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RESUMEN 

 
 
Magdalena de Jesús Rostro Alanis           Fecha de graduación: Abril 2010 

Universidad Autónoma de Nuevo León 

Facultad de Ciencias Químicas 

Título de estudio: EFECTO DE LAS VARIACIONES ENTRE LAS FUENTES DE 
          CARBONO Y NITRÓGENO SOBRE LA CAPACIDAD DE  

      PRODUCCIÓN DE EXOPOLISACÁRIDO POR UNA CEPA  
      NATIVA DE Enterobacter cloacae 
 

Número de páginas: 61    Candidata para el grado de Maestría en 
            Ciencias con Orientación en  

Microbiología Industrial 
 

Área de estudios:  Microbiología Industrial 

Las biopelículas son comunidades estructuradas de microorganismos, que están 
adheridas a superficies gracias a la secreción de exopolímeros. La composición de la 
biopelícula es variable; la matriz de esta es un complejo formado principalmente por 
exopolisacáridos secretados por las propias células.  

La cantidad de exopolisacárido en la biopelícula depende generalmente de la 
disponibilidad de sustrato de carbono y el balance entre el carbono y los otros nutrientes 
limitantes. Se estudio el efecto de la naturaleza de la fuente de nitrógeno, así como el de las 
concentraciones de las fuentes de carbono y nitrógeno sobre la capacidad de producción de 
EPS por una cepa nativa de Enterobacter cloacae, buscando incrementar la producción del 
mismo en el medio MSF-BE.  

 
Conclusiones 

� La producción de exopolisacárido (EPS) por Enterobacter cloacae se incrementa 
positivamente por la variación de fuente de nitrógeno en el medio de cultivo MSF-
BE2.  

� Las fuentes de nitrógeno orgánicas (extracto de levadura y peptona de caseína) 
proporcionaron mayores incrementos de exopolisacárido (EPS) que las fuentes de 
carbono inorgánicas (nitrato de sodio y sulfato de amonio). 

� La producción de exopolisacárido (EPS) por Enterobacter cloacae es afectada por 
la variación de las concentraciones de la fuente de carbono (maltosa) y nitrógeno 
del medio de cultivo MSF-BE2; siendo las concentraciones altas las que 
proporcionan mejores resultados.  

� La mayor producción de exopolisacárido (EPS) por Enterobacter cloacae fue de 
16.51g/L, valor dos veces más alto que el producido con las concentraciones 
iniciales del medio. Las concentraciones de fuente de carbono y nitrógeno que 
proporcionan este resultado fueron maltosa 25g/L y extracto de levadura 20g/L. 

 
 
 
FIRMA DEL ASESOR:________________________________ 
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CAPÍTULO 1 

  

 

INTRODUCCIÓN 

 

 

1.1 Biopelículas 

 

 

Los microorganismos en su medio natural se organizan en 

comunidades,  donde conviven con especies diferentes (Lasa y col., 2005; 

Mikkelson y col., 2007). 

En muchos habitats, las biopelículas probablemente son el ambiente 

normal de desarrollo de la mayoría de las células microbianas. (Sutherland, 

2001). Esto se puede observar en el material resbaladizo que recubre las 

piedras de los lechos de los ríos, el material mucoso que recubre un florero 

después de que se le han depositado flores o la superficie interna de una 

tubería. También están presentes en el cuerpo humano realizando papeles 

benéficos como la biopelícula de lactobacilos presentes en la vagina que 

disminuyen el pH y previenen la colonización por microorganismos 

patógenos; pero en otras ocasiones se relacionan con distintos procesos 

infecciosos derivados de implantes médicos, donde dichas películas pueden 

provocar enfermedades crónicas. Otro claro ejemplo de biopelículas sería la 

placa dental, que esta formada por bacterias y se mantiene bajo control para 
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evitar el desarrollo excesivo de microorganismos que pueden provocar un 

deterioro del esmalte dental  (Lasa y col., 2005; Costerton y col., 1999; 

Bagge y col., 2001; Diemond y col., 2007). 

 

 

Con esto podemos definir a las biopelículas como comunidades 

estructuradas de microorganismos, adheridas a superficies gracias a la 

secreción de exopolímeros. Estas pueden estar compuestas de una especie 

o de múltiples especies microbianas y se pueden formar sobre una variedad 

de superficies animadas e inanimadas. En dichas comunidades predominan 

microorganismos que tienen la capacidad de producir polisacáridos 

extracelulares que les permiten adherirse firmemente a superficies sólidas, 

fenómeno que conduce a la formación de la biopelícula. (Degeest y Vuyst, 

1999; Gibello y col, 1995; Cunliffe y  col., 1999)   

 

La biopelícula representa una estrategia de supervivencia, ya que 

proporciona protección contra las defensas y mecanismos de erradicación 

microbiana, así como del ataque de otras células y factores ambientales 

adversos. También proporciona una forma de almacenamiento de carbono, 

energía y otros nutrientes. Además, cuenta con un sistema de canales, 

sobre todo en  biopelículas que han alcanzado  un cierto grosor, los cuales le 

permiten establecer un vínculo con el medio externo para llevar acabo el 

intercambio de nutrientes, oxígeno, agua y eliminar metabolitos de desecho; 

estos canales también le permiten tener una comunicación con otros 

microorganismos. (Figura 1) (Lewandowski y col., 1993; Lasa y col., 2005; 

Betancourt y col., 2004; Allison, 1998; Diemond y col., 2007).      

Cuando las células están inmovilizadas en una masa estructurada, 

como una microcolonia encerrada en una matriz, los microambientes locales 

de células individuales poseerán diferente concentración de nutrientes, pH y 

oxígeno. Las células periféricas disponen de los nutrientes y el oxígeno en 

una mayor proporción que las células que se encuentran más 

profundamente en la biopelícula y el fenotipo de cada célula adherida es 

establecido por las características especiales de su propio micro-ecosistema 
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dentro de la estructura completa. Esta circunstancia aumenta la 

heterogeneidad sobre el estado fisiológico en el que se encuentra la bacteria 

dentro de una biopelícula y dificulta su estudio. (Costerton y col., 1994; Lasa 

y col., 2005).  

 

 
Figura 1 . Representación diagramática  de la estructura de una biopelícula bacteriana 

basada en el análisis sistemático de imágenes obtenidas con MCLB. 

 

 

 

1.1.1 Proceso de formación de las biopelículas 

 

 

La formación de la biopelícula está regulada por un proceso conocido 

como “quórum sensing” o autoinducción. El sistema de “quórum sensing” es 

un mecanismo de regulación y expresión de genes específicos dependiente 

de la acumulación en el medio exocelular de una molécula señal conocida 

como autoinductor la cual permite a la bacteria  “sentir” la densidad de 

población existente. En bacterias Gram-negativas el autoinductor es 

acilhomoserina lactona y en bacterias Gram-positivas son péptidos (Lasa y 

col., 2005; Betancourt y col., 2004; Carniol y col., 2004). 

El proceso de formación de las biopelículas es originada por una 

adherencia reversible, es decir, la unión del microorganismo a la superficie 
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es débil y fácilmente se puede desprender; existen varios factores 

involucrados en esta adherencia inicial, como la hidrofobicidad de la 

superficie, proteínas de adhesión y polisacáridos capsulares del 

microorganismo. (Diemond y col., 2007). 

 

La adherencia inicial o reversible puede ocurrir por al menos tres 

mecanismos. Uno de ellos es la redistribución de las células adheridas por 

movilidad sobre la superficie (Dalton y col., 1996), un segundo mecanismo 

resulta de la división binaria de las células adheridas (Heydorn y col., 2000) y 

el tercero es un mecanismo de agregación de las células del líquido 

sobrenadante. (Tolker-Nielson y col., 2000). En la siguiente etapa la bacteria 

comienza a secretar el exopolisacárido que lo adhiere de forma irreversible a 

la superficie, después de esto la biopelícula se desarrolla y crece. 

Finalmente, algunas bacterias de la matriz de la biopelícula se liberan para 

poder colonizar nuevas superficies cerrando así el ciclo de desarrollo de la 

biopelícula. Figura 2. (Lasa y col., 2005). 

