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PRODUCCIÓN DE EXOPOLISACARIDOS (EPS) DE Leuconostoc Sp DE TIBICOS 

DE CAÑA DE AZÚCAR EN CULTIVO LÍQUIDO  

JESÚS DAVID CASTILLA MARROQUÍN 

Colegio de Postgraduados, 2019 

RESUMEN 

En México, la extracción de azúcar de caña de azúcar es la principal industria 

agroalimentaria; es relevante para impulsar la economía de las regiones productoras de 

caña de azúcar. Sin embargo, la competitividad internacional ha impactado 

negativamente, un hecho que ha generado la necesidad de diversificación, es decir, 

apuntar los esfuerzos para aprovechar coproductos y subproductos. En el presente 

trabajo se pretende estudiar la capacidad de Leuconostoc para producir exopolisacáridos 

(EPS), para lo cual se aislaron tres microorganismos identificados como (A, B y C) a 

partir de tibicos de caña de azúcar; la morfología de los aislamientos B y C correspondió 

a la bacteria ácido-láctica Leuconostoc. Por lo tanto, se determinó el potencial de estos 

aislamientos para producir EPS, específicamente dextrano en un sistema de cultivo 

líquido. Las condiciones de cultivo para la producción de EPS fueron 1 x 106 (UFC) / ml 

a 37 ° C en agitación a 150 rpm por 24 horas. El EPS obtenido fue recuperado por 

precipitación con etanol frío y fue purificado con acetona fría. Los resultados mostraron 

que los aislamientos B y C tuvieron la capacidad de producir EPS (14 g / L para el 

aislamiento B y 32 g / L para el aislamiento C) después de 24 h. La caracterización por 

espectroscopía infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR) indicó que el EPS 

producido por las cepas aisladas era dextrano. Además, el dextrano producido presento 

solubilidad en agua, resistencia a la congelación del agua a -4 ° C y punto de ebullición 

a 85 ° C. 

Palabras clave: Exopolisacáridos, sacarosa, cultivo en medio líquido, dextrano, 

biopolímeros, bacterias ácido-lácticas. 
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EXOPOLYSACCHARIDE PRODUCTION BY Leuconostoc spp FROM SUGARCANE 

KEFIR IN LIQUID CULTURE 

JESÚS DAVID CASTILLA MARROQUÍN 

Colegio de Postgraduados, 2019 

ABSTRACT 

In Mexico, sugar extraction from sugarcane is the main agri-food industry; it is relevant 

for boosting the economy of sugarcane-producing regions. However, international 

competitiveness has negatively impacted this industry, a fact that has generated the need 

for diversification, namely efforts to use co-products and by-products. In this work we aim 

to study extracellular polymeric substances (EPSs) production capacity by Leuconostoc, 

to achieve that, three microorganism isolates (A, B and C) were obtained from sugarcane 

kefir; the morphology of isolates B and C corresponded to the lactic acid bacterial genus 

Leuconostoc. Thus, we examined the potential for these isolates to produce EPSs, 

specifically dextran in a submerged culture system. The culture was performed by 

adjusting the active culture concentration to 1 x 106 colony-forming units (CFU)/ml; the 

culture was maintained at 37°C and agitated at 150 rpm for 24 hours. The obtained EPSs 

was precipitated using cold ethanol and purified with cold acetone. The results showed 

that isolates B and C had the capacity to produce dextran (14 g/L for isolate B and 32 g/L 

for isolate C) after 24 h. Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR) characterization 

confirmed that the EPS was dextran. Further, the produced biopolymer had high solubility 

in water, avoided freezing at -4°C and boiled at 85°C.  

Keywords: Exopolysaccharides, Sucrose, Dextransucrase, Dextran, Biopolymers. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las industrias agrícolas que generan productos básicos son muy importantes para 

la economía. Sin embargo, en los últimos años, la competitividad internacional y la 

disminución de los precios del mercado han estimulado la exploración de oportunidades 

en la cadena de valor para aumentar la rentabilidad y la sostenibilidad. En este escenario, 

la industria africana de la caña de azúcar ha estado explorando la producción de 

biopolímeros como un objetivo alternativo para la diversificación de productos para 

aumentar la competitividad y la rentabilidad (Higgins et al., 2007; Thomson, et al., 2017).  

1.1. Industria azucarera en México 

La agroindustria de la caña de azúcar presenta una gran oportunidad para el 

desarrollo económico e industrial en muchos países productores de caña de azúcar. Sin 

embargo, este desarrollo solo puede lograrse si hay un enfoque multidisciplinario, que 

incluye objetivos económicos, ambientales, agronómicos, de ingeniería, financieros y 

estratégicos que incluyen variables de manera integradora, cualitativa y cuantitativa 

(Pippo y Luengo, 2013; Aguilar-Rivera, 2017). Durante la zafra 2018/2019 en México, los 

ingenios azucareros del país recibieron 56,990,367 toneladas de caña de azúcar y 

produjeron 6,898,253 toneladas de azúcar; hubo un excedente de azúcar de 2,358,513 

toneladas (CONADESUCA, 2018). 

