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RESUMEN. 

La aplicación industrial de las gomas solubles microbianas en agua se basa principatmente en la 

capacidad de alterar las propiedades reológicas del agua y de formar geles. El bipo!ímero utilizado en 

este trabajo fue obtenido de cultivos de Rhizobium /oti, el cual es liberado al medio como 

exopolisacárido(EPS). Por lo que el obJetivo del presente trabaJO fue el de evaluar al exopolisacárido 

como posible sustituto de agar bacteriológico en medios de cultivo microbiológicos. 

La cepa utilizada fue Rhizobium loti obtenida de cultivos de raíces de Lotus corniculatus. La 

producción de! exopolisacárido se realizó en un medio de cultivo líquido óptimo para el crecimiento de 

\as cepas de\ género Rhizobium. En e\ medio de cultivo se utilizaron tics fuentes de carbono {man\toi y 

sacarosa). 

La evaluación del EPS como posible sustituto de agar se realizó preparando tres medios de cultivo, el 

medio de cultivo control (MC) y los medios experimentales (ME1 y ME2) en tos cuales se sustituye el 

agar bacteriológico por el EPS obtenido. El crecimiento bacteriano se evaluó por medio de cuentas 

viables según el método M11!es y M1shra, utilizando las siguientes cepas: Staphylococcus aureus A TCC 

6538, E. co/i ATCC 25923, Vibrio cholerae 01 /naba, Micrococcus luteus ATCC 9041 y Pseudomona 

aeruginosa ATCC 9027. 

Se utilizó un dinamómetro para determinar la fuerza de !os geles obtenidos, tanto para el agar 

bacteriológico solo, el EPS solo, agar soya tripttcaseína (MC) y para los medios experimentales (ME1 y 

ME2). 

La producción de EPS obtenida en el medio de cultivo usando como fuente de carbono mamtol fue de 

10 6gfl en peso seco y de 9.Sgf\ a partir de sacarosa. las cuentas viables que se obtuvieron en los 

medios experimentales ME1 y ME2 son muy similares con respecto a! medio control, así como también 

la morfo!ogia, tamaño y pigmentación de las colonias de todas ras cepas probadas. La fuerza del gel 

obtenida de !os geles experimentales (ME1 y ME2), así como del gel formado por el exopolisacárido 

solo, fue menor a la que se obtuvo del medio control. 

Los resultados indican que el exopolisacárldo obtenido de Rhizobium /oU usando manito[ y sacarosa 

como fuentes de carbono tienen la capacidad de formar geles y muestran un comportamiento adecuado 

para utilizarse como sustitukls_cfe agar bacteriOlógico en la industífa miCrobiofógica. 



1.0. INTRODUCCIÓN. 

La importancia del uso de agentes gelificantes, se debe principalmente a que los 

medios de cultivo sólidos han sido de fundamental importancia para la realización de 

investigaciones microbiológicas, desde finales de la década de los ochentas. <90
l 

Al aumentar los problemas de producción y cosecha de las algas marinas, también 

aumentan los problemas para obtener el agar bacteriológico con las características de 

calidad adecuadas para su uso, por lo que se ha visto la necesidad de utilizar 

sustitutos geiificanies en medios bacteriológicos; tal es él caso, de los polisacáridos 

microbianos, los cuales, al igual que los polisacáridos de algas, son de gran interés 

económico, y son producidos usualmente a nível industrial por fermentación de 

lote. (so.so} 

Cabe señalar que la obtención de biopolímeros microbianos, es un proceso que 

generalmente se inicia desde la obtención del microorganismo productor de 

polisacárido, de su hábitat natural; como puede ser el suelo y en algunos casos de 

plantas. 

En la agricultura, particularmente en los cultivos de leguminosas existen 

microorganismos bacterianos que le ayudan a fijar el nitrógeno atmosférico. La 

inoculación de leguminosas con Rhizobium y Bradyrhizobium spp se práctica 

comúnmente en todo el mundo para incrementar la producción de las cosechas de 

leguminosas sin la adición de fertilizantes químicos nitrogenados desde fines del siglo 

pasado. (1º·57
l 

Estos microorganismos producen polisacáridos de tres tipos distintos como son: 

polisacáridos extracelulares, estructurales e intracelulares. Los polisacáridos 

. bacterianos extracelulares (EPS) aparecen en dos formas, como una cápsula, 

denominado polisacárido capsular (CPS) o antígeno K, en donde el polisacárido esta 

íntimamente asociado con la superficie celular y puede unirse covalentemente. 
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En contraste, los polisacáridos liberados están mínimamente asociados con la 

superficie celular en forma de macromoléculas o polisacáridos extracelular."º·"·92
) 

Desde hace algunos años, la producción de polisacáridos microbianos por 

fermentación ha sido una alternativa para usarse en lugar de las gomas tradicionales 

obtenidas de plantas y algas marinas en la industria microbiológica, en la industria 

cosmética, así como en la industria de alimentos. Las bacterias del género Rhizobium, 

pertenecen a la familia Rhizobeacea que son conocidas por producir mezclas 

complejas de polisacáridos extracelulares (EPS), mismos que son recuperados del 

sobrenadante de los cultivos. Las cepas de crecimiento rápido son conocidas por su 

capacidad de excretar polisacáridos solubles (EPS) que causan una alta viscosidad en 

medios líquidos.c13
A

7
,
92

l 

Se ha reportado la capacidad de algunos microorganismos de producir 

exopo!isacáridos (biopolímeros), mismos que tienen las características de alterar las 

propiedades reológicas del agua modificando sus propiedades de flujo, así como de 

formar geles y películas; características por las que pueden ser utilizados como un 

posible sustituto de agar bacteriológico en medios de cultivo. Además se sabe que las 

bacterias de género Rhizobium de desarrollo rápido, como es el caso de Rhizobium 

fati tienen la capacidad de excretar polisacáridos solubles (EPS), que causan una alta 

viscosidad de soluciones acuosas; por !as ventajas de producción que presentan estos 

a diferencia de los obtenidos de algas, se propone el uso de estos para tenerlos como 

una alternativa más de uso de agentes formadores de gel en la industria microbiológica 

o para alguna otra área. 
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2.0 GENERALIDADES. 

2.1 Taxonomía de Rhízobíum. 

Las bacterias que forman nódulos en las raíces de leguminosas, en donde llevan a 

cabo el proceso de fijación de nitrógeno, son clasificadas dentro de los géneros 

Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium, que durante muchos años fueron 

agrupadas junto con las Agrobacterias y Phy/obacterias dentro de la familia de las 

Rhizobeaceas. El género Rhizobium fue aislado en 1888 por Beijerink de raíces 

noduladas y la estableció como el agente causal de la asimilación de nitrógeno 

atmosférico. Él propuso el nombre de Bacil/us radicícola para este organismo, pero 

fue rápidamente renombrado Rhizobium - del griego rhizo: raíz y bias: vida - por 

Frank en 1889."'·"·"·"l La clasificación taxonómica de las bacterias del género 

Rhizobium se muestra en la Tabla 1. En donde el nombre de las especies de los 

microorganismos en la mayoría de los casos corresponde a la planta hospedero que 

nodulan, sugiriendo que la simbiosis es un proceso específico de especie.(58
·
62

¡ 

Tabla 1. Clasificación de las diferentes especies de Rhizobium.'"l 

Especie de Rhizobium Planta(s) hospedero (s) 
R. meflloti Medicago, Me/1/otus y Trigonelfa spp 

R. !eguminosarum 
bv. V1ciae, Pisum, Vicia, Lathr,1rus y Lens spp. 
bv. TnfO!ÍJ T rifolíum spp , 
bv. Phaseofi Phaseolus vulgaris. 

R. Joti Lotus sop.(Lotus comicolatus, Lotus pedunculatus). 
R. huak1i Astragafus sinicus. 

R. ciceri Cicer arieticum 
R. sp. cepa NGR234 Leguminosas tropicales y Parasponia spp. (no leguminosa) 
R.tropici Phaseofus vulgaris, Leucaena spp. y Macrotilium spp. 

R. eW Phaseofus vu/garis 
R.aaleaae Gafeaa officinalis, G.orientalis 
R. fredii Glvcine max, G. soia v otras leoumimosas. 

B. japonicum Glycine max, G. so;a y otras leguminosas 

B. elkanit Gfycine max, G. soja y otras leguminosas 
Bradyrhizobium spp cepa Parasponia Parasponia spp no /P.Ouminosa 

A. caulinodans Sesbania spo (nodu/ación de tallos) 
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Además de estos estudios existen otros que han llevado a una clasificación taxonómica 

de estas bacterias basada en la interacción planta-bacteria y a su grado de desarrollo, 

reconociendo dos grupos distintos. El grupo de desarrollo rápido que incluye al género 

Rhizobium con ocho especies reconocidas, R. /eguminosarum, R. melí/oti, R. loti, R. 

ga/agae, R. tropici, R. huakii, R. etli, R. fredii y R. ciceri, aislada de Cicer arietinum 

y el grupo de desarrollo lento, que incluyen al género Bradyrhizobium contiene sólo 

una especie reconocida 8. japonicum. En la Tabla 2 se muestran las deferencias 

principales entre las cepas del género Rhizobium de desarrollo rápido y lento. 