 

 
Figura 2 . Etapas de formación de una biopelícula. 
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La capacidad de formación de una biopelícula no parece estar 

restringida a ningún grupo específico de microorganismos y hoy se 

considera que, bajo ciertas condiciones, todos los microorganismos son 

capaces de formarlas. (Lasa y col., 2005). 

 

 

 

1.1.2 Composición de las biopelículas 

 

 

La composición de la biopelícula es variable. Las bacterias 

adherentes crecen actualmente en micro colonias de una gran variedad de 

formas y tamaños en las que ellas se encuentran envueltas en una matriz de 

material polimérico que constituye alrededor del 85% del volumen de cada 

una de esas unidades estructurales en la biopelícula; esta matriz es un 

complejo formado principalmente por exopolisacáridos secretados por las 

propias células. En menor cantidad se encuentran otras macromoléculas 

como proteínas, DNA y diversos productos provenientes de la lisis de las 

bacterias.  

 

Una misma especie de microorganismo, dependiendo de las 

condiciones ambientales en las que se encuentre, puede producir distintos 

exopolisacáridos como componentes de la matriz de la biopelícula (Lasa y 

col., 2005; Abbasi y Amiri, 2008). 

 

 

 

1.2 Biopolímeros 

 

 

Los biopolímeros son macromoléculas naturales cuyas propiedades 

físicas y químicas dependen de sus propiedades estructurales y de sus 

funciones.  (Macossay, 1995; Murray y col., 1994). 
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 Los organismos son capaces de sintetizar varios polímeros entre los 

cuales se pueden distinguir ocho clases según su estructura química: ácidos 

nucleicos, poliamidas, polisacáridos, poliésteres orgánicos, politioésterers, 

poliésteres inorgánicos, poliisoprenoides y polifenoles. (Steinbüchel, 2001). 

 

 

La mayoría de los biopolímeros poseen una estructura química y 

composición compleja por lo cual su síntesis química no es sencilla. Una 

característica importante que poseen los biopolímeros, a diferencia de los 

polímeros sintéticos, es que son biodegradables. Estos aspectos, más el 

constante incremento en el número de aplicaciones, respaldan las razones 

del creciente interés industrial para su producción. 

 

Entre los diferentes biopolímeros que se pueden producir, los de 

origen microbiano tienen la ventaja de que su producción no depende de 

condiciones climáticas ni de recolección y sÍ en la factibilidad de usar 

materias primas simples y de alta accesibilidad para su producción. También 

de esta forma el biopolímero cuenta con mayor uniformidad en sus 

propiedades, pureza y características intrínsecas debido a que su biosíntesis 

es muy específica. Los microorganismos pueden sintetizar las primeras seis 

clases de polímeros mencionadas y destacan por tener aplicaciones en 

medicina, farmacia, agricultura y en muchas otras áreas, como materiales de 

envase. (Steinbüchel, 2001; Martínez y col., 1996; Parada y col., 2006) 

 

 

1.2.1 Polisacáridos de origen microbiano 

 

 

Los polisacáridos son macromoléculas de origen natural, tienen 

funciones como servir como soporte estructural confiriéndoles resistencia 

mecánica, servir como reservorio, etc., por lo que son la categoría más 

grande de la familia de los biopolímeros. Estos polímeros están unidos por 

enlaces tipo glucosídico. (Macossay, 1995). 
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Existen varios tipos de polisacáridos, entre los que se pueden 

encontrar a los homopolímeros, que están formados por subunidades de la 

misma estructura monoméricas, y los heteropolímeros, los cuales están 

formados de diferentes subunidades estructurales monoméricas. Entre los 

homopolímeros se pueden mencionar al almidón que contiene unidades de 

α-glucosa y la celulosa que contiene unidades de β-glucosa, ambas 

estructuras están hechas de isómeros de glucosa que difieren solamente en 

la posición del hidroxilo del carbón anomérico. Entre los heteropolisacáridos 

se pueden mencionar las galactomanosas (compuestos de galactosa y 

manosa), arabinoxilanos (compuestos de arabinosa y xilanosa), 

peptidoglicanos, etc. (Hocking y Marchessault, 1994; Minervini y col., 2010). 
 

Los polisacáridos de origen microbiano se pueden encontrar de dos 

formas, como inclusiones intracelulares que actúan como material de 

reserva o reguladores, como por ejemplo se pueden mencionar al 

polihidroxibutirato (PHB), en donde la secuencia de monómeros se 

representa por un grupo repetitivo de subunidades; la otra forma es como 

polisacáridos extracelulares, los exopolisacáridos, que se pueden encontrar 

como material mucilaginoso extracelular en forma de cápsulas o limos en 

donde las subunidades pueden ser desde disacáridos hasta hexasacáridos. 

Está formación de material mucilaginoso extracelular por parte de los 

microorganismos ha generado un gran interés ya que refleja su respuesta 

inmediata a cambios en el medio ambiente. (Vincenzini y col., 1990; 

Sutherland, 2001). 

 

Los polisacáridos de origen microbiano son sintetizados mediante 

reacciones multienzimáticas dentro de la célula, a través de mecanismos 

todavía no esclarecidos por la acción de enzimas, principalmente las 

transferasas. Estas enzimas tienen la capacidad de transferir residuos 

glicosídicos a una gran variedad de aceptores como alcoholes primarios, 
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azúcares simples o cadenas glicosídicas. En general el proceso consiste en 

sintetizar oligosacáridos a partir de azúcares activados, azúcar-nucleótido-

fosfatados, los cuales se unen de manera secuencial a un lípido isoprenoide 

conocido como lípido portador de antígeno (LPA), en donde se unen las 

unidades monoméricas para iniciar su polimerización. El mecanismo de 

excreción en los polisacáridos extracelulares tampoco está esclarecido.  

(Quintero, 1985; Linton, 1990; Fuller, 1990; Pérez y col., 1995) 

 

Los exopolisacáridos, son la base de la matriz de las biopelículas y 

poseen características intrínsecas que la dan valor comercial como: 

1.- Alta viscosidad a bajas concentraciones. 

2.- Propiedades gelantes. 

3.- Compatibilidad con altas concentraciones de sales. 

4.- Alta solubilidad en agua y conducta anticongelante. 

5.- Polielectrólito y potencial de intercambio iónico. 

6. Capacidad floculante, dispersante y versatilidad de adhesión. 

7.- Biodegradabilidad.  

 

Por consiguiente los polisacáridos pueden servir como agentes 

viscosantes, estabilizantes, gelificantes  y emulsificantes  en una gran 

variedad de productos alimenticios o farmacéuticos;  otros pueden servir 

como fuente importante de monosacáridos, inclusive en estudios recientes 

se han reportado exopolisacáridos con propiedades antioxidantes y 

antitumorales. (Jin y col., 2010). 

 

Un polisacárido tiene valor comercial potencial dependiendo de su 

composición característica, la cantidad producida por cultivo y la facilidad de 

recolectar y procesar el polisacárido. (Luhman, 1990; Mozzi y col., 1996; 

Steinbüchel, 2001; Poli y col., 2009). 

 

Los exopolisacáridos encontrados en las biopelículas  de origen 

microbiano varían en su composición y en sus propiedades físicas. Las 

principales diferencias entre los exopolisacáridos bacterianos y los de las 
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algas residen en la secuencia de los monosacáridos y en la presencia de 

grupos O-acetilo en la estructura. Lo anterior hizo necesario ver a cada 

especie microbiana  y a cada exopolisacárido como entidades distintas y con 

propiedades únicas, ya sea en el modo de crecimiento planctónico o como 

biopelícula. (Hughes y col., 1988).  

