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Fig. 3.3 Curva de crecimiento y determinacion de su pH
durante la fermentacion por Klebsiella pneumoniae.

Cabe sefalar que el comportamiento del medio de fermentacién es de un
fluido No-newtoniano durante el mezclado y, en donde la agitacién solo
es eficiente en las fases iniciales de la fermentacion, ya que una vez
avanzada ésta solo lo es en la vecindad de los impulsores. Esto se puede
establecer ya que la fuerza de propulsidn de los impulsores bajo de 200
r.p.m. a 160 r.p.m., debido a la solubilizacion del exopolisacarido en el
medio, en la tabla 3.3 se presentan los cambios que sucedieron durante
el transcurso de la fermentacién.

Tabla 3.3 Cambios fisicos que ocurrieron durante la fermentacion
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3.4 RESULTADOS DE OBTENCION DE EXOPOLISACARIDO.

De las muestras de 100 ml obtenidas a diferentes tiempos se obtuvieron
los siguientes resultados (tabla 3.4)

Tabla 3.4 Resultados de los pesos obtenidos del
exopolisacarido a diferentes tiempos
de obtencidn.

3 0.0595
6 0.0652
12 0.0976
15 0.0987
18 0.0749

Estos resultados se graficaron para poder obtener una mayor
apreciacion de los cambios ocurridos durante la produccién del
exopolisacarido (figura 3.4 )
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Fig. 3.4 Evolucion de la produccion del exopolisacarido.
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Con estos datos se observa que la formacién de EPS va aumentando en
forma gradual hasta llegar a una fase constante (12-15 hrs), esta
evolucion de constante produccidn o aumento en la formacién del
biopolimero nos demuestra que el microorganismo es capaz de sostener
un ritmo de formacién de biopolimero sostenible de acuerdo al flujo de
la fuente de carbono y energla disponible; pero posteriormente este
ritmo de produccion se desacelera y empieza a decrecer, que es algo
caracteristico de los polimeros de origen microbiano, ya que se pueden
sintetizar y degradar con gran rapidez debido a que se encuentran en un
estado dinamico en el cudl actiian simultaneamente, mas la degradacion
se puede llegar a controlar esto es, regulando las enzimas que realizan
esta accidon de manera que solo acttien en ciertas condiciones. Ademas la
media del peso promedio de exopolisacérido obtenido por litro de medio
de cultivo es de 0.95 g/L comparando este resultado con otros
exopolisacarides obtenidos de otras investigaciones®™?,  Podemos
determinar que el rendimiento es bajo, pero cabe aclarar que en este
trabajo no se mantuvo un pH adecuado ya que no era el objetivo, y en
las referencias de los microorganismos productores (tabla 3.5) si se
establecen parametros de pH adecuados para la produccion de
exopolisacdrido. En general, podemos establecer que para la produccién
de exopolisacarido se deben establecer més pardmetros de control para
poder obtener un maximo rendimiento del mismo.

Tabla 3.5 Comparacién de resultados de peso seco de exopolisacaridos
obtenidos con otros microorganismos y Klebsiella pneumoniae.

Cyanospira capsulata 4 9y 7
Methylophilus sp. 5.4 6
Agrobacterium radiobacter 9 6
Klebsiella pneumoniae 0.95

En la figura 3.5 se gréfica el pH y la concentracion de exopolisacarido
(seco) en funcion del tiempo de la obtenciéon de muestras durante el
transcurso de la fermentacién.
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Aqui se puede observar mads detalladamente la forma en que el
exopolisacdrido se acumulaba gradualmente asi como los cambios de pH
que se generaban en el transcurso del tiempo llegando a ser una relacién
dindmica en la cual el exopolisacarido se sintetiza y se degradada
simultdneamente.

~57
010 ®. % PH x 1
156

EPS ( seco ) gf100 ml
nd

— 50

TIEMPO ( Hr )
Fig. 3.5 pH y concentracién de exopolisacarido en funcion del

tiempo.