Ultimamente se han reconocido dos nuevos géneros como son el género 

Azorhizobium con una especie, A. caulinodans, y el género Sinorhizobium con dos 

especies, S. fredii y S. xinjiangensis_ (25
) 

Tabla 2. Características principales de las cepas de Rhizobium de desarrollo rápido y 

lento. 12ªl 

CARACTERISTICAS DESARROLLO RAPIDO DESARROLLO LENTO 
Tiempo de generación < de 6 hrs. > de 6 hrs. 
Nutrición de Uso de pentosas, hexosas, Uso solamente de pentosas y 
carbohidratos. mono-, di- y trisácaridos. hexosas. 
Presencia de fiaaelos. Perítricos Suboolares. 
Localización del gen Plásmidos y cromosoma. Cromosoma. 
simbiótico. 
Resistencia intrínseca Baja. Alta. 
a antibióticos. 
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2.1.1 Características generales del género Rhizobium 

Las bacterias del género Rhizobium son bacilos gram negativos que miden de 0.5 

- 0.9 µm de diámetro por 1.2 - 3.0 µm de largo, son móviles ya que presentan un fiagelo 

polar o subpolar, o de dos a seis fiagelos perítricos. Son comúnmente pleomóriicos 

bajo condiciones adversas de desarrollo, no producen endosporas y se pueden 

desarrollar bajo tensiones de O, de 0.01 atmósferas. Su temperatura óptima de 

desarrollo va de 25-30ºC y su rango de pH va de 5.0 a 8.0"') 

Usualmente produce considerable polisacárido extracelular durante su desarrollo sobre 

medios que contienen carbohidratos. Las colonias son circulares, convexas, 

semitranslucidas, elevadas, mucilaginosas y van de incoloras a blancas (existen 

algunas cepas que producen colonias rosas), en medio con manito!, sales minerales y 

agar. Se observa un aumento de la viscocidad, la cual se desarrolla después de 2 -3 

días en los medios de cultivo líquidos en agitación.<") 

Todas las especies utilizan un amplio rango de carbohidratos como son: glucosa, 

sacarosa y manito!. También requieren de compuestos inorgánicos que contengan 

nitrógeno (NH3 y NO3). Algunas cepas además requieren factores de crecimiento como 

biotina y de otras vitaminas solubles en agua.'") 

Algunas cepas de Rhizobium tienen la habilidad de producir ácido, obteniendo un 

máximo de 2 - 3ml de ácido 0.1N por cada 100ml de medio líquido en 48hrs (Laird y 

West, 1938); esto se puede prevenir con un medio amortiguado con buffer, aunque el 

pH puede bajar hasta 6.8 después de 144 hrs. de incubación.''°· 25
) 

6 



2.2 Simbiosis Rhizobium - leguminosa. 

El proceso de simbiosis implica la interacción de plantas leguminosas con bacterias del 

género Rhizobium presentes en el suelo, esta interacción comprende desde el 

reconocimiento de la planta hospedadora por parte de la bacteria, la penetración de la 

bacteria a través de los pelos radiculares hasta las células de la corteza de la raíz y la 

formación de un tejido denominado nódulo. En este tejido, la bacteria es capaz de 

reducir el nitrógeno de la atmósfera, y proporcionarlo a la planta en forma de amonio, 

el cual es asimilado y transportado a las partes aéreas de la planta para su utilización. 

A este proceso se le ha denominado fijación biológica de nitrógeno, el cual permite el 

crecimiento de las plantas sin la necesidad de aplicar fertilizantes químicos 

nitrogenados aún en suelos que carecen de este compuesto. ('7) 

Se piensa que algunos polisacáridos de superficie de Rhizobium son importantes en el 

establecimiento de la relación simbiótica con plantas leguminosas. Ahora bien seria de 

gran utilidad saber cual de los polisacáridos es el más importante, ya que existen 

diversos polisacáridos que han sido descritos, como son: Exopolisacáridos (EPS), 

polisacáridos capsulares (CPS), lipopolisacáridos (LPS), etc. (33
-") 

En los últimos años se han hecho avances importantes con respecto a los mecanismos 

que confieren la especificidad Rhizobium-Leguminosa, usando enfoques 

multidisciplinarios en las áreas de biología molecular, genética, fisiología vegetal, 

citología y bioquímica. 

Durante los procesos de infección y nodulación, ambos simbiontes intercambian 

moléculas de bajo peso molecular. La planta huésped libera señales que estimulan la 

expresión coordinada de genes bacterianos que _ se requieren para la nodulación 

(genes Nod). Estos genes a su vez codifican para las enzimas involucradas en la 

síntesis de los "metabolitos Nod" que son oligosacáridos modificados, los cuales 

inducen cambios morfológicos en las raíces de las plantas. <
33

l 
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las estructuras químicas de estos metabolitos Nod son determinantes de la 

especificidad por el huésped de una bacteria dada. los inductores de los genes de 

nodulación que son liberados por las raíces de las leguminosas son de naturaleza 

flavonoide, pudiendo presentar varias estructuras que hacen distintos estos 

compuestos para cada planta. Los metabolitos Nod sintetizados por las bacterias, son 

oligómeros de N-acetil glucosamina con diversos sustituyentes. (9-
37

-"l. 



2.3. Polisacáridos. 

Puesto que una gran parte de los químicos y de los ingenieros químicos se hallan 

involucrados en algún aspecto de la ciencia o de la tecnología de los polímeros, 

algunos han dado en llamar a nuestro tiempo la era de los polímeros. En realidad, 

siempre hemos vivido en una era de los polímeros. Desde las primeras civilizaciones 

sudamericanas como la azteca ya utilizaban el caucho (Hevea brasiliensis) para 

fabricar artículos elásticos o impermeabilizar tejidos. (71
J Como podemos ver todos son 

en su mayoría polímeros y son importantes para !a vida tal y como !a conocemos. 

La palabra polímero se deriva del griego poli y meros, que signiñcan mucho y partes 

respectivamente. Algunos científicos prefieren usar el término macromolécula, o 

molécula grande, en lugar de polímero. Otros sostienen que los polímeros naturales, o 

biopolímeros y los polímeros sintéticos deberían estudiarse en cursos diferentes. Sin 

embargo, los mismos principios son de aplicación a todos los polímeros. Si se 

descartan los usos finales, la diferencia entre los polímeros, incluyendo los plásticos, 

las fibras y los elastómeros o cauchos, vienen determinadas principalmente por las 

fuerzas intra e intermoléculares y por los grupos funcionales presentes. (SOJ 

Los polímeros de hidratos de carbono son importantes en la industria alimenticia 

debido a la demanda de ingredientes funC!ona!es que imparten !as propiedades 

espesantes, formadoras de geles y texturizantes, y en la recuperación terciaria del 

petróleo, en donde las soluciones acuosas de polímeros reducen la capacidad de flujo 

del agua bombeada dentro de los pozos de petróleo aumentando así la eficiencia de 

contacto con el pe1róleo y su desplazamiento. En las industrias farmacéuticas y de 

pesticidas. Los polímeros son ingredientes necesarios para reemplazo de 

carbohidratos de aito y bajo peso molecular, particularmente en alimentos formulados 

con reducción de calorías.<45
,
79

.
93

> 
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2.3.1- Fuentes de obtención de los polisacáridos. 

Las gomas o hidrocoloides se pueden obtener de diferentes fuentes, ya que su 

producción se encuentra influenciada por sus condiciones ambientales de producción y 

desarrollo, por ejemplo: Variaciones de pH, temperatura, grado de humedad, presión, 

fuentes de nutrientes, tensión de oxígeno, etc. <30
> 

2.3.1.1- Sintéticos. 

Los polímeros sintéticos son principalmente usados en la industria de plásticos, 

algunos ejemplos de ellos son: Caucho, ebonita, fibras de rayón, poliéster alquídalico, 

plásticos de polimetacrilato de metilo, neopreno, elastómeros de polisulfuro, de 

estireno butadieno, de estireno-acrilonitrilo, de isobutileno-isopreno, polietileno de baja 

densidad (LDPE), polietileno de alta densidad (HOPE), siliconas, poliuretanos, 

policarbonato, entre otros.(71
) 

2.3.1.2. Semisintéticos. 

Entre los polisacáridos o gomas semisintéticos se pueden citar las celulosas 

modificadas como son: a) carboximetilcelulosa (CMC), b) metilcelulosa (MC), e) 

hidroxiet[!ce!u!osa (HEC), d) hidrox!propi!ce!u!osa (HPC), e) hidroxiprcpi!met[[ce!ulosa 

(HPMC), los almidones modificados, la pectina de bajo metoxilo y el alginato de 

propilenglico1.'30
> 
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2.3.1.3. Naturales. 