 

Se ha encontrado que las propiedades físicas de los exopolisacáridos 

y por lo tanto de las biopelículas dependen de las interacciones entre sus 

cadenas, mediadas por las moléculas de agua y las entidades iónicas 

presentes.  Además estas estructuras resultaron ser influenciadas por la 

presencia o ausencia de grupos aniónicos libres derivados de los ácidos 

urónicos o grupos fosfato. Los puentes de hidrógeno que involucraron los 

grupos hidroxilo expuestos, también resultaron ser muy significativos. Las 

regiones hidrofóbicas, derivadas ya sea de los grupos O-acetilo o las 6- 

desoxihexosas tales como la L-ramnosa o la L-fucosa resultaron tener 

también una fuerte influencia. (Mack y col., 1996) 

 

Estructuralmente, los exopolisacáridos presentan un pseudo-

esqueleto en el que hay una predominancia de enlaces (1-3) ó (1-4),  ya sea 

la configuración alfa o más comúnmente la beta. La composición actual de 

los exopolisacáridos microbianos muestra un rango de posibilidades casi 

infinito. Algunos son simples homopolisacáridos, como por ejemplo la 

mutana obtenida de Streptococcus mutans que presenta enlaces alfa (1-3) ó 

el beta (1-6)-glucano conteniendo aminoazúcares obtenido de 

Staphylococcus epidermidis, (Mack y col., 1996). Los polímeros más 

complejos pueden estar compuestos de 3 a 5 monosacáridos diferentes y 

unidades repetitivas de hexa-, hepta- u octasacáridos. La complejidad se 

incrementa con la presencia de grupos acilo en la estructura principal. Un 

ejemplo de una estructura compleja de exopolisacárido microbiano puede 

ser observada en el ácido colánico. Este exopolisacárido es secretado por 

muchas cepas de Escherichia coli y también por otras especies entéricas 

como Enterobacter cloacae, la unidad repetitiva de este polímero es un 
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hexasacárido compuesto de cuatro azúcares en los cuales tanto los grupos 

acetilo como los grupo piruvato están presentes, (Lawson y col., 1996). 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2 

 

 

ANTECEDENTES 

 

 

2.1 Variables que afectan la formación de la biopel ícula 

 

 

La formación de la biopelícula generalmente se ve favorecida por la 

presencia de nutrientes carbohidratados en exceso. (Bryan y col., 1986). La 

naturaleza cualitativa del ambiente, las células y sus actividades 

metabólicas, pueden ser modificadas en gran parte cuando el sustrato 

acumulado en la biopelícula, también sirve como sustrato, suministrando al 

menos una porción de sus requerimientos nutricionales a los organismos en 

la biopelícula. (Costerton, 1987)  

 

Las velocidades de los procesos celulares así como las secuencias de 

reacciones metabólicas individuales dentro de la biopelícula, son 

susceptibles de ser limitadas por el sustrato como un resultado de una 

resistencia a la transferencia de masa entre la fase líquida y la biopelícula y 

la resistencia a la difusión dentro de la biopelícula misma. Estas 

consideraciones refieren no sólo a las fuentes orgánicas de carbono y 

energía sino también a la fuente de nitrógeno y a los iones inorgánicos, 
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donde ellos pueden actuar tanto como limitantes del crecimiento como 

aceptores terminales de electrones, incluyendo el oxígeno para las especies 

aeróbicas. (Characklis, 1984) 

 

 

Además, que al mismo tiempo en el que el nutriente o componente 

inorgánico se difunde a través del grosor de la biopelícula, éste está siendo 

utilizando y reducido en concentración como resultado directo de las  

actividades dentro de la biopelícula. 

En la comunidad de la biopelícula estos efectos alcanzan su punto 

más crítico con el desarrollo de anaerobiosis dentro de una biopelícula 

aeróbica, lo cual puede derivar en un efecto de ablandamiento o el 

crecimiento de especies anaeróbicas tales como las bacterias sulfato 

reductoras. (Nielsen, 1987) 

 

 

 

2.2 Variables en la producción de exopolisacáridos 

 

 

La composición y cantidad del exopolisacárido microbiano producido 

esta determinada genéticamente, sin embargo es posible influenciar las dos 

por alteraciones de las condiciones del cultivo (Mozzi y col., 1996).  

 

La cantidad de exopolisacárido en la biopelícula depende 

generalmente de la disponibilidad de sustrato de carbono y el balance entre 

el carbono y otros nutrientes limitantes. (Sutherland, 2001). La fuente de 

nitrógeno es uno de estos nutrientes limitantes, Degeest y Vuyst (1999), 

realizaron un estudio donde demostraron la influencia de la fuente de 

nitrógeno sobre la cantidad y el tamaño del exopolisacárido producido por 

microorganismos. En este caso utilizaron una cepa de Streptococcus 

thermophilus LY03, la cual cultivaron en un medio donde la fuente de 

carbono fue lactosa y la fuente de nitrógeno fue un complejo de peptona y 
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extracto de levadura. Ellos observaron que S. thermophilus LY03 produjo 

simultáneamente dos tipos de exopolisacáridos, pero con tamaño molecular 

diferente; la proporción a la cual son producidos dependió fuertemente de la 

relación carbono/nitrógeno del medio de cultivo. También observaron que un 

incremento en las concentraciones iniciales de complejo de nitrógeno 

provoca la disminución de la masa molecular del biopolímero. (Degeest y 

Vuyst, 1999). 

 

 La relación entre la fuente de nitrógeno y los otros nutrientes 

limitantes también influye sobre la producción de polisacáridos 

extracelulares. En 1998, Kimmel, y colaboradores, observaron que conforme 

incrementaban la concentración de fuente de nitrógeno aumentaba el 

rendimiento, hasta llegar a un nivel donde el rendimiento permanecía igual. 

El microorganismo de estudio fue una cepa de Lactobacillus delbrueckii 

subesp. bulgaricus, el cual fue cultivado en un medio que tenía bacto-

casitona como fuente de nitrógeno en una concentración de 10g/L, la cual 

incrementaron hasta 30g/L, y con esta concentración obtuvieron el mayor 

rendimiento alcanzado, 0.354g/L. El aumento de la concentración de 

fuente de nitrógeno a 40 g/L en el medio de cultivo no dio lugar a un 

nivel creciente de producción del exopolisacárido, este fenómeno lo 

atribuyeron a que los demás macronutrientes, como el potasio, 

magnesio, calcio, o sodio; así como los elementos traza de 

micronutrientes llegaron a ser ahora los nutrientes limitantes en el 

medio de cultivo. (Kimmel y col., 1998). Otros investigadores demostraron 

que el sulfato de magnesio ejerce efecto estimulante en la producción de 

polisacárido por cepas de Lactococcus casei. (Kojic y col., 1992) 

 

 La presencia o ausencia de ciertos aminoácidos y vitaminas en 

el medio de cultivo también influye sobre la capacidad de producción 

de polisacáridos extracelulares. En 1998, Grobben G.J. y colaboradores, 

realizaron un estudio en un medio de cultivo químicamente definido y 

simplificado, en el cual emplearon la técnica de omisión de un solo 
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componente, la cual permite una indicación clara de los nutrientes 

requeridos tanto para el crecimiento como para la formación de polisacáridos 

microbianos. Ellos observaron el efecto en estos dos parámetros con la 

omisión de ciertos aminoácidos y de algunas vitaminas. El microorganismo 

que utilizaron fue una cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

NCFB 2772, el cual presentó menor crecimiento en el medio simplificado que 

en el medio completo, pero la cantidad de exopolisacárido producida fue 

perceptiblemente mayor; la producción estaba dos veces más alta que en el 

medio completo. (Grobben y col., 1998).  

 

Las condiciones de crecimiento también influyen sobre la producción 

de polímeros. No existe un sistema de condiciones del medio que garanticen 

el aumento de producción de exopolisacáridos, puesto que los 

microorganismos difieren en la temperatura, pH y otros factores óptimos que 

son críticos para la producción del mismo.  Numerosos estudios revelan que 

el microorganismo produce exopolisacáridos en situaciones de estrés, y que 

los valores óptimos de producción generalmente difieren a los valores 

óptimos de crecimiento. Sin embargo,  Minervini en un estudio de producción 

de polímero por Lactobacillus curvatus encontró que las mejores condiciones 

de producción de polímero coinciden con las mejores condiciones de 

crecimiento del microorganismo. (Minervini y col., 2010) 

 

La temperatura de incubación también es un factor importante en la 

producción de exopolisacáridos microbianos. Se han realizado numerosos 

estudios con el fin de examinar el efecto de la temperatura, todos ellos 

muestran una variedad de resultados, Kimmel S. A. y colaboradores (1998) 

refieren que la producción de polímero en una cepa de Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus se ve favorecida en temperaturas superiores a 

su temperatura óptima de crecimiento. Contrariamente el mayor número de 

estudios demuestran que la máxima producción del polímero se obtiene a 

temperaturas menores que la temperatura óptima de crecimiento,  Berg D. y 

colaboradores (1995), lo observaron con una cepa de Lactobacillus sake. 

