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Resumen 

Se realizó una evaluación para determinar la capacidad de producción de 

exopolisacáridos (EPS) de Frankia, que produjo bajo condiciones in vitro en medio 

benzilaminopurina (BAP) a una agitación constante  de 180 r.p.m a 36 °C, se obtuvieron 58 

aislamientos inicialmente se preselecciono 29 donde se estudiaron finalmente a dos cepas de 

provenientes de los municipio de Pasto (Cnp1) y Tangua (Cnt12)  del Departamento de Nariño, 

las cuales fueron seleccionadas para los microensayos de fuentes de carbono y nitrógeno,  que 

evidenciaron mayor producción de EPS fueron glucosa, melaza, manitol y sacarosa. La fuente de 

nitrógeno que manifestó mayor crecimiento microbial fue en el medio con extracto de levadura, 

igual respuesta se observó en la producción de EPS. Los resultados obtenidos con los EPS 

previamente identificados en las pruebas de temperatura, emulsión y viscosidad, indican que los 

EPS obtenidos por las cepas de Frankia se muestran termorreversibles, pueden servir en la 

formación de emulsiones y que además tienen características viscosas y elásticas. En 

consecuencia, los EPS obtenidos en esta investigación pueden funcionar satisfactoriamente en 

procesos agroindustriales e industriales, siendo necesario investigaciones aún más detalladas; en 

relación a las propiedades funcionales se destaca el polímero Cnp1 producido por la cepa que 

lleva su mismo nombre, se destaca entre los estudiados en esta investigación por su viscosidad. 

Por lo anterior dicho, con esta cepa se realizaron las primeras aproximaciones de la formación de 

biopelículas empleando varias formulaciones con aditivos empleados en el desarrollo de 

recubrimientos y biopolímeros. En general las películas y recubrimientos comestibles obtenidos 
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fueron transparentes, cohesivos y homogéneos. Los biopolímeros con glicerol presentaron los 

mejores comportamientos.   
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Abstrac 

An evaluation was carried out to determine the production capacity of exopolysaccharides (EPS) 

of Frankia, which produced under in vitro conditions in benzylaminopurine (BAP) medium at a constant 

agitation of 180 rpm at 36 °C, 58 isolates were obtained initially where two strains from the municipalities 

of Pasto (Cnp1) and Tangua (Cnt12) of the Department of Nariño were finally studied, which were 

selected for the microassays of carbon and nitrogen sources, which showed the highest EPS production 

were glucose, molasses, mannitol and sucrose.The nitrogen source that showed the highest microbial 

growth was the medium with yeast extract in the three strains. The same response was observed in EPS 

production. The results obtained with the EPS previously identified in the temperature, emulsion and 

viscosity tests indicate that the EPS obtained by the Frankia strains are thermoreversible, can be used in 

the formation of emulsions and also have viscous and elastic characteristics. Therefore, the EPS 

obtained in this research can function satisfactorily in agroindustrial and industrial processes, being 

necessary to carry out even more detailed investigations; in relation to the functional properties, the 

polymer Cnp1 produced by the strain with the same name stands out among those studied in this 

research due to its viscosity. Therefore, with this strain the first approximations of biofilm formation were 

carried out using several formulations with additives used in the development of coatings and 

biopolymers. In general, the edible films and coatings obtained were transparent, cohesive and 

homogeneous. The biopolymers with glycerol showed the best performance.  

.  
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1. Introducción 

El desarrollo de la biotecnología en el mundo ha generado retos en la industria 

relacionados con la necesidad permanente de mejorar la productividad y la competitividad 

regional y nacional. El conocimiento en el uso de especies ha encontrado una creciente 

aplicación en los sectores industriales, proponiendo nuevos métodos de producción. Es por ello, 

que la inversión en biotecnologías es cada vez más relevante en el desarrollo económico y social 

del país.  

La posibilidad de obtener compuestos químicos de manera biológica se ha convertido en 

una estrategia de desarrollo tecnológico y ha sido entonces cuando los procesos biotecnológicos 

han empezado a ocupar un lugar de privilegio en la industria mundial.  

Los productos de origen microbiano se han empleado hace muchos años atrás en la 

historia de la humanidad, con el tiempo sus usos se han considerado como una fuente de 

sustancias renovables útiles tal y dentro de este grupo de compuestos se encuentran los 

biopolímeros con potenciales aplicaciones en muchos de los sectores de la economía. Hoy en día 

se sabe, que la capacidad de formación de una biopelícula no parece estar restringida a ningún 

grupo específico de microorganismos y se considera que, bajo ciertas condiciones, todos los 

microorganismos son capaces de formarlas, cuya matriz es un polimérico que constituye 

alrededor del 85% del volumen de cada una de esas unidades estructurales en la biopelícula 

(Lasa et al., 2005). 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 (Abbasi & Amiri, 2008), entre ellos se pueden 
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distinguir varias clases acorde a su estructura química: ácidos nucleicos, poliamidas, 

polisacáridos, poliésteres orgánicos, politioésterers, poliésteres inorgánicos, poliisoprenoides y 

polifenoles (Steinbüchel, 2001). 

Los biopolímeros presentan una estructura química y una composición compleja, por lo 

cual su síntesis química no es sencilla. A diferencia de los polímeros sintéticos, los biopolímeros 

son biodegradables y cada día se incrementa el número de aplicaciones en la industria 

farmacéutica, de alimentos, petróleo, entre otros, lo que respalda las razones del creciente interés 

para su producción (Lancheros et al., 2002). Los polisacáridos microbianos presentan varias 

ventajas si se los compara con los de origen vegetal o los producidos por algas, lo es la gran 

variedad de compuestos, mayor uniformidad en sus propiedades, pureza y características 

intrínsecas debido a que su biosíntesis que es muy específica. De igual manera, los 

microorganismos pueden sintetizar las primeras seis clases de polímeros (ácidos nucleicos, 

poliamidas, polisacáridos, poliésteres orgánicos, politioésteres) que se destacan por tener 

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

envase. Finalmente, y una de las cualidades que más impacto puede generar sobre este tipo de 

polisacáridos es que su producción se realiza a partir de una fuente renovable e inagotable que 

puede ser desarrollada bajo condiciones controladas y a bajo costo (Steinbüchel, 2001).  

Se ha identificado que las bacterias rhizobiales, presentan la habilidad de producir 

exopolisacáridos efecto asociado a las condiciones en las que viven y a la necesidad de asociarse 

a un hospedero con las que establecen relaciones simbióticas (Lancheros et al., 2002).  
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En este sentido, el presente estudio estuvo enfocado al estudio de los exopolisacáridos 

producidos por el actinomiceto Frankia sp.  (Rey, 2006). Frankia sp.  es un organismo complejo 

que presenta crecimiento pleomórfico, crece en forma de filamentos no aéreos con hifas septadas 

y ramificadas de 0,5 a 2 μm de diámetro, las cuales se diferencian en esporangios con aspectos 

irregulares que se desarrollan de manera, terminal, lateral o intercalada. Los esporangios 

contienen en su interior gran cantidad de esporas en estado latente, que germinan para formar 

hifas cuando encuentran condiciones ambientales adecuadas. Esta bacteria puede ser un saprofito 

de vida libre que se nutre de materia orgánica o vivir en relación simbiótica con plantas 

denominadas actinorrizas. Su hábitat se compone de sustratos como suelo, compost y desechos 

vegetales (Baker & Schwintzer, 1990). De manera asociada Frankia sp.  suple intracelularmente 

a la planta con nitrógeno combinado que es fijado a través de los nódulos y de retorno se le 

suministra fuentes de carbón, entre otros beneficios. Los nutrientes son intercambiados entre el 

hospedero y microsimbiote y controlados por la membrana del plasmalema derivado de la 

interface que proviene de microsimbiote (Jeong et al., 2004). 

Se sabe que como todos los microorganismos simbióticos Frankia sp.  durante el proceso 

de reconocimiento con el hospedero y durante la infección activa los genes nod asociados a la 

producción de flavonoides, como respuesta a ello la bacteria secreta exopolisacáridos 

produciendo la deformación y división de las células cordicales del hospedero, un importante 

paso para el desarrollo de los nódulos (Wolters, 1998). De igual manera, se ha reportado que una 

de las particularidades de este microsimbiote es la generación de polisacáridos de dos formas, a 

través de inclusiones intracelulares que actúan como material de reserva o reguladores, como por 

ejemplo se pueden mencionar al polihidroxibutirato (PHB) y la otra forma es como polisacáridos 



22 

 

 

extracelulares poli-hidroxialcanoatos (PHA´s), que se pueden encontrar como material 

mucilaginoso extracelular en forma de cápsulas (Benson & Silvester, 1993).  

En condiciones de laboratorio, Frankia sp.  produce exopolisacáridos (EPS) que son 

excretados al medio de cultivo, los cuales están compuestos principalmente por carbohidratos 

formados por homo y heterodímeros y pueden contener constituyentes orgánicos e inorgánicos 

(Fuentes et al., 2013). La producción de estos EPS en medio de cultivo han sido reportados en 

Frankia sp.  por diversas investigaciones (Schwintzer, 2012). De igual manera, se han 

desarrollado investigaciones asociadas a la hidrólisis de enzimas en cultivos puros para entender 

el proceso de descomposiciones de complejos componentes como la celulosa y la lignina Safo & 

(Torrey, 1988) que permite ampliar el entendimiento de la relación hospedero-microimbiote-

suelo, estudios enfocados al crecimiento del microorganismo in vitro o estudios asociados a 

mejorar la respuesta en la nodulación de la planta cuando emplearon polímeros retenedores de 

agua con cepas de Frankia sp., entre otros ( Rey et al., 2014; Ranganathana, 2018). 

Teniendo en cuenta el potencial de uso agroindustrial que puede ser obtenido a partir de 

estos subproductos generados por la bacteria en condiciones in vitro y los pocos estudios 

reportados de la composición y características del material mucilaginoso extracelular de este tipo 

de microorganismo, esta investigación pretende realizar las primeras aproximaciones de los 

exopolisacáridos producidos por el actinomiceto Frankia sp.  en bajo crecimiento in vitro en 

cultivo en batch. Para ello, se aislarán cepas de Frankia sp.  asociada a nódulos de Alnus 

acuminata de bosques de Nariño, seleccionando las cepas de mayor producción de 

exopolisacáridos en diferentes parámetros, finalmente se analizará la producción de 

exopolisacáridos obtenidos por fermentación discontinua de las cepas nativas de Frankia sp. 

https://www.google.com.co/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Christa+R.+Schwintzer%22
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2. Planteamiento del Problema de Investigación y su Justificación  

El desarrollo de polímeros sintéticos es identificado como un desarrollo importante del 

siglo XX, y su uso ha sido ampliamente expandido en la vida cotidiana. Los polímeros se 

producen principalmente a partir de fuentes de petróleo con funciones específicas (Valero et al., 

2013).  A pesar de las ventajas que estos productos generan, presentan desventajas asociadas a su 

alta resistencia a la corrosión, al agua y a la descomposición por parte de microorganismos, lo 

que los convierte en residuos difíciles de eliminar generando un impacto ambiental alto. Dada la 

versatilidad en el uso de este tipo de materiales, su consumo se ha incrementado, por lo tanto, el 

impacto en el ambiente.  

Con el uso de otras fuentes de obtención de polímeros que sustituyan los de origen 

sintético, se abre una línea de investigación que constituye un interesante y prometedor campo de 

acción. Los polisacáridos de origen microbiano son una solución por sus aplicaciones en la 

industria. Su uso se fundamenta en dos de sus características como lo son la capacidad para 

alterar las propiedades de flujo de agua y la posibilidad de formar geles. Frankia sp.  es un 

actinomiceto que produce polisacáridos que cumplen con dichas características (Rey, 2006).  

Los aportes experimentales y teóricos del presente trabajo, constituyen una potencial 

aplicación a esquemas actuales de producción de exopolisacáridos naturales de origen 

microbiano. Además, los resultados experimentales obtenidos representan un importante punto 

de partida en el estudio de la producción de biopelículas de exopolisacáridos generados por el 

actinomiceto Frankia sp.  desarrolladas a partir de los esquemas de bioprocesos que incluyen 

fuentes alternativas de bajo costo. 



24 

 

 

Todo esto, aporta al auge que encamina la investigación hacia el desarrollo de técnicas 

amigables con el medio ambiente, sostenibles, adaptables y económicamente viables a través del 

uso de materiales de origen biológico, disminuyendo el uso de empaques sintéticos no 

biodegradables.  

El actinomiceto Frankia sp.  que es una especie con potencial uso en la industria agrícola 

por su capacidad para fijar nitrógeno atmosférico tanto libre como en forma asociada con plantas 

actinorrizas, producción de ácido indol acético, productor de antibióticos y establecer 

asociaciones con otros organismos simbióticos, además es un microorganismo capaz de producir 

biopolímeros intra y extracelularmente que hasta el momento no está ampliamente estudiado en 

este campo.  

Dadas sus ventajas y la gran producción de estos polímeros en la industria, este estudio 

realiza las primeras aproximaciones a nivel de laboratorio sobre la producción de estos 

exopolisacáridos en función del rendimiento en fermentación en cultivo batch en función de 

promoción del crecimiento del este microrganismo. 
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3. Hipótesis y Pregunta de Investigación 

El actinomiceto Frankia sp.  es un microorganismo reconocido por su habilidad de fijar 

nitrógeno de manera asociada debido a la formación de nódulos con especies de plantas 

denominadas actinorrizas. El inicio de la simbiosis comienza a partir del reconocimiento 

microorganismo-hospedero a través de la detección de las proteínas flavonoides y betaínas que 

son secretadas por la raíz del hospedero y que permiten la activación de los genes nod en el 

microsimbiote. Los factores Nod son señales de exopolisacáridos que participan en la 

deformación de los pelos radiculares, polarización de la membrana, oscilaciones intracelulares de 

calcio y la iniciación de la división celular radicular para establecer el primordio nodular (Gage, 

2004). En condiciones in vitro, se ha detectado la formación de esos exopolisacáridos asociados 

a la composición de los medios (Rey, 2015), sin embargo, los estudios relacionados con la 

composición y posibles usos a nivel industrial no han sido reportados para este microsimbiote.  

Debido a la importancia del uso sostenible de productos de ecológicos, los 

exopolisacáridos con fines de producción de biopolímeros son una línea e investigación que 

cobra interés a nivel industrial por tal motivo, se amplían más los estudios que permita la 

obtención a menores costos a través del uso de microorganismos. 

 Por lo anteriormente expuesto, es necesario realizar los estudios que permitan describir, 

optimizar y caracterizar químicamente los exopolisacáridos producidos por las cepas de Frankia 

sp. En el presente estudio se considera la hipótesis: Al variar las condiciones de crecimiento in 

vitro y medio de soporte se estimulará la producción de exopolisacáridos de cepas nativas de 

Frankia sp.  para la producción de un biopolímero.  
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En este sentido, para este trabajo se plantea como pregunta de investigación ¿Cuáles son 

las condiciones de crecimiento in vitro que permiten la producción de mayor cantidad de 

exopolisacáridos de Frankia sp.  con el fin de hacer una aproximación preliminar al papel 

fisiológico desempeñado por el exopolisacárido producido?  
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4. Marco Referencial 

4.1. Frankia sp.  Brunchorst  

Frankia sp.  es un actinomiceto perteneciente a la familia Frankiaceae que presenta 

asociación simbiótica e induce la formación de nódulos radiculares fijadores de nitrógeno 

atmosférico en algunas angioespermas no leguminosas denominadas “actinorrícicas”, motivo por 

el cual se le han dedicados muchas investigaciones en todo el mundo.  

El primer reporte de simbiosis de Frankia sp.  en nódulos fue reportado por Woronin en 

1866, quien describió las vesículas y las hifas como un estadio del desarrollo de hongos y 

parásitos (Wolters, 1998). En 1988 el género de Frankia sp.  fue propuesto en por J. Brunchorst 

quien planteó que el nombre Frankia resurgiera en honor del microbiólogo suizo Frank A.B. 

(1839-1900), debido a que acuñó el término “simbiosis”, aunque, Brunchorst y Frank, 

consideraron a Frankia sp.  como un hongo (Lechevalier & Lechevalier, 1989; Wall, 2000).  

En 1987 Baker intentó hacer la primera clasificación sub-genética de las cepas de 

Frankia sp.  con base en su espectro de infección de hospedero. A través de ensayos de 

inoculación cruzada de diversos hospederos empleando como inóculo un macerado de nódulos y 

con cepas aisladas se definieron 6 especies del género Frankia sp.  de plantas actinorrizas 

diferentes, lo cual le permitió definir grupos de infección de hospederos. Posteriormente se ha 

probado que el grado de especificad de algunas cepas y de ciertas plantas es variable, aún dentro 

de un mismo género de plantas existe una variación en el establecimiento de la simbiosis 

(Bautista & Valdés, 2008). 

Es así, que Becking en 1974, clasificó a Frankia sp.  dentro del miembro de la familia 
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Frankiaceae del orden Actinomycetales, por el tipo de esporangios que presenta este 

actinomiceto. Posteriormente, Becking propuso 10 géneros (F. alni, F. elaeagni, F. brunchorstii, 

F. discariae, F. casuarinae, F. ceanothi, F. dryadis, F. purshiae y F. cercocarphi), basado la 

planta hospedara (Benson & Silvestre, 1993).   

4.1.1. Filogenia y Biodiversidad 

Todas las cepas de Frankia sp.  están clasificadas en un linaje separado de los 

actinomicetos Gram positivos de alta producción G+C (66-72%) con la siguiente posición 

jerárquica bacteriana (http://www.cme.msu.edu/Bergeys/taxonomyinfo.htlm): 

Phylum XXVI: “Actinobacteria” 

 Clase I: Actonobacteria 

    Orden VI: Frankiales 

     Familia: Frankiaceae 

           Género: Frankia.  

 

La definición taxonómica actual del género Frankia sp.  “es un grupo de actinobacterias 

fijadoras de nitrógeno (tanto en simbiosis como en vida libre), de lento crecimiento, 

heterotróficos, que poseen una gran versatilidad metabólica, netamente de actividades 

líticas; que poseen una pared celular tipo III, patrón de fosfolípidos PI, lípidos haponoides 

(bacteriohopanetetrol y bacteriopanetetrol fanilacetato monoéster) en su pared celular, así 

como el azúcar 2-O-metil-D-manosa” (Pawlowski & Bisseling, 1996). 

Se han realizado numerosos estudios de cepas haciendo un análisis de cada una de las 

características mencionadas anteriormente. Sin embargo, según (Bautista & Valdés, 2008) aun 

con la conjunción de los datos arrojados por los diferentes experimentos, existen varios aspectos 
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fenotípicos, genotípicos y ecológicos que no han permitido establecer una filogenia concreta y 

mucho menos la designación del nivel taxonómico de especies. 

Estudios de homología DNA-DNA realizados por Akimov & Dobritsa (1992) 

permitieron demostrar la existencia de una enorme diversidad dentro del género que va más allá 

de los 4 grupos de especificidad de hospedero. Con el avance en los estudios se han llevado a la 

formación de más de 11 especies genómicas, reportes que desafortunadamente han sido 

realizados de manera aislada, lo que ha dificultado su comparación para una clasificación más 

robusta (Acosta, 2004) 

Otros mecanismos de identificación se basaron en técnicas inmunológicas, con lo cual se 

agruparon algunas cepas de Frankia sp.  en diferentes serotipos (Lechevalier & Lechevalier. 

1990). De igual manera se analizaron propiedades bioquímicas como proteínas totales (Benson et 

al., 1983), manosa (Mort et al., 1983), azúcares totales (Laurent et al., 1987), actividades 

enzimáticas (Benoist et al., 1992), perfiles de ácidos grasos (Mirza et al., 1994) proteasas e 

isoenzimas (Bautista & Valdés, 2008). Paralelamente a los análisis anteriores, se inició el uso de 

análisis del genoma, se empleó la técnica de hibridación ADN-ADN, la cual se considera hasta el 

momento como el mejor criterio para definir especies en procariontes (Bautista & Valdés, 2008). 

Partiendo de análisis de un mayor número de secuencias y construcción de “árboles 

filogenéticos de genes del 16S rRNA de Frankia sp.  de los diferentes grupos de 

infección, permitieron establecer la filogenia del género, que es la más aceptada hasta el 

momento”. Se definieron cuatro grupos filogenéticamente congruentes: Grupo I: bastante 

diverso que incluye cepas infectivas en Myricacaceae, Betulaceae y Casaruarinaceae; 
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Grupo II: comprende cepas presentes en los nódulos de Rosaceae, Coriariaceae y 

Datiscaceae; el Grupo III: se referencia a aquellas cepas asociadas con Eleagnaceas y 

Gymnostoma; y el Grupo IV: formado por aquellas cepas llamadas atípicas que no son 

capaces de nodular ni de fijar nitrógeno, son cepas aisladas de nódulos de diversas 

plantas, aunque son nif- o no Alnus. Las cepas de los grupos I, II y III son cultivables in 

vitro y las del grupo IV ha sido identificadas a partir de análisis del 16S rDNA in situ 

(Wall, 2000; Graham, 2005) (Figura 1). 

Figura 1 

Grupos filogenéticos de plantas actinorrizas y de Frankia sp.  

 
Nota. RH: infección a través de pelos radiculares. IP: Penetración intracelular. sV: Formación de 

vesículas septadas en el nódulo. nsV: no forman vesículas septadas en el nódulo.  

Fuente: Wall (2000). 
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Con la gran cantidad de estrategias que se han aplicado y todos los datos que con ellas se 

han obtenido, se ha puesto de manifiesto la gran diversidad de las cepas de Frankia sp., (Bautista 

& Valdés, 2008) así como la influencia que, en algunos casos, sobre ella tienen la localización 

geográfica de sus hospederos, lo que ha conducido aparentemente al desarrollo de genotipos de 

Frankia sp.  con afinidades diferentes para el género de planta hospedera aun dentro de la misma 

familia de plantas (Benson & Dawson, 2007). 

4.1.2. Morfología y Fisiología  

Morfológicamente Frankia sp.  es un organismo complejo, presenta un crecimiento 

pleomórfico, crecen en forma de filamentos no aéreos con hifas septadas y ramificadas de 

“0,5 a 2,0 μm de diámetro, las cuales se diferencian en esporangios con aspectos 

irregulares que se desarrollan de manera, terminal, lateral o intercalad“. Los esporangios 

contienen en su interior gran cantidad de esporas en estado latente, que germinan para 

formar hifas cuando encuentran condiciones ambientales adecuadas (Pawlowski & 

Bisseling, 1996).  

Las hifas pueden diferenciarse para formar una estructura que constituye un rasgo 

sobresaliente de Frankia sp., las vesículas (Fontaine et al., 1984). Estas son estructuras redondas, 

de pared gruesa y su desarrollo es a partir del hinchamiento de las hifas ramificadas, su función 

es proteger a la nitrogenasa que se encuentra en su interior del efecto negativo del oxígeno (Carú 

et al., 2000) (Figura 2).  
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Figura 2 

Fotomicrografías de estructuras especializas de aislamientos de Frankia sp.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. Aislamientos crecidos en medio BAP libre de nitrógeno Microscopia óptica 100x. a. 

Producción de micelio b. Esporangio maduro. Cortesía Dra. Ana María Rey 

 

A mayor concentración de oxígeno en el medio la pared envolvente también aumenta y 

las vesículas se evidencian al microscopio con mayor refringencia (Valdés et al., 1991). Esta 

variación en el grosor de la pared sugiere un nivel específico de regulación del oxígeno en la 

vesícula que es dependiente del mismo oxígeno (Berry, 1994).  

In vitro al remover el nitrógeno del medio de cultivo, se induce la formación de las 

prevesículas que se forman después del 5to a 6to día, etapa denominada “fase oscura” (Murry et 

al., 1984), la cual no está asociada con la reducción de acetileno generado por la actividad de la 

nitrogenasa (Fontaine et al., 1984).  

La prevesícula se extiende con mayor frecuencia después de 2 h en el medio de cultivo 

libre de N e incrementa el tamaño cuando llega a la madurez (42-48 h) denominada “fase 

a b 



33 

 

 

brillante”, extendiéndose frecuentemente hasta alcanzar el máximo de la actividad de la 

nitrogenasa (Graham 2005). En vesículas jóvenes se observa la presencia de glicogen el cual 

suele disminuir con la madurez, efecto asociado a las altas demandas en el consumo de energía 

por la actividad metabólica (Murry et al., 1984) (Figura 3).  

Figura 3 

Desarrollo de vesículas de Frankia sp.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. a. Fase oscura, 5 al 6 día, formación de prevesículas 1.5-2 µm. b y c Fase brillante: 

formación de vesículas 8 día y madurez 2.5 µm. fuente. Fontaine et al. (1984). 
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4.1.3. Simbiosis y Formación de Nódulos 

Los nódulos son estructuras que se forma en la raíz como respuesta a la infección por la 

bacteria. Los nódulos actinorrízicos son perennes y tienen forma de estructuras coraloides con 

muchos lóbulos; cada lóbulo es una raíz lateral modificada. El tamaño de los nódulos varía con 

la planta hospedera y es muy común encontrar en el campo nódulos de 3 a 5 cm de diámetro 

Suharjo & Tjepkema (1995). En A. acuminata los nódulos están concentrados en los primeros 5 

cm del perfil del suelo, pueden medir hasta 6 cm de diámetro con tamaño, aspecto y distribución 

variable y formando grupos (Russo, 1989) (Figura 4). 

Figura 4 

Raíces de A. acuminata formando nódulos con Frankia sp.  

 

 

Los nódulos tienen internamente un color rojo a rosado intenso, este pigmento se debe a 

la presencia de hemoglobina, la cual se asocia con la fijación de nitrógeno y activación de los 

nódulos, su función está en controlar el oxígeno necesario para activar esta enzima (Tjepkema et 

al., 2002). 
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Estudios realizados por Christensen et al. (1991), permitieron evidenciar la producción de 

hemoglobina por Frankia sp.  asociadas a raíces de plantas de Casuarina y en Alnus a través del 

tratamiento óptico de espectros de absorción típicas de la hemoglobina y por el aislamiento de 

genes de hemoglobina de Casuarina. Para ello realizó una purificación por filtración en gel y por 

intercambio de iones, que mostró que la hemoglobina forma un complejo estable con el oxígeno 

y lo convierte en carboxyhemoglobina. 

En los nódulos actinorrízicos el tejido vascular se presenta en la parte central y las células 

que contienen la bacteria Frankia sp.  se encuentran en el córtex (Péret et al., 2007). Además de 

la estructura, también la ontogenia de los nódulos es diferente en las leguminosas; en estas el 

primordio del nódulo se forma en el córtex, mientras que en las plantas actinorrizas se forma en 

el periciclo, de manera que la bacteria tiene que atravesar casi todo el córtex de la raíz para llegar 

a las células nodulares(Obertello et al., 2003). 

El proceso de infección depende del tipo de hospedero, para lo cual se han planteado dos 

modelos: intercelular e intracelular. Para el caso de la infección de las células de Frankia 

sp.  que “se asocian a los pelos radiculares de especies como Alnus, Casuarina, 

Comptonia y Myrica, presentan un proceso intercelular en la epidermis y el córtex de las 

raíces” (Obertello et al., 2003) (Figura 5 y 6).  

Figura 5 

Proceso de formación de nódulos por microscopia de Luz (40x) 
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Nota. Cortesía: Ana María Rey Obando 

Figura 6 

Infección y desarrollo nodular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. Elaborado por Obertello et al. (2003) 

La invaginación por el plasmalema en el proceso de infección es similar al de las 

endomicorrizas y rizobios, formando el hilo de infección, producto de la ramificación y 
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encrespamiento del pelo radicular (Diouf et al., 2003). Posteriormente, en el proceso de 

infección se activan los genes nod debido a la producción de flavonoides en el hospedero, la 

bacteria secreta lipo-oligosacáridos produciendo la deformación y división de las células 

cordicales. Esta activación de genes nod es un importante paso para el desarrollo de los nódulos 

(Wolters, 1998).  

Después de la penetración, las hifas son rodeadas por la membrana de las células del 

hospedero, compuesta por celulosa, pectinas y hemicelulosas, proceso que ocasiona el 

desplazamiento del núcleo de la parte central del citoplasma celular. Las células de la 

hipodermis y el córtex se dividen en respuesta a la invasión de las hifas y forman el 

prenódulo (Diouf et al., 2003). 

Las hifas de Frankia sp.  penetran el tejido hasta el córtex, produciendo señales en las 

células de la raíz que deterioran el citoplasma y ocasionando que la pared celular colapse, 

posteriormente, colonizan las células sobre las que se desarrolla el primordio del nódulo e 

inducen la formación del nódulo maduro intracelular (Obertello et al., 2003). Este 

proceso ocurre de manera similar con las hifas que no penetran el pelo radicular (Van 

Cheleu et al., 2006). 