Los polisacáridos de origen natural son los más abundantes, ya que se pueden obtener 

casi de cualquier fuente<">; algunos ejemplos de ellos se enlistan a continuación: 

- Exudados de plantas: goma arábiga, tragacanto, karaya y ghatti. 

- Extractos de plantas: pectina y arabinogalactana. 

- Extractos de algas marinas: agar, alginatos, carragenina y furcelanas. 

- Semillas: goma guar, tragacanto y Psyllium tamarindo. 

- Cereales: almidón. 

- Origen animal: gelatinas.('º> 

- Origen Microbiano: Las gomas de origen microbiano son producidas por un 

amplio numero de microorganismos, tanto gram positivos como gram 

negativos. (92
l 

Se debe hacer mención de que algunos microorganismos tienen la capacidad de 

secretar más de un polisacárido diferente, en la Tabla 3 se enlistan las gomas de 

orígen microbiano más conocidas, así como tipo y fuente de obtención. 
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Tabla 3. Fuentes de obtención de polímeros o gomas comerciales. 

GOMA MICROBIANA TIPO MICROORGANISMO PRODUCTOR DEL POLISACARIDO. 
Dextrana Neutro Aerobacter aerogenes, Streptococcus bovis, 

viridans, Leuconostoc mesenteroides. t34
,
54

J 

Streptococcus 

Xantana (a) Aniónica Xanthomonas campestris, 
,, .,, ., 

Curdlan Neutro A/ca/igenes faecalis var. m•~""'enes." · ·Y•,, V/ 

Gelana (b) Aniónica Pseudomonas efodea ATCC 31451. ' ,,.,,,,,u¡ 

G!ucano de levadura de Neutro Saccharomyces cerevisiae. 
•.vv,,v¡ 

panificación. 
Pu!ulana Neutro Aerobasidium e_ullulans, Arthrobacter, Beiierinckia. . ·'º' 

A!qinato microbiano Pseudomonas aeruginosa, Azotobacter vinelandii ,.,u, .... _wJ 

Esc!erog!ucano (e) Neutro Sclerotíum a/ucanicum. 

Zanflo Erwínia tahitica. 
,,, 

Celulosa bacteriana Acetobacter xvfinum. ~, 

PS7 Beiierinckia indica var.11wxonenes (azotobacter indicus). 

PS10, PS21, PS53 Erwinia tahitica =, 
PS60 (b) Pseudomonas elodea. 1

~'
1 

S-119 Aarobacterium radiobacter A TCC 31643. lu-',""I 

S-130 Aniónlco Alcaligenes ATCC 31555. 
..J~,Ou,/.)) 

S-194 Atüónico Alcaligenes ATCC 31961. ,v~.~-•v, 

S-198 Afcalioenes ATCC 31853 :..J,,.., 

Levan (d) Acetobacter, Achrobacter spp, Aerobacter levanicum, Aerobacter 
aerogenes, Arthrobacter (corynebacterium) spp Azotobacter 
chroococcum, Azotobacter indicus, Bacillus subtilis, 
Phytobacterium vitrosum, Pseudomonas prunicola, Serratia 
kiíiensis, Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, 
Streptococcus salivarius, Xanthomonas 
campestris, zvmomonas mobilis. 1621 

pruni, Xanthomonas 

.. (a) La goma xantana tamb1en es conocida en comercial como: Keltrol, Kelzan o Rhodogel. 
(b) La goma Gelana y !a goma PS60, son sinonimos de !a goma Ge!rite utilizada como sustituto de 

agar. 
(e) El Esclerog{ucano también es conocido como Polytran en su forma comerciaL 
(d} La goma Levan es el mejor eJemplo de que algunas gomas microbianas son producidas por un 

amplio número de microorganismos diferentes, 

2.4 Biopolímeros microbianos 

Un biopolímero es una macromolécula que es obtenida a partir de microorganismos por 

lo que las proteínas, el ADN y los polisacáridos son algunos ejemplos importantes. 

Estos biopolímeros son a menudo producidos en condiciones ambientales especificas, 

o pueden funcionar como una reserva de carbono y/o energía. <
30

·
35

' 
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El Centro Cooperativo de Investigaciones (CRC) para los biopolímeros industriales de 

plantas ha sido formado para crear junto con expertos, otras disciplinas para la 

producción de polisacáridos de alta calidad con propiedades especificas tal y como 

establecen los requerimientos industriales. Para este fin, ya se cuenta en la actualidad 

con plantas piloto para producir polisacáridos con características especificas, ya sea 

para su uso como espesantes, emulsificantes, ge\ificantes, entre otros."'1 

2.5. Polisacáridos microbianos. 

Los polisacáridos son electrolitos aniónicos por virtud del grupo carboxilo (COO') y 

esteres de sulfato (S03) en sus grupos reactivos. ''º' 

La síntesis de polisacáridos extracelulares ha sido observada en ciertos cultivos 

bacterianos desde 1880. debido al incremento en la viscosidad de soluciones acuosas, 

lo que nos indica la liberación de los polisacáridos en forma lenta. 

Los polisacáridos pueden ser clasificados de acuerdo a su composición química y 

estructura. En esta clasificación, los oligosacáridos que se forman de un solo tipo de 

monosacárído se denominan homoglicanos; los que se forman de dos, tres o más 

monosacárídos son determinados heterogiicanos con prefijos de di-, tri-, y también 

designados con el número de los diferentes tipos de azúcares.'
54

' 

En los últimos tiempos, los avances tecnológicos en biología molecular han creado la 

posibilidad de manipular las características de los polisacáridos, y con estos avances, 

\os conoc\m\entos oe superficie celular han sido mejorados, aumentando sus 

aplicaciones comerciales. (4o,92
i 
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2.5.1. Distribución de los polisacáridos en los microorganismos. 

Los polisacáridos son constituyentes normales de todas las células microbianas, 

incluyendo bacterias, levaduras y mohos. Estos polisacáridos, que representan 

numerosas clases de compuestos, están presentes en forma importante en alguna o 

todas partes de la célula. Su localización puede ser dentro de la célula o fuera de la 

misma, en donde los polisacáridos proveen una base para su clasificación-1531 . 

La distribución morfológica de los polisacáridos es como sigue: 

Citoplasma: El glicógeno a menudo ocurre como una fuente de reserva de 

energia dispersa en solución a lo largo del citoplasma de bacterias y levaduras. 

Pared Celular: Los polisacáridos que se encuentran en la pared celular proveen 

forma, rigidez y constituye una barrera de protección bajo condiciones naturales que 

aparentemente son esenciales para la viabilidad celular. Algunos ejemplos son la 

mureina (compuesta por cadena no ramificadas con N-acetil glucosamina en forma 

alternada único derivado del ácido muramico), también se pueden presentar nuevos 

compuestos como los ácidos teicoicos, glucomananas, quitina, etc. 

Cápsula: La cápsula es una cubierta de elevada hidratación, un materia\ 

gelatinoso que se adhiere externamente a la pared celular. Los materiales capsulares 

pueden ser designados exocelulares. 

La cápsula no es esencial para la viabilidad celular, pero puede servir para 

preservar al microorganismo en su hábitat natural. 

Extracelular: En adición a la producción de polisacaridos que se encuentran 

como constituyentes de la estructura celular, algunos microorganismos también 

sintetizan abundantes cantidades de polisacáridos extracelulares que se dispersan 

libremente en cultivos fluidos y no atacan a las células microbianas. Los 

microorganismos que producen polisacáridos extracelulares pueden o ser 

encapsulados. 1531 
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2.5.2. Funciones de los polisacáridos microbianos. 

Los polisacáridos extracelulares probablemente protegen a los microorganismos contra 

varias condiciones ambientales adversas (Wilkinson, 1958). Por ejemplo, mantener un 

mínimo de humedad en su medio ambiente inmediato, principalmente en sitios donde 

hay baja humedad. También la cápsula asociada con el polisacárido extracelular 

provee una definitiva protección contra bacteriofagos, simplemente por servir como una 

barrera física. Este hecho fue sostenido por Maxted (1952) para Streptococcus grupo 

A. La cápsula también provee una protección parcial contra la fagocitosis y al ataque 

por amibas (Wilkinson, 1958).''" 