 Las características de los residuos agroindustriales y la biomasa generada 

durante la producción de azúcar pueden transformarse en productos de valor agregado 

mediante la aplicación adecuada de estrategias químicas y biotecnológicas (Solomon, 

2011; Iqbal, Kyazze y Keshavarz, 2013). Estos derivados de la agroindustria azucarera 

se dividen en dos categorías, los subproductos: residuos de cosecha, bagazo, medula y 

cachaza (lodo de filtros) y los coproductos: melazas y sacarosa los cuales son puntal 

para la diversificación (Tabla 1) por su uso como materia prima para las industrias de 
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alimentación, farmacéutica papelera y de productos químicos (Agular-Rivera, Debernadi-

Vazquez, y Herrera-Paz, 2017) 

Cuadro 1.- Derivados de la agroindustria azucarera y su producción comercial 

Material Derivados Aprovechamiento Comercial 

Coproductos 
Melazas y 

Sacarosa 

Etanol combustible y alcohoquímica, 

alcoholes de diverso peso 

molecular, ron y aguardiente, 

acetona, butanol, levadura para el 

consumo humano y panadería, 

autolizados de levadura, torula, 

invertasa, melaza de alta proteína, 

alfa-amilasa, Azotobacter, 

Rhizobium, CO2, biopesticidas, L-

lisina, levadura hidrolizada, 

giberelinas, goma xantana, 

concentrado de proteínas, 

glucomananos, beteglucanos, 

Beauveria bassiana, penicilinas, 

Trichoderam, Azospirillum, 

dextranasa, celulasa, inoculante 

láctico, citocina, fitohormonas, 

ferridextrano, glucosa, sorbitol. 

Ácidos (acético, jasmónico, cítrico, 

indolacético, glutámico, succínico, 

itacónico, adípico, aspártico, 

levulínico, láctico), sucroquímica, 
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bioplásticos, 5-hidroximetil furfural, 

glutamato monosódico, entre otros. 

Subproductos 

Residuos de 

Cosecha, 

bagazo y 

médula, 

cachaza (lodo 

de filtros) 

Energía y vapor, pulpa y papel, 

tableros de partículas, fibras y 

cemento cartón, furfural y derivados, 

alfacelulosa, bagazo hirolizado y 

pre-digerido, carboximetilcelulosa y 

derivados, productos moldeados, 

Syngas (CO + H2), ligninas 

sulfonadas, fenoles, carbón 

activado, etanol de segunda 

generación, azúcares fermentables, 

xilosa, xilitol, hongos comestibles, 

alimento animal, compostas, 

materiales compuestos 

(composites), pellets, lignina, 

biogás, BioOil, compostas, alimento 

pecuario, ceras, fitoesteroles, entre 

otros.  

 

En México, la industria azucarera tiene un gran potencial de producción debido a 

su aporte económico y nutricional, pero en los últimos años ha habido serios problemas 

operativos y de rentabilidad (Anaya-Reza y López-Arenas, 2017).  

 Por otro lado, el deterioro de la caña de azúcar después de la cosecha causa 

pérdida de sacarosa principalmente por hidrólisis de sacarosa por la invertasa endógena, 

así como la síntesis de dextrano (Cuervo et al., 2010) por las especies Streptococcus, 
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Lactobacillus y Leuconostoc (Bhatia, Jyoti, Uppal, Thind, y Batta, 2009; Naessens, 

Cerdobbel, Soetaert, y Vandamme, 2005).  

La pérdida de sacarosa impacta negativamente a la industria azucarera ya que 

actualmente, la diversificación productiva industrial se reduce a la obtención de azúcar 

morena (crudo), blanca (refinada) y en menor volumen mascabado, etanol, compostas y 

panela, situación que afecta la rentabilidad del cultivo de caña azúcar y la producción de 

esta (Aguilar-Rivera, 2017a).  

La biotecnología aplicada a la agricultura ofrece una variedad de acercamientos 

científicos para la mejora de plantas, animales y microorganismos apuntado a desarrollar 

soluciones para la productividad y sustentabilidad agrícola, lo que a su vez genera 

herramientas que pueden ser aprovechadas por la industria para producir moléculas con 

un alto valor agregado (Lokko et al., 2018). 

1.2. Biopolímeros 

El termino biopolímero usualmente se aplica a los polímeros producidos de 

manera natural por seres vivos, los biopolímeros son biomoléculas poliméricas unidas 

por enlace covalente para formar moléculas más grandes, su estructura molecular está 

compuesta por unidades repetidas de carbohidratos, ácidos nucleicos o aminoácidos y 

en algunos casos ramificaciones de compuestos químicos que contribuyen a sus 

funcionalidades. Los biopolímeros se clasifican de diferentes maneras según diferentes 

escalas. En función de su degradabilidad, los biopolímeros se pueden dividir en dos 

grandes grupos, biodegradables y no biodegradables, y alternativamente, en 

biopolímeros de base biológica y de base no biológica (Figura 1). Sobre la base de su 

estructura principal polimérica, los biopolímeros se pueden clasificar en los siguientes 

grupos: poliésteres, polisacáridos, policarbonatos, poliamidas y polímeros de vinilo. A su 

vez los biopolímeros se clasifican en tres grupos: los polisacáridos, hechos de azúcares 

(por ejemplo, celulosa que se encuentra en las plantas), las proteínas, hechas de 
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aminoácidos (por ejemplo, mioglobina encontrado en los tejidos musculares), y los ácidos 

nucleicos, formados por nucleótidos (ADN, material genético de un organismo dado). 

