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Resumen 

 
En este trabajo se caracterizó y se modificó químicamente pululano producido en cultivo 
sumergido de A. pullulans ATCC 15233. La modificación química del pululano se realizó 
por reacción de acetilación y se obtuvo un grado de sustitución (GS) de 2.90. La elucidación 
estructural del pululano y su derivado hidrofóbico - acetato de pululano - se llevó a cabo 
mediante espectroscopía de infrarrojo (IR) y espectroscopía de resonancia magnética nuclear 
(NMR). Los datos espectroscópicos de estos mostraron las señales características de los 
grupos funcionales y enlaces glicosídicos α (1-4) y α (1-6) propios del pululano. El peso 
molecular (PM) del pululano producido presentó un valor de 93471 Da. En cuanto al análisis 
térmico, se logró aumentar la estabilidad térmica (Td) y temperatura de transición vítrea (Tg) 
debido a la formación del enlace éster asociado al grupo acetato en comparación con el 
pululano nativo. A partir de los biopolímeros se formularon películas y se determinó la 
morfología por microscopía electrónica de barrido (SEM), presentándose morfología lisa 
para las películas de pululano y de acetato de pululano.  Las propiedades mecánicas como 
resistencia a la tracción (TS) y porcentaje de alargamiento a la rotura (% E) para la película 
de pululano mostró valores de TS 1.70 MPa ±0.48 y % E de 11.89 %. Las distribuciones de 
tamaño partícula evaluado en las muestras de acetato de pululano obtenidas por sonicación a 
40 % y 60 % de amplitud fueron de 20.062 y 17.894 µm, respectivamente. Los resultados 
sugieren que las propiedades fisicoquímicas del pululano producido a partir de A. pullulans 
ATCC 15233 y de su derivado - acetato de pululano - pueden ser consideradas para contribuir 
al desarrollo de materiales de carácter biológico (biopelículas, entre otros). 
     
Palabras claves: Pululano, Acetato de pululano Modificación química, Caracterización, 
Aureobasidium pullulans. 
 
1. Introducción 

 
Los polisacáridos son polímeros naturales formados por la condensación de residuos de 

monosacáridos mediante enlaces hemicetal o hemiacetal. Se caracterizan por mostrar 
diversidad funcional asociada a sus estructuras químicas, pesos moleculares, composición y 
carácter iónico. Son utilizados en aplicaciones como productos alimenticios, administración 



 
 

de fármacos, recubrimientos, materiales biomédicos, entre otros (Ahmad, Mustafa, & Man, 
2015; Cunha & Gandini, 2010)  

En la actualidad, la mayoría de los polisacáridos usados en la industria son de origen 
vegetal (almidón, celulosa, fructanos, pectina y goma arábiga), sin embargo, los polisacáridos 
biosintetizados por hongos, bacterias y levaduras han surgido como biopolímeros 
importantes debido a sus características novedosas (Jindal & Khattar, 2018). Estos 
compuestos presentan funciones y propiedades condicionadas por la especie y los diferentes 
factores que inciden en la producción (Kırtel, Avsar, Erkorkmaz, & Öner, 2017). Además, 
permiten aprovechar la relación que existe entre la estructura molecular y sus propiedades 
fisicoquímicas, de modo que pueden ser derivatizados por modificaciones químicas con el 
fin de generar propiedades deseadas para aplicaciones específicas (Meng & Edgar, 2016; Xu 
et al., 2019).  

El pululano es un polisacárido microbiano no iónico, conformado por unidades repetitivas 
de maltotriosas, conectadas a través de enlaces glicosídicos α-(1→6) (Fig. 1). Su producción 
se realiza principalmente a partir de Aureobasidium pullulans. Debido a su configuración 
monomérica, presenta características favorables como biocompatibilidad, naturaleza 
hidrofílica y origen renovable, que lo hacen útil en aplicaciones farmacéuticas, alimenticias 
y cosméticas (Singh, Kaur, Sharma, & Rana, 2018; Vuddanda, Montenegro-Nicolini, 
Morales, & Velaga, 2017). Además, es considerado como un biopolímero potencial para ser 
modificado. Su estructura molecular constituida de grupos hidroxilos por unidad 
monomérica, posibilitan la disponibilidad de sitios reactivos para inducir nuevas 
funcionalidades por medio de la formación de enlaces con diferentes grupos de átomos a 
través de reacciones de sulfatación, oxidación, eterificación, fosfatación y esterificación 
(Hezarkhani & Yilmaz, 2019; Niu, Shao, Chen, & Sun, 2019; Tiwari, Patil, Dubey, & 
Bahadur, 2019). 
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Fig. 1. Estructura molecular del pululano (residuos A, B y C de anhidroglucosa). 
 