Se piensa que los polisacáridos extracelulares tienen funciones como la de 

acumulación de nutrientes, ataque a superficies, protección del medio ambiente, 

mantiene la tensión de oxigeno y patogenesis. Sin embargo, recientes trabajos 

muestran que este puede tener más papeles específicos, como en el caso de las 

interacciones planta-bacteria. <49
l 

Se han propuesto varias funciones para los EPS bacterianos. Estas pueden ser 

divididas dentro de cuatro grupos funcionales: 

a). - Como una barrera física: Protección a la desecación, depredación y 

sistema inmune - fijación del complemento, resistencia a toxinas, antibióticos y 

venenos. 

b). - Como una respuesta a la tensión ambiental: Secuestro e importación dé 

iones cargados, producción y poder de reducción. 

c).- Reconocimiento e interacción célula - célula: Simbiosis planta - bacteria, 

formación de nódulos y microcolonias, establecimiento de larvas invertebradas. 

d).- Adhesión y formación de biope!fculas: Inmovilización dentro de superficies 

ricas en nutrientes, disociación de reducción de nutrientes.<ª3l 
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2.6. Exopolisacáridos. 

Los exopolisacáridos (EPS) son polímeros de carbohidratos que son secretados por 

una gran variedad de bacterias. Estos pueden estar asociados con la pared celular o 

pueden estar relacionados fuera de las células en forma de limo extracelulari481 

Los EPS bacterianos pueden ser divididos en dos grupos basados en sus propiedades 

químicas y las condiciones bajo las cuales han sido sintetizados. Los 

heteropolisacáridos (y algunos homopolisacáridos) son generalmente compuestos de 

estructuras repetitivas y la mayoría son aniónicos. Los homopolisacáridos neutros son 

también comunes en bacterias. Las bacterias representativas de los gram positivos y 

los gram negativos producen leván (un homopolisacárido de fructosa) y una variedad 

de glucanos, que incluyen dextranas y celulosa.'"1 

El EPS es producido por la mayoría de las bacterias gram negativas. algunas de las 

cuales invierten cerca del 70% de su energía en esta producción. Consecuentemente 

algunas especies desarrollan rápidamente sobre medios de laboratorio después de 

producir el EPS.'"1 
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2.6.1. Proceso de obtención de exopolisacáridos microbianos a nivel 

de labOiatorio. 

Los microorganismos producen polisacáridos de tres tipos distintos: Extracelular, 

estructural y las formas Intracelulares. El desarrollo de los potisacáridos extrace/ulares 

se atribuye a la estructura gomosa de \as colonias bacterianas sobre un medie sólido o 

causan incremento de la viscosidad en un medio líquido. Especialmente en las 

fermentaciones a gran escala, el marcado aumento en la viscosidad que se produce a 

medida que aumenta la concentración de polisacárido origina que descienda la 

velocidad de agitación, lo que da lugar a una reducción en la eficiencia de 

transferencia de masa y poí le tanto a la formación de un polímero de calidad 

heterogénea. {Zo,601 

En un matraz erlenmeyer, al cual se agita mecánicamente (generalmente de 200rpm), 

de manera continua, mientras se agita produce un remolino en el liquido, sin que este 

moje el tapón de algodón del matraz y se forma en las paredes del mismo, por la fuerza 

centrifuga, una capa delgada del medio a través de la cual se produce la aireación por 

difusión. Los matraces con agitación de 250ml de capacidad contienen normalmente de 

25 - 60ml del medio, de manera que la profundidad que alcance se halla en proporción 

a la aireación que se desee, si bien los matraces de 100ml no suelen contener más de 

1Qrri! del medio de cultivo_<G7) 

La recuperación del polímero del caldo de fermentación implica la precipitación por 

tratamiento con solventes orgánicos, con una sal o con un ácido, La bacteria 

productora queda atrapada en el polímero que precipita y es también separada del 

caldo.t"l 
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Cuando la fermentación se termina, el cultivo generalmente tiene un pH cercano a 6.0. 

El líquido es diluido con 2.5ml de agua; después de agregar cloruro de potasio, etanol 

(u otro solvente), y cloroformo que se adicionan sucesivamente con agitación vigorosa 

para dar concentraciones respectivas de 1% (w/v), 30% (w/v), y 0.7% (w/v), basadas 

en el agua total. Después se deja reposar la mezcla por una hora para inactiva, a la 

bacteria, posteriormente se centrifuga para remover a las células bacterianas y se 

incrementa la concentración de etanol al 55% que causa la precipitación del 

polisacárido. (SSJ 

2.6.2. Producción de exopolisacárido (EPS) por Rhizobium. 

Las bacterias del género Rhízobíum presentan una relación simbiótica con la planta 

huésped. Aunque existen bacterias patógenas que también producen exopolisacáridos 

los cuales juegan un papel importante en la interacción con la planta. Algunos de estos 

son heteropo\isacáridos que contienen subunidades repetidas de monosacáridos 

principalmente, algunos otros son homopolisacáridos tales como, Alginato, Leván, 

Celulosa y Glucano. ('8J 

Las pocas especies de Rhízobíum productoras de EPS con una estructura de 

unidades repetidas se han dividido en dos rangos de peso molécular, un polímero de 

muy alto peso molecular (HMW) y un oligómero de bajo peso mo\écular, los cuales 

pueden ser obtenidos de él sobrenadante de los medios de cultivos.(") 

Estos polisacáridos pueden ser divididos dentro de dos grupos: Los polisacáridos de 

tipo I que son excretados por la especie de Rhizobium meli/otí y por Agrobacterium; 

están compuestos de O-glucosa, O-galactosa, ácido pirúvico y ácido succinico en un 

rango molar 7:1:1. Los polisacáridos de tipo II son excretados por las especies de 

Rhizobium /eguminosarum, R.trifolií y R.phaseolí, y esta compuesto de O-glucosa, 

O-galactosa, ácido D-glucuronico y ácido piruvico en un rango molar 5:1 :2:2.("J 
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Estas bacterias producen cantidades abundantes de heteropolisacáridos ácidos. Estos 

heteropolisacáridos son polisacáridos que contienen de 7, 8 o 9 residuos, y son 

similares en su composición a los producidos por otras bacterias gram- negativas. <47
l 

2.6.3. Aplicaciones de los exopolisacáridos microbianos. 

Los exopolisacáridos microbianos tienen gran uso en la industria, debido a su 

capacidad de alterar o modificar las propiedades reológicas de !as soluciones acuosas. 

Las soluciones resultantes pueden tener naturaleza newtoniana, pseudoplástica o 

tix.otrópica.(93
l 

En la Tabla 4 se enlistan los principales usos industriales de algunos polisacáridos 

microbianos y otras gomas conocidas, Los polisacáridos microbianos no están sujetos 

a variaciones en las condiciones climáticas. Además de la estabilidad en el suministro, 

otros factores favorecen a los polisacáridos microbianos. A menudo los polisacáridos 

microbianos sirven para productos comercia/es superiores a !os formulados con otras 

gomas.c59> 

Los polisacáridos son usados comercialmeí!te como espesantes, agentes para 

suspensiones, o estabi!izantes de sistemas acuosos. Pueden ser usados para producir 

geles y actuar como agentes floculantes, formadores de películas, lubricantes y 

reductores de la fricción. (59
J 

Tradicionalmente, el uso industrial de los polisacáridos ha sido derivado de fuentes de 

algas y plantas, pero en forma más reciente los polisacáridos microbianos se han 

incrementado en cuanto a su uso.<59
l 
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Tabla 4. Aplicaciones de polisacáridos. 

MERCADO Y APLICACIONES. PROPIEDADES. POLISACARIDOS. 
AGRICULTURA. 
- Pesticidas fluidos. Control de dirección en 

suspensiones. Goma Xantana. 
- Fertilizantes líquidos. Suspensianes. Goma Xantana, 
- Suplementos líquidos para comida. Suspensiones. Goma 

Xantana. 
Guar, Goma 

DETERGENTES. Antiredeposición, Carboximetilcelulosa. 
antisueJo. 

PETROLEO. 
- Limo para taladros. Viscosidad, suspensiones. Goma Xantana, Eteres de 

celulosa. 
- Favorece la recuperación de petróleo Viscosidad. Goma xantana. 
por polímeros fluidos. 

- Estimulacíón de fractura h\dráu\ica. Suspensiones, pérdida de Goma Hidroxipmpi! Guar, 
fluidez, reducción de la Hidroxietilcelulosa, Goma 
viscosidad por química Xantana, 
enzimática, rompimiento, Carboximetilcelufosa. 
cruzamiento. 

- Acidificación. Suspensiones, 
Estabilización de ácidos Goma Xantana 
fuertes a temperaturas 
elevadas 

PINTURA: 
- Industria de la venta de látex. Reología Hidroxietil celulosa, 
- Capas de recubrimiento. Suspensiones. Metilcelulosa, Biopolímeros 
- Recubrimientos industnales microbianos 

PAPEL. 
~ Uniones finales de encuadernación. Formación del pegado Almidón modificado, 

auxiliar derivados de goma guar, 
goma locust bean y goma 
karaya. 

- Capas de iecubrimlento. Reología. algina, 
carboximetilce!ulosa. 