Cuando entra en las células de la planta inmediatamente Frankia sp.  se incrusta dentro 

de una capa a manera de pared celular envuelta por una matriz pectinosa que crea una 

encapsulación tubular. Frankia sp.  sigue su separación a través de las células dentro de 

estas zonas más profundas, donde continúa dividiéndose y creciendo hasta la formación 

del nódulo (Obertello et al., 2003). 
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Debido a que los nódulos son parte del sistema radicular de la planta, ellos al igual que 

las raíces individuales, tienen un tiempo de vida definido. En el aliso bajo condiciones del suelo, 

los nódulos radiculares raramente sobreviven más de diez años y continuamente durante la vida 

de la planta actinorriza, se forman nuevas raíces y nódulos. Wolters (1998), describe un 

promedio de frecuencia de formación de un nódulo de unos 3 años. 

Cuando los nódulos radiculares mueren las partículas de Frankia sp.  se liberan en el 

suelo, de este modo la senescencia y degeneración de los nódulos puede ser un factor importante, 

especialmente para cepas sp (-), ya que permite el mantenimiento de grandes poblaciones de 

Frankia sp.  en los ecosistemas del suelo y la rizósfera (Wolters, 1998). En el suelo, puede haber 

muchos mecanismos que contribuyen a la propagación de Frankia sp.  en un ecosistema, como 

los movimientos de agua en sedimentos húmedos o por la lluvia, transportando así, las esporas 

debido a su pequeño tamaño y abundancia (Reddell & Spain, 1991). 

Wall (2000) publicó un modelo para determinar el grado de especificidad entre la 

simbiosis Frankia sp.  y plantas actinorrizas. Las señales emitidas por la bacteria llevan la 

información para que la raíz inicie el proceso de deformación de pelos radiculares, esto es 

reconocido por el hospedero la señal es reconocida se induce desencadena la vía de transducción.  

Los receptores de la planta que se encuentran en la raíz reconocen la deformación del 

pelo y la simbiosis. La deformación de pelo radicular es necesaria pero no es suficiente para la 

nodulación que ocurre a través de la infección intracelular para plantas actinorrizas como Alnus, 

aunque no es necesario en otras actinorrizas como Discaria. El modelo, por lo tanto, propuso tres 

posibilidades que se dan después del paso de reconocimiento: A-C) Reconocimiento total entre 
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Frankia sp.  y especies de actinorrizas con optimas tasas de nodulación. D) Reconocimiento 

parcial: en este tipo de reconocimiento existe claves de compatibilidad entre aislamientos de 

Frankia sp.  y especies de plantas actinorrizas, pero con un retraso en la nodulación. E-F) Pares 

no compatibles. 

4.1.4. Hábitat 

Esta bacteria puede ser un saprofito de vida libre que se nutre de materia orgánica o vivir 

en relación simbiótica. Su hábitat se compone de sustratos como suelo, compost y desechos 

vegetales. De manera asociada Frankia sp.  aporta intracelularmente a la planta nitrógeno 

combinado NH4
+

 que es fijado a través de los nódulos y como retorno la planta le suministra 

fuentes de carbón en forma de carbohidratos solubles. Los nutrientes son intercambiados entre el 

hospedero y microsimbiote y controlados por la membrana del plasmalema derivado de la 

interface que proviene de microsimbiote (Jeong et al., 2004).  

4.1.5. Condiciones de Aislamiento y Características de Colonias 

Frankia sp.  puede ser aislada a partir los nódulos de las plantas a las que se asocia o a 

partir de la rizósfera viviendo de forma libre. Los aislamientos de Frankia sp.  del suelo son 

raramente realizados, para lo cual, se ha reportado el empleo de fuentes modificadas de carbono. 

Para lograr los primeros aislamientos, se utilizó agar glucosa asparagina que es un medio 

diferencial utilizado comúnmente para el crecimiento y manteniendo de actinomicetos (Murry et 

al., 1984; Carú et al., 2000). 
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Una de las razones que limita el aislamiento de las cepas a partir de nódulos es la alta 

contaminación generada por otros microorganismos. El endófito puede permanecer viable en los 

nódulos durante un largo período antes de su aislamiento, para ello debe ser mantenido en 

congelación a -20 °C y consérvalos en un desecante como la silica gel (Schwintzer & Tjepkema, 

1990; Sarma et al., 1998).  

Entre los métodos más utilizados para el aislamiento de Frankia sp.  se puede destacar la 

microdisección del nódulo, la filtración diferencial con gradiente de concentración de azúcar y 

centrifugación, y siembra directa del nódulo en medio líquido o semisólido, siendo este último el 

método más empleado (Benson et al., 2004; Bassi & Benson, 2007).  

En medio de cultivo sólido el crecimiento es muy lento, las colonias no forman micelio 

aéreo, las esporas y los micelios se dividen entre siete a diez días o más después de la siembra, 

reportándose la aparición de las primeras colonias a partir de la segunda a la cuarta semana, 

dependiendo de las condiciones nutricionales del medio (Figura 7).  

Figura 7 

Crecimiento en medio sólido de cepas de Frankia sp.  aisladas de nódulos de A. acuminata 
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La formación de los esporangios, de vesículas y la tasa de crecimiento se pueden ver 

afectadas por las fuentes nutricionales y condiciones in vitro, principalmente en medios sólidos 

(Rey, 2006). Para estimular el crecimiento de estas estructuras, se propagan en medio líquido 

bajo condiciones continuas y con una agitación de 180 rpm aproximadamente (Rey, 2015), lo 

que permite un crecimiento en menor tiempo y con mayor biomasa celular, debido a que no se 

acumulan metabolitos secundarios y la generación de mayor flujo de O2.  

Adicionalmente, bajo estas condiciones el conjunto de filamentos tiene el aspecto de 

copos de algodón y su principal característica morfológica es la formación de esporangios 

redondos, cilíndricos o irregulares. La formación de vesículas se puede inducir, al retirar la 

fuente de nitrógeno del medio de cultivo (Simonet et al., 1989) (Figura 8). 

Figura 8 

Cepas de Frankia sp.  crecidas en medio BAP 

 

 

La cinética de crecimiento en cultivo en batch, indica que Frankia sp.  presenta una fase 

lag con un tiempo de 2 a 4 días, que puede aumentar dependiendo de las condiciones 

nutricionales. La fase exponencial se inicia a partir del quinto día hasta el día 12 
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aproximadamente, la fase estacionaria es corta de 1 a 3 días; con la adición de fuentes de carbono 

se puede estimular el crecimiento diaúxico. La fase de muerte celular se extiende por un período 

de 3 a 6 días. Este crecimiento se debe a que el tiempo de generación de las cepas de Frankia sp.  

es mayor a 15 horas (Benson & Schultz 1990; Wall 2000). 

4.1.6. Fuentes Nutricionales 

Entre los criterios más relevantes a tenerse en cuenta en la selección del medio de cultivo 

y las condiciones para el aislamiento de Frankia sp.  están: (1) Algunos aislamientos son 

microaerofílicos y crecen mejor en medio estático en cajas de petri o en agitación en medio 

líquido. (2) El crecimiento es lento inclusive diferente entre las mismas cepas de Frankia sp.  

comparado con otros actinomicetos. (3) No todos los aislamientos presentan los mismos 

requerimientos nutricionales. (4) El óptimo de temperatura para su crecimiento oscila entre 25 a 

35°C. (5) Presentan una baja sensibilidad a antibióticos o fúngicos, motivo que permite ser 

incorporados en el medio (Lechevalier & Lechevalier, 1990).  

Nutricionalmente hablando, para el crecimiento de las cepas puede emplearse desde 

medios relativamente simples con fines específicamente para el mantenimiento, hasta medios 

complejos los cuales se emplean principalmente en la etapa de aislamiento y producción de 

biomasa y/o estimulación de la formación de estructuras especializadas; se ha encontrado mejor 

crecimiento en medios semisólidos (0,8 a 1% de agar) y líquidos con la adición de antibióticos 

como cicloheximida (300 µg/mL) y nistatina (10 µg/mL) que reducen la formación de los 

contaminantes (Lechevalier & Lechevalier, 1990).  
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Los medios de cultivo más empleados para el aislamiento, crecimiento y mantenimiento 

de aislados de Frankia sp.  se pueden mencionar: medio mínimo de propionato DMP (Baker, 

1982), medio Benzil amina purina (BPA) (Murry et al., 1984), Q Mod medio, Caseína hidrolasa, 

Bennett´s medio, Benson´s medio, HIML 3 medio. En estos medios se contempla como fuentes 

de carbono glucosa, propionato, peptona, caseína hidrolizada o fructosa, adicionalmente se 

emplean vitaminas y micronutrientes como estimulantes del crecimiento (Bassi & Benson, 

2007).  

La diversidad de estrategias para el aislamiento y caracterización que se han aplicado y 

todos los datos que con ellas se han obtenido, han permitido evidenciar la gran diversidad de las 

cepas de Frankia sp., así como la influencia que en algunos casos tiene sobre su aislamiento la 

localización geográfica y características ambientales de sus hospederos, lo que ha conducido 

aparentemente al desarrollo de genotipos de Frankia sp.  con afinidades diferentes para el género 

de planta aún dentro de la misma familia de plantas (Mastronunzio et al., 2008). 

4.1.7. Fuentes de Carbono 

Muchos factores influyen sobre la formación y desarrollo de este actinomiceto, como lo 

es la temperatura, el pH, fuentes de nitrógeno y de carbono. Las fuentes de carbono utilizadas 

por Frankia sp.  para el aislamiento, crecimiento y desarrollo incluyen los medios que contienen 

glucosa, propionato, ácidos grasos derivados del tween, succinato, malato y algunos ácidos 

orgánicos como el piruvato (Newcomb & Wood, 1987).  

Así mismo, se ha demostrado que el género utiliza los ciclos del ácido cítrico, del 

glioxilato y también realiza actividades enzimáticas de gluconeogénesis. En las cepas y en los 
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grupos de vesículas de Frankia sp.  se han encontraron enzimas como la glucoquinasa (Glucosa 

⭢ 6P, fosfofructocinasa (Fructosa 6P⭢fructosa 1,6-bisP FBP) y piruvato cinasa (Fosforilización 

a nivel de sustrato) que participan en la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas. El propionato es 

metabolizado por la conversión a succinato a través de la vía de la propionil CoA carboxilasa 

(Newcomb & Wood, 1987). Los cultivos de fijadores de nitrógeno muestran actividades 

específicas más altas de glucosa 6-fosfato y fosfofructoquinasa que en los cultivos crecidos en 

presencia de amoníaco (López & Torrey, 1985). 

Akkermans et al. (2011) reportaron aislamientos de Frankia sp.  que utilizaron como 

fuente de energía el piruvato, el acetato y el propionato. Ashraf & Saijjard (1987) obtuvieron los 

mejores crecimientos en los medios que tenían como fuente de carbono la solución de Tween-80. 

Haffez et al. (1984) evaluaron el crecimiento de dos cepas Frankia sp.  aislada de Alnus nitida 

bajo las fuentes de carbono acetato, propionato, butirato, piruvato, malato, succinato, glucosa, 

Tween-20 y Tween-80. Los resultados evidenciaron diferencias en la producción de proteína 

microbial en los medios con acetato, propionato, butirato, piruvato, Tween-20 y Tween-80 

estimularon el crecimiento de la cepa An 1, aunque la cepa An 2 sólo creció en acetato, 

propionato, por lo anterior es claro que los aislados presentan preferencias en el uso de fuentes 

nutricionales.  

4.1.8. Fuentes de Nitrógeno 

Frankia sp.  es una bacteria microaerofílicas cuando utilizan nitrógeno atmosférico (N2) 

como fuente de nitrógeno y son absolutamente aerobias cuando se les proporciona nitrógeno 

combinado, como el amonio y nitratos, así como varios aminoácidos como fuente de N para su 
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crecimiento in vitro. La asimilación del amonio producto de la fijación del N2 se lleva a cabo por 

el sistema glutamino-sintetasa, glutamato-sintasa (Huss-Danell, 1997).  

Está demostrado que los procesos de crecimiento y fijación de nitrógeno de Frankia sp.  

están estrechamente relacionados con la disponibilidad y estructura química de las fuentes de 

energía, aunque se requiere que el medio disponga de una fuente de nitrógeno para síntesis 

proteica microbial (Murry et al., 1984).  

4.1.9. pH y Temperatura 

Frankia sp.  presenta niveles de crecimiento en pH entre 4,5 y 8, valores de tolerancia 

altas para los organismos del suelo, con un óptimo de crecimiento en 6,5 (Burggraaf & Shipton 

1982). La respuesta de Frankia sp.  a la temperatura indica que es una bacteria mesófila, con un 

rango entre 28 y 36 °C. Algunos aislamientos crecen 37 °C y se presenta lento y bajo 

crecimiento a 15 °C. 

Analizando la capacidad de tolerancia al pH de los aislados, el crecimiento de cepas de 

Frankia sp.  fue evaluado a través del peso seco, las proteínas totales y el total de ATP, bajo 

condiciones de diferentes temperaturas y pH. La producción de la proteína fue el método más 

sensible para cuantificar el crecimiento microbial de Frankia sp., y fue seleccionado para realizar 

la evaluación periódica del crecimiento de Frankia sp. La temperatura óptima para el 

crecimiento de las cepas LDAgp1 y AvcI1 de Frankia sp.  fue de 30 °C, mientras que para la 

cepa CpI1 fluctuó entre 30 °C y 35 °C. No se observó crecimiento a 40 °C y se observó 

crecimiento a 10 °C, reportado por las cepas CpI1y LDAgp1 durante un período de crecimiento 

de 39 días. El rango de crecimiento de pH fue entre 6 y 8. El óptimo para cepa LDAgp1 fue entre 
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6,5 y 7, para las cepas AvcI1 y CpI1 estuvo cerca de 6,5. Se observó aumento de la biomasa en 

algunos aislados en el pH de 4.6 y por encima de 8 (Burggraaf & Shipton, 1982). 

Rey (2006) obtuvo el mayor crecimiento de las cepas de Frankia sp.  en pH de 6,8, con 

una tolerancia al nivel ácido (4,5). Murry et al. (1984), encontraron que él óptimo pH para la 

actividad de la nitrogenasa medida a través de la técnica de reducción de acetileno (ARA) y la 

cinética de crecimiento de Frankia sp.  fue cercana a un pH de 6,7 y que la mejor actividad de la 

nitrogenasa se presentó a pH de 8.  

4.2. Polisacáridos 

 Los polisacáridos “son polímeros compuestos de moléculas formadas por 

unidades simples y repetitivas de azúcares unidos por enlaces glucosídicos que pueden ser 

lineales o ramificadas. Se encuentra entre los glúcidos y cumplen diversas funciones 

especialmente en reservas energéticas y estructurales” (De los Ángeles, 2016).  Llegan a tener un 

peso molecular elevado, que depende de los residuos o unidades de monosacáridos que lo 

conforman (Saldarriaga et al., 2007).. Los polisacáridos son sustancias de gran interés en la 

industria y son clasificados de acuerdo a su función como reserva o estructural. Entre los 

polisacáridos de reserva son el almidón, el glucógeno y los dextranos. Los polisacáridos 

estructurales son la celulosa, los xilanos, pectinas, carragenatos y goma. 

En los últimos años, la preocupación de la contaminación ambiental a puesto de manifiesto 

la importancia del uso de compuestos biodegradables, a partir de materias primas de origen 

natural, combatiéndose en una mejor opción, dada las características que estos compuestos 
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cumplen desde el punto de vista ecológico. Los polímeros se pueden clasificar según su fuente, 

entre los más empleados comercialmente se pueden encontrar:  

4.2.1. Polisacáridos Vegetales 

Presentan variedad de composición química, propiedades y procedencia. El almidón, 

goma arábiga o goma garrofin, que constituye el tejido de almacenamiento más importante en las 

plantas, la celulosa y la pectina que cumplen una función protectora frente a infecciones 

microbianas. “Se obtienen a partir de semillas, exudados de plantas y subproductos vegetales” 

(Saldarriaga et al., 2007).  

4.2.2. Polisacáridos de Algas Marinas 

En general las algas poseen en su estructura varios compuestos que, dependiendo de la 

especie varia en composición química, estructural y nutricional, entre los compuestos están los 

fenólicos, carbohidratos, ácidos grasos, péptidos, glicolípidos y otros como el ácido acrílico y 

dicetonas (Mata, 2006). Los polisacáridos es uno de los compuestos principales de las algas 

principalmente en las algas verdes cumplen un papel similar que en las plantas dando mayor 

flexibilidad la cual es importante en la fuerza y movimientos a los que se encuentran sometidos 

en su medio ambiente (Peso et al., 2012).  
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4.2.3. Polisacárido de Origen Microbial  

Los productos de origen microbial se han empleados durante muchos años, actualmente, su uso se 

ha incrementado como una alternativa competitiva y amigable con el medio ambiente (Mata, 

2006).  

Los biopolímeros se dividen en aquellos basados en recursos renovables y degradables que 

cumplen los criterios y normatividades científicamente aceptadas como producto biodegradable 

o compostables (Saldarriaga et al., 2007). Teniendo su fuente, los biopolímeros que se emplean 

en la industria se han divido en tres subgrupos: polímeros basados en recursos renovables 

(celulosa y almidón), polímeros biodegradables basados en monómeros bioderivados como el 

aceite vegetal y ácido láctico obtenidos de las plantas y el tercer grupo y el que se enmarca 

dentro de esta investigación los biopolímeros sintetizados por microorganismos 

polihidroxialcanoatos (PHA). 

4.3. Polímeros Producidos por Microrganismos  

Los polisacáridos de origen microbiano se visualizan con gran interés en el campo 

industrial a nivel farmacéutico, alimentos y petróleo. Su uso se basa por dos características 

principales: la capacidad para alterar el flujo de agua y la posibilidad de formar geles (Lancheros 

et al., 2002).  

Algunos de esos biopolímeros cumplen la misma función mientras que otros son 

específicos de algunas especies y cumplen funciones biológicas distintas. Respecto a su 

localización celular, pueden estar intra y extracelular. Los biopolímeros de tipo 

polihidroxialcanoatos (PHA) son poliéster sintetizados por algunas bacterias que los acumulan 
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como reservas de carbono y energía en forma de gránulos intracitoplasmáticos, constituidos por 

unidades repetitivas de diferentes hidroxiácidos o mezclas de ellos. En la pared celular, sirven 

para fines estructurales y de protección entre ellos se encuentra los ácidos teicoicos (Nwodo et 

al., 2012).  

Los PHAs pueden ser sintetizados a partir de diferentes sustratos entre los cuales se 

incluyen los desechos agroindustriales de bajo costo, generando una gran diversidad de PHAs, 

dependiendo del microorganismo, la fase de crecimiento y el sustrato. Los PHAs tienen un alto 

grado de polimerización, con un grado de cristalinidad en el rango de 60 a 80% son activos 

óptimamente por un quinto carbono, isotácticos e insolubles en agua, características que los 

hacen muy competitivos con el polipropileno y otros plásticos derivados del petróleo (Valero et 

al., 2013).  

Fuera de la célula, los biopolímeros extracelulares son más abundantes, pueden adoptar 

una forma de capa cohesiva unida covalentemente, denominada cápsula o competentemente 

excretada en el ambiente como limo. Algunas veces estas cápsulas sirven como adherentes de las 

células a las superficies y pueden producirse en exceso, cuanto hay altas concentraciones de 

azúcares como reserva de carbohidratos pueden ser metabolizaos posteriormente (Femming & 

Wingender, 2010).  

En efecto, la estructura y funcionalidad de los de los EPS se han puesto en evidencia a 

través de los diferentes estudios, entre ellos, se incluye la adherencia de las células a las 

superficies, migración en agua subterránea, envoltura de protección contra predadores, 

protección de lavado o desecación en suelo como ocurre en bacterias del suelo, ataque de agentes 
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antimicrobianos de plantas o animales, protección contra ambientes salinos, bajas temperaturas 

como es el caso de comunidades que viven en el mar frio y otras comunidades marinas (Nwodo 

et al., 2012). 

El avance tecnológico ha permitido el descubrimiento de la utilidad de los polímeros 

bacterianos, lo que ha asegurado un gran número de aplicaciones industriales en todos los 

sectores. Uno de los factores de gran importancia está la biocompatibilidad inherente y la 

aparente naturaleza no tóxica de algunos de estos exopolisacáridos.  

4.3.1. Exopolisacáridos Microbianos 

Los exopolisacáridos (EPS) son polímeros heterogéneos, que contienen un amplio rango 

de carbohidratos, así como sustituyentes orgánicos e inorgánicos. Son identificados por su 

capacidad de producir soluciones viscosas en medio acuoso (Moreira et al., 2003).  

Los polisacáridos microbianos son sintetizados y secretados al entono o 

extracelularmente por enzimas ancladas en la pared celular. Se presenta una alta diversidad y son 

categorizados por su estructura química, funcionalidad, peso molecular y enlaces de unión 

(Margesin & Miteva, 2008). 

Los EPS están agrupados dentro de cuatro clases: polisacáridos, polianhidros 

inorgánicos (como los polifosfatos), poliéster y poliamidas. Están compuestos 

principalmente de “homopolisacáridos o heteropolisacáridos muy ramificados, entre los 

que se pueden encontrar pentosas o hexosas tales como, D-xilosa, D-ribosa, D-glucosa, 

L-ramnosa, Dmanosa, ácido D-glucurónico, D-galactosamina. Diversos EPS presentan 
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un alto peso molecular entre 1 x 105 a 3 x 105 Da, debido a las cadenas de 25 carbonos” 

(Mata et al., 2008). 

Algunos EPS son macromoléculas neutras, pero la mayoría son polianiónonicas debido a 

la presencia de cualquiera de los ácidos urónicos (siendo el ácido D-glucurónico el más común, 

otros como los ácidos D-galacturónico y D-manurónico han sido encontrados). Dentro de su 

composición se cuenta con la presencia de residuos inorgánicos como fosfato o sulfato, también 

pueden conferir un estado polianiónico.  

La composición y estructura se determina por su conformación primaria y la 

configuración secundaria ordenada suele tomar la forma de hélices; en algunos polímeros la 

cadena principal está compuesta por enlaces β-1,4 o β-1,3 que puede conferir una estructura 

rígida, como se ve en la cadena principal celulósica de xantano producido por Xanthomonas 

campestris. Otros enlaces en polisacáridos pueden producir estructuras más 26 flexibles, como 

los enlaces α-1,2 o α-1,6, encontrados en estructuras de dextranos (Nicolaus et al., 2010).  

Aunque la composición de EPS y las propiedades físicas y químicas de estos 

biopolímeros pueden variar mucho, los azúcares son el componente más abundante, 

representando entre el 40% al 95% de las sustancias poliméricas extracelulares, sin embargo, 

independientemente de los sustratos de carbono presentes en su composición, estos no parecen 

funcionar como reserva de energía y los microorganismos no pueden catalizarlos. La mayoría de 

las bacterias liberan la principal cantidad de EPS durante la fase estacionaria en un cultivo en 

crecimiento en el laboratorio (Nichols et al., 2005). 
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Según la funcionalidad se reconocen siete categorías: EPS constructivos o estructurales, 

absorbentes, tensioactivos, activos, informativos, redox-activos y nutritivos (Flemming et al., 

2007). A lo anterior, se suma los EPS involucrados en la resistencia a los bioacidas, en la 

arquitectónica que facilitan la retención de agua, en la protección celular y los que tienen acción 

tensoactiva que incluyen moléculas con comportamiento anfifílico.  

Los EPS constituyen hoy un campo de acción de gran importancia, dada la versatilidad 

de los microorganismos que pueden sintetizarlos con un número importante que utilizan fuentes 

renovables o residuos agroindustriales bajo condiciones controladas y con la posibilidad de la 

manipulación genética, que permite la obtención de productos con mejores propiedades 

funcionales e incluso mayor cantidad; adicionalmente, son más estables en condiciones extremas 

como el pH, la salinidad la temperatura, y uno de sus mayores beneficios que son 

biodegradables; todo ello, compiten de manera importante frente a los biopolímeros obtenidos a 

partir de plantas y algas, los cuales, presentan desventajas principalmente en la disponibilidad y 

la cantidad y propiedades requeridas, asociado a factores como la estacionalidad (Fuentes et al., 

2013; Öner, 2013). 

En la tabla 1 se describen algunos polisacáridos microbianos algunas características el 

organismo que los produce.  



Tabla 1 

Propiedades y atributos de algunos polisacáridos microbianos 

Microorganismo Polisacárido 

Peso 

molecular 

Tipo de polímero Monómero Aplicaciones Propiedades 

Leuconostoc 

mesenteroides  

Dextranicum, Acetobacter 

sp. 

Dextranos 106-109 

Ramificad, Cadenas 

cortas 

D-glucopiranosa 

Alimentos, industria 

farmacéutica.  

Alta estabilidad, soluble 

en agua, biodegradable, 

estable durante varios 

años, newtoniano. 

Pseudomonas aeruginosa, 

Azotobacter vinelandii 

Alginatos 

(0,3-1,3) x 

106 

Lineal 

D-manuronico 

D-glucurónico 

(4:1 a 20:1) 

Alimentos, medicina 

Capacidad gelificante, 

formación de film 

Xanthomonas spp Xantanos 

(2.0-5.0) x 

106 

Lineal con 

ramificaciones de 

trímeros acídicos 

(pentasacárido) 

D-glucosa (principal), 

6-oacetil-manosa, 

glucurónico, manosa y 

piruvato. 

Alimentos, industrial 

del petróleo, 

farmacéutica, 

cosmetología 

productos de cuidado 

personal 

Alta viscosidad. Estable 

en amplias temperaturas, 

pH y concentraciones de 

sal 

Rhizobium meliloti, Curdlan 5 x 104-2 x Lineal β- (1,3) glucano Alimentos, industria Habilidad de formación 
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Microorganismo Polisacárido 

Peso 

molecular 

Tipo de polímero Monómero Aplicaciones Propiedades 

Agrobacterium radiobacter 106  (polímero de glucosa) farmacéutica, 

remoción de metales 

pesado, aditivos 

concentrados 

de gel, insoluble en agua, 

comestible, no toxico, 

tiene actividad biológica. 

Acetobacter Celulosa ~ 106 Lineal o fibrosa β-glucosa 

Alimentos (fibras 

digestibles), 

biomédica. 

Insoluble en más de un 

solvente, alta resistencia 

a la tensión 

Alcaligenes faecalis Succinoglicano 5x103- 1 x 106  

Octasacáridos de 

glucosa y galactosa 7:1, 

unido a esteres de 

acetato, succinato, y 

ceto ácido del piruvato. 

Alimentos y 

recuperación de 

petróleo 

Alta viscosidad, estable 

en ácidos, propiedades 

pseudoplásticas que 

permiten una buena 

suspensión de polvos.  

Sinorhizobium meliloti, 

Gluconobacter hanseii 

Glucuronan 

6 X 104 – 6 x 

105 

 

Glucosa y ácido 

glucurónico 

Productos de cuidado 

personal 

Capacidad gelificante y 

de espesamiento  

Nota. Fuente Franco (2004), Nwodo et al. (2012)



4.3.2. Biosíntesis de Exopolisacáridos Microbianos 

Las diferentes clases de EPS se pueden distinguir basándose en el mecanismo de la 

biosíntesis y los precursores necesarios. La biosíntesis de EPS incluye tres fases principales: la 

asimilación de un sustrato de carbono, la síntesis intracelular del polisacárido y su secreción 

fuera de la célula (Mata, 2006). Las vías biosintéticas bacterianas comprenden captación del 

sustrato, por la vía metabólica central y la síntesis de polímero. Dependiendo del tipo de sustrato, 

puede ser tomado por la célula a través de un transporte activo o pasivo, este se cataboliza por la 

vía de la fosforilación intracelular o puede ser transportado y oxidado a través de la vía oxidativa 

periplásmica. Esta vía oxidativa solo existe en ciertas bacterias, mientras que la vía de la 

fosforilación intracelular se encuentra presente en todas las bacterias. Ambos sistemas han sido 

reportados en bacterias productoras de EPS y pueden funcionar simultáneamente si el sustrato 

está disponible. En el citoplasma, el sustrato se cataboliza a través del glicólisis y los metabolitos 

primarios formados se utilizan como precursores para la síntesis de pequeñas biomoléculas (por 

ejemplo, aminoácidos o monosacáridos) (Alvarado, 2015). 

La síntesis de polisacáridos requiere precursores activados que son ricos en energía 

como, monosacáridos, azúcares difosfato, principalmente nucleótidos (NDP-azúcares), los cuales 

se derivan de azúcares fosforilados (Saldarriaga et al., 2007). El mecanismo de biosíntesis de 

EPS depende del tipo de polisacárido. En el caso de homopolisacáridos (por ejemplo, dextrano, 

levano o mutano) la reacción de polimerización se produce debido a una glicosiltransferasa 

extracelular que es capaz de transferir una unidad de monosacárido desde un disacárido a una 

cadena de polisacárido creciente. En el caso de homopolisacárido o heteropolisacárido con 

unidades de repetición, el montaje de unidades de repetición tiene lugar en el citoplasma a través 
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de la acción de glicosiltransferasas específicas responsables de la transferencia continua de 

residuos de azúcar a un transportador lipofílico. Una vez formada la cadena de azúcares se 

procede a la secreción de EPS fuera de la célula, el cual es un proceso difícil para la bacteria, en 

la que los polímeros hidrófilos de alto peso molecular, se reúnen en el citoplasma para atravesar 

la envoltura celular (Alvarado, 2015). 