La modificación química de pululano por reacción de esterificación, disminuye la 

capacidad de formación de enlaces de hidrógeno. Esto permite sintetizar derivados 
hidrofóbicos, como el acetato de pululano (Fig. 2). Así mismo, las propiedades térmicas, 
morfológicas, mecánicas, entre otras, son alteradas por el cambio de orientación espacial que 
sufren las cadenas poliméricas (Li et al., 2016; Niu et al., 2019). La naturaleza apolar del 



 
 

acetato de pululano es importante en la formulación de nanopartículas de autoagregación 
para la liberación controlada de fármacos (Saranya, Rajan, Suganthan, Murugeswari, & 
Nambi Raj, 2015; Singh, Kaur, & Kennedy, 2015; Zhang et al., 2009) . De igual forma, para 
el desarrollo de nanofibras con interés biomédico (Enomoto-Rogers, Iio, Takemura, & Iwata, 
2015) y la preparación de biopelículas para el recubrimiento de alimentos (Danjo et al., 2017; 
Teramoto & Shibata, 2006). 
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Fig. 2. Estructura molecular del acetato de pululano. 
 

En el presente trabajo se obtuvo pululano a partir de la cepa A. pullulans ATCC 15233, la 
cual se ha utilizado en pruebas antifúngicas, producción de enzimas amilolíticas y análisis de 
biodegradabilidad (Aguilar-Palazuelos, Martínez-Bustos, Jiménez-Arévalo, Galicia-García, 
& Delgado-Rangel, 2007; Bae, Kim, & Ryu, 2016; Cappitelli, Sorlini, Pedemonte, Princi, & 
Vicini, 2006; Chung, Kim, Kim, Choi, & Chun, 2019; Chung, Kim, Choi, & Chun, 2018; 
Chung, Park, Choi, & Chun, 2018; El-Aghoury, Vasudeva, Banu, Elektorowicz, & Feldman, 
2006; Hernández-Castillo et al., 2019; So, Jang, Lee, & So, 2016; Song, Oh, Roh, Kim, & 
Min, 2016). Sin embargo, la caracterización de pululano obtenido de A. pullulans ATCC 
15233 no ha sido reportada en estos informes. Por lo anterior, el objetivo de este estudio 
consistió en caracterizar y modificar químicamente pululano producido a partir de A. 
pullulans ATCC 15233, con el propósito de aprovechar sus propiedades para el posible 
desarrollo e innovación de materiales de interés industrial.  

 
2. Materiales y métodos  

 
2.1. Producción de pululano en cultivo sumergido 

 
El microorganismo A. pullulans ATCC 15233 fue activado en agar PDA a 30°C. El 

inóculo se preparó en medio de cultivo constituido por: Sacarosa 30 g/L, K2HPO4 4.0 g/L, 
Extracto de Levadura 2.7 g/L, MgSO4.7H2O 1.0 g/L y NaCl 0.5 g/L. El pH se ajustó a 5.5 y 
se incubó en un agitador orbital durante 48 horas a 30°C y 150 rpm. 

La producción de pululano en cultivo sumergido se realizó en matraces Erlenmeyer de 2 
L, en medio de cultivo compuesto por: Sacarosa 100 g/L, K2HPO4 4.0 g/L, Extracto de 



 
 

Levadura 2.7 g/L, MgSO4.7H2O 1.0 g/L y NaCl 0.5 g/L. El cultivo se incubó a 30°C y 150 
rpm. 

Al sobrenadante libre de células se le adicionó etanol (96 %v/v) y se almacenó a 4 °C. Las 
alícuotas incubadas se centrifugaron a 4500 rpm para obtener el polisacárido precipitado, que 
fue purificado por tratamiento térmico para la eliminación de proteínas  (Wu, Jin, Kim, Tong, 
& Chen, 2009).  

 
2.2. Modificación química de pululano 

 
El pululado producido a partir de A. pullulans ATCC 15233 (PU) fue modificado por 

reacción de acetilación. La síntesis de acetato de pululano se llevó a cabo de la siguiente 
manera: se solubilizaron 2 g de PU en 20 ml de formamida (Panreac) a 54 °C. Posteriormente, 
se adicionaron 6 mL de piridina (J.T Baker) y 15 mL de anhídrido acético (Analytical, Carlo 
Erba). La mezcla de reacción fue sometida a 200 rpm y 54 °C durante 48 horas. El producto 
de síntesis se purificó con lavados en agua y precipitación con etanol (96 %v/v) hasta obtener 
un sólido blanco, el cual fue liofilizado por 24 horas (Sugumaran & Ponnusami, 2015; Zhang 
et al., 2009). 