- Tamaños de superficie. Formación de películas, 
perdida de agua, almidón, almidón 
Impresión. mOdificado y afgina. 

- Tableros oarticulados v corruaados. Pcnamento. 
FOTOGRAFIA. Recubrimiento Sulfato de celulosa de 

antiestático, extenslones. sodio. 
POLJMERIZACION. 
- Emulsiones Coloide protectivo, Hidroxietilcelulosa. 
- SusnPnsiones. susr.,::,.nsiones. Goma Xantana. 

GELES DESODORANTES PARA Geles estables. Carragenína. 
HABITACION. 
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2.6.4. Ventajas y desventajas de los exopolisacáridos microbianos. 

Las gomas obtenidas mediante procesos microbianos tienen ciertas ventajas respeGto 

de las que se extraen de fuentes naturales como son las de algas o plantas. En primer 

lugar su producción no depende de condiciones climáticas. contaminación o fallas en 

las cosechas. Por otra parte, los productos son menos susceptibles a variabilidad en su 

calidad y su producción puede ser controlada cuidadosamente.''·"' 

Las gomas microbianas tienen como principal desventaja su elevado costo. Esto se 

debe a que los procesos para producirlos son intensivos en capital y en energía y en 

general, debido a las elevadas viscosidades que se logran, la concentración en la que 

se pueden obtener es relativamente baja.''·21
' Además de que no tienen procesos 

industriales para su obtención, ya que es más barato obtener de otras fuentes, pero 

estas gomas microbianas pueden ser más baratas si se mejoran sus procesos de 

obtención y producción. 

2.7. Agar bacteriológico. 

El agar es un compiejo poiisacárido solubie en agua. De acuerdo a ia farmacopea de 

los Estados Unidos, el agar es un coloide hidrofilico extraído de ciertas algas marinas 

de la clase Rhodophyceae. Generalmente son producidos dos tipos de agar, uno de la 

especie Ge/idium y otro de la especie Gracilaria.'21
·") 

El agar puede ser obtenido de varios géneros y especies de algas marinas rojo­

purpuras, en donde este produce como un carbohidrato estructural de la pared celular 

y probablemente también cumple una función en el intercambio iónico y procesos de 

dialisis de la alga.'"l 
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Estas algas marinas son encontradas en zonas de más de 40 metros de profundidad. 

Se desarrollan más en áreas turbulentas y de marcada altura.'"> 

Trabajos preliminares sobre la estructura del agar muestran que este contiene dos 

componentes, uno que forma un fuerte gel denominado Agarosa (Agaran en 

nomenclatura preferente) y una fracción no gelificante denominada Agaropectina. El 

agaran (agarosa) forma una cadena lineal que es la imagen especular de las 

carrageninas iota ( ~ ) y kappa ( K ), miembros de las algas marinas rojas y esta 

compuesto de unidades repetidas alternadas de ~-O-Galactopiranisil y 3,6-Anhidro, a­

L-Galactopiranosil, unidas por enlaces 1 ➔3. '"·"> 

Las principales impurezas que pueden encontrarse en los agares comerciales son 

gomas no agar, compuestos nitrogenados (Proteínas), sales solubles e insolubles, 

azúcares libres, metales pesados y ocasionalmente almidón. El manito\ ha sido 

detectado en extractos metanolicos de agar.'"> 

El agar es de gran importancia en microbiología. El agar ideal es bajo en sustancias 

metabolizables o microbianas, detritus y esporas termorresistentes, tiene una 

temperatura de gelificación de 35-40ºC y una temperatura de fusión de 75-B0ºC;es 

relativamente insoluble en agua fría se disuelve en agua caliente, presenta una fuerza 

de gel adecuada para su uso en los medios microbiológico, resistencia, claridad óptica 

y estabilidad. En bajas concentraciones, el agar previene la entrada de oxigeno dentro 

de medios líquidos, por lo que es utilizado en la elaboración de cultivos de anaerobios 

viables en caldos expuestos al aire.(21
•
91

> 

Pocos organismos metabolizan el agar o elaboran enzimas agaroliticas, por ejemplo: 

Víbrio purpureus, Vibria agar/icuefaciens, F!avobacterium, Pseudomonas, 

especies de Cythophaga y ciertas Diatomeas son la excepción."'> 
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A 25ºC. el Agar de alta pureza es prácticamente insoluble en agua. Es ligeramente 

soluble en etanolamina y soluble en formamida. El agar es único entre los 

polisacáridos, ya que su gelificación ocurre a una temperatura por debajo de la 

temperatura de fusión del gel. La temperatura de fusión del gel de agar esta en función 

de su concentración y su peso molecular. Los geles de agar y agaroides con 1.5% de 

sólidos funden de 60 - 95ºC_(91 l 

La producción de agar de algas marinas muestra marcadas diferencias en su calidad 

basadas sobre las especies de alga, cepa, condiciones de cultivo y cambios climáticos 

en ei medio ambiente. La posibilidad de tener agares con buenas propiedades de 

gelificación es principalmente debido al tipo de algas marinas usadas, efectos 

climáticos y procesos de extracción. Algo que no ocurre en el caso de los biopolímeros 

de origen bacteriano. <ª5·ª6
> 

2.8. Sustitutos de agar. 

Desde Koch que lué el primero en introducir el agar como agente gelificante en medios 

bacterianos en 1882, este se ha convertido en el primer material para medios sólidos 

por todo el mundo. Sin embargo, el elevado costo y la reciente escasez han tenido más 

facilidad para el uso de sustitutos de agar en forma deseable.''·"·"l 

La calidad deseable de un agente solidificante para una medio sólido incluye solidez 

sobre un rango de temperatura de desarrollo bacteriano, resistencia a la digestión por 

bacterias, ausencia de sineresis, transparencia y la habilidad de formar un coloide 

reversible. El medio debe ser bastante firme pero que permita el uso de técnicas 

comunes tales como rayado de cultivos, placas y replicación. Además, esto es de gran 

importancia si el agente gelificante es relativamente barato y fácil de obtener.('°) 
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Idealmente un medio bacteriológico sólido debe cumplir con los siguientes factores: 1) 

Se pueden realizar pruebas abajo de 40ºC; 2) Poseen un declive a 37°C; 3) Muestran 

muy poca sineresis; 4) Forman una superficie firme para ser forzada mediante fractura; 

5) Desarrolla un soporte bacteriano que no posee efectos de promoción o inhibición del 

desarrollo; 6) Requieren un bajo peso o concentración en volumen por razones 

económicas y practicas. Todas las gomas semejantes al agar pero que no cumplen 

todas las especificaciones de esta definición son determinadas aqaroides. ''·"' 

De los sustitutos de agar bacteriológico conocidos se pueden citar, tas sales de K2
• de 

carragen ina, una alga marina conocida como Chrondrus crispus o lrish moss, ta 

goma getana y getrite producida por ta especie de Pseudomona e/odea, La goma 

xantana, obtenida de Xanthomonas campestris y ta goma PS60 entre 
otras. ¡22.26,33.41.so.1J.1s.soi 
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3.0. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GENERAL. 

♦ Evaluar la posibilidad de utilizar el biopolímero obtenido de Rhizobium loti 

como posible sustituto de agar bacteriológico en medios de cultivo microbiológicos. 

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES. 

♦ Obtención del biopolímero de Rhizobium loti, a partir de dos diferentes 

fuentes de carbono. 

♦ Evaluar el biopolímero como un posible sustituto de agar bacteriológico 

en un medio de cultivo control (ASD. 

♦ Obtener algunas propiedades físicas, tanto para el gel formado (punto de 

gelificación); como para el EPS obtenido (Punto de carbonización). 

♦ Determinar algunas de las características de textura del gel formado (dureza o 

fuerza del ge!). 
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4.0. METODOLOGIA 

El presente trabajo fue realizado en el laboratorio de Microbiología Industrial, ubicado en 

la planta baja de la Coordinación de Estudios de Posgrado de la Facultad de Estudios 

Superiores Cuautitlan,UNAM. 

La cepa bacteriana utilizada para este trabajo fue Rhizobium fati, el cual pertenece a la 

colección de la catedra de Rhizobiología. 

4.1 MATERIALES Y METODOS 

4.1.1 MATERIAL BIOLOGICO 

CEPAS BACTERIANAS 

► Rhizobium fati. 

► Staphy/ococcus aureus A TCC 6538. 

► Staphy/ococcus aureus A TCC 25923. 

► Escherichia coli ATCC 10536. 

► Vibrio cho/erae 01 /naba. 

► Micrococcus /uteus ATCC 9341. 

► Pseudomona aeruginosa A TCC 9027. 

4.1.2 MATERIAL DE CRISTALERIA 

► Cajas de Petri de 100 X 15 mm. 

► Cajas de Petri de 60 X 15mm. 

► Matraces Erlenmeyer de 500 y 1000ml. 