Ellos evaluaron los efectos de temperatura y pH, el rendimiento máximo 
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obtenido fue de 1.4g.L-1, en condiciones anaeróbias con temperatura de 

incubación 20°C y con un pH inicial de 5.8. Otros g rupos de investigadores, 

Tallegren y colabordores, y Wilches y colaboradores coinciden, al igual que 

Berg, que trabajar con el microorganismo a temperaturas menores a las 

óptimas para su desarrollo aumenta la producción de polisacáridos 

extracelulares. (Berg y col., 1995; Kimel y col., 1998; Tallegren y col., 1999; 

Wilches y col., 2004). 

 

El microorganismo al desarrollarse en una temperatura menor a la 

temperatura óptima de crecimiento, va a crecer de manera más lenta, por lo 

que utiliza una cantidad menor de sustrato para su desarrollo, lo que trae 

consigo que haya una mayor cantidad de sustrato disponible en el medio 

para la formación de polisacáridos. En el caso particular de Tallegren y 

colaboradores, el sustrato fue sacarosa, la cual fue transformada a varios 

polímeros de azúcar. Ellos encontraron que la cantidad de exopolisacárido 

producido fue diez veces mayor  que la biomasa obtenida del 

microorganismo. (Tallegren y col., 1999). 

  

El pH del medio de cultivo también es un factor crítico para la 

formación de exopolisacáridos. Los estudios refieren que los valores 

cercanos a la neutralidad son los que arrojan mejores resultados para la 

producción del polímero en bacterias y los valores de pH alrededor de 3.5 

son los que arrojan mejores resultados cuando se trabaja con hongos. (Kojic 

y col., 1992; Papinutti, 2010). 

 

La viscosidad del exopolisacárido es influenciada por los 

componentes del medio de cultivo. En 1995, Berg y colaboradores realizaron 

estudios donde determinaron que el exopolisacárido producido por una cepa 

de Lactobacillus sake tenía mejores propiedades viscosantes que la goma 

xantana y que la viscosidad disminuía si se adicionaba al medio cloruro de 

sodio, efecto que atribuían a la presencia de grupos cargados negativamente 

presentes en el exopolisacárido. (Berg y col., 1995). En otro estudio 

demostró que la viscosidad del exopolisacárido se ve afectada por los 
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carbohidratos usados como fuente de carbono, posiblemente por la 

heterogeneidad en la distribución de la masa molecular del exopolisacárido. 

(Fukada y col., 2010) 

 

 

 

 

2.3 Enterobacter cloacae  como productor de EPS 

 

 

Estudios demuestran que la fuente de carbono no afecta la 

composición química de la estructura del exopolisacárido producido por una 

misma especie microbiana, pero si influyen en la cantidad producida del 

mismo. (Fukada y col., 2010) 

Existen varios documentos relacionados con la producción de 

exopolisacáridos por diferentes especies de Enterobacter, los cuales han 

mostrado que varían en su composición de azúcar, pudiendo contener 

glucosa, manosa, galactosa, fucosa, ácido glucurónico y ácido galacturónico, 

entre otros. Por ejemplo, Enterobacter aerogenes produce un polisacárido 

constituido por  ramnosa, galactosa y glucosa; mientras que el de 

Enterobacter agglomerans consiste en glucosa, galactosa y acido 

glucurónico. En otras ocasiones la composición es la misma pero varía la 

proporción de los azúcares en el polímero, tal es el caso de Enterobacter 

sakasaki y  Enterobacter cloacae. Ambos producen un polímero constituido 

por fucosa, glucosa, galactosa, y ácido glucurónico, el primero con una 

proporción de 2:2:1:0.7, mientras que el segundo se ha encontrado en tres 

diferentes proporciones 2:1:1:1, 2:3:2:1 y 11:4:5:4. (Nishikawa y col., 1979; 

Iyer y col., 2005; Shimada y col., 1997; Isobe y col., 2001; Meade y col., 

1993).  

 

En 2005, en la Facultad de Ciencias Químicas, de la UANL, 

Fernández, Orozco y Martínez realizaron el aislamiento de una cepa 

presente en una biopelícula procedente de un área industrial. A través de 
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pruebas bioquímicas el microorganismo fue identificado como Enterobacter 

cloacae. Este microorganismo posee la capacidad de sintetizar 

exopolisacáridos. Enterobacter cloacae produjo 0.95g/L de polímero al 

crecer a 35°C y 200rpm en el medio MSF-BE (Medio Se rgio Fernández – 

Biopelículas Enterobacter). El análisis térmico del polímero demostró que el 

material era no termofusible. El análisis del polímero por espectroscopía de 

IR indicó la presencia de enlaces que pueden ser asociados a estructuras de 

carbohidratos enlazados unos con otros como los del tipo C-O-C (1082 cm-1) 

y C-C (1226.76cm-1), también se encontró abundancia de grupos hidroxilo O-

H (3307 cm-1), que forman parte de la estructura típica de los carbohidratos.  

 

La posición de estos grupos funcionales no puede ser determinada 

mediante el uso de esta herramienta analítica, sin embargo en referencia 

con la identificación de los principales grupos funcionales presentes en la 

estructura de los exopolisacáridos de origen microbiano hay una serie de 

similitudes con lo publicado para otros polisacáridos extracelulares 

producidos por microorganismos, tal es el caso de Raguenes y 

colaboradores que estudiaron un polímero sintetizado por Alteromonas 

macleodii subsp. fijiensis,  así como  los grupos de investigación de Beech y 

Nievens que trabajaron con cepas de Pesudomonas, y más recientemente, 

los grupos de investigación de Fusconi y Liu, que estudiaron un 

exopolisacárido producido por Gordonia polyisoprenivorans y Paenibacillus 

polymyxa, respectivamente. Al igual que Fernández y colaboradores,  ellos 

destacan la presencia de grupos correspondientes a carbonilos (C=O) 

presentes en enlaces tipo éster, de carboxilos C(O)-OH o de amidas C(O)-

NH2, enlaces C-O-C, radicales OH y enlaces C-C. (Raguenes y col., 1996; 

Beech y col., 1999; Nivens y col., 2001; Fusconi y col., 2010; Liu y col., 

2010). 

 

 El exopolisacárido producido por Enterobacter cloacae presenta un 

comportamiento dilatante característico de las gomas en el agua, muy 

similares a las de la goma guar, un polisacárido comúnmente utilizado en la 

industria de alimentos y que contiene unidades de glucosa y galactosa. 
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(Fernández y col., 2005). Otros investigadores, Meade y colaboradores, en 

1994, encontraron que el polisacárido extracelular producido por 

Enterobacter cloacae es altamente viscoso, comparable al de la goma 

xantana y el alginato. (Meade y col., 1994). En 1997, Shimada y 

colaboradores, al igual que el grupo de investigadores de Meade, comparan 

las propiedades reológicas del exopolisacárido producido por una cepa de 

Enterobacter sp. con la goma xantana. (Shimada y col., 1997) 

 

 En el 2007, Prasertan P. y colaboradores estudiaron los factores que 

afectan la producción de un biopolímero por una cepa de Enterobacter 

cloacae WD7. El microorganismo produjo 4.8g/L de biopolímero al crecer a 

pH 7, con temperatura de 30°C y 200r.min -1; en un medio donde la fuente de 

carbono que arrojó mejores resultados fue la sacarosa al 3%(p/v) y la 

concentración óptima de fuente de nitrógeno fue de 0.05%(p/v) de extracto 

de levadura. Ellos observaron un efecto negativo al aumentar la velocidad de 

agitación (200r.min-1) debido a que se reducía la producción del biopolímero 

(Prasertan y col., 2007). 
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CAPÍTULO 3 

 

 

HIPÓTESIS Y OBJETIVO DEL PROYECTO 

 

 

3.1 Hipótesis 

 

 

     Sobre la base de los elementos expuestos anteriormente, se estableció la 

siguiente hipótesis: 

 

“La producción de exopolisacárido por Enterobacter cloacae se 

incrementa variando la composición del medio de cul tivo MSF-BE.” 