 
2.3. Caracterización  

 
2.3.1. Espectroscopía FT-IR 

 
El análisis FT-IR del pululano producido por A. pullulans ATCC 15233 y el acetato de 

pululano se realizó por medio de un espectrómetro FTIR-ATR (Spectrum two Perkin Elmer, 
EEUU) en la región espectral de 450 – 4000 cm-1. La elucidación estructural se llevó a cabo 
por comparación de señales características, utilizando un estándar de pululano de peso 
molecular (PM) 100000 Da (Sigma – Aldrich).  

 
2.3.2. Espectroscopía de resonancia magnética nuclear (NMR) 

 
Los espectros de NMR se realizaron en un espectrómetro Bruker AVIII HD de 800 MHz 

(QANUC, Canadá). Las muestras de biopolímeros se solubilizaron en agua deuterada (D2O) 
y cloroformo deuterado (CDCl3) previo al análisis, y se registraron datos de 1H, HMBC y 
HSQC-DEPT para el pululano producido por A. pullulans ATCC 15233, y 1H (Bruker AVIII 
HD de 600 MHz) para el acetato de pululano. El grado de sustitución (GS) del pululano 
acetilado se calculó mediante la siguiente ecuación 𝐺𝑆 = 10𝐴/(3𝐵 + 𝐴)  a partir de los 
valores de integración de los protones del grupo acetilo (𝐴) y los protones asignados al 
pululano (𝐵) (Ravi, Vats, Balija, Adapa, & Aditya, 2014; Zhang et al., 2009). Los datos 
espectroscópicos se procesaron con el software ACDLabs. 

 
2.3.3. Cromatografía de exclusión por tamaño 

El peso molecular del pululano obtenido de A. pullulans ATCC 15233 previo a la 
modificación química se determinó por cromatografía de exclusión por tamaño usando dos 



 
 

columnas en serie (una columna lineal y otra columna ultrahydrogel GPC 500 de 10µm 7.8 
X 300 mm). Las condiciones del análisis fueron las siguientes: flujo de inyección 0.9 
mL/min, detector índice de refracción (RID), fase móvil NaNO3 0.1N (Panreac), 
concentración de la muestra de 1.5 g/L y volumen de inyección de 50 µL.  

 
2.3.4. Análisis termogravimétrico (TGA) 

 
Los análisis de estabilidad térmica se realizaron mediante un equipo TGA Q500 V20.13 

Build 3 (TA Instruments, EEUU) bajo una atmósfera de nitrógeno. Las muestras (7 mg ±0.8) 
se calentaron con un programa térmico de 25 °C a 900 °C con velocidad de calentamiento de 
10 °C/min. La temperatura de descomposición (Td) se determinó a partir del incremento de 
la curva de la primera derivada de TGA. 

 
2.3.5. Calorimetría diferencial de barrido (DSC) 

 
La temperatura de transición vítrea (Tg) de las muestras se determinó por calorimetría 

diferencial de barrido modulada (MDSC), utilizando un equipo DSC Q200 (TA Instruments, 
EEUU). El MDSC se calibró previamente para la capacidad calorífica usando zafiro como 
referencia. Las muestras (11.0 mg ±1) se calentaron desde 50 °C a 200 °C con velocidad de 
calentamiento de 2 °C/min, amplitud de modulación de 0.35 °C y periodo de 60 s.  

 
2.4. Preparación de películas 

 
El pululano obtenido de A. pullulans ATCC 15233 se disolvió en agua bajo agitación 

constante a 60 °C hasta alcanzar una concentración de 10 % (p/v). Asimismo, se  
solubilizaron 2 g del éster de pululano en 50 mL de acetato de etilo (Protokimica) (Niu et al., 
2019). Las soluciones formadoras de película se moldearon en recipientes de vidrio y se 
secaron a temperatura ambiente. Las películas formuladas fueron almacenadas a 23°C ±1 y 
humedad relativa de 50 % ±2. 
 
2.4.1. Medición de propiedades mecánicas  

 
Las propiedades mecánicas resistencia a la tracción (TS) y porcentaje de alargamiento a 

la rotura (%E) de las películas se determinó por medio de una máquina universal Instron serie 
5900 con velocidad de medición de 10 mm/min (Enomoto-Rogers et al., 2015). Las muestras 
se cortaron en secciones rectangulares (100 mm x 50 mm) y se calcularon los grosores con 
un micrómetro digital con el fin de estimar el área de la sección transversal.  
 