► Pipetas graduadas de 1, 5 y10ml. 

► Tubos de Kahr 

► Tubos de fondo redondo para centrifuga de 50ml. 
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4.1.3 REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO 

► Rojo congo. 

► Cloruro de sodio. 

► Cloruro férrico. 

► Extracto de levadura. 

► Sulfato de magnesio. 

► Fosfato de potasio dibásico. 

► Manito!. 

► Sacarosa. 

► Agar bacteriológico. 

► Carbonato de calcio. 

► Sulfato de manganeso. 

► Alcohol isopropilico. 

► Peptona de soya. 

► Peptona de caseína. 

► Agar soya tripticaseína. 

EQUIPO: 

► lncubador con agitación (New Bruns Wíck Scientific Co. lnc). 

► Centrifuga Sorvall (RC-5 Superspeed Refrigerated Centrifuge). 

► Incubadora. 

► Dinamómetro (Digital Force Gauge Shimpo FG-2.SR Japan). 

► Aparato de Fisher (Mel-Temp II lnc. USA). 

► Termómetro graduado 

► Potenciómetro. 
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4.2 DIAGRAMA DE FLUJO 

Producción y aplicación de EPS de Rhizobium loti 

Conservación, e identificación de Rhizobium Ioti 

Preparación del inoculo fl 
Preparación del preinóculo 

--..i Producción del EPS ~ 

Obtención del EPS por centrifugación 

Paquete celular 

Sobrenadan! 

Precipitación con alcohol isopropílico 

Secar el EPS a 60ºC 

t 
Purificación 

Dialisis con cambio de 
agua destilada cada 8 hrs. 

Evaluación como sustituto de agar 
~---1~ bateriológico en medios de cultivo 

Metodología descrita por Shungu 
et al 1983 

'----'-1 Determinación de la fuerza del gel 

'----"~ Determinación de propiedes fisicas 

Punto de fusión 

Determinación de proteínas por 

Bradford, Electroforesis y Microkendhal. 

\ Punto de gelificación 
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4.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL 

4.3.1 Conservación e identificación de la cepa bacteriana 

La cepa bacteriana fue sembrada en cajas petri con medio de cultivo rojo congo, el cual 

se utilizó para llevar a cabo la purificación de Rhizobium, el medio esta constituido por 

rojo congo 0.002gn; cloruro de sodio 0.26gll; cloruro férrico 0.1g/l; extracto de levadura 

1.0g/I; Sulfato de magnesio 0.76g/l; fosfato de potasio 1.66gll; manito! 20g/l y agar 

bacteriológico 20g/l. Una vez inoculadas, las cajas se incubaron a 30°C por 5 días. 

La identificación de la cepa de trabajo se realizó en base a las siguientes pruebas 

bioquímicas: 

1. Morfología bacteriana y colonial. 

2. Tinción de Gram. 

3. Motilidad. 

4. Reacción a la leche tornasolada. 

5. Producción de ácido. 

6. Nodulación en Lotus comicu/atus. 

7. Aislamiento de los nodulos de Lotus cornicu/atus. 
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4.2 Obtención del exopolisacárido 

Una vez realizada la identificación de la cepa bacteriana, esta se sembró en cajas petri 

con medio de cultivo base para el crecimiento del género Rhizobium compuesto por 

(cloruro de sodio 0.45 gil; cloruro férrico 0.15 g/I; extracto de levadura 1.5 g/I; sulfato de 

magnesio 1.01 g/I; fosfato de potasio dibásico 1.16 gil; sacarosa o manito\ 10 g/I y agar 

bacteriológico 15 g/I). Estos medios se incubaron a 30ºC por 5 días. 

Una vez crecida la bacteria se preparó un inóculo en 2 matraces Erlenmeyer de 1000ml 

con 300ml de medio de cultivo líquido. Estos matraces fueron colocados en un incubador 

rotatorio (equipo New Bruns Wick Scientilic Co. \ne) durante 3 días a 30ºC con agitación 

.constante de 200 rpm. Como se observa en la Figura 1. 

Figura 1. Incubación de Rhizobium /oti para la producción del exopo\isacárido en un 

incubador rotatorio. 
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Finalmente se prepararon 15 matraces Erlenmeyer de 1000ml con 300ml de medio de 

cultivo líquido optimizado, compuesto por (cloruro de sodio 0.26 g/I; cloruro férrico 0.1 g/I; 

extracto de levadura 1.5 g/I; sulfato de magnesio 0.4 g/I; fosfato de potasio dibásico 1.66 

g/I; sacarosa o manito! 10 gil; carbonato de calcio 1.5 g/I y sulfato de manganeso 120 

µmoles) a pH de 8.0; a los cuales se les agregó 10ml del inoculo anterior e incubados a 

30°C y agitación constante de 200 rpm durante 11 días, al término de los cuales se 

obtiene la máxima producción del biopolímero. 

Para producir el exopolisacárido se prepararon medios de cultivo liquidos,utilizando dos 

fuentes de carbono diferentes, las cuales fueron manito! y sacarosa a las mismas 

concentraciones (1.5%), manteniendo los demás componentes del medio de cultivo 

constantes, asi como las condiciones de temperatura y agitación. 

4.3 Aislamiento del exopolisacárido 

Al terminó del tiempo de incubación, el contenido de cada matraz fue diluido con agua 

destilada en relación 1:3 respectivamente y centrifugado a 20,000 g por 15 rnin. a 4°C en 

una centrifuga RC-5 Superspeed Relrigerated Centrifuge, ver Figura 2. El paquete celular 

fue separado del sobrenadante, al cual se le adicionó alcohol isopropílico frío en 

proporción 1 :3 respectivamente para precipitar al exopolisacárido. Finalmente se separo 

al exopolisacárido del alcohol isopropilico y se seco a 60º C en una estufa, para luego 

obtener su peso. 
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\ I 
Figura 2. Centrifuga con refrigeración, utilizada para la separación del paquete celular del 

sobrenadante que contiene al exopol,sacárido. 

4.3.1 Determinación de la cantidad de biopolímero obtenido a partir de 

dos diferentes fuentes de carbono 

Para obtener la producción del biopolímero a partir de las dos fuentes de carbono, se 

tomó un matraz Erlenmeyer que habia sido incubado por i 1 días, 30ºC a 200 rpm. Ei 

contenido se centrifugó, de acuerdo al punto 4.3 y se coloco el biopolímero en un papel 

filtro para finalmente secarlo a 60ºC y obtener la cantidad del biopolímero en gramos por 

litro de cada una de las fuentes utilizadas. 



4.4 Purificación del exopolisacárido 

El exopolisacarido obtenido fue dializado por 4 días con cambios de agua destilada cada 

8 hrs.y agitación constante. Al final se determinó la presencia de proteínas por la técnica 

de BradFord, Electroforesis y Microkendhal'"1. 

4.5 Aplicación del exopolisacárido como sustituto de agar bacteriológico. 

El estudio del exopolisacárído como agar bacteriológico se realizó mediante la 

metodología descrita por Shungu et al, 1983. La cual consiste en la preparación de 2 

medios de cultivo (Medio de cultivo control (AST) y los medios de cultivo experimentales 

(ME1 y ME2), los cuales contienen al exopolisacárido obtenido de Rhizobium loti a partir 

de las dos diferentes fuentes de carbono). 

4.5.1 Preparación del medio de cultivo control 

Se prepararon cajas con agar soya tripticaseina como medio de cultivo control (MC) que 

contiene peptona de soya 5gil; peptona de caseína 15 gil; cloruro de sodio 5gil; agar 

bacteriológico 15gil y agua destilada a un pH de 7.0. 

4.5.2 Preparación de los medios experimentales ME1 y ME2. 

Se prepararon caJas petri con los medio experimentales ME1 y ME2 los cuales contienen 

peptona de soya 5gil; peptona de caseína 15gil; cloruro de sodio 5gil; y agua destilada a 

un pH de 7.0, sustituyendo al agar bacteriológico por el exopolisacárido de Rhizobium 

Joti obtenido a partir de manitol(ME1) y sacarosa(ME2) como fuentes de carbono, a una 

concentración de 15 gil. 
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4.5.3 Realización de cuentas viables de acuerdo al método de Milles y 

Mishra. 

Se realizó la evaluación del crecimiento bacteriano por medio de cuentas viables, 

empleando para ello diferentes cepas bacterianas de intéres clínico como son: 

Staphylococcus aureus ATCC 6538; Staphylococcus aureus ATCC 25923; 

Escherichia coli ATCC 10536; Escherichia co/i ATCC 25922; Vibrio cho/erae 01 

/naba; Vibrio cho/erae /naba humana; Micrococcus luteus ATCC 9341 y 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. 