Según la aplicación, los biopolímeros se pueden clasificar como bioplásticos, 

biosurfactantes, biodetergentes, bioadhesivos, biofloculantes, etc (Chassenieux, et al., 

2013; Mohan et al., 2016). 

Figura 1.- Clasificación de los biopolímeros (Mohan et al., 2016) 

1.3. Exopolisacáridos 

Los EPS son polímeros de alto peso molecular secretados por los 

microorganismos en el ambiente circundante, usualmente los EPS están formados por 

monosacáridos y constituyentes como piruvato, acetato, fosfato y sucinato. Estos se 

dividen en homopolisacáridos y heteropolisacáridos. Los EPS son producidos por 

diversos bacterias, microalgas, hongos y levaduras (Tabla 2) (Freitas, Torres, y Reis, 

2017; Hussain et al., 2017) 
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Cuadro 2.- Exopolisacáridos y microorganismos que los producen 

EPS Microorganismo 

Bacteria 

Alginato 
Pseudomonas aeruginosa, 

Azotobacter sp. 

Dextrano 

Leuconostoc mesenteroides, 

Lactobacillus hilgardii, Leuconostoc 

dextranicum, Streptococcus mutans 

Celulosa 
Acetobacter xylinum, Pseudomonas 

sp., Agrobacterium Rhizobium sp. 

Curdlan Alcaligenes faecalis, var. Myxogenes 

Goma Xantana Xanthomonas Campestris 

Succinoglicano Alcaligenes faecalis, var. Myxogenes 

Glucuronatos 
Sinorhizobium meliloti, 

Gluconacetobactaria 

Ácido Colanico 
E. coli, Shigella spp., Salmonella 

spp., Enterobacter spp. 

Ácido Haluronico Streptococcus sp. 

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus 

Goma Welan Alcaligenes sp. 
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Levano 
Alcaligenes viscosus, Zymomonas 

mobilis, Bacillus subtilis 

Kefirano 
Lactobacillus hilgardii, L. rhamnosus, 

L. kefir, L. kefiranofasciens 

Goma Gellan 
Aureomonas elodea, Sphingomonas 

paucimobilis, Sphingomonas elodea 

Hongos  

Pululano 
Antrodia cinnamomea, Aspergillus sp 

Y16, Aureobasidium pullulans 

Escleroglucano 
Fusarium solani, Ganoderma 

lucidum, Sclerotium sp. 

Sizofirano Schizophyllum commune 

Microalgas 

Frutarom (AlguardTM) Porphidium sp. 

 

Anabaena augstmalis, Dunaliella 

tertiolecta, Gyrodinium impudicum, 

Porphidium autumnale, Rhodella sp, 

Synechocystis aqualitis 
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1.4. Homopolisacáridos 

Están compuestos por un monosacárido del tipo D-glucosa o L-Fructosa, se 

dividen en tres grupos distintivos. El primero consiste en α-D-glucanos producidos por 

Leuconostoc mesenteroides. El segundo grupo consiste en β-D-glucanos sintetizados 

por las bacterias Pediococcus sp y Streptococcus sp. El tercer grupo consiste en 

fructanos producidos por Streptococus salivarius. Entre los homopolisacáridos se 

encuentran: celulosa, dextrano y curdlan (Hussain et al., 2017; More et al., 2014). 

1.4.1. Heteropolisacáridos 

Los heteropolisacáridos son producidos por BAL por unidades repetidas de 

monosacáridos las cuales varían desde disacáridos hasta heptasacáridos, uno de los 

heteropolisacáridos más estudiados es el alginato producido por Pseudomonas 

aeruginosa y Azotobacter, otros ejemplos son la goma xantana, ácido halurónico y la 

heparina (Hussain et al., 2017; More et al., 2014) 

1.5. Dextrano 

El dextrano es un polímero de alto peso molecular formado por moléculas de 

glucosa enlazadas de cadena larga consecutivas, estas macromoléculas están 

compuestas principalmente por unidades D-glucosa con enlaces α-(1,6), mientras que el 

grado de ramificación contiene enlaces α-(1,3), raramente α-(1,2) y α-(1,4), se produce 

a partir de sacarosa por BAL del género Leuconostoc, Lactobacillus y Streptococcus 

(Casettari et al., 2015; Karandikar, Mirani, Waybhase, Patravale, y Patankar, 2017; More 

et al., 2014; Rani, Anandharaj, Sabhapathy, y Ravindran, 2017; van Heerden, Eggleston, 

y Donaldson, 2013) 
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1.6. Polimerización del dextrano 

El proceso de polimerización es catalizado por la dextransacarasa, una enzima 

extracelular del grupo de las glucosiltransferasas y que es producida principalmente por 

microorganismos pertenecientes a las familias Lactobacillaceae y Streptococcaceae, 

específicamente por los géneros Lactobacillus, y Streptococcus (Miljkovic et al., 2017). 