La longitud de los polímeros producidos y su eventual modificación química, es decir, 

reacciones de acetilación y piruvilación y la adición de sustituyentes fosfato o sulfato están bajo 

control genético y enzimático (glicosiltransferasas). En contraste con la amplia diversidad de las 

estructuras moleculares que se encuentran en los EPS, se han reportado las vías para su 

biosíntesis y exportación en la mayoría de las bacterias Gram negativas de seguir alguno de estos 

dos mecanismos: la vía dependiente Wzy, en la que la repetición de polímero la unidad se monta 

en la cara interna de la membrana citoplasmática y se polimeriza en el periplasma, y la vía 

transportador dependiente de ABC, en el que la polimerización se produce en la cara 

citoplásmica de la membrana interna (Nicolaus et al., 2010; Finore et al., 2014). 

Diversos estudios fisiológicos han revelado el efecto de factores tales como la 

temperatura, pH, oxígeno y la relación carbono/nitrógeno (C: N) sobre la disponibilidad de los 

precursores de nucleótidos de azúcar y por lo tanto sobre la producción de EPS. Sin embargo, la 

regulación de la biosíntesis de EPS es aún 30 muy poco conocida. Es necesario más 

conocimiento sobre la genética y la bioquímica de la biosíntesis de EPS para ser capaz de diseñar 

con éxito las propiedades de los polisacáridos mediante la modificación de la composición y la 

longitud de la cadena (Freitas et al., 2009; Finore et al., 2014). 
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4.4. Estado del arte del Exopolisacárido de Frankia sp.   

Bradley Moore del Instituto Oceanográfico Scripps, en el 2011 publicó en la revista 

Microbiología Aplicada y Ambiental, que el simbionte bacteriano fijador de nitrógeno Frankia 

sp.  es un microorganismo promisorio, debido a su capacidad de generar productos naturales, 

especialmente por ser microrganismo del suelo y su capacidad de vivir de manera libre y 

asociada con plantas actinorrizas y la interacción positiva que presenta con otros 

microorganismos del suelo. Entre los productos que han sido reportado, se encuentra la 

generación de pigmentos, agentes anticancerígenos, acido indol acético, flavonoides, producción 

de poli-b-hidroxibutirato (PHA), exopolisacáridos, fijación biológica del nitrógeno de manera 

libre o asociada, producción de antibióticos, entre otros productos que son útiles para la industria 

(Berry et al., 1989; Lechevalier & Lechevalier; 1990; Diouf et al., 2003).  

En este sentido, Bassi & Benson (2007) reportaron la producción de gránulos insolubles 

en la cepa de mediante imágenes por microscopia electrónica de transmisión Frankia sp.  Ccl3 

después de seis de crecimiento, los cuales según Tian et al., (2020) son gránulos de 

poli(hidroxibutirato) (PHB), los cuales son empelados como reserva de carbono y energía en 

condiciones de algún nutriente esencial para las bacterias, en el caso de Frankia sp.   

Al igual que los actinomicetos del suelo Frankia sp.  cumplen una función importante en 

la descomposición de residuos orgánicos y principalmente por la incorporación de nitrógeno en 

el suelo de manera libre o asociada. Entre los aspectos está la capacidad de producir y secretar o 

exudar de EPS (Cano, 2011). En su medio natural, por lo que, la producción de altos niveles de 

EPS permite a las plantas soportar mejor los entornos en los que vive; a nivel de suelo forman 
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agregados y alteran su porosidad la cual está directamente relacionada con la transferencia del 

agua en el suelo hacia las raíces. De igual manera, ayudan a mantener la película de agua 

requerida por la actividad fotosintética y el crecimiento de las plantas, mejora el proceso de 

aireación del suelo y la infiltración y cubrir y proteger a las raíces contra el ataque de 

fitopatógenos (Noumavo et al., 2016).  

Las investigaciones de los EPS producidos por Frankia sp., se han fundamentado 

principalmente para entender los mecanismos simbióticos, con sus hospederos, para lo cual se ha 

estudiado en gran cantidad los genes involucrados en las señales moleculares entre el hospedero 

y el microsimbiote que son determinantes en esta relación (Kucho et al., 2010). 

En este sentido, se ha determinado que la producción de los EPS, está altamente 

correlacionada con el proceso de reconocimiento y de infección de las células radiculares de 

especies como actinorrizas como Alnus, Casuarina, Comptonia y Myrica y Frankia sp.  (Diouf 

et al., 2003).  En este sentido se sabe que la comunicación bioquímica y molecular entre Frankia 

sp.  y el hospedero inicia con señalizaciones selectivas que estimulan o atraen a los organismos 

con los cuales se establecen, produciendo una liberación de exudados radicales ricos en 

vitaminas, azúcares, enzimas. La composición de estos exudados difiere entre especies de plantas 

y microsimbiote (Noel et al., 1984; Orozco, 1999).  

Burggraaf & Shipton (1983) y Cerémonie et al. (1999) reportaron inductores de la 

deformación de los pelos radiculares en el sobrenadante del medio de Frankia sp., sustancias 

activas que presentaron una alta concentración (10-5 M) con una biosíntesis similar a los 

flavonoides, aunque, según estos autores, diferente a la ocurrida en los factores NOD en la 
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interacción rizobios-leguminosas (Benson & Silvestre, 1993).  

Con el fin de estudiar la síntesis de polisacáridos en Frankia sp.  Lee et al., (2013) 

analizaron por q-RT-PCR la biosíntesis de azucares y EPS, obteniendo 28 genes relacionados se 

ha determinado que los EPS producidos por Frankia sp. Los autores concluyeron que la cantidad 

e EPS aumenta de forma independiente a la regulación transcripcional, a las condiciones de 

nutricionales y a la fase de crecimiento microbial. Los EPS reportados por estos autores fueron 

neutros, compuestos por D-glucosa, D- galactosa y D- manosa en relaciones 1:3:2, formando 

unidades repetidas de hexasacáridos con características muy similares al curdlan.  

En condiciones in vitro, se conoce la alta producción de EPS y taninos (Rey, 2015) que 

afectan de manera significativa los análisis genéticos. Para efectos de este estudio, precisamente 

estos productos se convierten en un atractivo importante. 
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5. Objetivos 

5.1. Objetivo General 

Obtener aislamientos de Frankia sp.  a partir de nódulos de Alnus acuminata con 

potencial de producción de exopolisacáridos y conocer la composición química y propiedades 

funcionales. 

5.2. Objetivos Específicos 

Para el desarrollo del objetivo general, se plantea realizar los siguientes objetivos 

específicos: 

1. Aislar, identificar y seleccionar cepas de Frankia sp.  productoras de exopolisacáridos. 

2. Seleccionar las cepas de Frankia sp.  de mayor producción de exopolisacárido bajo 

diferentes parámetros. 

3. Analizar y cuantificar la producción de exopolisacáridos obtenidos de cepas nativas de 

Frankia sp.  
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6. Materiales y Métodos 

6.1. Localización 

La investigación se realizó en el laboratorio de Investigación Grupo de apoyo a la 

investigación y desarrollo agroalimentario de la Facultad de Ingeniería Agroindustrial en la 

Universidad de Nariño ubicada en la ciudad de Pasto-Colombia.  

6.2. Objetivo 1. Aislar, Identificar y Seleccionar Cepas de Frankia sp.  Productoras de 

Exopolisacáridos 

6.2.1. Recolección de Nódulos 

Las muestras se recolectaron de raíces noduladas de Alnus acuminata H.B.K., nativos del 

Departamento de Nariño en los municipios de Tangua y Pasto (Tabla 2 y Figura 9), zonas que 

fueron seleccionadas por estar incluidas en proceso de reforestación dentro del proyecto 

“Incorporación de la especie Alnus acuminata H.B.K. en sistemas silvopastoriles para la 

producción ganadera sostenible del trópico alto Colombiano”, financiado por MINCIENCIAS 

año 2002. 

Tabla 2 

Información general de las zonas de recolección de las muestras en Nariño 

Propietario Municipio Vereda Finca Lote m.s.n.m 

Temp./ 

anual 
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Miguel 

Santacruz 

Pasto Tomboloma Itaipu 

Cercado 

alisos 

2760 12 °C 

Julio Omar 

Ramírez Tangua Cubijan Bajo 

Las 

Kuriquing

as 

Los alisos 3110 12.8 °C 

 

Figura 9 

Mapa de las zonas de recolección de nódulos de Alnus acuminata en Nariño 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Fuente: Gobernación de Nariño mapa, 2021 Fuente: Google Earth 

6.2.2. Clasificación de las Zonas de Influencia del Departamento de Nariño  

Las zonas de influencia de este estudio pertenecen al bosque andino ubicados entre los 

2300 y los 2900 m.s.n.m. y al bosque alto andino que se consideran como la franja comprendida 

entre los 2900 y los 3800 m.s.n.m. (Tovar & Rubio, 2001). Para describir las características 

generales de las zonas de influencia fueron consultadas en el estudio de clasificación de suelos y 
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zonificación general de tierras del IGAC (1985ab y 2000) y la clasificación según Holdridge 

(1996).  

El municipio Tangua en Nariño se encuentran ubicados en el piso altitudinal Montano, 

caracterizado por biotemperaturas medias entre los 8 y 18°C, precipitaciones de 500 a 1.000 

mm/año y una altura de 2403 msnm (https://es.weatherspark.com/y/20648/Clima-promedio-en-

Tangua-Colombia-durante-todo-el-a%C3%B1o). Esta zona de vida se conoce comúnmente como 

páramo. La formación de Usme fue en la época del Paleógeno en límites con el Neógeno; se 

distinguen dos partes: Una inferior constituida esencialmente por lodolitas con intercalaciones de 

capas de arenitas finas y una parte superior compuesta por arenitas de cuarzo de grano grueso y 

conglomerados de cuarzo. Presenta un relieve ondulado escapado, con pendientes complejas. Los 

suelos están formados a partir de materiales heterogéneos, localmente influidos por cenizas 

volcánicas y/o materiales orgánicos, presentan baja evolución, son generalmente superficiales y 

de baja fertilidad. Las condiciones climáticas y la localización geográfica hacen de estas tierras, 

áreas estratégicas para la conservación de las aguas, la fauna y la flora de los ecosistemas de 

páramo. 

El Municipio de Pasto se clasifica como bosque seco montano bajo (bs-MB), esta zona se 

caracteriza climáticamente por presentar biotemperaturas medias entre 12 y 18°C y lluvias 

inferiores a 1.000 milímetros al año; ocupa una franja altitudinal que va desde los 2.000 hasta los 

3.000 m. La evapotranspiración promedio anual en esta zona oscila entre 650 y 690 mm. Son de 

relieve plano a ondulado, con pendientes hasta del 12%. Los suelos formados a partir de 

materiales heterogéneos o con influencia variable de cenizas volcánicas, presentan baja 

evolución son generalmente profundos bien drenados y de fertilidad moderas.  
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6.2.3. Recolección de Muestras de Suelo y Raíces Noduladas en A. acuminata en Nariño  

La recolección de las muestras de los nódulos de A. acuminata fue acorde a lo planteado 

en la metodología de Peck & Melsted (1973) y Salinas & García (1985), teniendo en cuenta los 

siguientes criterios: muestra representativa de las raíces nodulas, evitar la contaminación, 

identificar la muestra con los datos de recolección y transportar las muestras al laboratorio lo 

más pronto posible (Figura 10).  

Figura 10 

Muestras recolectadas de nódulo de raíces de A. acuminata 

 

6.2.4. Lavado y Desinfección de Nódulos 

Debido la morfología irregular que presentan los nódulos de Frankia sp.  y garantizar la 

limpieza, se empleó la metodología planteada por Schwintzer & Tjepkema (1990) y Sarma et al. 

(1998). Con esto se pudo obtener nódulos libres de suelo y completamente limpios para ser 

macerados y/o sembrados en el medio de cultivo tanto líquido como sólido BAP. 
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Se realizaron lavados con dos soluciones: hipoclorito de sodio al 10% y peróxido de 

hidrógeno al 10%, adicionando estas soluciones en proporción 1:1 (25% del recipiente) y el resto 

con agua destilada hasta cubrir totalmente el nódulo y se llevaron a agitación constante durante 

media hora aproximadamente. Se realizó series continuas de lavados hasta contar con la total 

remoción del suelo. Posteriormente, se lavaron con abundante agua hasta la remoción total del 

hipoclorito y el peróxido de hidrógeno y se pasaron por una bomba de vació para retirar la 

humedad. Finalmente, se conservaron en frascos estériles con sílica gel y algodón, hasta su uso 

como lo indica en la (Figura 11). 

Figura 11 

Desinfección y conservación de nódulos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. a. Lavado de nódulos. b. Inmersión para desinfectar nódulo. c. Lavado en agua. d. 

Conservación de nódulos desinfectados. 

 

 a 
b 

c d 
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Los nódulos desinfectados fueron cortados en lóbulos, a partir de los cuales se procedió a 

macerarlos bajo esterilidad como lo indica en la (Figura 12). El producto macerado fue sembrado 

en medio sólido benzil amina purina (BAP) modificado por Murry et al. (1984), que contenía 

KH2PO4 mM, 7; K2HPO4 mM, 3.4; NH2Cl mM, 5; Napropionato mM, KH2PO4 mM, 5; MgSO4 

mM, 0.1; CaCl2 mM, 0.07; FeNaEDTA mM, 10 mg / 1; biotina, 450 μm/ 1 y oligoelemento 

(Anexo 1). 

Figura 12 

Macerado de cortes de nódulos para siembra y aislamiento de Frankia sp.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Los medios fueron llevados a incubación por un periodo de 2 a 4 meses, con vigilancia 

continua, hasta observar el crecimiento de las colonias. Durante este periodo se realizó 

seguimiento con anotaciones quincenales de las características macro y microscópicas de las 

colonias y de los aislados obtenidos. Se descartaron las colonias que presentaron contaminación. 

Las cepas presuntivas del género fueron resembradas en medio líquido BAP, con el fin de 

continuar su crecimiento y conservación (Figura 13).  
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Figura 13 

Aislamiento de cepas de Frankia sp.  en medio sólido (a y b) y liquido (c) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Con el fin de disminuir la contaminación asociado por el lento crecimiento que presentan 

las cepas de Frankia sp.  se adicionó en 5 ug/mL estreptomicina sulfato y nistatina como 

inhibidor de agentes contaminantes que no afecta el crecimiento de Frankia sp.  (Lechevalier & 

Lechevalier, 1990).  

6.2.5. Codificación de las Cepas de Frankia sp.  Aisladas 

Las cepas seleccionadas dentro del género fueron codificadas utilizando el sistema de 

clasificación planteado Lechevalier (1984), que contempla la asignación de código, resultado de 

la combinación de tres letras y un número consecutivo.  

Como primera letra se empleó la C de Colombia, la segunda letra por Departamento de 

recolección: Nariño: n. Como tercera letra la zona de recolección de la muestra dentro del 

departamento, seguido de numero seriales a las cepas que finalmente cumplieron con las 

características propias de la especie (Tabla 3).  

 

a b c 
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Tabla 3 

Codificación de cepas de Frankia sp.  aisladas 

C: Colombia 

n: Nariño 

Tangua (t) Cnt(n) 

Pasto (p) Cnp(n) 

n: Corresponde al número de cepas aisladas 

6.2.6. Crio-conservación y Activación de las Cepas  

Las cepas de Frankia sp.  fueron crio conservadas en el medio líquido BAP más glicerol 

(500 ul + 150 ul glicerol 10 %) y se mantuvieron en refrigeración a una temperatura 4 °C (Rey, 

2006), (Figura 14). 

Figura 14 

Crioconservación de cepas de Frankia sp.  
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6.2.7. Activación de las Cepas de Frankia sp.   

Para realizar todas las pruebas planteadas en el estudio, las cepas fueron activadas 

utilizando Erlenmeyer de 500 mL y medio BAP, denominado cultivo stock, con agitación 

constante a 180 rpm, una temperatura de 36 °C y pH 6,5.  

6.2.8. Identificación de Cepas Dentro del Género de Frankia sp.  

La primera selección de cepas se realizado teniendo en cuenta características propias del 

género de Frankia sp.  según lo descrito por Brunchorst (1886). Adicionalmente, se incluyó la 

capacidad de producción de exopolisacáridos. 

- Características macroscópicas: Se describió la morfología de las colonias como forma, 

color, forma del micelio y producción de EPS o geosmina. Se realizó registro fotográfico de las 

colonias por medio de Estereoscopio (Zeiss Stemi 305) para mayor acercamiento y en cámara 

común. 

o Formación de micelio no aéreo sobre medio sólido.  

o Crecimiento aerofílico y microaerofílico en medio líquido.  

- Características microscópicas: La caracterización microscópica se realizó por medio de 

tinción de Gram y tinción de azul de tripán, verificando la presencia o ausencia de esporangios 

multiloculares y esporas, hifas septadas y la formación de vesículas fijadoras de nitrógeno. 

o Producción de pigmentos: Corresponde a la formación de pigmentos intra y 

extracelulares 

o Color: R: Rojo, A: Amarillo, C: Café. B: Blanca.   

o Pigmentación: Presencia (+), Ausencia (-). 
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o Pigmentos celulares: Presencia (+), Ausencia (-). 

o Pigmentos solubles: Presencia (+), Ausencia (-). 

- Formación de EPS 

o Presencia (Si), Ausencia (No). 

o Color. Por reconocimiento visual se identificó color café y blanco translucido. 

o Elasticidad con asa: Alta, Media, Baja. 

o Cantidad: Alta, Media, Baja. 

6.3. Objetivo 2. Seleccionar las Cepas de Frankia sp.  de Mayor Producción de 

Exopolisacáridos Bajo Diferentes Parámetros 

6.3.1. Extracción y Determinación de la Cantidad de EPS Bajo Diferentes Metodologías 

Como se indicó a lo largo de este documento, los estudios relacionados con la producción 

de exopolisacáridos de Frankia sp., se han basado en el entendimiento de la interacción como 

microsimbiote, en este sentido, en bacterias que generan relación mutualista con plantas se han 

desarrollado sistemas que les permiten invadir y establecer infecciones en sus respectivos 

hospedadores, por ejemplo, los EPS producidos por rizobios cumplen funciones en la tención de 

O2 requerido para procesos relacionados con la actividad de la nitrogenasa (Jain et al., 1990). Es 

por ello que los estudios relacionados con los EPS para uso industrial generado por este 

microsimbiote, requirió que algunas metodologías debieran ser estandarizadas y validas con el 

fin de seleccionar las mejores respuestas dieran bajo las condiciones de laboratorio. 
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La evaluación para determinar la metodología que permitiera obtener la mayor cantidad 

de EPS bajo las condiciones de laboratorio disponible, se realizó con la cepa Cnp1, la cual fue 

seleccionada porque en su momento contaba con una alta producción de biomasa y baja 

contaminación. Se partió de un cultivo stock en Erlenmeyer de 500 mL, medio BAP, con 

agitación constante a 180 rpm y 36 °C. El análisis se realizó a los 15 días de crecimiento. 

Se partió de cuatro metodologías propuestas por Fuentes et al. (2013), Quesada et al. 

(1993), Alvarado (2015) y Lee et al. (2013), las cuales se describen de manera detallada en el 

anexo 2. Como se indica en la tabla 4, las metodologías presentan diferencias entre ellas 

específicamente en: el tiempo y revoluciones por minuto de la centrifugación y en la temperatura 

y forma de secado. 

Tabla 4 

Diferencia de las metodologías para la extracción de EPS 

Autor 
1era 

Centrifugación 

Tiempo 

(minutos) 

Concentració

n de etanol 

Temperatur

a etanol 

(°C) 

Decantado 

(Horas) 

2da 

Centrifugación 

Tiempo 

(minutos) 

Secado EPS 

Fuentes et al., 2013 5000 30 96% 4 24-48     
Temperatura 

ambiente 

Quesada et al., 

1993 

10000 60 96% 4 12 7000 10 Liofilización 

Alvarado, 2015 4300 15 96% 20 16 4300 15 Liofilización 

Lee et al, 2013 15000 30 70% 4 24 15000 30 
Temperatura 

ambiente 
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Adicionalmente, al análisis del rendimiento en gramos de los EPS, se analizó a la 

resuspensión el contenido de carbohidratos por absorbancia utilizando la metodología de Du 

Bois et al. (1956) (Anexo 4). 

Bajo un diseño completamente al azar con cuatro tratamientos (metodologías), una cepa y 

tres replicas por tratamiento, se realizó el análisis para seleccionar la metodología de mayor 

sensibilidad para la extracción de EPS de Frankia sp. Los datos se analizaron mediante el 

siguiente modelo: 

Yij= u + Ti + Eij 

En donde: 

Yij = Variable de respuesta del tratamiento (Fuentes et al., 2013, Quesada et al., 1993, 

Alvarado, 2015, Lee et al, 2013) repetición (j1,2,3): (exopolisacáridos, carbohidratos). 

u =   Respuesta media general. 

Ti  =  Efecto del tratamiento i 

Eij =  Error experimental 

La información recolectada en esta fase se procesó en el programa SAS. La comparación 

de medias se realizó según la prueba de Tukey (Tukey`s Studentized Range). 

Una vez analizada la metodología de extracción de los EPS, se realizó un segundo 

análisis con el fin de determinar y seleccionar la solución que permitiera recolectar y resuspender 

los EPS generados por Frankia sp.  en medio líquido, ya que el sistema de secado genera que 

adhieran al papel filtro. En este sentido se empleó tres soluciones:  
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- Etanol al 96%: el etanol permitió resuspender parte importante de los EPS solo durante 

los primeros minutos, debido a que por las características de evaporación que presenta el etanol, 

al paso de unos minutos disminuye la capacidad de resuspensión requerida y adicionar más 

cantidad, termina por deteriorar el producto.  

- Agua destilada: el agua no mostró ser una buena solución, ya que no se logró la 

resuspensión de los EPS.  

- NaOH: la solución de hidróxido de sodio al 1N, definitivamente fue la mejor estrategia, 

permitiendo recuperar el total de los EPS resuspendidos y adheridos al papel filtro (Figura 15).  

Figura 15 

Ensayos de resuspensión 
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Nota. a. EPS resuspendidos en NaOH 1 N, b. EPS resuspendidos en etanol al 98 %, c. EPS 

resuspendidos en agua destilada d. Microfotografía EPS suspendidos en NaOH. 

6.3.2. Selección de Cepas Productoras de EPS 

Con el fin de seleccionar las cepas de Frankia sp.  con mayor capacidad de producción de 

EPS, se realizaron microensayos analizando los siguientes aspectos: producción de EPS (g/mL), 

carbohidratos (µg/mL), crecimiento microbial proteínas (µg/mL) turbidez (NTU Nephelometric 

Turbidity, Unit) y humedad (%). 

Las 29 cepas de Frankia sp.  aisladas, que estaban conservadas en medio BAP más 

glicerol (500 ul BAP + 150 ul glicerol 10%) a una temperatura de -4°C, fueron activarlas en 

medio de cultivo stock en medio líquido BAP a 36°C con y una agitación constante de 180 rpm 

por un periodo de 15 días. Los microensayos realizados en frascos de 250 mL con 100 mL de 

medio líquido BAP y 5 mL de precipitado de células (Carú et al., 2000; Rey, 2006). Se 

realizaron tinciones en fresco con azul de tripán y tinción de Gram con el fin de verificar la 

pureza de las cepas y formación de estructuras. La evaluación se realizó a los 15 días de 

crecimiento (Figura 16). 

Figura 16 

Activación de cepas de Frankia sp.   
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Las evaluaciones realizadas en estos ensayos fueron las siguientes: 

- Producción EPS: Total de los EPS (g/100 mL) obtenidos en las diferentes cepas fueron 

analizados a través de la determinación del producto secado a 30°C hasta obtención de peso 

constante (Lee et al., 2013). Todas las muestras se realizaron por triplicado. 

- Determinación del contenido de carbohidratos (Du Bois et al., 1956): Esta técnica 

consiste en realizar a la muestra de carbohidratos una deshidrogenación seguida de una catálisis 

ácida utilizando como reactivos fenol y ácido sulfúrico concentrado para formar compuestos 

heterocíclicos coloridos que son derivados del furano, por lo que al presentar color se pueden 

analizar mediante espectrofotometría UV a una longitud de onda de 492 nm. Para el tratamiento 

de la muestra se realizó una solución madre. Previamente se realizó una curva de calibración con 

un stock de glucosa y a partir de la ecuación de la recta y las absorbancias obtenidas para las 

muestras, se procedió a la cuantificación de glucosa presente en la muestra (Anexo 4). 

- Contenido de proteínas de los EPS (Bradford, 1976): se basa en una reacción 

colorimétrica de proteínas con un tinte, Coomassie Azul Brillante G-250. Las proteínas se unen 

al tinte en un ambiente ácido, induciendo un cambio espectral del color marrón al azul. Las 
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interacciones hidrófobas e iónicas con las proteínas de la muestra estabilizan la forma aniónica 

del tinte, provocando un cambio de color visible. El color azul que se desarrolla es, por tanto, 

proporcional al contenido de proteínas y se puede medir espectrofotométricamente en 595 nm. 

Se construyó la curva de calibración utilizando concentraciones conocidas de proteínas utilizadas 

como estándar, para medir la concentración de proteína de a muestra (Anexo 3). 

- Turbidez: Esta fue medida al medio de cultivo (Acebo & Hernández, 2013) (Anexo 5): 

La turbidez es la reducción de la transparencia de un líquido causada por la presencia de 

partículas no disueltas de material distinto al propio líquido. Al ser un indicador de 

apariencia óptica, ocasionado por la dispersión y absorción de la energía lumínica a través 

del líquido, la turbidez solo puede ser medida usando técnicas ópticas. Se fundamenta en la 

relación de la intensidad de la luz que incidente y de la luz dispersada por el medio, 

mediante la ley de Lambert-Beer. 

Los promedios de la desviación estándar de los microensayos producción de los EPS, 

determinación del contenido de carbohidratos de los EPS, contenido de proteína de los EPS y 

porcentaje de humedad se realizaron por triplicado. La recolección de los datos a los 15 días de 

incubación. La comparación de las diferencias entre los valores de las 29 cepas fue una prueba 

de ANOVA de una vía para encontrar las diferencias significativas entre las medias de los datos. 

La comparación de la información recolectada en esta fase se procesó en el programa Statistic 

Analysis System (SAS, 1997) y la prueba de comparación de medias por Tukey. 

- Humedad: La humedad de los EPS está determinada por la pérdida de peso durante el 

secado. Una vez realizada la extracción del EPS se midió el peso inicial de la muestra (Húmeda) 
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posteriormente, se dejó secar a temperatura ambiente por 12 horas y se midió nuevamente el 

peso final de la muestra (Seca).  Abajo se indicada la ecuación empleada para calcular el total de 

agua presente en la muestra, la cual es expresada por una pérdida de peso que se evidencia 

después del secado (Herrera, 2012). 

X= Peso inicial muestra húmeda (g) 

Y= Peso final de la muestra (g)  

% 𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 = (1 − (
𝑌 

𝑋
)) ∗ < 100 

-Colorimetría: Se tomó directamente la muestra liquida y se midió en el Colorímetro 

(CR-5 de Konica Minolta), expresando el color en coordenadas L*a*b (Anexo 6). 

6.3.3. Cinética de crecimiento versus producción de EPS 

Las cepas de mayor producción de EPS, contenido de carbohidratos y proteínas fueron 

seleccionadas, para realizar la curva de crecimiento versus la producción de EPS. 

Las curvas de crecimiento de las cepas se realizaron en cultivo batch dejando 

aproximadamente el 60% del espacio de los frascos con aire a fin de garantizar el crecimiento 

aeróbico. Los frascos se incubaron a 36 °C con agitación constante a 180 rpm. El medio de 

cultivo líquido empleado fue BAP con glucosa y NH4
+ como fuente de carbono y nitrógeno, 

respectivamente. Se realizaron mediciones de crecimiento diarias usando como parámetro de 

referencia la proteína total por medio del método de Bradford et al. (1976) (Anexo 3), lo que 

permitió establecer la cinética de crecimiento y determinar la fase exponencial de las cepas, 
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necesario para realizar los microensayos propuestos. La producción de EPS se realizó cada cinco 

días de evaluación evaluando el peso seco (Anexo 2). 

Morfológicamente se realizó un análisis microscópico (Microscopio Zeiss Primostar 

Binocular) mediante tinciones en fresco con azul de tripán con el fin de analizar la formación de 

estructuras especializadas producidas en cada etapa de crecimiento de las cepas y tinción de 

Gram verificando así la pureza de las cepas.  