3.5 RESULTADOS DE FT-IR

Se caracterizé por IR el exopolisacarido (EPS) obtenido para intentar
comprender la naturaleza de los productos a través de los grupos
funcionales presentes en su estructura. Los resultados indican los
siguientes datos : las bandas de mayor intensidad y anchura se presentan
a 3307 cm™, el cual corresponde a un estiramiento de un grupo O-H
antisimétrico caracteristico en la mayor parte de las gomas procedentes
de microorganismos ; a 1709 cm™ se presenta una banda de estiramiento
C=0 de esteres; a 1648 cm™ se presenta una banda de estiramiento por
el enlace C=0 de amidas ;
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a 1082 cm™ se presenta un estiramiento asimétrico del enlace C-O-C.
Bandas adicionales son indicadas en la figura 3.7
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Fig. 3.6 Espectro de infrarrojo del EPS. 3307 cm™! banda de estiramiento antisimétrico
del OH ; 2962 cm® banda de estiramiento antisimétrico del CH, ; 2932 ¢cm!
banda de estiramiento antisimétrico del CH, ; 1708 cm® banda de estiramiento
C=0 de esteres; 1648cm? banda de estiramiento de C=0 de amidas ; 1365 cm!
banda de grupo CH; de acetilos; 1227 cm™ banda de estiramiento
0-C-(0)-C; 1082 cm™ Estiramiento antisimétrico de C-O-C ; 781 cm? banda de
-(CH,), en cadena ; 535 cm! banda de estiramiento de O-H.

Para determinar si la banda a 1708 y 1648 cm™ corresponden a un
grupo ester y amida, el exopolisacdrido se traté con NaOH al 3 % y se
calenté a bafio Maria por 3h/95 °C y, permitiéndose enfriar a
temperatura ambiente por una hora y media para posteriormente
introducirlo a la estufa por 24 h/100 °C; al término de este tiempo se
realizaron pastillas de KBr y se obtuvo su espectro (figura. 3.7).
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En este espectro cual observamos la obtencidon de senales de bandas
anchas a 3420 c¢cm® debido al grupo COO Na' y, a 1654 cm™ que
corresponde a un estiramiento de carbonilo C-O de amida ; 1438 cm™
que corresponde a un estiramiento simétrico C-H.
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Fig. 3.7 Espectro de infrarrojo del EPS tratado con NaOH al 3%. 3420 cm™ banda
de estiramiento de O-H ; 1654 cm? banda de estiramiento de carbonilo
C-O-C, C=0; 1438 cm banda de flexién C-H; 874 cm™ Substitucion
de aromaticos C-H,

Los cambios ocurridos en las sefiales del espectro después de hidrolizar la
muestra nos confirman la presencia de los enlaces esteres presentes en la
estructura del EPS ya que desaparecié la sefial a 1708 cm™ que
corresponde a este grupo, y ademas la sefial de amida que esta a 1654
cm™ disminuyo la cual se presentaba como un pico de mayor intensidad
debido a que la hidrolisis provocé la ruptura del enlace amida
obteniendo un enlace de baja energia. Aun con la ayuda de los espectros
de infrarrojos no podemos precisar la posicién que ocupan los grupos
funcionales en la estructura.
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Lo que si podemos confirmar es que la sefiales del espectro de FT-IR del
exopolisacarido fueron siempre repetitivas, lo que nos confirma que el
proceso de produccion es confiable y que el microorganismo se mantuvo
puro durante todos las fermentaciones realizadas. La figura 3.8
representa la comparacion de ambos espectros en donde se puede
observar mas detalladamente los cambios ocurridos.
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Fig. 3.8 Espectros del exopolisacarido hidrolizado y sin hidrolizar.