Esta enzima utiliza sacarosa como sustrato rompiendo el enlace entre la glucosa y la 

fructosa para generar dextrano y fructosa (Figura 2). 

Figura 2.- Reacción enzimática de la dextransacarasa con la sacarosa para la 

producción de dextrano (Figura elaborada en Microsoft® PowerPoint 365) 

1.7. Microorganismos productores de dextrano 

Las principales BAL productoras de dextrano son Lactobacillus, Leuconostoc y 

Streptococcus, de estas, las pertenecientes al género Leuconostoc producen dextrano 

con una gran variedad estructural y propiedades fisicoquímicas por lo que ha recibido 

más atención debido a la potencial producción a escala comercial (Naessens et al., 

2005). Entre las que se encuentran el dextrano producido por L. mesenteroides NRRL 

B-640 (Purama, Goswami, Khan, y Goyal, 2009) con cadena lineal compuesta 
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principalmente de enlaces α-1,6 que le otorga comportamiento pseudoplástico no 

Newtoniano, un dextrano soluble en agua sintetizado por L. citreum SK24.002 (Miao et 

al., 2014) compuesto principalmente de enlaces α-1,3 (Yang et al., 2015).  

1.8. Aplicaciones del dextrano 

El dextrano tiene una diversa área de aplicación en las industrias de los 

alimentos, cosmetología, médicas, tratamiento de aguas residuales y uso en 

laboratorios (Bhavani & Nisha, 2010; Yildiz & Karatas, 2018) como se muestra en la 

tabla 3 

Cuadro 3.- Importancia comercial del dextrano 

Alimentos 

Productos de panadería Mejora la suavidad, textura y 

volumen de esponjado 

Repostería Se usa como aditivo y estabilizador 

para prevenir la cristalización, 

mejorar la retención de humedad, 

aumentar la viscosidad y conservar el 

sabor 

Helados En concentraciones de 2 a 4% 

beneficia considerablemente la 

viscosidad, generando 

comportamiento  
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Comidas congeladas y deshidratadas Favorece la estabilización al vacío, 

deshidratado al aire, deshidratado en 

frío y alimentos congelados  

Es usado como conservador de 

textura, sabor y promotor de aroma 

en alimentos congelados 

Usos Médicos 

Efecto antitrombótico Disminuye la trombosis bascular 

mediante la unión de eritrocitos, 

plaquetas y el endotelio vascular 

incrementando su electronegatividad 

y por lo tanto reduciendo la 

acumulación de eritrocitos y la 

adhesividad plaquetaria 

Fluidos intravenosos Actúa como un fluido osmóticamente 

neutro el cual una vez ha entrado al 

cuerpo es digerido por las células en 

glucosa y agua libre  

Actividad anticoagulante Dextrano grado clínico disponible 

como Dextran 1, Dextran 40, Dextran 

60 y Dextran 70 son usados 

comúnmente en situaciones de 

perdida de sangre, sustitutos de 

plasma y profilaxis de trombosis 
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Criopreservación Se utiliza como soluciones para 

almacenar órganos para trasplante, 

así como transportadoras de vacunas 

Cosméticos 

 Es utilizado como agente 

antienvejecimiento, antiarrugas, 

antiinflamatorio y antialérgico 

Como tratamiento para la piel áspera 

y agrietada 

Aumenta la actividad de la lipasa 

produciendo efectos reductores de 

peso y piel flexible 

Uso en laboratorios  

 Tiene aplicaciones como 

inmovilizador en biosensores  

En pellets se usa para ayudar en 

aplicaciones de biosensores 

, Como recubrimiento estabilizador 

para proteger nano partículas 

metálicas de la oxidación y mejorar la 

biocompatibilidad 
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El dextrano obtenido de Leuconostoc spp. puede ser utilizado en la industria de 

biopelículas comestibles, Davidović et al., (2018) hizo una película comestible con una 

mezcla de dextrano y sorbitol. O en el caso de Wang et al (2016) donde se utilizo un 

dextrano de alta densidad como vehículo para el transporte de nanopartículas de Fe 

(hierro) para la liberación controlada en el organismo sin generar reacciones secundarias 

como dolor de espalda, dolor torácico, disnea, aumento en la presión arterial, cefalea, 

presión arterial diastólica elevada, vómitos, malestar torácico o escalofríos. 