2.4.2. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 
La morfología superficial de las películas formuladas se caracterizó por microscopía 

electrónica de barrido empleando un equipo FEI modelo Phenom G2 pro (Eindhoven, 



 
 

Holanda) con modo de operación en bajo vacío. Las muestras se fijaron con cinta de carbono 
y se recubrieron con aleación de Au-Pd con un espesor de 15 nm en presencia de gas Argón. 

 
2.5. Evaluación de la formación de nanopartículas de acetato de pululano 
 

El acetato de pululano se disolvió en 5 mL de diclorometano (Protokimica) y se adicionó 
la fase orgánica a través de una jeringa en 50 mL de alcohol polivinílico 0.5 %p/v 
(Protokimica). La mezcla se agitó y se sometió a sonicación (Branson 450, Marshall 
Scientific) durante 30 minutos modificando la amplitud entre 40 % y 60 %. Posteriormente, 
se centrifugó la emulsión a 4500 rpm para obtener un sólido que fue liofilizado (Sugumaran 
& Ponnusami, 2015). Las muestras de acetato se dispersaron en agua y se les determinó la 
distribución de tamaño de partícula mediante un Masterziser 2000 (Malvern Instruments Ltd, 
UK).  

 
3. Resultados y discusión 

 
3.1. Análisis FT-IR 

 
Los espectros de infrarrojo (Fig. 3) mostraron señales muy similares de los grupos 

funcionales (Fig. 1) del pululano obtenido de A. pullulans ATCC 15233 (Fig. 3b) en 
comparación con el estándar de pululano (Fig. 3a). A partir de estos se encontró una banda 
ancha en los 3300 cm-1 atribuida al grupo -OH, de igual forma estiramiento de C-H a 2925 
cm-1 y picos de absorción a 1175 cm-1 y 1030 cm-1 correspondientes a enlaces C-O-C y C-O- 
respectivamente. Asimismo, se registraron bandas características que coinciden con 
investigaciones anteriores (Jiang et al., 2018; Sheng, Tong, & Ma, 2016), relacionadas a 
enlaces α-(1-6), α-(1-4) glucosídicos y configuración α a los 930 cm-1, 850 cm-1 y 755 cm-1. 
Además, con base en la estructura del acetato de pululano (Fig. 2), el espectro infrarrojo 
permitió identificar la formación del grupo acetato en la cadena polimérica del pululano por 
medio del estiramiento C=O a 1742 cm-1, deformación CH3 a 1369 cm-1, vibración asimétrica 
C-O-C a 1216 cm-1, grupo O-C=O a 601 cm-1 y disminución de la banda de –OH (Fig. 3c). 

 
Fig. 3. Espectros IR de a) estándar de pululano, b) pululano producido por A. pullulans ATCC 

15233, c) acetato de pululano. 

c) 

b)
) 

a)
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3.2. Espectros de NMR 
 

Para la elucidación estructural NMR del pululano se utilizó la estructura molecular 
descrita en la Fig. 1, denotada por los residuos A, B y C de anhidroglucosa enlazados α (1-
4) y α (1-6). La confirmación de las características estructurales del pululano producido en 
cultivo sumergido de A. pullulans ATCC 15233 se realizó a partir de los datos 
espectroscópicos de NMR unidimensionales (1D) y bidimensionales (2D). El espectro de 1H 
(Fig. 4) presentó desplazamientos químicos (δ) para H-1 de 5.32 y 5.28 ppm asignados a 
enlaces α (1-4), y 4.88 ppm debido a la presencia de protones anoméricos del enlace α (1-6). 
Las señales observadas a 3.78 y 3.81 ppm correspondieron a los H-6 de las unidades B y C 
de glucosa enlazadas α (1-4) (Fig. 1). Mientras que el pico 3.87 ppm fue atribuido al protón 
H-6 comprometido en el enlace α (1-6). Los desplazamientos de los H-2, H-3, H-4 y H5 (Fig. 
1) se identificaron en la región comprendida desde 3.95 a 3.38 ppm (Fig. 4).  

Los resultados de 1H elucidados en la presente investigación para pululano de A. pullulans 
ATCC 15233 están en concordancia con estudios preliminares, donde informaron δ de 
enlaces α (1-4) (5.36 y 5.32 ppm) y α (1-6) (4.96 ppm) para estándar de pululano (Sigma- 

Pfanstiehl Laboratories) (Mclntyre, Vogel, & Canada Alberta, 1993). 
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Fig. 4. Espectro H1 NMR del pululano producido de A. pullulans ATCC 15233. 