6.3.4. Evaluación de la Producción de EPS en Diferentes Fuentes de Carbono 

La influencia del tipo de fuente de carbono sobre el crecimiento de las cepas de Frankia 

sp.  y la eficiencia de la síntesis de EPS fue realizada en ácido cítrico, almidón, ácido pirúvico, 

celulosa, extracto de raíz, fructosa, galactosa, melaza, manitol, sacarosa y como control se 

empleó la glucosa. Estas fuentes se adicionaron al medio BAP según su aporte de carbono 

teniendo en cuenta la composición promedio de las células C1O1.8N0.2O0.45 (Atkinson & 

Mavituna 1983) y la relación C/N presente en medio BAP: 

0,267 g NH4Cl→0,00499 ≌ 0.005 mol N 

10 g Glucosa →0,0555 mol ＝C 

0,005 mol N/0,0555 mol C ＝ 0,09 mol N/ mol C 

La evaluación de la producción crecimiento de las cepas se realizaron en cultivo batch 

dejando aproximadamente el 60% del espacio de los frascos con aire a fin de garantizar el 

crecimiento aeróbico. Los frascos se incubaron a 36 °C con agitación constante a 180 rpm. El 

medio de cultivo líquido empleado fue BAP con glucosa y NH4
+ como fuente de carbono y 

nitrógeno, respectivamente. Se realizaron mediciones de crecimiento diarias usando como 
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parámetro de referencia la proteína total por medio del método de Bradford et al. (1976) (Anexo 

3). La producción de EPS se realizó cada cinco días de evaluación evaluando el peso seco 

(Anexo 2). 

La evaluación del efecto de las fuentes de carbono sobre el crecimiento microbial y la 

producción de EPS, se realizó siguiendo un diseño completamente al azar con once tratamientos, 

tres cepas y tres réplicas por tratamiento, para un total de 99 unidades experimentales. Los datos 

se analizaron mediante el siguiente modelo: 

Yij = u + Pi + Cj + PC (ij)+ Єij 

En donde: 

Yijk  = Crecimiento de Frankia sp.  (Cnp1, Cnp10, Cnt12) 

u  = Media general 

Pi = Efecto debido a la fuente de carbono  

Cj        = Efecto debido a la cepa j 

PC (ij) = Efecto de la interacción fuente de carbono i y la cepa j 

Єij  = Error experimental asociado a la fuente de carbono i y cepa j 

La información recolectada en esta fase se procesó en el programa Statistical Analysis 

System (SAS 1997) utilizando el método de Tukey HSD (Honestly Significant Difference) para 

la comparación de medias. Las diferencias significativas entre tratamientos de las evaluaciones 

se realizaron considerando el valor p＜0.05. 
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6.3.5. Evaluación de la Producción de EPS en Diferentes Fuentes de Nitrógeno 

Las fuentes de nitrógeno en las que se evaluó el crecimiento y formación de estructuras 

de Frankia sp.  fueron cloruro de amonio y extracto de levadura y se incluyó un control sin 

nitrógeno. La concentración utilizada fue de 11,6 g/L teniendo en cuenta que la levadura 

contiene 8,6% de nitrógeno en 100 g de biomasa.  

En el análisis del efecto de estas fuentes de nitrogeno sobre el crecimiento microbial se 

empleó un diseño completamente al azar con tres tratamientos, tres cepas y tres réplicas por 

tratamiento, para un total de 27 unidades experimentales. Los datos se analizaron mediante el 

siguiente modelo: 

Yij  = u + Pi + Cj + PC (ij)+ Єij 

 

En donde: 

         Yijk          = Crecimiento de Frankia sp.  (Cnp1, Cnp10, Cnt12) 

u    = Media general 

Pi   = Efecto debido fuente de nitrógeno (fuentes de N y control) 

Cj        = Efecto debido a la cepa j 

PC (ij)     = Efecto de la interacción fuente de nitrógeno i y el cepa j 

Єij    = Error experimental asociado al fuente de nitrógeno i y cepa j 

 

La información recolectada en esta fase se procesó en el programa Statistic Analysis 

System (SAS 1997), utilizando el método de Tukey para la comparación de medias. 
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6.4. Objetivo 3. Analizar y Cuantificar la Producción de Exopolisacáridos Obtenidos de 

Cepas Nativas de Frankia sp.  

6.4.1. Actividad Emulgente  

Se empleó la metodología descrita por Fuentes et al., (2013). El ensayo se realizó en 

tubos tapa rosca de base redonda, en los cuales se colocó 1,5 ml de fase oleosa (Aceite de jojoba, 

oliva, almendras, ricino y girasol) y 1,5 mL de la fase acuosa con polímero extraído de Frankia 

sp. El ensayo se llevó a cabo a temperatura ambiente. Como control se utilizó Tween 80. 

La determinación del porcentaje de emulsión, los tubos fueron llevados a agitación por 

cinco minutos en un Vortex (Labnet International, VX-200), posteriormente, las muestras fueron 

dejadas en reposo. La determinación del porcentaje de emulsión se realizó a la hora 1 y a las 24 

horas como lo indica en la (Figura 17).  

Figura 17 

Determinación de porcentaje de emulsión
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Para determinar el porcentaje de emulsión se aplicó la ecuación 1, la cual describe la 

fracción emulsionada (altura de emulsión en centímetros) en función al volumen total de la 

muestra en centímetros (Aranberri et al., 2006). 

 

% 𝑨𝒄𝒕𝒊𝒗𝒊𝒅𝒂𝒅 𝒆𝒎𝒖𝒍𝒈𝒆𝒏𝒕𝒆 =
𝒂𝒍𝒕𝒖𝒓𝒂 𝒆𝒎𝒖𝒍𝒔𝒊ó𝒏 (𝒄𝒎) 

𝒂𝒍𝒕𝒖𝒓𝒂 𝒎𝒆𝒛𝒄𝒍𝒂 (𝒄𝒎)
∗ 𝟏𝟎𝟎                            ( Ecuación 1) 

 

6.4.2. Grado de Dispersión  

Partiendo de la prueba de emulsión se determinó el grado de dispersión, utilizando el 

tween 80 como control se evaluó en los aceites de jojoba, oliva, almendras, ricino y girasol. El 

grado de dispersión, permitió determinar el tamaño comparativo de las gotas en la fase interna de 

la emulsión. La determinación se realizó mediante observación microscópico con objetivo de 

10x a la hora y 24 horas. Se realizó procedimiento microfotográfico acoplando la cámara de 

celular al microscopio. El grado de dispersión que representa el tamaño comparativo de las gotas 

de la fase interna de la emulsión se terminó según lo planteado por Voight & Bornschein (1982) 

y Lendínez (2015). 

6.4.3. Ensayos de Disoluciones y Ebulloscopia 

Se preparó disoluciones variando la concentración de los polisacáridos utilizando como 

solvente agua destilada (Franco, 2004). Además de observar el comportamiento de la disolución, 

se midieron las temperaturas de ebullición de las soluciones con el fin de establecer si esta 

aumenta con la concentración y se presenta una tendencia lineal que permita tratar de encontrar 
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el peso molecular de los polímeros por el método de ebulloscopia. Las concentraciones a trabajar 

fueron expresadas en g/L. 

6.4.4. Concentración del Polímero  

Para analizar la concentración de los EPS, las muestras fueron sometidas a ebullición en 

una plancha de calentamiento (IKA Agitadores Magnéticos C-MAG HS 7). Se realizó aumento 

de la temperatura gradualmente de 10 en 10 °C iniciando en 40 hasta los 90°C. Una vez 

alcanzado la ebullición, se midió el volumen final y el peso. Así se realizó de manera 

consecutiva con cada una de las concentraciones que se obtuvieron. Las medidas de viscosidad 

se realizaron con el viscosímetro marca Brookfield DV 3T Rheometer con la punta ULA (Figura 

18). 

Figura 18 

Medida de viscosidad del EPS 

 

La concentración del biopolímero fue medida peso/volumen (%). Se aplicó a las muestras 

un esfuerzo de cizalla entre 2 a 7 Pa, y se aplicó  un rango de gradiente de deformación de 0,1 a 

150 s-1 (Figura 19). 
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Figura 19 

Medición de concentración del biopolímero 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4.5. Efecto de la Temperatura Sobre la Viscosidad 

La muestra se llevó a medición directamente al reómetro (Brookfield DV3T) empleando 

una punta ULA (Mata, 2006) (Figura 20). Se realizó la evaluación posterior al sometimiento de 

la muestra a:  

- Incremento gradual de temperatura 

-Aumento y descenso de temperatura  

Figura 20 

Determinación de viscosidad del EPS a diferentes temperaturas 
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6.4.5.1. Efecto de Congelación-descongelación Sobre la Viscosidad 

El efecto de la congelación-descongelación y autoclave sobre la viscosidad fue evaluado 

en dos muestras diferentes y en tres momentos diferentes. La primera viscosidad se midió a una 

temperatura inicial de 26°C, Luego se llevó a autoclave a 121°C por 20 min, transcurrido ese 

tiempo se retiraron de la autoclave y se midió directamente la viscosidad a una temperatura de 

87°C y posteriormente las muestras fueron dejadas a temperatura ambiente y se midió la 

viscosidad a las 24 horas posteriores del auto clavado (Mata, 2006) (Figura 21). 

Figura 21 

Diagrama metodología para la determinación de viscosidad del EPS con congelación y 

descongelación. 
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6.4.5.2. Efecto de Esterilización en Autoclave de Vapor Sobre la Viscosidad 

Para la determinación del efecto de la esterilización se mide la viscosidad antes y después 

del proceso de auto clavado. Se mide la viscosidad aplicando un esfuerzo de cizalla entre 1 y 5 

Pa (Mata, 2006) (Figura 22). 

Figura 22 

Diagrama general para la determinación de viscosidad de EPS con el efecto de autoclave 

 

 

 

 

 

6.4.6. Determinación de Viscosidad de los EPS Bajo Diferentes Niveles de pH 

Se tomó la muestra y paso directamente al reómetro (Brookfield DV3T) con la punta 

ULA, midiendo el efecto del pH sobre la viscosidad, una vez que el polímero se disuelve en agua 

destilada el pH se ajustó con HCL o NaOH 1N llevando a diferente valor de 3 a 9 (Mata, 2006). 

El pH se medió en un pH metro (Thermo Orion Star A111) (Figura 23). 

Figura 23 

Determinación de viscosidades del EPS a diferentes cambios de pH 

 



87 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4.7. Evaluación de la Formación de Biofilms 

El estudio de la formación de biofilms de las cepas de Frankia sp.  o biopelículas sobre 

una superficie inerte se realizó mediante la metodología de tinción con cristal (Marappa et al., 

2020). Se partió de un inóculo crecido por 5 días en medio BAP con agitación constante a 36°C. 

Se transfirió 1 mL de medio inoculado a las placas de microtitter y se llevaron a incubaron a 36 

°C y en agitación constante a 180 rpm durante 24 y 48 horas pasado este tiempo se eliminó la 

parte liquida y se realizó lavado de las placas microtitter con agua destilada estéril.  

Las células adheridas a las paredes de las placas fueron teñidas con una solución al 0,5% 

de cristal violeta en etanol Panreac Applichem® de 95 % (v/v), durante 15 minutos. 

Posteriormente, se realizó lavado con abundante agua para eliminar el colorante no adherido a 

las células. Finalmente, los biofilms fueron resuspendidos en etanol al 95% (v/v) mediante 

agitación vigorosa. 
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La medición de la suspensión resultante se realizó por densidad óptica en el 

espectrofotómetro Mapada P1 UV/visible, a una longitud de onda de 540nm. Para cada cepa se 

empleó como blanco el medio de cultivo sin inocular (Figura 24). 

Figura 24 

Procedimiento general para la determinación de Biofilms 

 

En la figura 25 se indica una fotografía de la placa de microtitter empleada para la 

cuantificación de la formación de biofilms.  

Figura 25 

Fotografía de una placa microtitter 
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6.4.8. Elaboración de las Biopelículas  

Teniendo en cuenta la respuesta obtenida en la producción de EPS y biomasa se 

seleccionó la cepa Cnp1 para realizar este ensayo. 

Para el formulado de los biopolímeros de los EPS obtenidos, se empleó el método de 

“casting” de Rodríguez & Schobitz (2009) con algunas modificaciones empleadas por el grupo 

de investigación y desarrollo agroalimentario – GAIDA de la universidad de Nariño (Colombia).  

Para la formación de las películas, se trabajó con una solución acuosa del 

exopolisacárido, glicerol, Tween 80 y cera de abejas, todos los componentes de grado 

alimenticio (Tabla 5). 

Tabla 5 

Composición de los biopolímeros evaluados 

Biopolímero EPS [] 

Glicerol 

(mL) 

Tween 

80 (mL) 

Cera de 

abejas (mL) 

B1: 30 mL de mezcla de 50:50% 15 15   

B2: 30 mL de mezcla de 40:60% 12 18   

B3: 30 mL de mezcla de 30:70% 6 24   

B4: 30 mL de mezcla de 20:40:40% 6 12 12  

B5: 30 mL de mezcla de 40:30:30% 12 9 9  

B6: 30 mL de mezcla de 30:35:35% 9 10,5 10,5  

B7: 30 mL de mezcla de 25:20:20:35% 7,5 6 6 10,5 
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Las mezclas formadoras de película fueron homogenizadas hasta tener una solución 

complementa uniforme. Se ajustó el pH con un rango entre 7 a 8 con NaOH 0,1N.  

Posteriormente, las mezclas de EPS + adictivo fueron calentadas a 100°C por 1 hora con 

agitación constante. Finalmente, fue filtrada esta solución. La evaluación se realizó en cajas de 

Petri, en las cuales se vació de 15 mL de solución y se dejaron en un horno de secado a 36°C por 

24 horas.  

7. Análisis y Resultados 

7.1. Caracterización de los Nódulos Recolectados  

Los nódulos de Alnus acuminata recolectados de Pasto y Tangua del Departamento de 

Nariño (Figura 26), presentaron forma coraloide de color café-amarillento propia de la especie. 

En las zonas de recolección, se encontraron a poca profundidad, lo que permitió recolectar las 

muestras fácilmente y sin generar daño a los árboles. 

Figura 26 

Morfología de los nódulos recolectados en Pasto y Tangua 
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7.2. Características de las Cepas Aisladas 

Las cepas de Frankia sp.  son clasificadas como microrganismos de crecimiento lento 

principalmente en la fase inicial, es decir cuando se aíslan del nódulo; en este sentido los 

primeros estudios no fueron llevados a cabo hasta 1978, impuso que dio un salto importante al 

conocimiento de esta especia gracias al primer reporte de aislamiento de Frankia sp.  realizado 

por Callahan et al. (1978) quienes reportaron el primer aislamiento en cultivo del endófito de los 

nódulos de Comptonia peregrina. Posterior a ello, fueron publicados diversos trabajos 

relacionados con el cultivo de otras cepas. Todas estas cepas fueron morfológicamente 

relacionadas con otros Actinomycetes y por las suficientes diferencias se pudo justificar su 

clasificación como un género separado el cual se caracteriza por formación de esporangios 

típicos en los que las esporas no flageladas están formadas por divisiones celulares 

longitudinales, radiales y tangenciales (Burggraaf et al., 1981).  

Las cepas de Frankia sp.  que han sido cultivadas a nivel de laboratorio, pertenecen a los 

grupos filogenéticos 1 y 3, del grupo 2 no se han reportado aislamientos. Las cepas del grupo 1 

pertenecen al género Alnus especie hospedera de las cepas obtenidas en este trabajo. Las cepas 

de este grupo presentan características similares, entre ellas está la presencia de pigmentación en 

medios de cultivo con mayor énfasis en antiguos, los cuales tienen a tornarse de colores amarillo, 

rojo y café, adicionalmente, presentan la formación de pigmentos extracelulares que se liberan en 

el medio modificando su color.  
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De igual manera se observan colonias que tienden a ser aerofílicas y microaerofílicas en 

medio líquido, también se ha identificado la capacidad de fijar nitrógeno in vitro y la capacidad 

de asociarse de nuevo con raíces de sus hospederos, entre otras características.  

Bajo observación por estereomicroscopio en las cajas de Petri invertidas las cepas de 

Frankia sp., comenzaron su crecimiento entre la segunda octava semana de sembrados los 

nódulos. Las colonias se caracterizaron por presentar un crecimiento pleomórfico, con forma de 

filamentos no aéreos, algunas colonias formaron pigmentos blancos, amarillos y naranjas, similar 

a los reportes Lechevalier & Lechevalier (1990) y Benson & Silvester (1993) (Figura 27).   

Figura 27 

Formación de pigmentos blancos de la cepa de Frankia sp.  Cnt6 

 

 

 

 

 

El micelio de Frankia sp.  crecido sobre los fragmentos de nódulos y sobre el medio de 

cultivo se detectó después de una incubación que oscilo entre la cuarta semana y hasta los 3 

meses. La mayor cantidad de biomasa celular se evidenció hacia el cuarto y quinto mes. En este 

estudio se pudo observar que los nódulos recolectados desinfectados y sembrados 

inmediatamente, presentaron mejores resultados frente a los recolectados, desinfectados y 

llevados a conservación por refrigeración (Figura 11). 
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En términos generales se obtuvo más de un aislamiento por nódulo, en este sentido, se 

puede estimar que en casi la mitad de las placas sembradas se observó el crecimiento de varias 

colonias de Frankia sp. Inicialmente se obtuvo 58 aislamientos, los cuales fueron incubados para 

su caracterización. En las primeras etapas del aislamiento, los nódulos fueron numerados y los 

aislamientos que se originaron en el mismo nódulo se distinguían con letras y número 

consecutivos, acorde a lo que sugieren Normand & Lalonde (1982).  

Los aislamientos del mismo nódulo generalmente mostraron similitud en morfología, 

producción de pigmentos y fisiología. Para esta investigación se decidió, tomar un aislado para 

representar el nódulo en la colección de cepas, usando como patrón de selección rápido 

crecimiento en la activación de las cepas. La reactivación de las cepas o cultivo stock fue 

exitoso, morfológica y fisiológicamente, estos fueron similares a las cepas parentales.  

El tiempo real de crecimiento de las cepas de Frankia sp.  depende en gran medida del 

medio utilizado, en este sentido, se sabe que algunas cepas pueden requerir factores de 

crecimiento tanto para el crecimiento inicial o para el crecimiento continuo como el caso de las 

aisladas de A. acuminata y es por ello que en esta investigación el medio empleado contenía 

vitaminas y minerales (Burggraaf, 1983; Normand & Lalonde, 1982; Quispel et al., 1983).  

En este sentido y con el fin de obtener biomasa celular de los aislamientos suficiente para 

preparar los inoculantes, se le adicionó al medio líquido BAP extracto de raíz de A. acuminata 

(100 ml /litro). Al observar el crecimiento y morfología de los medios líquidos con y sin extracto 

de raíz, se evidenció claramente que las cepas con extracto de raíz crecieron más rápidamente, 

con mayor formación de oligosacáridos y sin contaminación. 
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Estos resultados coinciden con los reportes de Quispel & Tak (1978); Quispel et al., 

(1983) y Wolters (1998), quienes manifiestan, que la adición de extractos de plantas, benefician 

el crecimiento in vitro, debido a que poseen sustancias químicas que actúan como componentes 

activos y nutrientes, en el caso de las raíces de A. acuminata se presentan fenoles, minerales y 

compuestos orgánicos, que en el suelo inhiben el crecimiento selectivamente de patógenos y 

estimulan bioquímicamente a Frankia sp.  para su crecimiento (Orozco, 1999). 

En la tabla 6, se reportan los análisis de nutrientes presentes en el extracto de raíz 

empleado para el crecimiento de las cepas de Frankia sp.  (Anexo 1). Los componentes de 

minerales que aporta el extracto son el Mo, Co, K, P y Fe, los cuales no están contemplados en el 

medio BAP. El S, Ca, Cl, B, Zn, Cu, y C son proporcionados en mayor porcentaje y solamente el 

Mg es ausente. Esto demuestra, que algunos de los niveles de nutrientes podrán llegar a ser 

reemplazados por la adición del extracto y así minimizar costos y tiempo en la obtención de 

biomasa celular de Frankia sp.  debido a que cuenta con gran cantidad de nutrientes esenciales 

para estimular el crecimiento de Frankia sp.  de manera libre (Murry et al., 1984). 

Tabla 6 

Análisis de nutrientes del extracto de raíz de Alnus acuminata 

Nutriente 

BAP EXTRACTO DE RAÍZ 

(ppm) 

ppm 

No aporta 

(ppm) 

Aporte 

(ppm) 

Proteína Cruda  0.02%   
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Carbohidratos solubles en 

agua  35.8%   

Mg 5 0 5  

S 11 100 - 89 

Ca 3 200 - 197 

N 71 32 39  

Cl 247 3600 - 3353 

B 40 650 - 610 

Mn 50 5 45 - 

Zn 3 650 - 647 

Cu 2 50 - 48 

Na 1 nd -  

Mo 0 83 - 82 

Co 0 50 - 50 

K 0 100 - 100 

P 0 100 - 100 

Fe 0 3,5  3,5 

* nd: no determinado 

Fuente: Rey, 2006. 
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Adicionalmente, al incorporar el extracto de raíz en el medio, los cultivos continuaron su 

crecimiento bajo agitación constante a 180 rpm y a una temperatura de 36 °C. Esto permitió un 

crecimiento rápido y uniforme de las cepas, lo cual confirma los reportes de Lechevalier et al. 

(1983), quienes mencionan que el proceso de agitación duplica el crecimiento de Frankia sp. 

Los resultados de los aislamientos obtenidos a partir de los nódulos de A. acuminata 

procedentes de Tangua se indican en la tabla 7 y en las figuras de 28 a la 39 y los procedentes de 

Pasto se indican en la tabla 8 y en las figuras de la 40 a la 55. El análisis realizado a las cepas 

fueron basados en observaciones fenotípicas y morfológicas a nivel microscópico (microscopio 

de luz y estereomicroscopio) y macroscópico. 

Un parámetro de gran importancia para la selección de cepas con fines industriales es un 

rápido crecimiento (Valero et al., 2013), es importante, por lo tanto, incluir este criterio de 

evaluación, debido a que Frankia sp.  está clasificada como actinomicetos de lento crecimiento, 

lo cual se asocia, entre otros factores, a los altos requerimientos nutricionales que limitan su 

aislamiento en laboratorio y a su morfología filamentosa (Benson & Silvester, 1993). En este 

sentido y respecto al crecimiento de cepas se clasificaron de acuerdo a su capacidad de 

producción de biomasa a la tercera semana de incubación, las cepas de crecimiento rápido fueron 

aquellas que visualmente presentaron alta producción de biomasa en el tiempo de evaluación y 

las de crecimiento lento fueron las que presentaron baja producción de biomasa durante el mismo 

periodo. Los aislamientos clasificados como crecimiento rápido fueron Cnp1, Cnp7, Cnp8, 

Cnp10, Cnp11, Cnp12, Cnp14, Cnp15, Cnt1, Cnt4, Cnt5, Cnt6, Cnt7, Cnt8, Cnt9 y Cnt12, es 

decir el 50 % de total de los aislamientos obtenidos. Este parámetro es de gran importancia, 

teniendo en cuenta que las cepas de Frankia sp.  se identifican por su lento crecimiento. 
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Todos los aislados obtenidos cumplieron con los criterios morfológicos de las cepas de 

Frankia sp.  como lo reporta en la literatura Lechevalier (1984). El crecimiento vegetativo fue 

filamentoso con ramificación y tabicación o septos (Figuras 31 y 32), con promedios del 

filamento que variaba según la edad del cultivo entre 0,2 a 1,0 µm, con un engrosamiento 

ocasional en algunas cepas que fueron menores a 0,1 o superiores a 1,5 µm aproximadamente. 

La esporulación es una estrategia adaptativa microbiana para resistir condiciones 

inhóspitas, crecimiento y dispersión para colonizar ambientes más favorables. Este rasgo 

microbiano es generalizado en las Actinobacterias, entre ellas, las cepas de Frankia sp., las 

cuales son capaces de producir esporangios (Sp+) cuando están en simbiosis dentro células 

huésped y también producir esporangios en cultivo puro (Bethencourt et al., 2019).  

Los aislamientos de Frankia sp.  provenientes de A. acuminata producen esporangios, 

pero el tamaño y la frecuencia difieren entre cepa a cepa (Tablas 7 y 8). En el momento de la 

evaluación, en algunas cepas no se evidenció la formación de esporangios (Figuras 31 y 32) 

efecto asociado a la edad del cultivo. Los aislamientos que manifestaron producción de 

esporangios fueron en Tangua: Cnt4, Cnt8, Cnt10 y en Pasto: Cnp3, Cnp5 y Cnp8. La forma de 

los esporangios también varió entre las cepas y estado de crecimiento. En la mayoría de las cepas 

los esporangios se desarrollaron como hinchazones laterales o terminales en las hifas por 

ejemplo la cepa Cnt1; también se presentaron de diferentes formas como: redondas en los 

aislados Cnt4, Cnt9, Cnt7, pedunculadas en la cepa Cnp8 o en forma de cono en los aislados 

Cnt10, Cnp6, Cnp12 (Figuras 31 y 32).  
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La estructura especializada y encargada del proceso de fijación biológica de nitrógeno 

vesículas, se observó en ocho cepas de Tangua (Cnp6, Cnp7, Cnp11, Cnp12, Cnp13, Cnp14, 

Cnp15) y siete en Pasto: Cnp6, Cnp7, Cnp11, Cnp12, Cnp13, Cnp14 y Cnp15. En condiciones in 

vitro la formación de vesículas se asocia a limitaciones de NH3- y a condiciones aeróbicas, 

motivo por el cual las cepas toman este elemento del aire fijándolo e incorporándolo al medio de 

cultivo (Huss-Danell, 1997). Estas vesículas están rodeadas por una envoltura gruesa compuesta 

por docenas de capas de lípidos hopanoides (Berry et al., 1993). Dado que la envoltura funciona 

como una barrera para la penetración del oxígeno, la nitrogenasa, que se expresa dentro de las 

vesículas, conserva su actividad (Benson & Silvester, 1993).  

Lechevalier & Lechevalier (1989), reportan que los aislamientos de tipo B, presentan un 

crecimiento sumergido en el medio líquido, por lo cual, son aerofílicas y que este tipo de 

aislamiento no puede ser mantenido en medio inclinado. Los cultivos de tipo A, son 

microaerofílicas y se caracterizan por formar un anillo en la superficie del medio; 

adicionalmente, puede ser mantenidos en medio inclinado.  

El tipo de respiración identificado en medio de cultivo líquido estático durante una 

semana de evaluación fue microaerofílico el cual se presentó en las cepas Cnt1, Cnt2, Cnt3, Cnt4 

y Cnt7 es decir el 41% de Tangua y de Pasto con un 68,7% las cepas que presentaron respiración 

microaerofílica fueron Cnp1, Cnp2, Cnp3, Cnp4, Cnp5, Cnp10, es decir tipo A. Las demás cepas 

se pueden clasificar como tipo B. 

Muchas cepas de Frankia sp.  generan pigmentos asociados a la producción de melanina, 

aunque a la fecha no se ha caracterizado rigurosamente la biosíntesis de melanina en este género, 
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aunque si bien, en algunas cepas ha sido asociada la producción de pigmentos con la producción 

de antibióticos (Yuan et al., 2007). Frente a la formación de pigmentos, se observó en ocho cepas 

procedentes de Tangua (Cnt1, Cnt2, Cnt3, Cnt7, Cnt9, Cnt10, Cnt11, Cnt12) de las cuales el 

48% presentaron color café con diversidad de tonalidades, tres de color rojo y una amarilla. De 

las cepas de Pasto únicamente el aislado Cnp2 no formó pigmentos. Los colores que se 

presentaron en estas cepas fueron café, rojo y amarillo.  

Frente a los pigmentos a nivel celular, se observó que las cepas Cnt2, Cnt3, Cnt9, Cnt11 

de Tangua y Cnp1, Cnp5, Cnp12, Cnp13 y Cnp14 de Pasto. Frente a la capacidad de liberar 

pigmentos al medio de cultivo, se observó que las cepas Cnt1, Cnt3, Cnt9, Cnt11, Cnt12 y Cnp1, 

Cnp2, Cnp3, Cnp5, Cnp7, Cnp13 y Cnp14 mostraron esta propiedad.  

En la primera parte experimental se tuvieron dificultades para producir el exopolisacárido 

en el medio BAP. Para conocer la causa del porqué no se obtenía el producto se evaluó primero 

el crecimiento del microorganismo con y sin agitación. Con la agitación y la temperatura 

adecuada se logró generar la opacidad la cual se asocia a una mezcla de ácidos orgánicos 

producto del metabolismo celular. La primera evaluación de la producción de EPS fue visual, a 

través de la formación de una capa la viscosidad alrededor de las cepas. Para esta etapa de 

evaluación se encontró que bajo las condiciones de crecimiento las cepas Cnt1, Cnt3, Cnt4, Cnt5, 

Cnt6, Cnt7, Cnt8, Cnt9, Cnt10, Cnt11 y Cnt12 de Tangua y Cnp1, Cnp3, Cnp5, Cnp7, Cnp13 y 

Cnp14 de Pasto, produjeron EPS.   