 

2. JUSTIFICACIÓN 

La mayoría de las BAL bajo condiciones adecuadas, es decir, en presencia de 

sustratos como sacarosa, son capaces de formar exopolisacáridos (EPS) en grandes 

cantidades, lo que permite su uso para la producción de estos polímeros (Paulo et al., 

2012). En el proceso del ingenio azucarero, un complejo bacteriano que contiene 

levadura, bacterias ácido acéticas y bacterias ácido lácticas (BAL), incluido Leuconostoc 

spp., es responsable de la formación de dextrano a partir del deterioro de la sacarosa 

(Davidović et al., 2014; Fiorda et al., 2017; Hemme y Foucaud-Scheunemann, 2004).  

Se ha incrementado el interés en la producción de biocompuestos y biomoléculas 

debido a su potencial bioactivo y su extenso rango de aplicaciones en la industria, 

farmacología, agricultura y diversos campos más (Amjres et al., 2015). Normalmente, el 

dextrano produce problemas masivos por el taponamiento de tuberías en el proceso de 

extracción de azúcar (Cuervo et al., 2010). Sin embargo, puede haber una oportunidad 

biotecnológica que se implemente en la industria azucarera para desarrollar un proceso 

para la producción de dextrano, ya que tiene diversas aplicaciones en las industrias 

farmacéutica, alimentaria y textil (He et al., 2014; Moosavi-Nasab, Gavahian, Yousefi, y 

Askari, 2010) Otra ventaja que permite su uso para ingesta o aplicación en humanos es 

que en 2013 la Food and Drug Administration (FDA) renovó el estatus del dextrano como 
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una sustancia Generally Regarded As Safe (GRAS ) (Kothari, Das, Patel, & Goyal, 2015) 

Considerando este panorama en la industria azucarera se puede lograr la 

diversificación con el aprovechamiento y uso innovador de microorganismos nativos 

como Leuconostoc para la producción de biomoléculas con valor agregado y por el otro 

lado, cumplir en la generación y aplicación de biopelículas y biomoléculas la cual es una 

de las necesidades expuestas por el SNITT (2016). 

 

3. HIPÓTESIS 

Las bacterias ácido-lácticas presentes en el complejo bacteriano de caña de 

azúcar son capaces de producir exopolisacáridos por cultivo en medio líquido con 

características fisicoquímicas de gran potencial agroalimentario. 

 

4. OBJETIVOS 

4.1. General 

Producir y caracterizar fisicoquímicamente los EPS del complejo bacteriano de caña 

de azúcar 

4.2. Específicos 

Caracterizar fisicoquímicamente los microorganismos presentes en el complejo 

bacteriano de caña de azúcar. 

Extraer y purificar los EPS producidos por los microorganismos aislados. 

Caracterizar los EPS puros 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Microorganismos 

Los microorganismos utilizados en el presente trabajo fueron aislados de muestras 

de tibicos (Figura 3) obtenidos del proceso de extracción de sacarosa del Ingenio San 

José de Abajo ubicado en Cuitláhuac, Veracruz. Las muestras fueron cultivadas usando 

panela como fuente de carbono, el cultivo fue mantenido por 24 horas a 25°C sin 

agitación. Se inocularon muestras de 10µL por 24 horas en agar Mayeux, Sandine Elliker 

(MSE) que contiene (g l-1): triptona (10) (BD BACTO®), extracto de levadura (5) (BD 

BIOXON®), sacarosa (100) (BD BIOXON®), citrato de sodio (1) (JT BAKER®), glucosa 

(5) (MAYER®) y azida de sodio (0.075) (QUANTYKA®) y agar (15) (BD Bioxon®) (Cuervo 

Muler et al., 2010; Nieto-Arribas, Seseña, Poveda, Palop, y Cabezas, 2010) 

 

Figura 3.- Tibicos colectados en el Ingenio San José de Abajo 
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5.2. Purificación de las cepas 

Las cepas fueron inoculadas en placas de agar MSE por el método Digralsky 

(Hedderich et al., 2011) y se incubaron a 37°C por 24 h para obtener colonias purificadas.  

5.3. Caracterización de las cepas 

Las cepas fueron caracterizadas con base en sus características morfológicas, 

bioquímicas y fisiológicas (Aman, Siddiqui, y Qader, 2012). La caracterización de las 

cepas se realizó mediante tinción de Gram y las pruebas de catalasa y oxidasa (Nair y 

Surendran, 2005). Para la prueba fisiológica, se evaluó la capacidad de las cepas para 

producir exopolisacáridos en medio MRS líquido (Leemhuis et al., 2013). 

 

5.3.1. Preservación de la cepa 

Para preservar las cepas, los aislamientos fueron inoculados en agar MRS e 

incubados a 37°C por 24h (Davidović et al., 2014; Han et al., 2014; Paulo et al., 2012). 