 

Las señales de los protones del acetato de pululano obtenido se presentaron a δ de 1.90 - 2.20 
ppm, debido a los átomos de H del metilo (CH3) asignados a los grupos acetilos (Fig. 5) y 
fueron similares a investigaciones anteriores con δ de 1.80 - 2.20 ppm para los CH3 de los 
grupos acetilos (Sugumaran & Ponnusami, 2015; Teramoto & Shibata, 2006) . Los picos 
correspondientes a los protones del pululano se observaron a δ 3.59 – 5.52 ppm. El grado de 
sustitución (GS) calculado indicó 2.90 grupos acetilos por unidad de anhidroglucosa del 
pululano (Zhang et al., 2010) y coincide con el GS (2.91) reportado por (Ravi et al., 2014).  



 
 

Chemical Shift (ppm)7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0  
Fig. 5. Espectro H1 NMR de acetato de pululano. 

 
 
En la Fig. 6 se observan las correlaciones bidimensionales 13C-1H HMBC (Heteronuclear 

Multiple Bond Correlation) para pululano de A. pullulans ATCC 15233. Los protones H-1 
(5.32 ppm) de A (Fig. 1) mostraron correlación con C-4 (78.30 ppm) de B y los átomos H-1 
(5.28 ppm) de B se correlacionaron con los átomos C-4 (77.95 ppm) de C a tres enlaces de 
distancia como consecuencia del enlace α (1-4). Igualmente, se evidenció la correlación de 
protones H-1 de C (4.88 ppm) con C-6 (67.04 ppm) de la unidad repetitiva A debido al enlace 
α (1-6). Las señales de H-4 (3.38 ppm) no enlazado α (1-4) del residuo A presentó correlación 
con C-6 (67.04 ppm) de A. De igual forma, se observaron correlaciones a dos y tres enlaces 
relacionados al resto de átomos de hidrógeno y carbono de las unidades α-glucosas del 
monómero de maltotriosa.  
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Fig. 6. Espectro HMBC de pululano obtenido de A. pullulans ATCC 15233. 

 
Las correlaciones entre carbonos y sus protones enlazados directamente se analizaron por 

2D HSQC-DEPT (Heteronuclear Single Quantum Correlation). Las señales de 13C se 
registraron por DEPT 135 con fase positiva (picos hacia arriba) para CH/CH3 y fase negativa 
(picos hacia abajo) para CH2. El espectro 2D (Fig. 7) presentó correlaciones en fase positiva 
de CH para los hidrógenos y carbonos asociados a los enlaces α (1-4). Los protones H-1 de 
los residuos A (Fig. 1) (5.32 ppm) y B (5.28 ppm) mostraron correlación con C-1 de A 
(100.13 ppm) y B (100.69 ppm), respectivamente. Así mismo, protones de H-1 (4.88 ppm) 
del residuo C con C-1 (98.32 ppm) de C correspondientes al enlace α (1-6). Las señales para 
H-4 y C-4 de los enlaces α (1-4) se correlacionaron mediante los δ H-4 (3.59 ppm) de B con 
C-4 (77.95) de B y H-4 (3.53 ppm) del residuo C con los átomos de C-4 (78.30 ppm) de C.   



 
 

Además, se evidenció la correlación del H-4 (3.38 ppm) y C-4 (69.95 ppm) no involucrado 
en el enlace α (1-4) perteneciente al residuo A. 

 Las señales en fase negativa indicaron la presencia de los CH2 ubicados en las posiciones 
6 de los residuos de anhidroglucosa (Fig. 1). La correlación para el enlace α (1-6) se observó 
en H-6 (3.87 ppm) de A y su respectivo carbono C-6 (67-04 ppm). Del mismo modo se 
presentaron correlaciones H-C para el resto de átomos del monómero maltotriosa del 
pululano.  
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Fig. 7. Espectro HSQC-DEPT de pululano obtenido de A. pullulans ATCC 15233. 

 
Existen algunos estudios de caracterización espectroscópica NMR de polisacáridos a 

partir del género A. pullulans que han reportado la presencia de moléculas constituidas por 



 
 

β-glucanos con monómeros enlazados β (1-3) y ramificaciones β (1-6) con señales 
características de 1H 4.51 ppm-4.24 ppm (Kono et al., 2017; Lotrakul, Unhapattaratitikul, 
Seelanan, Prasongsuk, & Punnapayak, 2013; Tada et al., 2008), diferentes a los resultados 
presentados en esta investigación. 

