un método simple y rdpido capaz de darnos
una amplia informacidon acerca de la conducta que presentan los
polimeros bajo presencia de fuerzas externas, en donde su viscosidad
variard con el rango de deformacién presentando diferentes tipos de
flujo, como por ejemplo: Newtoniano (donde la viscosidad es
independiente del rango de corte) y no-newtonianos el cual posee una
amplia gama de comportamientos en el que mencionaremos a los
pseudoplasticos (donde la viscosidad decrece con el incremento del rango
de corte), dilatante (donde la viscosidad aumenta con el rango de
corte).B% 31 Entre los ejemplos de fluidos newtonianos mencionaremos
al agua y los aceites de motores y, de no-newtonianos podemos
mencionar de acuerdo al grupo que corresponde como; los
pseudoplasticos en la cual encontramos a las pinturas, las emulsiones y
dispersiones, mientras que el de comportamiento dilatante es presentado
por fluidos con sélidos defloculados como pastas ceramicas, gomas en

agua, etc.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se utilizo un viscosimetro Brookfield modelo HAT ; la
solucion se realizé colocando un gramo de exopolisacarido en 300 ml de
NaOH 3 % y se calentd a bafio Maria por 3 hr{90 °C, se dejé reposar por
12 hrs y se filtro la solucion ajustdndolo a 300 ml con NaOH al 3 %.
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CAPITULO 3 RESULTADOS

3 RESULTADOS.

3.1 IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO.

La muestra proporcionada fue sembrada en agar nutritivo para
posteriormente realizar pruebas bioquimicas ; inmediatamente después
se realizd una fermentacion al cual se le tomo muestras de la misma y se
sembré en EMB (agar eosina azul de metileno) realizindole pruebas
bioquimicas , ddndonos los siguientes resultados (tabla 3.1).

Tabla 3.1 pruebas bioquimicas

Indol

1

Rojo de metilo
Vogues-Proskauer
Citrato de simmons
Sucrosa

Glucosa

Inositol

H,S (gas)

Oxidasa

Arabinosa +
Arginina +

+l+1+ ]+ ]+

1

Con los resultados de las pruebas bioquimicas y observaciones
microscopicas se realizo la identificacion del microorganismo productor
de exopolisacarido (EPS) siendo un bacilo Gram negativo del género
Klebsiella pneumoniae el cual por antecedentes se sabe que es capaz de
secretar exopolisacarido al medio y con estructura variada dependiendo
de la fuente de carbono y los flujos de energia 2

12607 Q@

Ll
73
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CAPITULO 3 RESULTADOS

3.2 CURVA DE CALIBRACION.

Los resultados obtenidos dela curva de calibracion para azicares
reductores se presentan en la figura 3.1, asi como también se presenta
la tabla 3.2 en la cual se localizan las concentraciones de los estandares
empleados para la curva. la curva de calibracidon presenta una
regresion lineal de 0.999, lo cual nos determina que el método es
confiable para poder utilizarla y determinar la concentracion de
azucares reductores presentes en el medio de cultivo en el cual durante
el transcurso de la transformacién nos da el azucar residual presente y
de esta manera se obtiene informacién concerniente a la formacién del
exopolisacdrido a partir de los azlicares presentes.

Tabla 3.2 Resultados de los estdndares de azlicares
reductores,

180 0.5233

360 0.58

540 0.8811

720 1.2149

900 1.5457 .
1080 1.8802
1260 2.1907
1440 2.4601
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CAPITULO 3 RESULTADOS

CURVA DE CALIBRACION DE AZUCARES REDUCTORES MEDIANTE EL
METODO DEL ACIDO 3,5-DINTTROSALICILICO

2.5 +
2+ ,’
5 ? y = 0.0017x
Z 2
é s R? = 0.999
€ 1
92
Fd — —~ — PENDIENTE
11 ,:' REGRESION
# LINEAL
7
'’
;
0.5 ¢
0 t } —+ t } +
0 250 500 750 1000 1250 1500

CONCENTRACION(ug/ml)