La biomasa producida en agar MRS (BD BIOXON®) que contiene (g l-1): proteosa peptona 

No. 3 (10), extracto de carne (10), extracto de levadura (5), glucosa (20) polisorbato 80 

(1), fosfato dipotásico (2), acetato de sodio (5), citrato de amonio (2) sulfato de magnesio 

(0.1), sulfato de manganeso (0.05), agar (15), fue cosechada e inoculada en matraces 

Erlenmeyer de 250 mL con caldo MRS  para producción de biomasa, el cultivo se 

mantuvo a 37°C por 24 h a 150 rpm. Se recupero la biomasa por centrifugación a 15000 

rpm por 15 minutos (Figura 4), los pellets fueron suspendidos y lavados dos veces con 

agua estéril (Figura 5). Se sumergieron esferas de plástico en la biomasa resuspendida 

permitiendo a los microorganismos adherirse a la superficie esférica y fueron colocados 

en crioviales que contenían agua estéril y mantenidos a 4°C (Rojas-Tapias et al., 2013; 

Holzapfel, Björkroth y Dicks, 2015). Las cepas preservadas fueron usadas para la 

producción de EPS; primero fueron reactivados en agar MRS por 24 h a 37°C, las cepas 
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reactivadas fueron inoculadas en matraces Erlenmeyer que contenían 50 mL de caldo 

MRS y mantenidas a 37°C por 24h a 150 rpm, la biomasa producida fue considerada 

como inoculo (Nieto-Arribas et al., 2010). 

 

Figura 4.- Biomasa recuperada por centrifugación 

 

Figura 5.- Biomasa al finalizar ciclo de lavados con agua estéril 
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5.4. Producción de dextrano en cultivo líquido 

La producción de dextrano se realizó en un sistema de cultivo líquido usando 

matraces Erlenmeyer de 250 ml, con 200 mL de caldo MRS. La producción de dextrano 

se realizó a 150 rpm en un agitador IKA® orbital shaker KS260 por 24h a 37°C ajustando 

el inoculo a 1x106 UFC/mL (Srinivas y Naga Padma, 2014)   

 

5.4.1. Determinación de azucares 

Los carbohidratos totales fueron determinados por el método fenol-sulfúrico 

(Dubois, Hamilton, Rebers, Smith, y Gilles, 1956), los azucares reductores fueron 

analizados con el método ácido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), como estándar 

en ambos análisis se utilizó glucosa (MEYER®). Los azucares totales y azucares 

reductores fueron analizados al inicio y final del cultivo líquido. Adicionalmente, el 

dextrano fue cuantificado (después de la purificación) por el método de Dubois (1956). 

 

5.4.2. Purificación y caracterización del dextrano 

Se recupero el dextrano del medio de cultivo separando la biomasa y materia 

insoluble por centrifugación a 15000 rpm por 15 minutos a 4°C (SAVANT® SC210A) para 

obtener el sobrenadante limpio. Para la purificación el dextrano fue precipitado del 

sobrenadante usando etanol gélido (96) % a relación (2:1) (etanol: cultivo líquido). La 

mezcla se mantuvo a 4°C y el dextrano se recuperó por centrifugación a 15000 rpm a 

4°C por 15 minutos. El dextrano precipitado fue disuelto en agua estéril (10 mL) dos 

veces para eliminar fracciones de fructosa o glucosa no polimerizada, el dextrano fue 

lavado tres veces con 30 mL de acetona fría y posteriormente precipitado con etanol frío 

y se mantuvo a 4°C. En cada punto la mezcla fue centrifugada a 15000 rpm por 15 
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minutos a 4 grados, finalmente fue secado a 40°C por 18 horas (Sarwat, Qader, Aman, 

y Ahmed, 2008; Vettori, Franchetti, y Contiero, 2012). 

 La solubilización del dextrano fue analizada agregando 1g de dextrano purificado 

en 100 mL de agua destilada, las mezclas fueron agitadas a 150 rpm en un agitador IKA® 

orbital shaker KS260 a 25°C. Se midió el tiempo requerido para que el dextrano se 

disolviera al punto en el que los sólidos en suspensión no eran visibles (Paulo et al., 

2012). Mientras que el punto de ebullición se realizó disolviendo 1 gr de dextrano puro el 

cual se calentó en una parrilla eléctrica, la temperatura se midió constantemente hasta 

llegar al punto de ebullición (Yang et al., 2015) 

 

5.4.3. Análisis por espectroscopia FT-IR 

Se obtuvo el espectro FT-IR para el dextrano producido por Leuconostoc sp en 

cultivo líquido aislado de tibicos de caña de azúcar usando el espectrómetro Bruker® 

Infrared Spectometer Vertex 70 con una resolución de 4 cm-1, en el modo de muestreo 

de Refracción Total Atenuada (ATR) por sus siglas en inglés. Un diamante de cristal con 

refracción única fue usado y el porcentaje de transmisión de este tipo de platos es mayor 

a 25. La región de medición fue en el infrarrojo medio, de 4000 a 400 cm-1, el equipo está 

equipado al software OPUS® para la adquisición de datos. Para analizar los espectros 

se usó el software Origin® 6.1 (OriginLab Corporation, USA) (Lenshin, Kashkarov, 

Seredin, Spivak, y Moshnikov, 2011). Se utilizo dextrano comercial de PM ~200,000 Da 