Las cuentas viables se realizaron por triplicado a partir de una suspención bacteriana 

igual al tubo 0.5 del nefelometro de MacFarland, inoculando varios tubos de ensayo con 

solución salina fisiológica estéril, como se ilustra en la Figura 3. De !os tubos con las 

diluciones 10"', 10"5 y 10,. se tomo 0.1 mi y se inocularon en cajas petri con agar soya 

tripticaseina (Medio control) y en los medios experimentales ME1 y ME2 haciendo un 

sembrado masivo con una varilla de vidrio en forma de "L" e incubando a 37°C por 24hrs 

Esto se realizó con todas las cepas bacterianas de interés clínico empleadas. 

¡ ml Diluciones logarítmicas 

~ ,......--,i,,.. ,,...........,_ ,,...........,_ ,,........,.._ ~ 

O DDDDLJC 
S . . "'----- ----~/ uspenc1on 10_1 '-----../ l0-6 
bacteriana 9ml de SSF estéril 

1ml 

Figura 3 Preparación de las diluciones logarítmicas, a partir de la suspención bacteriana 
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Una vez que se cumplió el tiempo de incubación se realizó la comparación morfológica y 

la pigmentación colonial. Finalmente se realizó el conteo bacteriano para obtener las 

unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml). 

4.5.4 Determinación de la fuerza del gel. 

Para determinar la fuerza del gel se prepararon cajas de petri de 60 X 15mm, las cuales 

se llenaron hasta el borde con una solución de agar bacteriológico unicamente, con una 

solución del exopolisacárido obtenido de manitol y sacarosa también solos; finalmente se 

prepararon otras cajas con el medio control (agar soya tripticaseina) y con los medios 

experimentales ME1 y ME2 con la composición ya antes descrita. Una vez preparados los 

geles, se determinó la fuerza del gel, con la ayuda de un dinamómetro (Digital Force 

Gauge SHIMPO FG-2.5R. Japan), ver Figura 4; a 25ºC y a una velocidad constante de 6-

7seg. En cada gel preparado se realizaron 5 determinaciones, para finalmente hacer un 

análisis estadist,co de los datos y obtener la fuerza del gel. 

Figura 4. Equipo utilizado para la determinación de la fuerza del gel (Dinamómetro) 
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4.5.5 Determinación del punto de carbonización. 

Se determinó el punto de carbonización en un aparato de Fisher (Mel-Temp II INC,USA ), 

mostrado en la Figura 5; para el EPS obtenido de manito! y sacarosa como las dos 

fuentes de carbono utilizadas y para el agar bacteriológico, para esto se llenaron varios 

tubos capilares con cada una de las muestras antes mencionadas y se colocaron en el 

aparato de Fisher, aumentando la temperatura gradualmente. Realizando 5 repeticiones 

por cada muestra. 

Figura 5. Aparato utilizado para la determinación del punto de carbonización (Fisher). 
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4.5.6 Determinación del punto de gelificación 

Se prepararon una serie de 3 soluciones al 1.5% en tubos de ensaye del exopolisacárido 

obtenido del medio de cultivo conteniendo manito!, del exopolisacárido obtenido del 

medio de cultivo conteniendo sacarosa, del agar bacteriológico, del agar soya 

tripticaseina (medio control) y de los medios experimentales ME1 y ME2. Estas 

soluciones fueron autoclaveadas por 15min a 15Ib de presión y a 121ºC y dejando 

posteriormente enfriar las mismas a temperatura ambiente, colocando un termómetro 

dentro de cada una para obtener la temperatura a la cual la solución se gelifica 

completamente (Figura 6) y así obtener el punto de gelificación para cada sistema 

preparado. 

Figura 6. En esta fotografía se muestra la manera en la que se determino el punto de 

gelificación. 
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5.0. RESULTADOS 

5.1 Conservación e identificación de la cepa bacteriana 

Después de realizadas las pruebas de identificación para Rhizobium /oti, encontramos 

que la prueba de la leche tornasolada es negativa en 31 dias, es una bacteria que 

presenta motilidad, gracias a la presencia de flagelos peritricos o subpolares como ya 

se ha descnto en la literatura; es un bacilo gram negativo ya que toma el color de la 

safranina, las colonias son blancas, convexas, opacas con produccción de un 

polisacárido extracelular, ver Figura (7). El aislamiento de Lotus corniculatus es 

positivo, al igual que la nodulación de corniculatus y la producción de ácido da positiva 

en 48 horas. í13
l 

Finalmente y después de la identificación de la cepa de trabajo, se conservó en 

refrigeración a 4ºC en placas con medio de cultivo base, para el crecimiento de 

Rhízobium loti. 

Figura 7. En esta fotografiase muestra las características morfológicas de Rhizobium 

loti 
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5.2 Rendimiento del exopolisacárido a partir de las fuentes de carbono utili~adas. 

De la producción del exopolisacárido observamos que el rendimiento para el medio de 

cultivo que contiene manito! como fuente de carbono fue de 10.6 g/1 en peso seco del 

exopolisacárido y que el medio de cultivo que contenia sacarosa como fuente de 

carbono solo proporcionó 9.45 g/1 en peso seco, por lo cual podemos decir que el 

manito! es la mejor fuente de carbono, para la producción en Rhízobíum lotí, aunque 

se sabe que también se pueden utilizar otras fuentes de carbono como son glucosa y 

sacarosa. La mayor producción con manito! se debe principalmente a que existe una 

mejor afinidad por parte de Rhízobíum latí hacia este carbohidrato <
13l 

5.3 Evaluación del exopolisacárido como sustituto de agar bacteriológico. 

De acuerdo a las cuentas viables obtenidas en UFC/ml para todas las cepas 

bacterianas utilizadas en los diferentes medios empleados se puede observar que no 

hay diferencias entre los medros experimentales ME1 y ME2 con respecto al medro 

centro\, excepto cuando usamos !as cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa 

y Víbrio cho!erae (tablas 5 y 6) esto se debe a que el exopolisacárido obtenido de R. 

latí, no presenta alguna característica de inhibición o promoción del crecimiento 

bacteriano, es decir, no altera las condiciones de crecimiento de las bacterias. 

Tabla 5.Cuentas viables del medio de cultivo control con respecto al medio 

experimental 1. 

CEPAS MC (UFCI mi) ME1 (UFC/ mi) 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 110x10"' 110x10"' 

Staphylococcus aureus A TCC 6538 1.9x10° 2 2 X 10"' 

Micrococcus luteus ATCC 9341 53 x: 10" 29 x. 10" 

E. coli ATCC 10536 3.9 X 10" 2.8 X 10º 

Vibrio cholerae 01 lnaba 19 X 10" 9.8 X 10v 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 600 X 10"' 350 X 10"' 

MC: Medio de Control (AST). 
ME1 · Medio con exopolisacárido obtenido con fuente de carbono manito!. 



Tabla 6.Cuentas viables del medio de cultivo control frente al medio experimental 2. 

CEPAS MC (UFC/ mi) ME2 (UFC/ mi) 

Staphy/ococcus aureus ATCC 25923 110x10"' 120x10e 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 160x10' 180x 10° 

Micrococcus futeus ATCC 9341 29 X 10" 38 X 10° 

E. co/í A TCC 10536 2.4 X 10ti 2.7x1Ci" 

Vibrio cho/erae /naba humana 44 X 10"' 32 X 10" 

E. co/í ATCC 25922 180 X 10t> 160x1D0 

MC: Medio de Control (AST). 
ME2: Medio con exopolisaGarido obtenido con fuente de carbono saca;osa. 

Como se puede observar en las figuras (8,9,10), el crecimiento bacteria~o es muy 
similar en casi todos los medios utilizados, también se observo que la morfología 
colonia! así como !a pigmentación de !as colonias bacterianas fueron semejantes en los 
medios de cultivo preparados. Vale la pena resaltar que estos resultados son solo el 
promedio de las repeticiones de las cuentas viables realizadas. 

Figura 8 Morfología colonial de $taphylococcus aureus, en los diferentes medios 
utilizados 
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Figura 9. Comparación morfológica de Escherichia coli en los diferentes medios 
utilizados. 

Figura 10. Crecimiento de Staphy/ococcus aureus en el medio de cultivo control 
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5.4 Determinación de la fuerza del gel. 

La fuerza del gel se obtuvo a partir del análisis de 25 resultados por muestra del gel 

formado, en libras, unidades que proporciona el dinamómetro, ver figura 4. Estas 

unidades fueron convertidas a gramos por centímetro cuadrado (gr/cm2) para 

finalmente obtener los resultados promedio mostrados en la tabla 7. 

Tabla 7. Determinación de la fuerza del gel para todos los medios utilizados. 