Fig. 3.1 Curva de calibracion de azucares reductores

3.3 PARAMETROS DE LA FERMENTACION.

Los resultados de los pardmetros seguidos durante la fermentacién
fueron reproducibles y se representan en las figuras 3.2 y 3.3. En la
figura 3.2 se reporta el crecimiento del microorganismo expresado como
logaritmo de la densidad optica contra el tiempo, asi como también la
concentracidon de azucares reductores (ug/ml) contra el tiempo. Se
puede apreciar que a medida que los microorganismos se van
desarrollando en funcidn del tiempo, la tendencia de la concentracion de
azucares reductores es a la inversa (disminuyendo), debido a que los
microorganismos estan utilizando la fuente de aziicares para sintetizar
exopolisacarido el cual es excretado, y esta excrecidon se aprecia
visualmente en el medio ya que va cambiando la caracteristicas
intrinsecas del caldo de la siguiente manera :
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la solubilizacion del exopolisacarido define el comportamiento reolégico
del medio de cultivo liquido, ya que durante la fase inicial de la
fermentacion (0-1 hr) el fluido es practicamente Newtoniano esto es ,la
viscosidad es independiente de la rapidez de deformacién pero, conforme
avanza la fermentacién (2-26 hrs) se incrementa la viscosidad del
medio gradualmente y se convierte en un fluido dilatante 6 espesante.
En esta etapa es en donde se alcanza la mayor produccion del
exopolisacarido y la mayor estabilidad de la red polimérica ya que en la
fase final de la fermentacién (26546 hrs) la viscosidad decrece (tipo
pseudoplasticos). Ademads, con los datos obtenidos de la curva de
crecimiento (figura 3.2 y .3.3), podemos precisar que la fase exponencial
maxima de los microorganismos se encuentra entre las 12 y 15 hrs,
posteriores al inicio de la fermentacion y es en esta fase en donde se
aprecia la mayor produccion de exopolisacarido y por consiguiente un
aumento de la viscosidad (ver tabla 3.4 y figura 3.4) ; la fase estacionaria
empieza a las 18 hrs, entre las 18 y 26 hrs se pudo apreciar que la
viscosidad del medio se mantiene y se puede establecer que en este
tiempo es en donde se alcanza la mayor estabilidad de la red polimérica
del exopolisacarido esto corrobordndose con los resultados de
termogravimetria obtenidas a las 24 horas en la cual se aprecia que la
temperatura maxima de descomposicién se alcanza a una temperatura
de 306.8°C (ver figura 3.10) también, a que al obtener el exopolisacarido
mediante pinzas se apreciaba una consistencia mayor que las muestras
tomadas a tiempos posteriores y anteriores a las 24 horas.

A partir de las 26 horas y manteniéndose hasta las 46 horas la viscosidad
del medio empieza a decaer en donde empieza un declive o muerte de los
microorganismos y en donde también se aprecia que la consistencia del
exopolisacarido disminuye considerablemente. Con los datos anteriores
podemos decir que la caracteristica principal de la fermentacién consiste
en que el producto principal que es el exopolisacaride (EPS), es el
responsable directo de los cambio ocurridos en las propiedades
reolégicas del medio y que es necesario analizarle para poder encontrar
con mas detalle los cambios de los pardmetros ocurridos en la
fermentacion durante la solubilizacion del exopolisacarido en el medio.
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—%—LogD.0 - 20
18 | . /"“Hx-.* * x
*x Tiempo Log D.O Azured. 118
1.7 | 0 12041 20 ] %
3 15314 16.17 =
o 6 17324  14.41 14, e
a 16 9 1.7481 124 E
-1)]
g 12 1.7781  12.05 1123
15 17701 9.41 =
18 1.8129 558 d10 =
24 17993 4.11 | 2
26 17923 3.53 18 2
40 1.7993 264 o
46 1.7993  2.64 16 2
—%— AZURED 4

TIEMPO (Hr)

Fig. 3.2 Curva de crecimiento y determinacién de azticares reductores
durante la fermentacién y formacién del exopolisacdrido por
Klebsiella pneumoniae.

En la figura 3.3 se reporta el crecimiento de los microorganismos como
logaritmo de la densidad éptica contra tiempo y el potencial de
hidrégeno contra el tiempo, se observa que a medida que el crecimiento
de los microorganismos avanza, el pH va disminuyendo debido a que los
microorganismos al utilizar los carbohidratos del medio de cultivo aparte
de formar exopolisacarido, también llegan a formar acidos organicos por
lo consiguiente, el pH del medio disminuye conforme avanza la
fermentacidon (figura 3.4) aunque esta disminucién de pH, no llego a
afectar la viscosidad del medio durante el tiempo que transcurre de las
2-26 hrs mas, no podemos precisar su efecto posteriormente de las 26-
46 hrs. Estudios realizados sugieren que manteniendo un pH éptimo del
medio se puede obtener una mayor produccién de exopolisacdrido y una
mayor estabilidad de la red esto debido a que se sabe que manteniendo
un pH predominantemente entre 5.2-5.8 y, este confiere identidad idnica
especifica a las moléculas y que es importante para su estructura final y
sus funciones,*712)
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