A través del uso de asa, se puedo determinar la elasticidad de las cepas. Se observó una 

mayor elasticidad en las cepas Cnt5, Cnt8, Cnt10, Cnt11 y Cnt12 de Tangua y Cnp14 de Pasto. 
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Con elasticidad media se observó en las cepas Cnt3, Cnt4, Cnp1, Cnp7 y Cnp13 y elasticidad 

baja las cepas Cnt1, Cnt6, Cnt7, Cnt9, Cnp3 y Cnp5. Dadas las características de las cepas a 

producir pigmentos, se reportó la formación de pigmentos en los EPS, los colores producidos 

oscilaron entre blanco translucido y café en las cepas Cnt5, Cnt8, Cnt10, Cnt12, Cnp1, Cnp3, 

Cnp5, Cnp7, Cnp13 y Cnp14.  

Una característica de gran importancia producida por los actinomicetos del suelo es la 

generación del olor típico del suelo húmedo producción de un metabolito denominado geosmina 

(Franco, 2004). La presencia de Geosmina se observó en los aislados Cnt4, Cnt5, Cnt11 Cnp1, 

Cnp3, Cnp4, Cnp6, Cnp10, Cnp13, Cnp14 y Cnp16 (Figuras 28 y 29).  

Analizado las cepas y sus características se realizó una preselección de las cepas teniendo 

en cuenta tres criterios principales: producción de EPS, rápido crecimiento y elasticidad alta para 

continuar con la evaluación. La presencia de EPS asociados a las células bacterianas se reconoce 

por la formación de colonias gomas en medio sólido y la formación de gel en medios líquido 

(Luque et al., 2010) los aislados preseleccionados son para las curvas de crecimiento versus 

producción EPS fueron: Cnp1, Cnp10, Cnp11 y Cnp14 de Pasto y Cnt5, Cnt8 y Cnt12 Tangua.  
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Características de las cepas de Frankia sp.  aisladas de Tangua 
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Cnt1 10 R 

Nódulo con crecimiento 

de hifas de color blanco. 

El crecimiento de micelio 

cubre de manera 

consistente la superficie 

del lóbulo.  

Colonia: Filamentosa, 

plana e irregular. 

Microaerofílica.  

Gram positiva.  

Hifas delgadas con 

formación de 

esporangio. Presencia 

de esporas. 

Si Café Baja Baja + C - + 

Cnt2 10 L 

Crecimiento sobre los 

lóbulos de color blanco 

puntiforme. 

Colonia: algodonosa 

microaerofílica. 

Presencia de hifas en el 

nódulo septadas 

delgadas.  

No No No No + R + - 

Cnt3 10 L No determinado 

Colonia: algodonosa en 

medio líquido, en 

medio sólido 

pigmentación. 

Microaerofílica. 

Hifas delgadas con 

formación de septos.  

SI 

Blanco 

translucido 

Media Baja + C + + 

Cnt4 20 R 

Producción alta de 

secreciones transparentes 

Colonia: algodonosa en 

medio líquido. 

Hifas maduras con 

septos bien definidos. 

Si 

Blanco 

translucido 

Media Baja - B - - 
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de geosmina Microaerofílica. Formación de 

esporangio en estado 

primario.  

Cnt5 20 R 

Producción de secreciones 

transparentes de geosmina. 

Colonia algodonosa.  

Colonia: Algodonosa 

de color blanco 

dispersa en el medio 

Hifas delgadas, 

formación de 

exopolisacárido.  

Si 

Blanco 

translucido 

Alta Alta - B - - 

Cnt6 20 R 

Producción de colonias 

puntiformes blancas 

Colonia en forma de 

copos de algodón. 

Aerofilica. 

Hifas delgadas. 

Presencia de EPS.  

Si 

Blanco 

translucido 

Baja Baja - B - - 

Cnt7 20 R 

Crecimiento sobre el 

lóbulo de color blanco 

algodonosa 

En medio líquido 

crecimiento de color 

café. Microaerofílica. 

Hifas delgas y gruesas 

que se manifiestan de 

manera consistente y 

con presencia de 

septos.  

Si Café Baja Baja + C - - 

Cnt8 20 R 

Crecimiento sobre el 

lóbulo de color blanco 

filamentoso 

En medio líquido el 

crecimiento de colonias 

redondas algodonosas. 

Aerofilica. 

Hifas delgadas con 

formación de 

esporangios. 

Si Café Alta Alta - B - - 
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Cnt9 20 R 

Crecimiento en el lóbulo 

de color blanco, 

algodonosas.  

Colonias dispersas en el 

medio de cultivo. 

Se observa la presencia 

de hifas gruesas con 

septos cortos.  

Si Café Baja Baja + R + + 

Cnt10 20 L 

Crecimiento en el lóbulo 

de color blanco en forma 

de algodón y sobre el 

medio de cultivo pequeñas 

colonias blancas 

Caja inicial: Presenta 

colonias de color 

blanco, con micelio no 

aéreo, no forma redes 

entre las diferentes 

colonias que se 

observan en el nódulo. 

Hifas septadas gruesas 

con formación alta de 

vesículas 

Si 

Blanco 

translucido 

Alta Alta + C - - 

Cnt11 20 L 

Formación de hifas 

algodonosas sobre el 

lóbulo y Producción de 

geosmina 

Crecimiento de color 

café sobre los lóbulos 

Formación de hifas 

maduras  

Si 

Blanco 

translucido 

Alta Media + R + + 

Cnt12 20 R 

Se observa crecimiento de 

hifas blancas algodonosas 

y dispersas en todo el 

lóbulo. Presencia de 

Crecimiento en medio 

liquido de colonias 

blancas con centro café 

Formación de hifas más 

gruesas  

si 

Blanco 

translucido 

Alta Alta + A - + 
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 Figura 28 

Morfología de la cepa Cnt1 de Frankia sp.  aisladas de Tangua   

 

Figura 29 

Morfología de la cepa Cnt2 de Frankia sp.  aisladas de Tangua  

 

 

 

  

Figura 30 

Morfología de la cepa Cnt3 de Frankia sp.  aisladas de Tangua   
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Figura 31 

Morfología de la cepa Cnt4 de Frankia sp.  aisladas de Tangua  

  

Figura 32 

Morfología de la cepa Cnt5 de Frankia sp.  aisladas de Tangua   

  

Figura 33 

Morfología de la cepa Cnt6 de Frankia sp.  aisladas de Tangua   
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Figura 34 

Morfología de la cepa Cnt7 de Frankia sp.  aisladas de Tangua   

 

Figura 35 

Morfología de la cepa Cnt8 de Frankia sp.  aisladas de Tangua  

 

Figura 36 

Morfología de la cepa Cnt9 de Frankia sp.  aisladas de Tangua   

  

Figura 37 
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 Morfología de la cepa Cnt10 de Frankia sp.  aisladas de Tangua   

  

Figura 38 

Morfología de la cepa Cnt11 de Frankia sp.  aisladas de Tangua 

 

Nota. Imágenes 28 a 38: N: Nódulo, L: Lóbulo, M: Micelio, Hf: Hifa, Vs: Vesícula, Es: 

Espora Ep: esporangio, EPS: Exopolisacárido, C: Colonias, Pg: Pigmentos extracelulares 

liberados al medio, G: Geosmina 



Tabla 8 

Características de las cepas de Frankia sp.  aisladas de Pasto 
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Cnp1 10  R 

Crecimiento de micelio de color 

blanco algodonosa y producción de 

geosmina 

Colonia con crecimiento 

disperso en el medio 

liquido microaerofílico.  

Formación de las hifas con 

septos bien definidos. Gram 

positiva. 

Si 

Blanco 

translucido 

Alta Media + R + + 

Cnp2 10 L 

Crecimiento de micelio de color 

blanco algodonosa. 

Colonia semicompacta, 

microaerofílica 

Formación de las hifas 

septadas. Gram Positiva. 

No No No No + C - + 

Cnp3 10 L 

Crecimiento lento de micelio sobre 

el lóbulo de color blanco. 

Producción baja de geosmina 

Colonias microaerofílica 

dispersas en colonias en el 

medio. 

Formación de hifas delgadas. 

Se observó presencia de 

esporas. Gram positiva. 

Si Café Baja Baja + R - + 

Cnp4 10 L 

Crecimiento lento de micelio sobre 

el lóbulo de color blanco. 

Producción de geosmina de pequeño 

Colonias algodonosas, 

microaerofílica. 

Formación de hifas delgadas. 

Gram positiva. 

Si Café Baja Baja + C - - 
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tamaño. 

Cnp5 10 L Crecimiento en forma algodonosa. 

Colonias dispersas 

microaerofílica. 

Formación de hifas delgadas. 

Formación de esporas. Gram 

positiva. 

Si 

Blanco 

translucido 

Baja Baja + R + + 

Cnp6 10 L 

Crecimiento de micelio blanco. 

Presencia de mucosidad 

posiblemente debido a la producción 

de geosmina 

Colonias pequeñas 

redondas de consistencia 

algodonosa. 

Formación de hifas delgadas 

con la formación de 

ramificaciones. Formación de 

vesículas jóvenes. 

Si 

Blanco 

translucido 

Alta Media + R - - 

Cnp7 10 R 

Crecimiento de micelio brillante 

blanca sobre el lóbulo. 

Bajo crecimiento sólido. En 

medio líquido Aerofilica. 

Formación de hifas maduras 

con septos bien definidos. 

Formación de vesículas en 

estado maduro. Gram positiva. 

Si 

Blanco 

translucido 

Baja Media + C - + 
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Cnp8 10 R 

En medio sólido crecimiento de 

colonias de color café sobre los 

fragmentos de los nódulos. 

Formación de colonias 

redondas aerofílicas con 

forma algodonosa y 

compacta 

Hifas con septos bien 

definidos. Se observa la 

formación de esporangios 

maduros e irregulares. 

Si 

Blanco 

translucido 

Baja Baja + R - - 

Cnp9 10 L 

Lóbulo con crecimiento de micelio 

filamentosos y algodonoso.  

Colonias en medio sólido 

crecimiento sobre el lóbulo. 

Formación de hifas delgadas. Si Café Baja Baja + R - - 

Cnp10 10 R 

Formación de micelio blanco 

esparcido por todo el lóbulo. 

Presencia de producción de 

geosmina. 

Colonias semicompacta 

microaerofílica. 

Formación de hifas gruesas 

con septos bien definidos.  

Si 

Blanco 

translucido 

Alta Alta + C - - 

Cnp11 10 R 

Formación de micelio blanco 

consistencia algodonosa. Presencia 

Colonias microaerofílica 

amorfas. 

Formación de hifas delgadas 

con septos y alta producción 

Si 

Blanco 

translucido 

Alta Media + C - - 
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de mucosidad sobre el medio de 

cultivo. 

de vesículas en estado 

temprano de formación. Gram 

positivas.  

Cnp12 10 R 

Colonia filamentosa dispersa sobre 

el lóbulo y sobre el medio de 

cultivo. 

Formación varias colonias 

aerofílicas en el medio. 

Se observa hifas delgadas 

consistentes septadas con 

formación de vesículas  

Si Café Media Media + A + - 

Cnp13 10 L 

Colonia filamentosa con borde 

irregular. Presencia de geosmina.  

Formación de colonias 

amorfas microaerofílica. 

Se observa hifas delgadas 

consistentes septadas con 

formación de vesículas 

Si 

Blanco 

translucido 

Alta Media + C + + 

Cnp14 10 R 

Colonias blancas. Se presenta una 

alta producción de geosmina. 

Colonias dispersas 

microaerofílica. 

Formación de hifas septadas 

con alta producción de 

vesículas 

Si 

Blanco 

translucido 

Alta Alta + R + + 
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Cnp15 10 R 

Formación de colonias filamentosas 

blancas. 

Colonias de color amarillo 

dispersa en el medio 

microaerofílica. 

Formación de hifas delgadas y 

septadas. Producción de 

vesículas  

Si Café Baja Media + A - - 

Cnp16 10 L 

Colonias filamentosas con 

producción de geosmina 

Colonias compactas 

microaerofílica. 

Formación de hifas con septos 

bien definidos 

Si 

Blanco 

translucido 

Baja Baja + C - - 

 

 

  

 



Figura 39 

Morfología de la cepa Cnp1 de Frankia sp.  aisladas de Pasto

 

Figura 40 

Morfología de la cepa Cnp2 de Frankia sp.  aisladas de Pasto 

 

Figura 41 

Morfología de la cepa Cnp3 de Frankia sp.  aisladas de Pasto 
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Figura 42 

Morfología de la cepa Cnp4 de Frankia sp.  aisladas de Pasto 

 

Figura 43 

Morfología de la cepa Cnp5 de Frankia sp.  aisladas de Pasto  

 

Figura 44 

Morfología de la cepa Cnp6 de Frankia sp.  aisladas de Pasto
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Figura 45 

Morfología de la cepa Cnp7 de Frankia sp.  aisladas de Pasto 

 

Figura 46 

Morfología de la cepa Cnp8 de Frankia sp.  aisladas de Pasto 

 

Figura 47 

Morfología de la cepa Cnp9 de Frankia sp.  aisladas de Pasto 
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Figura 48 

Morfología de la cepa Cnp10 de Frankia sp.  aisladas de Pasto 

 

Figura 49 

Morfología de la cepa Cnp11 de Frankia sp.  aisladas de Pasto 

 

Figura 50 

Morfología de la cepa Cnp12 de Frankia sp.  aisladas de Pasto
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Figura 51 

Morfología de la cepa Cnp13 de Frankia sp.  aisladas de Pasto 

 

Figura 52 

Morfología de la cepa Cnp14 de Frankia sp.  aisladas de Pasto 

 

Figura 53  

Morfología de la cepa Cnp15 de Frankia sp.  aisladas de Pasto 

.  
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Nota. N: Nódulo, L: Lóbulo, M: Micelio, Hf: Hifa, Vs: Vesícula, Es: Espora Ep: esporangio, 

EPS: Exopolisacárido, C: Colonias, Pg: Pigmentos extracelulares liberados al medio, G: 

Geosmina. 

7.3. Obtención de Exopolisacáridos Producidos por Frankia sp.  

Como se indica en la tabla 9, se observó diferencias altamente significativas (P<0.001) 

entre las metodologías evaluadas en las variables EPS y carbohidratos. La cantidad en gramos de 

EPS se obtuvo con las metodologías planteas por Lee et al., (2013) y Quesada et al., (1993) con 

valores de 1,79 y 1,63 g/ml respectivamente. Al analizar la concentración de carbohidratos en las 

muestras se observó mejores resultados con la metodología planteada por Lee et at., (2003), 

quienes utilizaron esta técnica para evaluar la producción de EPS en la cepa CcI3 de Frankia sp.  

con presencia y ausencia de nitrógeno en el medio de cultivo.  

Tabla 9 

Respuesta a la evaluación de cuatro metodologías sobre la producción de EPS  

Metodología 

EPS            

(g/100 mL)** 

Concentración carbohidratos 

(µg/mL)** 

Fuentes et al., 2013 0,90 c 17,16 c 

Quesada et al., 1993 1,63 a 52,75 b 

Alvarado, 2015 1,34 b 21,92 c 

Lee et al., 2013 1,79 a 59,69 a 
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Nota. ** Diferencias altamente significativas (P< 0.01). * Diferencias significativas (P<0.05). ns 

no existen diferencias Promedios en una misma columna con letras iguales no difieren 

significativamente según la prueba de Tukey (P> 0.05) 

 

Según, Nwodo et al. (2012), los métodos usados para la recuperación de un EPS 

dependen sobre todo de las características de microorganismo empleado, del tipo de polisacárido 

y del grado de pureza deseado.  

De hecho, los procedimientos de purificación reducen la recuperación del producto, 

afectando negativamente las propiedades del EPS, es decir, cuando la eliminación de proteínas se 

realiza mediante la adición de productos químicos, pueden reaccionar con los componentes de 

los EPS. Smith & Pace (1982), presentan esquemas de recuperación para polisacáridos 

microbianos con diversos tipos de solventes como acetona, metanol, etano, isopropanol entre 

otros como agentes precipitantes.  

De igual manera, el proceso de secado que se realiza con la finalidad de reducir la 

humedad del exopolisacárido de un estado sólido tipo gel, puede colapsar luego de que la 

cantidad de agua presente en la matriz se reduce significativamente (Jiménez & Merchant, 2003). 

Freitas et al,. (2011) mencionan que es importante elegir cuidadosamente el procedimiento más 

apropiado para la recuperación del producto y su pureza, con el fin de disminuir el riesgo de 

afectar las propiedades de los exopolisacáridos.  
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Los sólidos obtenidos en este estudio fueron sometidos a cuatro metodologías de 

precipitado y de secado con el fin de remover parte de las impurezas como sales inorgánicas y 

pigmentos| (Figura 56).  

Figura 54 

Características de exopolisacáridos con diferentes metodologías de secado y solvente de la cepa 

de Frankia sp.  Cnp1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota.Fotomicrografía con estereomicroscopio 10x. a. Fuentes et al. (2013). b. Quesada et al., 

1993. c. Alvarado, 2015. d. Lee et al, 2013. 

 

Utilizando un secado de 18°C por 24 horas y precipitado con 0,90 g/100 ml según lo 

planteado por Fuentes et al., (2013) los exopolisacáridos presentaron una consistencia gomosa de 

 

a b 

c d 
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color café oscuro, el producto obtenido fue difícil recuperarlo del papel Whatman. 

Microscópicamente se observó fibras poco homogéneas y dispersas (Figura 56a).  

Con el secado por medio de liofilización durante 24 horas y obtención de polisacárido 

con 1,63 g/100 ml como solvente acorde a lo planteado por Quesada et al., (1993) se obtuvo 

suelto y de fácil de recuperación del papel filtro, la coloración fue de color café a amarillento y 

brillante, con superficies homogéneas formando fibras compactas (Figura 56b).  

Al secar la muestra por medio de liofilización por 24 horas y precipitado con 1,34, según 

lo planeado por de Alvarado (2015) se presentó un EPS suelto fácil de extraer del papel filtro de 

color café y amarillento, más translucido, brillante, microscópicamente se observó superficies 

poco homogéneas y con una estructura más compacta formando fibras. 

Con la metodología de Lee et al., (2013) presentó exopolisacáridos mayor extracción de 

los exopolisacáridos de color café a amarillento y brillante. Microscópicamente se observó 

superficies poco homogéneas y su estructura más compacta formando fibras. 

Microscópicamente se pudo observar la presencia de la formación de gránulos de EPS que 

son empleados como fuente de energía y de carbono (Figura 57). Las bacterias que producen y 

acumulan en condiciones desbalanceadas de crecimiento, es decir cuánto existe alguna limitación 

de nutrientes esencial o por exceso de fuente de carbono, forman gránulos donde se acumulan los 

polihidroxialcanoatos (PHAs). Además de ser fuente de carbono para la célula, los PHAs son 

fuente importante para la esporulación y en la protección del complejo de la nitrogenasa en 

bacterias fijadoras de nitrógeno, por la característica oxidativa de los PHAs (Bassi & Benson, 

2007). 
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Figura 55 

Fotomicrografía de acumulación de gránulos en Frankia sp.  Cnp1 

 

 

 

 

 

 

7.4. Selección de Cepas de Frankia sp.  Productores de Exopolisacáridos Bajo Diferentes 

Parámetros  

En las tablas 10 y 11 se presentan los análisis de varianza de las medias obtenidas de las 

cepas a los 15 días de crecimiento en cultivo en batch con agitación constante a 36°C. 

Tabla 10 

Análisis de los EPS obtenidos por cepas Frankia sp.  aisladas de Tangua 

Cepa 

Polisacáridos 

g/100 mL * 

Glucosa** 

g/100 mL 

Proteínas** 

µg/ 100 mL 

Turbidez** 

NTU 

Cnt1 0,43 abcd 9,25 h 0,30 ab 1,43 a 

Cnt2 0,49 abcd 19,20 g 0,33 a 0,31 bcd 

Cnt3 0,45 abcd 33,92 cde 0,14 E 0,13 cd 

Cnt4 0,20 bcd 35,24 cd 0,21 bcde 0,33 bcd 

Cnt5 0,57 a 36,48 bc 0,25 abcd 0,56  bc 

    100x 

http://../Downloads/C1S2
http://../Downloads/C1S2
http://../Downloads/C1S2
http://../Downloads/C1S2
http://../Downloads/C1S2


124 

 

 

Cnt6 0,51 abc 30,87 de 0,18 Cde 0,79 b 

Cnt7 0,45 abc 25,64 f 0,21 bcde 0,27 cd 

Cnt8 0,61 a 47,22 a 0,27 Abc 0,06 d 

Cnt9 0,15 cd 19,42 g 0,25 abcd 1,29 a 

Cnt10 0,42 abcd 33, 75 cde 0,15 De 0,57 bc 

Cnt11 0,43 abcd 29,66 ef 0,22 bcde 0,44 bcd 

Cnt12 0,53 ab 40,35 b 0,25 abcd 0,61 bc 

Cnt13 0,13 d 19,42 g 0,20 Cde 0,05 d 

 

Nota. ** Diferencias altamente significativas (P< 0.01). * Diferencias significativas (P<0.05). ns no existen diferencias Promedios 

en una misma columna con letras iguales no difieren significativamente según la prueba de Tukey (P> 0.05). 

 

Tabla 11 

Análisis de los EPS obtenidos por cepas Frankia sp.  aisladas de Pasto 

Cepa 

Polisacáridos 

g/100 mL * 

Glucosa** 

g/ 100 mL 

Proteínas** 

µg / 100 mL 

Turbidez** 

NTU 

Cnp1 1,16 a 34,75 a 0,35 b 1,21 a 

Cnp2 0,69 b 26,22 e 0,26 e 0,34 d 

Cnp3 0,63 b 17,37 i 0,10 k 0,21 f 

Cnp4 0,62 b 24,55 f 0,23 f 0,12 gh 

Cnp5 0,68 b 16,35 j 0,11 k 1,21 a 

Cnp6 0,68 b 28,44 d 0,21 g 0,16 fg 

Cnp7 0,66 b 33,33 b 0,32 c 0,12 gh 

Cnp8 0,50 b 33,09 c 0,19 h 0,29 e 

Cnp9 0,57 b 32,05 d 0,17 i 0,20 f 
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Cnp10 1,08 a 34,77 a 0,38 a 0,89 b 

Cnp11 1,11 a 35,21 a 0,39 a 0,93 b 

Cnp12 0,67 b 22,33 h 0,12 j 0,35 d 

Cnp13 0,69 b 23,25 g 0,31 d 0,49 c 

Cnp14 1,15 a 34,87 a 0,36 b 1,21 a 

Cnp15 0,69 b 23,14 gh 0,22 g 0,26 e 

Cnp16 0,69 b 31,24 c 0,19 h 0,11 h 

 

Nota. ** Diferencias altamente significativas (P< 0.01). * Diferencias significativas (P<0.05). ns 

no existen diferencias Promedios en una misma columna con letras iguales no difieren 

significativamente según la prueba de Tukey (P> 0.05). 

Según Marappa et al. (2020) en las etapas del proceso de formación de biofilms después 

de la multiplicación bacteriana se forma una micro colonia, la cual en determinadas condiciones 

ambientales comienza a secretar exopolisacáridos. Es por ello, que en esta evaluación todas las 

cepas fueron analizadas en condiciones similares en cuanto a temperatura y medio de cultivo, 

para disminuir factores que pudieran afectar el desarrollo bacteriano o la productividad de los 

exopolisacáridos entre las cepas.  

Todas las cepas se desarrollaron adecuadamente, se evidenció mayor crecimiento en 

algunas cepas y todas las cepas produjeron EPS, el cual se presentó adherida a las colonias 

formando una membrana sobre las colonias. Se observó poca producción de EPS en el 

sobrenadante del medio de cultivo. 
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La agitación de los medios de cultivos crea condiciones que pueden ser o no estresantes y 

no naturales para las cepas bacterianas, por lo que puede influir en la capacidad de producción de 

exopolisacáridos hacia el medio, porque genera distribución de nutrientes y de oxígeno (Michel 

et al., 2009). Estos factores son de gran importancia y pueden influir de alguna forma en los 

resultados que obtuvieron en la evaluación 

Las cepas de Frankia sp.  produjeron exopolisacáridos entre 0,13 a 1.16 g (aislamientos 

Cnt13 y Cnp1). Aunque si bien el origen geográfico de las cepas no fue considerado en este 

estudio, los resultados obtenidos en cuanto a la producción de exopolisacáridos fue superior en 

las cepas aisladas de Pasto respecto a las de Tangua, en este sentido se puede asociar a que 

existen adaptaciones por parte de las cepas bacterianas al ambiente donde se desarrollan, debido 

a que se seleccionan mutaciones que mejoran la adaptación de las cepas a factores ambientales 

estresantes (Galán et al., 2006).  

Con diferencias altamente significativas, las mayores producciones de EPS fueron 

obtenidas por las cepas Cnt5 y Cnt8 con valores de 0,57 a 0,53 g/100 mL respectivamente del 

municipio de Tangua y Cnp1, Cnp10, Cnp11 y Cnp14 con valores de 1,16, 1,08, 1,11 y 1,15 

g/100 mL respectivamente del municipio de Pasto. 

Los reportes obtenidos en producción de EPS coinciden con los reportados por Fuentes et 

al. (2013) quienes evaluaron bacterias del suelo de ambientes salinos con valores de 0,84 a 0,96 

g/L.  Quesada et al. (1993) obtuvieron valores a los 8 días de incubación de 2,8 g/L en 

Volcaniella eurihalina y a los 15 días de 2,5 g/L, datos que son superiores a los obtenidos en este 

estudio. En Rhizobium leguminosarum Janczarek et al. (2015), reportó valores de EPS entre 0,4 
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g/L utilizando como fuente de carbono el glicerol hasta 1,5 g/L con el arabitol, valores similares 

a los obtenidos en este estudio con el uso de glucosa como fuente de carbono.  

Según López et al. (2017) el método de fenol-ácido sulfúrico ha sido uno de los métodos 

más utilizados en investigaciones para la determinación de carbohidratos totales. Rao & 

Pattabiraman (1989) y Masuko et al., 2005, fueron algunos de los autores que modificaron el 

método inicial propuesto por Du Bois et al, contribuyendo en la mejora de este, en el presente 

trabajo se hizo uso de este método debido a su facilidad y rapidez en los resultados. 

El análisis de varianza (Tablas 10 y 11) mostró que tanto el medio de cultivo como la 

fuente de carbono empleado influyó en la producción de EPS (P < 0,01). La determinación del 

contenido de carbono en presencia de ésteres metílicos en lo mono, oligo y polisacáridos como 

en sus derivados presentó diferencias altamente significativas en las cepas evaluadas (P < 0,01). 

Los niveles de carbohidratos presentes en las muestras oscilaron entre 92,5 g a 472,2 g en las 

cepas Cnt1 y Cnt8 de Tangua y en los EPS procedentes de la cepa de Pasto valores entre 163, 4 a 

352,14 g. Las EPS de las cepas evaluadas que presentaron los mayores niveles de carbohidratos 

fueron Cnt8, Cnp1, Cnp10, Cnp11, Cnp14 con valores de 472,2, 347,5, 347, 352,1, 348,7 g.  

Respecto al contenido de proteínas, se detectaron valores que oscilaron entre un 0,14 a 

0,33 ug procedentes de las cepas de Tangua y 0,102 a 0,393 ug procedentes de Pasto. Acorde a 

lo planeado por Mata (2006) la metodología empleada para la extracción de los EPS, permite la 

obtención de un producto más purificado logrando eliminar las proteínas no asociadas a los EPS 

por el proceso de ultracentrifugación, lo cual se puede inferir que las proteínas obtenidas 

mediante el método de Bradford (1976), son procedentes de las exopolisacáridos que están 
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unidas al mismo. Se asocia, que las proteínas que están unidas a los exopolisacáridos, cumplen 

un papel importante en la actividad emulgente (Cantú et al., 2020). 

La técnica empleada es sensible e involucra la unión del Azul de Coomassie G-250 a la 

proteína provoca un cambio en el máximo de absorción del colorante entre 365 a 595 nm, por lo 

cual el cambio en la absorbancia a 595 nm es proporcional a la concentración de proteína 

(Fernández & Galván, 2010). Los resultados obtenidos permitieron observar que el EPS de las 

cepas de Frankia sp.  contiene un alto contenido de proteínas, los cuales no influye por su peso o 

biomasa, ya que este depende de sus características fisicoquímicas y en cada EPS se presenta con 

diferentes características. 

Con el fin de observar las modificaciones de los medios de cultivo frente a la producción 

de exopolisacáridos y la liberación de pigmentos propios de este tipo de microorganismo, se 

realizó el análisis de la turbidez. En general los medios se mantuvieron translucidos, a pesar de 

las pigmentaciones extracelulares que generaron algunas cepas. El análisis de varianza mostró 

diferencias altamente significativas en la turbidez, se observó que la intensidad de la 

pigmentación que generan las cepas a nivel extracelular incidió sobre los valores de la turbidez. 

Los valores de turbidez oscilaron entre 0,13 cepa Cnt3 a 1,43 cepa Cnt1 aislados de Tangua y los 

aislados de Pasto los valores fueron entre 0,113 cepa Cnp16 y 1,213 cepa Cnp1. Estos valores no 

mostraron correlación con la producción de EPS.  