MEDIA DESVIACIÓN c.v FUERZA DEL 

(lb) ESTANDAR (%) GEL g/cm2 

(S) 

Agar 0.492 0.048 9.825 398.021-484.079 

Bacteriológico 

EPS (manito!) 0.139 0.010 7.194 115.641-133.570 

EPS (sacarosa) 0.114 0.006 5.263 96.816-107.573 

MC (AST) 0.695 0.042 6.043 585.377-660.678 

ME1 (manito!) 0.238 0.022 9.244 193.632-233.075 

ME2 (sacarosa) 0.267 0.014 5.243 226.800-251.900 

La fuerza de gel del agar bacteriológico es mayor que la del exopolisacárido obtenido 

tanto de sacarosa como de manitoi. La presencia de los nutrientes, aumenta la fuerza 

del gel en el caso de los medios experimentales, siendo aun menor que la del medio 

control, y observando que con el exopolisacárido obtenido a partir de sacarosa 

aumentaba, ver Figura 11a. Pudo notarse que en los geles de agar bacteriológico y de 

medio control, el gel se fracturaba, mientras que en el caso de los geles con 

exopolisacárido solo y los geles con nutrientes (ME1 y ME2) el gel solo se comprimía 

pero sin fracturarse, lo que nos índica que son mas elásticos, como se observa en la 

figuras 11 b, 11 c y 11 d. 
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Figura 11a. La gráfica muestra la fuerza del gel obtenida para las diferentes muestras utilizadas. 
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Figura 11b 

Aquí se observa la obtención de la 

fuerza del gel del medio experimental. 

Figura 11c 

Determinación de la fuerza 

del gel para et medio control. 

Figura 11d. Aspecto de las muestras de los geles al terminar la obtención de la fuerza 

del gel con el dinamómetro. 
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5.5 Evaluación del punto de carbonización. 

Dentro de las propiedades físicas que se realizaron, esta la determinación del punto de 

carbonización para el agar bacteriológico, para el exopolisacárido obtenido de manito! 

y para el exopolisacárido obtenido de sacarosa. Obteniendo los resultados mostrados 

en la tabla 8. 

Figura 12. Comparación del punto de carbonización del exopolisacarido, agar 

bacteriológico, con respecto al punto de fusión del cloruro de sodio. 

Se conoce que los compuestos de origen carbohidrato, no tienen punto de fusión, sino 

que presentan un punto de carbonización, que es lo único que se observó al realizar 

las determinaciones, ver figura (12). 
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Tabla 8. Determinación del punto de carbonización para el exopolisacárido obtenido de··· 

las dos fuentes de carbono, así como del agar bacteriológico. 

Agar bacteriológico Exopolisacárido obtenido Exopolisacárido obtenido 

de manito/ de sacarosa 

260ºC 230°C 265°C 

250ºC 218°C 270°C 

258°C 230ºC 273ºC 

260ºC 250ºC 280ºC 

254ºC 220°C 273ºC 

Promedio = 256.4 Promedio= 229.6 Promedio= 272.2 

s = 4.3358 s = 12.6806 s =5.4497 

C.V.= 1.69% c.v = 5.52% c.v. =2% 

limites (247.72-265.07) Limites (204.24-254.96) Limites (261.3-283.09) 

5.6 Determinación dei punto de getificación. 

Los resultados del punto de gelificación se muestran en la tabla 9. Haciendo una 

comparación entre las muestras utilizadas podemos observar que los medios 

experimentales tienen un punto de gelificación más elevados que el medio control, lo 

cual es una desventaja para su uso en medios de cultivo enriquecidos como el agar 

sangre, ya que los eritrocitos se lisarían a esta temperatura, y los medios que 

contienen ingredientes de naturaleza proteica. 

Tabla 9. Determinación del punto de ge/ificación, para los diferentes geles preparados. 

PUNTO DE 
GELIFICACIÓN 

Aaar bacteriolóoico 34-37°C 
F=PS (manito!) 52 -53ºC 
EPS (sacarosa) 53-54ºC 
MC (AST) 34-37°C 
ME1 (manito/) 52-53ºC 
ME2 (sacarosa) 53-54ºC 

4ó 



6.0 DISCUSION 

Cuando un microorganismo crece en un ambiente en el cual todos sus nutrientes 

esenciales están en exceso, estos nutrientes se transforman en los productos finales 

del metabolismo energético, en calor, o bien en los compuestos requeridos para la 

reproducción, para dar lugar a nuevas células. Estas dos categorías de compuestos 

requeridos para el crecimientos se conocen como metabolitos primarios, algunos de 

estos y los más importantes incluyen al alcohol y otros disolventes industriales, 

aminoácidos y otros ácidos orgánicos, nucleótidos, polisacáridos, grasas, vitaminas y 

enzimas , entre muchos otros compuestos. 

Un cierto número de programas de desarrollo industrial están investigando la 

posibilidad de reemplazar los polisacáridos de plantas y algas por compuestos 

microbianos. También está teniendo lugar. en la actualidad el desarrollo de nuevos 

procesos microbianos que utilizan polisacáridos. Los polisacáridos tienen un gran uso 

industrial, debido a su capacidad de alterar o modificar las propiedades reológicas de 

las soluciones acuosas. Las soluciones resultantes pueden tener naturaleza 

newtoniana, pseudoplástica o tixotrópica. El único polisacárido microbiano que ha 

alcanzado un nivel comercial y se sigue produciendo a gran escala es la goma 

xantana, producido por Xanthamonas campestris.53 

De acuerdo a los resultados obtenidos en la producción para las dos diferentes fuentes 

de carbono utilizadas, podemos decir que el rendimiento del biopolímero, aún es menor 

que la del agar bacteriológico, el cual se obtiene a partir de algas marinas, debido a 

que la elevada viscosidad del medio dificulta el proceso de obtención del polisacárido. 

Pero no se descarta la posibilidad de poder aumentar la producción del mismo por 

medio de procesos de fermentación en gran escala, apoyados además por 

modificaciones genéticas de la cepa de trabajo. 
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Las cuentas viables obtenidas en los medíos de cultivo experimental utilizados. 

tuvieron valores similares con respecto al medio de cultivo control, asi como las 

caracteristicas morfológicas de las colonias. por lo que se puede decir que el 

biopolímero obtenido a partir de Rhizobium Joti, puede ser una alternativa para 

sustituto de agar bacteriológico en medios de cultivo. Aunque faltaría hacer un estudio 

mas completo utilizando el polisacárido obtenido de Rhizobium loti como sustituto de 

agar en otros medios de cultivo, y utilizar otras metodología descritas para algunos 

polisacárido como la Carragenina y Gel rite. <50
,
73

l 

De acuerdo a íos ensayos de texiura de las muestras de biopolímero obtenido, se 

observo que el gel formado presentaba un comportamiento elástico, a diferencia del 

agar que presentaba fractura al realizar el ensayo de fuerza del gel, lo que pudo 

producir que fuera menor en los medios experimentales como lo muestra la gráfica. Sin 

embargo esto no descarta la posibilidad de poder utilizarlo como una alternativa de 

agar bacteriológico en medios de cultivo. 

El punto de gelificación de los medios experimentales, es bastante alto, por lo que no 

se podría utilizar en todos los medíos de cultivo en general, algunas excepciones 

serian el agar sangre, y otros medios de cultivo enriquecidos con prote[nas ya que las 

desnaturalizaría. 

NosotiOs píoponemos que se estudien más a fondo las propiedades fisicoquimicas del 

exopolisacárido , asi como el punto de fusión y el punto de gelificacion para el gel 

formado, sineresis. turbidez y otras pruebas de texiura, mediante parámetros 

reológicos, los cuales son mas exactos para poder obtener mejores resultados, con los 

cuales apoyar más su uso como agente gelificante en los medios de cultivo 

microbiológicos y poder introducirlo al mercado. 
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Para au,nentar la fuerza del gel para nuestro polisacárido proponemos que se hagan 

estudios adicionando cationes divalentes como son Ca .. , Mg .. , etc, cuando se 

preparen los medios de cultivo para la obtención del biopolímero. 80 

Otra propuesta es hacer estudios genéticos de la bacteria que produce este 

exopolisacárido, que en nuestro caso es Rhizobium /oti para aumentar la producción 

y el rendimiento del exopolisacárido y por lo tanto disminuir los costos de prouücción, 

los cuales actualmente son muy elevados. Esto se puede lograr apoyándonos de otras 

áreas, como son: ingeniería genética, bioquímica y biología molecular principalmente. 



7.0. CONCLUSIONES 

1. El rendimiento del polisacárido es menor en comparación al rendimiento que se 

obtiene de las algas marinas, pero hay que estudiar la posibilidad de aumentar el 

rendimiento por medio de la ingeniería genética y otras disciplinas. 

2. Todas las pruebas realizadas: como son fuerza del gel, punto de carbonización, y 

punto de gelificación nos dieron la pauta para comprobar si las características del 

polisacárido obtenido son las más adecuadas para ser usado en medios de cultivo 

como sustituto de agar bacteriológico, pero habría que apoyarnos con estudios mas 

completos, como es el caso de parámetros reológicos más específicos. 
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