 

 

 

 

3.2 Objetivo general 

 

 

Para el desarrollo de este trabajo se definió el siguiente objetivo general:  
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Incrementar la producción de 0.95g/L de exopolisacárido producido 

por Enterobacter cloacae en el medio de cultivo MSF-BE. 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 Objetivos específicos 

 

 

Para el desarrollo de este trabajo se definieron los siguientes objetivos 

específicos.  

 

� Evaluar los efectos de la variación de los componentes del medio de 

cultivo MSF-BE, en la producción de exopolisacárido por Enterobacter 

cloacae. 

 

� Evaluar los efectos de la variación de fuentes de nitrógeno orgánicas 

e inorgánicas del medio de cultivo MSF-BE, en la producción de 

exopolisacárido por Enterobacter cloacae. 

 

� Evaluar los efectos de la variación de la concentración de las fuente 

de carbono (maltosa) y nitrógeno del medio de cultivo MSF-BE, en la 

producción de exopolisacárido por Enterobacter cloacae. 

 

� Cuantificar el exopolisacárido obtenido mediante análisis gravimétrico. 
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CAPÍTULO 4 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS  

 

 

4.1 Materiales y equipos 

 

 

  Los reactivos que se utilizaron durante el estudio fueron: maltosa 

(Hycel), extracto de levadura (Merk), cloruro de calcio (Merk), sulfato de 

magnesio (Merk), agar bacteriológico (Bioxon), caldo nutritivo (Bioxon), agar 

nutritivo (Bioxon), ácido 3,5-dinitrosalicílico (Aldrich), tartrato de sodio (CTR 

Scientific),  dextrosa anhidra (Productos Químicos Monterrey S.A.), fructosa 

(J.T. Baker), sacarosa (J.T. Baker), hidróxido de sodio (CTR Scientific), ácido 

sulfúrico (Fermont), fenol (Productos Químicos Monterrey S.A.), alcohol 

etílico (DEQ), ácido tricloroacético (Productos Químicos Monterrey S.A.), 

fosfato de potasio monobásico (J.T. Baker) fosfato de potasio dibásico 

(Productos Químicos Monterrey S.A.). 

 

  Los equipos que se utilizaron para los análisis realizados fueron: 

espectrofotómetro UV/Vis (Spectronic® GenesysTM5), microcentrifuga 

(Eppendorf 5415D), autoclave (All american), campana de flujo laminar 
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(Novatech), balanza analítica (AND), incubadora con agitación (Shel Lab), 

incubadora (Lab line 3525), estufa de vacío (Thelco), baño de agua 

(Polyscience), plancha con agitación (Thermoline). 

 

 

 

 

 

4.2 Microorganismo de estudio 

 

 

  La cepa de Enterobacter cloacae se mantuvo en agar nutritivo en el 

laboratorio de Biotecnología del Centro de Laboratorios Especializados de la 

Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad Autónoma de Nuevo León. 

La cepa fue obtenida originalmente como microorganismo predominante de 

una bio-película procedente de un área industrial.  

  El microorganismo fue activado en caldo nutritivo y después 

sembrado en agar nutritivo y almacenado en glicerol al 15 % en a -20°C.  

 

 

 

4.3 Medios de cultivo experimentales 

 

 

 La cepa nativa de Enterobacter cloacae fue originalmente aislada y 

crecida en el medio MSF-BE. Los componentes del medio se muestran en la 

Tabla I. 

   Las partes completas y por separado del medio de cultivo MSF-BE 

fueron esterilizadas en el autoclave a 121 °C duran te 15 minutos, 

posteriormente enfriadas a temperatura ambiente y almacenadas en el 

refrigerador para ser mezcladas y aforada la mezcla a 1 litro con agua 
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destilada estéril en condiciones de asepsia inmediatamente antes del 

experimento.  

 

Para analizar el efecto de la fuente de nitrógeno sobre la producción 

del polímero se utilizó como base el medio MSF-BE y el medio MSF-BE sin 

la parte IV, (MSF-BE2).  

 

 

 

TABLA I 

Composición del medio de cultivo MSF-BE 

Componente Concentración 
Parte I  
Maltosa 0.828 moles de carbono / litro en el medio 

final. 

Parte II  
Buffer 
KH2PO4   
K2HPO4 

Agua destilada 

 
0.46 g  
1.55 g 
0.2 litros 

Parte III  
Extracto de levadura 10.0 g 
Sulfato de Magnesio Heptahidratado 0.2 g 
Cloruro de calcio 0.1g 
Agua destilada 0.3 litros 
Parte IV  
Ácido oleico 15 % v/v 
Alquil Bencen Sulfonato de Sodio 15 % v/v 
Trietanolamina 15 % v/v 
Hidróxido de sodio (50 %) 2% v/v 
Agua del Grifo 53 % v/v 

De esta parte IV se agregan 0.003 litros en 
0.197 litros de agua destilada  

     

Las fuentes de nitrógeno a ensayar en estos dos medios fueron dos 

de tipo orgánico: extracto de levadura y peptona de caseína; y dos de tipo 

inorgánico: sulfato de amonio y nitrato de sodio. Todas ellas usadas en 

forma individual en la proporción correspondiente  que asegurara la 

presencia de 1 g/L de nitrógeno en el medio de cultivo: nitrato de sodio = 
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6.07g/L; sulfato de amonio = 4.71g/L; extracto de levadura = 10g/L; peptona 

de caseína = 10g/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Preparación del inóculo. 

 

 

     Los inóculos se prepararon al transferir una asada del microorganismo en 

50 mL de medio MSFB-BE2 contenido en matraces Erlenmeyer de 250mL e 

incubando a 35°C y 120 rpm por 24 horas.  

 

 

 

4.5 Cultivo experimentales 

 

 

Después del tiempo de incubación se transfieren 2 mL del inóculo a 

un matraz Erlenmeyer de 125 mL  conteniendo 20 mL de medio a probar. 

Estos cultivos fueron incubados a 35°C y 120 rpm po r 48 horas. Los 

matraces fueron monitoreados a las 24 y 48 horas.   

 

 

 

4.6 Procedimientos para la evaluación del exopolisa cárido 
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4.6.1 Purificación y recuperación del exopolisacári do 

 

 

Para la recuperación del exopolisacárido fue necesario primero 

centrifugar las muestras a 3000 rpm durante 15 minutos para separar las 

células del sobrenadante. Posteriormente para asegurar la eliminación de las 

proteínas presentes en el caldo de cultivo, se desproteinizaron las muestras. 

Los caldos de fermentación fueron adicionados con 1mL de ácido 

tricloroacético concentrado por cada 100mL de caldo, y el precipitado 

formado fue eliminado por centrifugación a 3000 rpm por 15 minutos.  

 

Una vez eliminada la proteína, el polisacárido fue recuperado del 

sobrenadante mediante la adición de tres volúmenes de etanol (99,5%) (v/v) 

frío (4º C).  

El polisacárido fue redisuelto en agua destilada para luego proceder a 

una diálisis contra agua corriente durante 24 horas para su purificación final. 

Para la diálisis se utilizaron tiras de membranas Spectra/Por® 1 de  50mm. 

 

 

4.6.2 Cuantificación del biopolímero 

 

 

El polímero purificado fue cuantificado mediante análisis gravimétrico, 

secando al vacío en una estufa (Thelco) (0.1 mm Hg) por 24 horas a 50 ºC 

hasta obtener peso constante.  

 

 

 

4.7 Determinación de consumo de carbohidratos 
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4.7.1 Determinación de azúcares reductores  

 

 

Para cuantificar el consumo de azúcares a lo largo del proceso de 

fermentación, las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 15 

minutos para separar las células del sobrenadante. Posteriormente las 

muestras fueron desproteinizadas con ácido tricloroacético.  

 

Los azúcares reductores se determinaron en el sobrenadante 

desproteinizado por el método del ácido 3,5 dinitrosalicílico (Miller, 1959).  