Con base en lo anteriormente descrito, los datos espectroscópicos 1D y 2D elucidados en 
este trabajo permitieron confirmar por medio de las correlaciones 1H-13C que el polisacárido 
biosintetizado por A. pullulans ATCC 15233 corresponde a la molécula del pululano. 

En cuanto al peso molecular, se obtuvo un valor de PM 93471 Da para pululano producido 
de A. pullulans ATCC con tiempo de retención de 16.641 minutos. Aunque estuvo por debajo 
del estándar con PM de 100000 Da, es de resaltar que se logró cuantificar polisacárido de 
alto peso molecular (superior a 10000 Da). 
 
3.3. Análisis termogravimétrico (TGA) 

 
Los termogramas presentados en la Fig. 8, 9 y 10 indicaron una Td de 200.80 °C para 

pululano de A. pullulans ATCC 15233 (Fig. 9) atribuida al posible inicio de la desintegración 
de las cadenas macromoleculares y la degradación de los anillos de maltotriosas. El estándar 
de pululano (Fig. 8) mostró una Td mayor (230.28 °C), probablemente debido a la diferencia 
de pesos moleculares entre las muestras analizadas, los cuales corresponden a 100000 Da 
para el estándar y 93471 Da para el producido. Calahorra et al. evaluaron el efecto del peso 
molecular en la estabilidad térmica de la celulosa, encontrando que el incremento del peso 
molecular aumentaba la estabilidad térmica con valores de PM 123000, 157000 y 201000 Da 
y Td de 165, 185 y 210ºC, respectivamente.   

Por otro lado, la esterificación del pululano logró aumentar la estabilidad térmica con una 
Td de 250.78 °C (Fig. 10), en comparación con el pululano no modificado. Este incremento 
de Td  coincide con lo reportado por Teramoto & Shibata   (2006) para pululano (PM 191000 
Da)  con Td 295°C y acetato de pululano  (GS 3.0) de Td 363 °C. Adicionalmente, estos 
valores son mayores a los determinados para pululano de A. pullulans ATCC 15233 y su 
derivado -acetato de pululano- probablemente por el elevado peso molecular del polisacárido 
usado en el estudio mencionado (aproximadamente el doble). 

 

 
Fig. 8. TGA del estándar de pululano.  



 
 

 
Fig. 9. TGA de pululano producido por A. pullulans ATCC 15233. 

 

 
Fig. 10. TGA del acetato de pululano. 

 
A partir de investigaciones anteriores de polímeros derivados del petróleo y otros tipos de 

biopolímeros, se encontró que la Td (200.80 ºC) de pululano de A. pullulans ATCC 15233 y 
el acetato de pululano (250.80 ºC) fue mayor a la Td (191.79 ºC) reportada por Huang et al. 
(Huang et al., 2019) para el alcohol polivinilico (PVA 1792) de peso molecular de 74800 Da. 
De igual manera, el poliéster poliol altamente ramificado (Ararat & Murillo, 2016) presentó 
una  Td (232 °C)  menor en contraste con el acetato de pululano (250.78 °C). Igualmente, 
para valores de temperatura de descomposición de otros tipos de biopolímeros como el ácido 
poliláctico (PLA) (Td de 213.2 °C) (Chen, Liang, Xu, Zhou, & Nie, 2018), el poli 3-
hidroxibutirato (PBH) (Td de 212 °C - 263 °C) (Iulianelli, David, dos Santos, Sebastião, & 
Tavares, 2018) y la hemicelulosa (Td de 190 °C) (Shen, Gu, & Bridgwater, 2010), se 
evidenció que pululano de A. pullulans ATCC 15233 y su derivado presentaron estabilidad 
térmica dentro del rango de los compuestos de origen biológico previamente descritos (Td 

190 °C – 263 °C). Esto indica que el pululano de A. pullulans ATCC 15233y su derivado 
esterificado pueden ser considerados como materiales resistentes a la temperatura, debido a 
la estabilidad térmica que presentaron.  

Adicionalmente, la mejora de la estabilidad térmica del pululano con la introducción de 
grupos iónicos en la cadena polimérica a través de la derivatización adecuada, permite 



 
 

incrementar el rango de trabajo y de aplicaciones del polisacárido, por ejemplo, mediante el 
desarrollo de dispositivos electroquímicos, donde el flujo de electrones asociado a la 
corriente eléctrica colisiona con los átomos del material polimérico, provocando el aumento 
de la temperatura de este por la transformación de la energía cinética en calor. Por lo tanto,  
altas temperaturas de descomposición posibilitan que los electrolitos poliméricos se usen en 
sistemas electroquímicos sin ser degradados (Farhana, Yahya, & Arof, 2016; Rathore, 2004; 
Samsudin, Lai, & Isa, 2014). 
 