3.6 ANALISIS TERMICO DEL EXOPOLISACARIDO

Los resultados de los analisis térmicos realizados a las muestras de
biopolimero obtenidas por precipitacion con etanol al 99.5 % a los
tiempos de 3, 15 y 24 horas se presentan en las figuras 3.9, 3.10y 3.11
La figura 3.9 que representa la muestra de exopolisacdrido obtenida a
las 3 hrs de la fermentacion presenta 4 pérdidas de peso; la primera se
presenta a 50.96°C (A) con una pérdida de peso del 3.1%, la cual se le
atribuye a restos de sustancias volatiles o agua adsorbida (humedad) ;
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la segunda se presenta a 158.65°C (B) con una pérdida de peso del
11.7%, la cual se le atribuye a agua de hidratacion; la tercera se
presenta a 223.80°C (C) con una pérdida de peso del 22.38%, la cual se
debe a la descarbonizacion del material ; la cuarta se presenta a 306.7°C
(D) con una pérdida de peso del 36.7%, 1a cual se debe a descomposicién
del material. Los primeros dos eventos son picos endotérmicos debido a
la perdida de agua; esto se concluyo con la ayuda de la primera derivada
que se realizé al andlisis térmico diferencial, mientras que los ultimos dos
eventos son exotérmicos esto también ayudado por la primera derivada
la cual nos permite resaltar o afinar un evento quimico o fisico que esta
pasando(ver apéndice XK). La figura 3.10 representa la muestra de
exopolisacarido obtenida a las 15 hrs, en donde se observan cinco
pérdidas de peso ,el primero se presenta a los 51°C (A) la cual se debe a
restos de sustancias volatiles o agua adsorbida con una perdida del
4.95%, la segunda se presenta a 137.5°C (B) debido a la desincorporacion
de agua de hidratacion y con una perdida de peso del 10.3% ; la tercera y
la cuarta se presentan a 236.5 °C (C) y 258.65°C (D) con una perdida de
peso del 23.62 y 28.57% debido a carbonizacion del material ; la quinta
se presenta a 300.96°C (E) debido a descomposicion del material con una
perdida de peso del 43.8%, los primeros dos eventos son endotérmicos
debido a la liberacion del agua y los ultimos tres son exotérmicos, esto se
visualizo ayudado con la primera derivada realizada al analisis térmico
diferencial. La figura 3.11 representa la muestra de exopolisacdrido
obtenida a las 24 hrs, esta presenta 4 pérdidas de peso; la primera se
presenta a 51°C (A) con una pérdida de peso del 4.65% la cual se le
atribuye a restos de sustancias volatiles o pérdida de agua adsorbida ; la
segunda se presenta a 210.58°C (B) con una perdida de peso del 13.41%
la cual se le atribuye a la perdida de agua de hidratacion; la tercera se
presenta a 267.3°C (C} con una perdida de peso del 27.51% la cual se
debe a carbonizacion del material ; la cuarta se presenta a 306.73°C (D)
con una pérdida de peso del 44.12% la cual se debe a la descomposicion
del material residual o degradacion de la columna principal del
exopolisacdrido (EPS), los primeros dos eventos son endotérmicos y los
ultimos dos son exotérmicos, en donde se concluye que todos los cambios
son debidos a descomposiciones o volatilizaciones debido a que los
cambios de peso que se generan van acompatados de picos exotérmicos y
endotérmicos lo cual nos indica que no se presenta fusién alguna del
material.

63



CAPITULO 3

RESULTADGS
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Fig. 3.9 Analisis térmico del EPS a las 3 Hrs
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Fig. 3.10 Analisis térmico del EPS a las 15 Hrs

AMALISIS TERMOGRAVIMETRICO DTA/TGA A LAS 24 HR
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Fig. 3.11 Analisis térmico del EPS a las 24 Hrs
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Estos cambios graduales de temperaturas de descomposicion nos da
informacién acerca de la relacion que existe entre la estructura y sus
propiedades fisicas estableciéndose que a medida que transcurre el
tiempo de fermentacion hay una formacién de exopolisacarido. Esta
formacidn, da como consecuencia que la red polimérica se haga mas
estable. El ultimo resultado de temperatura de descomposicion (24 hrs)
se comparo con los resuitados de biopolimeros de otros investigadores
(tabla 3.6).%° En donde podemos establecer que el biopolimero de
huestra muestra tiene cualidades de alta resistencia a temperaturas de
descomposicién

Tabla 3.6 Comparacion de temperaturas de descomposicién de diferentes
biopolimeros.

QuitosanB? 332.3 47.7
Hidroxibutil 340.1 71.3
»gruitosan[s"]

celulosa®®® 260

EPS 306.73 431

3.7 ANALISIS DEL AGENTE POLIMERIZANTE POR ABSORCION ATOMICA

De las muestras de exopolisacirido obtenidas y analizadas por absorcién
atémica se obtuvieron los siguientes resultados :

Tabla 3.7 Concentracidon de iones metalicos
divalentes en el EPS.

alcio .
Magnesio 0.83

Estos resultados nos confirman la presencia de que ambos elementos
estan unidos al polimero ya que después de obtener el exopolisacarido
por precipitacion este se seco y se limpio con etanol mediante reflujo
para eliminar protefnas y constituyentes inorganicos no unidos a la red,
lo cual sugiere que estos elementos inorgénicos forman parte integral de
la ved en mayor cantidad y, puede ayudar a que el exopolisacarido sea
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mas estable térmicamente y presente propiedades fisicas de mayor
interés como agente polimerizante. Este breve estudio se compard con

otro biopolimero reportado en literatura®

Tabla 3.8 Comparacién de los elementos encontrados en % en pesc con la

goma de xantano.

EPS Kp 2.52

0.83

3.8 ANALISIS DEL EXOPOLISACARIDO POR RMN.,

De las muestras enviadas (blanco y muestra), para resonancia magnética
nuclear solo se pudo obtener resultados de *H RMN. El resultado (figura
3.13) nos muestra 2 regiones principalmente de carbohidratos, la
primera esta entre 0 a 3 ppm y la segunda se encuentra de 3 a 4.5 ppm
esto se establece por la conjuncion o agrupacién de las sefiales de los
protones pero, no se puede establecer a que estructura y a que
monosacaridos se deba o se encuentren presentes., mas si podemos decir
que los espectros mantuvieron siempre una concordancia en sus seriales

de '"HRMN .
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3.9 ANALISIS DE LA VISCOSIDAD DEL EXQPOLISACARIDO.