(SIGMA-ALDRICH®) producido por Leuconostoc mesenteroides como control.    
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1. Asilamiento y purificación del microorganismo 

Se aislaron tres cepas de apariencia mucosa (Figura 6) que crecieron en agar MSE 

(Sarwat et al., 2008), las cuales se identificaron como A, B y C. Los resultados de la 

tinción de Gram indicaron que tanto en las cajas B y C ( Figura 7) había presencia de 

colonias correspondientes a las características morfológicas de Leuconostoc, según lo 

descrito por Davidovic et al (2014) y Hemme y Foucaud-Scheunemann (2004) 

Leuconostoc es una bacteria Gram positivo con morfología de cocobacilos cortos 

agrupado en pares o cadenas cortas y negativa a la prueba de catalasa, siendo esto 

consistente con los resultados obtenidos en los aislamientos analizados como se 

muestra en la tabla 4. Se observo mayor capacidad de supervivencia para las cepas 

desarrolladas en agar MRS siendo semejante a otros trabajos donde se utilizó agar MRS 

como estándar para el desarrollo celular (Davidović et al., 2014; Freitas et al., 2017; Miao 

et al., 2014; Naessens et al., 2005; Paulo et al., 2012; Purama et al., 2009; Yang et al., 

2015). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.- Colonias mucosas de las cepas aisladas en agar MSE 

A B C 
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Figura 7.- Tinción Gram de los aislamientos B y C 

Cuadro 4.- Resultados de pruebas bioquímicas; +: reacción positiva, -: 

reacción negativa 

Características 
Aislamiento 

A B C 

Tinción de Gram + + + 

Forma celular Cocobacilos Cocobacilos Cocobacilos 

Catalasa - - - 

 

6.2. Preservación y viabilidad de los asilamientos 

Las cepas aisladas se conservaron en agua estéril utilizando esferas plásticas (Figura 

8). Se probó la viabilidad de las cepas agregando una esfera plástica de cada cepa 
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preservada en agar MRS (Figura 9). Las cepas permanecieron activas durante un 

período de 9 meses y se siguio determinando la viabilidad (Tabla 5). Dichos resultados 

concuerdan con lo reportado por Holzapfel, Björkroth y Dicks (2015). Los resultados 

indicaron que esta técnica de preservación ha demostrado ser ideal para mantener estos 

microorganismos en stock durante largos períodos de tiempo con una alta actividad 

celular y sin cambios en la bioquímica y el comportamiento metabólico de las cepas 

aisladas. Este resultado es prometedor ya que se logró mantener la viabilidad de las 

cepas en condiciones controladas y de esta manera tenerlas disponibles para futuras 

investigaciones. Este resultado es similar al reportado por Juven (1979) donde se usó 

piedra pómez como inerte. 

 

Figura 8. Preservados de los microorganismos A, B y C  con esferas plásticas en agua. 
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Figura 9.- Preservados de los microorganismos A, B y C reactivados en agar MRS 

 

Cuadro 5.- Evaluación de viabilidad de los aislamientos 

Preservado 2 D2 

Noviembre 2018 Activo Activo 

Diciembre 2018 Activo Activo 

Enero 2019 Activo Activo 

Febrero 2019 Activo Activo 

Marzo 2019 Activo Activo 

Abril 2019 Activo Activo 

Mayo 2019 Activo Activo 

Junio 2019 Activo Activo 

Julio 2019 Activo Activo 

Agosto 2019 Activo Activo 

6.3. Producción de EPS en cultivo liquido 

Los resultados obtenidos del cultivo mostraron que el contenido de sacarosa para los 

aislamientos B y C disminuyó un 55% (p / v), es decir, 55 g/L, después de 24 h de cultivo. 

El consumo de sacarosa por Leuconostoc spp. puede tener diferentes destinos debido a 

su metabolismo heterofermentativo (Bailey y Oxford, 1958). La Figura 10 muestra las 

posibilidades de diferentes fuentes de carbono en diferentes condiciones, utilizando 
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sacarosa como única fuente de carbono Leuconostoc puede producir dextrano como 

resultado principal del producto del metabolismo y la segunda posibilidad es la fructosa. 

 En este trabajo, las cepas mostraron la capacidad de producir 14 y 32 g / L de 

dextrano respectivamente, utilizando sacarosa en cultivo sumergido; este resultado es 

superior a la concentración máxima de dextrano (18.46 g / L) reportada por Davidovic et 

al. (2014) y similar en el máximo de dextrano reportado (32.15 g / L) por Han et al., (2014). 