- Resultados de humedad 

Los resultados de peso seco y humedad presentados en los EPS obtenidos de las cepas de 

Tangua y Pasto se indican en las tablas 12 y 13.  
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Tabla 12 

Análisis del peso seco y humedad de exopolisacárido obtenidos por las cepas de Frankia sp.  

aisladas de Tangua. 

Cepa Peso húmedo 

( g) 

Peso seco 

(g) 

Humedad 

(%) 

Cnt1 1,52 0,3 80,3 

Cnt2 1,54 0,46 70,0 

Cnt3 1,81 0,31 82,7 

Cnt4 1,24 0,41 67,0 

Cnt5 1,66 0,45 73,4 

Cnt6 1,26 0,39 68,9 

Cnt7 1,67 0,49 70,4 

Cnt8 1,76 0,35 80,1 

Cnt9 1,66 0,33 80,2 

Cnt10 1,66 0,33 80,3 

Cnt11 1,16 0,29 74,2 

Cnt12 0,99 0,38 61,7 

Cnt13 1,09 0,24 77,7 
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Tabla 13 

Análisis del peso seco y humedad de exopolisacárido obtenidos por las cepas de Frankia sp.  

aisladas de Pasto 

Cepa Peso húmedo 

(g) 

Peso seco 

(g) 

Humedad 

(%) 

Cnp1 1,77 0,38 78,6 

Cnp2 2,64 0,12 95,4 

Cnp3 2,33 0,23 90,0 

Cnp4 1,95 0,28 85,4 

Cnp5 2,28 0,05 97,7 

Cnp6 1,84 0,24 87,0 

Cnp7 2,25 0,56 75,0 

Cnp8 1,52 0,73 52,2 

Cnp9 1,84 0,16 91,2 

Cnp10 1,51 0,60 60,2 

Cnp11 1,80 0,18 90,0 

Cnp12 1,96 0,04 97,8 

Cnp13 1,84 0,26 85,7 

Cnp14 1,83 0,18 90,0 

Cnp15 1,76 0,22 87,4 

Cnp16 1,83 0,27 85,2 

 

El porcentaje de humedad promedio de los exopolisacáridos fue de 82% valor alto debido 

a que la humedad presenta una relación directamente proporcional a la producción de EPS 

(Torres & Mora, 2010), de igual manera, los exopolisacáridos también cumplen la función de 
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reservorio de humedad, fuete importante para el mantenimiento de reserva de agua para los 

microorganismos durante periodos secos (Crespo, 2012). 

Los resultados obtenidos en el porcentaje de humedad de las muestras en promedio de 

79,8% entre todas las cepas evaluadas, con un valor mínimo de 52,2% (Cnp8) y un máximo de 

97,8% (Cnp5).  

- Resultados evaluación de colorimetría 

Los atributos de color son primordiales debido a que influye directamente en el atractivo 

visual del producto y la aceptabilidad del consumidos (Silva et al., 2015). Para comprender 

mejor las propiedades ópticas de los EPS. El resultado del análisis del espacio de color CIELAB 

de los EPS producidos por las cepas, se indica en las tablas 14 y 15. Dentro de este espacio, tres 

de las coordenadas registradas son L*, a* y b*. La coordenada L* representa la luminosidad, 

tomando valores desde 0 (negro) a 100 (blanco), mientras que las coordenadas a* y b* expresan 

la rueda del color, tomando valores de +a* (rojo) hasta –a* (verde) y de +b* (amarillo) hasta –b* 

(azul) (Piñeros et al., 2019). 

Tabla 14 

Propiedades ópticas de los EPS obtenidos en las cepas procedente de Tangua 

Cepa 

Espacio de color 

L DS a* DS b* DS 

Cnt1 98,26  0,04 0,2  0,02 -2,21 0,13 

Cnt2 95,62  0,10 0,13  0,03 0,45 0,07 

Cnt3 96,12  0,12 0,15 0,05 0,67 0,19 
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Cnt4 94,45  0,18 0 0,01 -2,06 0,07 

Cnt5 93,67  0,02 0,15 0,03 -2,39 0,02 

Cnt6 95,26  0,12 0,13 0,05 -2,21 0,10 

Cnt7 97,74  0,04 0,16 0,04 -2,52 0,15 

Cnt8 95,89  0,02 0,16 0,04 -2,28 0,03 

Cnt9 95,93  0,04 0,14 0,07 -2,23 0,13 

Cnt10 97,56  0,09 0,14 0,03 -2,56 0,07 

Cnt11 97,23 0,09 0,14 0,05 -2,16 0,05 

Cnt12 96,73  0,14 0,16 0,08 -2,24 0,15 

Cnt13 97,78  0,06 0,13 0,05 -2,59 0,06 

 

Tabla 15 

Propiedades ópticas de los EPS obtenidos en las cepas procedentes de Pasto 

Cepa 

Espacio de color 

L DS a* DS b* DS 

Cnp1 96,06 0,05 0,1 0,10 -2,1 0,07 

Cnp2 96,88 0,11 0,16 0,05 -2,2 0,10 

Cnp3 93,11 0,10 0,54 0,13 2,4 0,10 

Cnp4 95,69 0,11 -0,03 0,02 0,37 0,19 

Cnp5 95,09 0,02 0,05 0,00 0,23 0,21 

Cnp6 94,62 0,04 -0,11 0,03 0,3 0,06 

Cnp7 96,03 0,09 0,05 0,03 -1,23 0,22 

Cnp8 96,03 0,45 0,05 0,02 -1,23 0,22 

Cnp9 96,32 0,21 -0,05 0,02 -0,76 0,22 

Cnp10 96,95 0,05 0,16 0,12 -2,23 0,11 
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Cnp11 97,33 1,00 0,15 0,05 -2,04 0,15 

Cnp12 95,39 0,60 -0,23 0,02 4,55 0,08 

Cnp13 96,64 0,30 -0,11 0,08 0,04 0,01 

Cnp14 96,57 0,14 -0,01 0,01 -0,63 0,08 

Cnp15 96,89 0,03 0,09 0,01 -1,66 0,01 

Cnp16 96,49 0,03 -0,02 0,01 -0,43 0,01 

 

Los resultados obtenidos indican que todos los EPS obtenidos se presentaron valores de 

alta luminosa L* (94,62 a 97,78). Con respecto a la coordenada cromática a* se observó que el 

72% de los EPS mostraron comportamiento positivo (0 a 0,16), que indica una coloración con 

tendencia al rojo, color rojo asociado a algunas de las pigmentaciones que genera este tipo de 

microorganismo en condiciones de cultivo. Los otros EPS fueron negativas las cuales se asocian 

al color verde. Respecto a la coordenada b* los valores fueron el 29% positivos, es decir que 

tiene que los EPS presentan una coloración amarilla, el 71% presentaron un comportamiento 

negativo (-0,43 a -2,59). Llama la atención que la mayoría de las muestras en esta coordinada 

fueron de color azul. 

Muchas cepas de Frankia sp.  producen pigmentos, lo que está asociado a la generación 

de melanina. Aunque la melanina es importante en los mecanismos de competencia entre los 

organismos y aunque no es esencial para su desarrollo o crecimiento, si juega un papel 

importante en l a fijación de nitrógeno en nódulos, lo cual ha sido identificado con cepas de 

Rhizobium phaseoli (Borthakur et al. 1987). La producción de pigmentos en cepas de Frankia 

sp., también están asociados a las fuentes nutrientes y a la edad del cultivo (Yuan et al., 2007). 



134 

 

 

Bajo estudios de espectroscopia con diferentes longitudes de ondas, se demuestra que 

existe una diversidad de respuesta en la observancia de la luz frente a la pigmentación, valores 

cercanos a una observancia de 200 nm se genera coloración negra y a medida que se amplía el 

rango se genera una coloración roja. Los análisis espectroscópicos en este estudio no 

proporcionaron los tipos de pigmentos producidos en de las muestras evaluadas, pero si se 

evidenció en el 41% de los aislamientos que el micelio siempre se pigmentaba antes de que el 

medio de cultivo líquido se oscureciera, efecto asociado a la evidencia de tirosinasa extracelular 

en Frankia sp.  acorde a lo reportado por Bell & Wheeler (1986).  

Estos estudios pueden ser incluidos dentro de evaluaciones futuras, debido a que algunas 

cepas de Frankia sp.  y en especial las asociadas a nódulos de Alnus acuminata, son productoras 

de pigmentos, por lo tanto, al realizar este tipo de pruebas se puede determinar si los pigmentos 

producidos por Frankia sp.  en un tiempo específico y bajo unas condiciones determinadas de 

crecimiento pueden afectar o no el color de los EPS. También permite determinar un rango de 

tolerancia para establecer un color adecuado para el producto final ya sea recubrimientos o 

biopelículas. 

Macroscópicamente, las colonias en los diferentes medios de cultivo evaluados durante el 

experimento, presentaron formación de pigmentos de color café, blanco y amarillo asociados a 

las fuentes nutricionales incorporadas en los medios. Los resultados obtenidos, pueden asociarse 

a los pigmentos producidos por el micelio que se asocian a la presencia de taninos, provitaminas 

y carotenos presentes en la solución acuosa del extracto de raíz, el cual puede generar la 

formación de estos pigmentos por contener sustancias como pectinas y hemicelulosas 

(heteropolisacáridos complejos), cuyo principal constituyente es el ácido galacturónico, que, 
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mediante hidrólisis, permite la producción de D-galactosa, L-arabinosa, L-ramnosa y algunos 

otros azúcares (Wolters, 1998). 

7.5. Cinética de Biomasa Versus Producción de EPS  

El efecto del tiempo frente al crecimiento y a la producción de EPS de las cepas Cnp1, Cnp10, 

Cnp11 y Cnp14 de Pasto y Cnt5, Cnt8 y Cnt12 Tangua se indican en las Figuras 58 a la 64.  Se 

puede apreciar en las figuras que todos los microorganismos se van desarrollando en la función 

al tiempo. La síntesis de los EPS excretado se pudo apreciar visualmente alrededor de la colonia 

con la formación de un gel transparente. Es así que, a partir del quinto día fue notorio que, a 

medida que la biomasa celular aumentaba se produjo mayor producción de EPS, alcanzando el 

máximo de exopolisacáridos en la fase estacionaria en todas las cepas.  

Figura 56 

Efecto del tiempo de incubación sobre la producción de EPS de la cepa Cnp1  

 

 

 

Nota. Fotomicrografía 100x. Formación de esporangios (Ep) y EPS a los 15 días de crecimiento 
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Figura 57 

Efecto del tiempo de incubación sobre la producción de EPS de la cepa Cnp10 

 

Nota. Fotomicrografía 100x. Formación de vesículas (v) a los 15 días de crecimiento 

 

Figura 58 

Efecto del tiempo de incubación sobre la producción de EPS de la cepa Cnp11

 

Nota. Fotomicrografía 100x. Formación de esporangios (Es) a los 15 días de crecimiento 
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Figura 59 

Efecto del tiempo de incubación sobre la producción de EPS de la cepa Cnp14. 

 

Nota. Fotomicrografía 100x. Formación de vesículas (V) y EPS a los 15 días de crecimiento  

Figura 60 

Efecto del tiempo de incubación sobre la producción de EPS de la cepa Cnt5 

 

Nota. Fotomicrografía 100x. Formación de vesículas (v) y EPS a los 15 días de crecimiento. 
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Figura 61 

Efecto del tiempo de incubación sobre la producción de EPS de la cepa Cnt8

 

Nota. Fotomicrografía 100x. Formación de vesículas (v) y EPS a los 15 días de crecimiento 

Figura 62 

Efecto del tiempo de incubación sobre la producción de EPS de la cepa Cn12 

 

  

 

Nota. Fotomicrografía 100x. Hifas (Hf) y EPS a los 15 días de crecimiento 
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La solubilización del exopolisacárido define el comportamiento reológico del medio de 

cultivo, en este sentido durante la fase inicial los cultivos presentaron un comportamiento 

Newtoniano, es decir, que la viscosidad fue independiente de la rapidez de deformación. A 

medida que se presentó el crecimiento (5 al 7 día), se incrementó la viscosidad del medio 

gradualmente y se convierte en fluido dilatante o espesante. 

Como se puede observar en las figuras, las cepas presentaron la fase lag hasta el día 

séptimo de incubación. La fase de crecimiento exponencial se manifestó a partir del octavo día; 

la fase estacionaria se visibilizo entre los días 13 a 19 para las cepas aisladas de Pasto y entre el 

día 14 al 17 para las cepas procedentes de Tangua, durante esta etapa de crecimiento se alcanzó 

la mayor producción de exopolisacárido y la mayor estabilidad de la red polimérica. La fase 

exponencial es un indicador del crecimiento microbiano en relación con su metabolismo, en este 

sentido, la asimilación de carbono y nitrógeno, son parte fundamental para producción de la 

biomasa celular. 

A partir de este periodo se presentó el descenso en el crecimiento asociado a la muerte 

celular por limitación de nutrientes por efecto del metabolismo celular. Cuando alguno de estos 

macronutrientes se encuentra en bajas concentraciones, se generan en el microorganismo 

cambios enzimáticos y metabólicos en respuesta a este estrés, lo que le permite en algunas 

ocasiones, producir una mayor biomasa celular, generación de metabolitos secundarios (como 

material de reserva) y la formación de estructuras especializadas. Se observó que la viscosidad 

del medio empezó a decaer donde empieza un decline o muerte celular. En el caso de Frankia sp.  

estas condiciones estimulan la producción de vesículas como mecanismo para obtener el 
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nitrógeno a partir de la fijación biológica de nitrógeno, de igual manera, se genera la producción 

de esporas como respuesta al estrés como sistema de conservación (Rodríguez et al., 2005). 

Los valores de los exopolisacáridos producidos, oscilaron entre 3,2 a 4,7 g/100 mL para 

las cepas de Frankia sp.  aisladas de Pasto y 3,22 a 3,9 g/100 mL en las cepas procedentes de 

Tangua. La mayor producción de los EPS se manifestó en la fase estacionaria en todas las cepas, 

los valores de producción de EPS fueron 4,7 g/100 mL (Cnp1), 4,2 g/100 mL (Cnp10), 4,1 g/100 

mL (Cnp11), 3,74 g/100 mL (Cnp14), 3,28 g/100 mL (Cnt5), 3,22 g/100 mL (Cnt8) y 3,9 g/100 

mL (Cnt12). Se sabe que la síntesis de los polímeros es diferente entre microorganismos 

inclusive entre el mismo género, así como, suele estar asociado con el crecimiento (Quesada et 

al., 1993). 

Con estos datos se observó que la formación de EPS va aumentando en la forma gradual 

hasta llegar a una fase constante (10 a 17 días), esta evolución de constate producción o aumento 

en la formación del biopolímero, indica que Frankia sp.  es capaz de sostener un ritmo de 

producción se desacelera y empieza a decrecer, que es algo característico de los polímeros de 

origen microbial y se puede sintetizar y degradar con gran rapidez debido a que se encuentra en 

un estado dinámico en el cual actúan simultáneamente; en este sentido, la degradación se puede 

llegar a controlar, a través de la regulación enzimática encargadas de esta función, de tal manera 

que solo actúen en ciertas condiciones (Janczarek et al., 2015).  

La producción de EPS en cepas de Rhizobium a los 5 días obtuvo valores entre 0,09 y 0,95 

g/L (Fuentes et al., 2013). En cepas también de Rhizobium Franco (2004), reporta producción de 

3,9 g /L de EPS a las 72 horas de crecimiento, fase exponencial para este tipo de bacterias. 
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Janczarek et al. (2015), reportó niveles de EPS de 1500 mg/ L en Rhizobium leguminosarum a 

las 72 horas utilizando como fuente de carbono glicerol y con glucosa 1000 mg/mL. 

El análisis bajo el microscopio realizado entre los 15 a 19 días de crecimiento, permitió 

visibilizar que cepas Cn12 y Cnt5 manifestaron autolisis del micelio comportamiento que 

Horriére (1984) relaciona al aumento de la actividad proteolítica.  

Las cepas Cnp10, Cnp11, Cnt5 y Cnt8 manifestaron una alta producción de vesículas y 

en las cepas Cnp1 y Cnp14 se observó esporangios jóvenes. Aunque no se conoce claramente la 

persistencia de la formación de las vesículas en el suelo, si se sabe, que éstas son liberadas a 

priori en la senescencia de nódulos, por lo que se pueden convertir en un potencial propágulo del 

microsimbiote (Schultz & Benson, 1989). Está demostrado que los procesos de crecimiento de 

las vesículas y la fijación de nitrógeno de Frankia sp.  están estrechamente relacionados con la 

disponibilidad y estructura química de las fuentes de energía, aunque se requiere que el medio 

disponga de una fuente de nitrógeno para síntesis proteica microbial (Murry et al., 1984).  

Con los datos los datos obtenidos se pueden inferir, que la característica principal para las 

condiciones de fermentación discontinua o en batch,  para la producción de EPS, es el 

responsable directo de los cambios ocurridos en las propiedades reológicas que se observó en los 

medios, por lo tanto, para la obtención de EPS de manera constante se recomienda evaluar 

sistemas de fermentación continua, que permita analizar con más detalle los cambios de en 

parámetros durante la fermentación y la solubilización del EPS en el medio. 
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Al analizar las curvas de crecimiento se observó que la velocidad máxima de crecimiento 

se presentó en el día 15, por lo tanto y basado en esta observación, se seleccionó el día 15 como 

el más apropiado para realizar los microensayos. 

7.6. Efecto de la Producción de EPS en Diferentes Fuentes de Carbono 

Conocer las necesidades de crecimiento de Frankia sp.  es esencial para identificar la 

fisiología de esta especie. En diferentes investigaciones, se ha demostrado que las cepas de 

Frankia sp.  presentan diversidad en la utilización de mono y disacáridos, alguno de los cuales 

puede ser limitantes para su crecimiento (Huang & Benson, 2012).  

Teniendo en cuenta la cinética de crecimientos versus la producción de EPS se seleccionó 

dos cepas procedentes de Pasto (Cnp1, Cnp10) y una procedente de Tangua (Cnt12), para 

realizar los microensayos de fuentes nutricionales (Tabla 16).   

Tabla 16 

Efecto de fuentes de carbono sobre el crecimiento y produccion de EPS 

Fuente de 

carbono 

Cnp1 Cnp10 Cnt12 

EPS* 

(g/100 mL) 

Crecimiento

** (mg/mL) 

EPS*   

(g/100 mL) 

Crecimiento** 

(mg/mL) 

EPS * 

(g/100 mL) 

Crecimiento

** (mg/mL) 

Ácido cítrico 3,6 ab 5,7  c 3,2 ab 5,7 c 3,2 ab 7,4 d 

Almidón 2,7  b 11,2  b 2,7  b 11.18 b 2,7 b 11,1 c 

Ácido pirúvico 4,7 ab 11,3  b 4,0 ab  11,3 b 3,9 ab 11,6 c 

Celulosa 3,0 ab 8,0  c 2,6 ab 8,0 c 2,6 b 10,7 c 

Extracto de raíz 4,4 ab 7,6  c 4,0 ab 4,1 c 3,9 ab 11,2 c 

Fructosa 3,0 ab 13,3 ab 2,6 ab 13,3 ab 2,6 b 16,6 a 
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Galactosa 3,3 ab 6,5  c 2,9 ab 6,5 c 2,6 b 14,7 ab 

Glucosa 4,7  a 14,7  a  4,3  a 14,7 a 4,1 a 10,8 c 

Melaza 3,9 ab 11,4  b 3,6 ab 11,4 b 3,2 ab 16,9 a 

Manitol 3,3 ab 11,9 b 2,9 ab 11,9 b  2,6 b 12,9 bc 

Sacarosa 3,9 ab 5,7  c 3,9 ab 5,7 c 3,2 ab 8,0 d 

 

Nota. ** Diferencias altamente significativas (P< 0.01). * Diferencias significativas (P<0.05). ns 

no existen diferencias Promedios en una misma columna con letras iguales no difieren 

significativamente según la prueba de Tukey (P> 0.05) 

Se presentaron diferencias significativas entre las fuentes de carbono tanto en crecimiento 

como en producción de EPS en las cepas Cnp11 y Cnp12, la cepa Cnp10 únicamente presentó 

diferencias significativas en la producción de EPS. El mayor nivel de crecimiento se observó con 

la glucosa. La mayor eficiencia en la producción de EPS se observó en glucosa, celulosa y ácido 

pirúvico. Bajo las condiciones de este estudio, se pudo observar que la producción de los EPS 

está directamente proporcionar al crecimiento de las cepas.  

El rendimiento celular de las cepas fue adecuado en todos los medios evaluados. El total 

del crecimiento de las tres cepas, permitió confirmar el efecto positivo de emplear glucosa como 

fuente de carbono tanto para el crecimiento microbial como para la producción de EPS, con 

diferencias altamente significativas frente a los demás tratamientos evaluados (P <0.001). Esta 

información es de gran importancia para identificar estrategias de aumento del crecimiento de 

Frankia sp.  en condiciones de laboratorio, disminuyendo el tiempo de producción de biomasa de 

este microorganismo y la generación de metabolizar productos secundarios como los EPS. En 
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términos de nutrición, los actinomicetos muestran ser un grupo muy adaptable, debido a que son 

heterótrofos lo cual les confiere la capacidad de utilizar una amplia gama de compuestos 

carbonados y nitrogenados, como polisacáridos, lípidos, hidrocarburos saturados, fenoles, 

proteínas y quitina (Wild, 1992). El análisis realizado a las fuentes de nitrógeno se indica la tabla 

17. 

Tabla 17 

Crecimiento de tres cepas de Frankia sp.  bajo diferentes fuentes de nitrógeno  

Fuente de Nitrogeno 

Cnp1 Cnp10 Cnt12 

EPS* 

(g/100 mL) 

Crecimiento** 

(mg/mL) 

EPS* 

(g/100 mL) 

Crecimiento** 

(mg/mL) 

EPS ns 

(g/100 mL) 

Crecimiento

** (mg/mL) 

Cloruro de amonio  5,6 b 11,5 b 3,1 b 9,3 b 3,6 b 10,9 b 

Extracto de levadura 9,6 a 14,6 a 5,9 a 11,3 a 4,6 a 14,9 a 

Sin fuente (N2) 5,6 b 10,9 b 4,5 b 9,6 b 2,8 b 5,6 c 

 

Nota. ** Diferencias altamente significativas (P< 0.01). * Diferencias significativas (P<0.05). ns 

no existen diferencias Promedios en una misma columna con letras iguales no difieren 

significativamente según la prueba de Tukey (P> 0.05). 

 

Las cepas mostraron un crecimiento positivo con la fuente extracto de levadura lo cual se 

evidenció en la producción de EPS.  

La cepa Cnp1 presentó valores de 14,6 mg proteína/mL y 9,6 g/100 mL de EPS para la 

fuente extracto de levadura, con un incremento en el crecimiento del 26,9% y en la producción 

de EPS del 73,8% frente al tratamiento con cloruro de amonio.  
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En la cepa Cnp10, el uso de diferentes fuentes de nitrógeno estuvo asociada con 

diferencias en crecimiento 15 días de incubación. El mayor crecimiento se presentó en el medio 

con extracto de levadura, con valores de 11,3.66 mg proteína/mL, con un incremento en 

crecimiento en presencia de esta fuente de nitrógeno fue de 21,5% frente al cloruro de amonio. 

La producción de EPS fue de 5,9 g/100 mL con un incremento del 47,4%. 

En lo referente a la cepa Cnt12, esta mostró capacidad de crecimiento en medios con y 

sin nitrógeno, mostrando diferencias altamente significativas entre las fuentes de nitrógeno. El 

crecimiento alcanzó el 14,9 mg proteína/mL con el uso del extracto de levadura. El incremento 

en crecimiento frente al tratamiento con cloruro de amonio fue de 36,6%. La producción de EPS 

no presentó diferencias significativas entre las tres evaluaciones. 

El extracto de levadura es una fuente tanto de compuestos nitrogenados, como los 

elementos traza, cofactores enzimáticos, vitaminas y ácidos nucleicos, componentes que 

favorecen el crecimiento microbial. Frankia sp.  demostró el uso apropiado de la misma, lo cual 

estuvo directamente relacionado con un aumento en el crecimiento microbial y la producción de 

EPS (Edens et al., 2002). 

La deficiencia de nitrógeno afecta el crecimiento normal y la síntesis de nuevas células. 

En el caso de Frankia sp.  se ha reportado que cuando hay deficiencia de nitrógeno se aumenta la 

producción de poli-b-hidroxibutirato (PHA) en condiciones in vitro. En condiciones de campo, 

esta sustancia está relacionada con reconocimiento hospedero-microsimbiote y en el 

encrespamiento de los pelos radiculares. Asimismo, estos biopolímeros están relacionados con 
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reservas de carbono y energía y su producción es estimulada por exceso de carbono soluble y 

limitaciones de los macronutrientes nitrógeno y fósforo (Diouf et al., 2003). 

En la tabla 18 y en la figura 65 se muestra la formación de estructuras a los 15 días de 

evaluación bajo las condiciones de crecimiento evaluadas.  

Tabla 18 

Formación de estructuras especializadas a los 15 días de incubación de tres cepas de Frankia 

sp.  crecidas en medios con diferentes fuentes de nitrógeno. 

Fuente 

Cnp1 Cnp10 Cnt12 

Vesículas Esporangios Vesículas Esporangios Vesículas Esporangios 

Cloruro de amonio  + ± + ± + ± 

Extracto de levadura ± ++ ± + ± ± 

Sin fuente (N2) ++ ++ ++ ± ++ ++ 

Nota. *Crecimiento relativo de esporangios y vesículas: Ausencia (-), ocasionalmente abundante 

(±), abundante (++) 

En las tres cepas, en todas las fuentes de nitrógeno hubo formación de vesículas, pero la 

mayor cantidad se observó en el medio sin fuente de nitrógeno. Bajo el microscopio se observó 

que, en las fuentes con nitrógeno, las vesículas se encontraron en fase oscura (Figura 65 a y b), 

estado en el que posiblemente aún se encuentra nitrógeno disponible. Por el contrario, en el 

medio sin nitrógeno se observó la formación de esporas maduras, con presencia de glicógeno 

debido a la demanda de consumo de energía por la actividad metabólica (Murry et al., 1984). 
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Figura 63 

Fotomicrografías de estructuras especializadas de las cepas de Frankia sp.  

 

 

 

 

Nota. a. Cepa Cnp1 +levadura b. Cepa Cnp10+cloruro de amonio. c. Cnt12+levadura. V: 

Vesículas Microscopia de luz. Magnificación x100. 

7.7. Análisis de la Producción de Exopolisacáridos en Cepas Nativas de Frankia sp.   

Las cepas Cnp1 y Cnt12 fueron seleccionadas, para realizar los análisis de determinación 

de las características del exopolisacáridos producidos. Los EPS fueron denominados con los 

nombres de las cepas Cnp1 y Cnt12.  

7.7.1. Actividad Emulgente 

Los resultados de la media de tres determinaciones indican el porcentaje emulsionado de 

la mezcla agua-fase oleosa. Las medidas fueron evaluadas tras dejar la emulsión en reposo 

durante 1 hora y pasadas las 24 horas, a temperatura ambiente, con el fin de realizar la 

evaluación de la estabilidad de las mismas a través del tiempo. 

En las figuras 66 y 67 se puede evidenciar el resultado de la actividad emulgente de los EPS 

Cnp1 y Cnt12, sobre las distintas fases oleosas ensayadas (aceite de oliva, girasol, almendra, 

 V 

a                                        b                                    c 
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ricino y, jojoba) y el surfactante químico utilizado como parámetro de control que fue el Tween 

80. 

Figura 64 

Actividad emulgente exopolisacárido Cnp1 y control a las 24 horas 

 

Nota. Aceite: oliva, girasol, almendra, ricino, Tween (control) y jojoba 

Debido a la acción de la agitación frente a la inestabilidad de las emulsiones del 

exopolisacárido Cnp1 y el control, se observó que las pruebas que contenían aceite de jojoba y 

almendras presentaron una inestabilidad tipo creaming o sedimentación, la cual se generó por la 

acción de la gravedad que produce un gradiente vertical de concentración de las gotas sin variar 

la distribución. Por su parte, el aceite de ricino y el Tween mostraron una inestabilidad de la 

emulsión posiblemente tipo floculación, el cual se controla por las fuerzas de atracción 

electrostáticas de Van der Waals y repulsivas de tipo estéricas y de hidratación (Aranberri et al., 

2006). 

Figura 65 

Actividad emulgente exopolisacárido Cnt12 y control a las 24 horas 
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Nota. Aceite: oliva, girasol, almendra, ricino, Tween (control) y jojoba. 

Las emulsiones de los EPS Cnt12 y el control, fueron, posiblemente de tipo coalescencia, 

la cual básicamente se observa por la fusión de gotas las cuales crear unas gotas de mayor 

tamaño con la eliminación de parte de la interfase líquido/líquido. A pesar de que el proceso de 

inestabilidad debido a la coalescencia no se comprende en su totalidad, se cree que está 

relacionado con la curvatura preferida y con la rigidez de la capa de tensioactivo que estabiliza la 

emulsión (Aranberri et al., 2006). 