Los resultados obtenidos de las viscosidades del exopolisacdrido con
diferentes rotores y, velocidades de rotacion se presentan en la tabla
3.1.3 y, en la figura XX. La curva resultante nos indica la conducta y el
tipo de flujo que exhibe el exopolisacarido, en la cual se aprecia que la
viscosidad se incrementa conforme aumenta la velocidad de rotacién de
los 3 diferentes rotores empleados. Este tipo de conducta se conoce
como dilatante o “shear-thickening” siendo frecuentemente observado
en fluidos que contienen altos niveles de sélidos defloculados tales como

pastas cerdamicas, gomas en agua etc.BY

1.2+
1.04
0.8

0.6

VISCOSIDAD ( log mPas)

0.4

HROTOR 1H

02 ; , . —— , . ,
0 20 40 60 80 100

VELOCIDAD DE ROTACION { RPM )

Fig. 3.14 Viscosidad del exopolisacdrido en funcidn de la velocidad de
rotacién del viscosimetro.
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TABLA 3.9 Resultados de las viscosidades obtenidas con diferentes
velocidades de rotacisn con 3 diferentes rotores.

20 0.6989
50 0.8573
100 1.0170
2H 50 0.9031
100 1.0791
3H 50 0.6020 j
100 1.0791

3.10 CROMATOGRAFIA

los resultados de la cromatografia de papel realizado en silica gel son los
sigujentes:

|
|

Distancia recorrida por
el solvente=13 cm

000

Mta. Man. Glu.

fig. 3.15 Resultados de la cromatografia en papel.
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Tabla 3.10 Comparacién de los Ry de la muestray estandares de azucares.

Muestira

manosa 0.76%
Glucosa 0.70
Galactosa - 0.60%%
Ac. glucuronico 0.321%9)

Con los datos experimentales de R; de la muestra y de los standares
podemos predecir que en nuestro biopolimero se encuentran grupos de
glucosa y manosa principalmente, la mancha inferior que nuestra
muestra arrastré se comparo con bibliografia y se encontré cierta
concordancia con el R; experimental de acido glucuronico por lo que
cabria la posibilidad de que estuviese presente

CONCLUSIONES

Los resultados reportados del exopolisacarido a partir de
microorganismo Klebsiella pneumoniae pueden ser considerados como
unh significativo avance en sus estudios fisicos y quimicos. Esta afirmacién
se basa en las siguientes observaciones:

1-.  Elexopolisacarido es producido con una cinética constante y
aunque la produccion de EPS no llego a ser la optima esto da paso
a estudios posteriores para que se incremente la produccion.

11-.  El polisacarido posee caracteristicas quimicas estables, una gran
ventaja si este se llega a producir en masa para aplicacion
industrial.

111-. El polisacérido presenta una viscosidad de fluido dilatante
similar al comportamiento de la goma de xantano®

1V-. El polisacarido posee una temperatura de descomposicién
alta, la cual es comparable con otros para biopolimeros a partir de
microorganismos.

V-, Se obtuvieron espectros de FT-IR que ayudaran a la elucidacion de
su estructura ya que se pueden tomar como huellas dactilares.
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V1-.

V11-.

Estas observaciones no toman en cuenta el hecho de que para el
crecimiento de los microorganismos y produccién de
exopolisacarido requiere fuentes de carbdn y energia que son
fuentes renovables y la factibilidad de utilizar materias primas
diferentes para su produccion .

Estos datos experimentales dan la pauta para proseguir y conocer
mas sobre el comportamiento y la formacion del exopolisacarido ya

que es indiscutible que el desarrollo tecnoldgico de vanguardia lo
exige.
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APENDICE

Figura la-.Crecimiento caracteristico de Klebsiella pneumoniae en
agar nutritivo.
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Figura 3a-.Inoculacion del medio
de cultivo.

Figura 4a-.Medio de cultivo con
alta viscosidad.

74



APENDICE

Figura 5a-.Proceso inicial de separacion Figura 6a-.Proceso intermedio de separacio
del exopolisacarido. | del exopolisacérido.

figura 7a-.Proceso final de separacion

del exopolisacarido.
exopoli rido -
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Figura 8a-.Observacion microscopica de la pelicula
(objetivo 100X).

Figura 10a-.Pelicuia diferente angulo
(objetivo 100X).
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Figura 1la-Separacion del exopolisacarido
en fase alcohdlica.

Figura 12a-.Exopolisacarido seco

APENDICE
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