3.4. Calorimetría diferencial de barrido (DSC) 

 
Las temperaturas de transición vítrea de los biopolímeros se muestran en la Fig. 11. El 

pululano de A. pullulans ATCC 15233 presentó Tg de 127.33 °C (Fig. 11b), valor que fue 
menor en comparación con la Tg del acetato de pululano de 132.40 °C (Fig. 11a) y el estándar 
de pululano de 137.35 °C (Fig. 11c). Probablemente, estos resultados sean debidos a la 
posible divergencia de volúmenes libres en las cadenas poliméricas que pueden estar 
asociadas a la diferencia de pesos moleculares y la introducción de grupos acetatos en el 
pululano. De modo que, las cadenas poliméricas con mayor volumen libre podrán deslizarse 
a temperaturas bajas (Sharma, Tewari, & Arya, 2017). 

 

 
 Fig. 11. Curvas MDSC. Las flechas indican la Tg de a) acetato de pululano, b) pululano de A. 

pullulans ATCC 15233, c) estándar de pululano. 
 

Los resultados mostraron que la acetilación del pululano aumentó la Tg. Además, la Tg 

obtenida para pululano de A. pullulans ATCC 15233 fue mayor a la encontrada por Xiao et 
al (2012) con valor de 58.67 °C. Esto indica que por encima de 60 °C el pululano de A. 
pullulans ATCC 15233 no presenta cambios físicos macroscópicos y está constituido como 

a) 

b) 

c) 



 
 

un sólido rígido. En cuanto al éster de pululano se determinó una Tg menor a la informada 
por Teramoto & Shibata (2006) la cual estuvo entre 153-193 °C. La curva MDSC no mostró 
pico relacionado a la temperatura de fusión, lo que indica que los biopolímeros en estudio 
son amorfos como lo reportan Singh et al. (2019) y Teramoto & Shibata (2006). 

 
3.5. Medición de propiedades mecánicas  

 
Los parámetros mecánicos TS y % E relacionados con la tensión máxima y el 

alargamiento máximo soportado por el material antes de romperse, se determinaron a partir 
de la curva esfuerzo-deformación (Fig. 12). La película de pululano de A. pullulans ATCC 
15233 presentó una TS de 1.70 MPa ±0.48 y % E de 11.89 %. En comparación con películas 
de PLA, estas presentaron mayores valores en las propiedades mecánicas con TS de 48.61 
MPa ±1.22 y % E de 55.70 % (C. Yang et al., 2019). Por otro lado, se encontró que el % E 
(11.89 %) fue mayor al parámetro reportado por Chu et al.(2019) con % E de 2.28-5.35 % 
para películas de pululano preparadas con concentraciones de aceite esencial de canela y 
tween 80. Por lo que se puede inferir que la película de pululano de A. pullulans ATCC 15233 
mostró mayor movilidad y flexibilidad entre sus cadenas poliméricas. 

 

 
Fig. 12. Curva de esfuerzo – deformación de la película de pululano de A. pullulans ATCC 

15233.  
 

Estas propiedades mecánicas se pueden mejorar al seguir otras estrategias de formulación 
de películas, por ejemplo empleando pululano de mayor peso molecular, con la adición de 
otras sustancias como plastificantes o mezclando con otros biopolímeros, como se presenta 
en otros estudios. 

Vuddanda et al. (2017) emplearon glicerol como plastificante a diferentes 
concentraciones, obteniendo mayores valores de TS, siendo estos de 5.67, 13.89 y 88.70 MPa 
(Vuddanda et al., 2017). De igual forma, utilizando pululano de mayor peso molecular 
(200000 Da) se llegó a una  TS de 15.99 MPa (Liu et al., 2019). Por otro lado, López et al. 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

0 3 6 9 12 15

Es
fu

er
zo

 (M
Pa

)

Deformación (%)



 
 

(2019) determinaron valores de TS y % E para películas de pectina entre 4.31 ± 0.86 – 18.72 
± 0.96 MPa y 3.08 – 15.79 %, respectivamente y Galus & Lenart. (2013) encontraron 
parámetros mecánicos para películas comestibles de alginato/pectina con TS entre 22.5 ± 
2.4-39.6 ± 8.2 y % E entre 5.9 – 14.9 %. 

A pesar de que él % E para la película de pululano de A. pullulans ATCC 15233 se 
encuentra dentro del rango previamente descrito, es necesario mejorar la preparación de las 
películas con el fin de aumentar la resistencia a la tracción del material sin disminuir el % E.   