El porcentaje de fase emulsionada que originan los exopolisacáridos fue prácticamente en 

todos los casos, superior al 50% como se indica en la tabla 19.  

Tabla 19 

Porcentaje de emulsión y fases oleosas con EPS producidos en medio BAP 

EPS Tiempo (h) Oliva Girasol Almendra Ricino Jojoba 

Cnt12 

1 53,1 50,5 46 50,7 56 

24 43,2 47,4 26,3 46,5 40,3 

Cnp1 

1 54,7 58,4 55 36,3 58,6 

24 50 52,3 50,4 28,5 46,7 
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Control 

Tween 80  

1 60 59,9 59,3 59,1 60 

24 60 59,7 59 58,3 59,8 

 

A través de este ensayó se puede determinar que los EPS obtenidos por las dos cepas de 

Frankia sp.  presentaron actividad emulgente. De igual manera, se presentó una disminución de 

la emulsión a través del tiempo, efecto asociado a la degradación del EPS (Mata, 2006). Después 

de 1 hora de evaluación el EPS Cnt12 presentó de la mayor actividad emulgente en aceite de 

oliva, girasol, ricino y jojoba con valores del 53,1%, 50,5%, 50,7% y 56% respectivamente. Los 

EPS Cnp1 obtuvo valores cercanos al 50% en todos los aceites con excepción del ricino. Pasadas 

las 24 horas el EPS Cnt12 presentó los mayores porcentajes emulgentes en todos los aceites a 

excepción del aceite de almendras y el EPS Cnp1 presentó acción emulgente en todos los aceites 

mostrando el menor valor en el ricino.  

Por su parte el control Tween 80 alcanzó el valor máximo de emulsión con el aceite de 

oliva, jojoba a la primer hora y pasada las 24 horas se observó similar comportamiento en la 

actividad emulgente en todos los aceites evaluados. 

La estabilidad de las emulsiones producidas por lo exopolisacáridos de Frankia sp., 

presentan hay una disminución en el porcentaje al trascurrir las 24 horas en los aceites evaluados 

con un promedio del 50%, a excepción del aceite de almendras y ricino que fueron inferiores, No 

se evidenció signos de floculación, coalescencia o sedimentación. 

Durante la formación de la emulsión, la deformación de la gota es opuesta por el gradiente 

de presión entre el lado externo (convexo) y el lado interno (cóncavo) de la interfaz. En este 

sentido, la agitación es la presión o el gradiente de velocidad requerido para generar esta 
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formación en la emulsión. Los resultados obtenidos en esta investigación, permiten inferir que 

los EPS producidos por las cepas de Frankia sp., presentaron la capacidad de formar un gel que 

rodea las goticulas de la fase oleosa, que actúa como barrera, impidiendo la coalescencia y la 

rotura de la emulsión. 

La mayor parte de los estudios sobre emulsiones se centran en la formación y 

caracterización a través de análisis de estructuras y propiedades en función de diferentes 

variables asociadas a la composición y mecanismos de preparación como las condiciones de 

formación, tipo de emulsificantes hidrofílicos, lipofílicos y la utilización de distintos compuestos 

como polisacáridos para ayudar a la estabilización del sistema, incorporación de compuestos 

bioactivos fundamentalmente hidrosolubles en la fase acuosa interna (Jiménez, 2013).  

Los estudios realizados por García (2021) con microorganismos halófilos reporta 

porcentajes de emulsión entre el 55% y el 70% en su mayoría de ensayos, siendo superiores al 

patrón para varios de los EPS estudiados. Esta emulsión no solo fue estable durante las primeras 

24 horas, sino que también mantuvieron la emulsión por más de 120 hora.  

Resultados similares a los obtenidos en este estudio fueron presentados por Fuentes et al. 

(2013) con Halomonas sp., pero inferiores a los reportados Mata (2006) en cepas de halófilas y a 

los reportes de Amjres et al., (2010) en Halomonas nitroreducens quienes reportaron porcentajes 

emulgente de 85% para aceite de oliva y del 70% para aceite de girasol. 

La posibilidad de emulsificación de aceite de oliva y aceite de girasol de los biopolímeros 

es un dato interesante a nivel agroindustrial. Las emulsiones de aceite/agua son muy comunes en 
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la industria, especialmente en la producción de biopelículas, recubrimientos y muchos otros 

productos. El porcentaje del exopolisacárido de Frankia sp.  emulsionado con los dos aceites fue 

al menos comparable al obtenido con cualquier emulsionante químico utilizado como control en 

este estudio, y en muchos casos superior.  

7.7.2. Grado de Dispersión 

Existe un elevado número de especies microbianas que sintetizan exopolisacáridos con 

actividad emulgente (bioemulgentes). Una emulsión es una dispersión termodinámicamente 

inestable de dos o más líquidos inmiscibles o parcialmente miscibles. Las funciones 

bioemulgentes en general son: i) incrementar el área de superficie entre dos fases inmiscibles, en 

agua y una fase oleosa o substrato insoluble; ii) incrementar la biodisponibilidad de sustratos 

hidrofóbicos mediante el aumento de la solubilidad; iii) regular la adhesión y separación de los 

microorganismos a las superficies (Aranberri et al., 2006). 

Basados en su masa molecular los bioemulgentes, pueden ser divididos en bioemulgentes 

de pequeña masa molecular y de elevada masa molecular. Los de pequeña masa molecular son 

los glucolípidos, lipopéptidos y fosfolípidos, los cuales actúan en la disminución de la tensión 

superficial de las emulsiones lo que le confiere una actividad surfactante o tensioactiva estos se 

denominan biosurfactantes. Los de mayor masa molecular, están integrados por lipolisacáridos y 

compuestos polisacáridos en general, los cuales provocan una disminución de la tensión 

superficial de las interfaces, aunque no tan marcadas como los emulgentes de menor masa 

molecular, se consideran bioemulgentes estabilizadores (Aranberri et al., 2006).   
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El resultado de las microfotografías de las gotículas y algunas de sus características 

evidenciadas se indican en las Tablas 20 y 21.  

Tabla 20 

Emulsiones con diferentes tratamientos oleosos de los EPS Cnp1 

Aceite 1 hora 24 horas 

Oliva 

o/w 

Mas soluble en agua que en aceite 

 

 

 

 

 

 

Sedimentación 

Almendras 

o/w 

Mas soluble en agua que en aceite 

 Coalescencia 

Girasol 

o/w 

Mas soluble en agua que en aceite 

 Coalescencia 

Aceite de ricino 

o/w 

Mas soluble en agua que en aceite 

 

 

 

 

 

Sedimentación 
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Jojoba 

o/w 

Mas soluble en agua que en aceite 

 

 

 

 

 

Coalescencia 

 

Tabla 21 

Emulsiones con diferentes tratamientos oleosos de los EPS Cnt12 

Aceite 1 hora 24 hora 

Oliva 

o/w 

Mas soluble en agua que en aceite 

 

Coalescencia 

Almendras 

o/w 

Mas soluble en agua que en aceite 

 

Agregación 

Girasol 

o/w 

Mas soluble en agua que en aceite 

 

Goticas de emulsión múltiple 

Ricino 

o/w 

Mas soluble en agua que en aceite 

 Goticas de emulsión múltiple  
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Jojoba 

o/w 

Mas soluble en agua que en aceite 

 
No identificado 

 

Al analizar las fotomicrografías se identificó que las emulsiones presentaron estabilidad 

física de tipo sedimentación en el aceite de oliva y ricino en EPS Cnp1 y EPS Cnt12 

respectivamente; la sedimentación es una emulsión que se generan como consecuencia de la 

diferencia de densidades entre ambas fases, este tipo de estabilizadores se disuelven en la fase 

continua y aumentan su viscosidad o crean puntos de conexión, que restringe la movilidad de las 

gotas y las colisiones entre ellas, reduciendo el riesgo de coalescencia, un ejemplo claro de este 

tipo son los polisacáridos (Janczarek et al., 2015). 

Las emulsiones que mostraron ser de tipo coalescencia fueron el aceite de oliva en los 

EPS Cnt12 y en aceite de girasol y almendras en los EPS Cnp1. Este tipo de emulsión se 

caracteriza por presentar tensión interfacial, lo que causa un cambio real en la distribución del 

tamaño de la gota, el tamaño inicial de la gota solo puede ser recuperada mediante otro proceso 

de emulsificación (Mata, 2006). 

La cepa Cnt12 presentó emulsión tipo agregación en el aceite de oliva, la cual se origina 

como consecuencia de las fuerzas de atracción interparticulares, en este sentido la gota 

permanece constante la distribución inicial puede conseguir por agitación (Aranberri et al., 

2006). 
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Las emulsiones simples se presentaron en todos los aceites a excepción de los EPS 

expuestos a los aceites girasol y ricino. Las emulsiones múltiples son sistemas 

multicompartimentizados, que se caracterizan por la coexistencia de emulsiones de aceite-en-

agua (O/W) y de agua en aceite (W/O), donde los glóbulos de la fase dispersa contienen dentro 

de ellos gotas dispersas más pequeñas. Este tipo de emulsiones son importantes para 

microencapsulación en farmacología, cosmética y otros usos industriales (Aranberri et al., 2006).  

Los diámetros de las gotas líquidas que se encuentran dispersas se encuentran en el rango 

de 0,1 y 100 μm. Aunque se traten de dispersiones termodinámicamente inestables, las 

emulsiones pueden convertirse en cinéticamente estables gracias a la presencia de agentes 

tensioactivos que presentan la capacidad de absorción en las superficies de las gotas. En la 

mayoría de las emulsiones una de las fases es acuosa y la otra un aceite polar, como se puede 

evidenciar en el registro fotográfico. Las emulsiones obtenidas fueron de aceite en agua (oil-in-

water, o/w) (Aranberri et al., 2006).  

Las emulsiones que presentaron los exopolisacáridos del actinomiceto Frankia sp.  

fueron similares a los reportados por Exenta et al. (2020) quienes evaluaron proteína extraída de 

almendra.  Por su parte García (2021) en bacterias halófilas reportaron una emulsión estable en el 

tamaño de la gota al transcurrir el tiempo, donde muestra un buen carácter emulgente y 

estabilizador. Loyeau (2017) en bacterias probióticas Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

encontraron que la emulsión se desestabiliza en con el transcurso del tiempo, efecto asociado a 

que las gotas de aceite aisladas a la superficie presentaron menor densidad que la fase. 
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7.7.3. Pruebas de Dilución y Ebulloscopia de los EPS 

Se realizaron varias diluciones a diferentes concentraciones de los EPS Cnp1 y Cnt12, 

con el fin de determinar si el agua es el solvente ideal para estos compuestos o si era necesario 

encontrar un solvente más fino al biopolímero. De igual manera, se determinó el punto de 

ebullición. Los resultados de los valores de concentraciones y los datos de temperaturas de 

dilución obtenidos se indican en la tabla 22.  

Tabla 22 

Temperaturas de ebullición de diferentes concentraciones de EPS Cnp1 y Cnt12 

EPS 

Temperatura 

(°C) 

Tiempo 

(Minutos) 

Volumen 

medio (mL) 

Concentración 

(g/L) 

Cnp1 

15 0 80 70 

30 8 78 83,4 

40 7 78 83,2 

50 10 77 82,7 

60 10 75 80,7 

70 12 51 56,8 

80 14 48 53,6 

90 14 47 52,8 

92 8 18 23,4 

Cnt12 

15 0 80 71,0 

30 5 78 73,9 
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40 7 75 72,8 

50 10 74 72,3 

60 13 72 70,4 

70 14 58 56,1 

80 15 56 53,3 

90 12 46 43,6 

92 9 14 11,7 

 

La concentración de los dos EPS fue de 70 y 71 g/L en su estado inicial a temperatura 

ambiente. Los valores presentaron una disminución en su concentración con la temperatura, con 

un mayor efecto a los 92°C que generó un descenso en la concentración del 66 y 83% en los EPS 

Cnp1 y Cnt12 respectivamente. Como se puede observar a los 70 °C, la viscosidad descendió 

con mayor tendencia en los dos EPS. 

Con datos obtenidos, se realizó las gráficas que se observan en las figuras 68 y 69 Como 

se puede ver la concentración de los dos EPS presentan una tendencia lineal con un del R2 56 y 

70% respectivamente. Frente al tiempo no se observó una tendencia lineal significativa para los 

dos EPS. 

Figura 66 

Datos de temperatura de ebullición obtenidos para las disoluciones del EPSCnp1 
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Figura 67 

Datos de temperatura de ebullición obtenidos para las disoluciones del EPS Cnt12 
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A partir del comportamiento que tuvieron los puntos de ebullición para ambos polímeros 

y al observar las disoluciones después de un tiempo, se puede establecer que los polisacáridos 

por las cepas de Frankia sp.  presentan solubilidad en agua y es por eso, los puntos de ebullición 

de las disoluciones son mayores a medida que se aumenta la concentración. Se puede concluir 

que el solvente empleado para estos polisacáridos, fue bueno. 

El método de ebulloscopia para calcular el peso molecular mide la diferencia entre las 

temperaturas de ebullición del disolvente puro y de varias soluciones del polímero en el mismo 

disolvente (Miranda, 2015). Franco (2004) realizo estos mismos ensayos con exopolisacáridos 

producidos por cepas de Rhizobium leguminosarum y obtuvo valores diferentes respecto a los 

evidenciados en Frankia sp., los autores no encontraron en el agua como el mejor solvente para 

los EPS producidos por estas cepas. En este sentido, se puede inferir que los EPS producidos por 

Frankia sp., contienen características diferenciales, en su totalidad no estudiados a nivel 

químico, con adelantos básicos a nivel molecular y más asociados a la simbiosis. 

7.8.  Factores que Influyen en la Viscosidad de las Preparaciones Acuosas del EPS 

Producidos por Frankia sp.  

7.8.1. Viscosidad de las Soluciones Acuosas de EPS de Cnp1 y Cnt12 

La viscosidad es la medida de la fricción interna de un fluido la cual genera cierta 

resistencia a fluir. La medición de la viscosidad permite entender el tipo de flujo que presenta y 

así lograr entender las propiedades de los EPS (Orozco, 1999).   
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Dentro de este trabajo el término viscosidad se define como la capacidad que poseen los 

microrganismos para formar filamentos estirados dentro de medios líquidos, esto se observa 

cuando son recogidas con un asa de siembra (Dierksen et al., 1997).  

Los fluidos se dividen en newtonianos o no newtonianos según el tipo de relación que se 

produzca entre el esfuerzo de corte y el gradiente de velocidad de deformación. Así, cuando la 

relación entre ambos parámetros es lineal al fluido se lo denomina newtoniano y la constante de 

proporcionalidad entre ambos parámetros es la viscosidad. En los fluidos no newtonianos la 

relación no es lineal y los diferentes comportamientos de flujo posibles son: pseudoplástico, 

dilatante, herschel bulckley y plástico de Bingham. En los fluidos pseudopláticos al aumentar el 

gradiente de velocidad disminuye el incremento de esfuerzo observado para una variación en el 

gradiente de velocidad. Esto significa que la resistencia del líquido a fluir disminuye con el 

aumento del gradiente de velocidad aplicado (Peréz et al., 2010).  

La viscosidad es un parámetro importante que permite definir el posible uso de los EPS a 

nivel industrial. Con esta evaluación, se pretende contribuir a la identificación de si los EPS 

obtenidos por las cepas de Frankia sp.  son aptos o no para procesos de gelificación, fijación o 

como materiales útiles en la elaboración de biopelículas o recubrimientos para alimentos. Uno de 

los parámetros que permitió concluir un resultado positivo es el concepto que, para los 

microorganismos simbióticos, la presencia de los exopolisacáridos es importante en el proceso 

de reconocimiento entre hospedero y microsimbiote. A nivel in vitro se reconocen por la 

formación de colonias mucosas en el crecimiento en medio sólido o por el aumento de la 

viscosidad o la formación de un gel en medios líquidos como es el caso de Frankia sp.  (Rey, 

2015). 
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Como se indica en la figura 70, el comportamiento de mayor viscosidad fue el EPS Cnp1 

con una viscosidad máxima de 15 mPa*s. Este EPS fue aislado de la cepa que lleva su nombre, 

la cual demostró en los diferentes ensayos realizados en este trabajo, una mayor producción de 

EPS, alto crecimiento traducido en biomasa, baja contaminación y mejores características 

visuales de la viscosidad en forma del gel en el medio de cultivo líquido. Este resultado es 

coherente con lo mencionado por diversos autores, donde se manifiesta que la producción de 

EPS puede variar entre especies, procedencia y comportamiento en condiciones nutricionales 

(Mata, 2006). 

Figura 68 

Viscosidad de las preparaciones acuosas de las cepas estudio Cnp1 y Cnt12 

 
 

Las cepas de Frankia sp.  aisladas de Alnus acuminata, mostraron capacidad de producir 

EPS, efecto asociado a la presencia de azúcares en la pared celular de Frankia sp.  el cual 

contiene el monosacárido (2-Ometyl-D-manosa) que cumple un rol específico en el 

reconocimiento con el hospedero durante la simbiosis (Kucho et al., 2010). Lee et al. (2013) 
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encontraron en los EPS producidos por la cepa de Frankia sp.  que los principales monosacáridos 

de los residuos de glucosilo fueron galactosa, glucosa y manosa, independientemente de las 

condiciones de crecimiento.  

La naturaleza de las moléculas de EPS influye en gran medida en la estabilidad y en los 

valores de viscosidad, Flemming & Wingender (2001) sugieren que existen comportamientos 

para cada cepa o cultivo y las interacciones entre las diferentes fuerzas físico-químicas da lugar a 

la matriz de EPS que tiene características tridimensionales y gelatinosas. 

Lee et al. (2013) encontraron en los EPS producidos por la cepa de Frankia sp.  que los 

principales monosacáridos de los residuos de glucosilo fueron galactosa, glucosa y manosa, 

independientemente de las condiciones de crecimiento.  

Los diferentes valores de viscosidad se ven afectados por el pH, la concentración de 

sales, azúcares y otros componentes como lípidos y polisacáridos (Pilosof, 2000). Polímeros 

como la celulosa reducen la viscosidad en microorganismos fijadores de nitrógeno como 

Rhizobium, y en colonias de coloración rojiza como en P. endophyticum PEPV15 se encuentra 

un polisacárido muy acuoso y menos viscoso que el de las cepas de Rhizobium (Flores, 2018).  

Soluciones muy diluidas de EPS bacterianos suelen comportarse como fluidos 

newtonianos. En cambio, a mayores concentraciones muestran comportamiento pseudoplástico. 

Este comportamiento se presenta en soluciones de EPS producidos por Propionibacterium 

(Gorret et al., 2003), Lactococcus lactis (Tuinier et al., 1999), microorganismos de los gránulos 

de kéfir (Grattepanche et al., 2007) y en algunos cultivos iniciadores de yogurt de lactobacilos 

(Petry et al., 2003; Canquil et al., 2007).  
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7.8.2. Concentración de los Exopolisacáridos de la Cepa Cnp 1 

Dada la respuesta de los EPS obtenidos de la cepa Cnp1, se realizó una prueba única a 

esta cepa para determinar la concentración de los EPS, los cuales se indican en la figura 71. 

Acorde a los resultados reportados por diferentes autores como se ha documentado a lo largo del 

documento, la viscosidad presentó una tendencia a aumentar con la concentración de los EPS de 

esta cepa. La dependencia entre la viscosidad y el gradiente de deformación o esfuerzo de cizalla 

es un indicativo del comportamiento pseudoplástico de los EPS de la cepa de Frankia sp.  Cnp1 

en solución; es así, que la viscosidad disminuyó al aumentar el gradiente de deformación 

(esfuerzo cizalla). Esta respuesta es una propiedad general en la mayoría de los biopolímeros de 

uso industrial (Mata, 2006). 

Figura 69 

Efecto de la concentración de los EPS cepa Cnp1 sobre la viscosidad de las 

preparaciones acuosa. 
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La medida obtenida en el Rheometro Brookfield permitió utilizar un rango de fuerza de 

cizalla entre 3,34 – 6,02, torque entre 45% y 82%, arrojando una desviación en la mayoría de las 

mediciones de ± 0,1 mPa*s.   

La relación de la viscosidad y el esfuerzo de cizalla permite conocer el esfuerzo aplicado 

a la muestra y la deformación resultante. En este sentido, la deformación inicial fue de 0,5 Pa y 

alcanzó su valor máximo de 0,65 Pa. González et. al. (2015) mencionan, que este valor 

representa una baja inestabilidad de la mezcla de polímeros químicos. Específicamente en EPS 

producidos por microorganismos, el bajo esfuerzo de cizalla hace relación a un alto valor de 

viscosidad (Moreno et al., 2000)  

Al someter a la mezcla de EPS de la cepa Cnp1 en solución con glicerol, se presentó 

cualidades como un agente espesante o viscosante. En la figura 72 se puede observar que, a 
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medida que aumenta la fuerza de deformación (fuerza de cizalla), aumentó la viscosidad de la 

mezcla del biopolímero. 

Hosseini et al. (2010) compararon las propiedades reológicas de una solución acuosa de 

C.M.C. en función a la concentración y encontraron que la solución de C.M.C. se comporta 

como un fluido pseudoplástico.  Haddarah et al. (2014) realizó un estudio reológico a la goma de 

algarrobo, a una concentración de 1% (w/v) y encontró un comportamiento de fluido 

pseudoplástico. En el polisacárido proveniente de Nostoc sphaericum, Roldan (2015) encontró 

que a medida que se incrementaba la concentración del hidrocoloide de esta cianobacteria se 

aumenta la viscosidad de la emulsión.  

Por su parte Amjres (2010), reportó que el biopolímero producido por Halomonas 

nitroreducens cepas HK30 y HK12 presentaron una mayor capacidad viscosizante a medida que 

aumentaba el esfuerzo de cizalla. Igual respuesta se observó con el maurano un exopolisacárido 

producido por Halomonas maura (Bouchotroch et al., 2001).  

En algunos casos se observa un rango en el comportamiento del alginato efecto del 

gradiente sobre la viscosidad aparente el cual tiene un máximo en torno a la concentración de 

0,1% en masa, donde este alcanza su máximo valor de viscosidad. Este mismo comportamiento 

se reporta para polímeros como la goma Cashew (Mothé & Rao, 1999).   

Figura 70 

Efecto del glicerol en los EPS de la cepa Cnp1 sobre la viscosidad y el esfuerzo cizalla  
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7.8.3. Efecto de la Temperatura sobre la Viscosidad  

El análisis térmico permite medir algunas propiedades de ciertos materiales cuanto estos 

se programan a una medición continúa en función de la temperatura, es decir, cuando se está 

controlando el calentamiento y o enfriamiento. Conocer las propiedades térmicas de los 

polímeros permite determinar las transiciones térmicas que ocurren cuando son expuestos a 

temperaturas, por ejemplo, el efecto en la descomposición, temperatura de fundición o de 

transición vítrea, entre otros, efectos que varían acorde a la naturaleza del polímero (Janczarek et 

al., 2015).  

La respuesta de la viscosidad respecto a la temperatura de los EPS en solución, es un 

factor de gran importancia, ya que los polímeros deben ser expuestos a diferentes temperaturas 

en su aplicación a nivel industrial (Montoya et al. 2021).  

En la figura 73, se indican los resultados térmicos realizados a las muestras de 

biopolímeros obtenidos.  
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Figura 71 

Efecto del aumento gradual de la temperatura sobre la viscosidad de los EPS Cnp1 y Cnt12. 

   

Como se observa en la gráfica, se presentó una evolución de la viscosidad de los 

exopolisacáridos acorde al aumento de la temperatura, llegando a un máximo de viscosidad a los 

66°C con 16 y 15 mPa*s para EPS Cnp1 y EPS Cnt12 respectivamente. A partir de esta 

temperatura, se evidenció un descenso marcado sobre de viscosidad hasta los 3,7 y 3,5 mPa*s.  

Durante el incremento de la temperatura se notó que al aumentar la temperatura superior 

a los 90°C la mezcla del biopolímero inició un proceso de ebullición, el valor de la viscosidad en 

este punto del ensayo no pudo ser detectado por el equipo.  

Estos cambios graduales de temperaturas de descomposición suministran información 

sobre la relación que existe entre la estructura y las propiedades físicas estableciéndose que a 

medida que transcurre el tiempo y la temperatura, se genera una red polimérica más estable.   

La disminución de la viscosidad se debe a un estado de desorden de las partículas de los 

polisacáridos que aumenta a medida se incrementa el calentamiento, lo cual hace inestable estas 
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soluciones disminuyendo su rango de aplicación a nivel industrial en procesos que precisen 

calentamiento (Sutherland, 1999). 

Los resultados obtenidos, permite identificar que las soluciones acuosas de los dos EPS, 

aumentaron con la temperatura, en este sentido se pudo determinar que el biopolímero obtenido 

en este estudio presenta cualidades de alta resistencia a altas temperatura (Sutherland, 1999). 

En ensayos relacionados donde se utilizó gomas derivadas de la linaza, albahaca, jarabes 

alimenticios y exopolisacáridos producidos por otros microorganismos y se evidenció que a 

medida que aumenta la temperatura disminuye la viscosidad de la mezcla (Paris, 2009; Abbes et 

al., 2015; Abbastabar et al., 2015). 

En polisacáridos extraídos de algas como el alginato, Gómez & Navaza en el año 2002, 

observaron una disminución de la viscosidad aparente a medida que la temperatura aumentaba, 

lo que producía una pérdida en el comportamiento pseudoplástico, efecto asociado al gradiente 

de velocidad sobre la viscosidad de la muestra.  

El índice de viscosidad a diferentes concentraciones del hidrocoloide de Nostoc 

sphaericum v. en solución, disminuyó cuando la temperatura aumentó de 27 a 70 °C, bajando 

de 60 mPa*s a 3 mPa*s.  Este fenómeno en la variación de la viscosidad aparente con la 

temperatura se puede atribuir al movimiento térmico de las moléculas, el cual se intensifica 

con el aumento de temperatura, ampliando así, la distancia intermolecular y debilitando las 

interacciones. Además, así como los polisacáridos del Nostoc sphaericum v. pueden 

hidrolizarse a alta temperatura, cabe la posibilidad de que el EPS producido por Frankia sp.  



170 

 

 

también pueda hidrolizarse y que esto cause la disminución de la viscosidad (Kim & Yoo, 

2011; Roldan, 2015).    

Por otro lado, mientras que muchos polisacáridos solubles en agua tienen una caída en la 

viscosidad con el aumento de las temperaturas (Wu et al., 2014),  como es el caso de la goma de 

Tara obtenida de Caesalpinia spinosa, Farhoosh & Riazi (2007) y Yang & Zhu (2007), 

demostraron que la goma de xantano puede mantener la viscosidad a altas temperaturas, o se 

puede presentar el caso de que el  valor de viscosidad del polímero empieza a descender desde 

una temperatura especifica como en el caso del murano el cual llega a una temperatura por 

encima de los 60 °C y sus valores de viscosidad empiezan a descender (Moreno, 2013; Quesada 

et al., 2006) o en la goma welan producida por Sphingomonas sp donde a solo al alcanzar 

temperaturas superiores a 80 °C los valores de  viscosidad empiezan a fluctuar (Chengzhu et al., 

2021).   

Al someter la viscosidad de las preparaciones acuosas de los dos EPS a un cambio 

drástico de temperatura (Tabla 23).  

Tabla 23 

Recuperación de la viscosidad de los ex polisacáridos al ser expuestos a temperatura y 

enfriamiento. 

EPS 

Temperatura inicial 

(°C) 

Viscosidad  

inicial  (mPa*s) 

Temperatura final 

(°C) 

Viscosidad 

final (mPa*s) 

Cnp1 

15 7,91   

70 4,25 4 4,81 
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90 3,26 4 4,36 

Cnt12 

15 7,60   

70 3,65 4 4,51 

90 3,52 4 3,76 

 

El comportamiento del biopolímero en solución tras un calentamiento a 70 y 90°C, 

indicaron una pérdida de la viscosidad al ser expuesto a cambios de temperaturas drásticos, 

llegando a tener patrones de viscosidad muy bajos con pérdida del 46 y 42% EPS Cnp1 y 48 y 

46%. Datos similares a los reportados por Mata (2006). La recuperación de la viscosidad tras 

refrigeración se logró en un 69 y 70% EPS Cnp1 y 77 y 72% en el EPS Cnt12. Se observó que el 

existió un efecto sobre las propiedades viscosizantes de los exopolisacáridos produciros por las 

dos cepas, esta pérdida recuperó progresivamente su carácter viscoso. 

En murano en solución, también resiste un descenso y aumento de temperatura tal como 

lo reporta Quesada et al. (2006).   

7.8.4. Efecto del Proceso de Esterilización en Autoclave de Vapor 

El movimiento del vapor de agua a través de una lámina de polímero, permite identificar 

y determinar el funcionamiento de las biopelículas como barreras y predecir el grado de 

preservación (Montoya et al., 2021).  

El efecto del vapor sobre la viscosidad de los EPS se puede observar en la tabla 24. Como 

se puede observar la viscosidad de los EPS se estabilizó después de las 24 horas de autolavado. 