 

En un tubo de 13x100 se colocaron 0.4mL de cada muestra a analizar 

y se le añadieron 0.4mL del reactivo 3,5-dinitrosalicílico, los tubos con la 

mezcla se calentaron a ebullición dejando reaccionar durante 5 minutos e 

inmediatamente después se pasaron a un baño de hielo, ahí mismo se 

llevaron a 2 mL con agua destilada fría  y se agitaron. Finalmente las 

muestras fueron leídas a un a longitud de onda de 540nm en un 

espectrofotómetro (Spectronic® GenesysTM5). Un blanco fue preparado 

sustituyendo la muestra por 0.4mL de agua destilada.  

 

Para determinar la concentración de azúcares reductores a través de 

los datos de absorbancia de las muestras, se preparó una curva estándar 

utilizando soluciones de maltosa en un intervalo de concentración de 0.001 a 

0.003M. (Apéndice A). 

Todas las muestras así como la curva estándar de calibración se 

realizaron por triplicado.  

 

La preparación del reactivo 3,5-dinitrosalicílico utilizado en esta 

técnica, consistió en suspender 150g de tartrato de sodio y potasio en 

250mL de agua destilada (en baño de agua), por otro lado se suspendieron 

5g de ácido 3,5-dinitrosalicílico en 100mL de una solución de hidróxido de 

sodio 2N hasta disolución completa. Se mezclaron las dos soluciones y se 

aforo a 500mL con agua destilada. 
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4.8 Diseño de experimentos para evaluar la variació n de las 

concentraciones de las fuentes de carbono y nitróge no 

 

 

Después de seleccionar las fuentes de nitrógeno que arrojaron mayor 

producción de exopolisacárido, se realizaron dos diseños de experimentos 

para evaluar el efecto de la variación de las concentraciones de fuente de 

carbono y fuente de nitrógeno sobre la capacidad de producción del 

polímero en el medio MSF-BE2.  

 

Se propusieron dos diseños de experimentos del tipo factorial 22; dos 

variables a dos niveles de concentración. Las variables fueron la fuente de 

carbono y fuente de nitrógeno. En el primer diseño de experimentos se 

analizó la relación maltosa con extracto de levadura mientras que en el 

segundo se analizó maltosa con peptona de caseína.  

 

En ambos diseños, los dos niveles de concentración que se 

manejaron fueron: mayor (+1) y menor (-1), para la fuente de carbono, 

maltosa, el nivel mayor (+1) correspondío a una concentración de 25g/L y el 

nivel menor (-1) a 15g/L. Para la fuente de nitrógeno, el nivel mayor (+1) 
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correspondía a 20 g/L y el menor (-1) a 10g/L.  Las concentraciones en g/L 

se muestran en la Tabla II.   

 

TABLA II 

 Concentraciones de fuente de carbono y nitrógeno en el diseño de experimentos. 

Variables Niveles 

-1 +1 

Fuente de C (g/L) 15 25 

Fuente de N (g/L) 10 20 

 

La combinación de las concentraciones de fuente de carbono y fuente 

de nitrógeno en los cuatro experimentos de cada diseño experimental se 

muestra en la Tabla III.  

 

TABLA III 

Combinación de las concentraciones del diseño de experimentos 22. 

Experimentos  1° 2° 

1 -1 (15g/L) -1 (10 g/L) 

2 +1 (25 g/L) -1(10 g/L) 

3 -1 (15 g/L) +1(20 g/L) 

4 +1 (25 g/L) +1(20 g/L) 

 

 

 

 

 

4.9 Análisis estadístico 

 

 

Los experimentos de cultivo de microorganismos fueron realizados 

por triplicado (n =3).  La toma de muestras para análisis se realizó a tiempos 

preestablecidos, en forma aleatoria y sin reemplazo. Las muestras fueron 

definidas como un matraz para cada tiempo de muestreo por condición 
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experimental. Los matraces retirados se utilizaron para la ejecución de 

procesos analíticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.10 Disposición de Residuos 

 

 

Los residuos generados durante el desarrollo experimental de este 

proyecto fueron dispuestos en contenedores específicos de acuerdo a lo 

establecido por el Departamento de Residuos Peligrosos de la Facultad de 

Ciencias Químicas de la Universidad Autónoma de Nuevo León.  

 

Aquellos residuos que estuvieron en contacto con células microbianas 

se esterilizaron antes de su disposición.  
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CAPÍTULO 5 

 

 

RESULTADOS 

 

 

5.1 Recuperación de la cepa de Enterobacter cloacae . 

 

 

 La recuperación del microorganismo fue difícil, debido a que la cepa 

tenía mucho tiempo de almacén. Primero se hizo crecer en caldo nutritivo y 

posteriormente se mantuvo en agar nutritivo. En su apariencia 

macroscópica, Enterobacter cloacae muestra colonias de bordes 

redondeados, de elevación convexa, de color amarillo claro, translúcidas y 

de aspecto viscoso. Figura 3.  
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Figura 3. Aspecto macroscópico de las colonias de Enterobacter cloacae en agar 

nutritivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 Medio de cultivo experimental 

 

 

En la primera parte experimental se tuvieron dificultades para producir 

el exopolisacárido en el medio MSF-BE. Se preparó el inóculo y del primer 

bloque de experimentos, no se obtuvo producción de exopolisacárido, no 

había precipitación de este.  

 

Para conocer la causa del porqué no se obtenía el producto se evaluó 

primero el crecimiento del microorganismo en el medio, en esta prueba no 

fue posible utilizar el método de turbidimetría debido a que el medio MSF-BE 

es opaco. La opacidad es generada al añadir el componente IV del medio de 

cultivo correspondiente una mezcla de ácidos orgánicos.  

Como no se pudo evaluar el crecimiento por densidad óptica se 

evalúo el consumo de azúcares en el medio midiendo azúcares reductores, 

durante 48 horas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.  
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Figura 4.  Curva de consumo de azúcares reductores por Enterobacter cloacae en 

el medio MSF-BE. 

 

Se puede observar que durante el tiempo de fermentación que fueron 

48 horas, el microorganismo utilizó solo una pequeña proporción de los 

azúcares y se reporta 1 g/L de carbohidrato consumido.  

 

 

La primera premisa fue que el microorganismo había perdido la 

capacidad de desdoblar la maltosa y poder consumirla, por lo que se probó 

el crecimiento en MSF-BE agarizado, utilizando diferentes fuentes de 

carbono, monosacáridos y disacáridos, como: maltosa, sacarosa, fructosa y 

glucosa, y sembró por estría, incubando 24 horas a 35°C. En estas placas 

se observó crecimiento de pocas colonias en la primera línea de la estría, en 

las cuatro fuentes de carbono y no se observó diferencia entre los 

carbohidratos, por lo que se siguió trabajando con maltosa.  

  

 

Lo siguiente en evaluar fue la parte IV del medio de cultivo MSF-BE, 

debido a que era lo que proporcionaba la opacidad del medio, para observar 
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sí esto tenía algún efecto sobre el crecimiento del microorganismo y 

producción del exopolisacárido.  

 

Se realizó una evaluación de consumo de carbohidrato con el medio 

MSF-BE sin la parte IV del medio de cultivo. Para este análisis se  

determinaron azúcares reductores por el método del ácido 3,5 

dinitrosalicílico (Miller 1959), durante 48 horas. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Figura 5. 
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Figura 5.  Curva de consumo de azúcares reductores por Enterobacter cloacae en 

el medio MSF-BE 2. 

 

En la figuras 5 se observa que durante 48 horas de fermentación, el 

microorganismo utilizó mayor cantidad de azúcares con el medio MSF-BE 

sin la parte IV del medio que con el medio MSF-BE completo. Por tal razón 

se evaluó el crecimiento de la cepa en ambos medios de cultivo.  
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Se preparó el inóculo correspondiente para cada uno de los medios 

de cultivo, y posteriormente se llevó acabo una fermentación durante 24 

horas, a 35°C y 120 rpm. Al término de este tiempo,  se sembró en una serie 

de tres cajas petri, las cuales contenían MSF-BE agarizado, MSF-BE sin la 

parte IV agarizado y agar nutritivo, como se muestra en el esquema de las 

Figuras 6 y 7. Las cajas fueron sembradas por dispersión en superficie e 

incubadas 24 horas a 35°C. 
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Figura 6. Esquema de fermentación y siembra a partir del medio MSF-BE 
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Figura 7. Esquema de fermentación y siembra a partir del medio MSF-BE 

modificado. 