 
3.6. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 
Las micrografías de SEM a 2500X de las películas formuladas se observan en la Fig. 13. 

Para la película de pululano de A. pullulans ATCC 15233 se encontró morfología lisa-
homogénea con estructura superficial compacta. Mientras que la película del acetato de 
pululano mostró superficie lisa con partículas discretas separadas entre sí, que se formaron 
posiblemente por falta de homogeneidad en la solución formadora de película. De igual 
forma, los resultados indicaron que no se formaron poros en las superficies de las películas, 
lo que posiblemente permite su aplicación en el recubrimiento y conservación de alimentos, 
dado que la presencia de estos incide en la disminución de la calidad del producto recubierto 
debido al incremento en la transferencia de masa de vapor de agua y dióxido de carbono 
(CO2) a través de los poros  (K. Yang et al., 2019). Los resultados de SEM concuerdan con 
estudios anteriores donde reportaron morfología lisa para películas de pululano y acetato de 
pululano (Niu et al., 2019; Singh et al., 2019).  

 

 
 Fig. 13. Micrografías en SEM a 2500X (108 µm) de películas de a) pululano de A. 

pullulans ATCC 15233 b) acetato de pululano. 
  

a) b) 



 
 

3.7. Distribución de tamaño de partícula 
 
Con el propósito de evaluar la formación de nanopartículas a partir de acetato de 

pululano, se realizó el análisis de distribución de tamaño de partícula de este compuesto al 
ser sometido a sonicación con amplitudes de 40% y 60%, presentando valores de 20.062 y 
17.894 µm, respectivamente (Fig. 14). Estos valores indican que no se obtuvieron 
nanopartículas mediante el procedimiento empleado. Es posible que se hubiera presentado la 
formación de aglomerados a través de fuerzas intermoleculares débiles, lo que pudo 
ocasionar el incremento de tamaño de partícula en las mediciones (Coulson & RIcharson, 
2019; Skoglund et al., 2017). Adicionalmente, es probable que las condiciones de operación 
usadas en el sonicador no hayan sido adecuadas para alcanzar tamaños de orden nano.  

Estudios previos han reportado el uso del acetato de pululano como material hidrofóbico 
para la administración de fármacos con tamaños de partícula a escala nano. Ravi et al. (2014) 
determinaron distribución de tamaño de partícula de 197 nm ± 4 para nanopartículas de 
acetato de pululano empleado para la encapsulación de Lopinavir (fármaco inhibidor de la 
proteasa del virus VIH), las cuales fueron obtenidas con un homogeneizador de alta 
velocidad. Sugumaran & Ponnusami (2015) determinaron nanopartículas con tamaño de 
203.8 y 219.5 nm para el acetato de pululano. Igualmente, Zhang et al. (2009) formularon 
nanopartículas del éster de pululano con tamaño de 187 y 423 nm para la administración de 
epirubicina. Lo anterior sugiere que es necesario desarrollar más investigaciones en relación 
con el proceso de formación de nanoparículas a partir del acetato de pululano obtenido. 

 

 
Fig. 14. Distribución de tamaño de partícula para acetato de pululano.  

 
4. Conclusiones  

En la presente investigación se logró elucidar la estructura molecular del pululano 
producido por A. pullulans ATCC 15233. Asimismo, fue posible derivatizar el pululano hacia 
el compuesto hidrofóbico acetato de pululano y los resultados de FT-IR y NMR permitieron 
confirmar la estructura obtenida.  



 
 

También se estableció la incidencia de la modificación química del pululano sobre las 
propiedades térmicas mediante el aumento de la estabilidad térmica y la temperatura de 
transición vítrea. Además, se logró la formulación de películas de pululano compactas a partir 
de los resultados de las propiedades mecánicas.  

Igualmente, se logró obtener morfologías lisas sin porosidad que permitiría proponer el 
uso de las películas de pululano y su derivado como material de recubrimiento para la 
conservación de alimentos.  

En cuanto a las distribuciones de tamaño de partícula no fue posible obtener partículas en 
escala nano, por lo que es necesario desarrollar más investigaciones en relación con el 
proceso de formación de nanopartículas del acetato de pululano.  

En general, los resultados obtenidos pueden ser considerados para contribuir al desarrollo 
de materiales de carácter biológico como películas de recubrimiento de alimentos. Asimismo, 
las mejoras de las propiedades descritas en la presente investigación pueden permitir explorar 
aplicaciones mediante el uso de pululano de A. pullulans ATCC 15233 y sus derivados.  
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