Los resultados obtenidos con los previamente identificados en las pruebas de temperatura, 

indican que los EPS obtenidos por las cepas de Frankia sp.  se muestran termorreversibles.  
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Tabla 24 

Efecto de viscosidad en congelación y descongelación 

Muestras Hora 

Viscosidad 

(mPa*s) 

Cepa 1 

0 7,91 

Después de autolavado 

(87 °C) 

3,47 

24 13,81 

Cepa 12 

0 9,94 

Después de autolavado 

(87 °C) 

3,7 

24 16,62 

 

Estudios realizados en biopolímeros como curdlan, xantano y succinoglicano se 

evidenció la no alteración de las propiedades viscosantes de estos polímeros sometidos a 

procesos de congelación y descongelación sucesivas (Paris 2009; Born et al., 2002; Martínez 

2010). Por lo tanto, los EPS obtenidos en esta investigación pueden funcionar satisfactoriamente 

en procesos de congelación, descongelación y procesos en los que sean necesarias etapas de auto 

clavado.  

A nivel industrial el EPS se podría utilizar como aditivo en alimentos como embutidos 

los cuales contemplan etapas de esterilización. De igual manera, también podría ser utilizado en 

la industria de los helados y alimentos congelados ya que permitiría mantener la propiedad de la 

viscosidad en bajas temperaturas. Para ello, es importante ampliar estudios más detallados acerca 
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de su aplicabilidad y su uso a nivel industrial, teniendo en cuenta estos ensayos de 

aproximaciones realizadas.  

7.8.5. Efecto del pH Sobre la Viscosidad  

En la figura 74, se grafica el efecto del pH sobre la viscosidad los dos exopolisacáridos. 

Las curvas permiten observar detalladamente la forma en la que la viscosidad responde a los 

cambios de pH, llegando a ser una relación dinámica en la cual el exopolisacárido modifica su 

viscosidad ante los diferentes cambios de pH.  

Figura 72 

Determinación de viscosidad a diferentes valores de pH 

     

 

Los EPS mostraron un comportamiento similar en los diferentes niveles de pH evaluados 

con una mayor viscosidad entre el pH 5 a 7. El pH básico generó mayor impacto sobre la 

viscosidad que el pH ácido. Los intervalos de pH fueron evaluados en exopolisacáridos 

producidos por Paenibacillus por Weon et al. (1999), se encontró un efecto del pH sobre la 

viscosidad, siendo mayor la respuesta de la viscosidad en pH de 6 hasta 10. 
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En Rhizobium leguminosarium, el efecto de pH fue óptimo de 6,5 y 7,5 (Janczarek et al., 

2015). En Vibrio alginolyticus se presentó una disminución de la viscosidad con pH ácidos (2) y 

muy básicos (11) (Muralidhara & Jayachandran, 2003).  

Estos cambios de la viscosidad generados por el pH como se evidencia en la (figura 48) 

se deben a las fuerzas iónicas y en las interacciones que existen entre las fuerzas de atracción y 

repulsión de las cadenas poliméricas del exopolisacárido, tal comportamiento, es semejante a 

ocurrido en las gomas derivadas de origen natural como la goma de almendra, goma de linaza y 

goma de albahaca (Qian, 2012; Amini & Razavi, 2012;). Por su parte, las gomas xantana, konjac 

y la de mascar, se mantienen estables a un amplio rango de valores de pH siendo muy atractivas 

para ser utilizadas a nivel industrial (Chen, 2006). 

El rango evaluado de pH (3 a 9) fue basado en los diferentes referentes bibliográficos 

como Sutherland (1999), quien sustenta que cada una de las cadenas poliméricas reacciona de 

diferente manera a cada valor de pH. Como era de esperarse, los resultados obtenidos indican un 

efecto positivo a estos cambios. De estos resultados, queda pendiente realizar estudios donde se 

evidencie la no ruptura de la composición del EPS en ambientes ácidos o alcalinos extremos ya 

que una ruptura daría inicio a una degradación por hidrólisis (Ale et al., 2016). 

7.9. Participación de los EPS en la Formación de Biofilms 

La relación entre las raíces de las plantas y los microorganismos del suelo es un proceso 

coevolutivo largo y complejo, que conduce a interacciones especializadas y duraderas que van 

desde el engaño hasta el altruismo. Las múltiples interacciones planta-microbio que tienen lugar 

en la rizósfera están mediadas a través de una red dinámica, a través de señales moleculares 
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secretadas como respuesta al ataque en el caso de una enfermedad o como una estructura de raíz 

en desarrollo, como en la simbiosis de micorrizas rizobianas y arbusculares (Ktari et al., 2017).  

La formación de biopelículas ha sido ampliamente estudiada en microorganismos 

simbióticos, ya que esta capacidad es relevante en las interacciones entre microsimbiote y 

hospedero (Bhattacharyya & Jha, 2012). La capacidad de formar biopelículas y colonizar 

activamente la superficie de la raíz es una ventaja para las bacterias simbióticas, ya que les 

permite competir por el espacio, sacando a otras bacterias de su área de acción. Es así que, 

estudios realizados por Marappa et al., (2020) en endófitos de Frankia sp.  aislada de Casuarina 

sp, encontró que los EPS aislados son agentes multipotentes antimicrobianos y antibiofilms en 

condiciones in vitro contra patógenos multihuéspedes de plantas actinorrizas. 

En condiciones de laboratorio, se observó la formación de biofilms en los cristales de los 

frascos con los medios de cultivo líquido en las cepas de Frankia sp.  aisladas que se dejaron por 

tiempo prologando. Con el fin de identificar si las cepas productoras de EPS Cnp1 y Cnt12 

formaban biofilms, se aplicó la técnica de adhesión sobre superficies (placas microtitter) y su 

posterior tinción con cristal violeta. Se incluyó una evaluación de temperatura y de agitación, con 

el fin de observar las características de estos biofilms y la influencia.  

En la figura 75 se muestran los resultados obtenidos tras incubar las dos cepas de Frankia 

sp.  con agitación constante de180 rpm y sin agitación a 36°C por un periodo de 24 y 48 horas.  

Figura 73 

Formación de biofilms con y sin agitación a las 24 y 48 horas de incubación 

https://www.frontiersin.org/people/u/405464
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Como se puede observar en la figura 75, las cepas evaluadas presentaron capacidad de 

formar biofilms con agitación y sin agitación. El efecto de la agitación mostró un efecto positivo 

en la producción de biofilms en la cepa Cnp1 con una leve pero mayor formación de biofilms en 

los periodos de evaluación, respecto a la cepa Cnt12. Lo anterior, permite evidenciar que la 

modificación de las condiciones de crecimiento es importante para el desarrollo de este tipo de 

estructuras. 

Microscópicamente para la cepa Cnp1, el crecimiento vegetativo fue filamentoso con 

ramificación y tabicación. Al inicio del periodo de evaluación, el diámetro del filamento varió 

entre 0,5 y 1,0 µm (Figura 76 a) con el paso de los periodos de incubación se observó un 

engrosamiento ocasional de 1,5 µm a las 48 horas (Figura 76 b y c). No se observó formación de 

esporas o vesículas.  En la Figura 76 c, se observa la presencia de glicógeno dentro de las hifas.  
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Figura 74 

Fotomicrografías 40x de cepa de Frankia sp.  Cnp1. 

 

 

 

 

 

Nota. a) hora 0 b) hora 24 c) hora 48  

Como se observa en la figura 77 a, la cepa Cnt12 inicialmente presentó la formación de 

hifas las cuales varió en ancho de 0,8 a 1,5 mm al pasar el periodo de incubación. No se observó 

formación de esporangios ni vesículas en los aislamientos, pero si la formación de pequeñas 

vesículas (Figura 77 b). 

Figura 75.  

Fotomicrografías de cepa de Frankia sp.  Cnt12 

 

 

c a b 

 

b 
a c 
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Nota. a) hora 0 b) hora 24 c) hora 48 

 

La formación de biofilms generalmente está relacionado por microorganismos patógenos 

que afectan las industrias y la salud humana. También se conoce biofilms naturales útiles como 

por ejemplo los formados por bacterias fijadoras de nitrógeno que se generan sobre las raíces de 

plantas leguminosas y actinorrizas, aumentando el rendimiento de los cultivos y las 

características físicas y químicas de los suelos. Los sistemas más empleados son los biofilms 

para el uso de aguas residuales, biorremediación y para el aprovechamiento de residuos de 

minería. Los biofilms se han empleado tradicionalmente para la elaboración de alimentos como 

la levadura que se desarrolla en la interfase líquido/aíre, la superficie de los vinos, aditivos 

alimentarios, ácidos orgánicos, entre otros. 

 

7.10. Elaboración de Biopelículas 

Este ensayo consistió en realizar las primeras aproximaciones de la formación de 

biopelículas empleando varias formulaciones con aditivos empleados en el desarrollo de 

recubrimientos y biopolímeros  

Los resultados de la evaluación de la formulación de siete biopolímeros con 

exopolisacáridos obtenidos de la Frankia sp.  Cnp1, empleando componentes orgánicos y 

biodegradables de bajo costo y alta disponibilidad en el mercado se indican en la tabla 25. 



Tabla 25 

Elaboración de biopelículas con diferentes aditivos 

Biopolímero Observaciones Color Registro fotográfico 

B1 

Cuando se dejó a temperatura ambiente se 

mantuvo en estado líquido a las 24 horas. 

Cuando se llevó a incubación a 60°C la mezcla 

formó una biopelícula gruesa, regular y 

homogénea.  

Traslúcida, levemente 

blanca 

 

B2 

Cuando se dejó a temperatura ambiente se 

mantuvo en estado líquido a las 24 horas. 

Cuando se llevó a incubación a 60°C la mezcla 

formó una biopelícula delgada, irregular y 

carente de homogenidad. 

Traslúcido con un leve 

color café 
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Biopolímero Observaciones Color Registro fotográfico 

B3 

A temperatura ambiente se mantuvo en estado 

líquido hasta las 24 horas. Cuando se llevó a 

incubación a 60°C la mezcla formó una 

biopelícula gruesa, regular y muy homogénea.  

Traslúcido 

 

B4 

Cuando se llevó a incubación a 60°C la mezcla 

formó una biopelícula delgada, regular y frágil. 

Traslúcido con leve color 

café 
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Biopolímero Observaciones Color Registro fotográfico 

B5 

A temperatura ambiente se mantuvo en estado 

líquido levemente acuoso. 

Bajo calor a 60°C la mezcla formó una 

biopelícula gruesa, regular y homogénea. 

Traslúcido 

 

B6 

No hay cambio en las condiciones físicas de la 

mezcla, se mantuvo en estado líquido tanto a 

temperatura ambiente como a 60°C. 

Traslúcido 
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Biopolímero Observaciones Color Registro fotográfico 

B7 

La mezcla se repele y no se genera una mezcla 

homogénea, no hay formación de película. 

Traslúcido 

 



En general las películas y recubrimientos comestibles obtenidos fueron transparentes, 

cohesivos y homogéneos. La cera de abejas no permitió la formación de biopelículas, quedando 

un polímero semilíquido.  

Posterior a la incubación las formulaciones fueron llevadas a temperatura ambiente. 

Durante este proceso de enfriamiento se observó la estabilización de los mismos con excepción 

de las B7 y B8 con cera de abejas. Con el descenso de la temperatura, se observó cierta pérdida 

de claridad y trasparencia, en las formulaciones B4 y B2, este efecto se asocia a la temperatura 

de gelatinización (Breuninger et al., 2009).  

Los biopolímeros con glicerol presentaron los mejores comportamientos. El glicerol es un 

poliol incoloro, inodoro y soluble en agua, formador de soluciones neutras y está aprobado por la 

FDA para ser aplicado en alimentos sin riesgo alguno. Los resultados obtenidos, están acorde a 

su uso comercial por su capacidad plastificante más utilizado en la elaboración de recubrimientos 

y películas comestibles, incorporado normalmente en dosis bajas, pues, su efecto plastificante 

suele influir negativamente en la permeabilidad de los recubrimientos (Arvanitoyannis et al., 

1989). 

Los recubrimientos cumplen innumerables funciones, ya que poseen características que 

les permite conservar los productos. La evaluación en los materiales empleados ha permitido el 

uso de diversas materias primas sencillas o complejos envases multicapas que no requieren 

refrigeración, en la actualidad ya se incluyen materiales tipo activo o inteligente (Marsh & 

Bugusu, 2007).  

Se conoce tres tipos de generaciones de recubrimientos. La primera generación son 

materiales hechos de polietileno de baja densidad 5 a 15% como las bolsas, con lenta 

fragmentación con moléculas pequeñas no biodegradables. Los de segunda generación 
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comprenden mezclas de almidón 40-70% y polietileno de baja densidad y una adición de 

copolímeros hidrofílicos como el polivinil alcohol y acetato de vinilo. La degradación del 

almidón toma alrededor de 40 días y la degradación final de la película entre 3 a 4 años 

(Robertson, 2008).   

Los obtenidos en esta investigación pertenecen a los de tercera generación, los cuales se 

subdividen en tres subcategorías a) polímeros extraídos de biomasa b) polímeros producidos a 

partir de la síntesis química de monómeros de biomasa c) son los producidos naturalmente o por 

organismos genéticamente modificados (Robertson, 2008).  En este último subgrupo se 

encuentra los materiales formadores de películas que incluyen almidones, gomas vegetales, 

almidones modificados químicamente y fibras. Los polisacáridos tienen monómeros simples, sin 

embargo, la conformación de su estructura es más complicada con comportamientos 

impredecibles, efecto asociados a los grupos hidroxilo o al resto de hidrófilos en la estructura de 

hidratos de carbono neutros, los enlaces de hidrógeno influyen de manera significativa en la 

formación de recubrimientos y sus características (Han, 2005) 

La principal ventaja de este grupo de biopolímero es que proporcionan propiedades 

mecánicas adecuadas y presentan una alta capacidad para retrasar la transmisión de 02 y CO2 

(Pavlath & Orts, 2009), pese a ello, los polímeros hidrófilos, tienen propiedades de barreras a la 

humedad y vapor de agua muy bajas (Rhim & Ng, 2007). 

 



   

8. Conclusiones 

● El estudio de la diversidad de cepas nativas de Frankia sp.  asociadas con Alnus acuminata 

H.B.K en Colombia y la evaluación la producción de exopolisacáridos, puede contribuir a 

promover el potencial del uso de estas cepas con fines industriales y convertirse en un 

valor agregado de los beneficios de este microsimbiote. 

● Los altos requerimientos nutricionales y lento crecimiento, han sido las principales 

limitantes del aislamiento in vitro de Frankia sp. Sin embargo, en esta investigación se 

logró obtener 58 aislados, que procedían de los municipios de Pasto y Tangua, las cuales, 

mostraron capacidad de formación de exopolisacáridos principalmente cuando fueron 

sometidas a agitación constante e inclusión de extracto de raíz. 

● La glucosa y el extracto de levadura mostraron ser las fuentes de carbono y nitrógeno de 

mayor afinidad por las cepas, produciendo mayor biomasa y exopolisacáridos. 

● Frankia sp.  demostró ventajas específicas para uso biotecnológico, presentando 

crecimiento rápido frente a los reportes obtenidos en otros estudios y la producción de 

exopolisacárido en un período de tiempo relativamente corto.  

● El uso de este polisacárido celular en la formación de biopelículas puso en evidencia qué 

bajo determinadas condiciones y con el uso de aditivos como el glicerol, se formó una 

biopelícula transparente cohesiva y homogénea, las cuales son características propias de 

los recubrimientos comerciales más reconocidos en la industria de alimentos. 

● Se observa la formación de biofilms en los cristales de los frascos con los medios de 

cultivo líquido, con y sin agitación presentándose mejores resultados con agitación, La 

característica de biofilms es determinante para su uso en la elaboración de alimentos como 

la levadura. 



 

 

● Los exopolisacáridos obtenidos por las cepas de Frankia sp.  son aptos para procesos de 

gelificación, fijación o como materiales útiles en la elaboración de biopelículas o 

recubrimientos para alimentos; la viscosidad para este exopolisacárido se marcó en un 

valor máximo bajo determinadas condiciones, según esto podemos confirmar que este 

exopolisacárido presenta una matriz tridimensional y por ende características gelatinosas, 

la cual puede variar con la concentración, el pH y temperatura.  

● En cuanto a la concentración, la viscosidad se mostró directamente proporcionalidad 

siendo que, a mayor concentración, mayor viscosidad. 

● El polisacárido microbiano de Frankia sp.  puede funcionar como emulsificante ya que en 

este estudio el porcentaje de fase emulsionada fue superior al 50% en todos los casos 

evaluados, los comportamientos que se observaron fueron simple y múltiple, de tipo 

creaming, floculación y agregación, en algunas se observó coalescencia y disminución de 

la emulsión a través del tiempo efecto asociado a la degradación del exopolisacárido.    

  



 

 

9. Recomendaciones 

A continuación, se plantean las siguientes recomendaciones: 

1. Ampliar los estudios sobre las propiedades viscoelásticas de los EPS producidos por 

cepas de Frankia sp. 

2. Para formulaciones a escala piloto superiores a 1 litro adicionar el extracto de raíz de 

Alnus acuminata. 

3. Realizar estudios que permitan caracterizar la composición de las estructuras químicas 

que conforman los exopolisacárido de Frankia sp.  y aumentar las evaluaciones 

reológicas, físicas y químicas con el fin de ampliar los conocimientos industriales de este 

EPS. 

4. Evaluar sistemas de fermentación continua de manera constante que permita analizar con 

más detalle los cambios de los parámetros durante la fermentación y la solubilización del 

EPS en el medio para su obtención, empleando sustratos más económicos. 

5. Ampliar las evaluaciones con diferentes concentraciones de plastificante como el glicerol 

y exopolisacárido con el fin de obtener una biopelícula de mayor consistencia. 

6. Analizar la composición química y de la masa molecular de los exopolisacáridos 

producidos. 

7. Es necesario realizar un análisis sensorial y reológico de la biopelícula observando sus 

propiedades para la industria alimentaria. 
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11. Anexos 

Anexo 1. Título. Medios de cultivo 

 

Medio Benzil Amina Purina (BAP) modificado por Murry et al. (1984) 
 

Macronutrientes      g/litro/6.8 pH 

MgSO4.7H2O       0.05  

CaCl2.2H2O      0.01 

NH4Cl        0.267 

FeEDTA                                            0.01 

BAP sólido agar       15  

 

Adicionar después de autoclavar: 

Solución stock de vitaminas     1 mL 

Solución stock de micronutrientes    1 mL 

Solución buffer      10mM 

 

Solución stock de micronutrientes    g/L 

H3BO4        2.86  

MnCl2.4H2O       1.81  

ZnSO4. .7H2O       0.22  

CuSO4. 5H2O       0.08  

Na2MoO4 .2H2O       0.025 

CoSO4.7H2O       0.001  

 

Solución stock de vitaminas     mg/100 mL 

Tiamina HCL                                                           10 

piridoxina HCL       5  

ácido nicotínico      50 

biotina        22.5 

ácido fólico       10 

riboflavina       10 

 

Solución buffer   

KH2PO4       1 M 

K2HPO4       1 M 

  

Extracto de Raíz 

 

Raíz de Alnus acuminata     50 g 

Agua       1 litro 

Adicionar antes de autoclavar  100mL de extracto de raíz/litro de medio BAP 

 



 

 

Medio Extracto De Raíz  

 

Extracto de raíz      0.1 mL/L 

 

Solución stock de micronutrientes    g/L 

MnCl2.4H2O       1.81  

Na2MoO4 .2H2O      0.025 

 

Solución stock de vitaminas     /100 mL 

Tiamina HCL                                                         10 

Piridoxina HCL      5  

Ácido nicotínico      50 

Biotina        22.5 

Ácido fólico       10 

Riboflavina       10 

 

Solución buffer   
KH2PO4       1 M 

K2HPO4       1 M 

 

Adicionar después de autoclavar: 

Solución stock de vitaminas     1 mL 

Solución buffer      10 mM 
 

Preparación  

● Macro nutrientes se los prepara al instante se toma el pH, se adiciona el agar y se 
autoclavar 

● Para 1 Litro se adiciona 1 mL de micronutrientes  

● 500 ml se adiciona 0,5 mL de micronutrientes 

● Posterior a esto se adicionan las vitaminas ya filtradas para un litro 1 mL y 500 mL 0,5 
mL  

● Finalmente se adiciona antibióticos  

● Para un litro 1 mL de nistatina y 1 mL gentamicina 500 mL 0,5 mL de nistatina y 0,5 mL 
de gentamicina 

 

  



 

 

Anexo 2. Extracción de exopolisacáridos 

Metodología: Fuentes et al., 2013 

Los polisacáridos producidos son separados por precipitación selectiva con etanol. Para 

ello, los cultivos se llevarán a centrifugación a 5000 rpm por 30 minutos hasta separar la biomasa 

(esta fase puede estar sujeta a modificación en tiempos y revoluciones). Al sobrenadante se le 

añadirá etanol al 96% (v/v) a 4°C con el fin de precipitar los EPS, por un periodo de 24 a 48 

horas hasta que decante el más pesados de los polisacáridos y el otro sobrenade en el etanol, se 

seca y se pesa. La productividad de cada cepa se expresará en gramos de EPS por litro de medio 

de cultivo (Figura 78). 

Figura 76 

Diagrama metodología extracción exopolisacáridos por Fuentes et al., 2013 

 

Metodología: Quesada et al. (1993) 

Los cultivos se centrifugan a 10.000 rpm durante 60 minutos. Al sobrenadante se le añade 

tres volúmenes de etanol 96% (v/v) frío (-4 º C) y tras 12 horas a 4º C se recoge el precipitado 



 

 

del material extracelular (EPS) mediante centrifugación a 7.000 rpm durante 10 minutos, se 

dejan evaporar totalmente los posibles restos de alcohol en el precipitado y éste se solubiliza en 

agua destilada.  

El material extracelular en solución se purifica mediante ultra centrifugación a 50.000 

rpm durante 60 min. Posteriormente, el sobrenadante se dializa empleando membranas de diálisis 

de tamaño de poro 12-14000 Daltons, durante 72 horas en agua destilada y, por último, se 

liofiliza para eliminar el agua y así poder determinar la producción por gravimetría (Figura 79). 

Figura 77 

Diagrama metodología extracción exopolisacáridos por Quesada et al. (1993) 

 

Metodología: Alvarado, 2015 

Se toma una muestra de 10 ml de los cultivos bacterianos, posteriormente se centrifuga a 

4300 rpm durante 15 minutos, empleando una centrifuga refrigerada a 4 °C. Una vez separados 

el paquete celular del sobrenadante, se procede a decantar el sobrenadante en otro tubo para 



 

 

añadirle dos volúmenes de etanol frío (-20 °C) al 96 % (v/v) para precipitar el EPS. Dejar en 

reposo durante 16 horas a 4°C, para posteriormente centrifugar a 4300 rpm durante 20 minutos y 

obtener el pellet de EPS. El pellet obtenido se liofiliza hasta eliminar completamente la humedad 

para posteriormente pesar el producto obtenido (Figura 80). 

Figura 78 

Diagrama metodología extracción exopolisacáridos por Alvarado (2015). 

 

  

Metodología: Lee et al., (2013) 

Los sobrenadantes retenidos de los cultivos se filtran (tamaño de poro, 0,22 μm). 

Posteriormente, el EPS se precipita mediante la adición de tres volúmenes de etanol helado y se 

incuba a - 20 ° C durante la noche. Después de centrifugación a 15.000 × gramo durante 30 min 

a 4ºC, el EPS precipitado se lava con etanol al 70%, se seca a temperatura ambiente, 

posteriormente, se resuspender en agua desionizada. El contenido total de carbohidratos se 



 

 

determina utilizando el método de fenol / ácido sulfúrico (Du Bois et al., 1956) con glucosa 

(Glc) como estándar (Figura 81). 

Figura 79 

Diagrama metodología extracción exopolisacáridos por Lee et al., (2013).  

 

 

 



 

 

Anexo 3. Determinación del contenido de proteínas:  

Para la determinación del contenido de proteínas se realizó utilizó la metodología de 

Bradford (1976) (Figura 82). 

Procedimiento 

- Preparación del Reactivo Bradford: Se pesaron 10 mg de azul de Coomassie ® 

Brilliant blue G-250 de (Panreac Applichem®), en la balanza analítica, se adicionaron 5 

mL de etanol (Panreac Applichem®) al 95 % v/v y 10 mL de ácido fosfórico (Panreac 

Applichem®) al 85% v/v, se aforó a 100 mL con agua destilada, se filtró con papel  filtro 

cuantitativo Whatman grado 42 y se almacenó en un frasco color ámbar a 4 °C. 

- Preparación de la solución concentrada de albúmina de suero bovina (BSA) 1000 

µg/ml: Se pesan 4 mg de BSA (Panreac Applichem®) Fracción V (pH 7,0) y se 

disuelven en 4 ml de agua destilada. Después, se hace la curva de calibración a partir de 

diferentes concentraciones de BSA, las soluciones se preparan con concentración de 100-

1000 µg/ml, a partir de BSA y agua destilada (Buffer), llevándolas a un volumen final 1 

mL. 

- Determinación de proteínas: A partir de una suspensión de 1 mg/ml de 

exopolisacáridos en agua destilada, se toman 200 ul y se completa hasta 800 ul con agua 

destilada. A esta solución se le añadió 250 ul del reactivo de Bradford, se agita la muestra 

vigorosamente para finalmente medir la absorbancia en un espectrofotómetro (Mapada 

P1 UV/visible) a una longitud de onda de 590 nm. 

Figura 80 

Diagrama para determinación del contenido de proteínas 



 

 

 

 

 

Tabla 26 

Concentraciones para contenido de proteínas 

Concentración 

BSA (ug/mL) 

ul stock 

BSA (0,1 

mg/ml) 

Cantidad 

de Buffer 

(ul) 

Absorbancia 

(nm) 

100 100 900 0,28 

200 200 800 0,38 

400 400 600 0,51 

500 500 500 0,58 

600 600 400 0,66 

800 800 200 0,76 

1000 1000 0 0,91 

  

y = 0,0007x + 0,2332

R² = 0,9954
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Anexo 4. Carbohidratos totales de acuerdo a la técnica de Du Bois 

Preparación de reactivos: 

- Preparación del stock de glucosa de 400 mg/L: 

Tomar 0.0400 g de glucosa anhídrida grado reactivo con exactitud hasta la décima de 

mg, disolver, ajustar a aforo de 100 mL con agua desionizada, empacar en viales de 1 mL, 

rotular correctamente y almacenar en congelador para su posterior uso. 

Materiales: 

- 0.0400 g glucosa anhidra 

- 100 mL agua desionizada 

- 100 Eppenderford de 1 mL 

Preparación del reactivo de fenol 5%: 

Tomar 5 g de fenol grado reactivo pesados con exactitud hasta la décima de g; disolver 

y aforar a 100 mL con agua desionizada, almacenar en frasco ámbar, rotular correctamente, éste 

reactivo es muy estable y debe ser mantenido a la temperatura del laboratorio (Tabla 26). 

Materiales: 

- 5 g de fenol grado reactivo 

- 100 ml de agua desionizada 

- 1 frasco ambar de 200  

Procedimiento: 

Tabla 27 

Concentración para la curva de calibración 



 

 

Dilución Blanco 1 2 3 4 5 6 

Glucosa 400  mg/L (µL) 0,0 25 50 100 150 200 250 

H2O destilada (µL) 1000 975 950 900 850 800 750 

Glucosa (mg/L)  0,0 10 20 40 60 80 100 

 

Preparación de la curva de calibración: 

Una vez realizada la curva de calibración se hace la medición del contenido de carbohidratos 

(Figura 83). 

Figura 81 

Determinación de contenido de carbohidratos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla 28 

Concentración de contenido de carbohidratos 

  Concentración de 

glucosa (ppm) 

Absorbancia 

(nm) 

0 0,00 

10 0,08 

20 0,10 

40 0,17 

60 0,34 

80 0,49 

100 0,51 

y = 0,0054x + 0,0015

R² = 0,971
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Anexo 5. Determinación de turbidez por medio de espectrofotometría 

Procedimiento 

● Solución ácido acondicionada: Se compone de 30 mL ácido clorhídrico concentrado, 300 
mL agua destilada, 100 mL alcohol etílico y 75 g cloruro de sodio 

● Reactivo de Cloruro de bario dihidrato, ACS (Thermo Scientific) se adiciona 0,05 g por 
muestra 

● Solución patrón: 100 ppm de SO4, 1,1479 g Na2SO4 a 110 °C por 2 horas y se afora a 
1000 mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

Anexo 6. Colorimetría 

 

El espacio de color L*a*b* fue modelado en base a una teoría de color oponente que 

establece que dos colores no pueden ser rojo y verde al mismo tiempo o amarillo y azul al mismo 

tiempo. Como se muestra a continuación, L*indica la luminosidad y a* y b* son las coordenadas 

cromáticas (Figura 84). 

Figura 82 

Diagrama de espacio de color del método Cie l*, a*, b*. 

 

 
Fuente: Konica Minolta 

 

 

 

 