 

En la Figura 8 se muestran los resultados obtenidos a partir de la 

fermentación en el medio MSF-BE. Se observa que no hay crecimiento en 

las cajas petri de los medios MSF-BE agarizado, MSF-BE sin la parte IV del 

medio agarizado ni en las de agar nutritivo.  

 

En la Figura 9 se observan los resultados de la misma serie de cajas 

sembradas pero a partir del medio MSF-BE sin la parte IV, en las cuales se 

aprecia que si hay crecimiento en los medios MSF-BE sin la parte IV y en 

agar nutritivo pero no en el MSF-BE agarizado. 
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Figura 8. Placas de agar sembradas a partir del medio MSF-BE. 

 

 

Figura 9. Placas de agar sembradas a partir del medio MSF-BE sin la parte IV. 
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Después de analizar estos resultados, la primera modificación del 

medio de cultivo MSF-BE que se realizó fue eliminar la parte IV, la 

correspondiente a los ácidos orgánicos. La composición del medio de cultivo 

MSF-BE2 se muestra en la Tabla IV. 

 

TABLA IV   
Composición del medio MSF-BE2 

 
Componente  Concentración  
Parte I    
Maltosa 0.828 moles de carbono / litro 

en el medio final. 
Parte II    
Buffer 
KH2PO4   
K2HPO4 
Agua destilada 

 
0.46 g  
1.55 g 
0.2 litros 

Parte III    
Extracto de levadura 10.0 g 
Sulfato de Magnesio Heptahidratado 0.2 g 
Cloruro de calcio 0.1g 
Agua destilada 0.3 litros 
 

Con el medio  MSF-BE2 se llevó acabo la siguiente parte 

experimental. 
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5.3 Efectos de la variación de la fuente de nitróge no del 

medio MSF-BE2 sobre la capacidad de producción de E PS 

por una cepa de Enterobacter cloacae  

 

 

Los resultados obtenidos para esta condición experimental, de la 

variación de la fuente de nitrógeno en 24 y 48 horas en el medio de cultivo 

MSF-BE2 se muestran en las Figuras 17 y 18, respectivamente, en la cuales 

se observa que con las fuentes de nitrógeno orgánicas, extracto de levadura 

y peptona de caseína, se obtiene una mayor producción de exopolisacárido 

en comparación con las fuentes de nitrógeno inorgánico, sulfato de amonio y 

nitrito de sodio. También se observó que no hay diferencia en cuanto a 

producto obtenido durante las primeras 24 y 48 horas de experimentación.   
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Figura 10.  Gráfica de producción de exopolisacárido (EPS) en g/L en el medio 

MSF-BE2 con diferentes fuentes de nitrógeno durante 24 horas. 
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Figura 11.  Gráfica de producción de exopolisacárido (EPS) en g/L en el medio 

MSF-BE2 con diferentes fuentes de nitrógeno durante 48 horas. 

 

Si se compara la producción de exopolisacárido utilizando las 

diferentes fuentes de nitrógeno a evaluar en el medio MSF-BE2, Tabla V, se 

observa que existe una diferencia de tres veces el valor obtenido con una 

fuente de nitrógeno orgánica que con una fuente de nitrógeno inorgánica. 

 

Tabla V 

 Producción de EPS con el medio MSF-BE2 con diferentes fuentes de nitrógeno. 

MSF-BE2 

Fuente de N EPS g/L 

Extracto de Levadura  7.85 

Peptona de Caseína 6.72 

Sulfato de amonio 1.67 

 Nitrato de sodio 2.0 
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Las fuentes de nitrógeno utilizadas en el medio MSF-BE2 que 

mostraron mejores resultados fueron las orgánicas, extracto de levadura y 

peptona de caseína. Además se determinó que la producción de 

exopolisacárido por la cepa de estudio se realizó en las primeras 24 horas 

de experimentación. Por lo tanto y en base a lo anterior, se tomó la decisión 

de evaluar para la siguiente parte experimental, el efecto de la variación de 

las concentraciones de fuente de carbono y fuente de nitrógeno sobre la 

capacidad de producción de exopolisacárido por Enterobacter cloacae 

utilizando el medio MSF-BE2 solamente con las fuentes de nitrógeno 

orgánicas, extracto de levadura y peptona de caseína, y durante las primeras 

24 horas de experimentación.  

 

Para evaluar tal efecto se realizaron dos diseños de experimentos 

factoriales 22. (Ver sección 4.8) 
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5.4 Efectos de la variación de la concentración de la fuente 

de carbono (maltosa) y la fuente de nitrógeno (extr acto de 

levadura) del medio MSF-BE2 sobre la capacidad de 

producción de EPS por Enterobacter cloacae  

 

 

Los resultados obtenidos para esta condición experimental se 

muestran en la Figura 12. El experimento donde se obtuvo mayor producción 

de exopolisacárido fue el 4, donde tanto la variable 1, la fuente de carbono, 

como la variable 2, la fuente de nitrógeno, se encuentra en su nivel mayor 

correspondiente, 25g/L y 20g/L, respectivamente. El producto obtenido fue 

de 16.51g/L, que es dos veces más que el obtenido con las concentraciones 

originales del medio. La cantidad de producto obtenido anterior fue de  

7.85g/L.  
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Figura 12. Gráfica de producción de exopolisacárido (EPS) en g/L en el medio 

MSF-BE2  usando extracto de levadura como fuente de nitrógeno. 
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5.5 Efectos de la variación de la concentración de la fuente 

de carbono (maltosa) y la fuente de nitrógeno (pept ona de 

caseína) del medio MSF-BE2 sobre la capacidad de 

producción de EPS por Enterobacter cloacae  

  

 

Los resultados obtenidos para esta condición experimental se 

muestran en la Figura 13. El experimento donde se obtuvo mayor producción 

de exopolisacárido fue el 3, donde la variable 1, la fuente de carbono, está 

en un nivel menor que corresponde a 15g/L y la variable 2, la fuente de 

nitrógeno, se encuentra en un nivel mayor, correspondiente a 20g/L. El 

producto obtenido es de 11.53g/L, más del 70% del obtenido con las 

concentraciones originales del medio. La cantidad de producto obtenido 

anterior fue de 6.72g/L. 
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Figura 13. Gráfica de producción de exopolisacárido (EPS) en g/L en el medio 

MSF-BE2 con peptona de caseína. 
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Sin embargo, la desviación estándar del experimento 4 indica que 

entre los resultados obtenidos bajo esta condición experimental y los 

obtenidos con el experimento 3, no existen diferencias significativas.  
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CAPÍTULO 6 

 

 

DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

 

El medio de cultivo MSF-BE original, fue pensado en función de 

simular en el laboratorio las características nutricionales disponibles en el 

micro ecosistema, la biopelícula, de dónde fue aislada inicialmente la cepa 

de estudio. La parte IV del medio de cultivo contiene ingredientes que 

facilitaron inicialmente la formación de la biopelícula, gracias a la adhesión 

de estos materiales a la superficie y sus características de hidrofobicidad.  

(Fernández, 2004). 

La diferencia de producción del exopolisacárido actual, con la 

presencia y ausencia de la parte IV del medio de cultivo MSF-BE, es decir, 

medio de cultivo MSF-BE y MSF-BE2, por Enterobacter cloacae,  se atribuye 

al tiempo y al método de conservación de la cepa, la cual fue mantenida 

desde el 2004 en agar nutritivo, medio básico de nutrientes donde el 

microorganismo ya no tiene la necesidad de producir una biopelícula bajo las 

mismas condiciones de  las cuales fue aislado. El microorganismo al crecer 

bajo condiciones nutricionales y ambientales favorables, perdió la capacidad 

de crecer y de requerir los productos antes mencionados del medio de 

cultivo MSF-BE. 