La concentración de dextrano obtenida en cultivo sumergido por las cepas de 

Leuconostoc B y C en este trabajo, se obtuvo utilizando un sistema de producción sin 

optimización, por lo que el resultado refleja la alta capacidad de síntesis de dextrano de 

las cepas B y C aisladas de tibicos obtenidos del proceso de obtención de azúcar incluso 

en condiciones no ideales. Por otro lado, la concentración de azúcares totales  en cultivo 

sumergido para cepas de Leuconostoc B y C aislamientos se monitorearon, los 

resultados indicaron una disminución de 33.5 a 18% (p / v), este fenómeno posiblemente 

se deba a la glucosa liberada por las hidrólisis de sacarosa que se puede usar como 

fuente de carbono para el microorganismo para la síntesis de dextrano por la presencia 

de dextransacarasa (Han et al., 2014). Los posibles destinos de la fructosa (no 

cuantificada) liberada por la hidrolisis de sacarosa, podrían convertirse en otros 

metabolitos como el manitol deshidrogenasa. Las fracciones de glucosa no 

polimerizadas se pueden usar como sustrato para la producción de ácido láctico 

mediante fosfoquetolasa, tanto el manitol como el ácido láctico son los principales 

subproductos obtenidos, el CO2 y el ácido acético también pueden obtenerse. (van 

Heerden et al., 2013). 
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Figura 10.- Posibles rutas de carbono de Leuconostoc mesenteroides (van Heerden et 

al., 2013) 

6.4. Análisis por espectroscopia FT-IR 

Se utilizaron muestras purificadas de EPS para el análisis FT-IR con el fin de 

corroborar que el EPS produce era un dextrano. La espectroscopia infrarroja se utilizó 

para identificar la estructura característica principal del dextrano. La Figura 11 muestra 

el espectro del dextrano en la región de 1400-600 cm-1. Las bandas del espectro 

representan todos los grupos funcionales presentes que constituyen este polisacárido, 

todos ellos contribuyen con sus grupos funcionales (-C-O-C, -C-O). Se detectaron los 

principales grupos estructurales del dextrano. Las principales bandas de absorción que 

caracterizan el exopolisacárido α de dextrano (1 → 6) se encontraron en la región de 

1150 cm-1, en relación con las vibraciones del enlace de glucósidos COC, el pico ancho 

a 1105 cm-1era relevante para la vibración del enlace de CO en la posición C-4 de un 
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residuo de glucosa, la presencia de un pico de absorción a 1010 cm-1 refleja la gran 

flexibilidad de la cadena de dextrano descrita a 912 cm-1 e indica la existencia de este 

enlace glucósido en la conformación alfa (α) (Shingel, 2002).La Figura 12 muestra que 

el espectro infrarrojo en B era como el espectro C, la forma de la línea es muy similar a 

alrededor de 1400- 600 cm-1, solo se detectaron leves cambios de banda. El análisis por 

espectroscopía infrarroja confirmó los grupos funcionales de dextrano sintetizados por 

las cepas B y C; las bandas que se observan en ambos espectros son iguales al espectro 

de dextrano característico de un polisacárido. Los espectros FTIR del dextrano 

sintetizado por las cepas B y C fueron muy similares a lo obtenido por Paulo et al., (2012), 

Davidovic et al., (2014) y Han et al., (2014) indican una estructura similar. 

 

 

Figura 11. Espectro infrarrojo del dextrano comercial de ~200,000 Da (SIGMA-

ALDRICH®) usado como estándar 
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Figura 12. Espectro infrarrojo de los exopolisacáridos producidos por los aislamientos B 

y C 

6.5. Propiedades del dextrano 

Para la caracterización de dextrano, el dextrano obtenido de un cultivo sumergido se 

purificó como se indicó en la sección experimental. Después de la purificación, el 

dextrano producido a partir de los aislamientos de Leuconostoc B y C mostró capacidad 

para evitar la congelación, se ha reportado que el dextrano tiene la capacidad de prevenir 

la cristalización (Yildiz y Karatas, 2018). El dextrano puro calentado de ambos 

aislamientos mostró que en ambos casos el punto de ebullición se alcanzó a 85 ° C, esta 

temperatura se informa en las especificaciones técnicas del dextrano comercial 

(Guidechem, 2019). La solubilización del dextrano de los aislamientos B y C indicó la 

disolución total en agua destilada a 25 ° C después de 1 hora y 17 minutos, la solubilidad 

del dextrano está relacionada con el grado de ramificación (Paulo et al., 2012). Los 

resultados indicaron que las características mostradas por el dextrano producido por los 

aislamientos B y C de Leuconostoc son interesantes para aplicaciones industriales. 
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7. CONCLUSIÓN 

Los resultados obtenidos indicaron que las cepas aisladas están relacionadas 

bioquímica y morfológicamente con los géneros Leuconostoc y la estrategia de 

preservación de las cepas en agua destilada esterilizada permitió a los aislamientos B y 

C una mejor estabilidad celular y una mayor viabilidad para reactivarse a partir de la 

preservación para usarse en la fase experimental para producir el EPS.  

Las cepas B y C aisladas de tibicos del proceso de extracción de azúcar mostraron 

la capacidad de producir dextrano. Esto abre una oportunidad para la diversificación 

agroindustrial de la caña de azúcar. 

 Finalmente, la espectroscopia infrarroja confirmo que el polisacárido obtenido era 

dextrano, esta técnica ofrece una alternativa rápida y no destructiva a las técnicas de 

medición química para la caracterización. 
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