 

 El nitrógeno es un componente esencial de proteínas y ácidos 

nucleicos y la deficiencia de éste perjudica al crecimiento y producción de 

metabolitos microbiano. En términos de crecimiento del microorganismo, las 

fuentes de nitrógeno orgánicas proporcionan mayor biomasa celular en 
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comparación con las fuentes de nitrógeno inorgánicas. Las razones del 

porque sucede este fenómeno no son muy claras, frecuentemente se 

atribuye a que el nitrógeno que se encuentra en el nitrato de sodio y en el 

sulfato de amonio, las fuentes de nitrógeno inorgánicas utilizadas en este 

estudio, está más oxidado que el que está presente en las fuentes de 

nitrógeno orgánicas y que el trabajo metabólico requerido para ponerlo en el 

estado de reducción adecuado para ser incorporado al metabolismo es 

mayor que el requerido para las otras fuentes. Además que las fuentes 

orgánicas de nitrógeno proveen de requerimientos celulares como 

aminoácidos y vitaminas, y en ocasiones hasta una fuente extra de carbono.  

 

Sin embargo la influencia del tipo de fuente de nitrógeno en la 

producción de exopolisacáridos por microorganismos, no siempre tiene el 

mismo comportamiento como el que se observa en el crecimiento. Existen 

algunos reportes donde la mayor producción de exopolisacárido se obtiene 

al utilizar una fuente de nitrógeno inorgánica, y otros donde en el medio 

existe una combinación de ambas. Un grupo de investigadores reportó un 

rendimiento de 43g/L de exopolisacárido producido por Cordyceps taii en un 

medio que contenía como fuente de nitrógeno sulfato de amonio pero 

adicionaron licor de soya y un mínimo de vitaminas. (Lim y col., 2004; Kim y 

col., 2003; Xiao y col., 2010).  

 

La formación del exopolisacárido, en contraste con los reportes 

mencionados con anterioridad, se incremento con la utilización de las 

fuentes orgánicas de nitrógeno. En los experimentos para observar el efecto 

de la variación de la fuente de nitrógeno del medio de cultivo MSF-BE2 

sobre la producción de exopolisacárido se presentan resultados que 

demuestran que con las fuentes de nitrógeno orgánicas, extracto de 

levadura y peptona de caseína, se obtiene una mayor producción de 

exopolisacárido en comparación con las fuentes de nitrógeno inorgánico, 

sulfato de amonio y nitrito de sodio. Estudios similares han sido reportados. 

(Degeest y Vuyst, 1999; Minervini y col., 2010; Liu y col., 2010; Meng y col., 

2010; Papinutti, 2010) 
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Estudios demuestran que la fuente de carbono no afecta la 

composición química de la estructura de un exopolisacárido producido por la 

misma especie microbiana, pero si influyen en la cantidad producida del 

mismo. (Fukada y col., 2010). En los experimentos del diseño factorial 22 

para evaluar el efecto de la variación de las concentraciones de fuente 

carbono y  fuente de nitrógeno del medio de cultivo MSF-BE2 sobre la 

producción de exopolisacárido se presentaron resultados que demuestran 

que se obtiene mayor producción de exopolisacárido con la modificación de 

las concentraciones en el diseño, que con el obtenido con las 

concentraciones del medio original.   

Se demostró, al igual que Papinutti en su estudio con Ganoderma 

lucidum, que teniendo una mayor concentración de las fuentes de carbono y 

nitrógeno, se obtiene una mayor producción de exopolisacárido y que el 

nitrógeno al igual que el carbono es uno de los nutrientes fundamentales en 

la formación del exopolisacárido producido como parte de la biopelicula por 

Enterobacter cloacae. (Papinutti, 2010) 

Lo anterior puede confrontarse con la literatura que indica que la 

cantidad de exopolisacárido en la biopelícula depende generalmente de la 

disponibilidad de sustrato de carbono y el balance entre el carbono y los 

otros nutrientes limitantes. (Sutherland, 2001; Xiao y col., 2010) 

 

El extracto de levadura es la fuente de nitrógeno orgánica que mostró 

mejores resultados, se obtuvo 16.51g/L, el doble de producto que con las 

concentraciones iniciales del medio. La mayor producción de 

exopolisacáridos microbianos en presencia de extracto de levadura ha sido 

reportada por otros autores. Mivervini y colaboradores obtuvieron 29.23g/L 

de EPS, utilizando una cepa de Lactobacillu curvatus; Liu y colaboradores 

obtuvieron 35.26g/L de EPS utilizando una cepa de Paenibacillus polymyxa; 

y el grupo de investigadores de Meng optimizaron un medio de cultivo para 

la producción de EPS por Morchella esculenta donde la fuente de nitrógeno 
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seleccionada por la mayor producción obtenida, fue el extracto de levadura. 

(Minervini y col., 2010; Liu y col., 2010; Meng y col., 2010).  

 

Entre las dos fuentes de carbono orgánicas, la diferencia de 

producción del exopolisacárido se debe a que la peptona contiene solamente 

proteínas, péptidos y aminoácidos, que además de ser utilizados como 

fuentes de nitrógeno pueden también ser utilizadas como fuentes de 

carbono, mientras que el extracto de levadura contiene vitaminas además de 

lo mencionado, proteínas, péptidos y aminoácidos. La presencia de estas 

vitaminas ofrece ventajas nutricionales y factores de crecimiento que pueden 

resultar en mejores actividades enzimáticas para el  microorganismo; dando 

como resultado la mayor producción del exopolisacárido.  

Lo anterior es soportado por los resultados mostrados con 

Streptococcus thermophilus LY03 en donde, el proceso de acumulación de 

exopolisacáridos, la cantidad y el tamaño de éstos están fuertemente 

influenciado por la fuente de nitrógeno del medio.  (Degeest y Vuyst, 1999).  
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CAPÍTULO 7 

 

 

CONCLUSIONES 

 

 

La producción de exopolisacárido (EPS) por Enterobacter cloacae se 

incrementa positivamente por la variación de fuente de nitrógeno en el medio 

de cultivo MSF-BE2.  

 

Las fuentes de nitrógeno orgánicas (extracto de levadura y peptona 

de caseína) proporcionaron mayores incrementos de EPS que las fuentes de 

carbono inorgánicas (nitrato de sodio y sulfato de amonio). 

 

La producción de exopolisacárido (EPS) por Enterobacter cloacae es 

afectada por la variación de las concentraciones de la fuente de carbono 

(maltosa) y nitrógeno del medio de cultivo MSF-BE2; siendo las 

concentraciones altas las que proporcionan mejores resultados.  

 

La mayor producción de exopolisacárido (EPS) por Enterobacter 

cloacae fue de 16.51g/L, valor dos veces más alto que el producido con las 

concentraciones iniciales del medio. Las concentraciones de fuente de 

carbono y nitrógeno que proporcionan este resultado fueron maltosa 25g/L y 

extracto de levadura 20g/L. 
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RECOMENDACIONES 

 

 

 

     El trabajo aquí presentado da pié para la realización de proyectos de 

investigación que completen el entendimiento del fenómeno de producción 

de exopolisacáridos producidos por Enterobacter cloacae.  

 

� Caracterizar las propiedades físicas y químicas del exopolisacárido 

producido por Enterobacter cloacae. 

 

� Determinar la composición y proporción de los azúcares presentes en 

el exopolisacárido obtenido, por Cromatografía de líquidos de alta 

resolución (HPLC). 

 

� Elucidar la estructura del exopolisacárido para conocer y entender sus 

propiedades físicas y químicas. 

 

� La optimización del proceso para la producción de exopolisacáridos 

por Enterobacter cloacae a nivel “Mesa Banco”, para indagar los 

posibles usos de los mismos en el nivel comercial. 
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Apéndice A 

Curva estándar utilizada para la cuantificación de azúcares reductores 

 

 

Para determinar la concentración de azúcares reductores en las 

muestras, se preparó una curva de calibración estándar. La curva estándar 

utilizada tiene un rango de concentraciones de 0.001 a 0.003M. (0.3g/L a 

1g/L) de maltosa.  

Las soluciones de maltosa para la curva fueron preparadas a partir de 

una solución madre de 0.01M.  

 

y = 0.7327x - 0.0294

R2 = 0.9933

-0.1

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentración (g/L)

A
bs

or
ba

nc
ia

 
Figura 14.  Curva de calibración para la cuantificación de azúcares reductores. 
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